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Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

LISTA DE FIGURAS

Fotografia do figado (peca anatomica), mostrando tecido
cirrético e carcinoma hepatocelular a esquerda (cedido pelo
Servico de Hepatologia do Hospital de Base da Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto- FAMERP).

Esquema da Via de Sinalizacdo PI3K (fosfatidilinositol-3-
quinase) destacando o papel do proto-oncogene PIK3CA
(fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (subunidade catalitica
alfa), que fosforilisa o PIP2 (fosfatidilinositol (4,5)- bifosfato)
produzindo o segundo mensageiro PIP3 (fosfatidilinositol
(3.,4,5)- trifosfato), desencadeando uma cascata de sinalizagdo
que induz o crescimento, sobrevivéncia e proliferacdo celular.
PTEN= fosfatase e homoélogo da tensina; AKT= proteina
quinase B; NFKB= fator nuclear kappa B; BAD= BCL2
associated agonist of cell death; mTOR= alvo da rapamicina
em mamiferos; KRAS= Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog; BRAF= B-Raf proto-oncogene (serine/threonine
kinase) ; MEK/MAPK= proteina quinase ativada por mitégeno.

Esquema da Via de Sinalizagdo PI3K (fosfatidilinositol-3-
quinases), destacando o supressor de tumor PTEN (fosfatase e
homologo da tensina), cujo papel ¢ desfosforilar
PIP3(fosfatidilinositol (3.,4,5)- trifosfato) revertendo-o a PIP2
(fosfatidilinositol ~ (4,5)- bifosfato); VEGF= fator de

crescimento endotelial vascular; AKT= proteina quinase B.

Esquema da Via de Sinalizagdo PI3K (fosfatidilinositol-3-
quinases), destacando-se VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular), o qual se liga ao receptor de membrana
desencadeando a cascata de sinalizagdo responsavel pela
permeabilidade, sobrevivéncia, migragao e proliferacao celular;

AKT= proteina quinase B; p38MAPK= p38 mapa quinase;
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Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

RAF= proto-oncogene (serine/threonine kinase); MEK=
proteina quinase ativada por mitdgeno; ERK= quinase regulada

por sinal extracelular.

Fluxograma ilustrando a distribuicdo dos grupos estudados,
incluindo pacientes com CHC (GE= grupo de estudo),
individuos sem a doenga (GC= grupo controle), pacientes com
CHC para expressao génica (GEeg= grupo de estudo para
expressdo génica); pacientes com cirrose sem CHC (GCi=
grupo com cirrose para expressao génica); pacientes sem CHC
para expressao génica (GCeg= grupo controle para expressao
génica) e as respectivas andlises realizadas. N= numero de
individuos; DNA= Acido desoxirribonucleico; RNA= 4acido
ribonucleico; PTEN= fosfatase e homologo da tensina; VEGF=
fator de crescimento endotelial vascular; PIK3CA=
fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (subunidade catalitica

alfa).

Padrao de bandas (perfil eletroforético) para o
polimorfismo PTEN- rs10490920; pb= pares de bases (A).
Fotografia de gel de agarose 3% submetido a eletroforese
para analise dos gendtipos de PTEN- rs10490920. Nota-se
gendtipo 7/T na coluna 1, 7/C nas colunas 2 ¢ 4 ¢ C/C na
coluna 3. O padrao de bandas (Ladder 100pb — Fermentas)

pode ser visto na coluna M (B).

Padrdo de bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo
PTEN- 1s532678; pb = pares de bases (A). Fotografia de gel de
agarose 4% submetido a eletroforese para andlise dos gendtipos
de PTEN- 1s532678. Nota-se genotipo 7/C nas colunas 1,3 ¢ 5,
C/C na coluna 2 e 7/T na coluna 4. O padrao de bandas (Ladder
100pb — Fermentas) pode ser visto na coluna M (B).
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Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Padrao de bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo
PTEN- 1rs701848; pb = pares de bases (A). Fotografia de gel de
agarose 4% submetido a eletroforese para analise dos gendtipos
de PTEN- rs701848. Nota-se genotipo 7/C nas colunas 1,3 e 5,
T/T na coluna 2 e C/C na coluna 4. O padrao de bandas (Ladder
100pb — Fermentas) pode ser visto na coluna M (B).

Padrao de bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo
VEGF-A- 1r33025039; pb = pares de bases (A). Fotografia de gel
de agarose 2,5% submetido a eletroforese para andlise dos
genotipos de VEGF- rs3025039. Nota-se genotipo C/C nas
colunas 1 e 3 ¢ C/T na coluna 2. O padrao de bandas (Ladder
100pb — Fermentas) pode ser visto na coluna M (B).

Padrao de bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo
VEGF-A- rs1570360; pb = pares de bases (A). Fotografia de gel
de agarose 4% submetido a eletroforese para andlise dos
gendtipos de VEGF- rs1570360. Nota-se genotipo A/A na
coluna 1, G/G nas colunas 2 e 3 e o genotipo A/G na coluna 4.
O padrao de bandas (Ladder 100pb — Fermentas) pode ser visto
na coluna M (B).

Representagdo esquematica por “box-plot” da expressdao de

RNAm de PTEN e PIK3CA.
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(PTEN) e fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (PIK3CA) em
pacientes com carcinoma hepatocelular, classificados de acordo

com critérios de Barcelona Clinic Liver Cancer Group.

Niveis de expressdo génica de fosfatase e homologo da tensina
(PTEN) e fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (PIK3CA) em
pacientes com cirrose, classificados de acordo com Child-

Turcotte-Pugh.

XXiV

47

49

50

51

52

54

55



Tabela 16.

Tabela 17.

Tabela 18.

Correlagdo entre idade, marcadores de funcdo hepatica e
expressdo génica de PTEN e PIK3CA em pacientes com

carcinoma hepatocelular.

Analise de desequilibrio de ligacao para SNPs dos genes PTEN ¢
VEGF-A em pacientes com carcinoma hepatocelular (CHC) e

controles.

Analise de haplotipos do gene PTEN (fosfatase e homdlogo da
tensina) em pacientes com o carcinoma hepatocelular (CHC) e

controles.
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RESUMO

Introduc¢do - O carcinoma hepatocelular (CHC) destaca-se como o mais agressivo
tumor maligno do figado. A identificacdo de genes candidatos a biomarcadores pode
contribuir para esclarecer a fisiopatologia do CHC e auxiliar no diagnostico precoce da
doenca com novas intervengdes terapéuticas. Objetivos - Avaliar a associagdao de
variantes genéticas e expressao génica envolvidas no processo de sinalizagdo celular,
apoptose e angiogénese com CHC, visando caracterizar subgrupos de risco e identificar
marcadores biologicos para diagnostico precoce, prognostico e tratamento da doenca.
Casuistica e Métodos — Foram estudados 343 individuos, sendo 102 com CHC (GE=
Grupo de estudo) e 215 controles (GC= Grupo controle) para a andlise dos
polimorfismos de PTEN (rs10490920, rs532678, rs701848) e VEGF-A (rs3025039 e
rs1570360). Para a analise de expressdo génica de PTEN e PIK3CA, foram selecionados
24 pacientes com CHC (GEeg= Grupo de estudo da expressdo génica), 16 com cirrose
(GCieg= Grupo cirrose da expressdo génica) e 10 controles submetidos a cirurgias
bileo-digestivas (GCeg= Grupo controle da expressdo génica). Os polimorfismos dos
referidos genes foram analisados por PCR/RFLP (polymerase chain reaction/restriction
fragments lengh polymorphism), enquanto a expressdo génica (tecido hepatico fresco)
por qPCR (quantitative/polymerase chain reaction). Dados do perfil clinico, hébitos de
vida e comorbidades foram obtidos em prontudrio médico e questionario. Admitiu-se
erro o de 5%. Resultados - O género masculino, idade avangada, tabagismo, etilismo e

diabetes mellitus (DM) prevaleceram no grupo com CHC, comparado ao controle

(P<0,05). Polimorfismos genéticos: PTEN- rs10490920- O genotipo T/T destacou-se em

ambos os grupos, seguido de T/C, assim como o alelo T (P>0,05). PTEN- 1rs532678- O

gendtipo T/C foi o mais frequente em ambos os grupos, seguido de C/C, assim como o



XXXii

alelo C predominou em GE comparado a GC (P>0,05). PTEN- rs701848- O gendtipo

T/C destacou-se em GE compado a GC, seguido de T/T, assim como o alelo T (P>0,05).

VEGF-A- 153025039- O genoétipo C/C destacou-se em ambos os grupos (P>0,05), o

mesmo ocorreu para o alelo C (P=0,4226). VEGF-A- rs1570360 — O gendétipo G/G

prevaleceu em ambos os grupos (P>0,05), assim como o alelo G (P=0, 6387). Embora
detectada semelhanga entre os grupos para distribuigdo genotipica e alélica, alelos
mutantes de PTEN e VEGF-A prevaleceram em pacientes com CHC e hébitos tabagista
e etilista, comparado ao controle (P<0,05). A analise de haplotipos de PTEN e VEGF-A

mostrou semelhanga entre os grupos (P>0,05). Expressdo génica- Houve diminui¢do

dos niveis de expressdo de PTEN em pacientes com CHC (mediana= 0,908) comparado
aos cirrdticos (mediana= 5,93; P= 0, 0347). Niveis de expressdo de PIK3CA (mediana-
CHC=0,108; cirrose= 0,493) foram semelhantes entre os grupos (P>0,05). Conclusio —
Variantes genéticas de PTEN e VEGF-A, assim como seus hapldtipos, ndo se associam
ao CHC. Expressao génica reduzida de PTEN no tecido tumoral hepatico pode estar
associado a CHC, enquanto P/IK3CA nao diferencia pacientes com CHC daqueles com
cirrose. Destacam-se como fatores de risco independentes para CHC tabagismo,
etilismo, sexo masculino, idade avancada e DM. Alelos mutantes de PTEN ¢ VEGF-A,
particularmente na presenca de tabagismo e etilismo podem potencializar o risco para
CHC.

Palavras-Chave: Polimorfismos; Figado; PTEN; Fator A do Crescimento do Endotélio

Vascular; Ciclo Celular.
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ABSTRACT

Background - Hepatocellular carcinoma (HCC) is highlighted as the most aggressive
malignant liver tumor. The identification of candidate genes to become biomarkers may
help to clarify the pathophysiology of HCC, as well as the diagnosis of the disease at
early stage, leading to new therapeutic interventions. Objectives -To evaluate the
association of genetic variants and the gene expression involved in the cell signaling
process, apoptosis, and angiogenesis with HCC, to characterize risk subgroups and
identify biological markers for early diagnosis, prognosis and treatment of the disease.
Casuistics and Methods — We studied 343 subjects, 102 with HCC (SG = study group)
and 215 controls (CG = control group) for the analysis of PTEN polymorphisms
(rs10490920, rs532678 and rs701848) and VEGF-A (1rs3025039 and rs1570360). For
gene expression analysis of PTEN and PIK3CA, 24 patients with HCC were selected
(SGge = Study Group of gene expression), 16 with cirrhosis (CiGge = Cirrhosis Group
of gene expression) and 10 controls who underwent bileo and digestive surgery (CGge
= Group control of gene expression). The polymorphisms of related genes were
analyzed by PCR/RFLP (polymerase chain reaction/restriction fragments length
polymorphism), while the gene expression (fresh liver tissue) by qPCR
(quantitative/polymerase chain reaction). Data from the clinical profile, lifestyle and
comorbidities were obtained from medical records and questionnaire. Alpha error level
was set at 5%. Results - Male gender, advanced age, smoking, alcohol consumption
and diabetes mellitus (DM) prevailed in the group with HCC compared to the control

(P<0.05). Genetic polymorphisms: PTEN- rs10490920 - The T/T genotype was noted in

both groups followed by T/C, and the T allele (P>0.05). PTEN- rs532678- The genotype
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T/C was the most common in both groups, followed by C/C, and the C allele was

predominant in GE compared to control group (P>0.05). PTEN- 1s701848- The

genotype C/C was highlighted in SG compared to CG, followed by T/T, and the T allele

(P>0.05). VEGF-A- 1s3025039- The C/C genotype is distinguished in both groups

(P>0.05), the same occured for the C allele (P = 0.4226). VEGF-A- 151570360 — G/G

genotype prevailed in both groups (P>0.05), as well as the G allele (P=0.6387).
Although similarity between the groups for genotypic and allelic distribution was
observed, mutant PTEN and VEGF-A alleles prevailed in patients with HCC and
tobacco and alcohol consumption, compared to the control group (P <0.05). PTEN and

VEGF haplotype analysis was similar among the groups (P>0.05). Gene expression -

PTEN expression levels was decreased in patients with HCC (median= 0,908) compared
to cirrhotic patients (median = 5.93, P=0.0347). PIK3CA expression levels (median-
HCC= 0,108; cirrhosis= 0,493) were similar between groups (P> 0.05). Conclusion —
PTEN and VEGF-A genetic variants, as well as their haplotypes were not associated to
HCC. Reduced gene expression of PTEN in tumor tissue can be associated with HCC,
while PIK3CA does not differentiate between patients with HCC from those with
cirthosis. It stands out as independent risk factors for HCC, smoking, alcohol
consumption, male sex, advanced age and DM. PTEN and VEGF-A mutant alleles,
particularly in the presence of smoking and alcohol consumption may enhance the risk
for HCC.

Keywords: Polimorphims; Liver; PTEN; Vascular Endothelial Factor A; Cell Cycle.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Epidemioldgicos e Clinicos do Carcinoma Hepatocelular

Os tumores de figado sdo classificados como primarios ou secundarios
dependendo da origem no proprio 6rgdo ou em outro atingindo, nesse caso, também o
figado'. Os tumores priméarios podem ser classificados segundo sua origem em:
colangiocarcinoma (ductos biliares do figado), angiossarcoma (vasos sanguineos),
hepatoblastomas (figado em recém-nascidos e criangas nos primeiros anos de vida) e
carcinoma hepatocelular (hepatocitos)!-2.

O carcinoma hepatocelular (CHC), representa o principal tumor maligno® e o
mais agressivo, responsavel por 90% dos casos®. E o quinto tipo de céncer mais
frequente, com incidéncia elevada principalmente em paises asiaticos, € a segunda
principal causa de 6bito por cancer. Em 2008, cerca de 749.000 novos casos da doenca
foram relatados em todo o mundo, com 695.000 mortes, aumentando para 782.000 em
20123, Ressalta-se sua incidéncia no sexo masculino como quinto tipo mais comum de
cancer, com 554 mil casos por ano, representando 7,5% de todos os tipos de cancer.
Enquanto entre as mulheres ocupa o sétimo lugar, correspondendo a 228 mil casos por
ano e 3,4% do total®. Nos Estados Unidos e Europa ha predominio entre sexta e sétima
décadas de vida, enquanto nas areas de grande incidéncia o tumor ocorre em pacientes
mais jovens, entre a terceira e quinta décadas’*.

No Brasil, sdo escassos os dados acerca da real incidéncia desse tumor. Em
1997, um estudo mostrou a hepatite por virus B (VHB) como sendo a maior causa de
doenca hepatica em pacientes com CHC’. Os Estados do Espirito Santo e Bahia'® sdo
apontados como as regides de maior frequéncia. Por outro lado, o Estado de Sao Paulo ¢
reconhecido pela maior taxa de incidéncia do pais, correspondendo a 2,4 e 0,6 casos/100

mil, respectivamente, para homens e mulheres'!.



A alta mortalidade associada ao CHC ¢ atribuida principalmente a dificuldade de
diagnéstico em estagio inicial'?, sendo a maioria (até 75%) dos pacientes diagnosticados
em estagio avancado, o que impede a resseccdo cirurgica'®. O diagnostico é obtido por
técnicas de imagem, tais como tomografia computadorizada e ressonincia magnética'?,
Nos casos em que os exames radioldgicos e sinais clinicos se apresentam inconclusivos,
a histologia (bidpsia) permanece como padrio ouro'.

Entre as modalidades terapéuticas se destacam cirurgia para resseccdo e
transplante, além de ablacdo percutdnea por radiofrequéncia ou alcoolizagdo e
quimioterapia, sistémica ou regional'>. A recidiva ou metdstase ¢ frequente em
pacientes que realizaram a ressec¢do e a taxa de recorréncia atinge 50% em dois anos'®.
Ainda, devido a detecc¢do tardia e ao avanco das doencas subjacentes, esses tratamentos
ndo estdo disponiveis para a maioria dos pacientes'”.

