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I
RESUMO

INTRODUCAO O Carcinoma Hepatocelular é a quinta neoplasia mais comum no
mundo. A presenc¢a do polimorfismo T309G no gene MDM2 (rs2279744) pode ser um
fator de risco para o desenvolvimento desse carcinoma. Esse gene é um regulador
negativo da proteina p53 e o polimorfismo T309G no gene MDM2 pode bloquear ou
diminuir a atividade da p53 podendo aumentar a ocorréncia de Carcinoma
Hepatocelular. OBJETIVO: Avaliar o envolvimento do polimorfismo SNP T309G no
gene MDM2 em pacientes com Carcinoma Hepatocelular de diferentes etiologias, no
Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre. METODOLOGIA: Foram
analisados 67 pacientes com diagndstico de Carcinoma Hepatocelular (CHC), no
periodo de 2000 a 2009. O polimorfismo no gene MDM2 foi determinado pela técnica
de PCR Real Time alelo-especifico por meio do ensaio TagMan. RESULTADOS:
Quanto ao género 56 (83,6%) eram do género masculino e 11 (16,4%) do género
feminino; a média de idade era de 60,6 anos (+ 8,8), com idade minima de 37 ¢ maxima
de 85 anos. Quanto a etiologia do Carcinoma Hepatocelular, observou-se que 31 casos
(46,3%) estavam relacionados com a infeccéo pelo virus da hepatite C (VHC), seguidos
pelos casos de infecg¢do pelo virus da hepatite C + dlcool, num total de 24 casos
(35,8%), bem como pelo consumo de dlcool, evidenciado em 4 casos (6%), e pela
presenca do virus da hepatite B (VHB), ocorrente em 4 casos (6%). Outros fatores
(VHB+VHC, cirrose +alcool) foram detectados em 4 casos (6%). O transplante hepatico
foi realizado em 48 casos (71,6%) e a hepatectomia em 19 (28,4%). As frequéncias dos
gendtipos foram de 40,3% para TT, 28,4% para TG, e 31,3% para GG. A frequéncia
alélica foi de 54,5% para o alelo T e de 45,5% para o alelo G. CONCLUSAO: A
analise do polimorfismo T309G no gene MDM2 em pacientes com CHC nao
apresentou diferengas significativas nas frequéncias genotipicas e alélicas, ndo sendo
viavel determinar nesta serie se existe envolvimento do polimorfismo com o Carcinoma

Hepatocelular.

Palavras- chave: Carcinoma Hepatocelular. polimorfismo no gene MDM2. Gene P53.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Hepatocellular Carcinoma is the fifth most common type of
neoplasia worldwide. The presence of the T309G polymorphism in the MDM2 gene
(rs2279744) may be a risk factor for the development of this carcinoma. This gene is a
negative regulator of the p53 protein and T309G polymorphism in the MDM?2 gene can
block or decrease the activity of p53 and may increase the occurrence of Hepatocellular
Carcinoma. OBJECTIVE: To evaluate the involvement of the SNP T309G
polymorphism in the MDM2 gene in patients with Hepatocellular Carcinoma of
different etiologies, the hospital complex Santa Casa de Porto Alegre. METHODS: We
studied 67 patients with a diagnosis of Hepatocellular Carcinoma (HCC) in the period
2000-2009. Polymorphism in the MDM2 gene was determined by the TagMan-based
real-time, allele-specific PCR assay. RESULTS: Regarding gender, 56 (83.6%) were
male and 11 (16.4%) were female and the average age was 60.6 years (+8.8), with a
minimum age of 37 and maximum of 85 years. Regarding etiology of Hepatocellular
Carcinoma, we observed that 31 cases (46.3%) were related to infection by hepatitis C
virus (HCV), followed by infections by the hepatitis C virus + alcohol, totaling 24 cases
(35.8%), as well as by alcohol consumption, shown in 4 cases (6%), and the presence of
hepatitis B virus (HBV), occurring in 4 cases (6%). Other factors (HBV + HCV,
cirrhosis + alcohol) were detected in 4 cases (6%). Liver transplantation was performed
in 48 cases (71.6%) and hepatectomy in 19 (28.4%). Genotype frequencies were 40.3%
for TT, 28.4% for TG, and 31.3% for GG. Allele frequency was 54.5% for the T allele
and 45.5% for G allele. CONCLUSION: The analysis of T309G polymorphism in the
MDM2 gene in patients with HCC showed no significant differences in genotype and
allele frequencies, and it was not feasible to determine in this series any involvement of

polymorphism with Hepatocellular Carcinoma.

KEYWORDS: Carcinoma Hepatocellular, Polymorphism in MDM2 gene, P53

gene.
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1. INTRODUCAO
1.1 CARCINOMA HEPATOCELULAR

O carcinoma hepatocelular ¢ a quinta neoplasia mais comum no mundo,
com mais de meio milhdo de casos novos, anualmente, e ¢ a causa principal da morte
entre os pacientes cirroticos. A incidéncia de CHC estd aumentando nos Estados Unidos
e Europa e, dentro de duas décadas, espera-se que va igualar-se a incidéncia atual no
Japdo. A infec¢do cronica pelo o virus da hepatite B € o fator de risco predominante
para CHC no Sudeste Asiético ¢ na Africa, e a infec¢io cronica pelo virus da hepatite C
¢ o fator de risco predominante para CHC em paises ocidentais e Japao, respondendo
por 49%, 56% e 75% dos casos nos Estados Unidos, na Europa e Japio,
respectivamente'-%.

Responsavel por aproximadamente 600.000 — 700.000 mortes em todo o
mundo, o CHC ¢ cada vez mais prevalente ndo s6 no sudeste da Asia e Africa, mas
também em paises ocidentais. Assim, o interesse em estudar o Carcinoma Hepatocelular
desenvolveu-se nos ultimos anos no Ocidente, onde havia pouco ou nenhum interesse
evidente entre 10 a 20 anos atras’.

No Brasil, o Carcinoma Hepatocelular ndo estd incluido entre os dez tipos
mais comuns de cancer, provavelmente por causa da subnotificagcdo. Estimativas
mostram que existem de 2 a 3 mil diagnésticos da doenga a cada ano, com uma
incidéncia nacional de 1:100.000 habitantes / ano. A incidéncia desta neoplasia ¢ maior
no norte, nordeste e sudeste do que no sul do pais. A maior freqiiéncia ocorre nos
estados do Amazonas, Bahia e Espirito Santo. Em Sao Paulo, a incidéncia ¢ um pouco

maior do que a média do pais, afetando cerca de 2:100.000 habitantes / ano. Em termos



de mortalidade, o CHC ¢ a sétima causa de morte e € responsavel, anualmente, por 4%
das mortes por cancer no Brasil *.

O cancer de figado afeta todos os segmentos da populagdo mundial, embora
diferencas significativas na incidéncia no CHC em varios paises reflitam as diferengas
regionais na prevaléncia de fatores etioldgicos especificos. O mais proeminente fator
associado ao CHC inclui hepatite cronica B e C, consumo de alcool e aflatoxina Bl.
Outros fatores etiologicos foram igualmente propostos como determinantes do CHC,
embora com menor frequéncia. Além disso, também o género de um individuo pode
influenciar o risco e o prognostico do CHC, ja que as estatisticas apontam que esse
cAncer tem numeros quatro vezes maiores nos homens do que nas mulheres’.

No Brasil, até 90% dos CHCs estdo associados com a cirrose. Os principais
fatores de risco sdo as infec¢des cronicas pelo virus da hepatite C (VHC) e da hepatite B
(VHB), o abuso cronico de alcool e a hemocromatose hereditaria. Historicamente, o
diagndstico de CHC foi quase sempre feito em estagios avancados e as opgdes
terapéuticas ndo demonstraram resultados satisfatérios’.

Em um estudo realizado pela Sociedade Brasileira de Hepatologia, no ano
de 2010, foram analisados 1405 casos diagnosticados entre os anos de 2004 e 2009.
Nesse estudo, observou-se que, no Brasil, a cirrose estava presente em 98% dos casos,
ocorrendo em pacientes com a média de idade de 59 anos, dos quais 78% eram do
género masculino’. Assim, a cirrose hepatica, independentemente da etiologia, vem
demonstrando ser um fator que predispde ao CHC®.

As caracteristicas do VHC que estdo associadas a carcinogénese sao fibrose

hepatica e a idade de 60 anos ou mais. Em alguns casos de cirrose, a carcinogénese esta



associada a esteatose hepatica nao alcodlica, a cirrose biliar primaria, a hepatite auto-
imune e, especialmente, a cirrose hepatica viral’.

