1. INTRODUGAO

Em todo o mundo, existem milhdes de pessoas portadoras cronicas do virus
da hepatite C (VHC). A infeccdo pelo virus geralmente € assintomatica. Estudos
mostram que uma propor¢ao significativa dos pacientes infectados podera
desenvolver cirrose dentro de aproximadamente 20 anos apds a exposicdo e
infeccao pelo virus. (1). A hepatite cronica pelo VHC é um fator de risco ja bem
estabelecido para o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (CHC). O CHC é&,
no contexto da infeccdgo pelo VHC, geralmente diagnosticado apdés o
desenvolvimento de cirrose (2) e cerca de duas ou trés décadas apds a infecgao
pelo VHC (1).

O CHC é uma das neoplasias malignas mais comuns e mais fatais em todo
o mundo (3). A sua incidéncia tem crescido em indices alarmantes, tornando-o um
grande problema clinico e de saude publica em todo o mundo (2,4). Este fato pode
estar associado com o avanco no tratamento da cirrose e de suas complicagdes, o
que contribuiu para a reducao dos oObitos associados a doenca hepatica. Isto teria
levado a um aumento da sobrevida dos pacientes e, consequentemente, a um
maior risco de desenvolvimento de CHC (1). Aliado a este fato, o avango nos
métodos diagndsticos e terapéuticos tem permitido o tratamento de um numero
maior de pacientes com CHC, melhorando a sua sobrevida (1).

A retirada cirurgica do tumor constitui, geralmente, a modalidade terapéutica
primaria para o CHC. Infelizmente, a minoria dos pacientes (cerca de 30% ou
menos) € candidata a ressecgao cirurgica, devido ao tamanho ou a localizagdo do
tumor, a doenca multifocal ou a escassez da reserva hepatica. Nos ultimos anos, o
transplante hepatico no tratamento do CHC tem sido bem aceito. Entretanto, as
indicacbes especificas sao ainda controversas, especialmente nos casos de
tumores avangados (2).

Apesar de ja bem estabelecidos muitos fatores de risco para o
desenvolvimento de CHC e do constante crescimento do conhecimento a respeito
dos mecanismos moleculares que induzem a hepatocarcinogénese, os mecanismos
reais que levam ao desenvolvimento desta neoplasia ainda ndo foram
completamente esclarecidos (5).

Diante deste quadro, faz-se necessario aprimorar os conhecimentos sobre a

hepatocarcinogénese, incluindo os mecanismos moleculares e as alteracdes



genéticas envolvidas neste processo. Além disso, é também importante o estudo e
a identificacado de fatores progndsticos associados a doenga (1, 5). Estudos desta
natureza podem contribuir para o desenvolvimento de novos métodos terapéuticos
para o CHC, para a selecao apropriada da terapia para determinado paciente, bem

como para a avaliagao critica dos resultados de sua utilizagao (1).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O virus da hepatite C

A contaminagdao pelo VHC tipicamente envolve a via parenteral, como
transfusdo de sangue ou produtos do sangue de doadores né&o triados e uso de
drogas injetaveis, podendo ser transmitido também por meio de acidente de
trabalho com objetos perfurocortantes contaminados, hemodialise, tatuagem e
tratamento dentario. Entretanto, pelo menos 50% dos pacientes infectados ndo tém
histéria de transfusdo de sangue ou exposi¢do a quaisquer outros fatores de risco
de origem parenteral (6).

O VHC é um virus RNA hepatotrépico da familia Flaviviridae, com
aproximadamente 9600 nucleotideos em extensdo. Ele pode causar hepatites
aguda e cronica em chimpanzés e em humanos, havendo uma alta propensao da
infeccao a cronicidade. Se nédo tratada, a hepatite C cronica pode progredir para a
cirrose e hepatocarcinoma (7).

Existem 6 principais genotipos de VHC (numerados de 1 a 6), os quais
variam de um para outro em cerca de 30% em sua sequéncia nucleotidica (7).
Estes genotipos, por sua vez, sdo subdivididos em mais de 100 subtipos. O
genotipo do VHC é importante ndo s6 pela sua diferenga quanto a distribuicao
geografica, como também é para determinar a resposta a terapia instituida em
determinado paciente (8).

A fase de leitura aberta (open reading frame) do VHC contém entre 9024 e
9111 nucleotideos, dependendo do subtipo. Ela codifica uma poliproteina unica que,
por sua vez, é clivada pelas proteases virais e do hospedeiro em 10 proteinas virais.
Dentre elas, estao 3 proteinas estruturais (proteina do core, E1 e E2) e 7 proteinas
nao estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B), (7,8,9,10).

A proteina do core € uma proteina do nucleocapsideo viral com muitas
funcdes, destacando-se dentre elas: ligagdo do RNA, modulagao imune, sinalizagéao
celular e potencial oncogénico. As proteinas E1/E2 sao glicoproteinas do envelope
que circundam as particulas virais (7). As proteinas do envelope promovem a
entrada do virus na célula através da ligagdo com determinados receptores da
superficie celular (receptor da lipoproteina de baixa densidade, CD81, dentre

outros) (8). As proteinas nao estruturais do VHC contribuem, conjuntamente, de



varias formas para o ciclo de vida do virus, incluindo a sua ligagao, fuséo e entrada
na célula, a tradugcdo do seu RNA, o processo de poés-tradugcado, sua replicagao,
montagem e liberagdo. Algumas delas sdo, consequentemente, alvos chave para o
desenvolvimento de determinadas drogas antivirais, como a NS3, NS5A e NS5B
(7).

A cada ciclo de replicagao, o VHC sofre mutagdo em aproximadamente um
nucleotideo, devido a falta da fungdo de correcdo da polimerase viral NS5B. Este
fato associado a curta meia vida do virus e o seu rapido turnover, de apenas
algumas horas, resulta em uma grande variabilidade genética e representa um
grande desafio no desenvolvimento de uma vacina contra o virus que seja eficaz

(8).

A estrutura simplificada do VHC esta representada na figura 1
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_ proteinas do capsidio
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Figura 1: virus da hepatite C. Fonte: STRAUSS, 2001



2.2 Epidemiologia

A infeccdo pelo VHC é um problema de saude publica. A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) estima que aproximadamente 180 milhdes de pessoas,
cerca de 3% da populacdo mundial, sejam infectadas pelo virus. Destas, cerca de
130 milhées sao portadoras crénicas da doencga. A prevaléncia € baixa (menor que
1%) na Australia, no Canada e norte da Europa. A prevaléncia é mediana (1%) nos
Estados Unidos e na maior parte da Europa, porém é alta (maior que 2%) em
algumas regibes da Africa, América Latina e Asia (6).

A infeccao crénica pelo VHC é fator de risco para o CHC (6), que geralmente
se estabelece apdés o desenvolvimento de cirrose nos individuos infectados pelo
virus. Em pacientes com infeccdo pelo VHC e cirrose, a taxa anual de
desenvolvimento de CHC varia entre 1 e 7% (9).

O CHC é dos tumores malignos mais frequentes no sistema digestivo e,
mundialmente, apresenta-se como o terceiro tipo de cancer mais letal (3, 5). Nos
ultimos anos, este tipo de neoplasia tem recebido bastante atencdo, dado o rapido
crescimento de sua incidéncia, a qual varia de acordo com a regido geografica
considerada. A maioria dos casos ocorre em determinadas regides da Africa e da
Asia, sendo baixa na América do Norte e Europa. Entretanto, tem sido relatado um
crescimento da incidéncia em alguns paises desenvolvidos, como Japéao, Franga,
Reino Unido e Estados Unidos (5,11).

No Brasil, dados do Ministério da Saude estimam que 1,5 milhdo de pessoas
sejam infectadas pelo VHC (12). Em relacdo ao CHC, estudos indicam que o Brasil
€ um pais de baixa prevaléncia da doenca, ndo estando este entre os dez tumores
mais incidentes no pais, de acordo com dados do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), (13,14,15).



2.3 Hepatocarcinogénese e virus da hepatite C

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento do CHC sdo bem conhecidos
e, dentre eles, estdo a exposicdo a aflatoxina, micotoxina produzida pelo fungo
Aspergillus, que contamina produtos agricolas e esta presente especialmente em
determinadas regides da Asia e Africa. A aflatoxina pode participar do processo de
hepatocarcinogénese devido a sua capacidade de causar danos no DNA dos
hepatdcitos, levando a alteragdes genéticas nas células-alvo (4).

Além da aflatoxina, o consumo excessivo de alcool e as hepatites crdnicas
pelos virus B e C se destacam como fatores de risco para o desenvolvimento do
CHC (4, 5, 9,11). A infecgéao viral cronica pelos virus das hepatites B e C, por sua
vez, parece ser um dos fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento
do CHC, pois é capaz de provocar inflamagado crbnica e regeneragdo dos
hepatécitos. A inflamacéo continua pode levar a danos no DNA dos hepatécitos em
regeneragao, aumentando, assim, as chances de alteragdes de genes associados a
carcinogénese (5).

A hepatite causada pela infeccao pelo VHC é a principal causa de doenca
cronica do figado (2). Milhdes de pessoas em todo o mundo s&o portadores
cronicos de hepatite C e estudos estimam que uma proporgao significativa destes
pacientes desenvolvera cirrose em um periodo de aproximadamente 20 anos apoés
a exposicao ao virus. A maioria dos casos de CHC (70 a 80%) ocorrem em figados
com cirrose (3), sendo ela um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de hepatocarcinoma, inclusive em pacientes com hepatite C (1).
Entretanto, apesar de ser clara a relacdo entre a infeccdo pelo VHC e o CHC, a
prevaléncia de infeccdo pelo VHC em pacientes com CHC difere notavelmente de
acordo com a regiao geografica considerada. A infecgao pelo VHC é encontrada em
até 80% dos casos de CHC no Japao, em 40 a 50% na Italia e Espanha, em 20%
nos Estados Unidos e Coreia e em menos de 10% na China (9).

Estudos recentes sugerem que o curso natural da infeccdo pelo VHC pode
ser modificado pelo background genético do hospedeiro. Assim, tanto fatores
ligados ao hospedeiro como ao virus sao capazes de afetar o processo da

hepatocarcinogénese de uma maneira complexa (9).



Em relagdo aos fatores ligados ao VHC, estudos de arrays de cDNA
mostraram a expressado de diferentes genes quando foram comparados figados
normais e com CHC (16) e quando foram comparados CHCs relacionados com
hepatite B e C (17), sugerindo diferentes mecanismos de hepatocarcinogénese.

A proteina do core do VHC pode estar associada a um importante passo,
dentre os varios, no desenvolvimento do CHC, estando relacionada a inducéo de
estresse oxidativo, esteatose e crescimento celular continuo, levando a
imortalizagcdo dos hepatdcitos (5). Esta proteina € capaz de se ligar a diversas
proteinas supressoras tumorais, dentre elas p53, p73 e pRb, alterando o controle do
ciclo celular. A proteina do core também pode influenciar o crescimento e a
diferenciacao das células do hospedeiro através da ativagao de vias de sinalizacao
como Raf/MAPK, Wnt/B-catenin, TGF- 3 (9).

Além da proteina do core, outras oncoproteinas produzidas pelo VHC, dentre
elas NS3 e NS5A teriam importante papel na hepatocarcinogénese. A participagao
destas proteinas na oncogénese estaria relacionada com o controle do ciclo celular,
através de sua interagdo com proteinas chave (p53, p21 e ciclinas), fatores de
transcrigdo, proto-oncogenes, fatores de crescimento e seus receptores e proteinas
envolvidas na apoptose (9,18). A proteina viral NS3, por exemplo, inibe a atividade
da p21 e a funcéo da p53. Ja a proteina NS5A parece interagir com varias vias de
sinalizagao envolvendo ciclo celular/apoptose e metabolismo lipidico nas células do
hospedeiro e compartilha alguns alvos de sinalizagdo com a proteina do core (9).