A avaliacdo do progndstico € um passo importante na conduta dos pacientes com
CHC. Varios sistemas de estadiamento s3ao utilizados na classificagao clinica dos
pacientes. Destacam-se os sistemas Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC), Cancer of
the Liver Italian (CLIP), Estadiamento de Okuda, Japanese Industrial Standard (J1S),
Escore de Toquio e Chinese University Prognostic Index (CUPI)'®. Nesse contexto, é
evidente a necessidade de sistema de estratificacdo preciso para o prognostico de CHC,
em paralelo com o advento de opg¢des de tratamento!”.

A Associacdo Americana para o Estudo de Doencas do Figado (AASLD)
estabeleceu diretrizes paraa vigilancia de pacientes de alto risco, incluindo modalidades
adequadas de triagem e da frequéncia com que tais métodos de rastreio devem ser
usados. Para nodulos menores que 1 cm, recomenda-se o emprego de ultra-som a cada

3-6 meses. Em contraste, para nodulos maiores que 1 cm, as diretrizes sugerem o uso da

tomografia computadorizada (TC) ou ressonancia magnética (RM)°.



No Brasil, em 1997, a maioria dos pacientes com CHC foi diagnosticada pelo
exame histologico (91%). No entanto, em outro estudo mais recente, 63% dos pacientes
com CHC foram diagnosticados com base em exames de imagens e apenas 15%
submetidos a bidpsia hepatica para confirmar o diagndstico?!.

O CHC, ao contrario de alguns tipos de cancer, tem fatores de risco bem
definidos. Geralmente, desenvolve-se a partir de hepatopatia cronica e sua incidéncia
depende do tipo de doenca hepatica presente. Cerca de 90% dos casos de CHC
progridem de quadro cirrético®2. A principal causa de cirrose hepética é a infecgdo pelos
virus da hepatite B (VHB) e C (VHC), que juntos respondem por trés quartos de todos
os casos de CHC no mundo?. Outros fatores de risco para o desenvolvimento desse
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tipo de tumor incluem hepatite autoimune, abuso de alcool””, exposi¢cdo prolongada a

aflatoxina B1%, tabaco®, hepatopatias hereditarias metabolicas como hemocromatose,
diabetes mellitus, obesidade e esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH) 272,

A hepatite autoimune, cuja etiologia ¢ desconhecida, consiste em inflamagao do
figado na qual as células do sistema imune confundem as células hepaticas como
nocivas e as atacam. O risco para CHC em pacientes com hepatite autoimune ¢
considerado baixo comparado a outras doengas hepaticas cronicas®®. A relagdo causal
entre o consumo de alcool e o CHC foi confirmada por diversos estudos®'2. O consumo
excessivo de alcool (>80 g/dia) durante mais de dez anos pode aumentar em até cinco
vezes a chance de desenvolver CHC®. A aflatoxina ¢ uma micotoxina produzida pela
espécie do género Aspergillus. Existem quatro tipos principais de aflatoxinas: B1, B2,
G1 e G2. A BI, produzida pelo Aspergillus flavus, ¢ considerada com maior potencial

carcinogénico. A producdo dessa toxina ¢ especialmente abundante em regides

tropicais, sendo o milho, arroz e amendoim os principais hospedeiros. Estudos



experimentais e epidemiologicos relacionam a exposi¢do a aflatoxina a mutacdes no
codon 246 do gene supressor de tumor p53°°.

O tabaco, outro fator de risco importante para CHC, tem mais de 40 compostos
ativos metabolizados pelo figado, alguns com papel carcinogénico bem definido, tais
como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, nitrosaminas € aminas aromaticas. O
tabagismo estd associado com aumento dos niveis plasmaticos de citocinas
inflamatorias, tais como Fator-alfa de Necrose Tumoral (TNF-alfa) e Interleucina 1 Beta
(IL-1 beta), que podem contribuir para alteracdes inflamatdrias do figado, o que pode
levar a CHC?*,

O acumulo de ferro ou hemocromatose ¢ uma condi¢do autossdmica recessiva
que ¢ caracterizada pela deposicdo de ferro nos hepatocitos, devido a aumento da
absorcado intestinal. Entre os pacientes com hemocromatose, 6% dos homens e 1,5% das
mulheres sdo suscetiveis a desenvolverem CHC™.

Destacam-se também fatores relacionados a sindrome metabolica como diabetes
mellitus (DM) e aumento do indice de massa corporal (IMC). Embora ainda nao
elucidados os mecanismos relacionados com DM e CHC, resisténcia a insulina e
hiperinsulinemia secundaria sio as hipdteses mais aceitas’®. Adicionalmente, valores
elevados de IMC (>30 kg/m?) associam-se a risco aumentado para CHC, principalmente
em homens, cujas taxas sdo cinco vezes maiores do que naqueles com IMC normal®®.

NASH ¢ responsavel por um processo de inflamag¢do com danos nos hepatocitos,
com ou sem fibrose. Uma vez estabelecidas essas alteragdes podem ocasionar a
progressdo para CHC?’. Tém sido crescentes os relatos na literatura de pacientes
diagnosticados com NASH que desenvolveram CHC sem passar pela cirrose*®.

Em relagdo a hepatocarcinogénese, a cirrose destaca-se como fator de risco para

a doenga, resultando em proliferagdo celular e aumento da sintese de DNA nos



nodulos de regeneracdo. Esse processo pode ocasionar rearranjos aberrantes e
alteragdes da fun¢io proteica reguladora®®. As aflatoxinas, por outro lado, se ligam
covalentemente ao DNA podendo causar mutacdes em proto-oncogenes ou genes
supressores de tumor, particularmente no gene p53. Essas mutagdes ocorrem em
células mitoticamente ativas, como no caso de figado com infecc¢ao cronica por VHB e
VHC ou cirrético. A tumorigénese envolve também fatores adicionais de ordem
genética, como a angiogénese necessdria ao crescimento e metéstases 2.

O CHC pode ser classificado quanto a forma e tamanho ou padrio de
crescimento, como massa unifocal grande; noédulos multifocais, amplamente
distribuidos, de tamanhos variaveis; cancer difusamente infiltrante, as vezes
comprometendo o figado inteiro. Esses padrdoes podem ocasionar aumento do figado,
especialmente o macico unifocal e o multinodular. H& grande tendéncia de
disseminagdo local do tumor com invasdo de vasos sanguineos, particularmente da veia
porta (32-70%). Além disso, pode invadir diretamente o diafragma e célon, ocasionar
ruptura e sangramento na cavidade peritoneal ou espalhar-se via corrente sanguinea,
ocasionando metastases distantes, nos 0ssos, pulméo, cérebro e glandulas suprarrenais*.

Na Figura 1, observa-se o figado com tecido cirrotico e CHC.



Figura 1. Fotografia de figado humano (peca anatomica),
mostrando tecido cirrdtico e carcinoma hepatocelular a esquerda
(cedido pelo Servigo de Hepatologia do Hospital de Base da
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto- FAMERP).

1.2 Vias de Sinalizacio e Carcinoma Hepatocelular

O actmulo gradual de mutacdes em determinados genes e alteracdes
cromossomicas estio envolvidos na carcinogénese humana*!. Estudos em CHC
mostraram também que a malignidade abrange um processo de multiplas vias e
acimulo de eventos genéticos e epigenéticos, ocasionando ativacdo anormal ou
inativagdo de diversas vias de sinalizagdo celular, incluindo proliferacdo, sobrevivéncia,
diferenciagdo celular e angiogénese®’. A compreensio de marcadores moleculares
mostra a complexidade da transdug¢do de sinal em células de cancer de figado. As
fosfatidilinositol-3-quinases (PI3K) sdo fundamentais para crescimento, sobrevivéncia e
morte celular. A ativagdo desta via de sinalizagdo desempenha papel importante em

vérios tipos de cancer humanos, incluindo CHC®,



A identificagdo de alteracdes de novos genes candidatos a biomarcadores como,
por exemplo, fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (subunidade catalitica alfa)
(PIK3CA), fosfatase e homologo da tensina (PTEN) e fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGF-A) pode contribuir para esclarecer a fisiopatologia do CHC, auxiliar

no diagndstico precoce da doenga e novas intervengdes terapéuticas.

1.2.1 Fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (subunidade catalitica alfa) -
PIK3CA

A premissa para o funcionamento celular ¢ a correta transducao de sinais inter e
intracelular. As células abrigam multiplos sensores que traduzem informacgdes a partir
do ambiente extracelular em sinais moleculares, que sdo transmitidos através da célula
em cascatas de sinalizacdo e regulam a transcricao e programas de vias metabdlicas. A
arquitetura modular permite multiplas entradas sensoriais que, integradas a uma
resposta celular especifica, tornam as células capazes de atender suas proprias
necessidades. Alteragcdes genomicas podem desregular essa sinalizagdo resultando em
sindromes e doengas graves, como o cancer*,

Uma das principais vias de sinalizacdo intracelular que induz o crescimento
celular envolve PI3K, um grupo de quinases lipidicas que atuam no crescimento,
prolifera¢do, motilidade e sobrevivéncia celular. Existem trés classes de PI3K: I, II, e
III. A Classe I sdo heterodimeros compostos por um catalisador e uma subunidade
reguladora e sdo subdivididos em duas subclasses: IA e IB. A Classe II consiste em trés
membros, PI3KC2a, PI3KC2p, e PI3KC2y, enquanto a Classe III contem apenas um
membro codificado pelo gene vacuollar protein-sorting defective 34 (VpS34)®.

A Classe I ¢ formada por uma subunidade reguladora (p85) e uma catalitica

(p110-a), sendo esta ultima codificada pelo proto-oncogene PIK3CA. Este gene de 34



Kb esta localizado no cromossomo 3q26.32 humano, ¢ composto por 20 exons e
codifica uma proteina de 124 kDa*. Intimeras mutagdes,com frequéncia de 4 a 32%,
foram identificadas em PIK3CA, em diversos tipos de cancer como de mama, colorretal,
endometrial, cerebral, gastrico e de pulmao®’.

As PI3Ks regulam varias atividades celulares pela producgdo de fosfatidilinositol
(3.,4,5)-trifostato (PIP3). Nesse caso, ativam diretamente a proteina quinase B (PKB)
(também conhecida como AKT) pela fosforilagdo do fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato
(PIP2) com produc¢do de segundo mensageiro (PIP3), mantendo o sinal de sobrevivéncia
celular®®*. Reconhecidamente, a ativagio da via PI3K/AKT é fundamental para as
funcdes celulares essenciais, como proliferagdo e diferenciagdo, que sdo a base
biologica do cancer. Desse modo, sua ativagdo de forma descontrolada contribui para
resisténcia as drogas em diferentes tipos de células cancerosas, como CHC>*!,

A acgdo da PI3K ¢ revertida por PTEN, uma enzima que hidrolisa o fosfato na
posi¢ao trés do PIP;, regenerando PIP,. PTEN ¢ um supressor de tumor, bem
caracterizado, sugerindo que os genes que codificam para as PI3K podem ser
oncogénes®’. Assim, a sinalizacdo através da PI3K, ao promover a sobrevivéncia
celular, mostra que sua maior expressao esta fortemente associada com a formacao de
tumores hepaticos®>. A Figura 2 apresenta o gene PIK3CA e seu papel na via de

sinalizagao PI3K.
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W Ligante

Figura 2. Esquema da via de sinalizagdo PI3K (fosfatidilinositol-3-
quinase) destacando o papel do proto-oncogene PIK3CA
(fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (subunidade catalitica alfa), que
fosforila o PIP2 (fosfatidilinositol (4,5)- bifosfato) produzindo o segundo
mensageiro PIP3 (fosfatidilinositol (3,4,5)- trifosfato), desencadeando uma
cascata de sinalizacdio que induz o crescimento, sobrevivéncia e
proliferacdo celular. PTEN= fosfatase e homologo da tensina; AKT=
proteina quinase B; NFKB= fator nuclear kappa B; BAD= BCL2
associated agonist of cell death; mTOR= alvo da rapamicina em
mamiferos; KRAS=Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog;
BRAF=B-Raf proto-oncogene (serine/threonine kinase); MEK/MAPK=
proteina quinase ativada por mitdgeno™*.

1.2.2 Fosfatase e homologo da tensina - PTEN

O estudo do gene PTEN iniciou-se em 1997, por dois grupos que buscavam uma
forma independente para supressores de tumor no cromossomo 10 humano. Desde a sua
identificacdo mais de 7.800 publicacdes tém descrito diferentes aspectos da funcdo

supressora de tumor de PTEN e sua relagdo com o cincer e outras doengas™.
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PTEN, localizado no cromossomo 10g23.31 humano, apresenta 105 Kb e nove
exons. Codifica uma proteina citoplasmatica com 403 aminoacidos, cuja funcdo ¢ a
retirada de grupos fosfato de outras proteinas e lipidios®®. Essa proteina é encontrada
em quase todos os tecidos do corpo e atua como parte de um processo quimico que
sinaliza as células detendo o ciclo de divisdo celular, com consequente autodestrui¢ao
por meio de apoptose®’. Ha referéncia de sua participagdo, ainda, no controle da
migragdo celular, adesdo aos tecidos circundantes e angiogénese, como também na
manutengio da estabilidade da informagio genética da célula’®.

A estrutura da proteina consiste em um dominio fosfatase, que realiza a funcao
enzimatica, e um dominio C2, pelo qual se liga a fosfolipidios de membrana®. PTEN
antagoniza a atividade de PI3K revertendo PIP3 a PIP2 por desfosforilagdo, inibindo a
proteina-quinase (AKT), a qual ¢é responsavel pela transdu¢do de sinais de
sobrevivéncia, proliferacdo celular e inibicdo de apoptose. Desse modo, PTEN
antagoniza a via PI3K/AKT, promovendo a parada do ciclo celular®. Esta fungio de
evitar o crescimento descontrolado de células pode impedir a formagao de tumores. A

Figura 3 ilustra o papel de PTEN na via de sinalizagao PI3K.
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Figura 3. Esquema da via de sinalizacdo PI3K (fosfatidilinositol-3-

quinases), destacando o supressor de tumor PTEN (fosfatase ¢ homologo
da tensina), cujo papel ¢ desfosforilar PIP3(fosfatidilinositol (3,4,5)-

trifosfato) revertendo-o a PIP2(fosfatidilinositol (4,5)- bifosfato); VEGF=

fator de crescimento endotelial vascular; AKT= proteina quinase B¢!62,

1.2.3 Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A)

Os fatores de crescimento endotelial vascular sdo uma familia composta por
quatro genes VEGF (A4-D), os quais codificam glicoproteinas homodiméricas. Os
membros da familia VEGF realizam sua fungdo bioldgica pela ligacdo a receptores da
superficie das células (VEGFR)®, ativando multiplas redes de sinalizagio que
promovem o crescimento celular endotelial, migra¢do, diferenciacdo e controle da
permeabilidade vascular®. Nesse contexto, destaca-se o gene VEGF-A localizado no

cromossomo 6p21.3 humano, o qual estd organizado em oito exons®e produz cinco
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isoformas da proteina de mesmo nome (VEGF-A). Sabe-se que a expressao de VEGF-A
é regulada por hipdxia, hipertermia, estresse oxidativo e varios oncogenes®®’.

A angiogénese desempenha papel importante nos estdgios iniciais da
carcinogénese. E importante notar que as etapas que conduzem a transi¢do de um
nddulo pré-maligno mal vascularizado para um fenotipo maligno, no qual ha
crescimento tumoral, ocorrem com maior fornecimento de sangue arterial®®%°. CHC ¢
um tipico tumor hipervascularizado, sendo um dos critérios para seu diagnostico a
constatacio radioldgica de padrdo hipervascular arterial”®.

Em meta-andlise, ressaltam-se polimorfismos de VEGF como determinantes
para suscetibilidade e evolugdo dos principais tumores sélidos’’’2. Nesse contexto,
VEGF-A tem sido relatado como o fator angiogénico mais importante no
desenvolvimento de CHC”>"*, Estudos mostram a associagio de varios polimorfismos
de VEGF com a doenga’*’®. Em populagio chinesa demonstrou-se a relagdo entre
haplétipos de dois polimorfismos de VEGF-A (rs1570360 e 1s833061) com
suscetibilidade ao CHC’*. Outros estudos, em populagdes chinesa e italiana,
identificaram relagdo entre o polimorfismo rs3025039 com recorréncia do tumor apds
transplante e suscetibilidade ao CHC, respectivamente’’-’8.Constata-se a associacdo dos

polimorfismos de VEGF-A ¢ CHC em varias populacdes, no entanto, sdo escassos

estudos em casuistica brasileira. A Figura 4 ilustra o papel de VEGF-A na via PI3K.
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Figura 4. Esquema da via de sinalizagdo PI3K (fosfatidilinositol-3-
quinases), destacando-se VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular), o qual se liga ao receptor de membrana desencadeando a
cascata de sinalizagdo responsavel pela permeabilidade, sobrevivéncia,
migracdo e proliferacdo celular; AKT= proteina quinase B;
p38MAPK=p38 mapa quinase; RAF=proto-oncogene (serine/threonine
kinase); MEK= proteina quinase ativada por mitdégeno; ERK= quinase

regulada por sinal extracelular’.