A infeccdo pelo VHC estd associada ao CHC de forma ainda nao
completamente elucidada. Acredita-se que o VHC, um virus com replicagdo restrita ao
citoplasma, induz a transformagdo oncogénica, por isso vem desafiando os modelos
biologicos convencionais de oncogénese viral. Apds muitos anos de infeccdo cronica
pelo VHC, o dano hepatico cronico seguido por regeneragdo, cirrose € desenvolvimento
do CHC tem sido a principal hipétese do surgimento do CHC'.

O virus da hepatite B(VHB) atinge 400 milhdes de pessoas no mundo e ¢
responsavel por 320.000 mortes por ano. Aproximadamente, 30-50% das mortes em
decorréncia do VHB estdo relacionados com o CHC''. O mecanismo exato pelo qual o
VHB pode levar ao CHC ainda nao esta totalmente elucidado, embora ja se saiba que o
VHB nido ¢ um oncovirus e que a integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro
parece ser importante para a persisténcia viral 2.

A intoxicacdo com a Aflatoxina (aflatoxicose) ocorre com a ingestdo de
produtos e subprodutos contaminados (principalmente amendoim, milho, castanhas,
feijao e sementes oleaginosas). As aflatoxinas sdo produzidas pelos fungos Aspergillus
flavus e Aspergillus paracisticus. Essas toxinas, em especial a aflatoxina B1 (AFB1),
s30 extremamente toxicas, apresentando um elevado potencial cancerigeno'”.

A maioria dos casos de CHC tem um prognostico reservado. Este quadro
depende principalmente de trés fatores: a falta de um marcador que permita um
diagnostico precoce do CHC; a hepatopatia subjacente e o insucesso dos tratamentos
quimioterapicos disponiveis. O desenvolvimento de metastases e a recidiva tumoral sdo

as causas mais prevalentes de morte nos pacientes com CHC',



1.2 PATOGENESE MOLECULAR DO CHC

As alteragdes nas bases do DNA, assim como nos mecanismos de reparo, €
nos genes envolvidos na instabilidade de microssatélites (IMS) também foram
encontradas no CHC, especialmente associados ao VHC. Dessa forma, as alteracdes
genéticas envolvidas em algumas das multiplas etapas da carcinogénese vém sendo
crescentemente estudadas nos Gltimos anos'”.

Os tumores malignos sdo agregados de células, todas descendentes de uma
célula inicial aberrante. As células neoplasicas se diferem tipicamente de suas vizinhas
normais por um conjunto de caracteristicas fenotipicas, tais como a rapida taxa de

divisdo, a habilidade de invadir novos locais celulares, a alta taxa metabodlica e a forma

anormal'®.
Hepatite
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Figural - Sequéncia de lesdes celulares culminando no desenvolvimento do CHC'.

Foram descobertos dois tipos de genes ligados ao cancer, os proto-
oncogenes € 0s genes supressores tumorais. Os proto-oncogenes sdo genes normais que
codificam proteinas implicadas no controle da proliferagdo celular e da morte celular,
existindo, aproximadamente, 100 tipos diferentes. A denominag¢do de proto-oncogenes ¢
creditada ao fato de que, como resultados de mutagdes, podem dar lugar as suas versdes

defeituosas: os oncogenes. Os genes supressores de tumor inibem a reproducio



excessiva da célula e sua falta leva a perda dos mecanismos normais que detém a
prolifera¢do. Dentre os supressores tumorais, temos o gene p53, situado no brago curto
do cromossomo 17",

Os polimorfismos genéticos sdo variagdes na sequéncia de DNA que
parecem estar associados a apenas uma base. A frequéncia com que ocorrem ¢ pequena,
em pouco mais de 2% da popula¢do. Uma das formas mais estudadas de polimorfismos
genéticos sdo os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs). Os SNPs sdo definidos
como polimorfismos resultantes da substituicdo de um nucleotideo por outro. Algumas
das alteracdes ocorrem em sequéncias codificadoras do gene, levando a producdo de
proteinas defeituosas. As alteracdes genéticas podem ser de diferentes tipos. Dentre
elas, as que mudam a sequéncia de DNA, mas ndo mudam a sequéncia da proteina;
outras sdo as que mudam a sequéncia da proteina sem mudar sua funcio; ha também as
alteragcdes genéticas que criam proteinas com diferentes atividades e, ainda, as que
criam proteinas que ndo sdo mais funcionais. Desse modo, em alguns casos, o
polimorfismo genético pode aumentar a suscetibilidade ao cancer'’.

As células humanas sdo muitas vezes expostas a agentes genotoxicos de
origem endodgena ou ambientais que podem causar carcinogénese. No entanto, estas
células desenvolveram um sistema complexo para se proteger desses agentes. O gene
supressor tumoral p53 desempenha um papel fundamental na prote¢do celular, servindo
como um grande integrador dos sinais produzidos por danos ao DNA. Em células
normais, o nivel de proteina p53 ¢ baixo ou indetectdvel, mas diversas formas de
estresse podem desencadear o aumento na sua expressio-’.

Em células normais, a fungdo do gene p53 ¢ rigorosamente regulada pelo

gene Murine Double Minute 2 (MDM2). O MDM2 se liga diretamente a proteina P53,



inibindo sua atividade e, assim, a degradacdo da P53 também diminui, e esse processo

ocorre por meio de mediacdo do sistema de ubiquitinac¢io®’.

1.2.1 Proteina p53

O gene p53, considerado como o “guardido do genoma”, dentre todos
aqueles reconhecidamente envolvidos nos processos de carcinogénese, ¢ o de maior
importancia. Este gene esta localizado no cromossomo 17 (17p13.1) e codifica uma
proteina, a p53, que foi descrita, pela primeira vez, em 1979, em células transformadas
pelo virus SV40.%

A proteina p53 desempenha um papel central na regulagdo das diferentes
vias de sinalizagdo que controlam as respostas celulares aos danos no DNA causados
por diferentes agentes (Ex: luz ultravioleta, radiagdo ionizante e carcindgenos
quimicos). Esta proteina de 53 quilodaltons ¢ uma reguladora transcricional induzida
em respostas a danos ao DNA e pode levar a uma parada no ciclo celular, ou induzir a
apoptose23 2

Sendo constituida de 393 aminoacidos na sua extensdo, a proteina pS53
apresenta quatro regides com funcdes distintas, chamadas dominios da proteina. Uma
vez ativada, a proteina p53 é capaz de reprimir o crescimento e sinalizar para a morte
celular, rota mais conhecida como apoptose. Na extremidade amino terminal (ou N-
terminal) da p53, existe um dominio de transativagdo, muito importante para a ativagdo
especifica de determinados genes. Na parte central, existem quatro dominios de ligagao
ao DNA, através dos quais a proteina p53 ¢ capaz de se ligar ao DNA em locais

especificos. Na extremidade carboxi-terminal (ou C-terminal), existem dois dominios.

Sao eles: o dominio de tetramerizagdo, que € responsavel pela formacao de tetrameros



do p53, e o dominio regulatdrio, que pode regular negativamente o dominio central de
ligacdo ao DNA. Ao se ligar a este, inibe a ligagdo especifica de p53 aos diferentes

promotores .

2z Domintoldalligaceo Dominio regulatério

ao DNA
364 393
N - terminal C - Terminal
— = L
28 42 102 200 292 319 360
Dominio de Locais e_spe§|f|cos Dominio de
de ligacao

transativacao tetramerizacao

Figura 2- Desenho esquematico dos 393 aminoacidos da proteina p53, mostrando a localizacdo de
regides distintas com diferentes fun¢des. Cada dominio € responsdvel por uma determinada fungdo da
proteina p53. (STOREY e cols., 1998).

O gene p53 suprime a formagdo de células cancerigenas por meio de
diversos mecanismos, com a ajuda de proteinas intermediarias, fazendo com que as
células que sofreram danos no DNA parem na fase S do ciclo mitético, até que o DNA
seja reparado”.

As mutagdes no gene pS53 estdo associadas a muitos tipos de tumores.
Estima-se que 50% dos tumores humanos ndo possuem um gene p53 funcional. O p53
ativado tem dupla fung¢do: evitar a progressdao do ciclo celular até que o dano no DNA
seja reparado e, em algumas circunstancias, induzir a apoptose. Se nenhuma proteina
p53 estiver presente ou for funcional, o ciclo celular progride, mesmo que o DNA
danificado ndo tenha sido reparado®.

