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RESUMO

Introducéo: O cancer de figado primario vem apresentando-se como um grande problema
de saude publica no mundo, estando em sexta posicdo quanto a incidéncia e em quarto lugar,
quando analisados dados de mortalidade. O transplante hepatico se tornou o tratamento padrao para
carcinomas hepatocelulares (CHCs) em estdgio inicial. Esta modalidade mostra-se vantajosa
porque trata ndo apenas o CHC como também a cirrose subjacente, que ¢ o principal fator de risco
para desenvolvimento de novos tumores. Embora seja o melhor tratamento, o nimero de pacientes
nas listas ¢ maior que os orgaos disponiveis, sendo necessaria uma sele¢do dos pacientes que irdo
apresentar beneficio de sobrevida apds o transplante. Mesmo com uma criteriosa sele¢do dos
pacientes para o transplante, a recorréncia ap6s transplante hepatico fica em torno de 8 a 20%.
Portanto, ¢ de suma importancia tentar identificar um perfil molecular e correlacionar com a
recorréncia desta neoplasia. Pacientes e Métodos: Foram coletadas amostras de 49 blocos de
parafina de pacientes submetidos a transplante hepatico entre 2011 e 2018, sendo 07 blocos de
enxertos de doadores, 01 bloco de tecido tumoral e 01 bloco do figado cirrdtico de cada um dos 08
pacientes que recidivaram apos transplante, 01 bloco do tumor e 01 bloco de figado cirrético de
cada um dos 13 pacientes que ndo recidivaram. Foi realizado protocolo de desparafinizagdo e
digestao das proteinas. As amostras foram analisadas por um sistema cromatografico RLSCnano-
UPLC Dionex Ultimate 3000 acoplado a um espectrometro de massas LTQ-Orbitrap Elite (Thermo
Fisher Scientific). Resultados e discussiao: Foram encontradas 9 proteinas com alta relevancia no
cenario do tumor recidivado: PHGDH, SHMT2, ARF4, SQSTMI1, FLNA, HSPD1, MYH9,
MARCKS, TIMM-13. Os principais processos bioldgicos envolvidos neste cendrio foram estresse
oxidativo, divisao/adesdao/motilidade celular, metabolismo mitocondrial. Foram encontradas 15
proteinas com alta relevancia no cenario do figado cirrético do paciente com tumor que recidivou:
FLNA, HSPDI1, FN1, HDGF, CANX, GDA, COL4A2, EML4, CALR, SERPINAI, GWL/
MASTL, QDPR, B2M, TAGLN SODI. Os principais processos bioldgicos envolvidos neste
cenario foram metabolismo dos aminoacidos, adesdo/divisio/motilidade celular, estresse
oxidativo, sinalizac¢do celular, resposta imunologica. Conclusio: Existe diferengas entre o perfil
proteico encontrado no cenério de carcinomas hepatocelulares que recidivaram apds transplante
hepatico comparado aos que nao recidivaram e estdo relacionados principalmente aos processos de
divisdo/adesdo/motilidade celular. Também foi observado diferengas entre o cenario do figado
cirrotico do paciente que recidivou comparado ao figado cirrdtico do paciente que ndo recidivou,
sendo relacionados principalmente aos processos de divisdo/adesdo/motilidade celular, seguida por
alteracdes no metabolismo celular e no regime de aminoacidos.

Palavras-chave: Transplante de figado. Carcinoma hepatocelular. Recidiva. Protedmica.
Espectrometria de massas.



ABSTRACT

Introduction: Primary liver cancer has been presented as a major public health problem in the
world, ranking sixth in terms of incidence and fourth, when analyzing mortality data. Liver
transplantation has become the standard treatment for early-stage hepatocellular carcinomas
(HCCs). This modality proves to be advantageous, because it treats not only HCC, but also the
underlying cirrhosis, which is the main risk factor for the development of new tumors. Although it
is the best treatment, the number of patients on the lists is greater than the available organs,
requiring a selection of patients who will benefit from transplantation. Even with a careful selection
of patients for transplantation, the recurrence after liver transplantation is around 8 to 20%.
Therefore, it is extremely important to try to identify a molecular profile and correlate with the
recurrence of this neoplasia. Patients and Methods: Samples were collected from 49 formalin
fixed and paraffin embedded (FFPE) tissues of patients submitted to liver transplantation between
2011 and 2018. The specimens were 07 FFPE liver grafts tissues, 01 FFPE sample of tumor and
01 FFPE sample of the cirrhotic liver from each subject of 08 HCC relapsed patients, 01 FFPE
HCC samples and 01 FFPE samples of the cirrhotic livers from each subject of 13 patients who did
not recur. A dewaxing and protein digestion protocol was carried out. The samples were analyzed
by a Dionex Ultimate 3000 RLSCnano-UPLC chromatographic system coupled to an LTQ-
Orbitrap Elite mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). Results and discussion: Nine highly
relevant proteins were found in the recurrent tumor scenario: PHGDH, SHMT2, ARF4, SQSTMI,
FLNA, HSPD1, MYH9, MARCKS, TIMM-13. The main biological processes involved in this
scenario were oxidative stress, cell division / adhesion / motility, mitochondrial metabolism. 15
highly relevant proteins were found in the cirrhotic liver scenario of patients that relapsed after
liver transplantation: FLNA, HSPDI1, FN1, HDGF, CANX, GDA, COL4A2, EML4, CALR,
SERPINAIL, GWL / MASTL, QDPR, B2M, TAGLN SODI1. The main biological processes
involved in this scenario were amino acid metabolism, cell adhesion / division / motility, oxidative
stress, cell signaling, immune response. Conclusion: There are differences between the protein
profile found in the scenario of hepatocellular carcinomas that relapsed after liver transplantation
and those that did not relapse and they are mainly related to the processes of cell
division/adhesion/motility. There are also differences between the scenario of the cirrhotic liver of
patients with recurrent tumor and those of patients whose tumors did not recur, being mainly related
to the processes of cell division/adhesion/motility, followed by changes in cell metabolism and in
the amino acid regime.

Keywords: Liver transplantation. Hepatocellular carcinoma. Recurrence. Relapse. Proteomics.
Mass spectrometry.
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1. INTRODUCAO

1.1 Carcinoma hepatocelular

O cancer primdrio de figado vem se apresentando como um grande problema de satde
publica no mundo, est4 na sexta posi¢do quanto a incidéncia e em quarto lugar quando analisamos
dados de mortalidade, sendo sua incidéncia maior em homens do que em mulheres (Figura 1)
(GLOBOCAN, 2018). O carcinoma hepatocelular (CHC) € o subtipo de tumor primario do figado
mais comum, perfazendo noventa por cento de todos os casos desta neoplasia (EASL..., 2018)

Pulmao
2093 876 (11.6%)

Pulmao

1761007 (18.4%)

Mama Outros canceres
2088 849 (11.6%) 3422417 (35.8%)
Outros canceres
7753 946 (42.9%) Colorretal Colorretal
1849518 (10.2%) 880792 (9.2%)
Préstata Prostata Estomago
1276 106 (7.1%) 358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Colo uterino Estdmago Pancreas FIGADO
569 847 (3.2%) 1033701 (5.7%) 432 242 (4.5%) 781631 (8.2%)
Esofago FIGADO Esofago Mama
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)
Total: 18 078 957 €asos Total: 9555027 Mortes

Figura 1 - Incidéncia de casos de canceres no mundo a esquerda e mortalidade por canceres a direita. Adaptado de

GLOBOCAN, 2018.

Dentre os principais fatores de risco para o desenvolvimento do CHC estdo a cirrose
hepéatica em geral, infecc¢do pelos virus da hepatite B, virus da hepatite C, abuso de alcool, sindrome
metabolica, doenca gordurosa do figado ndo alcoodlica, deficiéncia de alfa-1-antitripsina e
hemocromatose (BRUIX; SHERMAN, 2005). Outros fatores associados sdo tabagismo e ingestao
de aflatoxina B1 (LAURSEN, 2014).

A maioria dos CHCs ocorrem no contexto de cirrose hepatica, porém ¢ possivel haver
carcinogénese sem cirrose (YANG et al., 2011). A taxa de incidéncia de CHC por esta causalidade
tem diminuido bastante, principalmente devido a vacinagdo e terapia medicamentosa contra
hepatite B (CHANG et al., 2009; WONG et al., 2013). O CHCs associados a infec¢do pelo virus
da hepatite C estdo em sua maioria relacionados a cirrose hepatica (LOK et al., 2009). A infeccao

pelo virus da hepatite C equivale a 36,1% dos casos de hepatites virais notificados de 1999 a 2018
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no Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN) no Brasil. Nos ultimos 5 anos, a
incidéncia de hepatite pelo virus C vem apresentando uma tendéncia de aumento, apresentando
taxas de incidéncia superiores as da hepatite B (BOLETIM, 2019). O virus C destaca-se como a
principal causa de cirrose dos pacientes transplantados por CHC no Servigo de Transplante
Hepatico do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) (COSTA et al., 2014).

Uma condicdo que vem sendo relacionada ao aumento do risco de desenvolvimento de
CHC ¢ a sindrome metabdlica decorrente do diabetes e da obesidade, além da doenga gordurosa
do figado ndo alcodlica. Mittal e colaboradores (2015) demonstraram que até quase 40 por cento
dos pacientes amostrados com CHC e doenga gordurosa do figado ndo alcodlica ndo apresentavam
cirrose (MITTAL et al., 2015).

O diagnostico do CHC ¢ feito principalmente por meio de exames de imagem. Pacientes
com fatores de risco para CHC que apresentam um nédulo novo visto em um ultrassom abdominal
precisam de confirmacdo diagndstica com critérios ndo invasivos ou bidpsia. O diagnodstico
radioldgico ¢ feito com bastante acurdcia usando exame de imagem contrastado (tomografia
computadorizada ou ressondncia magnética) em paciente cirrotico. Observando-se uma imagem
hipervascular na fase arterial do exame contrastado e uma diminui¢do do sinal em comparagdo com
o resto do figado nas fases venosa portal e na fase tardia (washout), pode-se fechar o diagndstico

sem necessidade de biopsia (MITCHELL et al., 2015; KHALILI et al., 2011) (Figura 2).
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Figura 2 - Imagens de carcinoma hepatocelular em exame de tomografia computadorizada. Observar lesdo

hipervascular em imagem a esquerda e “washout” a direita.

Fonte: Foto cedida pelo Servigo de Transplante Hepatico do HUWC/Hospital Sao Carlos

Quando os achados radioldgicos sao atipicos e o diagnostico nao pode ser feito por exames
ndo invasivos, a bidpsia faz-se necessaria. Os riscos associados ao procedimento como
sangramento e dissemina¢ao da doenga giram em torno de 3% (SILVA et al., 2008).

O estadiamento do CHC ¢ determinado por exames para investigagdo dos principais focos
de metastases que sdo os pulmdes, linfonodos, ossos e glandulas adrenais (UKA et al, 2007).
Utiliza-se TC de térax, abdomen superior e pelve além de cintilografia 6ssea, na suspeita de
metastase Ossea, para avaliacdo de doenga extra-hepatica (DUSEJA, 2014).

