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RESUMO

Introducgdo. A descoberta e incorporagao de painéis de biomarcadores aos estudos
do cancer permitiram o conhecimento de variagdes genéticas e sua interferéncia no
processo de carcinogénese. A possibilidade de associagdo do polimorfismo de
nucleotideo simples T309G do gene MDM2 com o aumento da formacgédo de
tumores, dentre eles o carcinoma hepatocelular (CHC), tem sido alvo de diversos
estudos. Objetivo. Analisar a influéncia do polimorfismo T309G do gene MDM2 na
recidiva tumoral de pacientes cirroticos com CHC submetidos a tratamento cirurgico.
Métodos. Foram analisados retrospectivamente pacientes cirréticos com carcinoma
hepatocelular submetidos a tratamento cirurgico (hepatectomia parcial ou
transplante hepatico) no periodo de 2000 a 2009, no Complexo Hospitalar Santa
Casa de Misericordia Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Foram coletadas amostras de
fragmentos tumorais da pega operatoria (figado explantado ou segmento hepatico),
as quais foram preparadas para estudo em bloco parafinado. Resultados. A
sobrevida global foi de 26,7 meses para o grupo HPT e 62,4 meses para 0 grupo
TxH (p<0,01), havendo um total de 66,7% de recidiva global no grupo HPT (10/15), e
17% no grupo TxH (8/47) (X* = 13,602, p<0.01). Niveis de AFP>200ng/mL
correlacionaram-se com a recidiva tumoral em ambos 0s subgrupos cirurgicos.
Observou-se que 83,3% dos pacientes com recidiva também apresentaram invasao
microvascular ao exame anatomo-patolégico (p<0,01). Nao houve significancia
estatistica quando a recidiva neoplasica foi avaliada para os diferentes gendtipos e
analisada para cada subgrupo cirurgico. A analise dos fatores prognosticos
relacionados a recidiva do carcinoma hepatocelular, quando estratificados para cada
padrdao genotipico, também n&o se mostrou significante. Conclusdao. O nosso
estudo revelou que o gendtipo G/G nao esteve associado a recidiva tumoral apds o
tratamento cirurgico, seja nas hepatectomias parciais ou transplante hepatico. Além
disso, a presengca desse genotipo ndo mostrou correlagdo com os fatores

prognosticos estudados.



ABSTRACT

Introduction. The discovery and incorporation of biomarker panels to cancer studies
allowed the knowledge of genetic variation and its interference in the process of
carcinogenesis. The possible association of single nucleotide polymorphism MDM2-
T309G with increased development of tumors, including hepatocellular carcinoma,
has been the subject of several studies. Objective. Analyze the influence of T309G
polymorphism of MDM2 gene in tumor recurrence in cirrhotic patients with
hepatocellular carcinoma who underwent surgical treatment. Methods. We
retrospectively analyzed cirrhotic patients with hepatocellular carcinoma treated by
surgery (partial hepatectomy or liver transplantation) from 2000 to 2009, at Santa
Casa Hospital in Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Tumor samples from surgical
specimen were collected (explanted liver or hepatic segment), which have been
prepared for study in paraffin blocks. Results. Overall survival was 26.7 months for
the HPT group and 62.4 months for liver transplantation group (p <0.01), with 66.7%
overall recurrence in HPT group (10/15) and 17% in liver transplantation group (8/47)
(X2 = 13.602, p <0.01). AFP levels > 200 ng / mL were correlated with tumor
recurrence in both surgical subgroups. It was observed that 83.3% of patients with
recurrence also had microvascular invasion in pathological examination (p <0.01).
There was no statistical significance when neoplastic recurrence was evaluated for
different genotypes and analyzed for each surgical subgroup. Analysis of prognostic
factors associated with recurrence of hepatocellular carcinoma, when stratified for
each genotypic pattern, neither was statistically significant. Conclusion. Our study
revealed that the G/G genotype was not associated with tumor recurrence after
surgical treatment, in neither partial hepatectomy nor liver transplantation. In addition,
the presence of this genotype showed no correlation with the studied prognostic

factors.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 A epidemiologia molecular

A epidemiologia molecular (EM), desde a idealizagdo do conceito em 1982,
vem ganhando importdncia como uma nova area de conhecimento nos estudos
sobre o cancer. E o resultado da fusdo da epidemiologia com a biologia molecular.
Busca estudar os potenciais fatores causais das diversas neoplasias e,
principalmente, atuar na sua prevengéo’.

Em meio as diversas contribuicbes prestadas no campo cientifico pela EM,
talvez o conceito de variacido entre individuos em relacdo ao risco de desenvolver o
cancer seja um dos mais significativos?. Sabe-se que sdo inuUmeras as interagdes
existentes entre os fatores ambientais e o hospedeiro no processo multifatorial da
carcinogénese. Ou seja, além da exposigdo a determinados agentes com potencial
carcinogénico, diferengas individuais em relacdo ao metabolismo, sistemas de
reparo do DNA (acido desoxirribonucleico) e atividades de genes supressores
tumorais, por exemplo, irdo influenciar no desenvolvimento da neoplasia em
determinado organismo?.

O objetivo final da EM é atuar na prevencdo do cancer, uma doenga que,
segundo estimativas americanas, levara ao obito mais de 500.000 pessoas nos
Estados Unidos (EUA) em 2014, com aproximadamente 1,6 milhées de casos novos
ocorrendo neste ano*. Este intento torna-se possivel na medida em que os fatores
implicados no surgimento desta doenga s&do, na grande maioria, exogenos,
possibilitando medidas que visem a sua prevengao?®.

Até recentemente, a maioria dos estudos em EM ressaltava apenas a
associagao causal entre exposi¢cao e doenga. A modulagdo dos fatores ambientais
pela suscetibilidade do hospedeiro era raramente estudada. Com a descoberta e a
incorporacdo de painéis de biomarcadores aos estudos do cancer, tornou-se
possivel o conhecimento das variagbes genéticas e a sua interferéncia no processo
de carcinogénese®. Determinar, assim, o papel do polimorfismo genético na etiologia
dos tumores esporadicos, através das relagdes entre suscetibilidade hereditaria e
fatores ambientais é o campo principal da pesquisa em EMS.



E preciso lembrar, entretanto, que a EM engloba algumas das limitacdes dos
estudos epidemiolégicos, como a suscetibilidade a fatores de confus&do. Além disso,
alguns biomarcadores utilizados em seus estudos ainda necessitam de validagao
adequada para que seu uso seja difundido e recomendado?.