A proteina p53 responde a uma variedade de sinais de estresse. A ocorréncia
de um ou mais destes sinais, associa-se a modificacdo bioquimica da proteina p53 e a
um aumento significativo na meia vida da proteina p53. O rapido retorno da p53 em

células normais é, na maior parte, devido a oncoproteina Murine Double Minute 2

(MDM?2), um regulador direto da p53*’.



1.2.3 Gene Murine Double Minute 2 (MDM?2)

O gene MDM2 foi inicialmente clonado a partir de cromossomos
purificados dentro de uma linha celular transformada Balb/c3T3 chamada 3T3DM?.
Esse gene codifica uma proteina de mesmo nome, chamada MDM?2, que ¢ capaz de se
ligar a extremidade N-terminal da proteina p53, bloqueando, desse modo, sua atividade
transcricional. A liga¢do da proteina MDM?2 com a proteina p53 ¢ também responsavel
pela exportagdo de p53 do nucleo para o citoplasma da célula, local onde a p53 ¢
degradada por uma via de ubiquitinacdo. A exportagdo do complexo proteico
MDM2/p53 para fora do nucleo ¢ mediada por proteinas especificas denominadas
exportinas, que sdo capazes de se ligar a proteina MDM?2 e de auxiliar na exportacdo do
complexo para fora do nucleo™.

Bioquimicamente, a proteina MDM?2 funciona como uma ubiquitina-ligase
E3, responsavel pela ubiquitinacdo e degradacio da proteina p53’.

Localizado no braco longo do cromossomo 12 o SNP (polimorfismo de
nucleotideo inico) na posi¢ao 309 (rs2279744), uma transversdo de T para G em um ou
ambos os alelos, cria um sitio para o fator de transcrigdo SP1(fator de transcrigcdo
promotor especifico da RNA polimerase), aumentando sua afinidade e elevando os
niveis da proteina MDM2 na célula. Com mais MDM2 sendo expresso, ha uma
atenuacdo da resposta de p53 ao estresse, resultando em maior taxa de mutagdo, falhas
no reparo ao DNA, reducdo da apoptose e senescéncia celular, o que aumenta, por

e . ~ 30
consequencia, O risco da tumorgenese™ .

A proteina MDM2 ¢ um regulador negativo direto para a proteina
supressora de tumor p53. A superexpressio de MDM2, em até quatro vezes, em

camundongos transgénicos leva a tumorgénese completa independente. Essa



superexpressdao também estd associada a menor sobrevida e sugere-se que seja um
preditivo util como fator de mau progndstico em humanos com CHC?'.

Segundo os pesquisadores Dan Michael e Moshe Oren , entre 5% e 10%
dos tumores humanos possuem um aumento significativo na expressdo da proteina
MDM?2, sendo este induzido pelo balango negativo exercido sobre a proteina p53°2,

Estudos demostraram 7% de freqiiéncia global de amplificagdo do gene
MDM2 em tumores humanos. Esta amplificacdo foi observada em 19 tipos de tumores,
com frequéncia mais alta encontrada em tumores de tecidos moles (20%),
osteossarcomas (16%) e carcinomas de eso6fago (13%)>°.

Identificado um SNP no gene MDM2, com uma alteracdo de T por G na
posicdo 309, localizada no primeiro intron do gene, observou-se que tal circunstancia
produziu a formacdo acelerada do tumor. A anélise de 96 pacientes com CHC e de 222
controles demonstrou que o polimorfismo funcional no promotor MDM2 teve um
impacto significativo no risco de desenvolver carcinoma hepatocelular em pacientes
marroquinos”. Além disso, tem sido sugerido que esse SNP estd associado com o risco
e idade de inicio precoce de varios canceres humanos. Alguns estudos t€ém mostrado que
o SNP T309G do MDM?2 esté associado com o risco de CHC em japoneses e pacientes
marroquinos com hepatite cronica C e pacientes coreanos com hepatite cronica B

Esse tipo de polimorfismo gene MDM2, resulta no aumento dos niveis de
MDM2 e reduz a atividade da proteina p53°>. Assim, acreditamos que, uma vez que o
gene MDM?2 e a proteina p53 sdo componentes centrais na manuten¢do do genoma, tal
polimorfismo pode estar envolvido com o desenvolvimento de CHC. O SNP T309G

resulta em maiores niveis de RNA mensageiro e em proteina MDM2. Os niveis MDM?2
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aumentados inibem a p53, permitindo que células danificadas escapem do ponto de
verifica¢do do ciclo celular e, assim, de se tornarem carcinogénicas36.

Este SNP promove aumento da afinidade da ligagdo na proteina
estimuladora Sp1 e implica niveis mais elevados de RNA e proteinas com a posterior
atenuacdo do p53°’. Em outro estudo, o gendtipo GG apresentou uma maior afinidade
de ligar proteinas estimulatorias Spl e também evidenciou uma expressdo de MDM?2
elevada bem como uma atenuacao significativa da via p53, em comparagdo com aqueles
casos que tinham gendtipo T/T>®.

Nos ultimos anos, varios estudos pesquisam a possivel relagdo do
polimorfismo SNP T309G no gene MDM2 e o Carcinoma Hepatocelular. Alguns
estudos indicam que este polimorfismo esta associado com o risco de desenvolver CHC

. . . A+ 39
em pacientes Coreanos, Japoneses, Turcos e Marroquinos com hepatite cronica™ .

2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a elevada prevaléncia do Carcinoma Hepatocelular e o
impacto que promove na sobrevida dos pacientes, torna-se fundamental um melhor
entendimento da genética do CHC como mais uma ferramenta auxiliar na andlise da
perspectiva de recidiva tumoral e da perspectiva de cura dos pacientes. Esse estudo
buscou avaliar o envolvimento do polimorfismo SNP T309G no gene MDM2 em
pacientes com Carcinoma Hepatocelular com diferentes etiologias e atendidos nos
servicos da Santa Casa de Porto Alegre e Universidade Federal de Ciéncias da Saude de

Porto Alegre (UFCSPA).

3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral
O presente estudo tem como objetivo avaliar o envolvimento do

polimorfismo SNP T309G no gene MDM2 em pacientes com carcinoma hepatocelular .

3.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar a frequéncia genotipica e alélica relativa ao polimorfismo SNP
T309G no gene MDM2 nas amostras de CHC estudadas.

2) Relacionar a presenca do polimorfismo SNP T309G com os fatores
etiologicos do CHC.

3) Relacionar a presenca do polimorfismo SNP T309G com género dos

pacientes.
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RESUMO

INTRODUCAO: O Carcinoma Hepatocelular ¢ a quinta neoplasia mais comum no mundo. A presenca
do polimorfismo T309G no gene MDM2 (rs2279744) pode ser um fator de risco para o desenvolvimento
desse carcinoma. Esse gene ¢ um regulador negativo da proteina p53 e o polimorfismo T309G no gene
MDM?2 pode bloquear ou diminuir a atividade da p53 podendo aumentar a ocorréncia de Carcinoma
Hepatocelular. OBJETIVO: Avaliar o envolvimento do polimorfismo SNP T309G no gene MDM2 em
pacientes com Carcinoma Hepatocelular de diferentes etiologias, no Complexo Hospitalar Santa Casa de
Porto Alegre. METODOLOGIA: Foram analisados 67 pacientes com diagndstico de Carcinoma
Hepatocelular (CHC), no periodo de 2000 a 2009. O polimorfismo no gene MDM?2 foi determinado pela
técnica de PCR Real Time alelo-especifico por meio do ensaio TagMan. RESULTADOS: Quanto ao
género 56 (83,6%) eram do género masculino ¢ 11 (16,4%) do género feminino; a média de idade era de
60,6 anos (+ 8,8), com idade minima de 37 ¢ maxima de 85 anos. Quanto a etiologia do Carcinoma
Hepatocelular, observou-se que 31 casos (46,3%) estavam relacionados com a infec¢do pelo virus da
hepatite C (VHC), seguidos pelos casos de infeccdo pelo virus da hepatite C + dlcool, num total de 24
casos (35,8%), bem como pelo consumo de alcool, evidenciado em 4 casos (6%), e pela presenca do virus
da hepatite B (VHB), ocorrente em 4 casos (6%). Outros fatores (VHB+VHC, cirrose +élcool) foram
detectados em 4 casos (6%). O transplante hepatico foi realizado em 48 casos (71,6%) e a hepatectomia
em 19 (28,4%). As frequéncias dos genotipos foram de 40,3% para TT, 28,4% para TG, ¢ 31,3% para
GG. A frequéncia alélica foi de 54,5% para o alelo T e de 45,5% para o alelo G. CONCLUSAO: A
analise do polimorfismo T309G no gene MDM2 em pacientes com CHC n@o apresentou diferengas
significativas nas frequéncias genotipicas e alélicas, ndo sendo viavel determinar nesta serie se existe

envolvimento do polimorfismo com o Carcinoma Hepatocelular.

