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Resumo

O céancer de figado é a quarta maior causa de mortes relacionadas ao cancer com crescente
aumento de incidéncia e mortalidade no mundo nas ultimas décadas, tendo como principal
representante o carcinoma hepatocelular (CHC). Um dos mecanismos de controle da
homeostasia celular é a comunicacao intercelular realizada por canais especificos que inclui as
familias de proteinas das conexinas (Cxs) e panexinas (Panxs). No figado, a Cx32 e Cx26 sao
as principais formadoras de juncdes GAP hepaéticas, além das células endoteliais sinusoidais
que expressam, preferencialmente, a Cx43. Estudos demonstraram que a Cx26 e Cx32 tem
expressdo elevada no figado normal e até mesmo em lesGes pré-neoplasicas, mas baixa
expressdo no CHC. Outros estudos demonstraram correlagéo positiva entre a hiperexpresséo da
Panx1 com pior prognostico e risco maior de ocorréncia de metastase nos pacientes. Assim, no
presente trabalho avaliou-se o comportamento da expressao das Cxs 26, 32 e Panx1 ao longo
do processo de hepatocarcinogénese associada a fibrose em camundongos C3H/HEJ, em lesdes
pré-neoplésicas e neoplasias pela técnica de imunofluorescéncia. Dessa maneira, camundongos
C3H/HEJ, com 14 dias de idade, receberam inje¢éo intraperitoneal (i.p) de 25 mg/kg peso
corporeo (p.c.) de dietilnitrosamina (DEN), ou seu veiculo (NaCl 0,9%) no caso do grupo
controle. A partir da 8% semana de vida, por um periodo de 8 a 29 (grupo interrupcéo) ou 8 a 46
semanas (grupo continuo), os camundongos receberam 3 doses i.p semanais de tetracloreto de
carbono (CCls, solucéo a 10% em doses escalonadas de 0,25 a 1,50 pL/g peso corpdreo, sendo
esta Ultima mantida até o final das aplicaces). Nas semanas 17, 30 e 47, os animais foram
eutanasiados. Amostras de soro e de figado (com ou sem tumores) foram coletadas para analise
sérica de alanina aminotransferase (ALT) ou para histologia/immunoistoquimica e
imunofluorescéncia. A incidéncia e multiplicidade de lesfes hepaticas pré-neoplésicas e
neoplésicas foram comparadas nos diferentes pontos de eutanasia. Em geral, os resultados
demonstraram que a continuidade de aplicaces de CCls da 30-46 semana néo influenciaram
no tamanho e incidéncia das lesdes macroscépicas ou de adenomas e CHC quando comparado
com o grupo interrupgdo, embora com niveis séricos de ALT maiores no grupo continuo. Os
niveis de proliferacdo celular Ki-67+, nos adenomas e CHC, foram similares nos grupos de
interrupgdo e continuo de aplicacBes de CCls. A deposicdo de colageno nos grupos tratados
com CCl4 foi mais intensa no grupo interrompido. Além disso, a expressdo da Cx26 e Cx32 foi
menor nas lesdes hepaticas pre-neoplasicas e neoplasicas em comparacdo com tecido hepatico
normal (grupo controle) e no tecido adjacente (grupo DEN/CCl4), com correlagcdo negativa de

ambas Cxs com os niveis de Ki-67+. Ndo houve diferenca significativa de expressao de Panx1



entre os grupos tratados ou controle, nos diferentes periodos de eutanasia ou evolucdo da
hepatocarcinogénese. Em conclusao, os resultados indicam o modelo animal utilizado pode ser
reproduzido com menor numero de aplicagdes de CCls e que a expresséo das Cxs 26 e 32 séo
marcadores precoces do processo de carcinogénese associado a fibrose. As proximas etapas,
consistem na realizacdo e andlise da expressdo génicas das Cxs e Panx1, em amostras de RNA
extraidas a partir de microdissecgdo a laser ja realizada de areas de FHA, adenomas e CHC e
tecido hepatico normal, além da quantificacdo de imunofluorescéncia da Cx43.

Palavras-chave: Conexinas 26, 32 e 43; Panexina 1; Hepatocarcinogénese induzida

guimicamente;



Abstract
Liver cancer is the fourth leading cause of cancer-related deaths with increasing incidence and
mortality worldwide in recent decades, with hepatocellular carcinoma (HCC) as the main
representative. One of the mechanisms controlling cellular homeostasis is intercellular
communication performed by specific channels that include the protein families of the
connexins (Cxs) and pannexins (Panxs). In the liver, Cx32 and Cx26 are the main formers of
hepatic GAP junctions, in addition to sinusoidal endothelial cells that preferentially express
Cx43. Studies have shown that Cx26 and Cx32 have high expression in normal liver and even
in preneoplastic lesions, but low expression in HCC. Other studies have shown a positive
correlation between Panx1 overexpression with worse prognosis and higher risk of metastasis
occurrence in patients. Thus, in the present study we evaluated the behavior of the expression
of Cxs 26, 32 and Panx1 throughout the process of hepatocarcinogenesis associated with
fibrosis in C3H/HEJ mice, in preneoplastic lesions and neoplasms by immunofluorescence
technique. Thus, 14-day-old C3H/HEJ mice received intraperitoneal (i.p.) injection of 25 mg/kg
body weight (b.w.) of diethylnitrosamine (DEN), or its vehicle (NaCl 0.9%) in the control
group. From the 8th week of life, for a period of 8 to 29 (interruption group) or 8 to 46 weeks
(continuous group), the mice received 3 weekly i.p doses of carbon tetrachloride (CCls, 10%
solution in doses ranging from 0.25 to 1.50 uL/g body weight, the latter maintained until the
end of the applications). At weeks 17, 30 and 47, the animals were euthanized. Serum and liver
samples (with or without tumors) were collected for serum alanine aminotransferase (ALT)
analysis or for histology/immunohistochemistry and immunofluorescence. The incidence and
multiplicity of preneoplastic and neoplastic liver lesions were compared at the different
euthanasia points. Overall, the results showed that continued CCl4 applications from week 30-
46 did not influence the size and incidence of macroscopic lesions or of adenomas and HCC
when compared to the interruption group, although with higher serum ALT levels in the
continuous group. The levels of Ki-67+ cell proliferation in adenomas and HCC were similar
in the interruption and continuous CCl4 application groups. Collagen deposition in the CCls-
treated groups was more intense in the interrupted group. In addition, the expression of Cx26
and Cx32 was lower in pre-neoplastic and neoplastic liver lesions compared with normal liver
tissue (control group) and in adjacent tissue (DEN/CCl4 group), with negative correlation of
both Cxs with Ki-67+ levels. There was no significant difference in Panx1 expression between
the treated or control groups at the different periods of euthanasia or evolution of
hepatocarcinogenesis. In conclusion, the results indicate that the animal model used can be

reproduced with fewer applications of CCls and that the expression of Cxs 26 and 32 are early



markers of the process of carcinogenesis associated with fibrosis. The next steps, consist of
performing and analyzing the gene expression of Cxs and Panx1, in RNA samples extracted
from laser microdissection already performed from areas of FHA, adenomas and HCC and
normal liver tissue, in addition to the immunofluorescence quantification of Cx43.

Keywords: Connexins 26, 32 and 43; Chemically induced hepatocarcinogenesis; Pannexin 1.
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1. Revisao de literatura
1.1 Epidemiologia e etiologia do carcinoma hepatocelular

O céncer de figado € a quarta maior causa de mortes relacionadas ao cancer e o sexto em
incidéncia, configurando como uma das neoplasias malignas com maior nimero de incidéncia
e mortalidade no mundo (GLOBOCAN, 2020). De maneira global, o nimero de casos de cancer
de figado esta aumentando, sendo que podera ser atingida a marca de 1 milhdo de novos casos
até 2030 (TORRE et al., 2015). Considerando ambos 0s sexos e todas as idades, as maiores
taxas de incidéncia e mortalidade relacionadas ao cancer de figado sdo, em grande parte,
encontradas em paises asiaticos e africanos (Figs. 1 e 2) (GLOBOCAN, 2020). Considerando
0 periodo de 5 anos apos o diagndstico, o cancer de figado tem uma taxa de sobrevivéncia de
apenas 18%, ficando atras apenas do cancer pancreatico em termos de letalidade (CRAIG et al.,
2020).
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Fig. 1: Nimero estimado de novos casos de cancer de figado em 2020, considerando ambos 0s sexos e todas as
idades. FONTE: GLOBOCAN 2020.
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Fig. 2: NUmero estimado de mortes relacionadas ao cancer de figado em 2020, considerando ambos 0s sexos e
todas as idades. FONTE: GLOBOCAN 2020.

Uma vez que possui formas heterogéneas, o cancer hepatico abrange diversos grupos de
neoplasias malignas com caracteristicas histoldgicas distintas e prognosticos variaveis (TORRE
et al.,, 2015). Os principais tipos relatados sdo o carcinoma hepatocelular (CHC),
colangiocarcinoma, carcinoma fibrolamelar e o hepatoblastoma (LOZANO et al., 2012). O
cancer primario mais frequente de figado tem como seu principal representante o CHC, o qual
corresponde a grande maioria dos casos incidentes e de mortes (>90%) (YU; YUAN; LU,
2008). Em termos de idade, 0 CHC ¢é raro em pessoas com menos de 40 anos de idade, tendo
sua maior probabilidade de ocorréncia atrelada ao avanco da idade dos individuos (ZHANG,;
EL-SERAG; THRIFT, 2020).

Em relacéo as variagdes epidemioldgicas associadas ao CHC, destacam-se as diferencas de
incidéncia entre géneros, além das variacGes entre regides geogréaficas, sendo esta neoplasia
mais frequente em homens e em paises africanos e asiaticos (EL-SERAG; RUDOLPH, 2007,
TORRE et al., 2015).

No intervalo compreendendo os anos de 1978 e 2012, a incidéncia do CHC decaiu em paises
asiaticos e na Italia, mas aumentou na india, Américas, Oceania e em alguns paises europeus
(VALERY et al., 2018). No entanto, em paises como os Estados Unidos, nos anos mais

recentes, ocorreu uma diminuicdo de incidéncia de CHC devido a um plat6é ou diminuicdo da



ocorréncia em determinados grupos populacionais do pais, demonstrando uma variacdo do
comportamento da doenca de acordo com o local e subgrupo populacional (PETRICK et al.,
2020; ZHANG; EL-SERAG; THRIFT, 2020). Apesar disso, um fato comum ao CHC em todas
as regides do mundo € o mau prognostico (GOLABI et al., 2017).

Devido a auséncia de sintomas especificos nos estagios iniciais e a falta de marcadores para
diagndstico precoce, a maioria dos pacientes que possuem CHC sdo diagnosticados ja em
estadgio avancado, possuindo prognostico ruim e menor sobrevida (a taxa de mortalidade
comparada a incidéncia é de 0.95) (KOBAYASHI et al., 2017). Em termos de tratamento,
mesmo o transplante de figado sendo considerado o mais eficiente para o CHC (HUBSCHER,
2011), a falta de doadores limita a aplicacdo desta terapéutica. Tratamentos como ressec¢ao
cirurgica e o proprio transplante de figado associado ou nédo as técnicas de ablacao, tém seu
sucesso atrelado quando aplicados em estagios iniciais do CHC (RINGELHAN et al., 2018).
Mesmo com o0s quimioterdpicos Sorafenibe e Regorafenibe, mais recentemente aplicados ao
tratamento do CHC, o resultado terapéutico continua insatisfatério, sendo que a média de
sobrevivéncia apos o diagnostico € de 6-9 meses nos casos de estagio inicial e 1-2 meses em
estagio avancado (REN et al., 2020). O sorafenibe tém sua taxa de eficacia diminuida a medida
que o CHC progride, sendo que, em certo momento, o tumor acaba por adquirir completa
resisténcia ao medicamento (FAN; WEI; XU, 2020). Além disso, a falha em identificar
pacientes com alto risco de metastase e recorréncia tem resultado em um progndstico
insatisfatério. Estimativas robustas sugerem que aproximadamente 70% dos pacientes com
CHC possuem risco de recidiva dentro de 5 anos ap6s a cirurgia (VILLANUEVA et al., 2011).
Sendo assim, é importante que sejam exploradas novas ferramentas de diagndstico, estratégias
de terapia e marcadores de progndéstico para essa neoplasia primaria (REN et al., 2020).