Mesmo assim, esses novos recursos moleculares podem em muito beneficiar
pacientes e acarretar ganhos na saude publica. Individuos com maior risco de
desenvolver o cancer podem ser identificados e favorecidos por medidas de
prevencao. Ainda, a deteccdo precoce da doenga em pacientes em
acompanhamento estreito (em virtude de apresentarem uma predisposi¢céo
molecular) pode propiciar tratamento mais efetivo e melhorar o progndstico desses

individuos” (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma para detecgao precoce e tratamento do cancer
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1. Fonte: Hartman M, Loy EY, Ku CS, Chia KS. Molecular epidemiology and
its current clinical use in cancer management. Lancet Oncol 2010;11:383-
390°.

1.2 As proteinas p53 e MDM2

A transformagdo maligna de uma célula é atribuida a uma série de eventos
genéticos e epigenéticos envolvendo alteragdes em varios oncogenes e genes

supressores tumorais, tipicamente nas células somaticas®. A ativagdo de oncogenes



e inativagdo de genes supressores tumorais sdo 0s mecanismos mais estudados no
desenvolvimento e progressao do cancer®.

O reparo do DNA é um mecanismo crucial de defesa do organismo que visa
garantir a integridade do genoma. Sabe-se que ha uma variagao significativa entre
individuos no que tange a essa capacidade de corregcdo celular®. Berwick e
colaboradores'® relataram que a grande maioria dos estudos reporta uma diferenca
(na habilidade de reparo do DNA) entre sujeitos com cancer e individuos sadios.

Neste contexto, a proteina p53 assume um papel primordial. Identificada, pela
primeira vez, em 1979, assumiu posteriormente o posto de protetora do genoma
celular, impedindo a proliferagdo celular inapropriada e direcionando células para
apoptose’'. Tamanha é a sua importancia que estudos revelam que mutagcdo ou
perda de seu gene estd presente em aproximadamente 50% de todos os tipos de
cancer em humanos'2.

Em decorréncia de estimulos intra e extracelulares variados, tais como danos
ao DNA e hipdxia, a p53 é ativada e emerge como uma proteina reguladora
essencial que dispara diversas respostas bioldgicas, tanto em escala celular quanto
no organismo como um todo. Ha elevagdo em seus niveis, assim como mudangas
qualitativas que vao permitir a sua atuagao na supressao tumoral3,

Em circunstancias habituais, a proteina p53 € mantida em baixas
concentragdes celulares, existindo basicamente na sua forma latente. A elevagao
em seus niveis é regulada primariamente através do aumento na sua meia-vida'.

A regulagao da p53 se da por uma rede complexa de proteinas, dentre elas a
MDM2 (murine double minute 2), identificada pela primeira vez em ratos'4. Trata-se
de um regulador negativo da p53, que se liga ao seu dominio N-terminal, bloqueia a
sua atividade transcricional e estimula a sua degradacgio'>. MDM2 e p53 formam
uma alga de feedback negativo, no qual a p53 induz a formagdo da MDM2, a qual,
por sua vez, promove a degradagdo da primeira e reduz a sua atividade celular™.
Diversos estudos mostraram que a hiperatividade da MDM2 esta implicada no
surgimento de diversos tipos de cancer, dentre eles cerca de 30% dos sarcomas
humanos'®. Desde a publicacao inicial'’, diversos estudos mostraram que o alelo G
do polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) T309G no gene MDM2 estava
associado a uma atenuacdo da funcdo da p53, com aumento no risco de
carcinogénese'®. Por essa razio, a interagdo entre MDM2-p53 parece ser um alvo

importante na terapéutica do cancer.



1.3 Os polimorfismos de nucleotideo unico

Para que ocorra hiperfuncdo da MDM2, é necesséario que alguma mutagao
provoque uma alteracdo genética que estimule a sua fungdo. Um dos tipos mais
simples é representado pelos polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs), uma
variagdo na sequencia do DNA que altera apenas uma base'®. Tecnicamente, um
locus é considerado polimérfico quando a variagdo mais comum entre os seus alelos
ocorre em uma frequéncia menor que 99% na populagéo estudada®.

Os SNPs representam 90% de todas as variagdes gendmicas humanas, e
aparecem, em média, a cada 1.350 bases'. Estudos revelam que o genoma
humano contém aproximadamente 10 milhdes de SNPs, sendo que, em 66% dos
casos, ocorre substituicdo de citosinas por timinas.

Os SNPs ganharam grande visibilidade em virtude das vantagens do seu uso
em pesquisa médica, comparativamente a outros tipos de polimorfismos.
Primeiramente, a elevada frequéncia na qual sao encontrados no genoma confere-
Ihes grande utilidade para descobertas relacionadas a genes causadores de
doengas?®?!, Além disso, como sido distribuidos por todo o genoma, sdo mais
propensos a abrigar um alelo relevante que, em decorréncia de simples
substituicobes de pares de bases, podem influenciar diretamente na funcdo de
proteinas?’. Ainda, dada a sua simples estrutura de mudanca de bases, os
microarranjos possibilitam a genotipagem rapida e eficiente de inumeros SNPs de
diversos individuos?® 2,

Nesse contexto, emerge o polimorfismo localizado no 1° intron do gene
MDM2, na posi¢cado 309, no qual ha uma troca de timina por guanina (SNP T309G),
culminando em um aumento dos niveis da proteina MDM2 nos individuos portadores
do alelo G desse polimorfismo. Dessa forma, ha uma atenuacdo dos niveis da
proteina p53 e possibilidade de aceleragcdo da formagdo de tumores em seres
humanos'”'8, Os estudos revelam que o aumento nos niveis da MDM2 resulta em
inibicdo direta da atividade transcricional da p53, possibilitando as células
danificadas escaparem da verificacdo que ocorre no ciclo celular, tornando-as
propensas a carcinogénese®.

Em virtude dessa plausibilidade biologica, nas ultimas décadas, diversos
estudos tém evidenciado uma associacdo entre o SNP T309G e a ocorréncia de

neoplasias. Tian e colaboradores?®, em metanalise publicada em 2013, encontraram



associagao significativa entre a presenca do gendtipo GG e o risco aumentado de
desenvolver cancer de estdmago. Ja Peng e colaboradores?* revelaram que o
polimorfismo MDM2 SNP 309 contribui para a suscetibilidade ao céancer de
endométrio. Hu e colaboradores?® demonstraram, em outra metandlise, que a
presenca do polimorfismo 309GG possuia associagao positiva com diversos tipos de

tumores.

1.4 O carcinoma hepatocelular

O carcinoma hepatocelular (CHC), em homens, € o quinto tipo de cancer mais
comum do mundo, representando a segunda causa de morte entre todos os tipos de
neoplasias. No sexo feminino, ocupa a sétima posicdo em incidéncia e responde
pela sexta causa de morte por cancer.

A cada ano, mais de 600.000 pessoas vao ao obito em decorréncia deste tipo
de cancer. Em varias regides dos continentes asiatico e africano, ocupa o primeiro
lugar na lista de incidéncia das diversas neoplasias malignas, culminando também
em elevado numero de Oobitos, principalmente devido a incapacidade de se
reconhecer os individuos propensos a desenvolver a doenca, da alta prevaléncia
dos fatores de risco na populacéo e, ainda, pela auséncia de diagndstico precoce e
tratamento adequado?’.