1.3 OBJETIVOS

Avaliar a associacdo de variantes genéticas e expressdo gé€nica envolvidas no
processo de sinalizacdo celular, apoptose e angiogénese com CHC, visando caracterizar
subgrupos de risco e identificar marcadores biologicos para diagndstico precoce,

progndstico e tratamento da doenca.
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1.3.1 Objetivos Especificos

1-

Analisar a distribuicdo de polimorfismos de PTEN (rs10490920, rs532678,
rs701848) e VEGF-A (1rs3025039 e rs1570360) em pacientes com CHC e
individuos controles.

Avaliar a associacdo de CHC com habitos de vida, perfil demogréfico, e
comorbidades considerando-se as respectivas variantes genéticas.

Analisar a expressao dos genes PTEN e PIK3CA em tecido hepatico de
pacientes com cirrose ¢ CHC.

Avaliar a razao de chance para CHC por meio da combinacgao dos haplotipos

de PTEN e VEGF-A.
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CASUISTICA E METODOS
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2. CASUISTICA E METODOS
2.1 Casuistica

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle em que foram selecionados 343
individuos no periodo de 2013 a 2015. Todos foram atendidos no Ambulatorio de
Gastroenterologia e Instituto do Cancer (ICA) do Hospital de Base da Faculdade de
Medicina de Siao José do Rio Preto (HB/FAMERP) e incluidos no estudo apods
confirmagdo diagnostica.

Para as andlises de polimorfismos genéticos os individuos, de etnia
miscigenada®, independente do sexo foram distribuidos em dois grupos: Grupo Estudo
(GE) - 102 pacientes com diagnostico de CHC, com idade entre 26 e 83 anos (75% do
sexo masculino), e Grupo Controle (GC) - 215 individuos sem sinais clinicos e
bioquimicos de qualquer hepatopatia, com idade de 20 a 81 anos (55% do sexo
masculino). Todos os individuos foram submetidos a coleta de amostra de sangue
periférico e preencheram questionario especifico para antecedentes pessoais e historico
médico (Anexo A).

Para analise de expressdo génica os individuos foram distribuidos em trés
grupos: Grupo de Estudo para Expressao Génica (GEeg) - 24 pacientes com CHC, idade
de 41 a 71 anos (75% do sexo masculino); Grupo Cirrose para Expressao Génica
(GCieg) - 16 pacientes com cirrose sem CHC (75% do sexo masculino), idade de 27 a
70 anos e Grupo Controle para Expressdo Génica (GCeg) - 10 individuos submetidos a
cirurgias gastrointestinais sem relacdo com a doenca estudada, com idade de 23 a 60
anos (10% do sexo masculino). Todos os individuos foram submetidos a biopsia

hepatica.
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Os critérios de inclusdo para o estudo foram: diagnostico de CHC realizado pela
AASLD, portanto, nos casos de ndédulos com diametro acima de 2 cm foi realizado
apenas um exame de imagem, ¢ para noédulos entre 1 € 2 cm de didmetro dois métodos
de imagem com achados tipicos de CHC, ou seja, hipervascularizagio arterial € washout
tardio. Nos casos em que o diagnostico ndo foi possivel pelos métodos de imagem
utilizou-se bidpsia hepatica. Foram excluidos pacientes com outros tipos de cancer de
figado ou metéstases hepaticas a partir de outros 6rgdos. Os dados clinicos e aqueles
referentes a CHC foram de responsabilidade do Grupo de Estudo dos Tumores de
Figado (GETF) HB/FAMERP, coordenado pelo Prof. Dr. Renato Ferreira da Silva.

Individuos doadores de sangue selecionados no Banco de Sangue (Hemocentro
HB/FAMERP) constituiram o grupo controle (GC). Nesse caso, foram realizados como
triagem os exames sorologicos que excluem o principal fator de risco para CHC, que
sdo as hepatites virais (virus da hepatite B e C). Além disso, exames bioquimicos
(aspartato aminotransferase — AST e alanina aminotransferase — ALT) confirmaram a
auséncia de agressao hepatocitica.

O grupo GCieg foi constituido por pacientes diagnosticados por exames de
imagem e biopsia hepatica, a qual identificou o grau de fibrose presente. J4 o grupo
GCeg foi constituido por individuos submetidos a cirurgias gastrointestinais sem
relagdo com o CHC.

Foram excluidos individuos portadores de HIV (virus da imunodeficiéncia
humana), gestantes, doengas psiquiatricas e outras neoplasias.

Todos os participantes foram informados das caracteristicas do estudo,
confirmando sua participacdo pelo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Institui¢io (CEP/FAMERP-

Parecer n°.435/2011; Anexo B).
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A Figura 5 apresenta a distribui¢do de pacientes e controles, considerando as
analises realizadas, incluindo variantes de PTEN (rs10490920, rs532678, rs701848),
VEGF-A (rs3025039 e rs1570360) e expressao génica de PTEN e PIK3CA em pacientes

com CHC, controle e cirrose.

13343

rs1570360 | map N=3£
[Expressio Genica | mp [GEe 24" GG 16 |[GCea=10 |

VEGF-A

Figura S. Fluxograma ilustrando a distribuicdo dos grupos estudados, incluindo
pacientes com carcinoma hepatocelular (CHC) (GE= grupo de estudo), individuos sem
a doenga (GC= grupo controle), pacientes com CHC para expressdo génica (GEeg=
grupo de estudo para expressdo génica); pacientes com cirrose sem CHC (GCi= grupo
cirrose para expressdo génica); pacientes sem CHC para expressdo génica (GCeg=
grupo controle para expressao génica) e as respectivas analises realizadas. N=numero de
individuos; DNA= Acido desoxirribonucleico; RNA= 4cido ribonucleico;
PTEN=fosfatase e homodlogo da tensina; VEGF-A= fator de crescimento endotelial
vascular A; PIK3CA= fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (subunidade catalitica
alfa).
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2.2 Métodos
2.2.1 Extracao de DNA

O DNA genomico foi extraido de leucécitos de sangue periférico coletado com
EDTA. A técnica de extracdo de DNA gendmico consistiu no método salting-out®',
realizado em trés etapas, compreendendo: 1) lise das células sanguineas; 2)
desproteinizagdo; 3) precipitacio do DNA e ressuspensdo, seguindo-se o protocolo
apresentado a seguir.

O sangue periférico total foi coletado em tubo vaicutaner com EDTA
(1 mg/mL de sangue), transferidlo 1 mL de sangue para um tubo estéril de
microcentrifuga de 2 mL, seguido de centrifugacdo a 5.000 rpm por 5 minutos, a
temperatura ambiente (TA), sendo o plasma descartado. Foram adicionados ao
sedimento 900 puL de Tampdo 1x contendo Triton. O proximo passo consistiu na
homogeneiza¢ao com Vortex durante 1 minuto. A amostra foi centrifugada novamente a
5.000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, realizou-se o descarte do sobrenadante por
inversao vagarosa ¢ constante, seguida da adicdo de ImL de tampao 1x. Esse
procedimento foi repetido por cerca de trés vezes, ou até que o pellet estivesse isento de
hemoglobina.

O prdéximo passo consistiu na ressuspensao do sedimento (nucleos de leucdcitos)
com 200 pL. de Tampao 2 1X seguido do acréscimo de 20 pL. de SDS (dodecil sulfato
de s6dio) 10%,que tem por fung¢do o rompimento da membrana nuclear. Incubou-se a
amostra no banho a56°C por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 100 pL de
NaCl 5 M,a amostra entdo homogeneizada e centrifugada a 12.000 rpm durante 5

minutos a TA, o que favoreceu a precipitagao das proteinas.
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Na etapa seguinte o sobrenadante (DNA) foi transferido para outro tubo de
microcentrifuga, e o precipitado descartado, ou seja, o tubo com proteinas. O DNA foi
misturado com 1mL de etanol absoluto gelado e homogeneizado por inversao lenta do
tubo, de modo que o etanol promoveu a purificagdo do DNA e sua precipitagdo. A
amostra foi mantida em freezer a -20 °C, overnight.

A proxima fase, conhecida como precipitacdo de DNA, iniciou-se com a retirada
das amostras do freezer e centrifuga¢do a 12.000 rpm por 5 minutos a TA. O etanol
absoluto foi removido e as amostras lavadas com etanol a 70% gelado e centrifugadas a
12.000 rpm por 5 minutos. Essa etapa foi repetida. Depois, foi removido todo o etanol.
O tubo contendo a amostra foi colocado sobre papel absorvente para a evaporacdo do
etanol (cerca de 5 horas).

A terceira parte da extragdo incluiu a ressuspensdo do precipitado (DNA) em
100 pL. de Tampao TE (pH 8,0), seguido de incubacdo em banho-maria a 56°C por 15
minutos, reidratando o DNA (para nao degradar).A concentracdo e¢ a pureza foram
analisados pelo equipamento NanoDrop-ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington,
Delaware - USA), segundo o manual do fabricante. A absorbancia da amostra foi
medida sobre a propor¢ao 260 nm e 280 nm, e utilizou-se a propor¢do 260/280 para
avaliar a pureza do DNA, considerando-se a proporcao de 1.8 — 2.0. Observou-se a
integridade da amostra em gel de agarose 1%. Em seguida a amostra foi armazenada a

-20°C até o processamento para analise dos polimorfismos.
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2.2.2 Anailise genotipica

Ap0s a extragdo de DNA gendmico procedeu-se a analise dos polimorfismos de
PTEN (1rs10490920, rs532678 e 1s701848) e VEGF-A (1rs3025039 e rs1570360), com
amplificacdo do DNA por PCR (polymerase chain reaction) convencional, sendo cada
tubo de reagdo composto por 50 ng de DNA genomico em volume final de 25 uL,
contendo 20 mmol de cada primer; 0,1 mmol/L dNTPs; 0,75 mmol/L de MgCly; 5
mmol/L de tampao PCR 10 X; 0,25 U de Taq polimerase (5 U/uL) e 7 uL de agua
MiliQ.

O produto de amplificagdo foi submetido as enzimas de restrigdo Ncol, Bpil,
Haelll, Nlallle Mn11 (Fermentas®), seguido de coloracdo com GelRed (Uniscience®),
eletroforese e analise em sistema de foto documentacdo. Os respectivos primers, € as
etapas de amplificacdo e eletroforese para os referidos polimorfismos sdo apresentados
no Quadro 1. As Figuras de 6 a 10 mostram o perfil eletroforético dos polimorfismos

estudados.



Quadro 1. Primers, etapas de amplificagado e eletroforese dos polimorfismos PTEN- rs10490920/rs532678/rs701848 ¢ VEGF-A-1s3025039/ rs1570360.

23

. , Desnaturacio  Ciclagem Desnaturagio Extensao Ciclo  Restricao Fragmento .
Polimorfismo Primer Inicial (Ciclos) (Temperatura/tempo) Anclamento Final Final Enzimatica (pb) Eletroforese  Gendtipo
Gel gglrose c/c
PTEN- 72°C/  72°C/ 159.135 ’
P1:5TGTTAAAGCACTAATAGCATCTTCCA3’ 94°C/5 min 35 94°C/ 45 s 62°C/45 s Ncol ’24 100 T/C
rs10490920  P2:5CAAGCCACCTAATTCAGCAATT 3’ 45s 7 min v
120 min or
Gel Zg/irose c/c
PTEN- 72°C/ 72°C/
P1:5"CAAGAAAACCAGTCCAAGTGTGAAGA3’ . . 220,191 ¢
P2:5' AGGGGCAAGAAGCAAACAT3’ 94°C/5 min 35 94°C/ 45 s 61°C/45 s ' Bpil 29 100v Tc
rs532678 45s 7 min
120 min T
Gel Z%/arose c/c
PTEN- 72°C/  72°C/ ?
P1:5’GAATCGTTTCTACATAGTGCT3’ o . o ° 199,117 ¢
P2:5' AAGTCCAGCACCAGTAAGTTA3’ 94°C/5 min 35 94°C/ 45 s 55°C/45 s . Haelll 82 100v Tc
rs701848 45s 7 min
90 min vr
Gel
o agarose2,5 /T
VEGF-A- e Y 208,122 v
P1:5"AAGGAAGAGGAGACTCTGCGC3’ 95°C/5 min 30 95°C/ 60 s 59°C/60 s 10 Nlalll é6 T/C
rs3025039 P2:5"TATGTGGGTGGGTGTGTCTACAGG3’ 60 s . 90v
min c/c
90 min
Gel Zg/arose A4
VEGF-A- 72°C/ 72°C/ 185,150 '
P1:5"TCCTGCTCCCTCCTGCCCAATG3’ 94°C/5 min 35 94°C/ 45 s 61°C/45 s Mnll 34 ’ 22’ 105 A/G
1s1570360 P2:5'GGCGGGGACAGGCGAGCATC3’ 45s 7min e v
. G/G
90 min

PTEN= Fosfatase e homologo da tensina; VEGF-A= Fator de crescimento endotelial vascular A; pb=pares de base;v=volts; s= segundo; m= minuto.




A)
159 pb I [ E—
135 pb | |
24 pb — ——
CC CT 1T

T TC CE TC

Figura 6. Padrao de bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo PTEN-
rs10490920; pb= pares de bases (A). Fotografia de gel de agarose 3% submetido a
eletroforese para andlise dos genotipos de PTEN —rs10490920. Nota-se genotipo 7/T
na coluna 1, 7/C nas colunas 2 e 4 ¢ C/C na coluna 3. O padrao de bandas (Ladder
100pb — Fermentas) pode ser visto na coluna M (B). PTEN= fosfatase e homologo da

tensina.
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A)
220 pb — —
191 pb I I
29 pb E— E—
TT TC cC

TC CC TC TT TC

Figura 7. Padriao de bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo PTEN-
rs532678; pb = pares de bases (A). Fotografia de gel de agarose 4% submetido
a eletroforese para analise dos gendtipos de PTEN -1s532678. Nota-se
genotipo 7/C nas colunas 1,3 e 5, C/C na coluna 2 e 7/T na coluna 4. O branco,
ou seja, livre de DNA, pode ser observado na coluna B. O padrao de bandas
(Ladder 100pb — Fermentas) pode ser visto na coluna M (B). PTEN= fosfatase

e homologo da tensina.
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A)
199 pb — ——
117 pb E— O
82 pb —— —
1T TC CcC

TC TT TC CC TC

Figura 8. Padrio de bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo PTEN-
rs701848; pb = pares de bases (A). Fotografia de gel de agarose 4% submetido a
eletroforese para analise dos genotipos de PTEN —rs701848. Nota-se genotipo 7/C
nas colunas 1,3 e 5, 7/T na coluna 2e C/Cna coluna 4. O padrao de bandas (Ladder
100pb — Fermentas) pode ser visto na coluna M (B). PTEN= fosfatase e homodlogo da

tensina.

26



A)

208 pb — e
122'ph |—— ———
86 pb I =
TT

CC CT cCcC

Figura 9. Padrao de bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo VEGF-
A- 1s3025039; pb = pares de bases (A). Fotografia de gel de agarose 2,5%
submetido a eletroforese para andlise dos genotipos de VEGF-A- rs3025039.
Nota-se genotipo C/C nas colunas 1 e 3 e C/T na coluna 2. O branco, ou seja,
livre de DNA, pode ser observado na coluna B. O padrdo de bandas (Ladder
100pb — Fermentas) pode ser visto na coluna M (B). VEGF-A= fator de

crescimento endotelial vascular A.




A)
185 pb — —
150 pb E— [=—=
34 pb [ —
22 pb — — —
AA AG GG

AA GG GG AG

Figura 10. Padrao de bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo
VEGF-A-rs1570360; pb = pares de bases (A). Fotografia de gel de agarose 4%
submetido a eletroforese para andlise dos genotipos de VEGF-A- rs1570360.
Nota-se genotipo 4/4 na coluna 1, G/G nas colunas 2 e 3 e o genotipo 4/G na
coluna 4.0 branco, ou seja, livre de DNA, pode ser observado na coluna B. O
padrao de bandas (Ladder 100pb — Fermentas) pode ser visto na coluna M (B).