Quando se fala a respeito de fatores de risco, cerca de 70 a 90% dos pacientes com CHC
apresentam contexto hepatico de fibrose e cirrose, frequentemente associado as infeccGes
cronicas pelo virus das Hepatites B e C (VHB e VHC), doenca hepética gordurosa nao-alcodlica
(DHGNA) ou a sua progressdo a esteatohepatite ndo-alcoolica (EHNA) (EL-SERAG;
RUDOLPH, 2007; POON et al., 2009). O VHB induz uma condicao necroinflamatéria crénica
que leva a mutacdo nas células hepaticas (IARC, 2008), enquanto o VHC promove a
tumorigénese através de dano repetitivo, regeneracdo e fibrose (S DE MITRI et al., 1995).
Outras condi¢Bes como resisténcia a insulina, alteragdes nos niveis de gordura no sangue,
obesidade e hipertensdo, compondo uma condi¢do conhecida como sindrome metabdlica,
favorecem o surgimento do CHC (MCGLYNN; PETRICK; EL-SERAG, 2021). Ainda em
termos de alimentacdo, micotoxinas produzidas pelo fungo da espécie Aspergillus,



denominadas de Aflatoxinas, contaminam alimentos como milho, amendoim e nozes
(MCGLYNN; PETRICK; EL-SERAG, 2021). Mais especificamente a aflatoxina B1 possui
potencial carcinogénico quando ocorre concomitantemente com uma infeccdo pelo VHB,
aumentando o risco de desenvolvimento do CHC (MCGLYNN; PETRICK; EL-SERAG,
2021).

Em termos de consumo de alcool, foi demonstrado em estudos de metanélise que doses de
3 drinks por dia estavam relacionadas diretamente com um risco 16% maior de
desenvolvimento de CHC, ao passo que um consumo de doses menores ndo demonstrou
correlacdo alguma (TURATI et al., 2014). Sendo assim, de modo geral, doencas hepaticas
relacionadas ao alcool correspondem a cerca de 30% dos casos de CHC quando ocorrem com
fatores de risco como obesidade, diabetes e infeccdes virais pelos VHB e VHC (GANNE-
CARRIE; NAHON, 2019).

Por fim, nota-se que mesmo possuindo diferentes etiologias, os eventos classicos para o
desenvolvimento do CHC passam por uma sequéncia de dano, inflamacao crénica, fibrose,
cirrose (ndo obrigatoriamente) e CHC (CHIDAMBARANATHAN-REGHUPATY:; FISHER;
SARKAR, 2021) (Fig. 3).
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Fig. 3: Diferentes etiologias do CHC (CHIDAMBARANATHAN-REGHUPATY; FISHER; SARKAR, 2021).



1.2 Patologia do Carcinoma Hepatocelular

O processo de hepatocarcinogénese, mais especificamente o desenvolvimento do CHC,
envolve a presenca de processos inflamatérios constantes levando a um ciclo de inflamagéo e
reparo, propiciando assim a formagdo de um microambiente que favorece a transformagéo
maligna de hepatocitos (MARQUARDT; ANDERSEN; THORGEIRSSON, 2015). O figado,
por sua vez, possui um sistema de fluxo sanguineo proprio através de seus sinusoides que
possibilitam a troca de metabdlitos e estabelecimento de fungdes imunoldgicas proprias em
todo o sistema hepético (JENNE; KUBES, 2013).

Os sistemas de imunidade inata e adaptativa atuam de forma conjunta afim de rastrear e
eliminar células alteradas (RINGELHAN et al., 2018). No entanto, infec¢des crénicas no caso
dos VHB e VHC, acimulo de gordura na Doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA)
e Esteatohepatite ndo-alcodlica (EHNA) ou (padrdes moleculares associados ao dano na doenca
hepética alcodlica) (DAMP’s), regulam continuamente sinais pro-inflamatérios (como algumas
citocinas), levando a um desbalanco imunol6gico hepéatico (JENNE; KUBES, 2013). Sendo
assim, o desbalango imunoldgico no microambiente hepatico atrelado ao fenémeno da
necroinflamacdo leva a doencas hepéaticas como infec¢@es cronicas, autoimunidade e formacéo
de tumores como o CHC (Fig. 4) (PROTZER; MAINI; KNOLLE, 2012; RINGELHAN et al.,
2018).
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Fig. 4: Fendbmeno da necroinflamagéo relacionado ao desbalango imunologico e desenvolvimento do CHC
(RINGELHAN et al., 2018).



A sequéncia de progressdo do CHC humano passa por inflamacéo cronica/fibrose, que
progride para cirrose, e finalmente a instalagdo da neoplasia, sendo a cirrose um fator de risco
comum de vérias etiologias que levam ao CHC (HASHEM B. EL-SERAG, M.D., 2011,
SINGAL; EL-SERAG, 2015). A morte de hepatdcitos € o primeiro gatilho para o processo de
inflamacéo relacionado a hepatocarcinogénese (JI et al., 2015). Uma vez que a inflamacéo
aguda é uma resposta benéfica que erradica potenciais patdgenos e promove a regeneracao do
figado apds uma lesdo quimica/bioldgica, a inflamacao crénica € prejudicial, visto que contribui
para o surgimento de fibrose e do CHC (AFFO; YU; SCHWABE, 2017). Sendo assim, em um
contexto de inflamacdo cronica, o recrutamento de células inflamatdrias juntamente com a
secrecao de citocinas/quimiocinas resulta na formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e nitrogénio (ERNSs) e ativacdo de estreladas hepaticas (CEHs) (AFFO; YU; SCHWABE,
2017). Onde, aliada a regeneracdo compensatdria de hepatdcitos decorrentes do dano hepatico,
a exposicao crénica as EROs e ERNs abre caminho para o inicio do desenvolvimento de fibrose
e do CHC (AFFO; YU; SCHWABE, 2017). Ja& por sua vez, as CEHs produzem colagenos e
possuem participacdo ativa no processo patogénico da fibrose. Elas facilitam a formacdo do
CHC auxiliando na manutencdo microambiente tumoral juntamente com macréfagos e
monocitos (AMANN et al., 2009; JI et al., 2015; ZHAO et al., 2011). Além disso, as CEHs
podem auxiliar na progressdo tumoral através de uma inducdo de troca de expressdo de
macréfagos do tipo M1 (carater inflamatério) para M2 (carater imunossupressor) (JI et al.,
2015).

As citocinas podem ser sintetizadas por diversos tipos de células hepaticas e, no
microambiente hepatico, os hepatdcitos possuem receptores de superficie para as mesmas
(BISHAYEE, 2014). Além disso, as interleucinas (IL) como as IL-1 alfa, IL- B, IL-6, IL-8 e 0
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) participam do processo de inflamagéo cronica do figado,
sendo a IL-6 um maior foco de estudo na literatura (BUDHU; WANG, 2006; NAUGLER;
KARIN, 2008a). Em uma situacdo de hepatite cronica, os macrofagos do figado (células de
Kupffer) potencializam a resposta inflamatoria hepatica através da producéo de IL-6, levando
a uma proliferacdo compensatoria de hepatocitos (NAUGLER; KARIN, 2008b). Dados em
pacientes com HBV e HBC demonstraram uma correlacdo entre altos niveis de 1L-6 e um maior
risco de desenvolvimento de CHC (NAKAGAWA et al., 2009; WONG et al., 2009). Outra
citocina de caracter pro-inflamatério na hepatocarcinogénese, a IL-1B, também é relacionada
as células estreladas, promovendo sua ativagdo para um fenotipo de miofibroblastos (HAN et
al., 2004).



Uma vez descoberta a alta heterogeneidade molecular no CHC, as técnicas de
sequenciamento atuais tém identificado mutacdes chave em determinados genes associados a
evolucdo desta malignidade (NAULT et al., 2019). Particularmente, a ativacdo das vias MYC
e TERT sdo de especial atencdo (HOLCZBAUER et al., 2013; KAPOSI-NOVAK et al., 2009;
MARQUARDT et al., 2014; NAULT et al., 2014). Em seus estudos, KAPOSI-NOVAK et al.,
2009, demonstrou que MYC possui papel central na regulagdo da transformacéo maligna do
CHC em seus estagios iniciais. Em relacdo ao TERT, esse gene possui importancia nos eventos
de proliferacdo celular descontrolada (MARQUARDT; ANDERSEN; THORGEIRSSON,
2015).

Diversos fendmenos celulares como inflamacdo, estresse oxidativo e hipdxia tem acdo
conjunta na facilitacdo da iniciacdo, promocdo e progressao tumoral hepatica (ARAVALLLI;
CRESSMAN; STEER, 2013). Evidéncias crescentes indicam complexas alteracdes geneticas,
epigenéticas, aberragdes cromossomais, expressdes anormais de proteinas celulares,
hiperexpressdo de oncogenes e inibicdo de genes supressores tumorais e vias moleculares
alteradas facilitam, de forma conjunta, o desenvolvimento do CHC (ARAVALLI; STEER;
CRESSMAN, 2008; LACHENMAYER et al., 2010). Dessa forma, uma vez descoberta a alta
heterogeneidade molecular no CHC, as técnicas de sequenciamento atuais tém identificado
mutacdes chave em determinados genes associados a evolugédo desta malignidade (NAULT et
al., 2019).

Uma das vias de sinalizacdo mais afetadas no CHC € a via de sinalizacdo Ras (KOPANJA
et al., 2018). Proteinas Ras possuem papel essencial supressor no controle das atividades de
regulacdo nas vias de proliferacdo celular normal (DAVIES et al., 2012). As vias controladas
por Ras modulam fatores de transcrigdo que relacionam as atividades da mesma com diversas
fases do ciclo celular, onde, como importante membro da familia Ras, a mutacdo em H-RAS
tem sido investigada amplamente em diversos tipos de tumores sélidos (SUI et al., 2012). O
possivel mecanismo carcinogénico de H-RAS consiste em mutacdo nesse gene levando a uma
hiperexpressdo da respectiva proteina, a qual, por sua vez, leva a inibicdo de nucleases
responsaveis pela ativacao de apoptose, resultando em uma diminuicéo significativa nos niveis
de morte celular e aumento de proliferagdo celular (OVERMEYER, 2011). Mais
especificamente, mutacGes pontuais levam a ativacdo de proto-oncogenes celulares na familia
do gene RAS (BUCHMANN et al., 1989a). Além disso, mutacbes no gene H-RAS,
especialmente no cddon 61, sdo frequentemente detectadas nos tumores hepaticos em
camundongos (OGAWA, 2009). Mais especificamente relacionado ao CHC, SUI et al. (2012)

demonstrou em seus estudos uma correlagdo entre mutacdo em H-RAS e aumento na



recorréncia de metastase nos pacientes, além da presenca de mutagdes nos cddons 40 e 61 em
71% dos tumores.

A sinalizagdo através das vias Wnt/B-catenina possui papel essencial no desenvolvimento
e regeneracao do figado, além da promocéo da zonagdo hepatica necessaria para a separagdo
espacial de diversas fungBes metabdlicas realizadas pelos hepatdcitos (NEJAK-BOWEN,;
MONGA, 2011). No CHC, o actimulo de -catenina tem sido observado em cerca de 10-50%
dos tumores, além de estar correlacionado com progressdo tumoral e mau prognéstico
(LACHENMAYER et al., 2012; LEE, 2006). Mutag¢oes em p-catenina gene 1 (CTNNBL1) tem
sido relatadas em cerca de 20-40% dos casos de CHC (VILCHEZ, 2016). Em seu estudo,
(CIEPLY et al., 2009) comparou as caracteristicas do CHC na presenca e auséncia de mutacdes
no gene CTNNBI1. Seus resultados demonstraram uma forte associacdo entre mutacGes em
CTNNBL1, aumento no tamanho tumoral e invasdo macro e microvascular, dando suporte a ideia
de que a sinalizagdo aberrante de B-catenina contribui para a agressividade tumoral.