As Américas do Sul e Norte, grande parte da Europa e Austrdlia sao
considerados de baixa incidéncia para o CHC, com menos de 5 casos por 100.000
habitantes/ano?’- 2. Nos Estados Unidos, entretanto, a incidéncia aumentou nos
ultimos 20 anos, provavelmente em decorréncia da prevaléncia da hepatite cronica
pelo virus C (VHC)?.

No Brasil, a incidéncia aproximada do CHC é de 3,6 casos por 100.000
habitantes/ano, sendo mais frequente nos estados do Espirito Santo, Bahia e
Amazonas segundo estudos nacionais, correspondendo a oitava causa de
mortalidade por cancer no pais3°.

E de conhecimento geral uma série de fatores de risco para o surgimento do
CHC, principalmente a cirrose decorrente das hepatites virais crbnicas, sendo a
hepatite C causa principal em nosso meio®'. Com o entendimento da histéria natural

dessa doencga, foram desenvolvidas varias modalidades de tratamento, seja através



do manejo da cirrose, do controle das hepatites virais e, também, de terapias n&o
cirurgicas para o CHC localizado®°. Entretanto, mesmo com o avango e difusdo de
varios métodos terapéuticos, o tratamento cirdrgico continua sendo o unico eficaz,

seja através de ressecgdes hepaticas parciais ou do transplante hepatico®2.
1.5 O tratamento cirurgico do carcinoma hepatocelular
1.5.1 Resseccdes hepaticas

As hepatectomias parciais com intuito curativo estdo indicadas nos pacientes
com doenga restrita ao figado, e nos quais o tamanho e localizagado das lesdes (em
conjunto com uma fungdo hepatica remanescente adequada) possibilitem esse
tratamento, idealmente em centros de experiéncia em cirurgia hepatica avangada3®
34 Os resultados sdo melhores em pacientes com CHC limitado ao figado, sem
evidéncias de invasdo vascular, com funcdo hepatica preservada e sem sinais de
hipertensdo portal®. Cabe ressaltar, contudo, que apenas 50% dos pacientes
inicialmente tidos como ressecaveis e encaminhados para avaliagdo cirurgica
realmente sao passiveis de ressec¢ao, seja por comprometimento extra-hepatico do
tumor ou reserva hepatica inadequada3®.

E importante lembrar que nem a localizacdo do tumor no figado, nem o seu
tamanho ou quantidade de lesdes impossibilitam de inicio a ressecgdo cirtrgica®.
Com o avango dos exames de imagem, do cuidado intensivo pds-operatério e do
refinamento técnico do cirurgido, houve um incremento no numero de hepatectomias
complexas em centros de referéncia, com resultados satisfatorios e morbi-
mortalidade reduzida®’. Mesmo assim, a ressecgcdo apenas € considerada o
tratamento de eleicdo em pacientes com CHC sem doenca hepatica sobrejacente ou
naqueles com cirrose e fungao hepatica preservada, nos quais sao alcangados os
melhores resultados®2.

Andreou e colaboradores®®, em 2013, publicaram estudo multicéntrico com o
objetivo de avaliar a sobrevida em longo prazo de pacientes com CHC submetidos a
hepatectomias maiores. De um total de 1115 pacientes submetidos a resseccgao
cirurgica, 539 foram por hepatectomias maiores, com tamanho tumoral médio de 10
cm. A sobrevida em 5 anos aumentou com o passar dos anos (de 30% de 1981 a

1989 para 51% de 2000 a 2008), assim como foi reduzida a mortalidade operatéria.



Na analise multivariada, os fatores relacionados ao pior progndstico foram AFP >
1.000 ng/mL, tumor > 5 cm, presenga de invasdo vascular maior, doenga extra-
hepatica e margens cirurgicas comprometidas.

Apesar de a ressecgao cirurgica oferecer ao paciente a chance de cura, a
recorréncia tumoral € elevada, com uma taxa cumulativa em 5 anos variando de 40
a 70% nos diversos estudos®. Silva e colaboradores®®, em 2008, em estudo
realizado na Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, analisando pacientes
cirréticos com carcinoma hepatocelular submetidos a ressecgao cirurgica,
observaram uma sobrevida média de 33,5 meses, sendo 61,9% em 1 ano, 16,67%
em 3 anos e 11,11% em 5 anos. Verificaram, ainda, 68,40% de recidiva tumoral,
sendo a maioria constatada no primeiro ano apos a cirurgia.

Nos ultimos anos, desde o primeiro relato de resseccdo hepatica
laparoscopica*' e seu posterior aprimoramento, tornou-se factivel a realizacdo de
hepatectomias (mesmo maiores) por via minimamente invasiva para pacientes com
CHC, com resultados oncoldgicos semelhantes a técnica convencional e vantagens
relacionadas a menor perda sanguinea, menor tempo de clampeamento portal,
reducdo de complicagcdes poés-operatérias e diminuicdo de tempo de internacao

hospitalar pos-cirtrgico*?.

1.5.2 O transplante hepatico

O transplante hepatico, para pacientes com CHC, emerge como terapéutica
atrativa, ja que possibilita a ressec¢gdo do tumor maligno conjuntamente a troca do
figado doente*®. De uma experiéncia inicial ruim em pacientes com CHC
iressecaveis* 4° (com mortalidade elevada, sobrevida baixa), chegou-se a uma
melhoria nos resultados cirurgicos em pacientes nos quais CHC pequenos,
incidentais, eram encontrados no figado explantado“®.

Coube a Mazzaferro e colaboradores*’, em 1996, estabelecerem critérios
para o transplante ortotépico de figado em pacientes com CHC e, a partir de entao,
difundirem essa modalidade de tratamento. Estes autores mostraram que quando o
transplante era restrito a pacientes com CHC precoce (lesdo unica < 5 cm, ou até 3
lesbes menores que 3 cm, sem invasdo vascular evidente, comprometimento

linfatico ou metastases), seria possivel alcancar sobrevida de 75% em 4 anos,



consagrando entdo os Critérios de Mildo, até hoje amplamente utilizados como
diretrizes para o transplante hepatico em pacientes com CHC.

Estudos observacionais sugerem que os resultados em longo prazo do
transplante hepatico sdo, no minimo, equivalentes (muitas vezes superiores) aos da
ressecgao cirurgica em alguns grupos, principalmente no que se refere a sobrevida a
longo prazo“®. Entretanto, o tratamento cirirgico de pacientes com CHC e cirrose
inicial compensada (Child-Pugh A) que se encontram dentro dos Critérios de Mildo
permanece controverso. Se por um lado € alta a taxa de recorréncia apds resseccao
(maior que 50% em 5 anos), por outro ha o risco de saida de lista de espera
(dropout) em virtude da progressao da doenga em pacientes que aguardam pelo
transplante32.