Palavras- chave: Carcinoma Hepatocelular. Polimorfismo no gene MDM2. Gene P53.
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INTRODUCAO

O Carcinoma Hepatocelular ¢ a quinta neoplasia mais comum no mundo,
com mais de meio milhdo de novos casos anualmente, constituindo a principal causa da
morte entre os pacientes cirrdticos. A infecgdo cronica pelo virus da hepatite B € o fator
de risco predominante para CHC no Sudeste Asiatico ¢ na Africa e a infecgio cronica
pelo virus da hepatite C € o fator de risco predominante para CHC em paises ocidentais
e no Japdo'. Entre os fatores de maior proeminéncia associados ao Carcinoma
Hepatocelular, inclui-se a hepatite cronica pelo virus C e pelo virus B, o consumo de
alcool e a aflatoxina B1. Outros fatores etioldgicos foram igualmente propostos para
conduzir ao CHC, embora com menor frequéncia. Além disso, o género também pode
influenciar o risco e o progndstico do CHC, sendo quatro vezes maior em homens do
que em mulheres. No Brasil até¢ 90% dos CHCs estdo associados a cirrose, encontrando-
se como principais etiologias as infec¢des cronicas pelo virus da hepatite B (VHB) e da
hepatite C (VHC), o abuso cronico de alcool e a hemocromatose hereditaria®>.

As alteragdes nas bases do DNA, assim como nos mecanismos de reparos e
nos genes envolvidos na instabilidade de microssatélites (IMS), também sdo
encontrados no CHC, especialmente associados ao VHC. Em razdo disso, alteracdes
genéticas envolvidas em algumas das multiplas etapas da carcinogénese vém sendo
estudadas nos ultimos anos”.

O gene P53, considerado como o guardido do genoma dentre todos aqueles
reconhecidamente envolvidos nos processos de carcinogénese, ¢ o de maior

importancia. A proteina p53 desempenha um papel central na regulacdo das diferentes
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vias de sinalizagdo que controlam as respostas celulares aos danos no DNA causados
por diferentes agentes como a luz ultravioleta, radiagdo ionizante e carcindgenos
quimicos. Esta proteina de 53 quilodaltons ¢ uma reguladora transcricional induzida em
respostas aos danos ao DNA e pode levar a uma parada no ciclo celular ou induzir a
apoptose5'6.

A proteina MDM2 ¢ um regulador negativo direto para a proteina
supressora de tumor P53, que esta envolvida em 50% dos cénceres humanos’. O gene
MDM2 codifica uma proteina de mesmo nome (proteina MDM?2) que € capaz de se
ligar a extremidade N-terminal da proteina p53, bloqueando desse modo a atividade
transcricional da P53%. Estudos realizados em camundongos demonstraram que a
superexpressdo de MDM?2 ¢ capaz de gerar tumores. Essa superexpressdo também esta
associada a menor sobrevida e ¢ um preditivo util como fator de mau prognostico em
casos de CHC'.

O polimorfismo localizado no primeiro intron do gene MDM2 (SNP309)
com alteracdo de T>G resulta em aumento de niveis da proteina MDM2 e reduz a
atividade da proteina P53. Uma vez que o gene MDM2 e a proteina P53 sdo
componentes centrais da manutengdo do genoma o polimorfismo (SNP309) pode estar
envolvido com o desenvolvimento de CHC’. Estudos sugerem que o polimorfismo
T309G no gene MDM2 estd associado com maior risco e com a idade precoce do inicio
de vérios canceres humanos'.

Estudo de meta-analise realizado recentemente incluiu trabalhos da Turquia,
Marrocos, Japao e Cor¢éia, totalizando 738 casos com Carcinoma Hepatocelular e 1014
controles negativos sem CHC, num periodo de 2006 até¢ 2010. Com objetivo de avaliar

o envolvimento do polimorfismo SNP T309G no gene MDM?2, a pesquisa concluiu que
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ha envolvimento significativo desse polimorfismo com o risco de desenvolver
Carcinoma Hepatocelular e que o alelo polimérfico G atua como importante fator de
risco para o desenvolvimento do CHC'".

Buscando conhecer melhor a biologia molecular do CHC como mais uma
ferramenta auxiliar na anélise da perspectiva de recidiva tumoral e da perspectiva de
cura dos pacientes, esse estudo buscou avaliar o envolvimento do polimorfismo SNP
T309G no gene MDM?2 em pacientes com Carcinoma Hepatocelular com diferentes
etiologias em pacientes atendidos nos servigos da Santa Casa de Porto Alegre e

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA).

METODOLOGIA
Populacio do estudo

A amostragem em estudo foi formada por pacientes com CHC
diagnosticados por exame anatomopatologico. As amostras foram obtidas de tecido em
bloco parafinado, no periodo entre 2000 e 2009. Os pacientes em estudo foram
submetidos a hepatectomia ou ao transplante de figado no Complexo Hospitalar Santa
Casa de Misericdrdia de Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

No total foram identificados 124 casos com diagnostico de CHC, destes, 32
amostras ndo foram utilizadas, pois em 8 amostras os blocos de tecido em parafina
apresentavam material insuficiente para a andlise ¢ em 24 apresentavam excesso de
necrose. Portanto, permaneceram no estudo um total de 92 amostras.

Esse estudo optou por ndo ter grupo controle negativo devido a dificuldade
de obter um numero significativo amostras sem carcinoma hepatocelular, além disso, o

foco principal do nosso estudo foi a genotipagem do polimorfismo no gene MDM2.
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A fim de manter a confidencialidade dos pacientes, todos os casos foram
codificados com a sigla CHC seguida pelo numero da amostra e o banco de dados do

trabalho foi organizado com base nos prontuarios dos pacientes.

Preparacio das amostras

As amostras parafinadas de tecido tumoral foram cortadas em fragmentos de
4um, com utilizagdo do micrétomo e de navalhas proprias (EasyPath) estéreis. Este
material foi armazenado em tubos de 1,5ml e mantido a menos 20°C até o momento da

extracdo de DNA.

Extracao de DNA

As amostras foram desparafinadas com xilol e etanol. Realizou-se uma
lavagem com xilol, agitando durante 15 segundos e duas lavagens com etanol também
com durag@o de 15 segundos cada. As duas lavagens a seguir foram centrifugadas a
13.000 rpm por 6 minutos. Apds a centrifugagcdo da lavagem, foi adicionada a amostra a
proteinase k (20mg/ml), juntamente com um tampao de lise e 0 DNA permaneceu em
banho-maria a 60°C overnight para potencializar o efeito da digestdo enzimatica. No dia
seguinte o DNA foi extraido pelo Kit de Extracdo Bioneer (Bionner Corporation,
EE.UU.). Todo o processo de extragdo de DNA foi realizado conforme a indicagdo do
fabricante.

A integridade e a quantidade de DNA por amostra foram analisadas no
aparelho NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA). O DNA de cada

amostra foi extraido, quantificado e armazenado a -20°C.
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Genotipagem

Para a identificagdo molecular do polimorfismo T309G no gene MDM2 (rs
2279744) foi utilizada a técnica de PCR Real Time alelo-especifico por meio do ensaio
TagMan em termociclador Step One Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA).

No ensaio TagMan, foi utilizado um par de primers a fim de identificar a
sequéncia de DNA que contém o polimorfismo, sendo eles os seguintes: Foward
5'CGGGAGTTCAGGGTAAAGGT 3' e Reverse:5' ACAGGCACCTGCGATCATC 3.
Foram utilizadas duas sondas, uma para identificar o alelo com o polimorfismo e a outra
para o alelo sem o polimorfismo, sdo as seguintes: VIC-5'-CTCCCGCGCCGAAG-3'e
a sonda FAM-5-TCCCGCGCCGCAG-3' (primers e sondas da Applied Biosystems,

Foster City, CA).

Analise Estatistica

As varidveis quantitativas foram descritas por média, desvio-padrdo e as
categorias foram descritas por frequéncias absolutas e relativas.

Para comparar médias entre grupos, o teste t-student para amostras
independentes ou Andlise de Varidncia (ANOVA) one-way foram aplicados. Na
comparagdo de proporgdes, o teste qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher foram
aplicados.

O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05) e as andlises foram

realizadas no programa SPSS versao 18.0.