Ja esta bem estabelecido que os tumores se originam de células normais
através de alteragdes genéticas e epigenéticas. Estas alteracbes afetam vias de
sinalizagao, levando as células a divisao, crescimento e migragdo descontrolados
(9).

Assim como para a maior parte dos tumores, o desenvolvimento do CHC
também envolve multiplos passos, sendo o resultado de um acumulo de alteragdes
genéticas e epigenéticas em determinados genes. (9,11) Dentre as alteragdes
genéticas e suas consequéncias bioldégicas no CHC, podem ser destacadas as
seguintes: inativagdo ou perda de genes supressores tumorais, ativagcao de
oncogenes, ativagao de determinados fatores de crescimento e de seus receptores,
reativacao de algumas vias do desenvolvimento (5).

Diante do exposto, € possivel observar que alguns agentes, dentre eles o

VHC, poderiam interferir na patogénese molecular do CHC através da agao direta



sobre 0s genes que controlam o crescimento e a proliferagdo dos hepatdcitos.
Existem diversos estudos sobre o papel de muitos destes genes na
hepatocarcinogénese. O presente estudo se propde a estudar os possiveis papéis
dos genes FHIT e BRAF na hepatocarcinogénese.



2.4 FHIT, BRAF e carcinogénese

2.41 FHIT

O FHIT (fragile histidine triad) € um gene supressor tumoral localizado no
brago curto do cromossomo 3 (3p14.2), em uma regido que contém multiplos genes
supressores tumorais, o sitio de fragilidade FRA3B. Existem alguns sitios de
fragilidade descritos no genoma humano, que séo regides conhecidas como areas
que sao alvo de alteragdes genéticas em tumores humanos. Dentre eles, existem os
sitios raros e os sitios de fragilidade comuns ou constitucionais (19, 20, 21).

Os sitios de fragilidade comuns sao regides observadas nos cromossomos
em metafise de células cultivadas sob estresse replicativo e que sao mais
susceptiveis a rupturas, rearranjos e dele¢gdes que outras areas do genoma. Eles
sao localizados em posigdes especificas dos cromossomos de todos os individuos e
mais frequentemente observados depois do tratamento das células em cultura com
doses baixas de afidicolina, um inibidor da DNA polimerase (20, 21). H4, também,
evidéncias de integracado de virus nestas regides. Entretanto, ainda faltam estudos
sobre a relacdo entre a replicagcdo viral continua e a alteragdo na expressao de
genes localizados nos sitios de fragilidade (19).

Em um dos sitios de alta fragilidade, FRA3B, situa-se o gene FHIT,
localizado no 3p14.2. Este gene abrange mais de 1,5 megabase (Mb) e é o
segundo maior gene humano, depois do gene da distrofina. Apesar de seu grande
tamanho, ele codifica um RNA mensageiro (MRNA) que é de apenas 1,1 kb. Este
MRNA codifica uma proteina de 17kD, contendo 147 aminoacidos (22). A proteina
fhit € uma hidrolase envolvida na clivagem de trifosfato de diadenosina (20, 22, 23).

Em diversos tipos de tumores foram encontradas formas aberrantes da
proteina fhit, devido a alteragbes estruturais e funcionais do gene, como rearranjos
ou delegbes na regido do locus do FHIT (19, 24). As delegdes no gene
frequentemente envolvem os introns 4 e 5, como consequéncia de rupturas no
FRA3B (19, 25). Analise de sequéncias do locus FRA3B/FHIT e determinadas
delegdes em células tumorais demonstraram que este locus é susceptivel a
recombinagées entre longas sequéncias nucleares, resultando em delecdes

internas do FHIT (mais provavelmente causados por carcindgenos) (19).



O FHIT é considerado um gene supressor tumoral, através da inibicao do
crescimento celular e do aumento dos niveis de apoptose (21). A indugédo da
apoptose se daria pela ativagado da cascata das caspases, como a caspase 8 (22,
24, 26). Estudos mostram que alteragdes no FHIT e sua proteina poderiam, além de
inibir a apoptose, interagir com algumas proteinas-chave envolvidas na progressao
do cancer, incluindo a p53. A co-expressdao do FHIT e da p53 inibe
sinergisticamente a proliferacdo de células de uma variedade de tumores (27). Além
da p53, a inibicdo do crescimento celular também poderia estar relacionada com o
aumento da p21, uma proteina que inibe o ciclo celular (26).

As anormalidades no gene FHIT sdo observadas em uma variedade de
tumores, como os do trato gastrintestinal alto, do célon, do pulméo, do colo uterino e
da mama (20). Um denominador comum aos tumores associados a alteragdes
deste gene é a sua origem epitelial e a sua associagdo com carcindgenos
ambientais (19, 20, 25), assim como ocorre em outros sitios de fragilidade (21).
Além da exposicdo a carcindégenos, a inativacdo do FHIT também pode se
correlacionar com alteragdes epigenéticas, como metilagdo do DNA (hipermetilagao
do DNA de regides promotoras do gene, reduzindo a sua expressao) e modificagao
de histonas (20).

Estudos prévios também tém demonstrado a reducao da expressao do FHIT
em lesdes pré-invasoras, o que levanta a hipétese de que as alteragdes neste gene
ocorrem nas etapas iniciais da carcinogénese (20, 21, 25, 28). Outros estudos
demonstraram, ainda, que alteragdes no gene poderiam ocorrer mesmo em tecidos
normais de pulmdes e figados de pessoas expostas a carcinégenos, reforcando a
ideia do dano precoce que eles poderiam causar no sitio de fragilidade FRA3B (25,
27).

Em relagdo ao hepatocarcinoma, alguns autores observaram forte expressao
do gene em amostras de figado normais e redugcédo ou auséncia de expressdo no
CHC (29). Através de estudos citogenéticos e de hibridizagao, algumas células do
CHC demonstraram translocacdes desbalanceadas recorrentes envolvendo 3p14-
21 e perda de numero de cépias de DNA nas regides 3p12-14, ambas alteragcdes
coincidindo com a localizagao do gene FHIT (19, 25). Cépias aberrantes de FHIT,
com delegdes de exons e fusdo de exons remanescentes e perda de heterozigose

foram observados em tecidos de CHC, em comparagao com tecidos nao tumorais e
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levaram a falta de expressao da proteina fhit (24). Assim, alteragbes neste gene
parecem estar envolvidas na hepatocarcinogénese (19).

Além da sua participacédo no complexo processo da génese do CHC, outros
autores encontraram associagao entre alteragdes na expressao de fhit e taxas mais
altas de proliferagcdo celular, o que estda também de acordo com uma maior
agressividade do tumor (26). Outros autores também descreveram a associagao
entre a reducao/auséncia de expressao de fthit e tamanho do tumor/estadiamento do
CHC e também com menor sobrevida, fatores que influenciariam no prognéstico
dos pacientes (29, 30). Estes dados poderiam indicar um possivel papel da
alteracao na expressao do FHIT na avaliagdo do prognéstico dos pacientes.

Estudos associaram a transdug¢ao do FHIT com a inibicdo do crescimento de
células do CHC e a indugédo da apoptose in vivo e in vitro (31). Além disto, a “re-
expressdo” de FHIT em células tumorais (mediada por adenovirus ou por
plasmideos) foi capaz de inibir a tumorigénese, tornando-o, assim, uma estratégia

promissora para o tratamento de diversos tipos de tumores (22, 26, 30).
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2.4.2 BRAF

O BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) € um proto-
oncogene situado no cromossomo 7 (7924) que codifica uma serina/treonina
quinase (cujo nivel de expressao varia de acordo com diferentes tecidos) e que
participa de vias que atuam na proliferacdo e na sobrevivéncia celulares. O gene é
expresso em alguns tecidos normais, como tecido nervoso e células
hematopoéticas, nos quais desempenha fungdes especializadas. Camundongos
que possuem deficiéncia de BRAF exibem defeitos que envolvem a diferenciacéo
neuroepitelial e a maturagao endotelial, como por exemplo inducdo de apoptose de
células endoteliais, levando a morte destes animais no meio da gestacéo (32, 34,
37). Por outro lado, mutagdes neste gene provocam uma ativagao aberrante destas
vias, levando a um aumento de sua atividade, o que poderia gerar, como
consequéncia, a imortalizacido celular, o crescimento independente do estimulo de
fatores de crescimento, a insensibilidade aos sinais inibidores do crescimento, a
habilidade de invadir e de metastatizar, a capacidade de estimular angiogénese e
de inibir a apoptose e a alteragdo na resposta a determinadas drogas
quimioterapicas (33).

A via pela qual o BRAF age é chamada RAS/ERK (extracellular-signal
regulated protein kinase) MAPK (mitogen-activated protein kinase). Esta via
compreende uma proteina chamada RAS e as proteinas-quinase RAF-MEK
(mitogen and extracellular-regulated protein kinase) e ERK. A proteina RAS esta
ligada na face interna da membrana plasmatica da célula e é ativada por fatores de
crescimento, citocinas e receptores hormonais. Esta proteina, quando ativada,
recruta RAF para a membrana para a ativagao de outras proteinas através de um
processo que envolve mudangas na fosforilagdo e se liga a outras enzimas e
proteinas estruturais. RAF causa fosforilacdo e ativacdo de MEK, que fosforila e
ativa ERK. Esta cascata de sinais estd envolvida na regulagdo da proliferagao,
diferenciacao e sobrevivéncia celulares (35,36) e sua complexidade esta associada
a sua multiplicidade de componentes. Ha trés tipos de RAS (HRAS, NRAS e
KRAS), trés tipos de RAF (ARAF, BRAF e CRAF), dois tipos de MEK (MEK1 e
MEK?2) e dois tipos de ERK (ERK1 e ERK2), genes que codificam proteinas que nao
possuem funcdes redundantes. Assim, a via deve ser cuidadosamente controlada

para assegurar respostas apropriadas aos estimulos ambientais. Nas células
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normais, o resultado da via inclui sobrevivéncia, proliferacdo, senescéncia e
diferenciacao celulares, mas em células do cancer a ativagao da via favorece a
proliferacdo e a sobrevivéncia celulares (35).

O BRAF ¢é mais potente ativador das MAPK/ERK quinases (36), sendo, dos
trés tipos de RAF, o que mais avidamente se liga a RAS e também o mais ativo
para fosforilar a quinase MEK. A mutacdo de BRAF é vista em uma variedade de
tumores (cerca de 7 a 8% de todos os canceres), como colon, ovario, figado,
estdmago e carcinoma de pulmao nao-pequenas células (37), tendo sido descritos
mais de 100 tipos de mutagao do gene (35). Entretanto, a alteragao na via da qual o
gene participa é particularmente descrita nos casos de melanoma, sendo a mutagao
do BRAF encontrada em cerca de 40 a 60% dos casos deste ultimo tumor (38).

Mais de 90% das mutagdes em BRAF ocorre no nucleotideo 1796, no exon
15 do gene, levando a substituicdo de acido glutamico por valina na posi¢ao 600, a
mutacao V600E, o que estimula a ativacdo de MEK/ERK na auséncia de estimulos
extracelulares (35, 36, 38). A mutacdo em BRAF pode estar associada tanto com a
iniciacdo da transformagao maligna quanto com a progressao do cancer (37, 39).
Além disso, de acordo com alguns autores, a mutacdo V600E reduziria a
quantidade de moléculas de MHC na superficie da célula neoplasica, o que
dificultaria o seu reconhecimento por células T citotoxicas (36).

QOutros estudos mostram também a associacdo da mutagdo de BRAF com
uma maior tendéncia a metastase (no caso do melanoma, tanto para o figado como
para outros 0rgaos), pior prognéstico e menor sobrevida (39). Outros autores
também descrevem a mutagdo do gene como fator progndéstico em pacientes com
cancer de célon e mestastases hepaticas (40).