Existem varios sistemas de estadiamento do CHC tais como Classificacdo de Hong Kong,
Cancer of the Liver Italian Program (CLIP), TNM, Japan Integrated Score (JIS), Barcelona Clinic

Liver Cancer (BCLC). O mais difusamente utilizado ¢ o BCLC devido a sua facil execugdo e
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alocacdo de tratamento baseado nas caracteristicas do tumor e do grau de comprometimento

hepatico (LLOVET; BRU; BRUIX, 1999; EASL...,2018) (Figura 3).

Carcinoma hepatocelular |

¥ v 2 ¥ ¥
Estagio Estdgio muito Estdgio precoce (A), tnico ou Estégio intermedidrio .EStég_i"’ avancado (C), Estdgio terminal (D),
prognéstico precoce (0), Unico < 2-3 nédulos < 3cm, fungao (8), Multinodular, P_°"'3L = No transplantével,
2cm, fungio hepatica hepatica preservada,PS 0 fungdo hepatica metasttico, fungao fungdo hepatica ruim,
preservada.PS 0 preservada, PS 0 hepatica preservada, PS3-4
; PS1-2
Solitario 2-3 nédulos
</=3cm
v
Candidato cirdrgico
SIM NAO —» Candidato transplante
I SIM NAO
¥ v v ¥ v v
TRATAMENTO Ablagdo R ca Transph Ablaca Quimioembolizaca Terapla Sistémi o to paliati
SOBREVIDA >5 anos >2,5 anos >10 meses 3 meses ‘

Figura 3 - Estadiamento BCLC e terapéutica. Tto: tratamento Adaptado de EASL Clinical Practice Guidelines:
Management of hepatocellular carcinoma. J Hepatol. 2018 Jul;69(1):182-236.

O tratamento dos tumores em estadio inicial (BCLC 0 e A) baseia-se principalmente na
ressec¢do cirurgica. Os tumores unicos, sem hipertensdo portal ou hiperbilirrubinemia sdo bons
candidatos para ressecgdo cirurgica, com sobrevida em 5 anos em torno de 70%, mas as taxas de
recorréncia em 5 anos chegam a 70% (LLOVET; SCHWARTZ; MAZZAFERRO,2005; BRUIX
etal., 2015).

O transplante hepatico ¢ considerado a melhor opg¢ao de tratamento para os pacientes BCLC
A (BRUIX; SHERMAN, 2005; MAZZAFERRO et al., 1996). Os pacientes que apresentam
tumores Uinicos menores que 2 cm e os que nao tém condi¢ao de cirurgia ou transplante podem ser
submetidos a ablagdo local com sobrevida em 5 anos variando de 50 a 70% (BRUIX; SHERMAN,
2005).

Os pacientes do estadio BCLC B - estadio intermediario - caracterizam-se por doenga
multinodular, com func¢do hepatica preservada, auséncia de invasdo vascular ou disseminac¢do

extra-hepatica. Esses casos sdo tratados com quimioembolizacdo, que se caracteriza por
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embolizacdo dos vasos nutridores do tumor com ou sem quimioterapia associada, respectivamente.
Esse tratamento mostrou beneficio em sobrevida sobre suporte clinico, com sobrevida mediana em
torno de 26 meses (LO et al., 2002; LLOVET; BRUIX, 2003; SAPISOCHIN; BRUIX, 2017).

O estadio BCLC C, doenga avangada, caracteriza-se por invasdo portal macroscopica,
presenca de linfonodos positivos, metastases a distdncia e CHILD A-B. Nesses pacientes pode ser
utilizado o sorafenibe, um inibidor de multiplas tirosina-quinases, que demostrou aumento
estatisticamente significativo da sobrevida (10,7 meses vs 7,9 meses do placebo; Hazard Ratio
(HR): 0,69, CI0,55 - 0,87; p<0,001) (LLOVET et al., 2008). Atualmente, ja existem outras opgoes
de tratamento sistémico com atezolizumabe em combina¢do com bevacizumabe como tratamento
padrdo de primeira linha (FINN et al., 2020), além de lenvatinibe em primeira linha e regorafenibe,
cabozatinibe e r amucirumabe em segunda linha (KUDO et al., 2018; BRUIX et al., 2017; ABOU-
ALFA et al., 2018; ZHU et al., 2015). Os pacientes com doenga terminal, CHILD C e ECOG >2,

sdo candidatos exclusivamente a suporte nutricional, psicologico e manejo da dor.

1.2 Transplante Hepatico

O transplante hepatico se tornou o tratamento padrdo para carcinomas hepatocelulares em
estagio inicial. Esta modalidade mostra-se vantajosa porque trata ndo apenas o CHC como também
a cirrose subjacente, que ¢ o principal fator de risco para desenvolvimento de novos tumores e a
hipertensao portal (FORNER; LLOVET; BRUIX, 2012; DE LOPE et al., 2012). Embora seja o
melhor tratamento, o nimero de pacientes nas listas ¢ maior que os 6rgdos disponiveis, sendo
necessario uma sele¢ao dos pacientes que vao apresentar beneficio de sobrevida ap6s o transplante.

Os pacientes sdo alocados e priorizados para o transplante de acordo com a sua pontuagao
no escore MELD (Model for End-stage Liver Disease). Este escore relaciona-se com o risco de
morte em trés meses na fila de espera e € calculado utilizando a razao de normatizagao internacional
(INR), bilirrubina e a creatinina sérica (WIESNER et al., 2003; MALINCHOC et al., 2000).
Entretanto, os pacientes com CHC tém fungao hepatica preservada na sua maioria, com pontuagao
pelo escore de MELD baixa, logo seu risco de saida de lista de transplante devido a progressao do
tumor ¢ maior que o risco de faléncia hepatica (TOSO et al., 2014). Por este motivo, a maioria dos
sistemas de aloca¢do de 6rgdos dao pontos extras para os pacientes com CHC. No Brasil, os
pacientes com CHC maiores que 2 cm sao listados com MELD modificado de 20 e evoluem para

24 em 3 meses e 29 em mais 3 meses se ndo forem transplantados.
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Alguns marcadores tumorais foram avaliados como critério de sele¢do, tais como
alfafetoproteina (AFP) e des-gama-carboxiprotrombina (DCP). A AFP ¢ uma glicoproteina que ¢
normalmente produzida na gravidez pelo figado fetal e pelo saco gestacional e sua concentragdo
pode estar aumentada na presenga de CHC. Niveis séricos também podem aumentar com a
gravidez, em tumores de origem gonadal e alguns outros tumores, como o carcinoma gastrico. A
AFP mostrou valores preditivos positivos muito baixos no diagnostico de CHC, limitando seu uso
como biomarcador (TREVISANI F et al., 2001), mas mostrou ter correlacdo com progndstico
(MAILEY et al.,2011; HAMEED et al., 2014).

A DCP (desgamacarboxiprotrombina) ¢ uma protrombina ndo funcional devido a auséncia
de uma alteragdo pos-translacional, uma enzima dependente de vitamina K que estd ausente nos
CHCs. Alguns estudos mostraram o aumento dos valores deste marcador relacionados com pior
prognostico (TAKETOMI et al., 2009; FUJIKI et al., 2009).

Os Critérios de Milao sdo adotados em varios centros do mundo e no Brasil para selecionar
os pacientes para o transplante. Sdo eles: tumor unico menor ou igual a 5 cm ou até 3 tumores
menores ou iguais a 3 cm, sem invasao vascular macroscopica ou doenga metastatica a distancia.
Utilizando esses critérios alcangamos uma sobrevida pds-transplante de 84% em 4 anos e sobrevida
livre de doenga de 92% em 4 anos (MAZZAFERRO et al., 1996; MAZZAFERRO et al., 2011).
Entretanto, esses critérios sdo considerados restritivos e pode-se deixar de tratar alguns pacientes
que poderiam se beneficiar do transplante. Por este motivo, foram criados varios critérios

expandidos para realizacdo de transplante hepatico em pacientes com CHC (Tabela 1).

Tabela 1 — Critérios de indicacdo para transplante hepatico.

Critério para transplante  Sobrevida Livre de | Sobrevida Pés- | Comentirio

doenca transplante
Critério de 92% em 4 anos 85% em 4 anos Baseado no tamanho e
Mildo: 1 nod. até 5 cm ou 3 nimero de nédulos

nod. até 3 cm

UCSF: 1 nod. até 6,5cm ou | 90,9% em 5 anos 80,9% em 5 anos Baseado no tamanho e
3 nod. até 4,5 cm, com nimero de nodulos
diametro tumoral total até

8,0cm
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Critério para transplante  Sobrevida  Livre de | Sobrevida Pés- | Comentirio

doenca transplante

Critério up-to-7: A soma | Acima do Critério de| Acima do Critério de| Baseado no tamanho e
do maior didmetro e | Mildo, mas até 7cm Milao, mas até 7cm numero de ndédulos

nimero de nod. <7 cm 64,1% em 5 anos 71,2% em 5 anos

Volume total do tumor| Acima do Critério de| Acima do Critério de| Baseado no tamanho e
(VTT): VIT até 115 cm3 e | Mildo, mas at¢ VIT/AFP | Mildo, mas at¢ VIT/AFP | nimero de nodulos e
AFP até 400 ng/mL 68% em 4 anos 74,6% em 4 anos marcador tumoral (AFP)

Critério Extendido de Acima do Critério de | Acima do Critério de | Nao se baseia em tamanho

Toronto (CET): Sem limite | Mildo, mas dentro de CET. | Mildo, mas dentro de CET. | ou nimero de nodulos, mas

de tamanho ou niimero 30,5 % em 5 anos 68% em 5 anos em comportamento
Auséncia de  invasdo biolodgico e diferenciagao
vascular/metastases/

sintomas

Bx maior tumor: ndo pouco

diferenciado

Critério de Kyoto: até 10 | Acima de Mildo, mas | Acima de Mildo, mas | Bascado no tamanho e
nod, até 5 cm, DCP até 400 | dentro de Kyoto dentro de Kyoto nimero de nddulos e
mAU/mL 30% em 5 anos 65% em 5 anos marcador tumoral (DCP)

UCSF: University of California San Francisco; nod: ndédulo; Bx: bidpsia; DCP: DesGamaCarboxiprotrombina; AFP:
alfa-fetoproteina; VT T: volume total do tumor; CET: critério extendido de Toronto

Fonte: adaptado de SAPISOCHIN; BRUIX, 2017

Mesmo com uma criteriosa selecdo dos pacientes para o transplante, a taxa de recorréncia
pos-transplante hepatico fica em torno de 8 a 20% (SAPISOCHIN et al., 2017; YAO, 2007,
MAZZAFERRO et al., 1996). Quanto mais se expandem os critérios de inclusdo dos pacientes
com CHC para o transplante, maior serd a taxa de recorréncia (MAZZAFERRO et al., 2009). A
recorréncia ocorre frequentemente extra-hepatica, principalmente em pulmoes e ossos (BODZIN
etal.,2017).