RESULTADOS
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Foram selecionadas 92 amostras para o estudo, em 11 ndo obtivemos
sucesso na extracdo de DNA e em 14 amostras ndo conseguimos a amplificacdo pela
reacdo de PCR alelo-especifico, totalizando a anélise dos dados de 67 pacientes.

Foram analisadas 67 amostras de pacientes com Carcinoma Hepatocelular,
sendo que 56 pacientes (83,6%) eram do género masculino e 11 (16,4%) do género
feminino. A média de idade contabilizou 60,6 anos (£8,8), sendo a idade minima de 37
anos e a idade maxima de 85 anos.

A etiologia do CHC estava relacionada com a infec¢do pelo VHC em 31
casos (46,3%), seguido pela infec¢do por VHC + élcool em 24 casos (35,7%), pela
ingestdo de alcool em 4 casos (6%), pelo VHB em 4 casos (6%) e por outras causas
identificadas também em 4 casos (6%). O transplante hepatico foi realizado em 48
pacientes (71,6%) e a hepatectomia em 19 pacientes (28,4%). Estes dados podem ser

verificados na Tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas do grupo em estudo.

Variaveis n=67
Género — n(%)
Masculino 56 (83,6)
Feminino 11 (16,4)
Idade (anos) - média+DP 60,6 + 8,8
Etiologia — n(%)
VHC 31 (46,3)
VHC+Alcool 24 (35,7)
Alcool 4 (6,0)
VHB 4 (6,0)
VHB+Alcool 1 (1,5)
VHC+VHB 1(1,5)
Outros 2(3,0)
Procedimento — n (%)
Transplante 48 (71,6)
Hepatectomia 19 (28,4)

Distribuiciao dos genotipos e alelos do polimorfismo T309G no gene MDM2
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A distribui¢do dos genotipos para o polimorfismo T309G na amostra de 67
pacientes com CHC foi de 27 pacientes (40,3%) para o genotipo homozigoto do tipo
selvagem TT, 19 pacientes (28,4%) para o gendtipo heterozigoto TG e 21 pacientes
(31,3%) para o gendtipo homozigoto polimérfico GG. Quando calculada a frequéncia
alélica para o alelo T encontramos 36 pacientes (54,5%) e para a variante polimoérfica G

31 pacientes (45,5%).

Associaciio entre género e genotipo

Quanto a distribui¢do dos géneros foi observado que 56 pacientes (83,6%)
eram do género masculino e 11 pacientes (16,4%) do género feminino, sendo p=0,107.
Destes, o gendtipo TT esteve presente em 24 pacientes (88,9%) do género masculino e 3
pacientes (11,1%) do género feminino. Quando avaliado o gendtipo TG encontramos 13
pacientes (68,4%) do género masculino e 6 pacientes (31,6%) do género feminino e
quanto ao gendtipo polimoérfico GG este esteve presente em 19 pacientes (90,5%) do

género masculino e 2 pacientes (9,5%) do género feminino.

Associacio da Etiologia com os genotipos

Dos 27 pacientes (40,3%) com o gendtipo TT, 13 pacientes (48,1%)
apresentavam o VHC, 5 pacientes (18,5%) VHC + élcool e 4 pacientes (14,8%)
somente o consumo de alcool. Quando presente o VHB o genoétipo TT esteve presente
em 2 pacientes (7,5%), 1 paciente (3,7%) quando associados VHB+ dlcool e novamente
1 paciente (3,7%) quando associados o VHB + VHC. Também foi encontrado 1

paciente com (3,7%) com outras etiologias.
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Dos 19 pacientes (28,4%) com gendtipo TG 9 pacientes (47,4%)
apresentavam o VHC, 9 pacientes (47,4%) o VHC + dlcool, e 1 paciente (5,2%) o
VHB. O genotipo TG nao foi encontrado quando associado VHB + VHC, VHB + 4lcool
e em outras etiologias (Tabela 2).

O genotipo polimorfico GG presente em 21 pacientes (31,3%) apresentou 9
pacientes (42,8%) com o VHC, 10 pacientes (47,6%) com o VHC + alcool e 1 paciente
(4,8% ) com o VHB (Tabela 2). Este genotipo ndo foi observado em pacientes que
tinham como etiologia o alcool, VHB + VHC e VHB + alcool. Em outras etiologias,
evidenciou 1 paciente (4,8%).

A associacdo da etiologia com o gendtipo pode ser verificado na tabela 2.

Tabela 2- Associacdo da etiologia com o gendtipo.

ETIOLOGIA FREQUENCIA GENOTIPO TT GENOTIPO TG  GENOTIPO GG p*

(n=27) (n=19) (n=21) 0,504
(%) n(%) n(%) n(%)

VHC 31(46,3%) 13(48,1%) 9(47,4%) 9(42,8%)

VHC + ALCOOL 24(35,7%) 5(18,5%) 9(47,4%) 10(47,6%)

VHB 4(6,0%) 2(7,5%) 1(5,2%) 1(4,8%)

ALcooL 4(6,0%) 4(14,8%) - -

VHB + VHC 1(1,5%) 1(3,7%) - -

VHB + ALCOOL 1(1,5%) 1(3,7%) - -

OUTROS 2(3,0%) 1(3,7%) - 1(4,8%)

VHC: virus da hepatite C; VHB: virus da hepatite B.
Outros: cirrose + VHB, cirrose + VHC.
* Teste qui-quadrado de Pearson.

DISCUSSAO

O gene MDM2 tem papel importante como regulador negativo da proteina
P53 e a presenca do polimorfismo T309G resulta em aumento nos niveis de proteina
MDM2 reduzindo a atividade da proteina P53. Assim, uma vez que o gene MDM?2 ¢ a

proteina P53 sdo componentes centrais da manutengdo do genoma, esse polimorfismo
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pode estar envolvido com o desenvolvimento de CHC da mesma forma que estd em
outros tipos de neoplasias .

Em um estudo que avaliou a frequéncia polimoérfica SNP T309 G no gene
MDM2 em pacientes com Carcinoma Hepatocelular na populacdo do Marrocos, o
genodtipo homozigoto selvagem TT esteve presente em 40,62% dos casos, o gendtipo
heterozigoto TG foi identificado em 47,92% dos casos e o gendtipo polimdrfico GG em
11,46%. O mesmo estudo comparou pacientes com e sem Carcinoma Hepatocelular e
constatou que o genotipo polimdrfico GG tinha maior prevaléncia de CHC (11,6 % em
pacientes com CHC contra 5,85% em pacientes sem CHC) ',

Ao comparar o estudo acima com o presente trabalho, encontramos
diferencas nas frequéncias genotipicas, principalmente no que se refere ao gendtipo GG,
que em nosso trabalho foi de 31,3%. No que concerne ao gendtipo TT, foram
encontradas frequéncias semelhantes. O estudo citado concluiu, apdés comparar o grupo
de estudo com grupo controle, que a presenga do genodtipo GG parece estar envolvida
com o CHC.

Por falta de grupo controle em nosso estudo, ndo foi possivel fazermos tal
comparagao.

Nao encontramos diferencas na distribuicdo das frequéncias relacionada
com o género, levando em conta a distribuicdo do CHC ser mais frequente em homens
do que em mulheres.

Em estudo realizado na Coreia foi pesquisado o envolvimento do mesmo
polimorfismo no gene MDM2 em pacientes com Carcinoma Hepatocelular ¢ VHB,
sendo encontrada uma frequéncia genotipica de 15,7% para o gendtipo tipo selvagem

TT, 43,5% para o heterozigoto TG e 40,3% para o polimérfico GG. Esse mesmo estudo
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comparou ainda a frequéncia genotipica em amostras sem Carcinoma Hepatocelular e
identificou uma frequéncia de 28% para o genoétipo tipo selvagem TT, 44,6% para o
gendtipo TG e 27,4% para o gendtipo polimérfico GG'. O presente estudo encontrou
frequéncias diferentes, principalmente para o gendtipo TT que foi maior (40,3%) e para
o gendtipo TG que foi menor (28,4%) independente da etiologia. Este fato pode estar
associado ao grupo de estudo pesquisado na Coreia que incluiu como etiologia somente
o VHB e ao tamanho da amostra sendo um total 583 casos (287 com CHC e 296 sem
CHC). Nosso estudo obteve apenas 67 pacientes com etiologia variada sendo apenas 4
pacientes com VHB e ndo teve grupo controle.