VEGF-A= fator de crescimento endotelial vascular A.
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2.2.3 Extracao de RNA

Fragmentos de tecido hepatico foram obtidos por bidpsia percutdnea por agulha
tru-cut ou cirurgia (transplante de figado) e armazenados em tubos criogénicos com
solucdo estabilizadora (RNA later®-Life Technologies). O RNA total do tecido hepatico
foi extraido com o método de Trizol® (Ambion) de acordo com o protocolo do fabricante.
A amostra foi macerada em cadinho apos adi¢ao de nitrogénio liquido, colocada em tubo
eppendorf com 1mL de Trizol com auxilio de pipeta e centrifugada a 12.000g por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, seguido da adi¢ao de
200uL de cloroférmio, com inversao do tubo por um minuto, manutengao a TA por cinco
minutos para iniciar a separagdao das fases, e centrifugacao a 12.000g por 15 minutos a
4°C. Ap6s, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 2,0 mL, adicionou-se 500
puL de isopropanol, agitando-se o tubo por inversdo durante um minuto. A solucdo
precipitou a TA por 20 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado por 30 minutos a
14.000 rotagdes por minuto (rpm) a 4 °C, descartado o sobrenadante emborcando-se os
tubos e o pellet lavado duas vezes com 1mL de etanol 70% gelado, preparado com agua
DEPC, e centrifugado por dois minutos a 14.000 rpm a 4 °C. Descartou-se
cuidadosamente o sobrenadante por inversdo do tubo a cada lavagem, retirando o excesso
de 4lcool para secar o pellet. Para ressuspensao do RNA foram adicionados 20 pL. de dgua
ultrapura tratada com DEPC, mantendo-se a solu¢cdo em banho-maria a 55 °C por 10
minutos para melhor solubilizacdo. Posteriormente, o tubo com a amostra foi colocado no
gelo e agitado em vortex a rotagdo baixa (aproximadamente 5.000 rpm), para posterior
quantificagcdo das amostras e estocagema 20 °C.

Amostras de RNA foram quantificadas em fluordmetro Qubit® 2.0 (Life
Technologies), segundo o manual do fabricante, e armazenadas a 4°C. Para a solugdo de

trabalho acrescentou-se 199 uL. do Buffer multiplicado pelo nimero de amostras e 1uL de
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amostra. Para as quantificacdes foram utilizados dois padroes (Standard 1 e 2), aos quais
adicionou-se 10uL dos respectivos Standards ¢ 190uL de solugdo de trabalho, obtendo o
volume final de 200 uL. Apods, as amostras foram homogeneizadas no Voértex por trés

segundos e incubadas a TA por dois minutos, em seguida realizou-se a leitura.

2.2.4 Analise de expressido génica e qPCR

ApoOs a quantificacdo das amostras, a fita de cDNA foi sintetizada utilizando o Kit
High Capacity cDNA (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA) em volume total de
20 pL das misturas da reagdo na concentracao final de 100 ng/uL de cDNA, 10 mL
TagMan Universal Master Mix, 8 mL de solucao de agua DEPC e 1 mL TagMan Gene
Expression para PTEN e PIK3CA (Sondas Hs02621230 sl e Hs00907957 ml -
AppliedBiosystems® - respectivamente). Os niveis de transcrigio foram normalizados
pelos genes GAPDH e ACTB, frequentemente usados em estudos para determinar o
melhor normalizador para as amostras analisadas®>®?.

Os dados foram armazenados no programa Step One Plus (Applied Biosystems), e
utilizados para analisar a curva de expressdo. A expressao relativa dos genes de interesse
foi determinada pelo método comparativo AACt, que relaciona a média da expressdao dos
genes normalizadores utilizados como controle enddgeno e a média da expressdo dos
genes de interesse para cada amostra (Livak e Schimittgen, 2008). O grupo controle
(GCeg=10) foi utilizado como normalizador para a andlise. Todas as amostras foram

testadas em ftriplicata e expressas como diferenga relativa de n-vezes com relacdo ao

calibrador (controles). Para todas as reagdes foram incluidos controle negativo.
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2.2.5 Estadiamento e classificacdo do carcinoma hepatocelular e cirrose

Os pacientes, com CHC (n=24) e cirrose (n=16), submetidos as andlises de
expressdo génica foram classificados clinicamente de acordo coma evolu¢do da doenca,

utilizando os Critérios de Barcelona (BCLC) ou Child-Pugh, (Quadros 2 e 3).

Quadro 2. Classificagdo BCLC (Estadiamento da Clinica de Cancer Hepatico de
Barcelona).

-

T 0. Child-Pugh A Okuda 1-2, PST 0-2, Child-Pugh A-B 3, PST >2, Child-Pugh C

| — e

CHC muito precoce Precoce Intermediario Avancado Terminal
Estadio (0) Estadio ( A) Estadio ( B) Estadio (C) Estadio (D)
Port |

2cn Ate 3 < 3cm Multinodutar, PS 0 nv;

|
& @ }

Unico 3 nédulos <3cm
|
¥

Pressao portal / Bilirrubina

» Aumentada

PST: Performance Status Test; TX: Transplante; PEI: Injecao percutanea de etanol;

RF: Radio freqiiéncia; SV: Sobrevida'®.
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Quadro 3. Classificacdo de Child-Turcotte-Pugh.

Critérios avaliados / pontos 1 2 3
Albumina (g/dl) =35 35-28 <2.8
Bilirrubina (mg/dl) <2 2-3 >3
CER&CED <4 4-10 >10
Tempo de protrombina (seg) >50% 50-30% <30%
INR <17 1,7-23 >23
Encefalopatia hepatica sem lou?2 3oud
Ascite ausente Leve ou Moderada ou
controlada tensa

CEP: Colangite Esclerosante Primaria; CBP: Cirrose Biliar Primaria; INR:
Relacao Internacional Normalizadora da Protrombina; Child A: 5 — 6 pontos /

Child B: 7 — 9 pontos / Child C: 10 — 15 pontos'®,

2.2.6 Perfil clinico e habitos de vida

Para a caracterizacdo clinica e de habitos de vida, além da aplicacdo de um
questionario, os resultados de exames laboratoriais (aspartato aminotransferase- AST,
alanina aminotransferase- ALT, gama glutamil transferase- GGT e alfa-fetoproteina-
AFP), diagnéstico de comorbidades (hipertensao arterial sistémica - HAS e diabetes
mellitus - DM) e habitos de vida (tabagismo e etilismo) foram obtidos de prontuarios
médicos.

Define-se por HAS valor de pressao arterial sistolica maior ou igual a 140 mmHg e
pressdo arterial diastolica maior ou igual a 90 mmHg, na auséncia de medicagdo anti-
hipertensiva®. Para diagndstico de DM foram considerados valores séricos de glicemia:
>200mg/dL (glicemia de duas horas ou a qualquer hora do dia, independente do horario de
refeicdes)®.

Tabagismo foi caracterizado como consumo de qualquer tipo ou quantidade de

tabaco, diariamente, hd pelo menos seis meses; enquanto ex-fumante aquele que, tendo
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sido fumante, ndo tenha fumado qualquer tipo ou quantidade de tabaco nos ultimos seis
meses; € ndo fumante aquele que nunca tenha fumado, ou por pouco tempo ou de forma
esporadica, qualquer tipo ou quantidade de tabaco, qualquer periodo da vida. Considerou-
se etilismo o consumo de mais do que 21 unidades de alcool por semana para homens, ¢
até 14 unidades de alcool por semana para mulheres, sendo que cada unidade de alcool

equivale a 10g de alcool®.

2.2.7 Analise estatistica

Foram utilizados os programas MiniTab, Stats Direct e GraphPad. A analise
descritiva das varidveis foi apresentada como valores de mediana, minimo e méximo. As
variaveis qualitativas foram analisadas pelo teste de Fisher ou teste Qui-quadrado (x?).
Para as varidveis quantitativas sem distribui¢do gaussiana foi empregado teste de Kruskal
Wallis na comparagdo entre trés ou mais grupos ¢ Mann Whitney para dois grupos. A
analise de regressdo logistica verificou a chance do evento (CHC) na presenca de
diferentes variaveis, utilizando teste de comparagdo multipla. A analise de correlacdo de
Spearman foi realizada entre a expressao de PTEN e PIK3CA e os principais marcadores
bioquimicos para CHC. Empregou-se representacdo grafica por meio de box-plot
incluindo valor minimo, mediana e valor maximo, além de eventuais outliers. Foi
admitido erro alfa de 5%.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado para cada SNP, com aplicacdo do

programa Arlequin v.3.5.1.3%7:88

, utilizando-se dados genotipicos. Com o mesmo
programa, realizou-se a andlise do desequilibrio de ligagdo (DL) entre os trés SNPs de
PTEN e os dois SNPs de VEGF-A. Diferencas na distribuicao haplotipica dos grupos CHC

e controle foram acessadas pelo teste exato de diferenciagdo populacional do programa

Arlequin v.3.5.1.3%7%8,
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3. RESULTADOS

3.1 Perfil da Casuistica

Dados demograficos, habitos de vida e comorbidades s3o apresentados na Tabela
1. Os valores de mediana para idade em pacientes e controles foram 61 e 49 anos,
respectivamente (P<0,0001). O género masculino, tabagismo, etilismo ¢ DM prevaleceram
no grupo com CHC (75%, 60%, 57% e 30%, respectivamente), comparado ao controle
(55%; 21%,13% e 3%; respectivamente; P<0,05). Para HAS, observou-se semelhanca

entre os grupos (P>0,05).

3.2 Analise de Polimorfismos Genéticos

PTEN-rs10490920

O genodtipo selvagem (T/T) destacou-se em ambos os grupos (GE= 69,6%;
GC= 67,4%), seguido do gendtipo heterozigoto (T/C) e homozigoto mutante. O alelo
selvagem (T) prevaleceu em CHC e controle (GE= 0,78; GC= 0,79). A distribuicdo de

gendtipos e alelos foi semelhante entre os grupos (P=0,9863; Tabela 2).

PTEN-rs532678
O genotipo heterozigoto (T/C) prevaleceu em CHC (53,9%) e controle (52,8%),
seguido do homozigoto mutante (C/C) e homozigoto selvagem (T/T), sem diferenca

significante entre os grupos (P>0,05). Houve predominancia do alelo mutante (C) em GE

(0,63) e GC (0,61; P=0,7076; Tabela 3).
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Tabela 1. Perfil demografico, habitos de vida e comorbidades em pacientes com carcinoma hepatocelular (GE) e individuos controle (GC).

P
Variavel GE (N=102) GC (N=215) GExGC
Idade (anos)
Mediana 61 49
Minimo 26 20 <0,0001*
Maximo 83 81
Género N % N %
Masculino 76 75 118 55
%%
Feminino 26 25 97 45 0,0013
Habitos de vida N % N %
Tabagismo 494 60 45 21 <0,0001**
Etilismo 56° 57 27 13 <0,0001**
Comorbidades N % N %
DM 30° 30 6 3 <0,0001**
HAS 36° 36 64 30 0,3005%**

*Mann Whitney; **Teste Qui-quadrado; DM= Diabetes Mellitus; HAS= hipertensao arterial sistémica; N=ntimero de individuos;

calculo considerando 81 individuos; °® calculo considerando 99 individuos.

A
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PTEN-rs701848
O gendtipo heterozigoto (T/C) destacou-se em GE (45,1%) e GC (47,4%), seguido
de (T/T) e (C/C) (P>0,05; Tabela 4). O alelo selvagem (T) prevaleceu em pacientes (0,61)

e controles (0,62; P=0,8628; Tabela 4).

VEGF-A rs3025039

O genotipo selvagem (C/C) prevaleceu em ambos os grupos (GE= 73,5%; GC=
78,6%; P>0,05), o mesmo ocorreu para o alelo selvagem (C) (0,87; 0,89,
respectivamente), no entanto, sem diferenga estatistica entre os grupos (P=0,4226). O

genotipo homozigoto mutante ndo foi observado em pacientes e controles (Tabela 5).

VEGF-A rs1570360

O genoétipo homozigoto selvagem (G/G) mostrou-se prevalente em ambos os
grupos (GE= 58,8%; GC= 57,2%), seguido dos genoétipos heterozigoto (G/A) e mutante
(A/A), com semelhanga entre os grupos (P>0,05; Tabela 7). Em relagdo a frequéncia
alélica, pacientes e controles apresentaram prevaléncia do alelo G (0,77 e 0,75,
respectivamente; P=0,6387; Tabela 6).

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado para todos os SNPs nos grupos CHC
e controle e, apenas, o SNP rs10490920 encontrou-se fora do equilibrio em ambos os

grupos (P=0, 00000; Tabela 7).
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Tabela 2. Distribui¢do das frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo PTEN- rs10490920 em pacientes com carcinoma

hepatocelular (GE) e individuos sem a doenca (GC).

Polimorfismo *P
Genotipo PTEN rs10490920 GE GC GExGC
T>C
Genotipo N % N %
Selvagem T/T 71 69,6 145 67,4 0,7967
Heterozigoto T/C 18 17,6 48 22,3 0,4177
Mutante c/C 13 12,8 22 10,3 0,6348
Total 102 100 215 100
Freq. Freq.
Alel
e N Abs. N Abs.
T 160 0,78 338 0,79
0,9863
C 44 0,22 92 0,21
Total 204 1 430 1

*Teste Qui-Quadrado; N= numero de individuos; Freq. Abs.=Frequéncia absoluta; PTEN= fosfatase ¢ homologo da tensina, T= alelo

selvagem; C=alelo de risco.



Tabela 3. Distribui¢do das frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo PTEN- rs532678 em pacientes com carcinoma

hepatocelular (GE) e individuos sem a doenca (GC).

Polimorfismo *p
Genotipo PTEN rs532678 GE GC GExGC
T>C
Genotipo N % N %
Selvagem T/T 10 9,80 26 12,3 0,6515
Heterozigoto T/C 55 53,9 112 52,8 0,9516
Mutante C/C 37 36,3 74 34,9 09112
Total 102 100 212 100
Alelo N ir::q' N Freq.
. Abs.
T 75 0,37 164 0,39
0,7076
C 129 0,63 260 0,61
Total 204 1 424 1

39

*Teste Qui-Quadrado; N=numero de individuos; Freq. Abs.= Frequéncia absoluta; PTEN= fosfatase ¢ homoélogo da tensina, T= alelo selvagem,;

C=alelo de risco.



Tabela 4. Distribui¢do das frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo PTEN- rs701848 em pacientes com carcinoma

hepatocelular (GE) e individuos sem a doenca (GC).
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Polimorfismo *Pp
Genoétipo PTEN 701878 GE GC GExGC
T>C
Genotipo N % N %
Selvagem T/T 39 38,2 82 38,1 0,9869
Heterozigoto T/C 46 45,1 102 474 0,7870
Mutante C/C 17 16,7 31 14,5 0,7234
Total 102 100 215 100
Alelo N qu‘ N Freq.
- Abs.
T 124 0,61 266 0,62
0,8628
C 80 0,39 164 0,38
Total 204 1 430 1

*Teste Qui-Quadrado;N= ntimero de individuos; Freq. Abs.= Frequéncia absoluta; PTEN= fosfatase e homologo da tensina, T= alelo selvagem;

C=alelo de risco.



Tabela S. Distribui¢do das frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo VEGF-A4-rs3025039 em pacientes com carcinoma

hepatocelular (GE) e individuos sem a doenca (GC).
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Polimorfismo *P
Genotipo VEGF-A rs3025039 GE GExGC
C>T
Genotipo N % N %
Selvagem c/C 75 73,5 169 78,6 0,3899
Heterozigoto T/C 27 26,5 46 21,4 0,3899
Mutante T/T 0 0 0 0 NC
Total 102 100 215 100
Freq. Freq.
Alelo N Abs. N Abs.
C 177 0,87 384 0,89
0,4226
T 27 0,13 46 0,11
Total 204 1 430 1

*Teste Qui-Quadrado N= ntimero de individuos; Freq. Abs.= Frequéncia absoluta; VEGF-A=fator de crescimento endotelial vascular A; NC=

Nao calculado; C= alelo selvagem; T=alelo de risco.
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Tabela 6. Distribui¢ao das frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo VEGF-A-rs1570360 em pacientes com carcinoma

hepatocelular (GE) e individuos sem a doenca (GC).