Cabe ressaltar, contudo, que metanalise recente reportou que pacientes
submetidos a transplante hepatico de resgate (que recidivaram o CHC apos a
ressecc¢ao, mas dentro dos Critérios de Mildo) apresentaram sobrevida comparavel a
dos pacientes submetidos a transplante hepatico ortotépico primario*®. Em muitos
centros nos EUA, a decisdo pelo tratamento cirdrgico inicial (ressecg¢do ou
transplante hepatico) tém sido dificil, requerendo amplas discussbées com equipes

multidisciplinares®?.

1.6 Critérios prognésticos relacionados ao tratamento cirurgico do CHC

A tentativa de obtencdo de parédmetros relacionados ao progndstico de
pacientes com carcinoma hepatocelular submetidos a tratamento cirurgico tem sido
um objetivo constante. Entre os diversos critérios elencados na literatura, alguns
merecem consideracdes especiais, em virtude de diversos trabalhos que mostraram
a sua influéncia na predigdo de resultados?.

O numero de ndédulos tumorais é sabidamente um fator de mau prognéstico
apos o tratamento cirurgico, associado tanto a uma taxa elevada de recorréncia da
doenca quanto a uma baixa sobrevida®®. Em trabalho conduzido por Chen e
colaboradores® em 2004, a presenca de multiplas lesdes iniciais, juntamente com
um intervalo curto de recorréncia da neoplasia, representaram parametros

associados a resultados adversos.



Além desses, tumores iniciais maiores que 5 cm, o grau de diferenciagao
tumoral, niveis elevados de AFP e a presenca de invasdo vascular sao outros
fatores que emprestam um mau progndstico aos doentes®. Park e colaboradores®’
também reportaram, em 2013, parametros semelhantes em estudo conduzido na
Coréia, no qual niveis de AFP maiores que 400ng/mL, CHC > 5 cm, tumores
multiplos e invasdo vascular foram relacionados a desfecho adverso. Em
contrapartida, quanto a este Ultimo fator, Shindoh e colaboradores®? (em 2013)
concluiram que, em pacientes com CHC pequenos (menores que 2 cm), a sobrevida
em longo prazo nao era afetada pela presengca de invasdo microvascular,

diferentemente do que ocorria em pacientes com lesdes maiores que 2 cm.

1.7 O carcinoma hepatocelular e o SNP T309G

E de conhecimento geral que, principalmente no que tange ao transplante
hepatico, ainda vivemos um momento de relativa escassez de doagbes de 6rgaos,
fortalecendo a ideia de que os mesmos devam ser disponibilizados ainda, de forma
prioritaria, para aqueles pacientes que tenham a perspectiva de melhores resultados
apos a cirurgia.

Nos ultimos anos, diversos estudos tém buscado avaliar a associagao entre o
SNP T309G e o carcinoma hepatocelular, com resultados diversos. Leu e
colaboradores®?, em 2007, analisaram os gendtipos MDM2-SNP309 de 58 pacientes
com CHC e virus da hepatite B e/ou C em Taiwan, em comparagao com pacientes
sadios. Encontraram propor¢do semelhante do gendtipo homozigoto MDM2-SNP
309 (G/G) em casos e controles, além de ndo observarem diferenga na prevaléncia
do gendtipo GG e TT em pacientes com CHC.

Em contrapartida, Dharel e colaboradores®, entre 2001 e 2003, estudaram
435 pacientes consecutivos com hepatite C, sendo 187 com e 248 sem CHC.
Obtiveram, ainda, amostras de DNA de 48 individuos sadios com o intuito de estimar
a distribuigdo genética do SNP309 na populagao japonesa. A proporgao do gendtipo
G/G do SNP309 em pacientes com CHC foi significativamente maior do que nos
individuos sem essa neoplasia. Além disso, na analise multivariada, o gendétipo G/G
mostrou-se associado ao CHC de forma independente, quando comparado ao
gendtipo T/T.



Di Vuolo e colaboradores®®, em 2011, analisaram a distribuicdo genotipica de
61 pacientes com CHC e hepatites virais em comparagéao a 122 individuos sadios. A
frequéncia dos gendtipos MDM2-SNP309 G/G e T/G foi significativamente maior em
pacientes com CHC. Além disso, quando o grupo de gendtipo MDM2-SNP309 T/T
foi utilizado como referéncia, os gendtipos G/G e T/G foram associados a um risco
maior de CHC.

O possivel papel do polimorfismo MDM2-SNP 309 no desenvolvimento do
CHC tem sido analisado em outros estudos. O alelo MDM2-SNP G tem sido
associado a um risco aumentado de desenvolver CHC em pacientes coreanos com
hepatite B crénica®, em marroquinos com hepatites virais®” e em pacientes turcos®.
Jin e colaboradores®® (2011) realizaram uma metanalise desses estudos, incluindo
um total de 738 casos e 1062 controles, para avaliar a confianga da associagao do
alelo MDM2-SNP309 G com o CHC. A Odds ratio (razdo de chances) agrupada
alcangou 1,57 (IC 95%; 1,36-1,80) para o alelo G quando comparado ao T,
indicando que esse SNP pode ser utilizado com um marcador molecular preditivo
para o rastreamento de populacdes de alto risco para o CHC.

A literatura é escassa no que diz respeito a associacdo do SNP309 com
fatores progndsticos relacionados ao CHC apés tratamento cirurgico. Apenas um
estudo conduzido por Yang e colaboradores em 2013%° estudou essa possivel
associagao, e mostrou que os pacientes que tinham o genétipo G/G do gene MDM2
apresentaram sobrevida livre de doenca e global semelhante a dos demais

gendtipos.



2. JUSTIFICATIVA

Com os avangos na Biologia Molecular, esta tornando-se possivel o
mapeamento genético humano e dos diversos tipos de neoplasias, descobrindo-se
mutagbes que acarretam alteragdes na historia natural das doengas e suas
interagbes com os individuos acometidos, servindo como fatores progndsticos.
Assim, podem-se conhecer variagdes que provocam aumento na agressividade
tumoral, maior tendéncia a recidiva de doencas e, por fim, incremento na
mortalidade, possibilitando o direcionamento de recursos e métodos terapéuticos
para determinada pessoa com aquele padrdo especifico de enfermidade: uma
medicina personalizada.

A adequada regulagdo dos niveis da proteina MDM2 tém se mostrado
essencial para a supressao tumoral realizada pela p53, sendo que mesmo uma
alteracdo pequena nos niveis da primeira pode interferir nas vias regulatorias da
segunda e, dessa forma, aumentar o risco de aparecimento de neoplasias® 0. O
SNP 309, dessa forma, pode representar um dos polimorfismos relacionados a esse
risco elevado de surgimento de neoplasias, merecendo novos estudos em que visem
elucidar o seu real envolvimento no processo de carcinogénese em seres humanos,
particularmente do carcinoma hepatocelular.