Com relagéao a hepatocarcinogénese e sua relagdo com BRAF, os dados da
literatura sao controversos. Alguns autores encontraram uma hiperexpressao do
BRAF no hepatocarcinoma (41, 42), enquanto outros ndo encontraram mutag¢des do
gene nesta neoplasia (33, 43). COLOMBINO et al, 2012 detectaram a mutagao
V600E de BRAF em 23% dos casos de hepatocarcinoma do seu estudo, ndo sendo
esta alteragdo observada nas areas normais adjacentes ao tumor (42). Entretanto, a
ativacdo anormal da via RAF/MAPK/ERK ¢é relatada como um fenbmeno comum no
caso do CHC, sendo esta ativacdo aberrante associada com o estadio do tumor

(43). Estes dados séo importantes porque mostram a possibilidade de associagao
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do status de BRAF com o prognéstico e também o uso de drogas anti-BRAF no
tratamento de pacientes com CHC.

O tratamento com drogas anti-BRAF tem sido descrito especialmente nos
casos de melanoma, nos quais elas sao capazes de aumentar a sobrevida global do
paciente (44). Algumas delas podem, inclusive, levar a regressao completa ou
parcial do tumor, sendo este efeito observado em melanomas com a mutagao
V600E de BRAF, mas ndo em tecidos normais ou em células tumorais que nao
apresentem a mutagdo de BRAF (38). Existem, ainda, outras drogas igualmente
promissoras, algumas inclusive testadas nos casos de CHC, que atuariam na
inibicdo de MEK (44, 45, 46).
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2.5 Tratamento e fatores prognésticos do hepatocarcinoma

Existe uma variedade de opcdes terapéuticas disponiveis para o CHC.
Entretanto, até o momento, os melhores resultados sao obtidos através da
resseccao do tumor ou do transplante hepatico. Infelizmente, 30% ou menos dos
pacientes se beneficiam deste tipo de tratamento, devido ao tamanho do tumor ou
sua localizacdo, a doenga multifocal, a escassa reserva hepatica, enfim, devido a
descoberta da doencga ja em fase avancgada (2, 13, 47). A selecao de pacientes para
o tratamento cirurgico baseia-se em varios critérios, como a auséncia de doenga
extra-hepatica, o grau de disfungdo hepatica e consideragdes técnicas (47). Estes
critérios podem ser diferentes, de acordo com o centro em consideragao.
Entretanto, apesar das diferencgas, eles levam em conta fatores que se associam
com o progndstico e com a sobrevida.

A maioria dos centros de transplante hepatico adota os critérios de Milao, que
consistem na indicacdo de transplante hepatico para pacientes cirrdticos que
apresentem o maximo de trés ndédulos de até 3 cm de didmetro, ou nddulo solitario
que nao ultrapasse 5 cm e que nao apresentem invasdo macrovascular. A
sobrevida apds o transplante, nesses casos, € semelhante a de pacientes com
doencas hepaticas ndo associadas a neoplasia (47, 48, 49).

No entanto, com o tempo, surgiram questionamentos em relagdo as
restricbes desses critérios, os quais levam a exclusdo de grande numero de
pacientes que ainda poderiam se beneficiar de terapia curativa. Alguns centros de
transplante propuseram critérios ampliados para a indicagcdo ao transplante e
obtiveram resultados semelhantes aos obtidos pelos grupos que utilizam os critérios
de Milado (50, 51).

Alguns autores sugerem que além do tamanho e numero de lesdes tumorais,
a histologia dos nodulos também esta relacionada com a sobrevida apdés o
tratamento (51, 52), mostrando, neste caso, a importancia da biépsia hepatica no
planejamento terapéutico dos pacientes. Foi demonstrado que o grau de
diferenciacao tumoral se correlaciona com invasao microvascular e esta representa
um marcador de recorréncia do CHC apds o transplante hepatico. O grupo de
transplante da Universidade de Toronto leva em consideragdo os achados de
biépsia do tumor para indicar o transplante hepatico e criaram os “critérios de

Toronto” que incluem pacientes com tumores avancados, com doenca restrita ao
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figado e que ndo sejam tumores pouco diferenciados. A sobrevida dos pacientes
selecionados para transplante pelos critérios de Toronto mostrou-se semelhante ou
melhor do que a maioria das séries que utilizaram critérios mais restritos de
indicagao ao transplante (51, 53).

Estudos também correlacionam a presencga de invasao vascular com reducao
da sobrevida apds o transplante hepatico por estarem relacionadas a aumento da
recorréncia do CHC (54). PARFITTI et al, 2007 desenvolveram um escore
histolégico para predizer recorréncia do CHC e, dentre as variaveis estudadas, a
microinvasao vascular foi o preditor mais forte de recorréncia tumoral, sendo outras
caracteristicas referentes ao tumor, dentre elas tamanho maior ou igual a 3cm e
grau nuclear, também fatores preditivos de recorréncia do tumor (55).

No subgrupo especifico de pacientes com hepatite C, SHIMODA et al, 2004
encontraram correlacido do estadio avancado do tumor e da invasao vascular com o
pior progndstico e a recorréncia da neoplasia (2).

Estes dados reforcam a ideia de que o estudo histolégico do tumor teria
importancia no CHC, contribuindo para avaliagdo do prognéstico, da chance de
recorréncia e também para o planejamento terapéutico dos pacientes com este

tumor.
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2.6 Justificativa

A hepatite C € uma doenca que afeta milhdes de pessoas em todo o0 mundo
e que se comporta muitas vezes de forma silenciosa e com longa evolugao, levando
ao desenvolvimento de cirrose apds décadas da infeccao pelo virus. A cirrose, por
sua vez, mostra-se como um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento
de CHC em pacientes com hepatite C (1). O foco do presente estudo em pacientes
com hepatite C deve-se, assim, a importancia deste subgrupo na etiologia do CHC.

O beneficio deste estudo seria a maior elucidagdo sobre a expressido de
determinados genes relacionados a hepatocarcinogénese em pacientes com
hepatite C e cirrose em nosso meio e sua associagdo com dados
anatomopatolégicos que interferem na sobrevida/prognéstico dos pacientes. A
identificacdo e o grau de expressao destes genes poderiam se revelar como
ferramentas adicionais na identificagdo de fatores relacionados com o prognéstico e
com a sobrevida apds o tratamento de ressecgao tumoral ou transplante. Isto
poderia influenciar na escolha da melhor opgao terapéutica para os pacientes.

Soma-se a isto o fato de que algumas terapias imunogenéticas envolvendo
os genes FHIT e BRAF ja tém sido utilizadas em determinados tipos de cancer,
incluindo o CHC. Estudos sobre a expressao destes genes no CHC podem abrir a
discussao sobre o uso destas drogas em determinados casos desta neoplasia em

NosSso meio.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar a expressao dos genes FHIT e BRAF no CHC em pacientes com hepatite C
e cirrose, através da utilizacdo de marcadores imunoistoquimicos e associar a
expressdo destes com as caracteristicas anatomopatoldgicas das lesdes que

interferem na sobrevida.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1 — Determinar a expressao dos genes FHIT e BRAF no CHC em pacientes com
hepatite C e cirrose e em figados normais, marcados pelo método

imunoistoquimico.

3.2.2 — Avaliar e analisar comparativamente os diferentes graus de expressao
(produto da intensidade pela porcentagem de células marcadas) dos genes FHIT e

BRAF no CHC, na cirrose e em figados sem alteragdes histopatolégicas.
3.2.3 — Investigar a existéncia de associacéo entre a expressado dos genes FHIT e

BRAF e algumas caracteristicas anatomopatolégicas das lesées tumorais (tamanho

do tumor, numero de nédulos tumorais, grau histolégico tumoral, invasao vascular).
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4. METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

4.1. Material

Trata-se de estudo observacional, analitico, com grupo controle, no qual
foram incluidos pacientes adultos, com diagndstico de hepatite C, cirrose e CHC, e
que foram submetidos a transplante hepatico ou ressecgao cirurgica do CHC no
Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) entre janeiro de 2002 e dezembro de 2010. Os critérios
utilizados para a selegao dos casos foram: 1) diagnéstico da infec¢ao pelo VHC por
PCR; 2) amostras de explante hepatico ou de hepatectomia disponiveis para
revisdo e 3) confirmacéao histolégica de CHC e de cirrose. O critério de exclusao foi
a presenca de qualquer outra forma de doencga hepatica. Os blocos de parafina dos
casos (figados com CHC e cirrose adjacente) foram obtidos do arquivo do
Laboratério de Pesquisa e Rotina em Hepatologia do Servico de Anatomia
Patolégica do Hospital das Clinicas da UFMG, sendo estudados 36 casos. Os
blocos de parafina dos controles (figados sem alteragbes histopatoldgicas
relevantes) foram obtidos de 25 casos do arquivo de necropsias do mesmo servigo.

A utilizacdo do material foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa
(COEP) da UFMG (COEP ETIC 278/08.- anexo 1)

As laminas obtidas a partir dos blocos de parafina foram coradas em HE e
revistas por um patologista que reclassificou o CHC de acordo com protocolo
desenvolvido no servigo de Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas da UFMG
(anexo 2). As informagdes de interesse para o presente estudo (obtidas por meio da
revisdo da microscopia das laminas coradas em HE) foram: grau histolégico tumoral
(segundo Edmondson Steiner- modificado) (56) e presenga ou auséncia de
microinvasao vascular pelo método convencional (HE). A partir da andlise da
descrigdo macroscopica dos laudos anatomopatoldgicos dos casos foi possivel
também classifica-los quanto ao niumero e tamanho das lesdes tumorais.

Posteriormente, quando toda a informacédo colhida a partir das laminas
coradas em HE foi obtida, foram preparadas novas laminas a partir do material
guardado em bloco de parafina e realizada IHQ para visualizagdo das proteinas Fhit

e Braf.
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Os prontuarios médicos foram revistos para coleta de informagdes clinicas

(dados demograficos). Nao foi realizada entrevista com os pacientes.

4.2. Imunoistoquimica

Os casos foram processados rotineiramente para inclusdo das amostras em
parafina e obtengcdo dos cortes histolégicos. A selecdo dos blocos para o estudo
imunoistoquimico foi feita apds a revisdo histopatolégica dos casos. As reagdes de
IHQ foram realizadas pela técnica da streptavidina-biotina-peroxidase.

A partir dos blocos de parafina selecionados, foram realizados cortes
histolégicos de 4 um de espessura, desparafinizados em trés banhos de xilol e
reidratados em cadeia descendente de etanol. Para a remogdo do pigmento
formdlico que se deposita nos cortes de tecido, os cortes foram imersos por 10
minutos em solugdo de hidroxido de aménio a 10% em etanol a 95% e em seguida,
lavados em sete banhos de agua destilada. A recuperacéo antigénica foi realizada
com o tampao 1.0mM EDTA pH 8.0 por 30 minutos em uma panela de vapor
(Cuisinart). Para a inibicado da peroxidase enddgena, os cortes passaram por dois
banhos de 5 minutos em solugdo de peréxido de hidrogénio a 3%, sendo
posteriormente lavados em cinco banhos de agua destilada.

Cada um dos procedimentos a seguir foi precedido por 3 lavagens de 5
minutos em solugdo tampao de TRIS-HCIl: Os cortes foram incubados com
anticorpos primarios (discriminados na tabela 1) em BSA 1% (Sigma, USA) por 18
horas a 4°C. Foram utilizados o anticorpo secundario e o complexo terciario

pertencentes do Kit LSAB Plus Peroxidase (Dako Corporation, Carpinteria, USA).

Tabela 1: Anticorpos utilizados no estudo imunoistoquimico*

ANTICORPO DILUIGAO TRABALHO PROCEDENCIA

FHIT 1/500 Invitrogen, USA
BRAF 1/100 Santa Cruz Biotechnology Inc.

FHIT: fragile histidine triad
BRAF: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
* foi utilizado também o anticorpo anti-WWox. Porém, por motivos técnicos, o mesmo foi excluido do estudo

A reacéo foi revelada pelo emprego de solugdo cromdgena diaminobenzidina
liguida (Dako Corporation, Carpinteria, USA). Os cortes foram incubados por 6

minutos, sendo entdo lavados por 5 banhos de agua destilada. A contracoloragao

20



foi realizada em solugao de hematoxilina de Mayer por 1 minuto. As laminas foram
entdo lavadas por 5 minutos em agua corrente. Posteriormente, os cortes foram
desidratados em solugdes com concentragdes crescentes de etanol, diafanizados
em xilol e montados em Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, USA).