Polimorfismo *P
Genétipo VEGF-A rs1570360 GE GC GExGC
G>A
Genotipo N % N %
Selvagem G/G 60 58,8 123 57,2 0,8807
Heterozigoto G/A 37 36,3 76 35,3 0,9719
Mutante A/A 5 49 16 7,5 0,5434
Total 102 100 215 100
Freq. Freq.
Alel
o N Abs. N Abs.
G 157 0,77 322 0,75
0,6387
A 47 0,23 108 0,25
Total 204 1 430 1

*Teste Qui-Quadrado; N= nimero de individuos; Freq. Abs.= Frequéncia absoluta; VEGF-A=fator de crescimento endotelial vascular A,; G= alelo

selvagem; A=alelo de risco.
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Tabela 7. Heterozigose observada (Ho) e esperada (He) para os SNPs dos genes PTEN e
VEGF-A, com correspondente valor de P para o teste de Equilibrio de Hardy Weinberg

(EHW), em pacientes com carcinoma hepatocelular (CHC) e individuos sem a doenca

(controle).

SNP CHC (N=102) Controle (N=215)

Ho He P-EHW Ho He P-EHW
rs10490920 0,17647 0,34000 0,00000 0,22326 0,33714 0,00000
rs532678 0,52941 0,46460 0,19278 0,52830 0,47549 0,10674
rs701848 0,45098 0,47909 0,67866 0,47442 0,47297 1,00000
rs3025039 0,26471 0,23080 0,20742 0,21395 0,19151 0,14679
rs1570360 0,36275 0,35637 1,00000 0,35349 0,37704 0,37329

SNP= polimorfismo de nucleotideo tinico; PTEN= fosfatase e homologo da tensina; VEGF-A=

fator de crescimento endotelial vascular A.

3.3 Relacao entre Polimorfismos Genéticos, Habitos de Vida e Comorbidades

Analise comparativa da distribuicado dos genotipos em relacdo ao tabagismo ¢
apresentada na Tabela 8. Em PTEN- rs10490920 e PTEN- rs701848, considerando apenas
os individuos portadores do gendtipo de risco (_/C, para ambos), houve prevaléncia de
tabagismo em GC comparado a GE (P<0,0001, para ambos). Para PTEN- rs532678,
VEGF-A- rs3025039 e rs1570360 houve prevaléncia do genotipo de risco ( /C, /Te /A,
respectivamente) em tabagistas do grupo com CHC (90%, 23% e 43%, respectivamente),
comparado ao grupo controle (84%, 20% e 38%, respectivamente; P<0,05). A andlise
intragrupo nao mostrou diferenga significante (P>0,05).

A Tabela 9 apresenta frequéncia de etilismo de acordo com os gendtipos. Na
analise intragrupo observou-se semelhanca entre os grupos (P>0,05). A andlise entre
grupos mostrou para PTEN- rs10490920 e VEGF-A- rs1570360 menor frequéncia de

etilismo e gendtipo de risco ( /C e /A, respectivamente) em pacientes (34% e 46%,
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respectivamente), em relacdo aos controles (41% e 48%, respectivamente; P<0,05). Para
PTEN- 15532678, 15701848, ¢ VEGF-A4- 1s3025039 prevaleceu etilismo com gendtipo de
risco (_/C) em pacientes (86%, 55% e 30%, respectivamente), comparado ao grupo

controle (81,5%, 48% e 26%; P<0,05).



Tabela 8. Frequéncia do habito tabagista distribuida de acordo com os genotipos de PTEN (rs10490920, rs532678, 1s701848) e VEGF-A
(rs3025039 e rs1570360) em pacientes com carcinoma hepatocelular (GE) e individuos controles (GC).

Genétipo GE GC *P
Tabagista Niao Tabagista Tabagista Niao Tabagista
N % N % N % N % GEXGC
PTEN-rs10490920
_IC 18 37 7 22 17 38 53 31 <0,0001
T/T 31 63 25 78 28 62 117 69 <0,0001
Total 49 100 32 100 45 100 170 100
*p 0,2423 0,5083
PTEN-rs532678
_IC 44 90 30 94 38 84 148 89 <0,0001
T/T 5 10 2 6 7 16 19 11 0,0709
Total 49 100 32 100 45 100 167 100
*Pp 0,6978 0,4479
PTEN-rs701848
_/IC 29 59 22 69 29 64 104 61 <0,0001
T/T 20 41 10 31 16 36 66 39 <0,0001
Total 49 100 32 100 45 100 170 100
*P 0,5246 0,8191
VEGF-A-rs3025039
T 11 23 9 28 9 20 37 22 0,0097
C/C 38 77 23 72 36 80 133 78 <0,0001
Total 49 100 32 100 45 100 170 100
*p 0,7523 0,9583
VEGF-A-rs1570360
/A 21 43 13 41 17 38 75 44 <0,0001
G/G 28 57 19 59 28 62 95 56 <0,0001
Total 49 100 32 100 45 100 170 100
*P 0,8423 0,5519

N= numeros de individuos; PTEN=fosfatase e homologo da tensina, VEGF-A= fator de crescimento endotelial vascular A; *Teste de Fisher ou Qui-
Quadrado.



Tabela 9. Frequéncia do habito etilista, distribuida de acordo com os genotipos de PTEN (rs10490920, rs532678, rs701848) e VEGF-A
(rs3025039 e rs1570360), em pacientes com carcinoma hepatocelular (GE) e individuos controles (GC).
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Genotipo GE GC *p
Etilista Nao Etilista Etilista Nao Etilista
N % N % N % N % GEXGC
PTEN-rs10490920
_/IC 19 34 11 26 11 41 59 31 <0,0001
T/T 37 66 32 74 16 59 129 69 <0,0001
Total 56 100 43 100 27 100 188 100
*P 0,4996 0,4528
PTEN-rs532678
_/IC 48 86 41 95 22 81 164 89 <0,0001
T/T 8 14 2 5 5 19 21 11 0,0013
Total 56 100 43 100 27 100 185 100
*P 0,1793 0,3417
PTEN-rs701848
_/IC 31 55 30 70 13 48 120 64 <0,0001
T/T 25 45 13 30 14 52 68 36 <0,0001
Total 56 100 43 100 27 100 188 100
*P 0,2102 0,1748
VEGF-A-rs3025039
T 17 30 9 21 7 26 39 21 <0,0001
C/C 39 70 34 79 20 74 149 79 <0,0001
Total 56 100 43 100 27 100 188 100
*P 0,4087 0,7166
VEGF-A-rs1570360
/A 26 46 14 33 13 48 79 42 <0,0001
G/G 30 54 29 67 14 52 109 58 <0,0001
Total 56 100 43 100 27 100 188 100
*P 0,2350 0,6938

N= ntimero de individuos; PTEN= fosfatase e homologo da tensina; VEGF-A= fator de crescimento endotelial vascular A; *Teste de Fisher ou Qui-Quadrado.



Para DM, distribuida de acordo com os gendtipos dos respectivos polimorfismos,
destacou-se na analise intragrupo para o polimorfismo PTEN- rs701848, o gendtipo de risco
(_/C) em nao diabéticos (71%), em relagdo aos diabéticos (40%; P=0,0071; Tabela 10). Na
analise entre grupos observou-se para todos os polimorfismos (PTEN e VEGF-A),
prevaléncia de gendtipos de risco nos controles com DM, comparado aos pacientes
(P<0,05; Tabela 10).

Com relagdo a HAS (Tabela 11), notou-se semelhanga intra e entre grupos para

PTEN- 1s10490920/rs532678/rs701848 e VEGF-A 13025039 (P>0,05). Para o
polimorfismo VEGF-Ars157036 destacou-se o genotipo selvagem (G/G) em pacientes

com HAS (72%), comparado aos controles (47%;P=0,0117).

47
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Tabela 10. Frequéncia de diabetes mellitus (DM) distribuida de acordo com os genotipos de PTEN (rs10490920, rs532678, rs701848) e VEGF-A
(rs3025039 e rs1570360) em pacientes com carcinoma hepatocelular (GE) e individuos controles (GC).

Genotipo GE GC *p
DM Niao DM DM Nio DM
N % N Y% N % N Y% GEXGC
PTEN-rs10490920
_IC 12 40 17 25 3 50 67 32 <0,0001
T/T 18 60 52 75 3 50 142 68 <0,0001
Total 30 100 69 100 6 100 209 100
*P 0,1925 0,3936
PTEN-rs532678
_IC 26 87 64 93 6 100 180 87,4 <0,0001
T/T 4 13 5 7 0 0 26 12,6 0,0024
Total 30 100 69 100 6 100 206 100
*P 0,4477 1
PTEN-rs701848
_IC 12 40 49 71 4 67 129 62 0,0002
T/T 18 60 20 29 2 33 80 38 <0,0001
Total 30 100 69 100 6 100 209 100
*P 0,0071 1
VEGF-A- rs3025039
T 9 30 16 23 2 33 44 21 0,0009
C/C 21 70 53 77 4 67 165 79 <0,0001
Total 30 100 69 100 6 100 209 100
*P 0,6418 0,6106
VEGF-A-rs1570360
/A 13 43 27 39 3 50 89 43 <0,0001
G/G 17 57 42 61 3 50 120 57 <0,0001
Total 30 100 69 100 6 100 209 100
*P 0,8659 1

N= ntimero de individuos; PTEN= fosfatase ¢ homologo da tensina, VEGF-A= fator de crescimento endotelial vascular A;*Teste de Fisher ou Qui-Quadrado.
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Tabela 11. Frequéncia de hipertensdo arterial sistémica (HAS) distribuida de acordo com os gendtipos de PTEN (1s10490920, rs532678,
rs701848) e VEGF-A (rs3025039 e rs1570360) em pacientes com carcinoma hepatocelular (GE) e individuos controles (GC).

Genotipo GE GC *Pp
HAS Niao HAS HAS Nio HAS
N % N Y% N Y% N % GEXGC
PTEN-rs10490920
_/IC 11 31 18 29 20 31 50 33 0,4992
T/T 25 69 45 71 44 69 101 67 0,5258
Total 36 100 63 100 64 100 151 100
*P 0,8347 0,9145
PTEN-rs532678
_IC 32 88 58 92 55 88,7 131 87,3 0,3869
T/T 4 12 5 8 7 11,3 19 12,7 0,3999
Total 36 100 63 100 62 100 150 100
*P 0,7197 0,9619
PTEN-rs701848
_/IC 22 62 39 62 39 61 94 63 0,4398
T/T 14 38 24 38 25 39 57 37 0,6299
Total 36 100 63 100 64 100 151 100
*P 0,9377 0,9778
VEGF-A- rs3025039
T 9 25 16 25 13 20 33 22 0,6856
c/C 27 75 47 75 51 80 118 78 0,4121
Total 36 100 63 100 64 100 151 100
*P 0,9651 0,9440
VEGF-A- rs1570360
/A 10 28 30 48 34 53 58 38 0,2550
G/G 26 72 33 52 30 47 93 62 0,0117
Total 36 100 63 100 64 100 151 100
*P 0,0850 0,0653

N=numero de individuos; PTEN= fosfatase ¢ homologo da tensina; VEGF-A= fator de crescimento endotelial vascular A; *Teste de Fisher ou Qui-Quadrado.
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3.4 Analise de Regressao Logistica

Na andlise de regressdo logistica para identificagdo de varidveis independentes e
respectiva chance de o individuo ter CHC, foram utilizados os genotipos com pelo
menos um alelo de risco para a doenga, no entanto, sem diferenga significante (P>0,05;
Tabela 12).

Para as demais varidveis foram identificados como fatores de risco
independentes para CHC: tabagismo, etilismo, DM, AST e ALT (P= 0,0001; P<0,0001;
P=0,0003, P<0,0001 e P=0,0002 respectivamente; Tabela 13). Equagdo da regressao
logistica: (logit Y = -4,505959 -0,056346 Sexo Masculino +1,843982 Tabagismo
+2,497218 Etilismo +2,391002 Diabetes +0,751214 Hipertensdo +2,503129 AST

+2,477241 ALT).

Tabela 12. Analise de regressao logistica de fosfatase e homologo da tensina (PTEN) e
fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) no carcinoma hepatocelular em

relacdo aos respectivos genotipos de risco.

Variaveis Razao de Chance (IC 95%) Valor P
PTEN-1s10490920
_/IC 0,96(0,56-1,65) 0,8992
PTEN-1s532678
_/IC 1,34(0,59-3,07) 0,4767
PTEN-1s701848
_/C 1,04(0,61-1,77) 0,8601

VEGF-A-rs3025039
T 1,35(0,76-2,39) 0,2959

VEGF-A- 151570360
/A 1,07(0,65-1,76) 0,7685
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Tabela 13. Analise de regressao logistica considerando fatores de risco para carcinoma

hepatocelular.

Variaveis Raz?f)cdss(o;/il; nee Valor P

Sexo Masculino 0,94(0,31-2,80) 0,9193
Tabagismo 6,32(2,45-16,28) 0,0001
Etilismo 12,14(4,25-34,70) <0,0001

bM 10,92(2,97-40,07) 0,0003

HAS 2,11(0,86-5,20) 0,1016

AST 12,22(4,02-37,12) <0,0001

ALT 2,47(3,18-44,50) 0,0002

DM=diabetes mellitus; HAS=hipertensdao arterial

aminotransferase; ALT= alanina aminotransferase.

sistémica; AST=

aspartato
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3.5 Analise de Expressao Génica

A Figura 11 representa os valores de mediana e quartis dos niveis de expressao
de RNAm para PTEN e PIK3CA,em pacientes com CHC (GEeg) e individuos com
cirrose sem CHC (GCieg). Observou-se diminuicdo dos niveis de PTEN em GEeg
(mediana= 0,908), comparado a GCieg (mediana= 5,93; P= 0,0347). Para PIK3CA,
houve decréscimo na expressio em GEeg (mediana= 0,108), comparado a GCieg

(mediana= 0,493), no entanto, sem diferenga significante entre os grupos (P=0,1494).
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Figura 11. Representacdo esquematica por “box-plot” de valores de mediana e quartis
dos niveis de expressio de RNAm em pacientes com carcinoma hepatocelular (CHC) e
cirrose para A) Fosfatase e homologo da tensina (PTEN): CHC- mediana= 0,908;
minimo= 0,032; maximo= 79,9; QI1=0,231; Q3=1,58; IQ Range= 1,35; Cirrose-
mediana= 5,93; minimo= 0,196; maximo= 98,4; Q1=0,41; Q3=45,81; IQ Range=47,39.
B) Fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (subunidade catalitica alfa) (PIK3CA):
CHC- mediana= 0,108; minimo= 0,010; maximo= 12,11; Q1=0,05; Q3=1,04; IQ
Range=0,99; Cirrose- mediana= 0,493; minimo= 0,024; maximo= 37,82; Ql: 0,11;
Q3=2,23; IQ Range= 2,12; Teste Mann-Whitney.

3.6 Expressao Génica e Estadiamento de CHC e Cirrose

As respectivas expressoes gé€nicas foram relacionadas com o sistema de

estadiamento de CHC. A expressdao de PTEN e PIK3CA mostrou-se semelhante em
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pacientes no estagio D (mediana= 1,55 e 0,10, respectivamente), comparado aqueles no
estagio A (mediana= 0,72 e 0,10, respectivamente) ¢ B/C (mediana= 0,67 ¢ 0,10,
respectivamente) (P=0,441 e P=0,946, respectivamente; Tabela 14). O mesmo ocorreu

em pacientes com cirrose classificados pelo Child-Turcotte-Pugh (P>0,05; Tabela 15).

Tabela 14. Niveis de expressao génica de fosfatase e homodlogo da tensina (PTEN) e
fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (P/IK3CA) em pacientes com carcinoma
hepatocelular, classificados de acordo com critérios de Barcelona ClinicLiver

CancerGroup (BCLC).

Estagio PTEN PIK3CA
A (N=6)
Mediana 0,72 0,10
Minimo 0,03 0,04
Méximo 3,64 2,36
B/C (N=12)
Mediana 0,67 0,10
Minimo 0,08 0,01
Maximo 79,90 12,11
D (N=2)
Mediana 1,55 0,10
Minimo 0,94 0,09
Méximo 2,15 0,12
*Valor P 0,441 0, 946

*Teste Kruskal-Wallis.
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Tabela 15. Niveis de expressao génica de fosfatase e homologo da tensina (PTEN) e
fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (PIK3CA) em pacientes com cirrose,

classificados de acordo com Child-Turcotte-Pugh.

Estagio PTEN PIK3CA
A (N=3)

Mediana 5,08 0,62
Minimo 2,25 0,43
Maximo 65,86 17,96
B (N=7)

Mediana 0,42 0,21
Minimo 0,19 0,02
Maximo 11,70 1,84
C (N=3)

Mediana 9,12 2,37
Minimo 0,37 0,03
Maximo 59,85 37,82
*Valor P 0,361 0,197

*Teste Kruskal-Wallis.