A ativacdo de proto-oncogenes celulares possui papel essencial no desenvolvimento de
diversos tumores, sendo que esta ativacdo pode resultar de translocacdo ou rearranjo
cromossémico, amplificacdo ou mutacédo génica (BUCHMANN et al., 1989). Em seu trabalho,
ALLY et al. (2017) encontraram que no CHC a hipoexpressdo do gene TP53 se relacionou
positivamente com a ocorréncia de maior grau histolégico, alto risco de recorréncia tumoral e
expressdo reduzida de marcadores génicos de hepat6citos maduros, além de caracterizar como
possiveis alvos terapéuticos os genes: MDM4, MET, VGEFA, MCL1, IDH1, TERT, vias de
sinalizacdo como a WNT e as proteinas de checkpoint imunologico CTLA-4, PD-1 e PD-L1.

O acimulo de matriz extracelular (MEC) na cirrose contém formacdo de nodulos
hiperplasicos (macro e micro), com alguns destes podendo apresentar caracteristicas displasicas
(CAILLOT etal., 2009). No entanto, em cerca de 15 a 20% dos casos, 0 CHC pode ocorrer em
um figado néo fibrético ou com fibrose minima em regido portal ou sem fibrose na regido septal
(BRALET et al., 2000). Mesmo com os critérios histopatolégicos bem estabelecidos para o
diagnostico do CHC (classico e/ou metastatico), o diagnostico para lesdes iniciais e pequenas
ganhou notoriedade devido ao aumento recente do nimero de diagndstico obtido em exames
de imagem de rotina (SCHLAGETER et al., 2014). Entre as lesdes pré-neoplasicas/pré-
malignas, os focos displasicos sdo lesbes uniformes que, em sua morfologia, possuem limites
bem definidos, hepatdcitos com tamanho nuclear alterado e atipias celulares em relagdo aos
hepatdcitos normais e adjacentes a lesdo e medem < 1 mm, ndo atingindo critério de
malignidade e crescimento invasivo (FINEGOLD; GELLER; GERBER, 1995). Porém, uma

lesdo similar e de dificil distincdo é a displasia de células pequenas (SCHLAGETER et al.,



2014). Essas lesdes focais sdo formadas por grupos de hepatécitos pequenos e displasicos com
proporcdo nucleo/citoplasma aumentada. Além disso, geralmente sdo notadas em figados
cirréticos e consideradas lesdes pré-malignas devido ao seu alto indice proliferativo e baixo
indice apoptotico (LE BAIL et al., 1997). Em contraste aos focos displasicos, nddulos
displasicos séo, por defini¢do, > 1 mm em tamanho, sendo essas lesdes geralmente encontradas
em figados cirréticos e subdivididas em lesdes de baixo grau ou de alto grau (SCHLAGETER
et al., 2014). Além disso, ambos os subtipos de leséo séo descritos como precursoras do CHC,
apesar de casos de regressao também serem descritos na literatura (SCHLAGETER et al.,
2014).

O CHC também pode se desenvolver a partir de adenomas em casos de pacientes que
possuem doencas hepaticas sem manifestacdes (CRAIG et al., 2020). Os adenomas hepaticos
possuem 5 subgrupos moleculares, sendo estes: linhagem HNF1A (30-40%), CTNNB1 (10-
15%), subtipo inflamatdrio relacionado a via JAK-STAT (40-50%), via sonic hedhog (5%) e,
por fim, adenomas hepéticos que ndo sdo classificados (<7%) por ndo possuem essas mutacdes
e/ou fendtipo inflamatério (NAULT et al., 2017a, 2017b; NAULT; BIOULAC-SAGE;
ZUCMAN-ROSSI, 2013).

Em relacdo a metastase, 0 mecanismo pelo qual as células do CHC levam a ocorréncia do
fendmeno ainda é incerto (SHI et al., 2016). Além disso, sendo um processo avancado apds
uma progressdo intratumoral em contexto de doenca hepética crbnica, a metastase possui
relevancia em pacientes que possuem lesGes multinodulares intra-hepaticas de CHC, sendo

estes nodulos depdsitos de lesbes metastaticas ou tumores independentes (CRAIG et al., 2020).
1.3 Modelos Experimentais

O processo da carcinogénese quimica envolve processos multifatoriais desde o inicio a
partir de hepatdcitos normais que se tornam ceélulas iniciadas que eventualmente levam a
formacdo do CHC (KLAUNIG, 1999). Para a investigacdo dos eventos morfoldgicos e
moleculares associados a patogénese do CHC, assim como potenciais fatores predisponentes
ou preventivos do processo de hepatocarcinogénese, séo comumente utilizados modelos em
roedores incluindo ratos e camundongos (BAKIRI; WAGNER, 2013). Tais ensaios pré-clinicos
podem ser categorizados, como quimicamente induzidos, geneticamente modificados ou
xenograficos (ANSTEE et al., 2019; SANTHEKADUR; KUMAR; SANYAL, 2018). Mais
especificamente, a hepatocarcinogénese induzida quimicamente garante um valioso modelo

para a investigacdo da biologia molecular especialmente em seus estagios iniciais devido a
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possibilidade de analise do nimero e tamanho de lesdes pré-neoplésicas e a investigacdo da
influéncia de alteracBes genéticas e epigenéticas durante as diferentes fases do processo de
desenvolvimento do CHC (OGAWA, 2009). Na literatura, os modelos de hepatocarcinogénese
induzida quimicamente utilizam predominantemente animais machos, visto que os modelos
refletem a disparidade de género assim como na doenga correspondente em humanos
(NAUGLER et al.,, 2007). Um fator determinante para tal preferéncia € que estudos
experimentais apresentam evidéncia solida de vias de estrogeno conferindo protecdo ao
desenvolvimento da hepatocarcinogénese em fémeas (HONG et al., 2013; NAUGLER et al.,
2007).

Nos modelos murinos de hepatocarcinogénese, o desenvolvimento do CHC passa pela fase
de lesBes pré-neoplésicas, denominadas de focos de hepatdcitos alterados (FHAS), identificados
em cortes histoldgicos corados pela hematoxilina-eosina (HE) tintoriais especificas
(BANNASCH, 1986; QIN SU; BANNASCH, 2003). Os FHAs s&o utilizados como marcadores
da hepatocarcinogénese em modelos murinos de iniciagdo e promocdo (PITOT, 2007; QIN SU;
BANNASCH, 2003). A etapa de iniciacdo da hepatocarcinogénese quimica € caracterizada por
lesbes no DNA de hepatdcitos-alvo, que apos um ciclo de replicacéo celular pode se fixar em
mutacdes especificas, dando origem a hepatdcitos iniciados (QIN SU; BANNASCH, 2003;
PITOT, 2007). A expansdo clonal dos hepatdcitos iniciados pode ocorrer de forma espontanea
ou acelerada pela acéo de agentes promotores, levando ao desenvolvimento de FHAS. Assim,
agentes sintéticos ou naturais podem acelerar ou inibir o desenvolvimento de FHAS, sendo
classificados como agentes promotores ou supressores (anti-promotores) (KAESTNER et al.,
2017; PITOT, 2007; QIN SU; BANNASCH, 2003).

Dentre as substancias que sdo frequentemente utilizadas para a inducdo de lesdes pré-
neoplasicas nos animais destaca-se a dietilnitrosamina (DEN), ou N-nitrosodietilamina
(NDEA). Nitrosaminas estdo associadas com a etiologia do CHC humano, pois contribuem para
o0 desenvolvimento de lesdes no DNA, estresse oxidativo, inflamacdo crénica e proliferagdo
celular aumentada em resposta a lesdo tecidual, levando a hepatocarcinogénese (DARVESH,;
BISHAYEE, 2013). Em termos de dose diaria humana de ingestdo de produtos contendo
nitrosaminas, a quantidade ocorre na propor¢do de microgramas (pg) por dia, sendo essas
substancias classificadas como “Grupo 2A: provavelmente carcinogénicos para humanos”
seguindo os critérios da International Agency for Research on Cancer (IARC, 1978;
LIJINSKY, 1999; TRICKER; KUBACKI, 1992). As formas de exposi¢do humana a essas
substancias levam em conta tanto a categoria das nitrosaminas volateis como nédo volteis,

podendo ser encontrados em produtos como tabaco, aditivos alimenticios, carnes defumadas e
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curadas (HERRMANN; GRANBY; DUEDAHL-OLESEN, 2015; LIJINSKY, 1999;
TRICKER; KUBACKI, 1992; TSUDA, 2001).

Um mecanismo de acdo bem estabelecido de carcinogénese pela DEN, ap0s sua
metabolizacéo, é a inducédo de dano no DNA e morte de hepatdcitos centrolobulares (necrose e
apoptose), levando a proliferacdo celular compensatdria e formacdo de hepatdcitos iniciados
(GLAUERT et al., 2010; QIU et al., 2011). Além disso, a DEN, em dose Unica, atua como
agente iniciador para a hepatocarcinogénese em roedores (ROMUALDO et al., 2017, 2018).
Por consequéncia, a sua bioativacdo hepatica gera metabdlitos ativos e especies reativas de
oxigénio, levando a formagé&o de adutos e lesdes oxidativas no DNA (QI et al., 2008). Por outro
lado, a inibicéo seletiva da CYP2E1, membro da familia citocromo P450, inibe a iniciacdo da
hepatocarcinogénese pela DEN (YE et al., 2012). A aplicacdo de baixas doses de DEN em
camundongos neonatos resulta no desenvolvimento do CHC a longo prazo, sendo que, neste
modelo, FHASs sdo observados em fases iniciais da hepatocarcinogénese e adenomas e CHC
nos estagios tardios (YAMAMOTO et al., 2017) (Figura 5).
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Fig. 5 Principais tipos de lesdes encontradas em camundongos utilizados em modelos quimicamente induzidos
pela DEN. A figura foi composta com a utilizacéo de ilustracdes da SMART-servier Medical Art. Disponivel em:

www.BioRender.com

Quanto a utilizagdo de modelos neonatos, camundongos com 14 dias de idade sdo altamente
suscetiveis a hepatocarcinogénese induzida por uma grande variedade de carcin6genos
(VESSELINOVITCH, 1987). Sendo assim, nota-se que o desenvolvimento do figado no
periodo pés-natal € Unico devido aos mecanismos de proliferacdo celular e diferenciacdo
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hepatica operarem de maneira simultanea, promovendo uma maior suscetibilidade a indutores
carcinogénicos (SEPTER et al., 2012).

Uma vez que se pode reproduzir parcialmente a fibrose hepatica humana em modelos
experimentais murinos, o tetracloreto de carbono (CCls) é o indutor quimico mais utilizado para
o desenvolvimento de fibrose hepatica (SLATER; CHEESEMAN; INGOLD, 1985). Estd bem
estabelecido que a exposigdo continua ao CCls leva ao desenvolvimento de fibrose hepética e
proliferacdo celular compensatoria (STOWELL et al., 1951). A importancia desse cenario
fibrético induzido pelo CCls através de um processo inflamatorio continuo, morte celular,
ativacdo de células estreladas hepéticas (CEHSs) e sintese de colageno da-se principalmente
devido a auséncia do mesmo em modelos que utilizam somente aplicacdo de DEN, sejam elas
aplicacdes unicas ou multiplas (TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017; YANG et al., 2011). J4 em
termos de metabolizacdo, o CCls também é metabolizado pela enzima CYP2E1, produzindo
radicais que levam a dano e morte de hepatdcitos, além de desencadear resposta inflamatdria
(WEBER; BOLL; STAMPFL, 2003).