Um estudo realizado no Japao em pacientes com CHC e VHC apresentou
uma frequéncia genotipica de 16% para o genotipo tipo selvagem TT 51% para o
heterozigoto TG e 33% dos casos para o gendtipo polimérfico GG'. Essa investigagio
apresentou uma frequéncia para o gendtipo polimodrfico GG semelhante ao da nossa
pesquisa (31,3%), mas a frequéncia do gendtipo TG e a do TT foram diferentes do
presente estudo sendo elas 28,4% e 40,3%, respectivamente. Salienta-se que nossa
amostragem possui 82% de pacientes infectados com o VHC. Segundo a pesquisa feita
no Japao, a presenca do alelo G pode estar associada ao risco de desenvolver CHC.

Em estudo realizado em Taiwan, pesquisadores analisaram um grupo de 58
pacientes com CHC e 138 sem CHC. No grupo de pacientes com CHC foi encontrada
uma frequéncia de 19% para o genotipo TT, 63,8% para o genotipo TG e 17,2% para o
genotipo GG. Sendo que neste estudo os resultados no grupo sem CHC nao tiveram
diferencas significativas quando comparadas com a presenca de CHC identificando-se

uma frequéncia de 25,3% para o genoétipo TT, 58% para TG e 16,7% para o gendtipo
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GG'. O presente estudo encontrou frequéncias genotipicas diferentes do estudo
tailandés principalmente quanto ao genotipo GG e TT 31,3% e 40,3%, respectivamente.

Cabe ressaltar que as frequéncias genotipicas encontradas em nosso estudo
ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas, sendo elas semelhantes em
relagc@o ao gendtipo polimorfico GG e ao selvagem TT.

No entanto, considerando a frequéncia com que o polimorfismo T309G no
gene MDM2 ocorre nos tumores humanos (5% a 10%), e comparando com a frequéncia
do gendtipo polimdrfico GG encontrada neste estudo, observamos que o resultado foi
relativamente elevado, uma vez que apresentou frequéncia de 31,3%.

Em estudo de revisdo sistematica realizado em 2010, pesquisadores
buscaram evidencias entre possivel associagdo deste polimorfismo no gene MDM2 e o
Carcinoma Hepatocelular, e concluiram que o polimorfismo SNP T309G no gene em
estudo apresentou evidencias moderadas de associagdo com o desenvolvimento de
CHC, merecendo, assim, mais estudos aprofundados no que diz respeito a biologia
molecular do CHC e do gene MDM2".

Pesquisadores chineses avaliaram o envolvimento deste mesmo
polimorfismo com a susceptibilidade de desenvolver Carcinoma Hepatocelular em
pacientes chineses com virus da hepatite B, incluindo no estudo 310 pacientes com
CHC e virus da hepatite B, 314 pacientes controle sem CHC e com VHB e 480
pacientes sem CHC e sem VHB. Tal pesquisa concluiu que os resultados encontrados
sugerem que o polimorfismo no gene MDM2 pode influenciar o risco de desenvolver
CHC em pacientes com VHB na populagdo chinesa '°.

Por fim, salienta-se que, na bibliografia pesquisada, ndo foram encontradas

publicacdes de trabalhos brasileiros que tratassem do polimorfismo T309G no gene
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MDM2 em pacientes com CHC. Sendo assim, ndo foi possivel uma comparagdo com
dados encontrados em pesquisas brasileiras. Além disso, a auséncia de um grupo
controle sem Carcinoma Hepatocelular impediu a comparagdo entre os resultados das
frequéncias genotipicas e alélicas com as que encontramos no grupo em estudo com

CHC.

CONCLUSAO

Na pesquisa feita por nosso grupo, a analise do polimorfismo T309G no
gene MDM2 em pacientes com CHC ndo apresentou diferengas estatisticamente
significativas nas frequéncias genotipicas, assim como na frequéncia dos alelos, nao
sendo, portanto, viavel avaliar se existe envolvimento do polimorfismo com o
Carcinoma Hepatocelular. Da mesma forma, ndo foi possivel encontrar diferenga nas

frequéncias genotipicas em relagdo a etiologia e ao género nas amostras estudas.

Levando em consideragdo a frequéncia com que o polimorfismo T309G no
gene MDM2 ocorre nos tumores humanos (5% a 10%), e comparando com a frequéncia
de 31,3% encontrada para o gendtipo polimorfico GG neste estudo, observamos que o
nosso resultado foi relativamente elevado.

Sendo assim, sdo necessarias maiores investigagdes frente as diferentes
populagdes, etiologias e fatores de risco associados ao CHC em relagdo ao

polimorfismo T309G do gene MDM2.
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6-CONCLUSOES

Este estudo avaliou pacientes com CHC e o polimorfismo T309G no gene
MDM2 e as frequéncias genotipicas encontradas foram de 40,3% para o genotipo TT;
28,4% para o gendtipo TG e 31,4% para o genotipo GG.

A frequéncia alélica foi de 54,5% para o alelo T e de 45,5% para o alelo G.

Quando avaliada a etiologia e o polimorfismo T309G no gene MDM2 nio
foi possivel encontrar diferengas estatisticas

Nao encontramos diferencas na distribuicdo das frequéncias relacionada

com o género.
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7- CONSIDERACOES FINAIS

O numero de casos de Carcinoma Hepatocelular cresce mundialmente,
chegando a ocupar a 5* posi¢cdo dentre os diferentes tipos de neoplasias. Pesquisadores
de varios paises buscam novas ferramentas para auxiliar no prognostico de pacientes
com CHC, sendo necessario, por essa razdo, elucidar a patogénese molecular desse tipo

de carcinoma.

Em vista disso, estdo sendo desenvolvidos estudos sobre o envolvimento de
polimorfismo SNP 309 com a troca do nucleotideo T pelo G no gene MDM2 (SNP
T309G) e o Carcinoma Hepatocelular, a fim de verificar se existe associagdo entre a

presenca do alelo G a uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento de CHC.

Desse modo, o presente estudo buscou avaliar a associagdo entre o SNP
T309G no gene MDM2 e o carcinoma hepatocelular. Diante dos dados até entdo
publicados, o pequeno numero amostral das diferentes etiologias aqui estudadas e a falta
de um grupo controle, tornam-se necessarios estudos mais detalhados sobre esse
polimorfismo, visando esclarecer tal envolvimento com CHC. Com isso sera possivel
disponibilizarmos de mais uma ferramenta para a avaliacdo de progndstico e para um

tratamento mais eficaz dos pacientes.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Hepatocellular Carcinoma is the fifth most common type of neoplasia worldwide.
The presence of the T309G polymorphism in the MDM2 gene (rs2279744) may be a risk factor for the
development of this carcinoma. This gene is a negative regulator of the p53 protein and T309G
polymorphism in the MDM?2 gene can block or decrease the activity of p53 and may increase the
occurrence of Hepatocellular Carcinoma. OBJECTIVE: To evaluate the involvement of the SNP T309G
polymorphism in the MDM2 gene in patients with Hepatocellular Carcinoma of different etiologies, the
hospital complex Santa Casa de Porto Alegre. METHODS: We studied 67 patients with a diagnosis of
Hepatocellular Carcinoma (HCC) in the period 2000-2009. Polymorphism in the MDM2 gene was
determined by the TagMan-based real-time, allele-specific PCR assay. RESULTS: Regarding gender, 56
(83.6%) were male and 11 (16.4%) were female and the average age was 60.6 years (+8.8), with a
minimum age of 37 and maximum of 85 years. Regarding etiology of Hepatocellular Carcinoma, we
observed that 31 cases (46.3%) were related to infection by hepatitis C virus (HCV), followed by
infections by the hepatitis C virus + alcohol, totaling 24 cases (35.8%), as well as by alcohol
consumption, shown in 4 cases (6%), and the presence of hepatitis B virus (HBV), occurring in 4 cases
(6%). Other factors (HBV + HCV, cirrhosis + alcohol) were detected in 4 cases (6%). Liver
transplantation was performed in 48 cases (71.6%) and hepatectomy in 19 (28.4%). Genotype frequencies
were 40.3% for TT, 28.4% for TG, and 31.3% for GG. Allele frequency was 54.5% for the T allele and
45.5% for G allele. CONCLUSION: The analysis of T309G polymorphism in the MDM2 gene in
patients with HCC showed no significant differences in genotype and allele frequencies, and it was not

feasible to determine in this series any involvement of polymorphism with Hepatocellular Carcinoma.