3.7 Correlacio entre Idade, Marcadores de Fun¢cao Hepatica e Expressao Génica

As correlagdes entre PTEN e idade, AST, ALT, GGT e AFT ndo apresentaram
significancia (P>0,05) em pacientes com CHC, o mesmo ocorreu para PIK3CA(P>0,05)

(Tabela 16).
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Tabela 16. Correlagao entre idade, marcadores de fung¢do hepatica e expressao génica

de PTEN e PIK3CA em pacientes com carcinoma hepatocelular.

Idade AST ALT GGT AFT
Gene *Valor *Valor *Valor *Valor *Valor
() P (r) P (r) P (r) P (r) P
PTEN 0,23 0,1356 -0,01 0,925 -0,10 0,504 -0,01 0,9058 -0,11 0,5091
PIK3CA 0,21 0,1933 -0,12 0,4607 -0,05 0,759 0,08 0,616 -0,21 0,2046

*Teste de correlagdo de Spearman (r); PTEN= fosfatase e homologo da tensina; PIK3CA=
fosfatidilinositol-4-5 bifosfato 3-quinase (subunidade catalitica alfa); AST= aspartato
aminotransferase; ALT= alanina aminotransferase; GGT= Gamaglutamiltransferase; AFT=

Alfa-fetoproteina.

3.8 Hapldtipos de PTEN e VEGF-A

A andlise do desequilibrio de ligacdo nos grupos CHC e controle revelou
associacao alélica entre os SNPs de PTEN nos pares 1s10490920-rs532678 (CHC- P=
0,0115; controle- P=0,0272) e rs532678-rs701848 (P=0,0000 para ambos, Tabela 17).

Os haplotipos foram reconstruidos para os SNPs em Desequilibrio de Ligacao
(DL), bem como para o conjunto de SNPs (rs10490920, rs532678 e rs701848),
relacionando-os com o risco para CHC. A Tabela 18 mostra os haplétipos de PTEN,
destacando-se TC (rs10490920-rs532678), CC (1s532678-rs701848) e TCC
(rs10490920-rs532678-rs701848) em pacientes (54%, 35,5%, 31,3%, respectivamente)
e controles (51,4%, 33,5% e 27,9%, respectivamente). Por outro lado, os haplotipos CC
(rs10490920-rs532678), TC (rs532678-rs701848) e CTC (rs10490920-rs532678-
rs701848) foram os menos frequentes em ambos os grupos. Houve semelhanca entre as
frequéncias haplotipicas de pacientes e controles considerando os conjuntos de SNPs

rs10490920-rs532678 (P=0,87752), rs532678-rs701848 (P=0,95670) e rs10490920-
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1s532678-rs701848 (P=0,75203). Este resultado foi confirmado pelo teste de associagao
do haplétipo individual ao risco de CHC, com semelhanga entre grupos para todos os

haplotipos (P>0,05; Tabela 18).

Tabela 17. Analise de desequilibrio de ligacao para SNPs dos genes PTEN e VEGF-A

em pacientes com carcinoma hepatocelular (CHC) e controles.

Par de SNP CHC (N=102) Controle (N=215)
p p
rs10490920 - rs532678 0,0115 0,0272
rs10490920 - rs701848 0,0725 0,0785
rs532678 - rs701848 0,0000 0,0000
rs3025039 - rs1570360 0,8319 0,2577

SNP= polimorfismo de nucleotideo Unico; PTEN= fosfatase e homodlogo da tensina;

VEGF-A= fator de crescimento endotelial vascular A.

Tabela 18. Analise de haplodtipos do gene PTEN (fosfatase e homodlogo da tensina) em

pacientes com o carcinoma hepatocelular (CHC) e controles.

Haplotipo CHC (N=102) Controle (N=215)

% Y% P

(1] (1]

rs10490920, rs532678
TC 54,0 51,4 0,5419
TT 244 27,2 0,4604
CT 12,3 11,4 0,7361
CC 9,2 10,0 0,7667
rs532678, rs701848
CcC 35,5 33,5 0,6180
TT 33,0 33,8 0,8421
CT 27,7 28,0 0,9422
TC 3,7 4,7 0,5902
rs10490920, rs532678, rs701848
TCC 31,3 27,9 0,3777
TCT 22,9 23,9 0,7787
TTT 21,7 223 0,8502
CTT 11,4 11,5 0,9644
CCC 4,2 5,6 0,4561
CCT 4,9 4,2 0,6775
TTC 2,6 4,5 0,2493

CTC 1,1 0,1 0,0884
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DISCUSSAO
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, foram analisadas variantes genéticas e expressao génica
relacionadas a ciclo celular, angiogénese e apoptose, visando avaliar sua associagdo
com CHC, além de outros fatores incluindo idade, sexo, tabagismo, consumo de bebidas
alcodlicas e comorbidades como DM e HAS. Referéncias, particularmente de
polimorfismos de PTEN associados a CHC sdo escassas na literatura, tornando este
estudo inédito em casuistica brasileira.

A incidéncia de CHC aumenta progressivamente com a idade®, o que foi
constatado também neste estudo, destacando-se aumento da faixa etaria dos pacientes
em relagdo aos controles. Sangiovanni et al. (2004)*° relataram média de idade de 61
anos em casuistica italiana com CHC. De fato, estudos mostram risco aumentado para
individuos com mais de 50 anos, sendo a idade fator preditivo de mortalidade em
pacientes aguardando pelo transplante hepatico’!.

Em relagdo ao género, prevaleceu o sexo masculino no grupo com CHC,
concordando com estimativas mundiais (71%)°2, assim como nacionais. Carrilho et al.
(2010)*! realizaram estudo com 1.405 pacientes brasileiros diagnosticados com CHC,
evidenciando prevaléncia do sexo masculino em 78% dos casos, enquanto Gongalves et
al. (2014)!! observaram frequéncia de 85,4% em casuistica do Estado do Espirito Santo.

O tabagismo prevaleceu nos pacientes com CHC, cuja associacdo foi
demonstrada também em estudo experimental por meio da exposi¢do a componentes
mutagénicos e carcinogénicos®®. O efeito do tabaco no desenvolvimento do CHC é
relacionado ao metabolismo de seus componentes no figado®’. Outro estudo identificou
aumento de complicagdes hepaticas como insuficiéncia hepatica, vazamento de bile e

ascite apoOs cirurgia em pacientes com CHC fumantes, comparado aqueles nao

fumantes”>.



59

Etilismo destacou-se também em pacientes com CHC comparado ao grupo
controle. A ingestdo de alcool provoca danos no tecido hepatico devido a acdo de
endotoxinas, assim como estresse oxidativo e inflamag¢ao, ocasionando fibrose no tecido
hepatico, o que contribui para o desenvolvimento de cirrose e CHC"*. Estudos tém
demonstrado o impacto da inflamacdo no desenvolvimento do cancer, destacando o
envolvimento de mecanismos moleculares relacionados a exposi¢do cronica ao alcool.
Constata-se em modelos animais, que a ingestdo de alcool agrava a inflamacao pelo
aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias®.

Em relagdo as comorbidades, DM prevaleceu nos pacientes, corroborando o
estudo de Raff et al. (2015)” que relacionou a doenca como preditor para
desenvolvimento de cirrose e CHC. Estudos epidemioldgicos mostram aumento do risco
para CHC de até trés vezes em portadores de DM, sendo que na presenca de hepatite,
cirrose e etilismo esse risco é ainda maior”®. Nao houve diferenca entre os grupos para
HAS, corroborando estudo de Raffetti (2015)°”. No entanto, por ser um componente de
sindrome metabdlica, HAS merece maior atengdo, como possivel papel no

desenvolvimento de CHC®®.

Perfil Genético

Neste estudo, assim como em casuistica chinesa®’, ndo se confirma associagio
de PTEN- rs10490920 (intron) com CHC. O genotipo selvagem (T/T), assim como o
alelo (T), prevaleceu em pacientes e controles. Por outro lado, ha referéncia da
associagio entre esse polimorfismo e cancer retal em populagio chinesa’, no entanto,
sdo escassos os estudos em CHC. PTEN antagoniza a atividade de quinase da PI3K,
revertendo o PIP3 a PIP2 por desfosforilacdo, inibindo a proteina-quinase (AKT), a qual

¢ responsavel pela transducdo de sinais de sobrevivéncia, proliferacao celular e inibicao
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de apoptose®®°. Nesse caso, a fungiio de evitar o crescimento descontrolado de células
pode impedir a formagao de tumores.

O equilibrio de HW nao se confirmou para PTEN- rs10490920 em pacientes e
controles. A auséncia de equilibrio de HW sugere, entre outros fendmenos, o impacto de
fatores evolutivos que podem alterar frequéncias genotipicas. Ressaltam-se também os
critérios utilizados na randomizagdo dos grupos!®”. Todavia, hd um alerta sobre o
nimero reduzido de marcadores genéticos citados sem equilibrio de HW o que, no
entanto, seria esperado para doencas genéticas complexas, mas ndo considerado por
alguns pesquisadores que omitem essas informagdes valiosas para identificacdo de
polimorfismos causais'®'. Deve ser destacado, ainda, o cariter miscigenado da
populagio brasileira®’, o qual pode contribuir para divergéncias em relaco ao equilibrio
de HW, utilizado a mais de 100 anos para identificar caracteristicas genéticas das
populagdes!01:102,

Neste estudo, também PTEN- rs532678 (intron) nao mostrou associacdo com
CHC. O gendtipo heterozigoto (T/C) prevaleceu em ambos os grupos, seguido pelo
gendtipo homozigoto mutante (C/C), corroborando estudo em casuistica chinesa®’.
Mutagdes de PTEN tem se correlacionado com a progressao do tumor, niveis elevados
de alfa-fetoproteina, e progndstico insatisfatorio. No entanto, mutagdes somadticas
raramente foram detectadas em CHC, sugerindo a a¢do de outros mecanismos>®. Como
nos demais polimorfismos ora estudados, PTEN- rs701848 também ndo se associou
com CHC. O genodtipo heterozigoto (T/C) prevaleceu em ambos os grupos®’. Apesar da
funcionalidade de cada SPN nao ser elucidada, PTEN- rs701848 provavelmente altera a

expressdo e/ou fung¢io de PTEN'®. Embora esse SNP esteja na regido ndo codificadora

(intron), particularmente na regido 3°’UTR, pode sofrer influéncia de microRNAs
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(miRNAs), com consequéncias sobre a regulagdo de genes alvo, influenciando no risco
de cancer'™.

Em relagdo a VEGF, os polimorfismos ora estudados encontram-se na regiao
promotora (VEGF-A- 1s3025039) e 3’UTR (VEGF-A-rs1570360). Trata-se de
importante sinalizador da via da angiogénese, relacionado com desenvolvimento e
progndstico de CHC, tumor solido, bem vascularizado e com dependéncia da
neovascularizagio para crescimento'®’. Nesse caso, ha referéncia da relagio entre os
respectivos alelos mutantes e diminui¢cdo de expressdo e niveis plasmaticos de VEGF,
podendo atuar como fator protetor no desenvolvimento de CHC!%61%7,

No entanto, neste estudo ambos os polimorfismos de VEGF-A nao mostraram
associacdo com CHC. Por outro lado, ha referéncia de VEGF-A- rs305039 para
suscetibilidade a CHC em casuisticas italiana e chinesa, o que também pode sugerir
relacdo entre etnicidade e variantes de VEGEF'*"®. Polimorfismos funcionais de VEGF
podem influenciar a expressao de RNAm e niveis de proteina. Em relacao a VEGF-A-
rs1570360 ha referéncia de aumento de VEGF-A associado ao alelo selvagem (G) em

leucécitos estimulados in vitro™.

Polimorfismos Genéticos, Habitos de Vida e Comorbidades

No presente estudo houve maior frequéncia de tabagistas com gen6tipo de risco
(_/C) para PTEN -rs10490920 e PTEN -rs701848 em controles comparado a pacientes.
Estudo realizado por Jing et al. (2014)” encontrou associagio desses polimorfismos em
cancer colorretal. No grupo com CHC e tabagismo prevaleceram os genotipos de risco
para PTEN- 1s532678 (_/C), VEGF-A- 1s3025039 (_/T) e VEGF-A- rs1570360 (_/A),
em relagcdo aos controles. No entanto, isso ndo ocorreu em relacdo ao polimorfismo

PTEN- 15532678 e tabagismo com CHC”’. Ha referéncia ainda de VEGF-A- rs3025039
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e habito tabagista no desenvolvimento de cancer de bexiga!®

. A relagdo entre SNPs de
VEGF com tabagismo necessita de esclarecimentos, considerando que o risco conferido
a tal habito pode ser potencializado pelos genétipos de risco, influenciando no
desenvolvimento da doenga.

Para etilismo, notou-se maior frequéncia entre pacientes com gendtipos de risco
para PTEN- 1s532678, PTEN- rs701848, e VEGF-A- 133025039, comparado aos
controles. Tendo em vista o abuso de bebidas alcodlicas e seu impacto na supressao de
PTEN, ou regulagio negativa, é esperada alteracio da fisiologia hepatica'!®. Lu et al.
(2014)'% em estudo de cancer de mama em modelo animal relataram associagdo entre
angiogénese e progressdao do tumor relacionado ao alcool, cujo efeito pode atingir
diretamente as células endoteliais, ou regular a interacdo entre células endoteliais e
tumorais.

Em relacdo a DM houve prevaléncia do alelo de risco (PTEN _/C; VEGF-A-
rs3025039 /T; VEGF-A- rs1570360 /A) em individuos diabéticos do grupo controle,
comparado ao grupo com CHC. O numero reduzido de individuos, nesse caso, dificulta
a discussao dos dados ora apresentados. Estudos tém demonstrado que individuos com
resisténcia a insulina estdo mais suscetiveis a desenvolver CHC, o que foi constatado
neste estudo com 30% dos pacientes com CHC com DM, comparado a 3% dos
controles. O gene PTEN esta envolvido com a via da insulina, sendo que mutagdes,
perda da fun¢do ou baixa expressdo, podem alterar a sensibilidade a insulina e ocasionar
esteatose hepdtica, esteato-hepatite, fibrose e CHC!!!. No entanto, no presente estudo
ndo houve relacdo entre polimorfismos de PTEN, DM e CHC, o que deve ser
confirmado em casuisticas mais numerosas.

Os gendtipos de risco de PTEN e VEGF-A mostraram frequéncias semelhantes

entre os grupos em relagio a HAS. O mesmo foi observado por Yang et al. (2013)!'!
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que também ndo encontraram relacdo entre distribuicio de SNPs de PTEN e
componentes da sindrome metabolica (hipertensdo,hiperglicemia, etc), mas sim com a
glicose e metabolismo de lipideos. Por outro lado, ha referéncia de niveis plasmaticos
aumentados de VEGF em pacientes com HAS'". Neste estudo, o polimorfismo VEGF-
A- 15157036, representado pelo gendtipo selvagem (G/G), destacou-se em pacientes
com HAS comparado aos controles. No entanto, em casuistica coreana demonstrou-se
que os gendtipos A/G e G/G versus A/G + A/A sdo protetores contra a suscetibilidade a
hipertensdo''*. Em outro estudo, a presenca do alelo A ( /A) foi associado com
diminui¢ao de VEGF, em comparagdo ao alelo G (_/G), sugerindo que esse SNP pode
influenciar nos niveis de VEGF e consequentemente na pressdo arterial, o que deve ser
ainda esclarecido!'!>,

Neste estudo, a andlise de regressdo logistica incluindo todas as varidveis
mostrou maior chance de pertencer ao grupo com CHC na presenga de tabagismo,
etilismo e DM, além de alteracdo em marcadores da fung¢ao hepatica como AST e ALT,

variaveis consideradas, portanto, possiveis preditores para a doenga®**496116,

Expressao Génica

A andlise de expressio de genes relacionados a apoptose (PTEN) e
sobrevivéncia celular (PIK3CA) foi realizada em pacientes com CHC e pacientes
cirroticos sem CHC. A expressdo de PTEN foi significantemente menor em tecido
hepatico de pacientes com CHC, corroborando outros estudos!'”'". PTEN esta
associado com o desenvolvimento de varias malignidades humanas, incluindo
glioblastoma, melanoma, carcinoma de endométrio, prostata, mama e pulmio'?’. A

perda de funcdo de PTEN pode estar relacionada a alteragdes genéticas, que incluem
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mutacdes pontuais, delecdes, pequenas insercdes, entre outras. Inativacdo de PTEN
pode aumentar a chance de desenvolver CHC!'®,

Para PIK3CA, houve decréscimo de expressio em pacientes com CHC
comparado ao grupo com cirrose, porém, ndo estatisticamente significante. Ha

12! além de baixa taxa

referéncia de aumento da expressao desse gene em tecido tumora
de mutacdo (3-5%)%. Por outro lado, estudo de Chen et al. (2009)'?° mostrou menor
expressdao de PTEN em tecido tumoral hepatico, com sub-regulacio do RNAm de PTEN
com a fase TNM (tamanho, noédulo e metastase). A perda de PTEN est4 associada com
pobre diferenciacdo, metéstase intra-hepatica, invasdo vascular e estagio avancado do
tumor. No entanto, no presente estudo ndo houve associagdo da expressao de PTEN e
PIK3CA com estadiamento de CHC (BCLC) e cirrose (Child-Turcotte-Pugh). Estudos
envolvendo a expressdo desses genes associada ao estadiamento sdo escassos na
literatura, o que dificulta a discussdo dos dados ora apresentados.