Assim, em virtude da auséncia de estudos nacionais sobre o tema e de
resultados ainda conflitantes na literatura cientifica mundial, foi realizado o presente
trabalho, com o intuito de contribuir para o entendimento de fatores genéticos que
possam influenciar o desfecho de pacientes cirréticos com CHC submetidos a

tratamento cirurgico.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Analisar a relagdo da presenca do polimorfismo T309G do gene MDM2
com a recidiva do carcinoma hepatocelular em pacientes cirréticos

submetidos a tratamento cirurgico.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a associagado dos diversos genaotipos do polimorfismo T309G do
gene MDM2 (G/G, T/G e T/T) com:

o Niveis de AFP prévios a cirurgia
o O tamanho tumoral

o Numero de nédulos

o Grau de diferenciagdo histologica

o Presenca de invasao microvascular
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RESUMO

Introducgdo. A descoberta e incorporagao de painéis de biomarcadores aos estudos
do cancer permitiram o conhecimento de variagdes genéticas e sua interferéncia no
processo de carcinogénese. A possibilidade de associagdo do polimorfismo de
nucleotideo simples T309G do gene MDM2 com o aumento da formacgédo de
tumores, dentre eles o hepatocarcinoma, tem sido alvo de diversos estudos.
Objetivo. Analisar a influéncia do polimorfismo T309G do gene MDM2 na recidiva
tumoral de pacientes cirréticos com hepatocarcinoma submetidos a tratamento
cirurgico. Métodos. Foram analisados retrospectivamente pacientes cirréticos com
carcinoma hepatocelular submetidos a tratamento cirargico (hepatectomia parcial ou
transplante hepatico) no periodo de 2000 a 2009, no Complexo Hospitalar Santa
Casa de Misericordia Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Foram coletadas amostras de
fragmentos tumorais da pega operatoria (figado explantado ou segmento hepatico),
as quais foram preparadas para estudo em bloco parafinado. Resultados. A
sobrevida global foi de 26,7 meses para o grupo hepatectomias (HPT) e 62,4 meses
para o grupo transplante hepatico (TxH) (p<0,01), havendo um total de 66,7% de
recidiva global no grupo HPT (10/15), e 17% no grupo TxH (8/47) (X* = 13,602,
p<0.01). Niveis de AFP>200ng/mL correlacionaram-se com a recidiva tumoral em
ambos os subgrupos cirurgicos. Observou-se que 83,3% dos pacientes com recidiva
também apresentaram invasdo microvascular ao exame anatomo-patoldgico
(p<0,01). Nao houve significancia estatistica quando a recidiva neoplasica foi
avaliada para os diferentes gendtipos e analisada para cada subgrupo cirurgico. A
analise dos fatores prognosticos relacionados a recidiva do hepatocarcinoma,
quando estratificada para cada padrdo genotipico, também ndo mostrou-se
significante. Conclusao. O nosso estudo revelou que o gendtipo G/G nao esteve
associado a recidiva tumoral apds o tratamento cirurgico, seja nas hepatectomias
parciais ou transplante hepatico. Além disso, a presengca desse genoétipo nao

mostrou correlagdo com os fatores prognésticos estudados.



ABSTRACT

Introduction. The discovery and incorporation of biomarker panels to cancer studies
allowed the knowledge of genetic variation and its interference in the process of
carcinogenesis. The possible association of single nucleotide polymorphism MDM2-
T309G with increased development of tumors, including hepatocellular carcinoma,
has been the subject of several studies. Objective. Analyze the influence of T309G
polymorphism of MDM2 gene in tumor recurrence in cirrhotic patients with
hepatocellular carcinoma who underwent surgical treatment. Methods. We
retrospectively analyzed cirrhotic patients with hepatocellular carcinoma treated by
surgery (partial hepatectomy or liver transplantation) from 2000 to 2009, at Santa
Casa Hospital in Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Tumor samples from surgical
specimen were collected (explanted liver or hepatic segment), which have been
prepared for study in paraffin blocks. Results. Overall survival was 26.7 months for
the HPT group and 62.4 months for liver transplantation group (p <0.01), with 66.7%
overall recurrence in HPT group (10/15) and 17% in liver transplantation group (8/47)
(X2 = 13.602, p <0.01). AFP levels > 200 ng / mL were correlated with tumor
recurrence in both surgical subgroups. It was observed that 83.3% of patients with
recurrence also had microvascular invasion in pathological examination (p <0.01).
There was no statistical significance when neoplastic recurrence was evaluated for
different genotypes and analyzed for each surgical subgroup. Analysis of prognostic
factors associated with recurrence of hepatocellular carcinoma, when stratified for
each genotypic pattern, neither was statistically significant. Conclusion. Our study
revealed that the G/G genotype was not associated with tumor recurrence after
surgical treatment, in neither partial hepatectomy nor liver transplantation. In addition,
the presence of this genotype showed no correlation with the studied prognostic

factors.



INTRODUGAO

Com o aprimoramento da epidemiologia molecular (EM), o conceito de
modulagdo dos fatores ambientais pelos fatores de suscetibilidade do individuo
(principalmente os genéticos) tornou-se foco de diversas pesquisas’. A descoberta e
incorporacao de painéis de biomarcadores aos estudos do cancer possibilitou o
conhecimento de variagbes genéticas e sua interferéncia no processo de
carcinogénese?.

O reparo do DNA (acido desoxirribonucleico) representa mecanismo crucial
de defesa do organismo que visa garantir a integridade do genoma?®. Neste contexto,
a proteina p53 assume um papel primordial. Identificada, pela primeira vez, em
1979, assumiu posteriormente o posto de protetora do genoma celular, impedindo a
proliferagéo celular inapropriada e direcionando células para apoptose*. Sabe-se que
na regulacdo da p53 participam uma série de outras proteinas, sendo a MDM2
(double murine minute 2) uma das mais importantes. Atua como um regulador
negativo, promovendo a sua degradagao e reduzindo sua atividade celular®®.

Desde a publicacdo inicial em 20047, diversos estudos vém tentando
evidenciar a associagdao do polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) T309G do
gene MDM2 (no qual ha uma troca de uma timina por uma guanina na posi¢ao 309
do gene explicitado) com a atenuagéo dos niveis da p53 e o possivel aumento na
formacéo de tumores. Essa interacdo MDM2-p53, na qual a hiperfungado da primeira
em decorréncia do SNP309 acarretaria redugédo da atividade da segunda, tem sido
alvo de estudos no comportamento de diversos tipos de neoplasias®°.