O controle positivo da reacao foi feito em amostras de tecido cerebral obtidas
de necropsias realizadas pelo servico tanto para FHIT como para BRAF

A andlise das laminas imunocoradas foi realizada por um patologista,
utilizando-se um microscopio de luz (Modelo Nikon, Eclipse E 200), sob aumento de
400x.

4.3. Determinacgao e quantificagdao da expressao dos genes

A determinagdo e a quantificacdo da expressao dos genes foram realizadas
nas 25 amostras de figados normais e nas 36 amostras de figados com CHC (nas
areas de tumor e de cirrose), como realizado por ZHAO et al, 2003 (57),
KANNANGAI et al, 2004 (58) e ZUO et al, 2012 (43).

Inicialmente, foram detectadas as areas de maior expressdo dos genes em
menor aumento (40x ou 100x) e selecionadas em cada uma das laminas coradas
pelos marcadores. Entdo, em dez campos de grande aumento (400x) consecutivos
foi feita a quantificagcao da expressao dos genes. Em cada campo, foram contados o
numero total de células e o numero de células positivas para as proteinas Fhit e
Braf, assim como a intensidade de expressao. Foram consideradas positivas as
células que apresentaram citoplasma com coloracdo castanha, como resultado da
precipitacdo do cromogeno diaminobenzidina.

A porcentagem de marcacgao foi determinada da seguinte forma: em cada
campo avaliado, foi quantificado o numero total de células epiteliais e o numero de
células positivas. A partir dos dados obtidos pela avaliagcdo de dez campos, foi

calculada a porcentagem de marcagao através da férmula:

Porcentagem de marcagéao = soma do numero de células positivas nos camposx100

soma do numero total de células nos campos

Os casos foram entao classificados com diferentes notas, de acordo com a

porcentagem de células imunopositivas para as proteinas Fhit e Braf em:
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B 0 < 5% de células imunopositivas

W 1:5a25% de células imunopositivas;
W 2 : 26 a 50% de células imunopositivas;
W 3: 51 a 75% de células imunopositivas;
W 4> 75% de células imunopositivas

Em cada campo avaliado, foi estimada também a intensidade da reacédo nas
células positivas. A partir dos dados obtidos pela avaliagdo dos campos, foi
calculada a intensidade de marcacao e os casos foram classificados em diferentes
notas, de acordo com ZUO et al, 2012 (43) da seguinte forma:

B 0= negativo (auséncia de coloragao)
B 1= fracamente positiva (coloragao palida)
B 2= moderadamente positiva (amarelo escuro)
B 3= fortemente positiva (marrom)
A partir da multiplicagao dos valores obtidos na porcentagem de marcagao e
na intensidade de marcagao, foi obtido um escore/indice final, como se segue:
B Escore/indice 1- notas 0 a 4= marcadamente reduzido ou negativo
W Escore/indice 2- notas 6 a 8= fracamente positivo
B Escore/indice 3- notas 9 a 12= fortemente positivo ou positividade preservada

Os casos foram, entdo, agrupados de acordo com o indice de
marcagao/escore, que indica a multiplicacdo da nota dada a porcentagem de
células positivas pela nota dada a intensidade de imunomarcacgao.

Para fins de analise estatistica, dado o numero total de casos da amostra,
bem como o numero de casos encontrados em cada categoria de escore/indice, 0s
casos com escore/indice negativos (1) e fracamente positivos (2) foram avaliados e
comparados em conjunto, constituindo um unico grupo e os fortemente positivos (3)

constituindo o outro grupo.

22



4.4. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa SPSS 18 Inc
Software. Para comparar a associagao entre as variaveis categoricas dos grupos,
foram utilizados o teste qui-quadrado de tendéncia linear e o teste exato de Fisher.
As variaveis continuas com distribuicdo normal foram comparadas pelo teste t-
student. O teste Mann Whitney foi utilizado para comparar dados sem distribuicao
normal. O teste Z de comparacéo de proporcdes foi usado para comparar diferentes
incidéncias entre os grupos. Um valor de p< 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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5.0. RESULTADOS

5.1. Dados demograficos

Dos 36 casos de CHC e cirrose estudados, 29 eram pacientes do sexo
masculino (80,6%) e 7 do sexo feminino (19,4%), com idade no momento da
cirurgia entre 32 e 79 anos, média de 56,4 anos. Nos 25 casos do grupo controle,
13 eram do sexo masculino (52,0%) e 12 do sexo feminino (48,0%), com idade
entre 11 e 73 anos, média de 42,5 anos. Do total de casos de CHC e cirrose, 3
(8,3%) eram pecas de hepatectomia e 33 (91,7%) de transplante hepatico. (tabela
2). Os grupos de CHC/cirrose e controle se diferiram com relagéo a distribuicao do
sexo, havendo mais homens no primeiro grupo (p= 0,021) e também com relagéo a
média de idade, sendo esta média maior no primeiro grupo que no segundo (p=
0,002)

5.2. Dados macroscoépicos e histolégicos dos casos de CHC

Em relagdo aos dados macroscopicos obtidos através da consulta no laudo
anatomopatolégico, 8 dos 36 casos nao continham a informagao sobre o numero de
nédulos. Dos 28 casos restantes, 14 mostravam ndédulo unico (50,0%), oito
mostravam dois nédulos (28,6%) e seis mostravam trés ou mais nddulos (21,4%). O
tamanho dos nédulos de CHC variou de 11 a 90 milimetros (mm), com mediana de
25 mm.

Na analise dos dados histologicos, 24 tumores foram classificados como de
baixo grau (66,7%) e 12 como de alto grau (33,3%). A embolizacéo vascular foi
histologicamente detectada em 16 casos (44,4%) e estava ausente em 20 casos
(55,6%) (tabela 2).
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Tabela 2: Distribuicdo dos casos de CHC e cirrose quanto as variaveis demograficas e
dados anatomopatoldgicos

Variaveis Numero de Porcentagem Numerode  Porcentagem
demograficas e casos de  dos casos de controles dos controles
dados CHC/cirrose CHC/cirrose (n) (%)
anatomopatologicos (n) (%)
SEXO
Masculino 29 80,6 13 52,0
Feminino 7 19,4 12 48,0
Total 36 100,0 25 100,0
TIPO DE
CIRURGIA
Hepatectomia 3 8,3
Transplante 33 91,7
hepatico
Total 36 100,0
NUMERO DE
NODULOS®
Nédulo unico 14 50,0
Dois nédulos 8 28,6
Trés ou mais 6 21,4
nodulos 28 100,0
Total
GRAU
HISTOLOGICO

Baixo grau 24 66,7

Alto grau 12 33,3

Total 36 100,0

EMBOLIZAGAO
VASCULAR

Presente 16 44 4

Ausente 20 55,6

Total 36 100,0

a . ~ , .
8 casos sem informagao quanto ao nimero de nédulos
CHC: carcinoma hepatocelular

5.3. Expressao das proteinas Fhit e Braf pela imunoistoquimica

Na avaliagédo IHQ, o escore/indice nos controles, tanto para a expressao da
proteina Fhit como para a proteina Braf, foi negativo/fracamente positivo
(escores/indices 0-4/ 6-8) em todos os casos normais (25 casos, 100% da amostra).

Nos tumores, o escore/indice de Fhit foi fortemente positivo (escore/indice 9-12) em
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16 casos (44,4%) e negativo/fracamente positivo (escores/indices 0-4/6-8) em 20
casos (55,6%). A maior parte dos tumores mostrou positividade para Fhit em mais
de 75% das células (30 casos, 83,3%) e intensidade forte ou moderada em 34
casos (17casos cada, 47,2% cada). Nas areas de cirrose, o escore/indice de Fhit foi
fortemente positivo em sete casos (19,4%) e negativo/fracamente positivo em 29
casos (80,6%). A maior parte das areas de cirrose mostrou positividade para a
proteina Fhit em mais de 75% das células (24 casos, 66,7%) e a intensidade foi
fraca ou moderada em 15 (41,7%) e 14 (38,9%) casos, respectivamente, e foi forte
em sete casos (19,4%) (tabelas 3, 4 e 5).

Na avaliagdo IHQ para a expressdo da proteina Braf, um caso dos 36 da
amostra nao foi processado, devido extravio do material. Nos 35 tumores
estudados, o escore/indice de Braf foi fortemente positivo (escore 9-12) em 22
casos (62,9%) e negativo/fracamente positivo (escores/indices 0-4/6-8) em 13
casos (37,1%). Todos os tumores mostraram positividade para proteina Braf em
mais de 75% das células e intensidade forte ou moderada em 34 casos (22 e 12
casos, respectivamente; 62,9% e 34,3%, respectivamente), sendo a intensidade
fraca em um caso (2,9%). Nas éareas de cirrose, o escore/indice de Braf foi
fortemente positivo em seis casos (17,1%) e negativo/fracamente positivo em 29
casos (82,9%). A maior parte das areas de cirrose mostrou positividade para BRAF
em mais de 75% das células (29 casos, 82,9%) e a intensidade foi fraca ou
moderada em cinco (14,3%) e 24 (68,6%) casos, respectivamente e foi forte em
seis casos (17,1%) (tabelas 3, 4 e 5).

No projeto inicial, haveria também a analise da expressao do gene WWOX.
Entretanto, devido a problemas de ordem técnica, a avaliacdo das laminas tornou-
se muito dificil e, dada a impossibilidade de repetir a IHQ (o anticorpo esgotou),

optamos por exclui-lo do estudo.
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Tabela 3: Intensidade de marcagdo imunoistoquimica para as proteinas Fhit e Braf em
figados normais e nas areas de cirrose e de CHC associados a infecgao pelo VHC

INTENSIDADE DE MARCAGAO

0 (Negativa)

n (%)
Fhit
Normal 5(20,0)
0(0,0)
Cirrose
CHC 0(0,0)
Braf
Normal 0(0,0)
0(0,0)
Cirrose
CHC 0(0,0)

1(Fraca)
n (%)

20(80,0)
15(41,7)

2(5,6)

15(60,0)
5(14,3)

1(2,9)

2(Moderada)
n (%)

0(0,0)
14(38,9)

17(47,2)

10(40,0)
24(68,6)

12(34,3)

3(Forte)
n (%)

0(0,0)
7(19,4)

17(47,2)

0(0,0)
6(17,1)

22(62,9)

Total
n(%)

25(100,0)
36(100,0)

36(100,0)

25(100,0)
35(100,0)

35(100,0)

Fhit: fragile histidine triad

Braf: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

CHC: carcinoma hepatocelular
VHC: virus da hepatite C

Tabela 4: Porcentagem de marcagado imunoistoquimica para as proteinas Fhit e Braf em
figados normais e nas areas de cirrose e de CHC associados a infecgao pelo VHC

PORCENTAGEM DE CELULAS IMUNOPOSITIVAS

0(<5%) 1(5-25%) 2(26-50%) 3(51-75%) 4(>75%) Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n(%) n(%)

Fhit
Normal 0(0,0) 0(0,0) 2(8,0) 7(28,0) 16(64,0) 25(100,0)
Cirrose 0(0,0) 0(0,0) 5(13,9) 7(19,4) 24(66,7) 36(100,0)

CHC 0(0,0) 0(0,0) 1(2,8) 5(13,9) 30(83,3) 36(100,0)
Braf
Normal 0(0,0) 1(4,0) 4(16,0) 9(36,0) 11(44,0) 25(100,0)
Cirrose 0(0,0) 0(0,0) 2(5,7) 4(11,4) 29(82,9) 35(100,0)

CHC 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 35(100,0) 35(100,0)