Existem alguns fatores relacionados a recorréncia do CHC. Dentre eles podemos citar o
numero e tamanho do tumor, niveis séricos de marcadores tumorais (AFP, DCP), além de achados
histopatologicos no explante. O numero e tamanho do tumor nos exames de imagem pré-

transplante sdo fatores bem estabelecidos relacionados a recorréncia. Pacientes com tumores acima
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dos Critérios de Mildo apresentam taxas de recorréncia maiores quando comparado com o0s
pacientes dentro dos critérios (SAPISOCHIN et al., 2017; YAO, 2007). A AFP sérica esta
relacionada com prognostico e recorréncia do CHC, mas um ponto de corte ainda ndo foi definido
(SAPISOCHIN et al., 2017; YAO, 2007; TOSO et al., 2015).

Avaliando os fatores vistos na andlise patologica do explante, invasdo vascular micro e
macroscopica, lesdes satélites e diferenciagdo do tumor sdo caracteristicas muito relacionados a
recorréncia (SOTIROPOULOS et al., 2007, TAMURA et al., 2001; MARSH et al., 1997). Em
estudo publicado com dados dos transplantes realizados no Hospital Universitario Walter Cantidio
(CE/Brasil), os principais fatores relacionados a recorréncia pos-transplante foram tempo de lista
maior que 7,8 meses, presenca de mais de 3,5 nddulos no explante, tumores fora dos Critério de
Milao, AFP maior que 1000 mg/dL e microinvasdo vascular (COSTA et al., 2014).

A busca por marcadores biomoleculares tem sido uma constante no desenvolvimento da
medicina personalizada e isso ndo tem sido diferente com o CHC. Vérios estudos tém sido feitos
pesquisando microRNAs, andlise de DNA e células tumorais circulantes na tentativa de descobrir
marcadores capazes de predizer recorréncia, realizar diagndstico precoce e determinar prognostico
para melhor selecdo dos pacientes para tratamento (VON FELDEN et al., 2017; LU et al., 2018;
HANN et al., 2017; HUANG et al., 2015). Dentro deste contexto, a protedmica por meio da
espectrometria de massas (MS) surge como uma ferramenta na descoberta de biomarcadores do

CHC (MARTINS; GARCIA; EBERLIN, 2019; NAGAI ef al.,2020).

1.3 Proteomica e a espectrometria de massas no carcinoma hepatocelular (CHC)

Protedmica refere-se ao estudo em larga escala das proteinas, sua estrutura, fisiologia e
funcdo em uma célula, tecido ou organismo em uma especifica e determinada condi¢do (SHAH;
MIRSA, 2011; YU; STEWART,; VEENSTRA,2010). Caracteriza-se pela mensuracdo quali-
quantitativa ao nivel proteico da expressdo génica para caracterizar processos biologicos e
celulares, decifrando, por exemplo, mecanismo do controle da expressdo génica e fendtipos finais
(KIERNAN, 2008). Proteinas sdo base de construcdo estrutural e metabdlica de qualquer
organismo vivo, variando em fungdo, estabilidade, estrutura e sdo consideradas o produto final da
maioria dos genes (SHRUTHI; VINODHKUMAR; SELVAMANI, 2016). Comparativamente,

algumas das limitagdes da andlise gendmica (anélise do DNA) sdo relativas ao ndo fornecimento
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de informacdes completas sobre a funcdo ao nivel celular, subcelular e intercelular, que ¢ gerido
pelas proteinas e outros metabolitos (PATTERSON; AEBERSOLD, 2003).

A protedmica se baseia em trés pontos analiticos fundamentais: o fracionamento da proteina
em peptideos; a espectrometria de massas para aquisicdo dos dados necessarios para identificacao
das proteinas; e a utilizacdo da bioinforméatica em larga escala para analise dos dados produzidos
pela fase analitica (YU; STEWART; VEENSTRA, 2010).

O espectrometro de massas mede a transformacao da amostra em ions gasosos por meio da
ionizacdo de elétrons. Depois deste processo, os ions sdo separados de acordo com sua razio
massa/carga (m/s) e abundancia. Os ions sdo capazes de dar informacdes sobre a natureza e
estrutura da sua molécula precursora. Estas informagdes sdo transmitidas para uma forma binaria
(por meio de softwares de computacdo) e transformadas em graficos para serem mais facilmente

analisados (figura 4).

Fontede | . | Analisador Detector ) Aquisi¢cdo
lonizagdao = de Massas ] de fons l de Dados ' LL
L1
Introducdo Espectro de
da Amostra Massas

Figura 4. Componentes do espectrometro de massas. Fonte: Adaptado da Premier Biosoft.

De maneira geral, os métodos aplicados em protedmica e em particular na espectrometria
de massas, podem ser classificados como “fop-down” ou “bottom-up”. No primeiro caso, sao
avaliadas proteinas intactas e no segundo, as proteinas sao hidrolisadas em peptideos, na chamada
fragmentacdo quimica (SCHUBERT et al., 2017). A abordagem “top-down” permite cobertura
total da sequéncia e caracterizacdo completa das proteoformas. J4 a metodologia “bottom-up”
(também conhecida por ‘“shotgun”), apesar de sensivel e reprodutivel mesmo em casos de
proteomas complexos como o do soro/plasma e lisados celulares, fornece respostas baseadas em

fragmentos de um todo. No entanto, considerando as limitagdes técnico-instrumentais atuais,

grande parte dos autores considera a andlise de proteinas intactas um método ainda com muitas
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limitagdes, baixa sensibilidade e¢ baixo rendimento (CATHERMAN; SKINNER; KELLEHER,
2014).

Tipicamente, o fluxo de trabalho na protedmica “bottom-up” inicia com a digestao triptica
de uma amostra proteica em peptideos, que sdo separados por cromatografia liquida, geralmente
de alta ou ultra performance, de acordo com a sua hidrofobicidade em fase reversa (AEBERSOLD;
MANN, 2003; SCHUBERT et al., 2017). Nesta etapa, cada componente da amostra interage de
forma distinta com o material solvente que, quando pressurizado e bombeado por uma coluna,
resulta em tempos de reten¢do distintos (para cada residuo de peptideo), permitindo sua separagio
e consequentemente fracionamento da amostra complexa. A medida que sdo eluidos, os peptideos
sdo submetidos a ionizagdo por electrospray (ESI) e atraidos para o espectrometro, em que dois
eventos de MS sequenciais (tandem) ditos MS1 e MS2 podem ocorrer: MS1 para identificagao da
razao m/z dos ions peptidicos ndo fragmentados (precursores) e MS2 para afericdo da razdo m/z
dos ions fragmentados de peptideos detectados e especificamente selecionados em MSI1
(AEBERSOLD; MANN, 2003; FENN ef al., 1989). Cada peptideo apresenta um padrao Unico de
fragmentacao, portanto, conjuntamente os dados permitem a identificacdo confiavel dos peptideos
resultantes da fragmentacdo. A ultima etapa consiste em mapear as sequéncias peptidicas
identificadas para proteinas e correlacionar a intensidade dos sinais detectados pelo analisador com

alteragOes relativas a abundancia entre as amostras (SCHUBERT et al., 2017).

A protedmica tem sido utilizada como ferramenta na busca de biomarcadores para o cancer.
Zhang e colaboradores (2019) identificaram possiveis marcadores diagndsticos em exossomas no
cancer de ovario (ZHANG. et al., 2019). Em outro estudo foi utilizado protedmica na tentativa de
encontrar marcadores para diagnostico de cancer gastrico (CHONG et al., 2010).

Na investigagdo do CHC, também temos estudos com o uso desta técnica na area de
protedmica. Pesquisadores identificaram no plasma de pacientes com CHC a proteina Heat Shock
Protein 27 (HSP27) como um possivel marcador para rastreamento (FENG et al., 2005). Sun e
colaboradores identificaram a proteina Heat Shock Protein 90 (HSP90) no plasma dos individuos
estudados como possivel marcador para diagnostico precoce, progndstico € monitoramento de
terapia do CHC (SUN et al., 2010).

Tendo em vista 0 mau progndstico e taxas consideraveis de recorréncia do CHC mesmo
apoOs transplante hepatico, ¢ de suma importancia tentar identificar um perfil molecular e

correlacionar com sobrevida e recorréncia, sendo talvez no futuro, ferramenta para selecionar
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pacientes para transplante hepatico ou até servir como possiveis alvos em terapias moleculares

adjuvantes.

2. PERGUNTA INICIAL E HIPOTESES

2.1 Pergunta inicial: Qual o perfil global de proteinas dos carcinomas hepatocelulares

recorrentes de pacientes submetidos ao transplante hepatico?

2.2 Hipoteses:

a) Existe diferenca de perfil proteico global entre CHC no cenario de recorréncia e ndo
recorréncia apos transplante hepatico.
b) Existe diferenga entre perfil proteico global do figado cirrotico sem tumor no cenario de

recorréncia e ndo recorréncia apds transplante hepatico.

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo principal

Realizar analise protedomica dos carcinomas hepatocelulares de pacientes
transplantados e obter um perfil molecular global de efetores associados a recorréncia do
CHC apos transplante de figado realizado no Hospital Universitirio Walter Cantidio

(HUWC) e Hospital Sao Carlos (HSC) de 2011 a 2018.

3.2 Objetivo secundario:

Descrever os processos bioldgicos relacionados aos possiveis marcadores encontrados no

experimento.

4. PACIENTES E METODOS
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4.1 Delineamento do estudo

Estudo retrospectivo, ndo intervencionista, comparativo, descritivo com amostra de

conveniéncia. O estudo foi aprovado no comité de ética do Hospital Universitario Walter Cantidio.

4.2 Populacio da pesquisa

As amostras derivaram de um acervo de 49 blocos de parafina de pecas histologicas
disponiveis coletados entre 2011 e 2018 no Centro de Transplante de Figado do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC/UFC) e Hospital Sao Carlos (HSC) em Fortaleza/Ceara.
Destes, 01 amostra de tecido de CHC e 01 amostra de figado cirrético de cada individuo dos 08
pacientes que apresentaram recidiva apos transplante hepatico, 01 amostra de tecido tumoral e 01
amostra de figado cirrotico de cada individuo dos 13 pacientes que ndo apresentaram recidiva apos
transplante hepatico, e 07 amostras do enxerto de pacientes doadores (ndo-patologicos, grupo
controle). Os pacientes que ndo apresentaram recidiva foram transplantados no periodo de 2011 a
2013. As amostras foram coletadas no arquivo histopatoldgico do Departamento de Patologia da

Universidade Federal do Cear4 (UFC) e do Laboratério PATHUS.

4.2.1 Pacientes hepatopatas terminais
Nesse grupo encontram-se pacientes que apresentaram carcinoma hepatocelular no figado

e foram submetidos ao transplante de figado.

4.2.1.1 Critérios de inclusao
Aplicou-se nesse estudo as mesmas diretrizes dispostas na Portaria MS-GM n° 2.600, de 21 de
outubro de 2009, que regulamenta os critérios adotados pelo pais no caso de pacientes hepatopatas
terminais candidatos ao transplante de figado. Essas diretrizes sdo regidas pelos dois critérios
mundialmente adotados, os Critérios de Mildo e os Critérios de Barcelona. Destacam-se aqui,

resumidamente, os principais condicionantes adotados para inclusdo de amostras:
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a) Pacientes que apresentarem até trés nodulos (tumor primario) < 3 ¢cm ou tumor unico < 5
cm, sem comprometimento vascular; dentro dos critérios de Mildo, com diagndstico
baseado nos critérios de Barcelona e sem indicacao de ressec¢ao;

b) Pacientes que ndo apresentarem metastase extra-hepatica;

c) Coletas apenas de amostras de tecido com inflamagéo cronica derivadas de etiologia do
virus da hepatite C (HCV);

d) Coleta de amostra de pacientes, sem distingao de sexo.