Na maioria dos modelos de hepatocarcinogénese, 0 CHC manifesta-se somente apds um
longo periodo de laténcia, sendo este em torno de 10-24 semanas ap0s a exposi¢do a um
carcindgeno especifico (OGAWA, 2009). Além disso, o CCls foi demonstrado como um agente
promotor da hepatocarcinogénese em roedores devido sua capacidade em aumentar a incidéncia
de tumores hepéticos apds a iniciagdo com um determinado agente quimico genotdxico
(DRAGANI et al., 1986; UEHARA et al., 2014). Assim, o CCls, além de um agente pro-
fibrogénico, também foi demonstrado ser agente promotor do CHC a partir da aplicacdo de
doses repetidas (0.2 ml/kg, intraperitoneais) duas vezes por semana, durante 14 semanas
consecutivas, ap6s uma aplicacdo Unica de DEN (UEHARA, et al., 2014). Por fim,
ROMUALDO et al. (2017, 2018) demonstraram que, no modelo neonato, a utilizacdo do DEN
em dose Unica como indutor da hepatocarcinogénese, aliado a doses repetidas de CCls, ndo s6
levam ao surgimento do CHC a partir de um microambiente de fibrose hepatica, mas também
que o CCl4 reduz o tempo experimental. Quanto ao modelo combinado de aplicacdo da DEN e
CCls simultaneamente em camundongo neonato, este pode resultar em aumento da incidéncia
de tumores hepaéticos, sendo que 100% dos camundongos do grupo co-tratado desenvolveram
tumores hepaticos aos 5 meses de idade (UEHARA et al., 2013). Além disso, este modelo com
uso simultaneo dos dois compostos de inducdo quimica da hepatocarcinogénese prova-se util
para o estudo dos eventos moleculares dos estagios iniciais, bem como tardios durante o
desenvolvimento do CHC dando foco a fatores etiol6gicos como a genotoxicidade e fibrose
hepética avancada (UEHARA et al., 2014).



13

1.4 Comunicacao (inter)celular na carcinogénese hepética

A homeostasia, assim como 0s processos de morte celular e inflamacéo, sdo controlados
por mecanismos de comunicacdo extracelular, intracelular e intercelular, sendo este Gltimo
mediado por uma familia de proteinas denominadas conexinas (Cxs) (VINKEN et al., 2008;
VINKEN, 2012). As Cxs participam ativamente no controle do fluxo de metabdlitos entre
células adjacentes, visto que o mecanismo intercelular ¢ mediado por juncbes GAP ou
comunicantes. Hemicanais ou conexons sdo estruturas hexagonais de Cxs que formam-se na
membrana plasméatica (RUTKOWSKI et al., 2008). Estruturalmente, as jun¢es comunicantes
do tipo GAP sdo compostas por 2 pares acoplados de hemicanais/conexons, contendo 6
unidades de Cxs cada (VINKEN et al., 2008; VINKEN, 2012. Esse acoplamento de conexons
que formam as juncBes GAP é auxiliado pela presenca e acdo de proteinas de adesdo
(NALEWAJSKA et al., 2020).

No que diz respeito a composicao das juncées GAP, ela pode variar de acordo com os tipos
de conexons que a formam, podendo ser: Homomérico—-Homotipico (dois conexons idénticos
formados por apenas um tipo de conexina); Homomeérico-Heterotipico (dois conexons
diferentes formados por apenas um tipo de conexina); Heteromérico-Homotipico (dois
conexons idénticos formados por, pelo menos, dois tipos diferentes de Cxs); e por fim,
Heteromérico- Heterotipico (conexons diferentes formados por mais de dois tipos diferentes de
Cxs) (KRYSKO et al., 2005; KUMAR; GILULA, 1996; MESE; RICHARD; WHITE, 2007,
RUTKOWSKI et al., 2008) (Fig. 6).

A maioria dos tecidos animais expressa mais de um tipo de conexina, que pode ser regulada
por hormdnios, fatores de crescimento e mediadores pré-inflamatorios, garantindo a regulacéo
das juncdes intercelulares (BOUCHER et al., 2018; ROY; KIM; LIM, 2017). Em termos de
tecido humano, a expressao das Cxs também ocorre em muitos tecidos e 6rgdos com exce¢do
de células como hemécias, espermatozoides e células de musculo estriado esquelético
(ANGELILLO-SCHERRER et al., 2011; LAIRD, 2006).

No que diz respeito a importancia do estudo das Cxs, seu comportamento em processos
fisiologicos normais é bem conhecido. O desafio envolve o estudo do comportamento das
mesmas em processos patofisiologicos de doengas como o cancer (NALEWAJISKA et al.,
2020). Especificamente no cancer, as Cxs podem estar envolvidas em desordens de
comunicagdo intercelular, desta forma, interferindo em sinalizacdes celulares paracrinas e
autocrinas (NALEWAJSKA et al., 2020).
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Figura 6. Diferentes composic6es dos canais tipo juncdo GAP. FONTE: (MESE; RICHARD; WHITE, 2007)

Quanto a estrutura individual das Cxs, cada unidade possui quatro dominios
transmembranares, duas alcas extracelulares, um laco citoplasmatico, uma cabeca
citoplasmatica N-terminal e uma porcdo C-terminal (Fig. 7). Na familia de Cxs, ja foram
identificadas 21 Cxs em humanos e 20 Cxs em roedores (OSHIMA, 2014). Em termos de
variabilidade, a familia das Cxs tem seus dominios transmembranares, lacos extracelulares e a
cabeca citoplasmatica N-terminal bem conservadas, sendo que o dominio citoplasmatico e a
cabeca C-terminal possuem grande variabilidade em termos de sequéncia e extensdo (MESE;
RICHARD; WHITE, 2007).

Mais especificamente no figado, a Cx32 e Cx26 sdo as maiores formadoras de juncdes
GAP hepadticas, estando localizadas na membrana plasmatica dos hepatécitos
(STUTENKEMPER et al., 1992; VINKEN et al., 2008). A Cx32 estd uniformemente
distribuida em todas as regides do figado, enquanto a Cx26 esta preferencialmente expressa na
regido acinar periportal (KOJIMA et al., 1994). Ao mesmo tempo, a maioria das células ndo
parenquimatosas hepaticas, incluindo as células estreladas, células de Kupffer e células
endoteliais sinusoidais expressam, preferencialmente, Cx43, enquanto as células vasculares
expressam, predominantemente, Cx37 e Cx40 (EUGENIN et al., 2007; FISCHER et al., 2005;
GONZALEZ et al., 2002; HERNANDEZ-GUERRA et al., 2014).

Panexinas (Panx) sdo proteinas de uma familia semelhante a das Cxs também possuindo
fungéo regulatoria do fluxo de ions e recrutamento de componentes pro-inflamatorios em
situacOes de estresse celular (CRESPO YANGUAS et al., 2017; 8 D’HONDT et al., 2011;

WANG et al., 2013a). Estas proteinas apresentam uma configuragdo semelhante aos hemicanais
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de Cxs, permitindo o fluxo de substancias entre o citosol e 0 meio extracelular. No entanto, as
estruturas hexaméricas das panexinas ndo se encaixam para formar jungdes comunicantes entre
células adjacentes e, portanto, sdo chamadas simplesmente de canais de panexinas, e ndo
hemicanais (CRESPO YANGUAS et al., 2017; D’HONDT et al., 2011; WANG et al., 2013a).
Além disso, apesar de compartilharem semelhancas estruturais com as Cxs, as Panx possuem
tipicamente uma cabeca C-terminal e algas extracelulares mais longas (D’HONDT et al., 2011;
WANG et al., 2013a).

A Juncdo GAP

Hemicanal Canal de

de Conexina Panexina

AANAN
yyvuy

CONEXINA PANEXINA

Figura 7. A) Arquitetura das juncfes GAP, dos hemicanais de conexinas e dos canais de panexinas. As juncbes
comunicantes (GAP) sdo formadas pela interacdo entre dois hemicanais de conexinas de células adjacentes e
intermediam a comunicagdo intercelular (seta vermelha). Os hemicanais de conexinas e 0s canais de panexinas
sdo construidos por 6 conexinas (verde) e 6 panexinas (azul), respectivamente, e intermediam a comunicacao
paréacrina (setas em roxo). B) Topologia das proteinas conexinas e panexinas. As conexinas (verde) e as panexinas
(azul) consistem em 4 dominios transmembranares (TM), 2 lacos extracelulares (EL), 1 alca citosélica (CL), 1

cauda citosdlica carboxiterminal (CT) e 1 cauda aminoterminal (NT). Fonte: (MAES et al., 2015).

As panexinas foram descobertas nos anos dois mil como homdlogas da familia das
inexinas, proteinas formadoras de jungdes GAP em invertebrados (PANCHINA et al., 2000).
A familia das panexinas consiste na panexina 1 (Panx1), panexina 2 (Panx2) e Panexina 3
(Panx3) (BOND; NAUS, 2014). Dentre os trés tipos de panexinas caracterizadas em humanos
e roedores, a Panxl tem presenca detectada em 6rgdos como cérebro, baco, figado, pele,
cartilagem, bexiga, pulméo, rins, colon, trombdcitos, eritrécitos e células imunes (PENUELA
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et al., 2007; KIM; KIM; LEE, 2015). Vérios relatos demonstraram a expressao da Panx1 no
tecido hepético, particularmente sendo produzida por hepatocitos (BRUZZONE et al., 2003;
CSAK etal., 2011; GANZ et al., 2011; KIM, KIM & LEE, 2015; XIAO et al., 2012) e células
de Kupffer (SAEZ et al., 2014). De maneira analoga as conexinas e suas respectivas juncoes
GAP, a classificacdo da oligomerizacdo da Panx1 revelou que 6 subunidades eram necessarias
para a formagdo de um panexon (nomenclatura similar ao conexons, formado por conexinas)
(Figura 6). (BOASSA et al., 2007). No caso da Panx2, quando realizada analise similar
utilizando a cabeca C-terminal mutante, viu-se que esta panexina organiza-se em heptameros
ou octameros (AMBROSI et al., 2010).

Em termos de funcionalidade, a abertura dos canais de panexinas pode ser ativada
mediante estimulos fisiologicos e patoldgicos. Mais especificamente no caso da Panx1, seus
canais podem ser abertos por estimulos como a elevacio de célcio (Ca?"), ligagdo de ATP a
receptores purinérgicos P2Y (LOCOVEI; WANG; DAHL, 2006), bem como a receptores
ionotropicos P2X7 (PELEGRIN; SURPRENANT, 2006). No ambito fisiopatoldgico, os canais
de panexinas podem ser abertos por estimulos como reducdo de oxigénio e glicose, inibicao
metabolica e S-nitrolizacdo (THOMPSON, 2006; ZHANG et al., 2008).

Devido a sua importancia na homeostase hepética, ndo é surpreendente que as Cxs
desempenhem papel importante na toxicidade quimica (MAES et al., 2016). Fica evidente a
importancia dos canais de conexina e panexina nos processos de inflamacéo e morte celular
(VINKEN, 2012). Além disso, diversas doencas como hepatites, fibroses e colestases sdo
associadas com inflamacdo e morte celular, além da alteracdo da expressdo e atividade de
determinadas Cxs (VINKEN, 2012).

O estresse oxidativo e a inflamagéo afetam negativamente a expresséo proteica das Cx26
e Cx32 (KOJIMA et al., 1996; YAMAMOTO et al., 2004). A maioria dos tumores estudados
teve reducdo tanto em juncGes GAP de composicdo homdloga bem como os de composicdo
heter6loga. Sendo assim, essa condi¢do presumidamente contribuiu para a progressdo
neoplasica, permitindo o escape por parte das celulas tumorais de sinais de regulacdo
relacionados a proliferacdo celular, diferenciagdo e apoptose (BENNETT et al., 1991,
LOEWENSTEIN; KANNO, 1966; NIESSEN; WILLECKE, 2000; WILSON; CLOSE;
TROSKO, 2000).

Em seu trabalho, MAES et al. (2016) indicaram que camundongos submetidos ao modelo
de hepatite aguda induzida por paracetamol apresentaram maior expressdo génica de Cx43 e
menor expressao das Cxs 26 e 32. Ademais, animais deficientes em Cx43 demonstraram maior

taxa de morte hepatocelular, inflamacéo e estresse oxidativo frente a intoxicacgdo induzida por
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paracetamol, quando comparados aos animais selvagens (MAES et al., 2016). No contexto de
administracdo cronica de CCls, foi exposto que camundongos deficientes em Cx43
desenvolveram fibrose excessiva (COGLIATI et al., 2011). Além disso, os animais fibroticos
também demonstraram um menor numero de lesbes necroinflamatorias no parénquima
hepatico, proliferagdo hepatocelular reduzida e baixos niveis plasméticos de alanina (ALT) e
aspartato (AST) aminotransferase (COGLIATI et al., 2011).