Para o carcinoma hepatocelular, cancer responsavel por taxa anual de
incidéncia e mortalidade expressivas em todo o mundo'', essa associagdo ainda é
incerta. E de conhecimento geral uma série de fatores de risco para o seu
surgimento, de modalidades terapéuticas e de critérios prognésticos para essa
neoplasia, dentre eles os relacionados ao tratamento cirurgico, método que ainda
desponta como Unico que traz a possibilidade de cura'?'4. A possivel interferéncia
de alteragdes genéticas do individuo acometido com o desfecho apds o tratamento
cirargico padrao desse tumor ainda néo € bem conhecida, nem a sua associagao
com fatores que sabidamente emprestam um progndstico pior aos pacientes que os

possuem.



Dessa forma, em virtude da auséncia de estudos nacionais sobre o tema, foi
realizado o presente trabalho, com o intuito de analisar a influéncia do polimorfismo
T309G do gene MDM2 na recidiva tumoral de pacientes cirréticos com
hepatocarcinoma submetidos a tratamento cirargico. Além disso, relatar a
associagao dos diversos genodtipos com fatores progndsticos conhecidos, como
numero de nodulos, niveis de alfafetoproteina, tamanho tumoral, grau histolégico e
invas@o microvascular. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da instituicao
sob o parecer 350.488 de 17.07.2013.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de estudo observacional, retrospectivo, no qual foram selecionados
pacientes cirréticos com carcinoma hepatocelular submetidos a tratamento cirurgico
(hepatectomia parcial ou transplante hepatico) no periodo de 2000 a 2009, no
Complexo Hospitalar Santa Casa de Misericordia Porto Alegre, Rio Grande do Sul.
Foram coletadas amostras de fragmentos tumorais da pecga operatéria (figado
explantado ou segmento hepatico), as quais foram preparadas para estudo em bloco
parafinado. Todos os pacientes tiveram a confirmacgao histolégica da cirrose e da
neoplasia em questéo através do estudo anatomo-patologico.

De um numero inicial de 124 amostras, 8 foram descartadas por material
insuficiente e 24 por excesso de necrose. Das 92 restantes, em 11 delas ndo se
obteve sucesso na extracdo do DNA e em 14 nao foi possivel a amplificagdo para
genotipagem. Por fim, das 67 amostras remanescentes, foi possivel o estudo de
apenas 62 pacientes, pois 3 deles foram excluidos do trabalho por apresentarem
dados incompletos no prontuario e outros 2 em virtude do 6bito haver sido atribuido
ao procedimento cirurgico em si.

As amostras parafinadas foram cortadas em fragmentos de 4uym com a
utilizacdo de micrétomo e navalhas proprias. Apds preparacdo, o DNA foi extraido
pelo Kit de Extracdo Bioneer (Bionner Corporation, EE.UU.), conforme a indicagao
do fabricante, sendo a integridade e a quantidade de DNA por amostra analisadas
no aparelho NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, EUA). O DNA de cada
amostra foi extraido, quantificado e armazenado a -20°C.



A identificagdo molecular do polimorfismo T309G no gene MDM2 foi
realizada pela técnica de PCR (reagdo em cadeia da polimerase) por meio do ensaio
TagMan em termociclador Step One Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA),
sendo utilizado um par de primers a fim de identificar a sequéncia de DNA que
continha o polimorfismo, (Foward 5'CGGGAGTTCAGGGTAAAGGT 3' e Reverse:5'
ACAGGCACCTGCGATCATC 3'). Foram empregadas duas sondas, uma para
identificar o alelo com o polimorfismo e a outra para o alelo sem o polimorfismo (VIC-
5'-CTCCCGCGCCGAAG-3' e a sonda FAM-5'-TCCCGCGCCGCAG-3' (primers e
sondas da Applied Biosystems, Foster City, CA).

Os dados referentes aos pacientes foram coletados em prontuario médico
da instituicdo. Os niveis de alfafetoproteina (AFP) correspondem a ultima medida
antes do tratamento cirurgico, sendo estratificada por grupos em decorréncia de
grande variabilidade de valores. A presenca de hepatite viral foi confirmada por
sorologia especifica. O numero de nédulos, o tamanho do maior nédulo, a presencga
de invasdo vascular e o grau histolégico foi avaliado pelo estudo anatomo-
patolégico, sendo este ultimo classificado em bem diferenciado (1), moderadamente
diferenciado (2) e pouco diferenciado (3). A recidiva tumoral foi considerada por
critérios padronizados de imagem (tomografia computadorizada trifasica ou
ressonancia nuclear magnética) ou bidpsia hepatica nos quais o exame
complementar nao foi definitivo.

A anadlise estatistica foi realizada pelo programa PSPP versdo 0.8.4
através do teste qui-quadrado de homogeneidade e independéncia, considerando

um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

As carateristicas da amostra estdo evidenciadas na tabela 1. De um total de
62 pacientes, 52 (83.9%) eram do sexo masculino e 10 (16.1%) do sexo feminino. A
média de idade foi de aproximadamente 65 anos, variando de 50 a 84 anos, e o
virus da hepatite C foi verificado na maioria dos pacientes (87.1%). A classificagao
por niveis de AFP mostrou que a maior parte dos pacientes (67.7%) possuia valores
menores ou iguais a 50 ng/mL. A maior parte dos pacientes (64.5%) apresentou

apenas 1 nodulo ao estudo anatomo-patoldgico, sendo que em 40 deles (64.5%) o



tamanho do maior nédulo era de até 3 cm. Na avaliagdo global do polimorfismo e
distribuicdo dos genotipos, verificou-se que 22 pacientes eram do genétipo G/G, 17
do T/Ge 23 do T/T.

Todos os pacientes foram seguidos por ao menos 5 anos. A sobrevida global
foi de 26.7 meses para o grupo HPT e 62.4 meses para o grupo TxH (p<0.01) (figura
2). O indice global de recidiva foi de 29% (18 pacientes), dos quais 10 pacientes
eram do grupo hepatectomias e 8 do grupo transplantes. Dessa forma, houve um
total de 66.7% de recidiva global no grupo HPT (10/15), e 17% no grupo TxH (8/47)
(X2=13,602, p<0.01) (figura 3).

Figura 2. Média de sobrevida apés o tratamento cirurgico, estratificada pelo

tipo de cirurgia.
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Ao se comparar o indice de recidivas com o0s niveis pré-operatérios de AFP
em subgrupos cirurgicos, observou-se que dos 8 pacientes com recidiva no
subgrupo TxH, 50% apresentaram AFP > 200ng/mL, 37.5% apresentaram niveis
<50ng/mL e 12.5% valores entre 50.1 e 200ng/mL (p=0.042). No grupo HPT, dos 10
pacientes com recidiva, 70% possuiam niveis de AFP>200ng/mL, 20% niveis entre
50.1 e 200ng/mL e 10% AFP<50ng/mL (p<0.024). Em relagdo a presenga de



invasdo microvascular, observou-se que 83.3% dos pacientes com recidiva exibiam
essa caracteristica ao exame anatomo-patolégico (p<0.01). Estratificados pela
cirurgia, nota-se que 66.7% dos pacientes do grupo HPT apresentaram invasao
microvascular e destes 80% recidivaram a doenca (p>0.05). No grupo TxH, 25.5%
apresentaram invasao microvascular e destes, 58.3% apresentaram recidiva
(p<0.01).