Nao houve correlagao entre idade, marcadores de fungdo hepatica e expressao de
PTEN e PIK3CA. Adicionalmente, Yang et al. (2005)'?? nio encontraram correlagio

entre expressdao de PTEN e niveis séricos de AFP. O mesmo ocorreu para PIK3CA em

relagdo a AFP e idade!?.

Haplotipos de PTEN e VEGF

As interagdes genéticas sdo complexas e apenas um polimorfismo isolado pode
ndo influenciar diretamente os produtos génicos. Desse modo, a andlise de uma Unica
variante genética seria insuficiente para predizer prote¢do ou risco para a doenga. Nesse
contexto, o conjunto de varios polimorfismos ou haplotipos poderiam desempenhar

papel importante no desenvolvimento de CHC®’. Neste estudo, houve associacio dos
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pares rs10490920/ rs532678e 1s532678/rs701848 com a doenga. O par rs10490920/
rs701848 obteve valor de (P=0,0725, P=0,0785; respectivamente), corroborando o
estudo de Ding et al. (2011)°7 que reportou indices de associagdo inferior para esse par
de SNPs. Apos a reconstrucao dos hapldtipos nao houve relagdo com risco ou protecao

para a doenca. Ding et al.”’

, por outro lado, mostraram associacao de haplotipos de
PTEN com CHC, porém, o haplétipo foi baseado nos trés SNPs de PTEN, ora

estudados, além de um polimorfismo inser¢ao-delecao.



66

CONCLUSAO
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5. CONCLUSAO

Este estudo permite concluir que:

1-

Variantes genéticas, representadas por frequéncias genotipicas e alélicas,
relacionadas a ciclo celular e apoptose (PTEN), assim como, a angiogénese
(VEGF-A) nao se associam com CHC.

Destacam-se como fatores de risco independentes para CHC tabagismo,
etilismo, sexo masculino, idade avancada ¢ DM. Alelos mutantes de PTEN ¢
VEGF-A, particularmente na presenca de tabagismo e etilismo podem
potencializar o risco para CHC.

Expressao génica reduzida de PTEN no tecido hepatico associa-se com CHC,
enquanto PIK3CA nao diferencia pacientes com CHC daqueles com cirrose.
Haplétipos de PTEN e VEGF-A ndo possibilitam identificar subgrupos de risco

ou protegao para CHC.
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ANEXO I - Termo de Consentimento

TERMO DE ESCLARECIMENTO LIVRE E POS-ESCLARECIDO

1) Dados de identificagdo do paciente

Amostra: Prontuario:

Nome:

Sexo: Data de Nascimento: Telefone:
Endereco: Bairro:

Cidade: Estado: CEP:

2) Dados sobre a pesquisa cientifica:

Titulo do projeto: “Influéncia de Fatores Clinicos, Genéticos e Bioquimicos no Carcinoma
Hepatocelular”

Pesquisador: Profa. Dra. Rita de Céssia Martins Alves da Silva

Institui¢do: Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto

Enderego: Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa intitulada:“Influéncia de Fatores Clinicos,
Genéticos e Bioquimicos no Carcinoma Hepatocelular”

Essa pesquisa inclui pacientes com diagnostico de cancer e também pacientes sem a doenga, e €
importante para verificar se existem substancias alteradas nas suas células relacionadas com problemas no
figado. Sua participacdo consiste doar uma pequena amostra de sangue e/ou autorizar a utilizagdo da
amostra de bidpsia ja realizada (no caso de paciente em tratamento, feita por médico responsavel) para
fazer exames bioquimicos e genéticos. O material bioldgico coletado serd armazenado para estudos
futuros. Os riscos sdo minimos e conhecidos, como discreta dor de picada de agulha e, as vezes, uma
mancha arroxeada no local que desaparece em poucos dias. No caso de anormalidades nos exames vocé
serd comunicado e orientado para tratamento, se necessario. Queremos deixar claro que o seu nome nunca
serd divulgado, nem a origem das informagdes que vocé fornecer. Este projeto ¢ coordenado pela Profa.
Dra. Rita de Cassia Martins Alves da Silva e durante a pesquisa vocé poderd tirar qualquer duvida a
respeito do trabalho e se necessario, entrar em contato pelo telefone (17) 3201-5864, na Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto — FAMERP. Vocé nio terd nenhuma despesa com a pesquisa. Caso
vocé ndo aceite ou desista de participar da nossa pesquisa, isto ndo influenciara em hipotese alguma no
seu atendimento e tratamento. Se vocé tiver alguma divida sobre esse acordo ou sobre seus direitos, vocé
poderé ainda entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo

José do Rio Preto, pelo telefone (17) 3201-5813.

Data:............. Joeeeeeeeeenens Joveeeevenianns

Pesquisador responsavel Assinatura do paciente ou responsavel
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() Caso (CHC) () ControleAmostra:

1. IDENTIFICACAO
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Nome:
Prontuério: Data de Nascimento e Idade:
Sexo Naturalidade:
Endereco:
Telefone:
Bairro Cidade:
CEP:
2. HISTORICO MEDICO
Fatores de risco:

L ()Cirrético II. ()Virus B IIL. ()Virus C IV. ()Esteatohepatite V.( ) Alcool > 20gr\diaVI.
( )Hemocromatose VII. ()Doenca de Wilson VIII. ()Hepatite auto-imune IX.
Viveu no campo: por quanto tempo?
Teve contato com agrotoxicos: X. Outra doenca hepatica: () Sim, qual?
XI. Hipertensao: XII.Diabetes: Outras doengas:

Medicamentos em Uso:

Exame Fisico Geral

Peso: kg Altura: m IMC: Qual foi 0 maior peso? kg
Ha quanto tempo?  Por quanto tempo?

PAS: PAD:

3. DADOS DO TUMOR:

I) Diagndstico:

1. () Imagem

2. Wash Out? () sim | | () Diagnéstico

() ndo _ 3. Dosagem de a-fetoproteina

() Menor que 200 | | () Diagnéstico

() Menor que 200 [J () Biépsia

II) Localizacio e Tipo

Segmentos: Invasdo Vascular? () Sim () Nao

Tipo: () nodular: n°. de nodulos: Diametro dos nodulos:

IIT) Tratamento recebido:

() Transplante () Ressecgdo () Quimioembolizacao (TACE) () Alcoolizagao
() Sorafenib () RF (Radio Freqiiéncia) ( ) Medidas de suporte ( ) Metastase?
Onde:

4. HISTORIA FAMILIAR

Apresenta familiares em 1° grau (pais, irmaos) com CHC:

() infiltrativo

Outros tipos de canceres:

Pesquisador responsavel pela entrevista:
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ANEXO II — Aprovagio do Comité de Etica

oh
%i‘ FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.° 8899 de 27/09/94

Parecer n.° 435/2011

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo CEP n® 6910/2011 sob a responsabilidade de Rita
de Cdssia Martins Alves da Silva com o titulo “Influéncia de fatores
clinicos, genéticos e bioquimicos no Carcinoma Hepatocelular” estd de acordo
com a Resolugdo do CNS 196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolucdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, com certeza para
conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério
completo ao final do Estudo.

Sdo José do Rio PrefofJ13 de dezembro de 2011.

Prof. Dr. Fernando Batigdlia
Presidenfe\io CEP/FAMERP

Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - CEP 15090-000 - S&o José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br
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Cometé de Eticaem
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\_J CEP/FAMERP J

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rie Preto aprova a extensdo de
projeto intitulada "Expressdo génica e haplétipos de genes envolvidos na
sinalizagdo celular e o risco para carcinoma hepatocelular”, referente ao
protocolo CEP n® 6910/2011 sob a responsabilidade de Rita de Cassia
Martins Alves da Silva, com o titule "Influéncia de fatores clinicos,
genéticos e bioguimicos no Carcinoma Hepatocelular®,

Sidio José do Rio Preto, 14 de fevereiro de 2014,

> :
o MY LY A Ol —[A-'..'L-un v, GO

. Dp. -”: iano Garcia Lourencdt
Vice-Presidente do CEF/FAMERP
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VEGF Polymorphisms Related to Higher Serum Levels of Protein Identify
Patients with Hepatocellular Carcinoma
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ABSTRACT:

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary neoplasia of the liver.
Major risk factors for hepatocellular carcinoma include chronic liver diseases,
carcinogenic agents and genetic alterations, as well as vascular endothelial growth
factor (VEGF) involved in angiogenesis process. The aim of this study was to evaluate
the association of VEGF-A (C936T and A1154G) with HCC and cirrhosis, in addition to
serum levels of VEGF, clinical profile, lifestyle habits and comorbidities. A total of
346 individuals were studied: 102 with HCC (G1), 117 with cirrhosis (G2) and 127
controls (G3). Polymorphisms were analysed by PCR/RFLP and serum levels of VEGF
by ELISA. Alpha error was set at 5%. The wild-type genotype of both polymorphisms
prevailed (P>0.05). In GI1, 23% of the patients died, with no relation with genetic
profile (P>0.05). Alcohol consumption prevailed in G1 (56%) and G2 (50%) versus G3

(13%, P<0.0001 for both), and smoking in G1 (50%) versus G3 (21%; P<0.0001).
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Increased VEGF level was observed in G1 and G3, related to the mutant allele of
VEGF-C936T and VEGF-A1154G, respectively, compared with the wild-type genotype
(P=0.0285; P=0.284, respectively), as well as G1 vs G2 and G3 for VEGF-C936T, and
G1 vs G2 for VEGF-A1154G (P<0.05 for both). In conclusion, there is a relationship
between mutant alleles of VEGF-C936T and VEGF-A1154G polymorphisms and higher

VEGEF level, making them a potential marker for HCC.

INTRODUCTION

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary neoplasia of the
liver, with increasing incidence and mortality (1). In this context, emphasis should be
given to Africa and especially to Asia, as China accounts for approximately 50% of
world’s HCC cases (2). On the other hand, there is low incidence of the disease in North
America and South America, as well as in Europe (3). High mortality is mainly due to
the lack of follow-up of patients with chronic liver disease (4). Imaging techniques,
such as ultrasound, computed tomography and magnetic resonance are used for the
diagnosis of the disease. In cases where X-ray exams have produced inconclusive
results, histology is considered the gold standard (5).

HCC is a solid and well-vascularized malignant tumour, which usually develops
from a chronic liver disease, being the cirrhosis responsible for 80-90% of cases.
Hepatitis B virus (HBV) and C virus (HCV), alcohol consumption, smoking and
exposure to aflatoxins are also associated with an increased risk of developing the
disease. Recently, the incidence of HCC has grown up by hepatic steatosis(6, 7, 8, 9).

Hepatocarcinogenesis can also result from the combination of genetic and
epigenetic alterations in multiple signalling pathways, which affect cell proliferation,

angiogenesis, cell invasion and vascular permeability, leading to metastasis (10).
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Neovascularization is an important mechanism in the pathogenesis of HCC
because it contributes to the transition from dysplastic liver nodules into malignant
phenotype (11). In this context, the vascular endothelial growth factor - A (VEGF-A)
has been reported as an important angiogenic factor in developing HCC (12). The
VEGF family consists of four VEGF genes (A-D) located in the human chromosome
6p21.3, which encode proteins that activate multiple signalling networks and promote
endothelial cell growth, migration, differentiation and control of vascular permeability
(13,14). Studies show that VEGF-A polymorphisms are associated with an alteration in
the promoter region of the gene, reflecting changes in plasma levels of the protein
(15,16).

This study evaluated the association of VEGF-A polymorphisms (C936T and
A1154G) with cirrhosis, HCC and respective clinical classification, in addition to serum
levels of VEGF and survival in HCC. It also considered risk factors for the disease,

including comorbidities and lifestyle habits.

METHODS
Materials

This case-control study included 346 individuals treated at the Hepatology Unit
of the Hospital de Base University Medical Centre (HB) at the Medical School of Sao
José do Rio Preto (FAMERP). They were divided into three groups: G1 - 102 patients
with HCC; G2 - 117 patients with cirrhosis; G3 - 127 individuals without the disease
(controls). The patients were classified according to the staging system set by
Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) in G1. Control subjects were selected at the
Blood Centre at HB/FAMERP and were tested for blood borne infections (17),

including HBV and HCV. All participants were informed of the study and signed an
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Informed Consent Document. The project was approved by the Research Ethics

Committee - CEP/FAMERP (Protocol number: 6910/2011).

Genotyping

Genomic DNA was extracted from leukocytes of the total peripheral blood with
EDTA using salting-out method (18). The genotyping was performed by PCR / RFLP
(polymerase chain reaction/restriction fragments length polymorphism) with a final
volume of 25uL for the reactions, as follows: 12.55uL of sterile MilliQ water, 2.5uL of
DMSO (dimethyl sulfoxide), 2.5uL of 10x PCR buffer, 1.25uL of DNTP mix (10mM)
(deoxy ribonucleotide triphosphate mix), 1.25uL of P1 primer (10 pmol/uL), 1.25uL of
P2 primer (10 pmol/uL), 1.5 pL of MgCl> (25mM), 1U of Taq DNA polymerase
(Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, USA) and 100ng of
DNA. PCR was performed under the following conditions: 5 minutes at 95°C, followed
by 35 cycles at 95°C for 45 seconds, 61°C for 45 seconds, 72°C for 45 seconds and
finally at 72°C for 7 minutes. The primers used for genotyping were F5’-
TAAATGTATGTATGTGGGTGGGTGTGTCACAGG-3’ and R5’-
AAGGAAGAGGAGACTCTGCGCAGAGC-3> for VEGF-C936T and F5’-
TCCTGCTCCCTCCTCGCCAATG-3’ and R5’-GGCGGGGACAGGCGAGCATC-3’
for VEGF-A1154G. The amplification product was subjected to enzyme restriction with
Nlalll(VEGF-C936T) and Mnll (VEGF-A1154G), followed by staining with GelRed
(Uniscience, Sdo Paulo, Brasil) and agarose gel electrophoresis of 2.5% and 4%,
respectively. C-alleles(208 base pairs—bp) and T-alleles (122bp and 86bp) were
identified for VEGF-C936T, and A-alleles (184bp and 22bp) and G-alleles (150bp,
34bp and 22bp) were identified for VEGF-A1154G.

Serum VEGF levels were obtained using ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
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assays, R & D System, Inc., Minneapolis, USA), in compliance with the manufacturer's
instructions. For qualitative analysis, the reference value was set at 186.7pg/mL,
obtained by the cut-off value of the Receiver Operating Characteristic curve (ROC).
The clinical classification of the patients was made based on the BCLC (A, B, C or D)
and Child-Pugh staging system (A, B or C), according to the clinical practice guidelines
of the American Association for the Study of Liver Diseases (5). Patients classified as B
and C of BCLC have been grouped due to the lack of portal invasion and/or metastasis

of data from medical records of patients.

Statistical analysis

The comparative analyses of allele frequencies and genotype distributions
among the groups, as well as of further qualitative variables, were performed using the
Chi-Square test with Yates correction or Fisher's exact test. Statistical models used for
genetic profile analysis were dominant, recessive and heterozygous. For the analysis of
the Hardy-Weinberg equilibrium (HW), Chi-Square test was applied. Survival was
analysed by Kaplan-Meier method and the results were compared by the Log Rank test.
Quantitative variables were analysed using the Mann-Whitney test (within groups) and
Kruskal Wallis (between groups). For sensitivity evaluation, specificity, positive
predictive value and negative predictive value, the ROC curve was used, considering
areas under the curve >0.7 as clinical relevant. A box-plot graphical representation was
used, including minimum, interquartile range, median and maximum values, as well as
possible outliers. Alpha error was set at 5%. The programs used in the analyses were

Minitab, Stats Direct and GraphPad.