Fhit: fragile histidine triad

Braf: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

CHC: carcinoma hepatocelular
VHC: virus da hepatite C

27



Tabela 5: Escore/indice da imunoistoquimica para as proteinas Fhit e Braf em figados
normais e nas areas de cirrose e de CHC associados a infecgdo pelo VHC. Comparagao
entre os casos com escores/indices fortemente positivos (9-12) de Fhit e Braf no CHC, na
cirrose e em figados normais

Fortemente positivo  Negativo/fracamente positivo Total p
Escore/indice (9-12) Escores/indices (0-4/6-8)
n (%) n (%) n (%)
Fhit
Normal 0(0,0) 25(100,0) 25(100,0)
Cirrose 7(19,4) 29(80,6) 36(100,0) <0,0012
CHC 16(44,4) 20(55,6) 36(100,0)
Braf
Normal 0(0,0) 25(100,0) 25(100,0)
Cirrose 6(17,1) 29(82,9) 35(100,0) <0,001°
CHC 22(62,9) 13(37,1) 35(100,0)
? Fhit fortemente positivo " Braf fortemente positivo
normal x cirrose x CHC p<0,001 normal x cirrose x CHC p<0,001
normal x cirrose p=0,053 normal x cirrose p=0,08
normal x CHC p<0,001 normal x CHC p<0,001
cirrose x CHC p=0,04 (OR=3,13; IC= 1,15-9,52) cirrose x CHC p<0,001 (OR= 8,20; IC= 2,68-25,0)

Fhit: fragile histidine triad

Braf: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

CHC: carcinoma hepatocellular

VHC: virus da hepatite C

OR: odds ratio

IC: intervalo de confianga

5.4. Comparagao da expressao das proteinas Fhit e Braf no CHC, na cirrose e

em figados sem alteragoes histopatolégicas

O escore/indice da proteina Fhit em figados nas areas de cirrose e de CHC
mostrou-se fortemente positivo (9-12) em sete casos de figado com cirrose (19,4%)
e em 16 casos de figado com hepatocarcinoma (44,4%). A expressdo de Fhit
obteve escore/indice negativo/fracamente positivo (0-4/6-8) em 29 casos de figado
com cirrose (80,6%) e em 20 casos de figado com CHC (55,6%). Todos os casos
do grupo controle (25) mostraram expressao de Fhit com escore/indice
negativo/fracamente positivo.

Quando comparados os escores/indices fortemente positivos (9-12) da
proteina Fhit em figados normais, nas areas de cirrose e de CHC, houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p< 0,001).

Quando comparados os escores/indices fortemente positivos (9-12) da

proteina Fhit em figados nas areas de cirrose e de CHC, houve diferenca
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estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,04), com odds ratio (OR) de 3,13
e intervalo de confianga (IC) de 1,15-9,52.

Os dados também foram estatisticamente significativos quando comparados
os escores/indices fortemente positivos (9-12) da proteina Fhit em figados normais
e com CHC (p <0,001) e nao mostraram diferenca estatistica quando comparados
os escores/indices fortemente positivos (9-12) da proteina Fhit nas areas de cirrose
com figados normais (p=0,053 ). (tabela 5)

O escore/indice da proteina Braf em figados nas areas de cirrose e de CHC
mostrou-se fortemente positivo (9-12) em seis casos de figado com cirrose (17,1%)
e em 22 casos de figado com hepatocarcinoma (62,9%). A expressao de Braf
obteve escore/indice negativo/fracamente positivo (0-4/6-8) em 29 casos de figado
com cirrose (82,9%) e em 13 casos de figado com hepatocarcinoma (37,1%). Todos
0s casos do grupo controle (25) mostraram expressao de Braf com escore/indice
negativo/fracamente positivo.

Quando comparados os escores/indices fortemente positivos (9-12) da
proteina Braf em figados normais, nas areas de cirrose e de CHC, houve diferencga
estatisticamente significativa entre os grupos (p< 0,001).

Quando comparados os escores/indices fortemente positivos (9-12) da
proteina Braf em figados nas areas de cirrose e de CHC, houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,001), com OR= 8,20 e IC= 2,68-
25,0.

Os dados também foram estatisticamente significativos quando comparados
os escores/indices fortemente positivos (9-12) da proteina Braf em figados normais
e com CHC (p <0,001) e nao mostraram diferenca estatistica quando comparados
os escores/indices fortemente positivos (9-12) da proteina Braf nas areas de
cirrose com figados normais (p=0,08 ). (tabela 5)

As figuras 2A, 2B, 2C e 2D ilustram o padrdao de expressao pela IHQ das

proteinas Fhit e Braf nos figados normais, nas areas de cirrose e de CHC.
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Figura 2 A: Figado normal: imunomarcacgéo para a proteina Braf (100x) ; B: Figado na area de hepatocarcinoma (esquerda)
e de cirrose (direita): imunomarcacéo para a proteina Braf (100x); C Figado normal: imunomarcagao para a proteina Fhit

(100x) ; D Figado na area de hepatocarcinoma (esquerda) e de cirrose (direita): imunomarcagao para a proteina Fhit (50x)
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5.5. Comparagao da expressao das proteinas Fhit e Braf no CHC e na cirrose

com dados anatomopatolégicos

Quando comparados os escores/indices da expressao das proteinas Fhit e
Braf no tumor com alguns dados anatomopatolégicos, ndo houve associagao entre
a expressao das proteinas com o grau histoldgico tumoral (p=0,081 para Fhit and
p=1,00 para Braf), com a invasao vascular (p=0,74 para Fhit and p=0,31 para Braf),
com o didmetro (p=0,40 para Fhit e p=0,15 para Braf) ou numero das lesbes
tumorais (p=0,46 para Fhit e p=0,60 para Braf )

Com relagao ao grau histologico dos tumores, 24 deles foram classificados
como de baixo grau e 12 como de alto grau. A embolizagdo vascular foi
histologicamente detectada em 16 casos e estava ausente em 20 casos. Quando
comparada a presenga ou auséncia de embolizagéo vascular com o grau histolégico
dos tumores, a invaséo vascular estava presente em sete (29,2%) dos 24 casos de
CHC de baixo grau e ausente em 17 (70,8%) dos casos. Nos tumores de alto grau,
a invasao vascular foi observada em 9 (75,0%) dos 12 casos e foi ausente em 3
(25,0%) dos casos (p=0,014), com OR de 7,27 e IC de 1,5-35,71 (tabela 6)

Tabela 6: Comparagao entre a embolizagao vascular e o grau histolégico tumoral do CHC

Grau histolégico Embolizagao vascular
tumoral
Presente  Ausente Total
n(%) n(%) n(%) p*
0,014
Baixo grau 7(29,2) 17 (70,8) 24 (100,0)
Alto grau 9(75,0) 3(25,0) 12 (100,0)
Total n(%) 16 (44,4) 20 (55,6) 36 (100,0)

CHC: carcinoma hepatocelular
*odds ratio (OR)=7,27
Intervalo de confianga (IC)=1,5-35,71
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6.0 DISCUSSAO

O CHC esta entre as cinco principais causas de cancer mundialmente e
terceira maior causa de morte por cancer (59). Apesar da sua importancia global, o
cancer de figado ainda é relativamente pouco estudado, quando comparado com
outros tipos de canceres de alta letalidade e as informacgdes sobre as alteragdes
genbmicas associadas a iniciacdo e a progressdao do CHC parecem ser ainda
fragmentadas.

Alguns estudos mostram ativacdo aberrante de vias sinalizadoras
envolvendo proliferagcao, sobrevivéncia, diferenciacdo celulares e angiogénese,
processos que estdo presentes de forma heterogénea nos CHCs (60). Na tentativa
de contribuir para o conhecimento de algumas destas alteragdes gendbmicas no
CHC, o presente estudo foca na expressao de BRAF e FHIT.

O BRAF é um proto-oncogene associado ao desenvolvimento de alguns tipos
de cancer, especialmente melanomas (33) e o FHIT € um gene supressor tumoral
que, uma vez localizado em um sitio de fragilidade cromossémica, esta susceptivel
a alteragbes gendbmicas que se associam ao desenvolvimento de alguns tipos de
cancer (27). Segundo alguns autores, alteragcbes em ambos genes podem participar
do complexo processo da hepatocarcinogénese (19, 41, 42). A importancia do
estudo da expressédo destes genes em pacientes com CHC e infecgao pelo VHC
justifica-se pela possibilidade de contribuicdo para o melhor entendimento sobre o
desenvolvimento desta neoplasia. Isto, por sua vez, pode dar informacgdes
adicionais sobre prognéstico/sobrevida dos pacientes e, consequentemente, sobre
seu planejamento terapéutico, j4 que tém sido descritas algumas opcgdes
terapéuticas para o CHC envolvendo drogas que atuam em ambos genes ou em
elementos de suas vias (22, 30, 44, 45, 46).

Em relacdo aos dados demograficos do presente estudo, dos 36 casos de
CHC e cirrose estudados, a maioria era constituida por pacientes do sexo
masculino, com idade média no momento da cirurgia de 56,4 anos. Alguns autores
descreveram perfil epidemiolégico semelhante em seus estudos, predominando o
CHC em pacientes do sexo masculino e com idade superior a 45 anos (2, 14, 43).
Entretanto, ZUO et al, 2012 encontraram associagao entre o sexo e a idade dos

pacientes com o prognéstico (sendo este pior em homens e em pacientes com mais
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de 45 anos) (43), enquanto SHIMODA et al, 2004 ao tentarem associar o género
dos pacientes com a sobrevida, ndo encontraram associagao (2).

Em relacdo aos dados macroscoépicos do tumor, dos 28 casos avaliados, a
metade mostrava nédulo unico, oito mostravam dois nédulos e seis mostravam trés
ou mais ndédulos

O tamanho dos nodulos de CHC obteve mediana de 25 mm. CARRILHO et
al, 2010 obtiveram caracteristicas semelhantes quanto ao numero de nddulos
tumorais (53% dos pacientes com noédulo Unico), mas a mediana do tamanho
tumoral de sua amostra foi maior (34 mm) (14).

Dentre os dados histoldgicos descritos no nosso estudo, a maioria dos
tumores foi classificada como de baixo grau, o que difere dos dados apresentados
por ZUO et al, 2012 em que a maioria dos tumores foi de alto grau (43). A
embolizac&o vascular foi histologicamente detectada em 44,4% dos nossos casos
da nossa amostra, resultado semelhante ao de SAKAI et al, 2012 em que a maioria
dos tumores ndao mostrou invasao vascular histolégica (62). Com relagdo a
associagao entre as variaveis histolégicas, houve uma maior proporgéo de tumores
de alto grau com invasao vascular do que tumores de baixo grau com invasao
vascular, sendo que a chance de os tumores de alto grau apresentar invasao
vascular foi 7,27 vezes a chance de um tumor de baixo grau apresentar invasao
vascular, variando esta chance entre 1,5 e 35,71 vezes. Isto esta de acordo com
dados da literatura, que relacionam a presencga de invasao vascular e o alto grau do
CHC com um pior prognéstico (2, 51, 53, 54, 55).

A anadlise dos dados macroscopicos e microscopicos citados acima se
justifica pelo fato de que sédo apontados por alguns autores como importantes
preditores do prognéstico/sobrevida dos pacientes (2, 43, 47, 48, 49, 51, 54, 55).
Optou-se, assim, pelo estudo da expressao dos genes FHIT e BRAF, como também
da associagao de sua expressao com estes dados anatomopatoldgicos.

Quando comparados os escores/indices fortemente positivos da proteina
Fhit em figados normais, nas areas de cirrose e de CHC, houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, o que indica que ha uma diferenga
entre os trés grupos (normais, cirrose e tumor).