4.2.1.2 Critérios de exclusiao

a) Pacientes que evoluiram com morte nos primeiros 30 dias pos transplante;
b) Pacientes submetidos previamente a algum tratamento quimioterapico (ex.: pacientes
quimioembolizados);

c) Pacientes re-transplantados.

4.2.2 Pacientes doadores (grupo controle)

Nesse grupo encontram-se pacientes doadores falecidos que ndo apresentavam
comprometimento fisiolégico do figado, representando assim a situacdo nao-patoldgica do
experimento. Estes pacientes foram diagnosticados com morte encefalica, mas, a partir de
sustentacdo com aparelhos, permaneceram com suas fungdes fisiologicas ativas. Os critérios
atendidos para doadores falecidos estdo regulamentados na Portaria MS-GM n° 2.600, de 21 de
outubro de 2009.

4.3 Processamento das amostras

4.3.1 Preparacio de amostras de tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina

para analise protedmica

Alguns protocolos tém sido estabelecidos para preparacdao de amostras teciduais fixadas em

formalina para posterior anélise por espectrometria de massas. De maneira geral, os protocolos
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incluem etapas de desparafinizagdo, reidratacdo, extracdo de proteinas e, por fim, digestdo
enzimatica. Foi utilizado uma modificagdo do protocolo descrito por Scicchitano et al. (2009).
As eventuais dificuldades sdo o baixo rendimento da extracdo proteica causada por ligagdes
cruzadas inter e intra-moleculares induzidas por formaldeido e a possivel baixa porcentagem

de peptideos confidveis identificados (SCICCHITANO et al., 2009).

4.3.2 Obtenciao e preparacao dos cortes de tecido e confeccio de laminas

Os tecidos dos explantes de figado foram obtidos de ldminas do arquivo do Laboratorio de
Anatomia Patologica do Departamento de Patologia UFC e do laboratorio PATHUS. Nos casos
em que ndo hé ldmina reserva foram preparadas cinco ldminas de cada bloco selecionando os casos
em que a amostra for abundante, visando ndo correr o risco de danificar o bloco de parafina, tendo
em vista que o mesmo poderia ser usado novamente em uma eventual necessidade do paciente.

As laminas confeccionadas seguiram o protocolo habitual de corte histolégico em
micrétomo com espessura de 4um em ladmina comum e fosca ndo salinizada para facilitar sua

retirada com o bisturi para o processo de digestao das proteinas.

4.3.3 Procedimento de desparafinizaciao

As laminas com o material foram transferidas para uma cuba contendo xilol e mantidas por
10 min a temperatura ambiente nessa solucdo. Esse procedimento foi repetido seis vezes, utilizando
xilol P.A. a cada etapa.

Em seguida, as laminas foram transferidas para uma cuba contendo etanol 100% e
incubadas por 10 min a temperatura ambiente, repetindo-se esse procedimento por quatro vezes.

Decorrida a etapa anterior, as laminas foram transferidas para uma cuba contendo etanol
96% e mantidas nessa solug@o por 10 min a temperatura ambiente. A lavagem com etanol 96% foi
repetida quatro vezes. As Ultimas lavagens consistiram na incubagao das ldminas em cuba contendo
etanol 70% por 10 min a temperatura ambiente, sendo repetidas também quatro vezes.

Por fim, as 1aminas foram retiradas da cuba e procedeu-se a secagem em estufa a 60 °C por
20 minutos. O material seco foi entdo ressuspenso em 150 pL. em agua ultra-pura (obtida em Milli-

Q - Millipore) e submetido a sucessivas etapas de congelamento (com nitrogénio liquido) e
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descongelamento (5x) e a trés ciclo de sonicagdo. As proteinas obtidas foram quantificadas e
submetidas a digestdo com tripsina. Como houve um baixo rendimento proteico, as amostras foram
agrupadas em pools com a seguinte denominagdo: D (pool das amostras do figado dos doadores);
RT (pool das amostras de tumor dos pacientes com recidiva do CHC apds transplante hepatico);
RST (pool das amostras de figado cirrotico dos pacientes com recidiva do CHC apds transplante
hepatico); SRT (pool das amostras de tumor dos pacientes que ndo recidivaram apds transplante
hepatico); SRST (poo!/ das amostras de figado cirrdtico dos pacientes que nao recidivaram apos

transplante hepéatico).

4.3.4 Preparo de amostras para a fase analitica

Uma etapa de dessanilizacao foi realizada antes da parte analitica por espectrometria de
massas. Os peptideos tripticos foram dessalinizados em microcolunas home-made de fase reversa.
Construidas a partir de discos Empore™ SPE (Sigma-Aldrich, USA), com particulas C18 de
caracteristica hidrofobica, as microcolunas permitem a purificagdo e enriquecimento dos peptideos
a partir da retirada de sal e subsequente eluicdo dos mesmos. Para o preparo das microcolunas,
construidas em ponteiras P200, foram realizadas sequéncias de centrifugagdo a 1000g por 3 min
com 100pL de MeOH 100%, seguido de 100puL de solugdo de acetonitrila 80% (v/v) e acido acético
0,5% (v/v), e por fim 100uL de solugdo de acido acético 0,5% (v/v). Finalmente, os digestos
proteicos foram adicionados as colunas, centrifugados a 900g durante 4 min e dessalinizados duas
vezes com 100uL de solugdo de acido acético 0,5% (v/v) a 1000g por 3 min. A eluicdo dos
peptideos foi realizada com concentragdes crescentes de acetonitrila (25%, 50%, 80% e 100%),
mantendo a concentragdo de acido acético a 0,5% nas solucdes, e centrifugagdes lentas de 600g
durante 3 min. As fragdes, de 20uL (v/v) cada, foram coletadas em tubos Eppendorf LoBind. Os
peptideos eluidos foram liofilizados em concentrador rotatério SpeedVac™SC100 (Savant™) e

armazenados a -80°C até a quantificacdo, também realizada segundo a plataforma Qubit™.

4.3.5 Analise label-free por uPLC-MS/MS

Ap6s dessanilizagdo, as amostras ja em forma de peptideos foram quantificadas quanto a
sua concentragdo por meio de deteccdo de fluorescéncia pela técnica de Qubit™ (Invitrogen).

Primeiramente, preparou-se o reagente fluorescente a partir da jungdo entre solucdes de fluordforo



27

e tampao na propor¢do de 1:200. Em seguida, aliquotas de 3ul de amostra diluidas em agua Milli-
Q® (1:3) foram adicionadas ao reagente para atingir volume final de 200ul. As misturas foram
incubadas por 15 min cada, de forma sequencial, e entdo analisadas no equipamento portatil
Qubit™. Apds a leitura de cada amostra, a concentragdo final foi obtida multiplicando o valor da
leitura pelo fator de diluicdo escolhido. Esta ¢ uma importante etapa para garantir a qualidade

analitica do experimento.

As amostras foram analisadas por um sistema cromatografico RLSCnano-UPLC Dionex
Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific) acoplado a um espectrometro de massas LTQ-Orbitrap
Elite (Thermo Fisher Scientific). Da fracdo de proteinas extraidas e processadas, foi injetado 0,8
ug de peptideos em pré-coluna home-made (100 pm de diametro interno x 3 cm de comprimento).
Posteriormente, esses peptideos foram fracionados em coluna analitica home-made (75 pm de
didmetro interno x 24 cm de comprimento) com particulas C18 Reprosil Pur de 3 um e poros de
120A (Dr. MaichGmbH). O gradiente linear de eluigio entre os solventes A (4cido formico 0,1%
em agua) e B (dcido férmico 0,1% em acetonitrila) foi composto de 2% a 35% de B durante 155

min.

Os espectros de massas foram adquiridos em modo positivo com aquisi¢ao de espectros de
MS/MS dependende de dados (Data Dependent Acquisition — DDA). Em MS1 foram obtidos
espectros em alta resolugdo (120000 FWHM) entre 300 — 1650 m/z no analisador Orbitrap. Cada
varredura foi seguida por MS2 dos 20 ions mais intensos, acima do sinal minimo requerido de
3000, no analisador ion trap pelo método de dissociacdo induzida por colisdo (CID). A reandlise
de ions ja fragmentados foi inibida por exclusao dindmica, favorecendo a identificagao de peptideos

menos abundantes.

4.3.6 Analise e processamento de dados

Os espectros foram processados pelo software Progenesis QI
(http://www.nonlinear.com/progenesis/qi) (Nonlinear Dynamics©), em que primeiramente foram
submetidos ao alinhamento do tempo de retencdo cromatrografico e em seguida quantificados de
acordo com a area de intensidade integrada dos picos recuperados do Extracted lon Chromatogram

(XIC).
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A aplicacdo do filtro Anova (p < 0.05) garantiu a triagem de eventos estatisticamente
significativos, no intervalo de confianca de 95%. Estes tiveram seus espectros de MS2 aceitos para
exportacdo e identificagdo na plataforma Peaks® Studio 7.0 (http://www.bioinfor.com/peaks-
studio) (Bioinformatics Solutions, Inc.) obedecendo os seguintes parametros: proteinas com
minimo de 2 peptideos, taxonomia Homo sapiens, banco de dados UniProtKB - SWISS-
PROT/TrEMBL (novembro/2019), acuracia MS1 de 10 ppm; acuracia MS2 de 0,5 Da; até 2 locais
de clivagem perdidos; carbamidometilacdo de cisteinas como modificacdo fixa; oxidacdo de
metionina como modificagao variavel.

O numero de proteinas, grupos de proteinas e nimero de peptideos foram filtrados com
FDR inferior a 1%. Além disso foram ativados os modulos de busca por modificagdes do banco
Unimod com base em padrdes de fragmentagdo, bem como busca de mutagdes pontuais. A lista de
identificagdes foi exportada novamente para o sofiware Progenesis QI, em que se aplicaram
também as identificacdes de proteina o filtro Anova (p < 0.05).

Com base na analise comparativa entre os grupos RT vs. SRT e RST vs. SRST, foram
identificadas as proteinas exclusivamente expressas nos grupos RT e RST. Os genes relativos a
estas proteinas foram analisados utilizando o servidor miRNet 2.0 através de busca por microRNA
em banco de microRNAs de figado humano (CHANG et al.,2020), identificando assim as proteinas
mais relevantes tendo por base suas regulacdes pelos microRNAs e suas interagdes com vias de

sinalizacdo e processos biologicos.