Mais especificamente em relagdo ao CHC, MA (2002) demonstrou que a Cx32 e Cx43
tem expressao elevada no figado normal e até mesmo em tecidos pré-neoplasicos, mas baixa
expressdo em amostras de CHC. Por consequéncia, a falta das Cx32 e Cx43 reduz o nimero de
juncdes GAP entre as células do CHC e as células ndo tumorais do tecido, resultando na
progressdo da hepatocarcinogénese (MA, 2002). SHEEN (2004) demonstraram que 0s niveis
de mMRNAs da Cx 26 e Cx 32 sdo menores em amostras de HCC quando comparado com tecido
de doadores sem a doenca. Além disso, 0s pacientes com rapida recidiva do CHC, expressavam
menores niveis quantidade de MRNA dessas Cxs na neoplasia quando comparados a amostras
de pacientes sem recidiva ap0s resseccao cirargica. WANG et al. (2013b) demonstraram que
niveis adequados de expressdo de Cx 43 em amostras de CHC sdo importantes para retardar a
evolucdo, recidiva, metastase e prognostico de pacientes com CHC associado a infecgdo pelo
VHB. Ao mesmo tempo, outros autores atribuiram a possibilidade da contribuicdo das
conexinas para a localizacdo aberrante das juncfes GAP, ou seja, em um local celular diferente
das quais as conexinas sdo encontradas em tecidos normais no 6rgdo em questdo (OYAMADA
et al., 1994). Por outro lado, estudos demonstraram que os niveis de RNAm das Cx32 e Cx43
ndo foram menores quando comparados com tecidos hepaticos normais, porém demonstraram
localizagéo aberrante no CHC (OYAMADA et al., 1990).

Outros estudos demonstraram que as expressdes proteicas das Cx26 e Cx32 estdo
reduzidas significativamente em tecidos humanos de CHC quando comparados a tecidos
hepaticos normais (PLANTE; CHARBONNEAU; CYR, 2002). Além disso, notamos
alteracdes de localizacdo das trés conexinas citadas sendo que, em tecidos hepaticos normais,
estas conexinas estavam localizadas principalmente na membrana plasmatica dos hepatdcitos.
Porém, em tecidos de CHC, a localizagdo das conexinas deu-se em grande parte no citoplasma
dos hepatocitos devido a “internaliza¢dao”, fendmeno descoberto em um estudo anterior sobre a
relacdo da Cx32 e o desenvolvimento do CHC (NAKASHIMA et al., 2004). A nivel de mRNA
SHEEN (2004) demonstrou que, em tecidos seccionados de CHC, uma diminui¢do da
expressdo das Cx32 e Cx26 estava significativamente relacionada com recorréncias pés

operatorias e morte.
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Um actmulo crescente de evidéncias sugere que, pelo menos em alguns casos, as Cxs
exercem seu papel supressor tumoral através de uma via independente de suas jun¢fes GAP
(NAUS; LAIRD, 2010). Em muitos casos, uma re-expressao de conexinas tanto em linhagens
celulares metastaticas, bem como em ndo metastaticas resultou em uma diminuicdo na taxa de
proliferacdo celular e tumorigénese, além de promover transices mesenquimais-epiteliais
(KALLURI; WEINBERG, 2009; MCLACHLAN et al., 2006). Em nosso estudo,
demonstramos que a Cx32 suprimiu a proliferacdo celular e invasdo do CHC tanto em amostras
de tecido hepatico humano bem como em ensaios in vitro (ZHAO et al., 2015). Além disso,
apresentamos evidéncia de que a regulagdo negativa da Cx32 em tecidos humanos de CHC esta
relacionada com uma maior invasdo vascular e maior tamanho tumoral (ZHAO et al., 2015).
Os estudos in vitro demonstraram que uma hiperexpressao ou deplecdo de Cx32 no CHC exibiu
efeito supressor tumoral significativo quanto a invasdo celular, migracéo e proliferacdo (ZHAO
et al., 2015). Por fim, identificamos as vias de sinalizagdo p53 e Akt como, em parte, alvos
responsaveis pelas fungdes anti-metastaticas e anti-proliferativas da Cx32 (ZHAO et al., 2015).

Visto que para a formacdo das juncbes GAP existe a necessidade das células estarem em
contato proximo, este processo de formacdo de canais depende da interacdo de propriedades
adesivas entre as conexinas (COTRINA; LIN; NEDERGAARD, 2008), onde, por
consequéncia, a relacdo entre as juncbes GAP e as juncOes aderentes tem sido bem
documentada (FRENZEL; JOHNSON, 1996; JONGEN et al., 1991). Em alguns tecidos, células
em diferentes estagios de diferenciacdo expressam diferentes tipos de conexinas, sendo que
células do CHC podem expressar as mesmas conexinas que o0s hepatdcitos normais, ocorrendo
boa aderéncia e comunicacéo entre si para a formacao das juncdes GAP (SHEEN, 2004).

Em relacdo ao comportamento bioldgico da Panx1 na carcinogénese, de uma maneira
geral, tem-se evidéncia de uma expressdo aumentada nos tecidos tumorais gerais quando
comparada a tecidos normais (JIANG; PENUELA, 2016). Quanto ao nivel transcricional, a
superexpressdo de Panx1 foi relacionada com a alta disseminacdo de metastases baseado em
analises de microarranjo em linhagens celulares de CHC (SONG et al., 2005). Novamente em
tecidos tumorais diversos, a expressdo aumentada ou a amplificacdo da Panx1 foi relatada em
diversas biopsias humanas na maioria das neoplasias mais comuns (CERAMI et al., 2012;
GAO et al., 2013). No entanto, o Atlas Cancer Genoma reportou alguns exemplos de delecdes
de Panx1 presentes em bidpsias humanas, indicando que a expressdo desta panexina pode ser
regulada de maneira variada frente a tipos diferentes de neoplasias (JIANG; PENUELA, 2016).

Em suma, a maioria dos relatos aponta para um efeito pro-tumoral da expressdo da Panxl1,
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porém, este comportamento pode variar quanto as Panx2 e Panx3, além da especificidade do
cancer e tecido-alvo (JIANG; PENUELA, 2016).

Quanto a Panx1 e o CHC, SHI et al. (2019) demonstraram correlacdo positiva entre a
superexpressdo da Panx1 e um pior prognostico em pacientes humanos, com maior risco de
ocorréncia de metastase. Além disso, neste mesmo estudo, foi demonstrada uma menor
quantidade de nddulos metastéaticos no pulmédo de camundongos knockout para Panx1, que
receberam células de CHC murino (hepa 1-6) injetadas no tecido subcutaneo, em relacéo aos

animais selvagens.

1.5 Justificativa e Objetivo

Grande parte dos trabalhos encontrados na literatura sobre hepatocarcinogénese induzida
guimicamente utilizando em conjunto os compostos citados (DEN e CCls) tiveram seus tempos
de biotério baseados em 17 semanas de vida dos animais (ROMUALDO et al., 2018),
(ZALATNAI; LAPIS, 1994) ou trabalhos um pouco mais longos considerando 22 semanas
como o de (UEHARA et al., 2013). Periodos mais extensos de biotério, por volta de 30 semanas
ou mais, geralmente foram vistos em trabalhos em que somente aplica¢fes Unicas ou multiplas
de DEN foram realizadas, como em (WEGHORST; PEREIRA; KLAUNIG, 1989) e
(KUSHIDA et al., 2011). Sendo assim, do ponto de vista da estratégia do delineamento
experimental baseado para o presente projeto, viu-se a necessidade da realizacdo de pontos de
eutanasia mais longos considerando um numero maior de aplicacBes de CCls e posteriores
comparagOes para verificar se, de fato, isto implicaria em um maior numero de lesdes nos
animais (Adenomas e Carcinoma hepatocelular principalmente).

Sobre o prognéstico do CHC, a cirurgia, seja ela transplante de figado ou resseccdo,
permanece a melhor terapia para pacientes com CHC, onde uma avaliacdo sobre a expressao
de mRNA de conexinas em tecidos de CHC pode fornecer informacgdes importantes sobre o
risco de recorréncias em pos operatorios (SHEEN, 2004). Visto que, de fato, o CHC é um cancer
resistente a terapias e de dificil tratamento, mesmo em caso de beneficios clinicos em terapias
sistémicas, 0s avangos nos resultados em pacientes tem sido modestos (LLOVET et al., 2018).
No caso do presente projeto, o interesse no estudo da Panx1 e das Cxs 26,32 e 43 da-se pela
falta de evidéncia na literatura sobre 0 comportamento desses canais nas diferentes fases de
desenvolvimento do CHC em roedores e humanos (VINKEN, 2012), além da busca por novos
biomarcadores terapéuticos, visto que as técnicas empregadas atualmente possuem pouca

eficacia. Portanto, o objetivo do presente trabalho, além do contexto ja citado do modelo de
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hepatocarcinogénese induzida quimicamente, é essencialmente caracterizar a expressdo das
Cxs 26, 32, 43 e Panx1 em diferentes lesbes e periodos da hepatocarcinogénese induzida
quimicamente (DEN/CCLa), visto que a literatura carece deste tipo de mapeamento da
expressdo dessas proteinas, especialmente considerando os trés tipos principais de lesdes

envolvidas no desenvolvimento da hepatocarcinogénese (FHA, adenomas e CHC).

2. Metodologia

2.1 Delineamento experimental

Visando aumentar o desenvolvimento de CHC, a linhagem de camundongos C3H/HeJ foi
selecionada devido a sua maior susceptibilidade a hepatocarcinogénese induzida pela DEN
quando comparada a outros modelos murinos (LEE; NOMURA; KITAGAWA, 1989;
WEGHORST; PEREIRA; KLAUNIG, 1989). Assim baseado no modelo experimental
padronizado pelo nosso grupo de pesquisa (ROMUALDO et al., 2018), camundongos machos
C3H/HeJ receberam, com 14 dias de idade, uma Unica injecdo intraperitoneal (i.p) de 25 mg/kg
peso corpéreo (p.c.) de DEN, ou somente o veiculo (NaCl 0,9%) (Figura 8). A partir da 82
semana de vida, por um periodo de 21 (da 8% até a 292 semana) e 38 semanas (da 8% a 462
semana), 0s camundongos receberam 3 doses i.p semanais de solucdo 10% CCls, diluido em
6leo de milho (Fig. 8). A dose inicial de solucdo sera 0,25 pL/g peso corporeo (p.c.)
(correspondendo a 0,025 pL/g ou 0,040 pg/g de CCls puro). Semanalmente, a dose foi
aumentada em 0,25 pL até atingir a dose maxima de 1,50 pL/g p.c. (correspondendo a 0,15
pL/g ou 0,24 pg/g de CCls puro), que foi mantida até o final das aplicagdes.

Transcorrido o periodo de administracdo de doses nos camundongos, 0s mesmos foram
eutanasiados por exsanguinacdo sob efeito de anestesia (solucdo de ketamina/xilazina a 100/16
mg/kg p.c., i.p) apos 17 (n=15), 30 (n=15) e 47 (n=30) semanas de vida (Fig. 8). O periodo de
47 semanas inclui animais que receberam CCls de maneira continua até a semana 46 e,
adicionalmente, outro grupo de animais que receberam CCl, até a semana 29. Este padréo de
delineamento foi estabelecido para a analise da Cx26, Cx32, Cx43 e Panx1 nos estagios iniciais
da hepatocarcinogénese (principalmente lesGes pre-neoplasicas na semana 17) e estagios mais
avancados (principalmente com adenomas e CHC, nas semanas 30 e 47) (ROMUALDO et al.,
2018; UEHARA et al., 2013). Amostras hepaticas foram coletadas para analises histolégicas e

moleculares conforme descrito a seguir. Alteracbes nodulares macroscopicas foram
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contabilizadas, e calculada a incidéncia (% de animais afetados), multiplicidade (nimero de
nddulos/animal). Adicionalmente em 47 semanas somente, 0s animais tiveram seus pulmdes

coletados para analises histologicas visando a investigacdo de possiveis metastases hepaticas.
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Figura 8. Delineamento Experimental.