Na tentativa de refinar a analise dos dados, os figados normais, na area de
cirrose e na area de tumor foram comparados entre si. Quando comparados os

escores/indices fortemente positivos da proteina Fhit em figados nas areas de
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cirrose e de CHC, houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. A
chance de a expressao de Fhit ser fortemente positiva nas areas de tumor é 3,13
vezes a chance de a proteina ser fortemente positiva na area de cirrose, variando
esta chance entre 1,15 e 9,52. Os dados também foram estatisticamente
significativos quando comparados os escores/indices fortemente positivos da
proteina Fhit em figados normais e com CHC, sendo o escore/indice fortemente
positivo encontrado predominantemente nas areas de tumor. Apesar de nao haver
diferenca estatisticamente significativa quando comparados os escores/indices
fortemente positivos da proteina Fhit nas areas de cirrose com figados normais, o
valor de p encontrado (p=0,053) pode indicar que ha uma tendéncia para que estes
dois grupos sejam diferentes quanto a expressao de Fhit. De acordo com nossos
dados, pode-se concluir que a expressao fortemente positiva da proteina Fhit
predominou nas areas de tumor, quando comparadas com as areas de cirrose e de
figados normais.

Ao confrontar os achados do nosso estudo com alguns dados da literatura, a
imonomarcacao para a proteina Fhit fracamente positiva/negativa, assim como
anormalidades no RNAm foram relatados em estudos sobre CHC na China, Taiwan
e Alemanha (57, 61). Nos Estados Unidos e na Coreia do Sul uma frequéncia muito
menor da perda de expressao/negatividade da proteina Fhit foi relatada, o que esta
de acordo com os nossos resultados (27, 58). Esta importante diferenga na
expressdo da proteina Fhit pode estar associada a influéncia de carcindégenos
ambientais. As duas caracteristicas comuns aos tumores associados a alteragdes
de Fhit sdo a origem epitelial e a associagdo com carcindgenos ambientais (19, 20,
25) e paises como Coreia do Sul, Estados Unidos e Brasil ttm baixa prevaléncia de
exposicao a aflatoxina B1. Associado a isto, a populacdo do nosso estudo inclui
apenas pacientes com cirrose e CHC pela infeccao pelo VHC.

Estudos prévios também tém demonstrado, ainda, a redugao da expressao
do FHIT em lesdes pré-invasoras (20, 21, 25, 28) ou mesmo em tecidos normais de
pulmbes e figados de pessoas expostas a carcindgenos, reforcando a ideia do dano
precoce que eles poderiam causar no sitio de fragilidade FRA3B (25, 27). Estes
achados néao foram reproduzidos em nosso estudo, ja que a expressao fortemente
positiva da proteina Fhit ocorreu predominantemente nas areas de tumor, quando
comparadas com as areas de cirrose (que seria considerada lesao pré-neoplasica)

e de figados normais. Estes achados contrariam a ideia inicial de que haveria, na
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nossa populagdo, uma perda progressiva da expressao de FHIT a medida que a
transformagao maligna ocorresse nos hepatocitos.

Embora o aumento da expressao de um gene supressor tumoral em uma
neoplasia possa parecer um resultado contraditério, este achado ja foi detectado em
outros estudos realizados com FHIT e com outros genes supressores tumorais,
como o SMAD4 (58). Este dado pode refletir a interrupgdo de uma via
sinalizadora/metabdlica que regularia a produgao da proteina Fhit (permitindo que
ela seja produzida em excesso) ou uma alteracdo de RNAm que cause uma
producdo aumentada da proteina Fhit, porém como uma proteina alterada, nao
necessariamente funcionante (58). Outro dado interessante é que os figados
normais de nossa amostra expressaram a proteina Fhit de forma fraca
(escore/indice negativo/fracamente positivo). Entretanto, ja foram descritas
alteragdes do FHIT em altas porcentagens em figados normais, o que poderia
sugerir que a presenca de formas aberrantes de Fhit ndo estaria relacionada com
ou seria necessaria para a hepatocarcinogénese (19).

Diante dos dados apresentados, ndo se pode afirmar que o gene FHIT teria
papel relevante na hepatocarcinogénese em pacientes com hepatite C e cirrose em
NOSSO Meio.

Em relagdo a expressdo de BRAF, quando comparados os escores/indices
fortemente positivos da proteina Braf em figados normais, nas areas de cirrose e de
CHC, houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, o que indica
que ha uma diferenga entre os trés grupos (normais, cirrose e tumor).

Na tentativa de refinar a analise dos dados, os figados normais, na area de
cirrose e na area de tumor foram comparados entre si. Quando comparados os
escores/indices fortemente positivo da proteina Braf em figados nas areas de
cirrose e de hepatocarcinoma, houve diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos. A chance de a expressao de Braf ser fortemente positiva nas areas de
tumor é 8,20 vezes a chance de a proteina ser fortemente positiva na area de
cirrose, variando esta chance entre 2,68 e 25,0. Os dados também foram
estatisticamente significativos quando comparados os escores/indices fortemente
positivos da proteina Braf em figados normais e com CHC, sendo o escore/indice
fortemente positivo encontrado predominantemente nas areas de tumor. Apesar de
nao haver diferengca estatisticamente significativa quando comparados os

escores/indices fortemente positivos da proteina Braf nas areas de cirrose com
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figados normais, o valor de p encontrado (p=0,08) pode indicar que ha uma
tendéncia para que estes dois grupos sejam diferentes quanto a expressao de Braf.
De acordo com nossos dados, pode-se concluir que a expressdo fortemente
positiva da proteina Braf predominou nas areas de tumor, quando comparadas com
as areas de cirrose e de figados normais. Estes dados sugerem que o BRAF pode
representar um papel importante na hepatocarcinogénese nesta populagao.

Alguns estudos prévios sobre BRAF examinaram a frequéncia de sua
mutacdo em amostras de CHC, havendo resultados controversos. Nossos
resultados estdo, em parte, de acordo com COLOMBINO et al, 2012 que em uma
coorte na Italia demonstraram mutagdes somaticas de BRAF em 23% das amostras
de CHC (a mutagao V600E) e uma correlagao positiva desta mutagao tanto com a
presenca de multiplos ndédulos de CHC como também com os altos indices de
proliferacdo celular. Estes mesmos autores ndo observaram esta alteragdo nas
areas normais adjacentes ao tumor (42). NEWELL et al, 2009 também encontraram
uma hiperexpressdao do BRAF no CHC (41). Por outro lado, TANNAPFEL et al,
2003 e ZUO et al, 2012 nao observaram mutacao de BRAF em seus estudos que
analisaram pacientes com CHC (33, 43). Estes resultados podem indicar que
populagcdes com diferengas genéticas podem apresentar também diferencas nos
mecanismos e nas vias da hepatocarcinogénese.

Apesar de a mutagado no gene BRAF nao ser encontrada em alguns estudos
(33, 43), a alteragdo com consequente ativagdo anormal da via RAF/MAPK/ERK
(via da qual a proteina Braf participa) é relatada como um fenbmeno comum no
caso do CHC, sendo esta ativacdo aberrante associada com o estadio do tumor
(43). Estes dados levantam a discussao sobre tratamentos alternativos para o CHC,
que podem incluir ndo sé as drogas anti-BRAF em pacientes selecionados, como
também o uso de outras drogas que atuam na via RAF/MAPK/ERK.

De acordo com os nossos achados, as alteracbes no gene BRAF podem
apresentar um papel relevante na hepatocarcinogénese em pacientes com hepatite
C e cirrose em nosso meio. Pode-se sugerir, assim, a incorporagdo do estudo
imunoistoquimico de BRAF no protocolo de avaliagdo do CHC em casos
selecionados.

Quando comparados os escores/indices da expressao das proteinas Fhit e

Braf no tumor com determinados parametros macro e microscopicos, ndo houve
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associagao entre a expressao das proteinas com o grau histolégico tumoral, com a
invasao vascular, com o didmetro ou numero das lesdes tumorais.

De acordo com dados da literatura, KANNANGAI et al, 2004 (58), ao
estudarem a relagao entre FHIT e sua associagdo com tamanho do tumor e grau
tumoral também mostraram resultados semelhantes aos do presente estudo. ZHAO
et al, 2003 (57) também nao encontraram resultados estatisticamente significativos
quando tentaram associar a expressao de FHIT com grau tumoral, mas
encontraram expressao reduzida da proteina Fhit em casos de doenga com estadio
clinico avancado e também em tumores de maiores dimensdes (>50,0 mm). Ja
NAM et al, 2008 ao compararem a presenga de formas aberrantes de FHIT com
determinados parametros do tumor (dentre eles grau tumoral, tamanho do tumor e
invasao vascular microscoépica), ndo encontraram associagdo entre as variaveis
(27). Em relagédo ao BRAF, COLOMBINO et al, 2012 (42) demonstraram associagao
entre a mutagédo do gene e a presenga de multiplos nédulos tumorais, o que difere
dos nossos achados. Entretanto, os mesmos autores nao verificaram associacao
estatisticamente significativa quando compararam a mutagdo do gene com o grau
ou tamanho do tumor, o que esta de acordo com os nossos achados.

O fato de ndo ter sido encontrada associagcdo entre a expressdao das
proteinas Fhit e Braf com os dados anatomopatoldgicos na nossa amostra pode ser
decorrente do tamanho da amostra e do tipo de populacdo do estudo, que inclui
exclusivamente pacientes com cirrose e hepatocarcinoma associados a infeccéo
pelo VHC. Outros estudos podem ser realizados na tentativa de verificar esta
associacao.

A analise de alteragbes genéticas e epigenéticas, bem como das diferentes
vias moleculares envolvidas no desenvolvimento do CHC é uma etapa critica para a
identificacao de novas terapias potenciais para este tipo de cancer, como também
uma forma de classificar, com base em dados genéticos/moleculares, alguns dos
fatores de risco para seu desenvolvimento, bem como progndstico.

No presente estudo, foi utilizado o método de IHQ, uma técnica relativamente
rapida e que pode ser realizada em um servigo simples de patologia cirurgica.

O fato de néo ter sido realizado o sequenciamento dos genes e também a
amostra constituida somente por pacientes com CHC e cirrose associados ao VHC
(o que reduz o tamanho da amostra) sao os principais fatores limitantes do presente

estudo. Os problemas técnicos que impossibilitaram a avaliagdo do gene WWOX
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também limitaram a proposta inicial deste trabalho, ja que um dos nossos objetivos
seria também avaliar a expressao deste gene no CHC. Outra proposta inicial era
também a avaliagcdo da sobrevida dos pacientes que constituiram a amostra.
Entretanto, muitos deles haviam perdido o seguimento e, entre aqueles pacientes
que tinham dados a respeito da sobrevida, a maioria havia falecido logo apés o
transplante hepatico. Assim, o Obito destes pacientes estaria associado a
complicagdes cirurgicas e ndo as caracteristicas do tumor. Por estes motivos, a
avaliagao da sobrevida dos pacientes foi outro dado que teve de ser excluido do
estudo.