5. RESULTADOS

Os pacientes recidivados ap6s transplante hepatico apresentaram valores de AFP maiores
que o grupo que ndo recidivou. Além disso, foi observado uma maior taxa de invasdo
microvascular, maior nimero de nédulos no explante € um maior volume tumoral no explante

(tabela 02).
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Tabela 2 - Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com recidiva e ndo recidiva apds

transplante hepatico

CARACTERISTICAS CLINICO- RECIDIVA NAO
PATOLOGICAS (N=8) RECIDIVA
(N=13)

Idade em anos (mediana) 57,5 (52 — 66) 60 (44 — 66) p =100
Sexo masculino 05 (62,5%) 09 (69%) p =100
Grau de diferenciacio p=0.25

Moderado 07 (87,5%) 12 (92,3%)

Pouco 01 01
Niuimero de nédulos no explante 3,0 (1-8) 1,0 (1-2) p=0,006
(mediana)
Volume total do tumor no explante (cm?) | 5,10 (3,1 —8,5) 2,50 (1,5-4,2) p<0,001
(mediana)
Invasio microvascular 03 (37,5%) Zero p=0,042
AFP em ng/ml (mediana) 194 16,7 p=0,037
1nQ 21,7 - 749 432 -75,2

AFP : Alfafetoproteina; 11Q: intervalo interquartil

Foram encontradas 2944 proteinas no experimento, divididas em 580 proteinas no cenario
tumor recidivado ap6s transplante hepatico (RT); 761 proteinas no cenério de tumor nao recidivado
apos transplante hepatico (SRT); 584 proteinas no cenario do figado cirrético do paciente com
recidiva apds transplante hepatico (RST); 580 no cenario do figado cirrdtico do paciente que ndo
apresentou recidiva ap6s transplante hepatico (SRST) e 439 proteinas no cenario do tecido hepatico
do doador (D). Foi observado que, analisando todos os cenarios em conjunto, ndo houve nenhuma
proteina exclusiva do cenario do CHC que recidivou apos transplante hepatico (RT). O figado
cirrotico do paciente com tumor que recidivou (RST) apresentou 91 proteinas exclusivas, ja o
cenario do CHC que ndo apresentou recidiva (SRT) obteve 248 proteinas exclusivas. O figado
cirrotico do paciente com CHC que ndo recidivou (SRST) ndo apresentou nenhuma proteina
exclusiva e os doadores, considerados os figados nao-patoldgicos, apresentaram 123 proteinas

exclusivas. No total, foram 178 proteinas em comum a todos os cenarios (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de Venn demonstrando todos os cenarios do experimento.

Analisando a comparagdo do cendrio do tumor que recidivou apds transplante
hepético com o tumor que nao recidivou, vimos que houve 206 proteinas exclusivas no RT,

374 proteinas em comum aos dois cenarios e 387 proteinas exclusivas no SRT (Figura 6).
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Figura 6 - Diagrama de Venn: RT vs SRT

Na comparacao do figado cirrético do paciente com tumor que apresentou recidiva com o
figado cirrdtico do paciente com tumor que ndo recidivou, foram observadas 227 proteinas

exclusivas no RST, 223 proteinas exclusivas no SRST e 357 proteinas em comum (Figura 7).
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Figura 7 - Diagrama de Venn: RST vs SRST

Apos estes primeiros dados, foram analisadas quais proteinas exclusivas do cenario do
tumor que recidivou ap0s transplante hepatico seriam mais relevantes. Baseado em bancos de
dados de microRNAs e suas regulagdes nas expressdes das proteinas encontradas, observaram-
se 9 proteinas com alta relevancia quanto a sua interagdo em vias de sinalizacdo e quanto a
regulacdo génica pelos microRNAs: Fosfoglicerato Deidrogenase (PHGDH), Serina
Hidroximetiltransferase (SHMT2), Fator de ADP-Ribosilacao 4 (ARF4), Sequestossomo 1
(SQSTM1), Filamina A (FLNA), Heat Shock Protein familia D membro 1 (HSPD1), Miosina
IT ndo muscular (MYH9), Substrato C-Quinase rico em alanina miristoilada (MARCKYS),

Translocase da camada interna da mitocondria (TIMM-13) (Figura 8).
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Figura 8 - Diagrama de relagdo entre proteinas ¢ miRNAs exclusivos do tumor que apresentou recidiva apos
transplante hepatico. Circulo amarelo: proteinas; quadrado azul: microRNAs. Quanto maior o circulo ou o

quadrado, maior a relevancia quanto as interagcdes com vias de sinaliza¢do e processos biologicos.

Foram analisadas também quais proteinas do figado cirrético do paciente com tumor que
recidivou apds o transplante hepatico seriam mais relevantes. Baseado em banco de dados de
microRNAs e suas regulacdes nas expressoes das proteinas encontradas, observaram-se 15
proteinas com alta relevancia quanto a sua interagdo em vias de sinalizagdo e quanto a regulacao
génica pelos microRNAs: Filamina A (FLNA), “Heat Shock Protein” familia D membro 1
(HSPD1), Fibronectina 1 (FN1), Fator de crescimento derivado do hepatoma (HDGF),
Calnexina (CANX), Guanina Deaminase (GDA), Cadeia alfa-2 do colageno tipo 4 (COL4A2),
Proteina tipo 4 associada a microtubulo (EML4), Calreticulina (CALR), Alfa-1 antitripsina
(SERPINAL), Serina/treonina quinase associada aos microtibulos (GWL/ MASTL),
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Diidropteridina redutase quinoide (QDPR), Beta-2 Microglobulina (B2M), Transgelina
(TAGLN), Superoxido Dismutase 1 (SOD1) (Figura 9).
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Figura 9 - Diagrama de relag@o entre proteinas e miRNAs exclusivas do figado cirrético do paciente com recidiva
apos transplante hepatico. Circulo amarelo: proteinas; quadrado azul: microRNAs. Quanto maior o circulo ou o

quadrado, maior a relevancia quanto as interagcdes com vias de sinaliza¢ao e processos biologicos.

Analisando as proteinas exclusivas de cada cenario, observou-se que 0s principais processos
bioldgicos envolvidos com o tumor que recidivou pos-transplante hepatico sdo os descritos a
seguir: estresse oxidativo, divisdo/adesdo/motilidade celular e metabolismo mitocondrial (Tabela

3).
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Tabela 3 - Relacdo entre processos biologicos e proteinas exclusivas do tumor recidivado.
PROCESSO BIOLOGICO PROTEINA
ESTRESSE OXIDATIVO / METABOLISMO | Fosfoglicerato Deidrogenase (PHGDH)
CELULAR

Serina Hidroximetiltransferase (SHMT2)

Sequestossomo 1 (SQSTM1)
DIVISAO/ADESAO/MOTILIDADE CELULAR Fator de ADP-Ribosilagao 4 (ARF4)

Filamina A (FLNA)

Miosina II ndo muscular (MYH9),

Substrato C-Quinase rico em alanina miristoilada

(MARCKS)

METABOLISMO MITOCONDRIAL Heat Shock Protein familia D membro 1 (HSPD1)

Translocase da camada interna da mitocondria (TIMM-

13)

Analisando as proteinas exclusivas do cenario do figado cirrético do paciente com tumor
que apresentou recidiva apds transplante hepatico, observamos que os processos biologicos
relacionados sdo os seguintes: metabolismo dos aminoacidos, adesdao/divisdo/motilidade celular,

estresse oxidativo, sinalizacdo celular e resposta imunologica (Tabela 4).

Tabela 4 - Relagdo entre processos biologicos e proteinas exclusivas do figado cirrético do paciente com recidiva do
tumor apos transplante hepatico
PROCESSO BIOLOGICO PROTEINA
METABOLISMO DOS AMINOACIDOS E | Calnexina (CANX)
CELULAR

Calreticulina (CALR)

Guanina Deaminase (GDA)
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Alfa-1 antitripsina (SERPINA1)

Diidropteridina redutase quinoide (QDPR)

ADESAO/DIVISAO/MOTILIDADE CELULAR Filamina A (FLNA)

Fibronectina 1 (FN1)

Cadeia alfa-2 do coldgeno tipo 4 (COL4A2)

Proteina tipo 4 associada a microtiibulo (EML4)

Serina/treonina quinase associada aos microtubulos

(GWL/ MASTL)

Transgelina (TAGLN)
ESTRESSE OXIDATIVO Superoxido Dismutase 1 (SOD1)
SINALIZACAO CELULAR Fator de crescimento derivado do hepatoma (HDGF)
RESPOSTA IMUNOLOGICA Beta-2 Microglobulina (B2M)

6. DISCUSSAO

6.1 Importancia dos efetores moleculares exclusivos do cenario do CHC recidivado

apos transplante hepatico comparado ao cenario do CHC nio recidivado

Na comparagdo da andlise protedmica do cenario do CHC recidivado apos transplante
hepatico com o cenario do CHC que ndo recidivou foram identificadas 206 proteinas exclusivas do

cenario da recidiva. Apds analise da interagcdo das proteinas e regulacdo génica pelos microRNAs,
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identificamos 09 proteinas mais relevantes, que sdo: PHGDH, SHMT2, ARF4, SQSTM1, FLNA,
HSPD1, MYH9, MARCKS e TIMM13.

A enzima Fosfoglicerato Deidrogenase (PHGDH) participa da transformacdo de 3-
fosfoglicerato em serina, que ird participar de outras reagdes para formagdo de NAPDH. Este faz
parte do balango redox (SAMANTA et al., 2016). Além desta fun¢do, a serina fornece carbono
para o metabolismo anabolico e rea¢des de metilagdo no organismo (REID; ALLEN; LIU, 2018).
Em estudo com células de CHC, foi observado que a PHGDH estd associada a resisténcia ao
tratamento com sorafenibe. Isto ocorre principalmente devido a diminui¢do do efeito dos radicais
livres produzidos pelo sorafenibe em decorréncia da agdo do NADPH produzido na atividade desta
enzima (WEI et al., 2019). Em outros estudos, a PHGDH esta relacionada a proliferacdo celular e
metastases (LIU et al., 2017; LI et al., 2020). Pacientes com alta expressio de PHGDH
apresentaram pior sobrevida e maior taxa de recorréncia (LI et al., 2020). Em nosso estudo, foi
demonstrado que a PHGDH estava presente exclusivamente no cenério de recidiva do CHC. Esta
observagdo provavelmente esta relacionada a um desequilibrio das espécies reativas do oxigénio,
favorecendo a formagao de metastases ¢ a recidiva do tumor.

SHMT?2 ¢ uma enzima localizada na mitocondria e envolvida na conversdo de serina em
glicina com liberagdo de carbono e formagdo de 10-metileno tetraidrofolato (THF), substancia
importante na sintese de purinas e o crescimento/proliferagdo celular. Somando-se a esta funcao, a
transformac¢do de 10 metileno-THF em 10-formil-THF produz NADPH que atua no balan¢o do
estresse oxidativo (TONG et al., 2020). Em andlise génica e proteica de amostras de CHC, foi visto
que os niveis de SHMT2 foram maiores em tecido tumoral comparado com tecido sem tumor. Estes
niveis tinham correlacdo com o grau de diferenciagdo dos CHCs, e mostraram-se como fator
prognostico independente na sobrevida global (JI ez al., 2019). Foi observado ainda que a inibi¢ao
de SHMT?2 em células de CHC diminuiram a proliferagao e migragao celular (JI et al., 2019) (WOO
et al., 2016). Estes dados mostram a correlacdo desta proteina com o risco de recidiva e metéstases
no CHC supostamente embasado pela desregulacio do estresse oxidativo e producdo de substrato
para proliferagdo celular, corroborando nossos achados.