Figura 3. Recidiva neoplasica estratificada pelo tipo de cirurgia.
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Dos 18 pacientes com recidiva tumoral, 10 (55.6%) apresentavam lesdes
pouco diferenciadas, 6 (33.3%) lesbes moderadamente diferenciadas e 2 (11.1%)
lesbes bem diferenciadas, também com significancia estatistica (P=0.034).

Na analise de subgrupos pelos gendtipos, observou-se que 50% dos
pacientes que recidivaram no grupo HPT eram G/G, seguidos por 30% T/T e 20%
T/G. Nao houve diferenca estatistica (p=0.221). Em relagado ao grupo TxH, 50% das
recidivas eram portadoras do genotipo G/G, seguidos por 37.5% T/G e 12.5 T/T
(p>0.05).



A analise dos fatores prognosticos relacionados ao carcinoma hepatocelular
evidenciou que dos 22 pacientes que apresentaram invasdo microvascular, 45.5%
eram do gendtipo G/G, 31.8% T/G e 22.7% T/T. No grupo com niveis de AFP > 200,
60% eram T/G, 50% G/G e 40% T/T (p>0.05). Dos 16 tumores pouco diferenciados
da amostra, 43.8% eram do gendtipo G/G, 37.4% T/T e 18.8% T/G. Nao houve
significancia estatistica (p>0.05). Quando analisamos os individuos com apenas 1
nddulo, a distribuicdo por gendtipos foi de 42.5% para T/T, 27.5% T/G e 30% G/G. E
por fim, nos pacientes com nddulos de até 3 cm, a proporgéo de cada gendtipo foi
de 37.5% GI/G, 35% T/G e 25.5% T/T. Nao houve associacgdo significativa (p>0.05).
(Tabela 2)

DISCUSSAO

A tentativa de obtencdo de parametros relacionados ao progndstico de
pacientes com carcinoma hepatocelular submetidos a tratamento cirargico tém sido
um objetivo constante. E fundamental o conhecimento nZo apenas da presenca de
alteragdes genéticas que possam contribuir diretamente para o seu desfecho, mas
também elucidar a interferéncia (se presente) dessa identidade genotipica do
individuo em fatores sabidamente relacionados a resultados desfavoraveis.

Em nossa casuistica, o tipo de cirurgia (hepatectomia) foi fator
importante relacionado a recidiva da neoplasia, comparativamente ao transplante
hepatico. Apesar da ressecgao cirurgica oferecer ao paciente a chance de cura, a
recorréncia tumoral € elevada, com uma taxa cumulativa em 5 anos variando de 40
a 70% nos diversos estudos'. Silva e colaboradores', em 2008, em estudo
realizado na Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, analisando pacientes
cirréticos com carcinoma hepatocelular submetidos a ressecgao cirurgica,
observaram uma sobrevida média de 33.5 meses, sendo 61.9% em 1 ano, 16.67%
em 3 anos e 11.11% em 5 anos. Verificaram, ainda, 68.40% de recidiva tumoral,
sendo a maioria constatada no primeiro ano apos a cirurgia. Em nosso estudo, a
sobrevida média nesse grupo foi de 26.7 meses, com recidiva neoplasica de 66.7%.

Outros fatores relacionados a recidiva tumoral em nossa série foram niveis
pré-operatorios de AFP > 200ng/mL, lesdes pouco diferenciadas e com invasao

microvascular. Esses resultados estdo de acordo com a literatura, que revela que



Tabela 1. Caracteristicas da amostra e resultados do estudo

anatomo-patolégico para cada paciente.

Variavel N =62

Idade (anos) 65+

Sexo, n° (%)

Masculino 52 (83.9)

Feminino 10 (16.1)
AFP, ng/mL (%)

<50.0 ng/ml 42 (67.7)

50.1 a 200.0 ng/ml 5(8.1)

> 200.0 ng/mL 15 (24.2)

Virus da hepatite, n°® (%)

VHC 54 (87.1)

VHB 2(3.2)

VHC + VHB 1(1.6)
Numero de nodulos (%)

1 40 (64.5)

2 14 (22.6)

3 5(8.1)

24 3(4.8)
Tamanho do maior nédulo

até 3cm 40 (64.5)

3,1a5cm 18 (29.0)

> 5cm 4 (6.5)
Tipo de cirurgia, n° (%)

Hepatectomia parcial 15 (24.2)

Transplante hepatico 47 (75.8)
Grau histolégico, n° (%)

Bem diferenciado (1) 10 (16.1)

Moderadamente diferenciado (2) 36 (58.1)

Pouco diferenciado (3) 16 (25.8)
Invasdo microvascular, n° (%)

Sim 22 (35.5)

Nao 40 (64.5)
Gendtipo, n°® (%)

G/G 22 (35.5)

T/G 17 (27.4)

T 23 (37.1)



Tabela 2. Distribuigao dos fatores prognésticos para cada genétipo.

FATORES PROGNOSTICOS GENOTIPO P VALOR
TT TG GG
AFP, ng/mL
< 50,0 18 9 15
50,1 a 200,0 1 2 2
> 200,0 4 6 5 p > 0.05
INVASAO VASCULAR
SIM 5 7 10 p>0.05
NAO 18 10 12
DIFERENCIACAO TUMORAL
BEM 4 2 4
MODERADO 13 12 11
POUCO 3 6 7 p > 0.05
NUMERO DE NODULOS
1 17 11 12
2 2 5 7
3 3 0 2
>4 1 1 1 p>0.05
TAMANHO MAIOR NODULO
Até 3,0cm 11 14 15
3,1a 5,0cm 10 3 5
= 5,0cm 2 0 2 p > 0.05

tumores iniciais maiores que 5 cm, menos diferenciados, com niveis elevados de
AFP e com presenga de invasao vascular emprestam um mau progndéstico aos
doentes'®. Park e colaboradores'” também reportaram parametros semelhantes em
estudo conduzido na Coréia, no qual niveis de AFP maiores que 400ng/mL, CHC >
5cm, tumores multiplos e invaséo vascular foram relacionados a desfecho adverso.
Em contrapartida, quanto a este ultimo fator, Shindoh e colaboradores' concluiram
que, em pacientes com CHC pequenos (menores que 2 cm), a sobrevida a longo
prazo ndo era afetada pela presenca de invasdo microvascular, diferentemente do
que ocorria em pacientes com lesdes maiores que 2 cm.