Outros estudos sao necessarios para avaliar o papel dos genes FHIT e
BRAF na hepatocarcinogénese, em um grupo maior de pacientes, com diferentes

etiologias de cirrose e com exposi¢des a diferentes fatores ambientais.
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7.0. CONCLUSOES:

Com base nos resultados deste estudo, pode-se concluir que:

1. O perfil epidemioldgico dos pacientes da nossa amostra, quando se leva
em consideragado a idade e o género dos pacientes, € semelhante ao de outros
estudos, predominando o CHC em pacientes do sexo masculino e em pacientes
com mais de 45 anos

2. Em relacdo aos dados microscopicos de interesse para o estudo, houve
uma maior propor¢ao de tumores de alto grau com invasao vascular do que tumores
de baixo grau com invasao vascular

3. Alteragbes no gene FHIT parecem nao ter influéncia na
hepatocarcinogénese em pacientes com hepatite C e cirrose em nosso meio, ja que
a expressao fortemente positiva da proteina Fhit predominou nas areas de tumor,
quando comparadas com as areas de cirrose e de figados normais

4. A expressao da proteina Fhit ndo parece ter associagdo com dados
anatomopatolégicos do CHC relacionados com a sobrevida (numero e tamanho das
lesdes tumorais, grau histolégico tumoral e invasao vascular microscépica) em
pacientes do nosso meio

5. Alteragdes no gene BRAF parecem ter influéncia na hepatocarcinogénese
em pacientes com hepatite C e cirrose em nosso meio, ja que a expressao
fortemente positiva da proteina Braf predominou nas areas de tumor, quando
comparadas com as areas de cirrose e de figados normais

6. A expressdo da proteina Braf ndo parece ter associacdo com dados
anatomopatolégicos do CHC relacionados com a sobrevida (numero e tamanho das
lesdes tumorais, grau histolégico tumoral e invasao vascular microscépica) em
pacientes do nosso meio

7. Outros estudos sédo necessarios para avaliar o papel dos genes FHIT e
BRAF na hepatocarcinogénese, em um grupo maior de pacientes, com diferentes
etiologias de cirrose e com exposi¢coes a diferentes fatores ambientais para validar

os achados deste estudo.
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Anexo 2

Protocolo de avaliagao anatomopatolégica de pecgas de figado- carcinoma

hepatocelular- Servigo de Patologia do Hospital das Clinicas da UFMG (pagina 1)

Paciente: N° Exame: Registro:

Tipo histolégico

Carcinoma hepatocelular:

Numero de nddulos neoplasicos:

Distribuicdo dos nddulos neoplasicos: unilobar: bilobar:

Padrao histolégico: O padréao trabecular
O padrao pseudoacinar
O padrao solido/esquirroso

O padrao fibrolamelar

Fibrose:

Inflamagao tumoral (>5 células inflamatérias/campo de

grande aumento ou agregado de células inflamatérias):

Osim O nao

Necrose: 0O sim O nao

Padrao citolégico: 0 hepatocitico O células claras
O oncocitico O células fusiformes
O células gigantes O pleomorfico
Mitoses:

Caracteristicas intracelulares: (0 leve 0 moderada 0O acentuada)
O esteatose O pigmento biliar
O corpusculo de Mallory O vidro fosco

O globulos hialinos O degeneragao baloniforme

Outras:

Grau histolégico (Edmondson-Steiner modificado): O baixo grau(graus I/11)

O alto grau(graus II/1V)
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Anexo 2

Protocolo de avaliagao anatomopatolégica de pecgas de figado- carcinoma

hepatocelular- Servigo de Patologia do Hospital das Clinicas da UFMG (pagina 2)

Paciente: N° Exame: Registro:

Extensao da neoplasia:
Capsula: O livre O invadida focalmente
O invadida difusamente O pseudocapsula

Presenca de embolizagdo venosa e/ou linfatica em HE: 0 sim 0O nédo
Presenca de embolizacdo venosa e/ou linfatica na imunoistoquimica:

CD 34: osim 0Onao

DIll40: oOsim Onao
Presenca de invasao de elementos hilares: 0O sim 0O ndo
Presenca de metastases em linfonodos: O sim- n° de linfonodos_ 0O nado
Margens de ressecgao: O livres O comprometidas O incerta

Diagnéstico incidental: 0 sim 0 né&o
Parénquima hepatico nao tumoral:

O histologicamente dentro dos limites da normalidade
O alteragdes secundarias a processo expansivo intraparenquimatoso
O presencga de hepatopatias crénicas nao cirroticas

O cirrose: - grau de atividade inflamatéria:

- marcadores etiolégicos:

- n6dulos displasicos:
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Anexo 3
Tabelas
Tabela 1: Anticorpos utilizados no estudo imunoistoquimico*

ANTICORPO DILUIGAO TRABALHO PROCEDENCIA

FHIT 1/500 Invitrogen, USA
BRAF 1/100 Santa Cruz Biotechnology Inc.

FHIT: fragile histidine triad
BRAF: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
* foi utilizado também o anticorpo anti-WWox. Porém, por motivos técnicos, o mesmo foi excluido do estudo

Tabela 2: Distribuicdo dos casos de CHC e cirrose quanto as variaveis demograficas e
dados anatomopatoldgicos

Variaveis Numero de Porcentagem Numerode  Porcentagem
demograficas e casos de  dos casos de controles dos controles
dados CHC/cirrose CHC/cirrose (n) (%)
anatomopatologicos (n) (%)
SEXO
Masculino 29 80,6 13 52,0
Feminino 7 19,4 12 48,0
Total 36 100,0 25 100,0
TIPO DE
CIRURGIA
Hepatectomia 3 8,3
Transplante 33 91,7
hepatico
Total 36 100,0
NUMERO DE
NODULOS®
Nédulo unico 14 50,0
Dois nédulos 8 28,6
Trés ou mais 6 21,4
nodulos 28 100,0
Total
GRAU
HISTOLOGICO

Baixo grau 24 66,7

Alto grau 12 33,3

Total 36 100,0

EMBOLIZAGAO
VASCULAR

Presente 16 44 4

Ausente 20 55,6

Total 36 100,0

a . ~ , .
8 casos sem informagao quanto ao nimero de nédulos
CHC: carcinoma hepatocelular
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Anexo 3
Tabelas

Tabela 3: Intensidade de marcagdo imunoistoquimica para as proteinas Fhit e Braf em
figados normais e nas areas de cirrose e CHC associados a infecgéo pelo VHC

INTENSIDADE DE MARCAGAO

0 (Negativa) 1(Fraca) 2(Moderada) 3(Forte) Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)
Fhit
Normal 5(20,0) 20(80,0) 0(0,0) 0(0,0)  25(100,0)
0(0,0) 15(41,7) 14(38,9) 7(19,4) 36(100,0)
Cirrose
CHC 0(0,0) 2(5,6) 17(47,2) 17(47,2) 36(100,0)
Braf
Normal 0(0,0) 15(60,0) 10(40,0) 0(0,0)  25(100,0)
0(0,0) 5(14,3) 24(68,6) 6(17,1) 35(100,0)
Cirrose
CHC 0(0,0) 1(2,9) 12(34,3) 22(62,9) 35(100,0)

Fhit: fragile histidine triad

Braf: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

CHC: carcinoma hepatocelular
VHC: virus da hepatite C

Tabela 4: Porcentagem de marcagado imunoistoquimica para as proteinas Fhit e Braf em
figados normais e nas areas de cirrose e de CHC associados a infecgao pelo VHC

PORCENTAGEM DE CELULAS IMUNOPOSITIVAS

0(<5%) 1(5-
n (%)
Fhit
Normal 0(0,0)
Cirrose 0(0,0)
CHC 0(0,0)
Braf
Normal 0(0,0)
Cirrose 0(0,0)
CHC 0(0,0)

25%)
n (%)

0(0,0)
0(0,0)
0(0,0)

1(4,0)
0(0,0)
0(0,0)

2(26-50%)

n (%)

2(8,0)
5(13,9)
1(2,8)

4(16,0)
2(5,7)
0(0,0)

3(51-75%)

n (%)

7(28,0)
7(19,4)
5(13,9)

9(36,0)
4(11,4)
0(0,0)

4(>75%)
n(%)

16(64,0)
24(66,7)
30(83,3)

11(44,0)
29(82,9)
35(100,0)

Total
n(%)

25(100,0)
36(100,0)
36(100,0)

25(100,0)
35(100,0)
35(100,0)

Fhit: fragile histidine triad

Braf: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

CHC: carcinoma hepatocelular
VHC: virus da hepatite C
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Anexo 3
Tabelas

Tabela 5: Escore/indice da imunoistoquimica para as proteinas Fhit e Braf em figados
normais e nas areas de cirrose e de CHC associados a infecgdo pelo VHC. Comparagao
entre os casos com escores/indices fortemente positivos (9-12) de Fhit e Braf no CHC, na
cirrose e em figados normais

Fortemente positivo  Negativo/fracamente positivo Total p
Escore/indice (9-12) Escores/indices (0-4/6-8)
n (%) n (%) n (%)
Fhit
Normal 0(0,0) 25(100,0) 25(100,0)
Cirrose 7(19,4) 29(80,6) 36(100,0) <0,0012
CHC 16(44,4) 20(55,6) 36(100,0)
Braf
Normal 0(0,0) 25(100,0) 25(100,0)
Cirrose 6(17,1) 29(82,9) 35(100,0) <0,001°
CHC 22(62,9) 13(37,1) 35(100,0)
? Fhit fortemente positivo " Braf fortemente positivo
normal x cirrose x CHC p<0,001 normal x cirrose x CHC p<0,001
normal x cirrose p=0,053 normal x cirrose p=0,08
normal x CHC p<0,001 normal x CHC p<0,001

cirrose x CHC p=0,04 (OR=3,13; IC= 1,15-9,52) cirrose x CHC p<0,001 (OR= 8,20; IC= 2,68-25,0)

Fhit: fragile histidine triad

Braf: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
CHC: carcinoma hepatocellular

VHC: virus da hepatite C

OR: odds ratio

IC: intervalo de confianga

Tabela 6: Comparagao entre a embolizagéo vascular e o grau histolégico tumoral do CHC

Grau histolégico Embolizagao vascular
tumoral
Presente  Ausente Total
n(%) n(%) n(%) p*
0,014
Baixo grau 7(29,2) 17 (70,8) 24 (100,0)
Alto grau 9(75,0) 3(25,0) 12 (100,0)
Total n(%) 16 (44,4) 20 (55,6) 36 (100,0)

CHC: carcinoma hepatocelular
*odds ratio (OR)=7,27
Intervalo de confianga (IC)=1,5-35,71
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Abstract

Background and aims: Hepatocarcinogenesis is a multistep process that lead to genetic changes in hepatocytes
resulting in neoplasia. However, the mechanisms of malignant transformation seem to differ widely. To know
carcinogenesis mechanisms is essential to develop new treatment and prevention methods. The aim of this study
is to analyze BRAF and FHIT imunoexpression in hepatitis C virus (HCV) related cirrhosis and hepatocellular
carcinoma (HCC) and to associate their expression with some prognostic anatomopathologycal features.
Methods: 36 patients with HCV related cirrhosis and HCC that underwent liver transplantation at Clinical
Hospital - UFMG and 25 normal livers from the Hospital necropsy archives. Tumors were classified according
to: number and diameter of nodules, vascular invasion and histological grade. BRAF and FHIT expression were
determined by immunohistochemistry in tumor and their cirrhotic adjacent parenchyma and in normal livers.
Results: Braf was strongly expressed in the cytoplasm of hepatocytes of 17,1% of the cirrhotic livers and in
62,9% of the HCC samples (p<0.001; OR= 8.20; CI=2.68-25.0). Fhit was strongly expressed in the cytoplasm

of hepatocytes of 19,4% of the cirrhotic livers and in 44,4% of the HCC samples (p=0.04; OR=3.13; CI=1.15-
9.52). All normal livers showed weak or negative expression for both Braf and Fhit. There was no significant
association among FHIT and BRAF scores and tumor histological grade, number or size nor with microvascular
invasion. There was an association between high grade tumors and the presence of vascular invasion (p=0.014;
OR =7.27; CI=1.5 ¢ 35.71).

Conclusions: This data suggests that BRAF may play an important role in HCC carcinogenesis. Larger studies
are needed to validate these observations.

Keywords: hepatocellular carcinoma, FHIT, BRAF, hepatitis C virus
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Introduction

Primary liver cancer is one of the five most common cancers worldwide and the third main cause of
death from cancer !". Hepatocellular carcinoma (HCC) accounts for 85 to 90% of primary liver cancers ). The
prominent agents associated with HCC include chronic hepatitis B and hepatitis C virus infection (HCV),
chronic alcohol consumption, dietary exposure to aflatoxin-B1 and virtually all cirrhosis-inducing diseases ™.

The contributions of HCV to hepatocarcinogenesis are mediated by viral proteins, including core, NS3
and NS5A proteins. HCV core protein can promote apoptosis or cell proliferation through p53 or up regulation
of Wnt-1 at the transcriptional level ™. NS4A and NS4B proteins mediate translational inhibition and
degradation of various cellular proteins *.