Fator 4 de Ribosilagao do ADP (ARF4) ¢ uma proteina que regula o transporte dos
endossomas para o complexo de Golgi (NAKALI et al., 2013). ARFs estdo envolvidos em varios
processos celulares, incluindo transito de vesiculas, citocinese, adesdo celular e invasdo da célula

tumoral, e s@o ativadores da fosfolipase D (PLD). ARF4 esta relacionada ao processo de metastases
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e invasdo do cancer de mama in vitro (JANG et al., 2012) e a proliferagdo do cancer de ovario (WU
et al., 2018). Neste experimento foi observado que esta proteina estava exclusivamente expressa
no cenario do CHC recidivado em acordo com o observado em outros tumores. Sdo necessarios
mais estudos quanto ao seu papel no CHC, mas provavelmente esta relacionada ao processo de
invasao e formagao de metastases devido as altera¢des na adesao ¢ motilidade celular.

A sequestossomo 1 (SQSTM1) ¢ uma proteina que se liga a ubiquitina p62 e serve como
uma base de sinalizagdo para varios processos celulares. A SQSTM lesta envolvida na resposta ao
estresse oxidativo e funciona como receptor de cargas ubiquitinadas para autofagia
(KATISURAGI; ICHIMURA; KOMATSU, 2015). No CHC, estudo mostrou que a expressao de
SQSTMI estava relacionada a resisténcia a drogas e maior proliferagdo celular (SAITO et al.,
2016). Neste estudo, esta proteina estava presente exclusivamente no cendrio de recidiva tumoral,
sugerindo correlagdo com recidiva e formacgdo de metastases. Em canceres gastrico e ovarianos, a
alta expressdo desta proteina esteve relacionada a melhor prognostico (KIM et al., 2019; WANG
et al., 2018). Existem dados conflitantes dependendo do tumor observado, mas os achados neste
experimento podem estar relacionados ao distirbio do estresse oxidativo e no processo de apoptose,
dependente da autofagia.

A FLNA ¢ uma proteina estrutural do citoesqueleto que tem papel fundamental na estrutura
celular e em sua motilidade. Ela ¢ capaz de ancorar filamentos de actina a locais de ligacao da
célula e a matriz extracelular (DJINOVIC-CARUGO; CARUGO, 2010). Estas caracteristicas
podem estar relacionadas a uma maior tendéncia a proliferacdo, invasividade e formacao de
metastases. Em estudo com células de CHC, foi observado uma superexpressao de FLNA nos
tumores com alto potencial de metéstases (Al et al, 2011). Em tumores de colo uterino, foi
observado também que esta proteina estava associada a metastases linfonodais e invasdo
parametrial (JIN; PEI; WEN, 2016). Em outro estudo, foi observado que a expressao desta proteina
estava associada a recorréncia precoce do CHC ap6s hepatectomia (DONADON et al., 2018).
Esses resultados corroboram o achado neste trabalho.

A Heat Shock Protein Family D member I também conhecida como HSP60, ¢ uma proteina
da familia chaperone localizada na mitocondria que pode funcionar como molécula sinalizadora
do sistema imune inato. Esta proteina ¢ peca fundamental na condensa¢do e montagem das
proteinas recém chagadas na mitocondria (ARYA; MALLIK; LAKHOTIA, 2007). Em amostras

de tecido de CHC foi observado uma menor expressao de HSP60 ao nivel de mRNA e niveis
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proteicos quando comparados com tecido hepatico sem tumor do mesmo paciente. Além disso, foi
demonstrado que uma baixa expressdao de HSP60 esta correlacionada a pior diferenciagdo tumoral,
maiores niveis de AFP e pior sobrevida global. Em nivel celular, foi observado que HSP60 induz
a diferenciagdo celular, além de inibir invasdo e migracdo de células de CHC. Entretanto, esta
proteina ndo tem efeito na proliferacdo e apoptose (ZHANG et al., 2016). Existem dados
conflitantes na literatura, visto que outro estudo mostrou que HSP60 esté associado a crescimento
e proliferagdo tumoral além de efeito anti-apoptotico (HUANG ez al., 2018). Neste estudo, a mesma
encontra-se relacionada ao cendrio do tumor recidivado apos transplante hepatico, provavelmente
conexa a uma maior producao de proteinas defeituosas que estimulam a invasdo e migragao celular.

A miosina II ndo-muscular (NMM-II) ¢ uma proteina codificada pelo gene da Cadeia 9 da
Miosina Pesada (MYH9) e pertence a superfamilia das miosinas. A NMM-II ¢ um hexamero
formado por duas cadeias pesadas, duas cadeias leves regulatdrias e duas cadeias leves essenciais
(WANG; LIU; YANG, 2019). Foi descoberto que a proteina codificada pelo gene MYH9 tem
importante papel no cancer como uma citocina envolvida na reorganizacdo do citoesqueleto, na
formacao de pseuddpodes celulares, e migragdo. A fungdo desta proteina depende principalmente
da familia Rho GTPase (Proteina G). A alta expressdo desta proteina ¢ comumente encontrada em
tumores de pulmao de pequenas células, tumores de mama, leucemias, cancer gastrico, cancer de
esofago e outros tumores malignos (WANG; LIU; YANG, 2019). No CHC, a miosina nao
muscular funciona como substrato de quinases que facilitam o processo de migragdo de células
malignas (CHEN et al., 2016). Isto corrobora o achado desta proteina no cendrio de recidiva
tumoral pos-transplante, facilitando a formacao de metastases.

As interacdes diretas do substrato C-quinase rico em alanina miristoilada (MARCKS) com
o citoesqueleto tém sido implicadas na regulacdo da migracao celular bem como na regulacio de
secrecdo de mucina pelo epitélio bronquico. A MARCKS apresenta similaridade com outra
proteina que regula as atividades da proteina do Retinoblastoma (Rb). A Rb estd envolvida na
regulacdo do ciclo celular (EL AMRI; FITZGERALD; SCHOLESSER, 2018). A MARCKS esta
superexpressa em tecidos de CHCs e esta relacionado a migracdo e invasdo celular (SONG et
al.,2015). Além dessas observagdes, foi visto que esta proteina tem relagcdo com a renovagdo das
células iniciadoras do cancer (CHEN et al., 2018). Esses dados confirmam os achados do nosso
estudo, em que esta proteina esteve exclusivamente presente no CHC no cenario de recidiva quando

comparado ao cendrio sem recidiva.
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A Translocase da camada Interna da mitocondria (TIMM13) est4 envolvida no transporte
de metabdlitos do citoplasma para camada interna da mitocondria. Esta proteina mostrou-se como
fator progndstico no cancer de endométrio, sendo a alta expressao relacionada a melhor sobrevida.
No cancer de pancreas, esta proteina também se comportou como fator progndstico sendo a alta
expressdo dela relacionada a melhor sobrevida. J& no CHC, esta proteina ndo se mostrou fator
prognostico (EXPRESSION...,2020). Neste estudo estd expressa apenas no cendrio dos tumores
que recidivaram, podendo ter papel na formagao de metéstases devido a um distirbio na regulacao

do metabolismo mitocondrial.

6.2 Importancia dos efetores moleculares exclusivos do cenario do figado cirrético dos
pacientes que apresentaram recidiva apos transplante hepatico comparado aos que nio

recidivaram.

Na comparagdo da andlise protedmica do cenario do figado cirrotico do paciente com CHC
recidivado apos transplante hepatico com o cenério do figado cirrético do paciente com CHC que
ndo recidivou, identificamos 227 proteinas exclusivas do cendrio da recidiva. Apds andlise da
interacdo das proteinas e regulacdo génica pelos miRNAs, identificamos 15 proteinas mais
importantes, que sdo: FLNA, HSPD1, FN1, HDGF, CANX, GDA, COL4A2, EML4, CALR,
SERPINA1, GWL/ MASTL, QDPR, B2M, TAGLN, SODI.

A Fibronectina 1 (FN1) ¢ uma glicoproteina da matriz extracelular que se liga a integrinas.
Elas sdo importantes na adesdo celular, crescimento, migragdo, e diferencia¢do além de participar
de processos importantes como a cicatrizacdo e desenvolvimento embrionario (PANKOV;
YAMADA, 2002). No carcinoma hepatocelular (CHC) foi encontrado uma alta expressdo de FN1.
Somando-se a isso, foi observado que a expressao desta proteina promove uma maior invasividade
e migragdo celular (KRISHNAN et al., 2020). Estes dados corroboram nosso achado de relacdo de
FN1 com o cenério de recidiva tumoral.

O fator de crescimento derivado do Hepatoma (HDGF) ¢ uma proteina de ligagao a heparina
que pertence a familia de fatores de crescimento chamada proteinas relacionadas ao HDGF
(KISHIMA et al., 2002). O HDGF regula a expressao génica da transicao epitélio-mesenquimal e
ciclo celular por meio das vias de sinalizagdo PI3K-AKT e beta-catenina (LIU et al., 2019),

processo que facilita a invasividade e formagdo de metastases. A expressio de HDGF ¢
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significantemente maior em tecidos humanos de CHC comparado ao figado adjacente ndo tumoral
(YOSHIDA et al., 2003). A inibigdo do HDGF mostrou redu¢do do crescimento tumoral em estudo
in vivo (ENOMOTO et al., 2015). Foi observado que a inibicdo do HDGF levou a diminui¢do da
capacidade de metastases e crescimento celular do CHC (YANG et al., 2016). Estes dados nos
levam a acreditar que esta proteina esteja relacionada a recorréncia, em acordo com nossos achados.

Calnexina ¢ uma proteina predominante do reticulo endoplasmatico que atua ajudando no
enovelamento das proteinas para determinar sua funcionalidade ou degradacdo. Ela pode se
localizar na superficie celular, mas sua importancia nesta localizagdo nao ¢ muito conhecida
(BEDARD et al.,2005). Estudo em animais mostrou que a CANX estava relacionada a degradacao
de matriz extracelular no cancer de mama e hepatico (ROS et al., 2020). Este processo pode facilitar
a formagao de metastases e levar a recorréncia. Em nosso estudo foi demonstrado que esta proteina
estava presente exclusivamente no figado cirrético do paciente com tumores que recidivaram,
sugerindo que ela tenha algum papel na promog¢do do evento de degradacdo e remodelamento
tecidual.

A guanina Deaminase (GDA), também conhecida como guanase, participa do metabolismo
dos nucleotideos, transformando guanina em xantina. Em estudos com cancer géstrico foi
demonstrado que esta enzima estava com atividade aumentada no tecido tumoral comparado com
tecido normal adjacente (DURAK et al., 1994), podendo estar relacionada a promog¢ao desta
neoplasia. Neste estudo vimos que esta proteina estava presente exclusivamente no figado cirrético
do paciente com tumor recidivado, podendo estar relacionada a promocao de recidiva e metéstases
através de um disturbio no metabolismo dos nucleotideos com formacdo de substrato para
proliferacdo celular.