Keywords: Carcinoma Hepatocellular. Polymorphism in MDM2 gene. P53 gene.
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INTRODUCTION

Hepatocellular Carcinoma is the fifth most common type of neoplasia
worldwide, with more than half a million new cases annually and is the leading cause of
death among cirrhotic patients. Chronic infection with hepatitis B virus is the
predominant risk factor for HCC in Southeast Asia and Africa and chronic infection
with hepatitis C virus is the predominant risk factor for HCC in Western countries and
Japan'. The factors of most prominence associated with Hepatocellular Carcinoma
include chronic hepatitis by B virus and C virus, alcohol consumption, and aflatoxin B1.
Other etiologic factors have also been proposed to lead to HCC, although less
frequently. In addition, gender can also influence the risk and prognosis of HCC, which
is four times higher in men than in women. In Brazil, up to 90% of cases of HCC are
associated with cirrhosis, major causes being chronic infections with hepatitis B virus
(HBV) and hepatitis C virus (HCV), chronic alcohol abuse, and hereditary
hemochromatosis®™.

Changes in DNA bases, as well as in repair mechanisms and genes involved
in microsatellite instability (MSI), are also found in HCC, especially when associated
with HCV. As a result, genetic alterations involved in some of the multiple stages of
carcinogenesis have been studied in recent years”.

The P53 gene, considered the guardian of the genome, among all those
known to be involved in the processes of carcinogenesis, is of utmost importance. The
p53 protein plays a central role in the regulation of various signaling pathways that
control cellular responses to DNA damage caused by various agents such as ultraviolet

light, ionizing radiation, and chemical carcinogens. This 53-kilodalton protein is a
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transcriptional regulator induced in response to DNA damage and can lead to stoppage
of the cell cycle or induce apoptosis”™®.

The MDM2 protein is a direct negative regulator to the tumor suppressor
protein p53, which is involved in 50% of human cancers’. The MDM2 gene encodes a
protein of the same name (MDM2 protein), which is capable of binding to the N-
terminus of the p53 protein, thereby blocking the transcriptional activity of p53®.
Studies conducted in mice have shown that overexpression of MDM2 is capable of
generating tumors. This overexpression is also associated with reduced survival and is a
useful predictive factor of poor prognosis in cases of HCC’.

The polymorphism located in the first intron of the MDM2 gene (SNP309),
with T>G change results in increased levels of the MDM2 protein and reduces the
activity of the p53 protein. Since the MDM2 gene and the P53 protein are central
components of maintaining the genome, polymorphism (SNP309) may be involved in
the development of HCC’. Studies suggest that T309G polymorphism in the MDM2
gene is associated with increased risk and with the early age of onset of a number of
human cancers'”.

Studies of meta-analysis conducted recently included works in Turkey,
Morocco, Japan and Korea, totaling 738 cases with Hepatocellular Carcinoma and 1014
negative controls without HCC, in a period from 2006 to 2010. Aiming to evaluate the
involvement of polymorphism SNP T309G in MDM2 gene,, research has concluded
that there is significant involvement of this polymorphism with the risk of developing
the Hepatocellular Carcinoma and the polymorphic allele G acts as an important risk
factor and that the polymorphic allele G acts as an important risk factor for the

development of HCC'' .
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Seeking to better understand the molecular biology of HCC as an auxiliary
tool in the analysis from the perspective of tumor recurrence and from the perspective of
patient cure, this study sought to evaluate the involvement of T309G SNP in the MDM2
gene in patients with Hepatocellular Carcinoma with different etiologies and attended
services in the Santa Casa de Porto Alegre, Federal University of Health Sciences of

Porto Alegre (UFCSPA).

OBJECTIVE
The objective this study was evaluate the involvement of the SNP T309G
polymorphism in the MDM2 gene in patients with Hepatocellular Carcinoma of

different etiologies in the state of Rio Grande do Sul.

METHODOLOGY
Study population

The study sample consisted of patients with HCC diagnosed by pathological
examination. The samples were obtained from tissue in paraffin block, in the period
2000-2009. The study patients underwent hepatectomy or liver transplantation at the
Hospital Complex of Santa Casa of Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

In total, 124 cases were identified with diagnosed HCC. Of these, 32
samples were not used because, in 8 samples, the tissue in paraffin blocks had
insufficient material for analysis and 24 samples showed excess necrosis. Therefore, a

total of 92 samples remained in the study.
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This study chose not to have the negative control group due to the difficulty
of obtaining a large number of samples without Hepatocellular Carcinoma , in addition
the main focus of our study was to Genotyping of the polymorphism in MDM?2.

In order to maintain the patients’ confidentiality, all cases were encoded
with the HCC initials followed by sample number and the work database was organized

based on the patients’ records.

Sample preparation
The paraffin samples of tumor tissue were cut into pieces of 4pm, using the
microtome and appropriate sterile (EasyPath) razors. This material was stored in 1.5ml

tubes and kept at minus 20°C until the time of DNA extraction.

DNA extraction

The samples were deparaffinized with xylene and ethanol. We performed a
cleaning with xylene by shaking for 15 seconds and two washes with ethanol also for 15
seconds each. The two washes were then centrifuged at 13,000rpm for 6 minutes. After
centrifugation of the washes, proteinase K (20mg/ml) was added to the sample, along
with a lysis buffer and DNA remained in a water bath at 60°C overnight to potentiate
the effect of enzymatic digestion. On the next day, the DNA was extracted using the
Bioneer Extraction Kit (Bionner Corporation, USA). The entire process of DNA
extraction was performed as indicated by the manufacturer.

The integrity and quantity of DNA per sample were analyzed in the
apparatus NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA). The DNA from

each sample was extracted, quantified and stored at -20°C.
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Genotyping

For molecular identification of the T309G polymorphism in the MDM?2
gene (rs 2279744) we used the TagMan-based real-time, allele-specific PCR assay in
the StepOnePlus thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA).

In the TagMan assay, we used a pair of primer in order to identify the DNA
sequence containing the polymorphism, which was as follows: Forward 5'-
CGGGAGTTCAGGGTAAAGGT-3' and Reverse: 5'-ACAGGCACCTGCGATCATC-
3'. Two probes were used, one to identify the allele with polymorphism and the other for
the allele without the polymorphism, as follows: VIC-5-CTCCCGCGCCGAAG-3' and
the probe FAM-5'-TCCCGCGCCGCAG-3' (primers and probes of Applied Biosystems,

Foster City, CA).

Statistical analysis

Quantitative variables were expressed as mean, standard deviation and the
categories were described by absolute and relative frequencies. To compare means
between groups, the t-student test for independent samples or analysis of variance
(ANOVA) were applied one way.

In the comparison of proportions, the chi-squared test or Fisher's exact test
were applied.

The level of significance was set at 5% (p<0,05) and the analyses were

performed using the program SPSS version 18.0.

RESULTS
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We selected 92 samples for the study. In 11, we were not successful in
extracting DNA samples and, in 14, we were unable to achieve amplification by allele-
specific PCR reaction, totaling the data analysis of 67 patients.

We analyzed 67 samples from patients with Hepatocellular Carcinoma, in
which 56 patients (83.6%) were male and 11 (16.4%) were female. The average age
accounted for 60.6 years (+8.8), with a minimum age of 37 years and maximum age of
85 years.

The etiology of HCC was related to infection with HCV in 31 cases
(46.3%), followed by infection with HCV + alcohol in 24 cases (35.7%), alcohol intake
in 4 cases (6%), HBV in 4 cases (6%), and other causes also identified in 4 cases (6%).
Liver transplantation was performed in 48 patients (71.6%) and hepatectomy in 19

patients (28.4%). These data are shown in Table 1.

Table 1 — Characteristics of the study group.

Variables n=67
Gender— n(%)
Male 56 (83.6)
Female 11 (16.4)
Age (years) — mean +DP 60.6 + 8.8
Etiology — n (%)
HCV 31(46.3)
HCV + Alcohol 24 (35.7)
Alcohol 4 (6.0)
HBV 4 (6.0)
HBYV + Alcohol 1(1.5)
HCV + HBV 1 (L.5)
Others 2(3.0)
Procedure — n (%)
Transplantation 48 (71.6)
Hepatectomy 19 (28.4)

Distribution of genotypes and alleles of the T309Gpolymorphism in the MDM2

gene
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The distribution of genotypes for the T309G polymorphism in the sample of
67 patients with HCC was 27 patients (40.3%) for the wild-type homozygous TT
genotype, 19 patients (28.4%) for the TG heterozygous genotype and 21 patients
(31.3%) for the GG polymorphic homozygous genotype. In the calculation of the allele
frequency for the T allele, we found 36 patients (54.5%) and, for the G polymorphic

variant, 31 patients (45.5%).