Os camundongos foram adquiridos do biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ, USP) e mantidos em biotério da Unidade de
Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista (FMB — UNESP, Botucatu). Durante todo o experimento, os animais foram
acondicionados em gaiolas de polipropileno com tampa de aco inoxidavel na forma de grade e
forradas com maravalha de pinho autoclavada (até 4 animais/caixa). Durante toda a fase de
experimentacao, as condi¢cGes ambientais do biotério eram controladas: temperatura (22 + 2°C),
umidade relativa do ar (55 + 10%), periodo de luz (12 horas claro/12 horas escuro) e exaustao
do ar continua. As trocas das gaiolas e agua filtrada, assim como o registro de massa corpérea,
consumo de agua e racdo, foram realizadas duas vezes por semana. Agua filtrada e a ragio basal
(Nuvilab, Quimtia, Brasil) foram fornecidas ad libitum. A &gua foi oferecida em bebedouros de

vidro com tampa de borracha e bico metalico, com capacidade para 500 mL. Os procedimentos
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descritos foram aprovados pelo comité de ética em experimentagdo animal (CEUA) da FMB —
UNESP n° 1345/2020 (Anexo I).

2.2 Andlises histoldgicas

2.2.1 Identificacdo de lesbes pré-neoplasicas e neoplasicas

Na ocasido da eutanédsia, foram coletados e fixados em Metacarn (60% Metanol, 30%
Cloroférmio e 10% Acido Acético) (12 h) fragmentos representativos dos I6bulos esquerdo
lateral, direito medial e caudado de cada animal, como previamente estabelecido (THOOLEN
et al., 2010). Nédulos macroscopicos foram identificados, medidos e fixados. Em seguida, 0s
tecidos seguiram para desidratacdo em concentracOes crescentes de etanol, decrescentes de xilol
e incluidos em parafina. Entdo, os blocos de parafina foram cortados no micrétomo com
espessura de 5 um. Posteriormente, os cortes obtidos foram corados com hematoxilina e eosina
(HE) ou picrosirus red (Romualdo et al., 2018). As lesdes pré-neoplésicas foram identificadas
de acordo com a caracteristica histoldgica/tintorial predominante, sendo classificadas como
lesBes de células claras, basofilicas ou eosinofilicas. Foi calculada a incidéncia (% de animais
afetados) total e de cada subtipo histologico. Ademais, também foi calculado o nimero total de
lesGes por cmz2 da sec¢do hepatica, a a&rea média das lesbes (mm2) e a area relativa das lesdes na
secdo (mm2/cm?). As analises histoldgicas foram realizadas em microscépio Olympus CX23
(Olympus Corporation, Japédo), por meio do software CellSens software (Olympus Corporation,
Japdo). As areas das sec¢des hepaticas foram medidas em lupa Stemi 2000 (Zeiss, Alemanha),
utilizando-se do sistema de captura de imagem Dino Capture (ANMO Electronics
Corporations, EUA). Os nddulos macroscopicos coletados durante a necropsia foram
classificados como adenomas ou CHC em HE, além de calculada a incidéncia e multiplicidade
de tais les0es.

2.2.2 Imunofluorescéncia

Cortes histologicos de 5 um, obtidos em laminas silanizadas (Starfrost, Alemanha), a
partir de amostras congeladas contendo tecido hepatico normal (controle), FHAs, adenomas e
CHC foram submetidos ao procedimento de imunofluorescéncia para determinacao das Cxs 26,

32, 43 e Panx 1. Os cortes histoldgicos foram hidratados e submetidos ao desmascaramento
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antigénico em proteinase K, tampao citrato (pH 6,0) ou EDTA (pH 9,0), em banho-maria ou
panela de presséo, por 10 a 60 minutos, e lavados 3 vezes em PBS, acrescido de 0,5% de Tween
20. Em seguida, as laminas foram incubadas, em cdmara Umida escura pelo periodo de 16 horas
e a 4°C, com os seguintes anticorpos primarios rabbit anti-mouse Cx43, Cx32, Cx26 e Panx1
(todos da Sigma-Aldrich, EUA), os quais tiveram suas concentra¢cdes padronizadas. Apos
incubacéo, as laminas foram lavadas 3 vezes em PBS, acrescido de 0,5% de Tween-20. Em
seguida, as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 goat anti-
rabbit 1gG (H+L) (Life Technologies, EUA), na concentracao de 10ug/mL (1:200), por 1 hora,
em temperatura ambiente. Apos incubacéo, as laminas foram lavadas 3x em PBS, acrescido de
0,5% de Tween-20, e em seguida, incubadas por 10 min com DAPI (1:1000, diluido em PBS
sem Tween), no escuro e em temperatura ambiente. Todas as rea¢fes foram acompanhadas de
tecidos para o controle positivo de cada anticorpo. O controle negativo foi realizado pela
omissdo do anticorpo primario da reacdo e substituicdo pelo diluente. As laminas foram
observadas e fotografadas em microscopio confocal (Zeiss, Alemanha), para avaliacdo da
distribuicdo tecidual e localizagdo subcelular das proteinas em tecido hepatico normal (animais
do grupo controle), bem como nas lesbes pré-neoplasicas e tumorais hepéticas dos animais,
sendo a analise posterior realizada utilizando o software Leica QWin V3 (Leica Microsystems
GmbH, Alemanha).

2.2.3. Imunohistoquimica para Ki-67 e Sirius Red

Outras seccOes hepaticas foram obtidas e submetidas a reacdo de imunohistoquimica.
Apbs a desparafinacdo em estufa (60°C) overnight e banhos de xilol, as laminas foram
hidratadas em banhos sucessivos de alcool (100%, 90% e 70%). A seguir, as laminas foram
submetidas a recuperacao antigénica em tampao citrato 0,01M (pH 6.0) em camara de pressao
pascal (5 min., 120°C) (Dako Cytomation, Dinamarca). Para o bloqueio da peroxidase
enddgena e de ligagdes inespecificas, as laminas foram incubadas em solucGes 10% de perdxido
de hidrogénio (H202) (20 min.) e 1% de leite desnatado (4°C, 1 h.), respectivamente, ambas
diluidas em solucdo tampéo fosfato (PBS). Entdo, houve aplicacdo de 100 ul de solucéo do
anticorpo primarios anti-Ki-67 (MA5-14520, diluicdo 1:200, Thermo Scientific, Reino Unido)
diluidos em solugédo de albumina bovina sérica a 1%, seguida de incubagcdo em camara imida
(4°C, 12 h.). Apos trés lavagens com PBS (5 min./cada), as laminas foram incubadas com
polimero horseradish peroxidase (HRP) de etapa Unica (EasyPath - Erviegas, Brasil) (20 min.).
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A seguir, a revelacdo da reacdo foi realizada cobrindo os cortes com solugdo de 3°3’-
diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich, EUA). Por fim, a contra-coloragdo sendo realizada
com hematoxilina de Harris a 50%, seguida de desidratacdo em alcool, xilol e montagem com
resina (Permount, Fisher Scientific, EUA) e laminula.

Para a analise semi-quantitativa de ambos marcadores, foi avaliado o nimero de
hepatdcitos Ki-67+ dentro das lesdes pré-neoplésicas. No caso das lesdes, foi contado o niumero
total de hepatocitos Ki-67+ e dividido pela area total da lesdo (mm?). Foram aleatoriamente
selecionados 10 campos (objetiva 20x) e os hepatdcitos Ki-67+ sendo contados e divididos pela
area do campo analisado. Por fim, a analise morfométrica do colageno foi realizada em cortes
corados com Sirius red utilizando o software Leica QWin V3 (Leica Microsystems GmbH,
Alemanha), selecionando 10 campos aleatorios (objetiva 20x) por seccdo (l6bulo esquerdo),

compreendendo éreas portal (Area de colageno (%) = area Sirius red / total 20x area de campo).

2.2.4 Microdisseccéo a laser

O tecido hepéatico congelado normal (animais controle) e tratado contendo FHAS,
adenomas e CHC, foi seccionado em cortes (5 um) em criostato (Jung CM3000, Leica, EUA)
e montado em uma membrana-revestida 1 mm PEN slides (Zeiss-Jena, Alemanha).
Anteriormente ao uso, os cortes foram tratados por 30 min com uma solucédo contendo RNase,
conforme recomendacdo do fabricante (Zeiss-Jena, Alemanha). Apds a primeira se¢do ser
montada, o corte foi mantido em uma criocamara (-18°C) até que os cortes seguintes fossem
obtidos. O maior nimero de cortes possivel foi colocado sobre as membranas (slides). O corte
e montagem foram realizados da maneira mais rapida possivel afim de assegurar boa aderéncia
a membrana. Os cortes sobressalentes e ndo fixados a membrana foram imediatamente
armazenados a —80°C. As membranas contendo os cortes foram corados com cristal violeta de
acordo com as instrugdes do fabricante (LCM Staining Kit - LifeTech, CA, EUA). Um
microscopio de captura a laser (PALM - Zeiss, Jena, Alemanha) foi utilizado para a anélise.
Para a coloragéo dos cortes, utilizou-se 3 banhos sequenciais de 20 segundos cada em diferentes
concentracgdes de alcool, terminando com crisal violeta por 30 segundos. Dois banhos adicionais
de alcool foram feitos ap0s a passagem no corante. Posteriormente, as membranas foram secas
em uma sala a temperatura ambiente durante 5 minutos anteriormente a leitura. As areas de
interesse (FHAs, adenomas e CHC) foram capturadas através do derretimento focal da

membrana através da ativacdo de laser. As tiras de tecido contidas na solugéo de estabilizacao
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de RNA foram diretamente armazenadas -80°C com a tampa abaixada. Tiras na solugdo tampé&o
foram agitadas em equipamento tipo Vortex por 45s e armazenadas a -80°C.

2.3 RT-gPCR (em andamento)

2.3.1 Extracdo de RNA e Transcrigdo Reversa

A expressdo génica das Cxs 26, 32 e 43 e Panxl em lesdes pre-neoplésicas
(microdissecadas) ou neoplésicas (macrodissecadas) hepaticas estdo sendo processadas para
analise em PCR em tempo real. O RNA total esta sendo extraido das amostras micro ou
macrodissecadas utilizando os kits Single Cell-to-CT (LifeTech, CA, USA) e llustra RNAspin
Mini (GE Healthcare, USA), respectivamente. Em seguida, sera avaliada a integridade do RNA
por eletroforese em gel de agarose 1,5% (60V, 1,5 hora). Apos eletroforese, a integridade e
concentracdo do RNA sera determinada pela visualizacdo das bandas 28S e 18S sob luz UV
(Chemidoc MP Imaging System, Bio-Rad Laboratories, USA) e por fluorimetria (Qubit 3.0
Fluotometer, Life Technologies, USA), respectivamente. Uma aliquota contendo 1000 ng/pL
serd utilizada para a confeccdo do cDNA (DNA complementar) por transcricdo reversa.
Brevemente, a transcrigcdo reversa consiste em sucessivas incubacfes em termociclador, onde,
inicialmente, os possiveis resquicios de DNA na amostra sdo eliminados pela acdo da DNAse
I; sdo eliminadas e/ou inativadas proteases que possam degradar o RNA,; sdo fornecidas bases
nitrogenadas e, finalmente, as amostras sdo incubadas com a enzima Transcriptase Reversa
(Superscript 11, Thermo Fisher Scientific, USA) para a confeccdo da fita de cDNA. Apoés a
transcricdo reversa, 0 cDNA obtido serd armazenado a -20°C até o momento da reacdo de PCR

em tempo real.

2.3.2 Reagdo de PCR em Tempo Real

A anélise por PCR em tempo real sera realizada no aparelho LightCycler® 96 (Roche
Life Science, USA). O mix para analise sera preparado com 5 pyL de amostra do cDNA
adicionado ao reagente TagMan Universal PCR Master Mix (Applied-Life Technologies,
USA), acrescido de agua livre de endonucleases e 0s assays. A reacgao transcorrera nas seguintes
condicBes de amplificacdo: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por
30 segundos, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e uma extenséo final a 72°C por 5 minutos.
Todas as amostras serdo analisadas em duplicidade. Os valores de ACq resultantes das amostras

de interesse serdo normalizados com os resultados obtidos para os controles enddgenos
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(GAPDH e 18S), produzindo valores de ACq. A analise dos resultados sera realizada conforme
descrito por LIVAK; SCHMITTGEN, (2001), onde a expressdo relativa dos genes &

determinada por 2449,

2.4 Analise sérica de Alanina amino transferase (ALT)

Na ocasido das eutanasias, o sangue foi coletado através de puncdo cardiaca,
centrifugado (1500xg, 15 min.) e as amostras de soro armazenadas (-20°C). A dosagem de ALT
foi avaliada, espectrofotometricamente, utilizando kits comerciais seguindo as instrucfes do

fabricante (Apparat, Brasil).