A cadeia alfa-2 do colageno tipo 4 (COL4A2) ¢ uma proteina fundamental na composi¢ao
da membrana basal. Ela participa ainda da interacdo intercelular e entre a célula e a matriz
extracelular por meio de fatores de crescimento e receptores da superficie celular (PARKIN et al.,
2011). J& foi demonstrado que os tumores triplo negativos de mama apresentam uma maior
expressdo de COL4A2 comparado aos tumores ndo triplo negativos. A inativagdo desta proteina
diminuiu a proliferagdo e migragao celular e inibiu o crescimento por meio da inducdo da apoptose
de tumores triplo negativos (JINGSONG et al., 2017). No CHC foi observado que a alta expressao

do COL4A2 estd relacionada a uma menor sobrevida livre de progressdo (LIU et al., 2020).
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Baseado nos dados da literatura, espera-se que esta proteina facilite a recorréncia do CHC,
corroborando os achados descritos aqui.

A proteina tipo 4 associada a microtiibulo (EML4) ¢ uma proteina que faz parte da familia
das proteinas associadas aos microtibulos que sdo envolvidas no processo de atuagdo dos
microtibulos na mitose e na ligacdo destes ao cinetocoro (CHEN et al., 2015). Esta proteina ¢é
bastante estudada no cancer de pulmao e quando ha uma fusdo dos genes EML4 e ALK (Anaplastic
Lymphoma Kinase) ha uma melhor resposta e melhor sobrevida livre de progressao com o uso de
crizotinibe (BAYLISS ef al, 2016). Neste experimento esta proteina esteve presente
exclusivamente no figado cirrotico dos pacientes com tumores recidivados, podendo estar
relacionada a uma maior proliferagdo celular e divisdo celular, promovendo o ambiente necessario
para recidiva tumoral.

A calreticulina (CALR) ¢ uma proteina do reticulo endoplasmatico de ligacao ao célcio que
ajuda no enovelamento das proteinas que sdo excretadas ou incorporadas @ membrana plasmatica.
Funciona como um sistema de controle de qualidade celular, ndo permitindo a exportacao precoce
de proteinas malformadas do reticulo endoplasmatico (FUCIKOVA et al.,2021). No CHC, foi
observado que a inibigdo da CALR levou a uma diminuicao da proliferagdo celular, invasividade
e aumento da apoptose in vitro. Este efeito se da provavelmente pela via de sinalizagdo PI3K/AKT.
Em experimento utilizando tecido de tumores ressecados foi observado que a expressao da proteina
calreticulina foi maior no CHC comparado com tecido ndo tumoral adjacente além de apresentar
correlagdo com metastases, em similaridade com nossos resultados (FENG et al., 2015).
Considerando sua func¢do, a maior atuacdo desta proteina levaria a uma protecao dos tumores ao
processo apoptotico.

A Alfa-1 Antitripsina (AAT) ¢ uma glicoproteina de fase aguda sintetizada principalmente
no figado e ¢ a principal proteina sanguinea depois da albumina e imunoglobulinas. A AAT ¢ bem
caracterizada como um controlador da lesdo pulmonar por meio do seu efeito inibitdrio sobre as
serina proteases neutrofilicas (JANCIAUSKIENE et al., 2018). Parece ter papel biologico na
homeostase, reparo e regeneracio tecidual. E proposto que o acimulo desta proteina intracelular
no figado possa levar ao dano celular contribuindo com a carcinogénese (CARLSON et al., 1989).
Em estudo com pacientes portadores de CHC foi visto que a alfa-1 antitripsina estava superexpressa
no sangue dos pacientes metastaticos e pode servir como possivel marcador prognoéstico (QIN et

al., 2013). Estudo com cé¢lulas de tumores de mama mostrou que esta proteina estava
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correlacionada com maior invasividade e migragdo tumoral (ZHAO et al, 2018). Neste
experimento esta proteina esteve presente exclusivamente do figado cirrdtico dos pacientes com
tumores recidivados, dando suporte a uma provavel correlagdo desta proteina com o
desenvolvimento da recorréncia do CHC decorrente por meio de uma desregulagdo homeostatica
e do reparo tecidual, ocasionado por um estado inflamatorio cronico.

A serina/treonina quinase associada aos microtubulos (MASTL) ¢ uma quinase essencial
para a condensagdo correta do cromossomo e progressao do ciclo celular por meio da mitose e
meiose (FATIMA; SINGH; DHAWAN, 2020). Investigando a fun¢gdo da MASTL no CHC foi
observado que a superexpressao desta proteina estimulou a prolifera¢do celular e progressao do
ciclo celular. Além disso, foi descrito na literatura sua maior expressdao em tecido tumoral quando
comparado ao tecido ndo tumoral adjacente (CAO et al., 2019). Neste estudo foi visto que esta
proteina esta presente apenas no figado cirrético do paciente com tumor que recidivou comparado
ao microambiente do tumor que ndo recidivou, podendo ter papel importante no desenvolvimento
da recidiva, por meio de um favorecimento de eventos de divisao celular no tecido.

A diidropteridina redutase quinoide (QDPR) é uma enzima que faz parte do processo de
reciclagem da tetraidropterina (B4H). Esta substancia ¢ utilizada pela fenilalanina hidroxilase e
o6xido nitrico sintase (XU et al., 2014). Um estudo mostrou o papel desta enzima no metabolismo
do folato, substancia fundamental nos processos de proliferagdo celular (ZHENG et al., 2018).
Neste experimento, a QDPR esteve presente exclusivamente no cenério do figado cirrético do
paciente com tumor recidivado, podendo estar relacionado ao processo de metastases e recidiva,
por aumentar o suporte de folato necessario para proliferagdo celular.

A Dbeta-2 microglobulina (B2M) ¢é o componente extracelular do complexo de
histocompatibilidade maior tipo I (MHC 1) que esta presente em todas as células nucleadas do
corpo humano. Estas moléculas sdo importantes para que o sistema imune reconhega a si mesmo e
desenvolvam linfocitos T CD8+ (ROBERTS; ORDWAY; ORME, 1993). Em experimentos de
expressao de proteinas no soro de pacientes com CHC foi observado uma maior expressao de B2M
em comparacdo com controles sadios. Isso sugere que esta proteina poderia ser usada como
biomarcador diagnodstico (KUANG et al., 2018). Em outro estudo foi demonstrado que esta
proteina poderia ser usada como biomarcador para progressao para cirrose ¢ CHC, em pacientes
infectados com virus da hepatite C (OUDA et al., 2015). Em nossos resultados, a beta-2

microglobulina esteve associada ao figado cirrotico do paciente com CHC recidivado, podendo
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exercer algum papel na promocao da formacao de metéstases e recorréncia do tumor, por meio de
uma resposta imune ineficaz em reconhecer e destruir células tumorais.

Transgelina (TAGLN) ¢ uma proteina do citoesqueleto que se liga a actina. Esta proteina ¢
considerada um marcador génico das células do musculo liso vascular (ASSINDER; STANTON;
PRASAD, 2009). Além disso foi demonstrado que esta proteina funciona como um supressor da
MMP9, efetor importante na destruicdo da matriz extracelular (NAIR; SOLWAY; BOYD, 2006).
Estudos com tecidos de tumores colorretais mostraram que a expressao desta proteina foi menor
nos tecidos tumorais em comparagdo ao tecido normal adjacente. A inibicdo desta proteina levou
ao aumento da proliferacdo celular, suprimiu a apoptose e aumentou a capacidade de invasdo das
células de tumor colorretal. Foi observado ainda que houve um aumento da expressdao da MMP9
(LT et al., 2013). No cancer de bexiga foi observada uma maior expressao desta proteina (por meio
de testes imuno-histoquimicos) em comparacao com tecido normal de bexiga. Foi observado ainda
que a alta expressao da TAGLN estava associado a uma alta taxa de metastases pos-operatorias,
além de menor sobrevida global. Experimentos in vifro mostraram que esta proteina promove a
migracdo e invasividade das células do cancer de bexiga metastatico (CHEN ez al., 2019) Neste
estudo, a TAGLN estd presente exclusivamente no figado cirrético do paciente com tumor
recidivado, indicando um possivel papel desta proteina na promo¢do da recidiva tumoral
corroborando dados da literatura. Esta proteina pode propiciar um ambiente ideal para proliferagdo
e migracao das células do CHC.

A superdxido dismutase 1 (SOD1) ¢ uma enzima responsavel pela conversao de superoxido
em oxigénio e perdxido de hidrogénio, portanto exercendo atividade antioxidante. Dentre todas as
superoxidos dismutases, SOD1 representa a principal forma citosélica e entrega 80% de toda
atividade desta enzima (WATANABE et al., 2014). Em células de mamiferos, a dele¢ao de SODI1
leva a morte celular pelo acimulo de metabolitos do estresse oxidativo (INOUE et al., 2010). Em
estudos com carcinoma de pulmao, houve uma superexpressao tanto do mRNA, quanto proteico
de SODI1 no tecido tumoral, comparado com tecido normal adjacente. Foi observado ainda que alta
expressdo de SODI1 foi fator progndstico independente para pior sobrevida nestes pacientes. Em
analises com células de tumores de pulmio foi observado que a alta expressdo de SODI esta
correlacionado a invasdo, migracdo e proliferacdo celular (LIU et al., 2020). No cancer de mama
foi visto que a superexpressao de SOD1 estava associada a maior proliferagdo celular e maior

capacidade de formar metéstases (LI et al., 2020). Estudo em modelos animais mostrou que a
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dele¢do de SODI levou a formag¢ao de CHC em até 70% dos animais (ELCHURI et al., 2005).
Este dado vai de encontro aos achados em outros tumores, mas demonstra o possivel efeito do
acumulo de radicais livres no desenvolvimento do CHC. Neste estudo, observa-se que esta proteina
estava presente exclusivamente no cenario do figado cirrético do paciente com CHC recidivado,
podendo também estar relacionada ao desenvolvimento de metastases e recidiva tumoral.

Este estudo apresenta como limitacdo, o fato de ndo ter sido possivel calcular a quantidade
de proteinas individualmente de cada paciente, como foi planejado inicialmente, devido ao baixo
rendimento na aquisi¢do de proteinas. Portanto, as amostras foram analisadas em pools, ndo sendo
possivel determinar qual proteina estaria superexpressa e qual estaria com expressao diminuida em
cada individuo. Além do baixo rendimento na extragdo das proteinas de material parafinado ja
conhecido, levanta-se a hipotese que as condi¢des de armazenamento dos blocos e a qualidade do
formol e da parafina utilizado para confec¢do dos blocos, podem ter diminuido ainda mais o
rendimento do processo. Outro ponto fraco foi a auséncia de validagdo interna e validagdo externa.
Um ponto que torna os achados aqui descritos relevantes € o fato de terem sido analisados pacientes
com seguimentos de mais de 5 anos que ndo recidivaram, comprovando que eles representavam
realmente este cenario. Podemos citar ainda como fator de inovagao o uso de amostras de blocos
de parafina, pois isso facilitaria a aquisi¢ao de dados clinicos em coortes retrospectivas diminuindo
tempo e custo dos estudos.

Esses dados suportam e adicionam conhecimento ao entendimento dos processos
relacionados a recidiva deste tumor. Esta informacdo ¢ importante uma vez que pode auxiliar a
desenvolver critérios para selecdo de pacientes para o transplante hepatico, além de tratamentos

adjuvantes ou neoadjuvantes do CHC.