Association between gender and genotype

Regarding gender distribution, it was observed that 56 patients (83.6%)
were male and 11 patients (16.4%) were female, with p=0.107. Of these, the TT
genotype was present in 24 male patients (88.9%) and 3 female patients (11.1%). When
evaluating the TG genotype, we found 13 male patients (68.4%) and 6 female patients
(31.6%), while the polymorphic GG genotype was present in 19 male patients (90.5%)
and 2 female patients (9.5%).
Association of etiology with the genotypes

Of the 27 patients (40.3%) with the TT genotype, 13 patients (48.1%)
showed HCV, 5 patients (18.5%) showed HCV + alcohol, and 4 patients (14.8%)
showed only alcohol consumption. In the presence of HBV, the TT genotype was
present in 2 patients (7.5%), 1 patient (3.7%) when associated HBV + alcohol, and
again 1 patient (3.7%) when associated HBV + HCV. We also found 1 patient (3.7%)
with other etiologies.

Of the 19 patients (28.4%) with the TG genotype, 9 patients (47.4%) shoed

HCV, 9 patients (47.4%) showed HCV + alcohol, and 1 patient (5.2%) showed HBV.
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The TG genotype was not found when associated with HBV + HCV, HBV + alcohol,
and other etiologies (Table 2).

The polymorphic GG genotype present in 21 patients (31.3%) showed 9
patients (42.8%) with HCV, 10 patients (47.6%) with HCV + alcohol, and 1 patient
(4.8%) HBV (Table 2). This genotype was not observed in patients who had alcohol,
HBV + HCV and HBV + alcohol as etiologies. In other etiologies, we observed 1
patient (4.8%).

Table 2 — Association of etiology with the genotype.

ETIOLOGY FREQUENCY TT GENOTYPE TG GENOTYPE GG GENOTYPE p*

(n=27) (n=19) (n=21) 0.504
(%) n (%) n (%) n(%)

HCV 31 (46.3%) 13 (48.1%) 9 (47.4%) 9 (42.8%)

HCV + ALCOHOL 24 (35.7%) 5 (18.5%) 9 (47.4%) 10 (47.6%)

HBV 4 (6.0%) 2 (7.5%) 1 (5.2%) 1 (4.8%)

ALCOHOL 4 (6.0%) 4 (14.8%)

HBV + HCV 1 (1.5%) 1 (3.7%)

HBV + ALCOHOL 1(1.5%) 1(3.7%)

OTHER 2 (3.0%) 1(3.7%) - 1 (4.8%)

HCV: hepatitis virus C; HBV: hepatitis virus B. Other: cirrhosis + HBV, cirrhosis + HCV.
* Pearson’s chi-squared test.

DISCUSSION

The MDM2 gene plays an important role as a negative regulator of the p53
protein and the presence of T309G polymorphism results in increased levels of the
MDM?2 protein, thus reducing the activity of p53protein. Thus, since the MDM?2 gene
and the p53 protein are central components of the maintenance of the genome, this
polymorphism could be involved in the development of HCC in the same way as in

other types of neoplasm’™”’.
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In a study that evaluated the polymorphic frequency SNP T309 G in the
MDM2 gene in patients with Hepatocellular Carcinoma in the population of Morocco,
wild-type homozygous TT genotype was present in 40.62% of cases, the heterozygous
TG genotype was identified in 47.92% cases, and the polymorphic GG genotype was
identified in 11.46%. The same study compared patients with and without
Hepatocellular Carcinoma and found that the polymorphic GG genotype had a higher
prevalence of HCC (11.6% in patients with HCC versus 5.85% in patients without
HCC)"™.

When comparing the study above to our research, we observe differences in
genotype frequencies especially with regard to the GG genotype, which was 31.3% in
our study. Regarding the TT genotype, similar frequencies were found.

After comparing the study group with the control group, the above study
concluded that the presence of the GG genotype seems to be involved with HCC.

For lack of a control group in our study, it was not possible to make such a
comparison.

We found no differences in the distribution of frequencies associated with
genre taking into account that the distribution of HCC is more frequent in men than in
women.

A study conducted in Korea investigated the involvement of the same
polymorphism in the MDM2 gene in patients with Hepatocellular Carcinoma and HBV,
with genotype frequency of 15.7% for the wild-type TT genotype, 43.5% for
heterozygous TG, and 40.3% for polymorphic GG. The same study also compared
genotype frequency in samples without Hepatocellular Carcinoma and identified a

frequency of 28% for the wild-type TT genotype, 44.6% for the TG genotype, and
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27.4% for the polymorphic GG genotype'. These data show the importance of knowing
genotype frequency in different populations likely to develop HCC. This study found
different frequencies, mainly for the TT genotype, which was higher (40.3%), and the
TG genotype, which was lower (28.4%), regardless of the etiology. This fact may be
associated with the study group researched in Korea, which included only HBV as an
etiology and the sample size being a total of 583 cases (287 with HCC and 296 without
HCC). Our study had only 67 patients with different etiologies and only 4 patients with
HBV.

Another study conducted in Japan in patients with HCC and HCV showed a
genotype frequency of 16% for the wild-type TT genotype, 51% for heterozygous TG,
and 33% of cases for the polymorphic GG genotype'®. This investigation showed a
frequency for the polymorphic GG genotype similar to that of our research (31.3%) but
the frequency of the TT and TG genotypes were different from this study, reaching
28.4% and 40.3%, respectively. It is noted that our sample contains 82% of patients
infected with HCV. According to the research conducted in Japan, the presence of the G
allele may be associated with risk of developing HCC.

A study conducted in Taiwan, researchers analyzed a group of 58 patients
with HCC and 138 without HCC. The group of patients with HCC showed a frequency
of 19% for the TT genotype, 63.8% for the TG genotype, and 17.2% for the GG
genotype. In this study, the results in the group without HCC had no significant
differences when compared to the presence of HCC, with a frequency of 25.3% for the
TT genotype, 58% for TG, and 16.7% for the GG genotype’. This study found
genotypic frequencies that differed from the Thai study mainly as regards the GG and

TT genotypes, at 31.3% and 40.3%, respectively.
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It should be noted that the genotype frequencies found in our study showed
no statistically significant differences and were similar in relation to the GG
polymorphic and TT wild genotypes.

However, considering the frequency with which T309G polymorphism in
MDM2 gene occurs in human tumors (5-10%), and comparing the frequency of the GG
polymorphic genotype in this study, we observed that the result was relatively high as it
presented a frequency of 31.3%.

In a study of a systematic review conducted in 2010, researchers sought
evidence possible association between this polymorphism in MDM2 gene and
Hepatocellular Carcinoma and they concluded that the polymorphism SNP T309G in
the studied gene showed to showed moderate evidences association with the
development of HCC, deserving thus more thorough studies regarding the molecular
biology of HCC and of the MDM2 gene' .

Chinese researchers evaluated the involvement of this same polymorphism
with susceptibility of developing hepatocellular carcinoma in Chinese patients with
Hepatitis Virus B, including the study 310 patients with HCC and Hepatitis Virus B,
314 control patients without HCC with HBV positive and 480 patients without HCC
without HBV. This research concluded that the results suggest that the MDM?2 gene
polymorphism may influence the risk of developing HCC in patients with HBV in the
Chinese population'® .

Finally, it is noted, in that the literature surveyed, we found no publications
of Brazilian studies that addressed T309G polymorphism in the MDM2 gene in patients
with HCC. Therefore, it was not possible to perform a comparison with data found in

Brazilian research. In addition, the absence of a control group without Hepatocellular
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Carcinoma prevented the comparison between the results of the genotypic and allelic

frequencies with those found in the study group with HCC.

CONCLUSION

In the research conducted by our group, the analysis of T309G
polymorphism in the MDM2 gene in patients with HCC showed no statistically
significant differences in genotype frequencies, as well as in the frequency of alleles. It
was not, therefore, not feasible to assess whether there is involvement of polymorphism
with Hepatocellular Carcinoma. Similarly, we could not find differences in genotype
frequencies in relation to etiology and gender in the samples studied.

Considering the frequency of the polymorphism T309G in MDM2 gene to
occurs in human tumors (5% to 10%), and comparing the frequency of 31.3% found for
the GG genotype polymorphic in this study, we found that our results were relatively
high.

Therefore, further research is necessary in the face of different populations,
etiologies and risk factors associated with HCC in relation to T309G polymorphism of

the MDM2 gene.



ABBREVIATIONS

SNP: single nucleotide polymorphism (SNP).

HCC: Hepatocellular Carcinoma.
VHC: Hepatitis C virus.

VHB: Hepatitis B virus
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