2.5 Analises estatisticas

Os dados continuos foram inicialmente comparados com a curva de Gauss através do
teste de distancia K-S. Quando paramétricos, os dados foram representados através da média e
desvio padrdo. Estes dados foram analisados pelo teste t de Student ndo pareado ou ANOVA.
Quando nao-paramétricos, os dados foram representados através de mediana e percentil e
analisados pelo teste de Mann-Whitney. Foi aceito neste estudo risco alfa menor ou igual a 5%
(p<0,05).

3. Resultados e discussao considerando os diferentes periodos de eutanasia
3.1 Dados gerais da primeira eutanasia (17 semanas)

Os animais submetidos ao protocolo DEN+CCl4 ndo apresentaram diferenca estatistica na
evolucdo de peso corporeo (P=0.1510) durante a semanas 5 a 17 (Fig. 9A), comparado com o
grupo controle, como previamente relatado em experimento anterior (ROMUALDO et al.,
2018, 2020). Entretanto, o peso corpéreo dos animais do grupo DEN/CCL4 foi
significativamente menor (P= 0,0253) que a do grupo controle ao final da semana 17 (Fig. 9C).
Além disso, os animais submetidos ao protocolo DEN+CCls apresentaram peso hepatico
absoluto similares aos do grupo controle (P=0,9474), enquanto o peso hepatico relativo foi
significativamente maior (P=0,0031) em relagé&o ao grupo controle (Fig. 9C). No trabalho de
UEHARA et al. (2013), utilizando protocolo similar de DEN+CCls em camundongos
B6C3F1/J, demonstraram maior porcentagem de peso hepatico relativo no grupo DEN+CCl4
no periodo de eutanasia de 17 semanas de vida. Em trabalho anterior, ROMUALDO et al.

(2018), também observaram maiores valores médios de peso hepatico relativo no grupo



27

DEN+CCls com 17 semanas de vida, devido ao fator de toxicidade relacionado as aplicagdes
de CCLs. No que diz respeito a lesdes hepaticas macroscopicas, 93.33% dos animais
submetidos ao protocolo DEN+CCls apresentaram lesdes nodulares em relacdo ao grupo
controle (P<0.001). O numero médio de lesdes macroscopicas foi pequeno nesta fase de
inducdo, mas sua multiplicidade foi significativamente maior (P=0.0008) em relagdo ao grupo
controle (Fig. 9C). As lesbes nodulares demonstraram elevada incidéncia assim como j& vista
em trabalho anterior (ROMUALDO et al., 2018), onde ocorreu 100% de incidéncia e
multiplicidade significativa de lesdes nodulares nos animais submetidos ao protocolo com
DEN/CCls.
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Figura 9. Dados gerais no protocolo DEN+CCl4 ao final dasemana 17. (A) Evolugéo de peso corp6reo durante
as semanas 5 a 17; (B) Fotos representativas macroscépicas Figado DEN+CCl, contendo nédulos macroscépicos
(flecha); (C) Dados sobre corpdreo peso final, peso absoluto e peso relativo hepatico, incidéncia e multiplicidade
de nddulos comparagdes grupo DEN+CCl4 e controle. n = 5 (Controle) ou 15 (DEN+CCIl4) camundongos/grupo.
Dados expressos por média desvio padrdo ou incidéncia de lesbes em animais. Evolucdo de peso corpéreo
analisada por ANOVA de duas vias e teste post hoc Bonferroni. Incidéncia analisada por teste de Fisher. Outros
dados analisados por teste t Student ou teste de Mann-Whitney (P<0,05).
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3.1.1 Histopatologia de lesGes pré-neoplésicas e neoplésicas na primeira eutanésia (17
semanas)

Todos os animais (100%, P<0,001) submetidos ao protocolo DEN+CCls desenvolveram
FHAs basofilicos com multiplicidade significativa (P=0,0001) em relacdo aos FHASs
eosinofilicos e de células claras. No entanto, no trabalho anterior de Romualdo et al. (2018)
tendo observado que os FHAs basofilicos eram a lesdo predominante, os autores relataram
menor incidéncia e multiplicidade de focos eosinofilicos, mas maior incidéncia e multiplicidade
de FHAs de células claras. Em outro trabalho, Uehara et al. (2013), com protocolo similar de
17 semanas, os autores detectaram incidéncia elevada de FHAs (100 %) , bem como 40% de
incidéncia de adenomas hepatocelulares e 20% de CHC. No nosso estudo, encontramos
incidéncia baixa (P=0,539) e pequena multiplicidade (P=0,2241) de adenomas, sem diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle, correspondendo apenas a 5,66% da propor¢do das
lesbes identificadas (Figs. 10B, C e D). A predominancia de FHAs basofilicos pode ser
explicada pelo turnover metabdlico que os FHASs dos fenotipos células claras e eosinofilico
sofrem partindo de um estado anabolico da glicose para um estado catabdlico que tem como
objetivo a sustentacdo da proliferacdo celular, levando ao aparecimento de FHASs basofilicos
(BANNASCH; KLIMEK; MAYER, 1997; LAHM et al., 2002; QIN SU; BANNASCH, 2003).
Quando se utiliza a aplicacdo da DEN em camundongos neonatos, observa-se uma ocorréncia
mais rapida de lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas quando comparada a uma iniciacdo da
carcinogénese hepéatica em animais adultos (VESSELINOVITCH et al., 1984). De uma maneira
geral, nota-se uma predominancia de FHASs e de poucos adenomas nos animais neste primeiro

ponto de eutanasia.
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Figure 10. Lesbes Pré-neoplasicas e neoplasicas na eutanasia da semana 17. Aspecto microscopico
representativo (HE) de (A) diferentes fenétipos de focos pré-neoplasicos (pontas de seta, barra de escala: 50 um)
e (B) adenoma hepatocelular (HCA) (pontas de seta, barra de escala: 100 pm). Adenoma demonstrando perda
tipica da arquitetura lobular normal e compressdo do parénquima circundante (detalhe, barra de escala: 20 pm).
Dados sobre a (C) proporgéo média, (D) incidéncia e multiplicidade de lesdes (pré) neoplasicas. n = 5 (Controle)
ou 15 (DEN/CCl4) camundongos/grupo. Os dados sdo expressos em Média desvio padrdo ou a proporgdo de
camundongos portadores de lesGes. Os dados foram analisados pelo teste de Fisher, teste t Student ou teste de
Mann-Whitney (P<0,05).

3.2 Dados gerais da segunda eutanasia (30 semanas)

A aplicagdo continuada do CCls até a 292 semana de vida, no geral, ndo exerceu efeitos
significativos na evolugdo do peso corporal dos animais (P=0,0967) em comparagdo com 0
grupo controle, no intervalo entre as semanas 5 a 30 (Fig. 11A), com uma diferenga significativa
apenas na semana 20 (P=0,0282). O tratamento DEN+CCl, resultou em aumento significativo
do peso corporal final dos animais (P=0,0384), peso absoluto do figado (P<0,0001), e também
do peso relativo do figado (P=0,0001), ao final da 302 semana de vida. Esse aumento de peso
relativo do figado também foi observado em grupo de camundongos submetido a um protocolo
de DEN-CCl4 similar ao nosso e previamente publicado por UEHARA et al., (2013), porém até
22 semanas de vida somente. Além disso em nosso estudo, 100% (P<0,001) dos camundongos
C3H/He apresentaram multiplas lesbes hepéaticas nodulares (P=0,0001) (Figs. 11B e C). O
aumento de peso hepatico absoluto e relativo observado neste momento experimental se deve
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ao desenvolvimento das lesbes macroscopicas em virtude da continuidade de CCls, que induz

ciclos de necrose/proliferacdo celular regenerativa, inflamacao e fibrose nos animais.

Body weight evolution until 30 weeks
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Figura 11. Dados gerais no protocolo DEN+CCls médio (30 semanas). (A) Curva de evolugédo do peso corpéreo
das semanas 5 a 30; (B) Aspecto macroscopico hepatico representativo, mostrando um grande nimero de nédulos
macroscopicos (pontas de seta) em camundongos tratados com DEN/CCly; (C) Dados sobre o peso corporal final,
pesos absolutos e relativos do figado, incidéncia e multiplicidade de nédulos macroscépicos. n = 10 (Controle) ou
15 (DEN/CCIl4) camundongos/grupo. Os dados sdo expressos em Média + desvio padrdo ou a proporcdo de
camundongos portadores de lesBes. A curva de evolucdo do peso corporal foi analisada por ANOVA de duas vias
e teste post-hoc Bonferroni. Os dados de incidéncia foram analisados pelo teste de Fischer, enquanto outros dados
foram analisados pelo teste t Student ou teste de Mann-Whitney (P<0,05).

3.2.1 Lesdes neoplasicas na segunda eutanasia (30 semanas).

Neste ponto experimental foi observado maior incidéncia e multiplicidade de adenomas
(P<0,001) quando comparados aos CHC. Ainda em relacdo a incidéncia de lesbes
hepatocelulares, 100% dos animais exibiram adenomas, enquanto 40% dos mesmos
desenvolveram CHC (Fig. 12B). Em matéria de multiplicidade, os animais desenvolveram
maior nimero (P=0,0001) de adenomas do que CHC. Do total de lesdes identificadas nos cortes
histologicos, 96,31% foram diagnosticadas como adenomas e 3,69% como CHC (Fig. 12C).
Estudos como os de CHAPPELL et al. (2014) e UEHARA et al. (2013), mesmo trabalhando

com tempos de analise menores (até 22 semanas de vida), também observaram taxa de 100%
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de incidéncia de adenomas em camundongos, além de uma maior incidéncia de CHC (50% em
ambos trabalhos).
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Figura 12. Diagndstico das lesGes neoplésicas protocolo DEN+CCls médio (30 semanas). (A) Fotos
representativas de HCA, HCC Coloragdo em HE (ampliagdo de 20x). (B) Multiplicidade e incidéncia de lesdes. n
=10 (controle) e 15 (DEN+CCls) camundongos/grupo. (C) Propor¢do média de lesdes. Os dados sdo expressos
como Box e Whiskers para multiplicidade de lesGes e Média + desvio padrdo para a propor¢do de camundongos
portadores de lesdes. A multiplicidade das lesGes foi analisada pelo teste de Mann-Whitney. Os dados de incidéncia

foram analisados pelo teste de Fisher, bem como os dados da proporcdo média (P<0,05).

3.3 Dados gerais da ultima eutanasia DEN+CCl4 interrompido (47 semanas)

Os animais do protocolo DEN+CCls, com interrupgéo da aplicagéo de CCls na semana 29,
apresentaram evolucdo de peso corpéreo similar (P=0,3248) ao grupo controle durante o
periodo entre as semanas 5 a 47 (Fig. 13A). Ao final deste periodo, o grupo DEN+CCl4
interrompido apresentou peso corporeo similar (P= 0,1288) ao do grupo controle, mas em
relacdo aos pesos hepaticos absoluto (P<0,0001) e relativo do figado (P=0,0001) mostrou
valores médios maiores que os do grupo controle.

Todos os animais (100%) do grupo DEN-CCls interrompido desenvolveram multiplas
lesbes macroscopicas no figado (P=0,0001) (Figs. 13B e C) em relagdo ao grupo controle.
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Figura 13. Dados gerais no protocolo tardio DEN+CClsinterrompido (47 semanas). (A) Curva de evolugdo
de peso corpéreo das semanas 5 a 47; (B) Aspecto representativo macroscopico hepatico, mostrando grandes
nodulos macroscdpicos (pontas de seta) em camundongos DEN/CCI, interrompido; (C) Dados sobre o peso
corporeo final, pesos absolutos e relativos do figado, incidéncia e multiplicidade de ndédulos macroscépicos. n =
12 (Controle) ou 15 (DEN/CCl, interrompido) camundongos/grupos. Os dados séo expressos em Média £ desvio
padrdo ou a propor¢do de camundongos portadores de lesBes. A curva de evolugdo do peso corporal foi analisada
por ANOVA de duas vias e teste post-hoc Bonferroni. Os dados de incidéncia foram analisados pelo teste de

Fischer, enquanto outros dados foram analisados por teste Student t ou teste de Mann-Whitney (P<0,05).