RESULTS
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Demographic profiles, lifestyle habits, comorbidities and clinical classification
of patients are shown in Table 1. Men accounted for 75% of subjects in all groups
(P<0.05). There was a higher frequency of alcohol in G1 (56%) and G2 (50%),
compared with controls (13%; P <0.0001 for both). Yet, smoking prevailed in Gl
(50%), compared with G3 (21%; P <0.0001). G1 showed higher frequency of cirrhosis
(84%), followed by HCV (50%) and HVB (21%), the same occurred for G2 (49% and
10%; P = 0.957, P = 0.052, respectively). The clinical classification of BCLC was
performed in 89 patients in G1, with 31% belonging to the A classification, 59% to B or
C and 10% to D.

Table 2 shows the VEGF-A polymorphisms. The wild-type homozygous
genotype for C936T (C/C) prevailed in G1 (71%), G2 (72%) and G3 (71%), as well as
the wild-type allele (C=0.85) in all groups. For the A1154G polymorphism, the wild-
type genotype (G/G) also prevailed in all groups (60%, 51%, 57%, respectively), as well
as the wild-type allele (G = 0.77; 0.74; 0.76, respectively), with no significant
difference between the groups (P> 0.05). HW equilibrium for both polymorphisms was
observed in all groups (P> 0.05).

Figure 1 shows the association between VEGF-A polymorphisms and survival of
patients with HCC after 36 months of diagnosis. For VEGF-C936T, this study
considered the heterozygous genotype (C/T) versus wild-type homozygous genotype
(C/C), since homozygous mutant genotypes could not be found in the sample. Among
patients, 72 (71%) had genotype C/C, of whom 14 (19%) died, with survival of 56.2 +
10.9% in 36 months. For the C/T genotype, 9 of 30 patients (30%) died, with survival of
49.5 £ 13.8% in 36 months (P = 0.582). For VEGF-A1154G, the dominant statistical
model (_/ A x G/G) was considered. Among 61 (60%) patients with G/G genotype, 11

(18%) died, corresponding to survival of 60.8 £ 11.3% in 36 months of follow-up. As
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for the genotype / A, 12 (29%) of 41 patients died, with survival rate of 48.3 + 12.1%

in 36 months (P = 0.186).

Table 3 shows the relationship between polymorphisms with BCLC clinical
classifications in G1. The wild-type alleles and genotypes for both polymorphisms
prevailed in all classifications, with no statistical difference (P> 0.05).
Increased serum levels of VEGF (Figure 2) were observed in Gl (264.8pg/mL),
compared with G2 and G3 (182.8pg/ mL; 182.2pg/mL; P = 0.0007 and P = 0.0026,
respectively). Serum VEGF levels were also analysed according to the genetic profile
(Table 4). In HCC patients, the elevated serum levels were related to the mutant allele
of VEGF-C936T (430.0pg/mL), compared with the wild-type genotype (250.5pg/mL;
P=0.0285), and also with G2 (173.5pg/mL) and G3 (113.9pg/mL) (P=0.0038).In
relation to VEGF-A1154G the serum levels of VEGF were increased in controls with
the mutant allele ( /A = 185.2pg/mL) compared with genotype G/G (182.2pg/mL;
P=0.0284). The comparative analysis also showed a significant increase in serum levels
of VEGF in the presence of the mutant allele in G1 (297.8pg/mL) compared to G2
(183.3pg/mL; P=0.0069).

Predictive analysis of serum VEGF levels in the presence of the mutant allele
was performed for both polymorphisms (Figure 3). For the VEGF-C936T, comparison
between G1 and G2 showed area under the curve of 0.80 (0.60 - 1.0), with 63% of
sensitivity and 93% of specificity for cut-off of 311.8 pg/mL. The comparison between
GI1 and G3 for the same polymorphism showed an area under the curve 0.89 (0.61 -
1.0), with 75% of sensitivity and 100% of specificity for the cut-off of 225.5 pg/mL.

VEGF-A1154G analysis between G1 and G2 showed an area under the curve of 0.76
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(0.60 - 0.92), with sensitivity of 76% and specificity of 65% for the cut-off of 222.1

pg/mL.

DISCUSSION

This study evaluated demographic profile, lifestyle, comorbidities and clinical
classification of patients with HCC and their association with VEGF-A polymorphisms,
a key angiogenic factor in the development of HCC (12). Men prevailed among
patients, in agreement with global estimates (71%) (3). Alcohol consumption prevailed
among patients with HCC and those with cirrhosis, compared with controls. The
association between chronic liver diseases and alcohol consumption is well established
(19,20). Alcohol intake causes damage to the liver tissue, due to the action of
endotoxins, oxidative stress and inflammation, causing fibrosis in the hepatic tissue,
which contributes to the development of cirrhosis and HCC (21). There was a higher
frequency of smoking among patients with HCC, in agreement with another study that
compared such association with the exposure to mutagenic and carcinogenic
components (22).

Prevalence of cirrhosis in HCC patients was also observed in this study,
followed by HCV and HBV, consistent with an epidemiological study, whose
frequencies varied between 80-90% for cirrhosis and 44-66% for HCV in HCC cases,
but indicated the presence of HBV in 50% of patients (23). The lowest HBV index in
this study can be explained by increased access of this population to immunizations,
compared with the world population, especially in Asia and Africa, where HBV

infection is highly endemic (24).
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The studied polymorphisms are located in the promoter region of VEGF-A
(A1154G) and 3'UTR (C936T). They are important angiogenesis signalling pathways
related to the development and prognosis of HCC, a well-vascularized solid tumour
which depends on neovascularization for its growth (25). In this case, the relationship
between the respective mutant alleles and decreased expression and plasma levels of
VEGF has been reported, which may be a protective factor against the development of
HCC (26,27). However, this study did not find an association of VEGF-C936T as well
as VEGF-A1154G with cirrhosis or HCC. There are reports of these polymorphisms in
susceptibility to HCC in Italian and Chinese populations, which may also suggest
relationship between ethnicity and VEGF variants (28,16).

Analysis of the survival curve considering VEGF-A1154G and VEGF-C936T
polymorphisms was performed, showing decreased survival, although without
significance, in the presence of the mutant allele for both polymorphisms. These
findings agreed with other study that showed an association of the homozygous mutant
genotype VEGF-A1154G with increased risk of death for HCC (29). However, the
small sample size may have been a limiting factor in the present study.

Although studies about the association between VEGF polymorphisms and
survival in HCC are scarce, its influence on other types of cancer, such as colorectal and
oesophagus, is recognised (30,31). Furthermore, the wild-type allele of VEGF-A1154G
polymorphism was associated with poor survival in a Caucasian population with oral
squamous cell carcinoma (32). But the results are still diverging (33,34,35,36).
Increased serum levels of VEGF could only be observed in the HCC group, compared
with the group with cirrhosis and controls, in agreement with a study by Mukozu et al.
(2013)(37). In this case, emphasis should be given to the relationship between VEGF

and neovascularization and cell proliferation, both related to carcinogenesis,
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demonstrating the predictive value of VEGF for HCC. Analysis of serum VEGF levels
according to the studied polymorphisms showed significant association between mutant
alleles of both polymorphisms and increased serum VEGF levels, in agreement with a
study, which showed the relationship between the mutant genotype of A1154G with
poor prognosis in patients with HCC (38). On the other hand, there are studies in which
the mutant allele of VEGF-C936T was associated with decreased serum VEGF levels
(15, 39).

Additionally, increased serum level of VEGF was observed in patients with
HCC, particularly in the presence of the mutant alleles, compared with patients with
cirrhosis and controls. This association highlights the action of the gene to promote
vascularization and cell proliferation (40,41) and strengthens the relationship between
VEGF mutation and its serum level, contributing to the development of the disease.
Serum levels of VEGF have been studied as potential markers for HCC. El-Sherif et al.
(2012) reported a sensitivity of 60% and specificity of 92% for cut-off of 268.0 pg / mL
(42). El-Houseini et al. (2005) found 86.4% of sensitivity and 60% of specificity for the
cut-off of 355.2 pg / mL (43). In this study, the association of serum VEGF levels with
the mutant alleles of VEGF-4 (C936T and A1154G) showed cut-off value of 225.5pg/
mL, with specificity of 100% and sensitivity of 75% (C936T) comparing G1 and G3,
conferring potential to serum VEGF levels in the diagnosis of HCC, which should be
confirmed in numerous patient samples.

In conclusion, this study showed that VEGF-A polymorphisms (C936T and
A1154G) are not associated with cirrhosis, HCC and survival. However, the
relationship between increased serum levels of VEGF and the presence of mutant alleles
of both polymorphisms should be emphasized, which may contribute to the diagnosis

and prognosis of HCC.
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Table 1.Demographic profile, lifestyle, risk factors and clinical classification in patients
with hepatocellular carcinoma (G1), cirrhosis (G2) and individuals without the disease

(G3).
G1 G2 G3 P* Value
Variable
(N=102) (N=117) (N=127)
Glx G2x Glx
Gender N (%) N (%) N (%)
G3 G3 G2
Female 25 (25 29 (25 32 (25
0.904 0.941 0.962
Male 77 (75) 88 (75) 95 (75)
Lifestyle
Alcohol 57 (56) 58 (50) 18 (13) <0.0001 <0.0001 0.425
consumption
Smoking 51 (50) 40 (34) 30 (21) <0.0001 0.0927 0.0257
Comorbidity
HBV 21 (21) 12 (10) 0.0521
HCV 51 (50) 57 (49) 0.957
Cirrhosis 86 (84) 117 (100)
Clinical G1
Classification (N=89)
BCLC N (%)
A 28  (31)
B/C 52 (59)
D 9 (10)

* Fisher's exact test or Chi-Square test; N = number of subjects; HBV= hepatitis B
virus; HCV = hepatitis C virus; BCLC - Barcelona Clinic Liver Cancer.
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Table 2.Allelic and genotypic frequencies of VEGF-C936T and VEGF-A1154G
polymorphisms in patients with hepatocellular carcinoma (G1), cirrhosis (G2) and

individuals without the disease (G3).

P* Value
G1 (N=102) G2 (N=117) G3 (N=217)
G1xG3  G2xG3 G1xG2
C936T
Allele n AF n AF n AF
C 174 0.85 199 0.85 217 0.85  0.966 0.903 0.941
T 30 0.15 35 0.15 37 0.15
Genotype N (%) N (%) N (%)
Dominant C/C 72 (71) 84 (72) 90 (71)
0.963 0.985 0.962
C/T+T/T 30 (29) 33 (28) 37 (29)
Heterozygote C/IT 30 (29) 31 (26) 37 (29)
0.963 0.751 0.742
C/C+T/T 72 (71) 86 (74) 90 (71)
Recessive T/T - (0) 2 (2 - (0)
C/T+C/C 102 100 115 (98) 127 100
HW (x?) 3.03 0.20 3.69 >0.05
A1154G n AF n AF n AF
Allele G 157 077 172 0.74 193 0.76
0.893 0.598 0.469
A 47 0.23 62 0.26 61 0.24
Genotype N (%) N (%) N (%)
Dominant G/G 61 (60) 60 (51) 73 (57) 0.826 0.399 0.258
G/A+A/A 41  (40) 57 (49) 54 (43)
Heterozygote G/A 35 (34) 52 (44) 47 (37)
0.776 0.293 0.164
A/A+G/G 67 (66) 65 (56) 80 (63)
Recessive A/A 6 (6) 5 4) 7 (6)
0.904 0.880 0.815
G/A+G/G 96 (94) 112 (96) 120 (94)
HW (x?) 0.74 2.32 0.02 >0.05

* Fisher's exact test or Chi-Square Test (x?); N = number of subjects; n= number of
alelles; AF= absolute frequency; HW = Hardy-Weinberg.
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Figure 1. Kaplan-Meier curve for overall survival analysis of patients with
hepatocellular carcinoma after 36 months of diagnosis. A) VEGF-C936T: 1= genotype
C/T; 0= genotype C/C; B) VEGF-A1154G: 1= genotypes /A; 0= genotype G/G; df =
degree of freedom.
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Table 3. Allelic and genotypic frequencies of VEGF-C936T and VEGF-A1154G
polymorphisms in patients with hepatocellular carcinoma (G1), considering the BCLC
clinical classification.

VEGF BCLC - 89 patients P* Value
A (N=28) B/C (N=52) D (N=9) AxB/C AxD B/CxD
CI936T
Allele n AF n AF n AF
C 48 0.86 88 0.85 16 0.89 1.000 1.000 1.000
T 8 0.14 16 0.15 2 0.11

Genotype N (%) N (%) N (%)

C/C 20 (71) 36 (69) 7 (78)
1.000 1.000 0.7131
C/T 8 (29) 16 31 2 (22)
T/T 0 (0) 0 (0) 0 (0) - - -
Al154
Alelle n AF n AF n AF
G 41 0.73 83 0.80 14 0.78 0.4508 1.000 0.7623
A 15 0.27 21 0.20 4 0.22
Genotype
G/G 14 (50) 35 (67) 5 (56) 0.2023 1.000 0.7056
A/G 13 (406) 13 (25) 4 (44) 0.0888 1.000 0.2489
A/A 1 4) 4 (8) 0 0) 0.6525 - -

* Fisher's exact test or Chi-Square test with Yates correction; BCLC= Barcelona Clinic
Liver Cancer, VEGF= vascular endothelial growth factor; N= number of subjects; n=
number of alleles; AF= absolute frequency.
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Figure 2. Box-plot representation of median and quartile values of serum vascular
endothelial growth factor (VEGF) levels: HCC — median= 264.8, minimum= 102.0,
maximum= 1795.1, Q1= 199.4, Q3= 467.7, IQRange= 268.3; Cirrhosis — median=
182.8, minimum= 7.2, maximum= 993.0, Q1= 103.9, Q3= 287.4, IQRange= 183.5;
Control — median= 182.2, minimum= 31.6, maximum= 666.1, Q1= 66.14, Q3= 265.5,
IQRange= 199.4.
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Table 4 - Quantitative analysis of allelic and genotypic frequencies of VEGF-C936T
and VEGF-A1154G polymorphisms in patients with hepatocellular carcinoma (G1),
cirrhosis (G2), controls (G3), considering serum levels of VEGF.

VEGF serum levels x Polymorphisms
Inter-groups

G1 (N=54) G2 (N=51) G3 (N=27) P* Value
Gl xG2x
VEGF- C936T Median (pg/mL) G3
(Minimum — Maximum)
cic 250.5 (N=38) 191.7 (N=36)  185.7 (N=23) 0.0700
(101.9-1120.2) (7.23-992.95) (41.4—666.1)
430.0 3 _
(N-16)Am 173.5(N=15) 1139 (N=4)m 0.0038
T (133.35 - A (31.56 —
1795.1) (50.1 — 556.2) 225.45)
Intra-group
P* Value 0.0285 0.2868 0.0955
VEGF-
A1154G
G/G 238.2 (N=29) 182.8 (N=31)  182.2 (N=17) 0.0644
(101.9—1795.1)  (50.1—992.95) (31.56—666.1)
A 297&71340;2_5) ® 1833 (N=20)e 1852 (N=10) 0.0069
- 1256.3) (723 -556.17)  (41.4 —534.0)
Intra-group 0.18 0.1602 0.0284

P* Value

* Mann Whitney and Kruskal Wallis tests for intra-group and inter-groupanalyses,
respectively; VEGF = vascular endothelial growth factor; N = number of subjects; A and
m: P <0.05; e: P <0.01.
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Figure 3. Receiver operator characteristic curve (ROC) of serum vascular endothelial
growth factor (VEGF) levels in patients with: (o) mutant allele of VEGF-C936T in the
group with hepatocellular carcinoma (G1) and cirrhosis (G2) (area under the curve =
0.80 [0.60 — 1.0]), with sensitivity of 63% and specificity of 93%, to the cut-off value
of 311.8 pg/mL; (0) mutant allele of VEGF-C936T in G1 and controls (G3) (area under
the curve = 0.89 [0.61 — 1.0]), with sensitivity of 75% and specificity of 100%, to the
cut-off value of 225.5 pg/mL;(A) mutant allele of VEGF-A1154G in G1 and G2 (area
under the curve = 0.76 [0.60 — 0.92]), with sensitivity of 76% and specificity of 65%, to
the cut-off value of 222.1 pg/mL.