BRAF is a proto-oncogene situated on chromosome 7q24 and encodes a serine/threonine kinase that
transduces regulatory signals through Ras/Raf/MEK/ERK cascade . This pathway mediates cellular response
to growth signals. Somatic mutations of BRAF provide an alternative mode of aberrant activation of the MAPK
signaling pathway which is implicated in many human cancers *. Up regulation of this signaling pathway has
been well documented in HCC and correlates with advanced stage ).

The fragile histidine triad (FHIT) gene is a tumor suppressor gene located on chromosome 3p14.2, a
region of high chromosomal fragility (FRA3B), involved in regulation of cell proliferative and apoptotic
process, frequently altered in many cancers !'”. Aberrant FHIT transcripts have been described in HCC and
normal adjacent tissues, suggesting that it might represent one of the early changes in the genetic cascade of
hepatocarcinogenesis ',

Some studies suggest that pathological parameters as the number and diameter of tumoral lesions, as
well as vascular invasion and tumor histological grade interfere with prognosis and outcomes !%'*415],

It is believed that simultaneous evaluation of multiple genes and regulatory pathways in HCC should help to
identify causative factors, markers for early detection and prognosis prediction, as well as new therapeutic
approaches ['%).

Therefore, the aim of this study is to analyze the immune expression of BRAF and FHIT proteins in
normal livers and in both HCC and HCV adjacent cirrhotic parenchyma, and the association of their expression
with anatomopathological data that interfere in tumor outcome and prognosis.

Materials and Methods

Study population

Medical records and liver specimens from all subjects with the diagnosis of HCC at Pathology
Department of Medicine School of Federal University of Minas Gerais from January/2002 to December/2010
were reviewed in order to select patients with the following inclusion criteria: 1) definite diagnosis of HCV
infection by PCR, 2) liver specimens from liver explant or tumor ressection available for review and 3)
confirmation of histological features of HCC and cirrhosis. Exclusion criteria included any other form of liver
disease. Thirty six cases were selected as case group. Twenty five cases of normal livers obtained in the
necropsy archives of Pathology Department of the Federal University of Minas Gerais were selected and used
as control group. Appropriate institutional review board approved the study.

Preparation of tissues and histological analysis

Sections of 4um thickness were performed in paraffin blocks. These sections were fixed later on slides,
deparaffinized and stained with Hematoxylin & Eosin technique to choose the most representatives specimens
of HCC and cirrhosis.

Immunohistochemistry

Additional paraffin sections were made and submitted to immunohistochemical technique to
investigate protein expression of Braf and Fhit in HCC, normal and cirrhotic hepatocytes. For the application of
the technique, the sections were dewaxed in xylene and hydrated with graded ethanol. They were then
immersed in a solution of ImM EDTA (pH 8.0) and heated to 96°C in vaporizer steamer to antigen retrieval.
After cooling and washing the samples with buffer TRIS, 0.05 M Tris-HCL (pH 7.6), endogenous peroxidase
activity was blocked with 3% H,0, in water for 10 minutes. Another washing with TRIS was made. Then, the
sections were incubated with primary antibodies: anti-Braf (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) at a 1:100
dilution and anti-Fhit (Invitrogen, USA) at a 1:500 dilution. This was followed by incubation with the labeled
streptavidin—biotin (LSAB) Kit (DakoCytomation California, Carpinteria, CA). Peroxidase activity was
developed with 3.3 diaminobenzidine (DAB) (Sigma, St. Louis, MO) with timed monitoring using a positive
control sample. The sections were then counterstained with hematoxylin, dehydrated, and mounted. The
positive control was assessed in each reaction with brain tissue for Braf and Fhit.

53



Histological analysis

Histological evaluation of all samples was performed by a single liver pathologist of
Pathology Department of Medicine School of Federal University of Minas Gerais. HCC was characterized
according the following histological features: Predominant Edmonson and Steiner’s !'”! grade was classified and
grouped, I and II as low grade, and III and IV as high grade and the presence of microvascular invasion, defined
as the presence of tumor emboli within the central vein, the portal vein, or large capsular vessels. Number and
diameter of tumoral lesions were obtained from medical records.

Protein immunoexpression in normal livers, in hepatocellular carcinoma and adjacent cirrhotic areas
was classified as Zhao P et al and R. Kannangai et al. '* ') Immunostaining was evaluated on a scale of 0-3 for
intensity (0:negative; 1:weak; 2:moderate; 3:strong as in normal tissues) and 0-4 for the extent of positive
staining among hepatocytes (0:<5%; 1:6-25%; 2:26-50%; 3:51-75%; 4:>75%). Final score was obtained by
multiplying the two individual scores, yielding a range from 0 to 12. Scores of 9-12 were considered strong
staining, 6-8 as weak staining and 0-4 as markedly reduced or negative expression. For the purpose of statistical
analyses scores 9-12 was considered as one group and scores 0-4 and 6-8 were considered together as another

group.

Statistical analyses

y* test or exact Fisher test were used for univariate comparisons among dichotomous variables,
whereas unpaired t test or Mann-Whitney test were used to compare continuous variables as appropriate. Z test
was used to compare different incidences between groups. The level of significance was set to a value of p <
0.05. Al statistical analyses were performed using the computer software SPSS version 18.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA)

Results

Pathological data

This study included 36 patients (29 male and 7 female) with mean age of 56.4 years (32 to 79 years). The
control group included 25 patients (13 male and 12 female) with mean age of 42.5 (11 to 73 years). Groups
were different considering gender (p=0.021) and age (p=0.002). Tumor diameter varied from 11.0mm to
90.0mm, median 25.0mm. Demographic and pathological data are summarized in table 1.

Table 1: Clinical and pathological data from case (HCC and cirrhosis) and control group

Cases Controls
HCC/cirrhosis N(%)
N(%)
Gender
Male 29 (80.6) 13 (52)
Female 7(19.4) 12 (48)
Surgery
Hepatectomy 3(8.3)
Liver Transplant 33 (91.7)
Nodules (number)
One 14 (50.0)
Two 8 (28.6)
Three or more 6(21.4)
Total* 28 (100.0)
Tumor grade
Low grade 24 (66.7)
High grade 12 (33.3)
Vascular Embolization
Present 16 (44.4)
Absent 20 (55.6)

*8 missed cases
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Fhit and Braf expression in normal, cirrhotic liver and HCC

Fhit was strongly expressed in the cytoplasm of hepatocytes of 19,4% of the cirrhotic livers and in 44,4% of the

HCC samples (p=0.04; OR=3.13; CI=1.15-9.52). Braf was strongly expressed in the cytoplasm of hepatocytes

of 17.1% of the cirrhotic livers and in 62,9% of the HCC samples (p<0.001; OR= 8.20; CI=2.68-25.0). All

normal livers showed weak or negative expression for both Braf and Fhit. Fhit and Braf expression is

summarized in table 2 and can be seen in figure 1.

Table 2: Immunostaining score of Fhit and Braf expression in normal, cirrhotic liver and HCC.

Strong staining Weak or negative staining Total p
score (9-12) score (0-4/6-8)
n (%) n (%) n (%)
Fhit
Normal 0(0) 25(100) 25(100)
Cirrhosis 7(19.4) 29(80.6) 36(100) <0.001*
HCC 16(44.4) 20(55.6) 36(100)
Braf
Normal 0(0) 25(100) 25(100)
Cirrhosis 6(17.1) 29(82.9) 35(100) <0.001°
HCC 22(62.9) 13(37.1) 35(100)

“ Fhit-strong staining
normal x cirrhosis x HCC p<0.001
normal x cirrhosis p=0.053
normal x HCC p<0.001
cirrhosis x HCC p=0.04 (OR=3.13; CI=1.15-9.52)

* Braf- strong staining
normal x cirrhosis x HCC p<0.001
normal x cirrhosis p=0.08
normal x HCC p<0.001

cirrhosis x HCC p<0.001 (OR= 8.20; CI=2.68-25.0)

55



Figure 1 Braf weak/negative expression in normal liver (A) and cirrhosis (right B), af strong expression in
HCC (left B); Fhit weak/negative expression in normal liver(C) and cirrhosis (right D), Fhit strong expression

in HCC (left D).

Association among Braf and Fhit expression and anatomopathological data

There was no significant association between FHIT and BRAF scores and tumor grade, (p=0.081 and p=1.00,
respectively), tumor diameter (p=0.40 for FHIT and p=0.15 for BRAF), number of tumoral lesions (p=0.46 for
FHIT and p=0.60 for BRAF). No association with vascular invasion either (p=0.74 for FHIT and p=0.31 for
BRAF),

Association among histopathological data
Among low grade tumors vascular invasion was present in 29.2% of the cases and was absent in 70,8%. High
grade tumors have shown 75.0% of vascular invasion (p=0.014, OR = 7.27, CI=1.5-35.1) (table 3).

Table 3: Association between tumor differentiation grade and vascular invasion

Vascular invasion

Present Absent Total p
Tumor grade n(%) n(%) n(%)
Low grade 7 (19.5) 17 (47.2) 24 (66.7)
High grade 9(25.0) 3 (8.3) 12 (33.3) 0.014*
Total n(%) 16 (44.5) 20 (55.5) 36 (100.0)

*OR:7.27 (CI:1.5-35.71)
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Discussion

Hepatocarcinogenesis is a multistep process initiated by external stimuli that lead to genetic changes is
hepatocytes or stem cells, resulting in proliferation, apoptosis, dysplasia and neoplasia. There are many
aethologic factors. However the mechanism by which each of them induces malignant transformation seems to
differ.

Our study shows that in Brazilian patients with HCC and HCV induced liver cirrhosis FHIT was
strongly expressed in the cytoplasm of hepatocytes of tumoral and cirrhotic liver. While marked reduction or
absence of FHIT staining or mRNA abnormalities have been reported in HCC in China, Taiwan and Germany
[1820] "in the United States and in South Korea a much lower frequency of FHIT protein loss was seen, in
agreement to our results ?"*?. Such an important difference in HCC FHIT expression may be influenced by
environmental carcinogens, as South Korea, United States and Brazil have low prevalence of aflatoxin Bl
exposure. While overexpression of a tumor suppressor gene may be somewhat counterintuitive, such a finding
has been reported for other tumor suppressor genes and may reflect interruption of a signaling/metabolic
pathway downstream from the target gene or a truncate protein'>"

The oncogene BRAF had a 8.20 chance of being strongly expressed in HCC hepatocytes than in
cirrhotic areas. Nevertheless, there was no significant association between this protein expression and
pathological data that interfere in prognosis outcome such as tumor grade, microvascular invasion and tumoral
lesions diameter and number. This data suggest that BRAF may play an important role in HCC carcinogenesis
in this population.

Previous studies addressing BRAF examined the frequency of activating mutations in HCC samples
and showed controversial results. Our results are in agreement with Colombino et a/ who, in a Italian cohort,
demonstrated somatic BRAF mutations in 23% of the HCC samples and a positive correlation of those
mutations with the presence of either multiple HCC nodules or higher proliferation rates***.. On the other hand,
studies demonstrated no BRAF mutations associated to HCC in a small subset of German *! and Chinese
patients > These contradicting results may indicate that populations with different genetic background also
have differences in tumor carcinogenesis. We have shown a progressive enhance of maximum and moderate
Braf expression from normal liver to HCC samples, suggesting that BRAF may be more important in tumor
initiation. Which is in agreement with the lack of association of Braf expression and anatomopathological
markers of tumor progression such as tumor grade, nodule size or vascular invasion.

We have also observed a chance 7.27 higher of vascular invasion among the group of high grade
tumors than in the group of low grade tumors, according to some other authors 272%,

Analyzing genetic and epigenetic alteration as well as different molecular pathways involved in the
development of HCC is a critical process toward identifying potential new therapies **! and also making a
genome-based classification of risk factors and prognosis.

In our study we used immunohistochemistry, a fast, inexpensive technique that can be used in simple
surgical pathology services. No genetic sequencing of gene transcript was made and this along with the fact that
it included solely HCV related cirrhosis are the main limitations of this study.

Future studies are needed to validate the role of FHIT and BRAF in liver carcinogenesis in a larger
group of patients with different cirrhosis etiologies and environmental exposures.
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