A divergéncia, em nosso trabalho, coube ao numero de ndédulos e ao tamanho
da maior lesdo, que nao estiveram associados a recidiva tumoral, diferentemente do
que revelam esses estudos. Uma possibilidade para tal ocorréncia seria a pequena
amostra estudada em nosso trabalho, ja que o numero de nodulos tumorais é
notoriamente um fator de mau progndstico apds o tratamento cirurgico, associado

tanto a uma taxa elevada de recorréncia da doencga quanto a uma baixa sobrevida'®.



Além disso, a grande maioria dos pacientes em nossa série possuia apenas um
nodulo menor que 3 cm, o que dificultou a comparagédo entre grupos. Em trabalho
conduzido por Chen e colaboradores’ em 2004, a presenga de multiplas lesdes
iniciais, juntamente com wum intervalo curto de recorréncia da neoplasia,
representaram parametros associados a resultados adversos.

Em relagdo a presenca do polimorfismo T309G, a literatura traz resultados
conflitantes. Nos ultimos anos, diversos estudos tém buscado avaliar associacao
entre o SNP T309G e o carcinoma hepatocelular, com resultados diversos. Leu e
colaboradores?®, em 2007, analisaram os genétipos MDM2-SNP309 de 58 pacientes
com CHC e virus da hepatite B e/ou C em Taiwan, em comparagdo com controles
sadios. Encontraram propor¢ao semelhante do gendtipo homozigoto MDM2-SNP
309 (G/G) em casos e controles, além de ndo observarem diferenga na prevaléncia
do gendtipo G/G e T/T em pacientes com CHC.

Em contrapartida, Dharel e colaboradores?!, entre 2001 e 2003, estudaram
435 pacientes consecutivos com hepatite C, sendo 187 com e 248 sem CHC.
Obtiveram, ainda, amostras de DNA de 48 individuos sadios com o intuito de estimar
a distribuigdo genética do SNP309 na populagao japonesa. A proporgéo do gendtipo
G/G do SNP309 em pacientes com CHC foi significativamente maior do que nos
individuos sem essa neoplasia. Além disso, na analise multivariada, o gendétipo G/G
mostrou-se associado ao CHC de forma independente, quando comparado ao
genotipo T/T.

Di Vuolo e colaboradores??, em 2011, analisaram a distribuigdo genotipica de
61 pacientes com CHC e hepatites virais em comparacédo a 122 controles sadios. A
frequéncia dos genaotipos MDM2-SNP309 G/G e T/G foi significativamente maior em
pacientes com CHC. Além disso, quando o grupo de gendétipo MDM2-SNP309 T/T
foi utilizado como referéncia, os gendétipos G/G e T/G foram associados a um risco
maior de CHC.

O possivel papel do polimorfismo MDM2-SNP 309 no desenvolvimento do
CHC tem sido analisado em outros estudos. O alelo MDM2-SNP G tém sido
associado a um risco aumentado de desenvolver CHC em pacientes coreanos com
hepatite B crénica?3, em marroquinos com hepatites virais?* e em pacientes turcos?°.
Jin e colaboradores?® (2011) realizaram uma metanalise desses estudos, incluindo
um total de 738 casos e 1062 controles, para avaliar a confianga da associagao do
alelo MDM2-SNP309 G com o CHC. A Odds ratio (razdo de probabilidades)



agrupada alcangou 1.57 (IC 95%; 1.36-1.80) para o alelo G quando comparado ao T,
indicando que esse SNP pode ser utilizado com um marcador molecular preditivo
para o rastreamento de populagdes de alto risco para o CHC.

A literatura é escassa no que diz respeito a associacdo do SNP309 com
fatores progndsticos relacionados ao CHC apds tratamento cirurgico. Apenas um
estudo conduzido por Yang e colaboradores em 20132%” estudou essa possivel
associagao, e mostrou que os pacientes que tinham o genétipo G/G do gene MDM2
apresentaram sobrevida livre de doenca e global semelhante a dos demais
genotipos.

Em nosso estudo, 50% dos pacientes que recidivaram a doenca em cada um
dos grupos era portador do gendtipo G/G. Entretanto, essa diferenga, apesar de
epidemiologicamente  expressiva, nao foi estatisticamente  significante,
possivelmente devido a pequena amostra avaliada. Em relacdo aos fatores
prognoésticos estudados, os pacientes com invasdo microvascular e com tumores
pouco diferenciados possuiam o genétipo G/G em sua maioria (45.5% e 43.8%,
respectivamente), resultado que pode expressar uma tendéncia para esses grupos,
embora de forma nao significante. Além disso, analisando ainda o fator invasao
microvascular, observamos que o gendtipo normal T/T estava presente na maior
parcela de pacientes (45%) sem essa caracteristica, o que reforca uma vez mais
uma possivel influéncia da mutagao genética estudada para ocorréncia desse fator.
Para as outras caracteristicas avaliadas, a distribuigdo genotipica mostrou-se
heterogénea, nao seguindo tendéncia em relagao ao tipo do gendtipo.

Se analisassemos o estado de portador, utilizando o genétipo TT como
controle e agrupando os pacientes TG e GG em uma mesma categoria,
observariamos a ocorréncia de algumas caracteristicas estudadas em uma parcela
amplamente maior de pacientes (portadores do alelo G). Ja estd em andamento um
novo trabalho que visa analisar a significancia estatistica desta informacgao genética.

Vale ressaltar que o fato de tratar-se de estudo retrospectivo possibilita a
ocorréncia de erros inerentes a esse tipo de desenho. Entretanto, como as variaveis
estudadas representavam medidas laboratoriais e resultados de patologia, a coleta
dos dados foi facilitada. O tamanho pequeno da amostra e o fato de trabalharmos
com pacientes de um unico centro foram outros fatores limitantes do estudo e, ainda,
pela auséncia de grupo controle formado por individuos sadios, ndo conhecemos a

prevaléncia do SNP T309G nessa populagao.
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7. CONCLUSAO

Com os avancgos na Biologia Molecular, esta tornando-se possivel o
mapeamento genético humano e dos diversos tipos de neoplasias, descobrindo-se
mutagbes que acarretam alteragdes na historia natural das doengas e suas
interagbes com os individuos acometidos, servindo como fatores prognosticos.
Assim, pode-se conhecer variagbes que provocam aumento na agressividade
tumoral, maior tendéncia a recidiva de doencgas e, por fim, incremento na
mortalidade, possibilitando o direcionamento de recursos e métodos terapéuticos
para determinada pessoa com aquele padrao especifico de enfermidade: uma
medicina personalizada.

O SNP T309G, dessa forma, pode representar um dos polimorfismos
relacionados a esse risco elevado de surgimento de neoplasias e de seus fatores
prognosticos. A literatura traz resultados conflitantes, merecendo novos estudos que
visem elucidar o seu real envolvimento no processo de carcinogénese em seres

humanos, particularmente do carcinoma hepatocelular e de seu tratamento cirurgico.