7. CONCLUSAO

Houve diferenca entre o perfil proteico encontrado no cendrio de carcinomas
hepatocelulares que recidivaram apos transplante hepatico comparado aos que nao recidivaram.
Identificaram-se também diferengas entre o cendrio do figado cirrético do paciente com tumor

recidivado comparado ao do paciente com tumor que nao recidivou.
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Considerando o cenario do tumor recidivado, as proteinas fazem parte principalmente dos
processos de divisdo/adesao/motilidade celular. No figado cirrdtico do paciente com recidiva do
tumor, as principais vias foram de divisdo/adesdo/motilidade celular, seguida por alteragdes no

metabolismo celular e no regime de aminoacidos.
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Bairro: RodolfoTeofilo

UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8613 Fax: (85)3281-4961

CEP: 60.430-370

E-mail: cephuwc@huwc.ufc.br
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Continuagéo do Parecer: 2.275.202
/ Brochura mica_corrigido.docx 10:24:55 |Surima Aceito
Investigador
Informagbes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 23/02/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_861081.pdf 12:49:38
TCLE / Termos de |03_Declaracao_dispensa_tcle.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
Assentimento / 12:47:28 |Surima
Justificativa de
Auséncia
Outros 11_Carta_de_anuencia.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
12:33:14 | Surima
Declaragéo de 10_TERMO_DE_COMPROMISSO2.pdf [ 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
Pesquisadores 12:32:45 [Surima
Declaragéo de 10_TERMO_DE_COMPROMISSO1.pdf [ 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
Pesquisadores 12:32:35 [Surima
Outros 06_CV_DRHUYGENS.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
12:31:23 | Surima
Outros 06_CV_DRALINE.pdf 23/02/2017 |[Walyson Silva Aceito
12:31:02 | Surima
Outros 06_CV_DRWALYSON.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
12:30:47 | Surima
Outros 05_Declaracao_de_autorizacao_unifor.p| 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
df 12:29:07 | Surima
Outros 05_Autorizacao_local_pathus.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
12:28:19 | Surima
Folha de Rosto 01_Folha_de_rosto_drwalyson.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
12:27:11 | Surima

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: RodolfoTedfilo
UF: CE

Telefone:

FORTALEZA, 14 de Setembro de 2017

Assinado por:

Maria de Fatima de Souza

(Coordenador)

Rua Capitdo Francisco Pedro, n° 1290

CEP: 60.430-370

Municipio: FORTALEZA
(85)3366-8613

Fax: (85)3281-4961 E-mail:

cephuwc@huwc.ufc.br
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UNIVERSIDADE DE
FORTALEZA (UNIFOR) QR °™
FUNDAGAO EDSON QUEIROZ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Prote6mica dos Efetores da Recorréncia do Hepatocarcinoma Celular apés
Transplante Hepatico: estudo do perfil global de proteinas e das vias de sinalizagéo de
possiveis marcadores

Pesquisador: Walyson Silva Surima

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 65223917.9.3002.5052

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.033.051

Apresentacao do Projeto:

Introducao: O carcinoma hepatocelular (CHC) e a quinta causa de cancer e a segunda causa de morte
relacionada ao cancer entre homens adultos, no mundo. As taxas de incidencia do CHC vem aumentando
em muitas partes do mundo. Dentre os principais fatores de risco para desenvolvimento do CHC estao a
infeccao pelo virus da hepatite B , hepatite cronica pelo virus da hepatite C , hemocromatose hereditaria e
cirroses. O tratamento do CHC e determinado pela extensao da carga tumoral e da severidade da doenca
hepatica. O transplante hepatico e destinado aos pacientes com CHC precoces e nao candidatos a
hepatectomia. A sobrevida dos pacientes transplantados pelos Criterios de Milao sao de 84 % em 1 ano e
70% em 5 anos. A recorrencia pos-transplantes pode chegar ate cerca de 25% em 5 anos. Varios fatores
clinico-patologicos estao associados a recorrencia de CHC apos transplante. A associacao dos fatores
clinico-patologicos e o comportamento biologico do CHC ainda e pouco conhecida. Na tentativa de
identificar novos biomarcadores, as tecnicas baseadas em estudos utilizando proteomica tem se mostrado
uteis e versateis plataformas analiticas. Tendo em vista o mal prognostico e taxas significativas de
recorrencia do CHC, mesmo apos transplante hepatico, e de suma importancia tentar identificar um perfil de
efetores moleculares e correlacionar com sobrevida e recorrencia , sendo talvez, no futuro, uma importante
ferramenta na selecao de pacientes para terapias adjuvantes.Hipotese:

Endereco: Av. Washington Soares 1321Bloco da Reitoria

Bairro: sala da VRPPG - Edson Queiroz CEP: 60.811-905
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3477-3122 Fax: (85)3477-3056 E-mail: coetica@unifor.br
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FUNDACAO EDSON QUEIROZ
Continuagéo do Parecer: 2.033.051

Basicas do Projeto [ETO_861081.pdf 12:49:38 Aceito

TCLE / Termos de | 03_Declaracao_dispensa_tcle.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito

Assentimento / 12:47:28 | Surima

Justificativa de

Auséncia

Outros 11_Carta_de_anuencia.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
12:33:14 | Surima

Declaracao de 10_TERMO_DE_COMPROMISSO2.pdf [ 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito

Pesquisadores 12:32:45 | Surima

Declaracao de 10_TERMO_DE_COMPROMISSO1.pdf [ 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito

Pesquisadores 12:32:35 | Surima

Outros 06_CV_DRHUYGENS.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
12:31:23 | Surima

Outros 06_CV_DRALINE.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
12:31:02 | Surima

Outros 06_CV_DRWALYSON.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
12:30:47 | Surima

Outros 05_Declaracao_de_autorizacao_unifor.p| 23/02/2017 [Walyson Silva Aceito

df 12:29:07 | Surima

Outros 05_Autorizacao_local_pathus.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
12:28:19 | Surima

Folha de Rosto 01_Folha_de_rosto_drwalyson.pdf 23/02/2017 |Walyson Silva Aceito
12:27:11 | Surima

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Néo

FORTALEZA, 26 de Abril de 2017

Assinado por:

ALDO ANGELIM DIAS

(Coordenador)

Endereco: Av. Washington Soares 1321Bloco da Reitoria

Bairro: sala da VRPPG - Edson Queiroz
Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3477-3122

UF: CE

CEP: 60.811-905

Fax: (85)3477-3056 E-mail:

coetica@unifor.br
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FUNDACAO EDSON QUEIROZ

Continuagéo do Parecer: 2.033.051

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Todos os termos de apresentagéo obrigatéria foram incluidos.

Recomendacbes:

Rranl

mo

Apbs a leitura da versdo apresentada, ndo ha recomendagdes ao pesquisador sobre o projeto de pesquisa

analisado.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Recomendo Aprovacéo ao projeto de pesquisa visto atender, na integra, as determinacdes da Res. CNS/MS

466/12 e diretrizes.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/04/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_861081.pdf 10:40:44
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 02/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_861081.pdf 10:41:43
Outros CV_DrWalyson_atual.pdf 02/03/2017 |Walyson Silva Aceito

10:29:48 | Surima
Outros 09_Fiel_depositario.pdf 02/03/2017 |Walyson Silva Aceito
10:29:15 | Surima
Declaracao de 07_Declaracao_de_concordancia.pdf 02/03/2017 |Walyson Silva Aceito
Pesquisadores 10:28:55 | Surima
Outros 05_Autorizacao_tx.pdf 02/03/2017 |Walyson Silva Aceito
10:28:45 | Surima
Outros 05_Autorizacao_patologia.pdf 02/03/2017 |Walyson Silva Aceito
10:28:22 | Surima
Outros 05_Autorizacao_drajosenilia.pdf 02/03/2017 |Walyson Silva Aceito
10:28:01 | Surima
Cronograma 08_CRONOGRAMA .pdf 02/03/2017 |Walyson Silva Aceito
10:27:37 | Surima
Orgamento 04_ORCAMENTO.pdf 02/03/2017 |Walyson Silva Aceito
10:27:13 | Surima
Outros _CARTA_APRECIACAO_CEP_UFC_M | 02/03/2017 |Walyson Silva Aceito
ODELO.pdf 10:25:48 | Surima
Projeto Detalhado / |02_PROJETO_DE_MESTRADO_proteo| 02/03/2017 |Walyson Silva Aceito
Brochura mica_corrigido.docx 10:24:55 |Surima
Investigador
Informagdes PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 23/02/2017 Aceito

Endereco: Av. Washington Soares 1321Bloco da Reitoria

Bairro: sala da VRPPG - Edson Queiroz
Municipio: FORTALEZA

UF: CE
Telefone: (85)3477-3122

CEP: 60.811-905

Fax: (85)3477-3056 E-mail:

coetica@unifor.br
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FORTALEZA (UNIFOR)/ W"@
FUNDACAO EDSON QUEIROZ

Continuagéo do Parecer: 2.033.051

Existe diferenca de perfil proteico global entre CHC de pacientes que recorrem e 0s que nao recorrem apos
transplante hepatico. Objetivos: Realizar analise proteomica de pacientes com carcinoma hepatocelular
transplantados e obter um perfil molecular global de efetores associados a recorrencia do CHC apos
transplante de figado realizado no HUWC e HSC de 2006 a 2015.Material e metodos: Serao realizados
estudos com um acervo de 300 pecas histologicas coletados de 100 pacientes transplantados e de 100
doadores entre 2006 e 2015 no Centro de Transplante de Figado do Hospital Universitario Walter Cantideo
(HUWC/UFC) e Hospital Sao Carlos (HSC) em Fortaleza/Ceara que serao submetidos ao preparo de
amostras para analise proteomica por espectrometria de massas (Synapt HDMS- nanoESI-Qg-0aTOF)
(Waters, Manchester, RU), analise de dados (ProteinLynxGlobalServer v.2.4 (PLGS) e processamento
estatistico (SPSS 12.0 (SPSS, Chicago, IL) e MetaboAnalyst)..

Obijetivo da Pesquisa:

Realizar analise proteomica de pacientes com carcinoma hepatocelular transplantados e obter um perfil
molecular global de efetores associados a recorrencia do CHC apos transplante de figado realizado no
HUWC e HSC de 2006 a 2015.

Objetivo Secundario:

Correlacionar dados da curva de sobrevida com perfil molecular encontrado.Analisar conjuntamente as
alteracoes clinico-patologicas com perfil global dos principais efetores (marcadores) encontrados no
experimento.Descrever as vias de sinalizacao dos possiveis marcadores encontrados no experimento

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo o autor do projeto de pesquisa, a pesquisa ndo apresenta riscos.

Beneficios:

Coleta de amostra de

Determinar perfil proteomico atraves de espectrometria de massa relacionado a recorrencia e , no futuro ,
determinar grupos prognosticos para escolha de terapias adjuvantes

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de relevancia que busca realizar analise proteomica de pacientes com carcinoma hepatocelular
transplantados e obter um perfil molecular global de efetores associados a recorrencia desse tipo de cancer
apos transplante de figado realizado no HUWC e HSC de 2006 a 2015.

Endereco: Av. Washington Soares 1321Bloco da Reitoria

Bairro: sala da VRPPG - Edson Queiroz CEP: 60.811-905
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3477-3122 Fax: (85)3477-3056 E-mail: coetica@unifor.br
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