3.3.1 Lesdes neopléasicas no grupo DEN+CClsinterrompido

No grupo DEN+CCl4 interrompido, todos os animais (100%) desenvolveram adenomas
(P<0,001) e 86,6% dos animais apresentaram CHC (P<0,001). N&o houve diferenca
significativa em relacdo a incidéncia entre adenomas e CHC nos animais submetidos a este
protocolo (P=0,483). Entretanto, a multiplicidade de adenomas foi significativamente maior
(P<0,0029) do que a de CHC (Figura 14B). Em relacéo a proporcéo total de lesdes neste grupo,
a maioria foi de adenomas (66%) e a minoria de CHC (34%) (Fig. 14C).
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Figura 14. Diagnostico das lesdes neoplésicas protocolo tardio DEN+CClsinterrompido (47 semanas). (A)
Imagens representativas de AHC, CHC coloracdo em HE (ampliacéo de 20x). (B) Multiplicidade e incidéncia de
lesBes. n = 12 (controle) e 15 (DEN+CCl, interrompido) camundongos/grupo. (C) Proporcdo média de lesGes. Os
dados sdo expressos como Box e Whiskers para multiplicidade de lesdes e Média + desvio padrédo para a proporcao
de camundongos portadores de lesdes. A multiplicidade das les6es foi analisada por Mann-Whitney. Os dados de

incidéncia foram analisados pelo teste de Fisher, bem como os dados de proporcéo média (P<0,05).

3.3.2 Dados gerais da ultima eutanasia DEN+CCl4 continuo (47 semanas)

O grupo DEN+CClI;4 continuo (Fig. 15A) mostrou evolucdo do peso corporal, em geral,
semelhante ao grupo controle nas semanas 5 a 47 (P=0,3248), exceto nas semanas 31 (P=
0,0022) e 32 (P=0,0012) onde apresentou peso corporeo menor que a do grupo controle. Na
semana 47, os pesos corporeos finais dos dois grupos (controle e DEN/CCL4) foram
semelhantes (P= 0,1686) (Fig. 15C). Os pesos absolutos (P<0,0001) e relativo (P<0,0001) do
figado foram maiores no grupo DEN+CCI4 continuo em relagdo ao grupo controle (Fig. 15C).
Todos os animais do grupo DEN+CCls continuo (100%) exibiram nddulos hepaticos

macroscopicos (P<0,001) com multiplicidade significativa (P<0,0001) (Fig.15C).
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Figure 15. Dados gerais no protocolo tardio DEN+CCls continuo (47 semanas). (A) Curva de evolugdo do
peso corpdreo das semanas 5 a 47; (B) Aspecto representativo macroscopico hepéatico, mostrando proeminentes
nodulos macroscdpicos (pontas de seta) em camundongos DEN/CCl, continuos; (C) Dados sobre o peso corporal
final, pesos absolutos e relativos do figado, incidéncia e multiplicidade de nédulos macroscépicos. n = 12
(Controle) ou 15 (DEN/CCIl4 continuo) camundongos/grupo. Os dados sdo expressos em Média + desvio padrdo
ou a proporcdo de camundongos portadores de lesdes. A curva de evolugdo do peso corp6reo foi analisada por
ANOVA de duas vias e teste post-hoc Bonferroni. Os dados de incidéncia foram analisados pelo teste de Fisher,

enquanto outros dados foram analisados pelo teste t Student ou teste de Mann-Whitney (P<0,05).

3.3.3 Lesdes neoplasicas no grupo DEN+CCl4 continuo

Na semana 47, todos os animais (100%) do grupo DEN+CCls continuo desenvolveram
adenomas (P<0,001) e 93,3% dos animais apresentaram CHC (P<0,001) (Fig. 16B), quando
comparado com o grupo controle. Ndo houve diferenca significativa entre a incidéncia de
adenomas e carcinomas no grupo DEN+CCls continuo. Em relacdo a multiplicidade, os
adenomas se apresentaram em maior numero do que os CHC (P < 0,0086) (Fig. 16B). Em
relagdo a proporcéo de lesdes no grupo DEN/CCl4 continuo, a maioria das lesGes diagnosticadas
foram de adenomas (66,5%) e a minoria de CHC (33,5%) (Fig. 16C).
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Figura 16. Diagnostico das lesdes neoplasicas protocolo tardio DEN+CCls continuo (47 semanas). (A)
Imagens representativas coloracdo HE de AHC (ampliacédo de 10x), e CHC também em HE (ampliacdo de 20x).
(B) Multiplicidade e incidéncia de lesGes. n = 12 (controle) e 15 (DEN+CCl,4 continuo) camundongos/grupo. (C)
Proporgao média de lesdes. Os dados foram expressos como Box e Whiskers para multiplicidade de lesdes e Média
+ desvio padrédo para a proporcéo de camundongos portadores de lesdes. A multiplicidade das lesdes foi analisada
por teste t Student. Os dados de incidéncia foram analisados pelo teste de Fisher, bem como os dados de proporcéo

média das lesdes (P<0,05).

3.4 Comparacdes dados lesGes nodulares macroscépicas grupos DEN+CCl4 (todos 0s
periodos)

Em relacdo a multiplicidade de nodulos hepaticos, ambos os grupos DEN+CCls
(interrompido e continuo) apresentaram nimero maior de nédulos macroscépicos (P<0,0001)
quando comparado com primeira eutanasia (17 semanas) (Fig. 17A). Além disso, ambos 0s
grupos de 47 semanas apresentaram menor nimero de nédulos macroscdpicos do que na
eutanasia da 30° semana (P<0,0001). No entanto, quando se avalia as dimensdes de tamanho
dessas lesbes, nota-se que o tamanho dos nddulos macroscopicos no grupo DEN+CCls
interrompido foram maiores do que do grupo da eutanasia na semana 30 (P=0,0101), mas
nenhuma diferenca foi observada para o grupo CCls continuo (P=0,3999). Ainda sobre tamanho
das lesbes nodulares, o grupo DEN+CCl4 continuo ndo apresentou diferenca significativa em
relacdo ao grupo da eutanasia da semana 30 (P= 0,6049) (Figura 17B). A incidéncia de nddulos
macroscopicos foi similar em todos os periodos de eutanasia analisados (P=1.000) dentro do
grupo DEN/CCL4 para cada comparacdo (Fig. 17C).
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Figura 17. Comparacdes lesdes nodulares macrocopicas grupos DEN+CCls (A) Multiplicidade de nédulos
grupos DEN+CCly4; B) Tamanho dos nédulos macroscépicos grupos DEN+CCly; C) Incidéncia de nédulos grupos
DEN+CCl,4. Os dados foram expressos em Média + desvio padrdo ANOVA de uma via seguido por teste post-hoc

Tukey, teste de Kruskal-Wallys e teste post-hoc Dunn. Dados de Incidéncia analisados pelo teste de Fischer
(P<0,05).

3.4.1 Comparac0es dados de peso corpéreo grupos DEN+CCl4 (todos 0s periodos)

O peso corporal ndo mostrou qualquer diferenca significativa nas diferentes semanas de
eutanésia (P=0,4177) no grupo DEN/CCL4 (Fig. 18A). Os pesos relativos e absolutos do figado
do grupo DEN+CCIl4 foi maior nos pontos de eutanasia das semanas 30 e 47 em relagdo a
semana 17 (P< 0,0001 e P< 0,0001) (*) (Fig. 18B e 18C).
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Figura 18. Comparacfes dados de peso corporeo grupos DEN+CCls (A) Peso corpéreo final grupos
DEN+CCla. (B) Peso relativo do figado grupos DEN+CCl4 (C) Peso absoluto hepatico grupos DEN+CCl,. Os
dados foram expressos em Média + desvio padrdo para peso final Kruskal-Wallys seguido por teste post-hoc Dunn.

Para dados de peso relativo hepatico e peso absoluto final, ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey (P<0,05).
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3.4.2 Comparativo de lesdes neoplésicas grupo DEN+CCl4 (todos 0s periodos)

Em relacdo a multiplicidade de adenomas, o grupo de eutanasia na semana 30 apresentou
maior numero médio quando comparado ao grupo de CCls continuo (P<0,0001) e CCl4
interrompido (P=0,0006) na semana 47. N&o houve diferenca significativa na multiplicidade de
adenomas quando comparados os grupos CCls (interrompido e continuo) na semana 47
(P>0,9999). Com respeito o CHC, o grupo CCls interrompido (P=0,0006) e CCl4 continuo
(P=0.0026) exibiram maior nimero de lesGes do que o grupo da semana 30, mas sem
demonstrar diferenca significativa quando comparados entre si (P>0,9999). Em proporcoes
médias, na eutanasia da semana 30 houve a predominancia de adenomas com apenas 3,69% de
CHC. Contudo, 34% de CHC foi observado no grupo CCls interrompido e 33,5% em CCla4

continuo (Figura 19B).
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Figura 19. Comparativos lesdes neoplasicas grupos DEN+CCl4. (A) Multiplicidade de adenomas e CHC no
grupo DEN+CCl4 nos diferentes pontos de eutanasia. (B) Proporcéo das lesdes nos diferentes nos diferentes pontos
de eutanasia no grupo DEN+CCI4 Dados expressos em Box e Whiskers para multiplicidade das lesdes que foram
analisadas por teste Kruskal-Wallis teste post hoc de Dunn n= 15 (DEN+CCIl,) camundongos/grupo. Proporcéo

das lesdes foi analisada pelo teste de Fisher (P<0.05).

De uma maneira geral, nota-se que o tempo de tratamento ndo influenciou a incidéncia de
nodulos macroscopicos ao longo dos periodos de eutanasia, mantendo-se sempre uma
incidéncia alta e constante. Com relacdo a multiplicidade e tamanho destes nodulos, a influéncia

do tempo de tratamento aparece de forma mais marcante nas eutanasias das semanas 30 e 47.
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No entanto, a maior multiplicidade de nddulos observada em 30 semanas ndo reflete
necessariamente a presenca de lesdes de maior gravidade, visto que as maiores porcentagens de
CHC apareceram na ultimas eutanasias da semana 47. O CCls, devido a seu efeito fibrotico e
promotor na hepatocarcinogénese, aumenta a incidéncia de tumores hepaticos (DRAGANI;
MANENTI; DELLA PORTA, 1986). Porém, quando se considera o maior tempo de tratamento
com o CClsno grupo continuo na semana 47, nota-se que o grupo CCls interrompido também
exibiu porcentagem proxima no que diz respeito a presenca de CHC e adenomas, néo
evidenciando, até 0 momento, uma influéncia direta de uma maior exposicdo dos animais ao

CCl4 no surgimento de tumores hepéticos.

3.5 Analise suplementar de pulméo nas eutandsias da semana 47

Embora sem diferenca na incidéncia (Figura 20B), no grupo DEN+CCls interrompido
observamos maior numero (multiplicidade) (P=0,0482) de lesdes pulmonares do que no grupo

continuo. Néao foram detectadas lesGes pulmonares no grupo controle.
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Figura 20. Andlise suplementar pulmao (A) Fotos representativas de pulmdo em HE (aumento 20x). (B)
Multiplicidade e incidéncia das lesdes pulmonares. Dados expressos em Média + desvio padrdo. Teste Mann-

Whitney foi utilizado para multiplicidade e incidéncia foi calculada pelo teste de Fischer (P<0.005).
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3.6 Resultados e discussao ALT
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Figura 21. Analise ALT considerando timepoints (A) ALT considerando o periodo de eutanasia de 17
semanas DEN+CCl, vs controle. (B) ALT periodo de eutanasia de 30 semanas DEN+CCl, vs controle. (C) ALT
periodo de eutanasia de 47 semanas DEN+CCI,4 vs controle. (D) ALT considerando todos os periodos de eutanasia
DEN+CCl4. Dados foram expressos em média + desvio padrdo. Mann-Whitney ou teste t ndo pareado para 2
grupos. Considerando 3 ou mais grupos, ANOVA uma via seguido por teste post hoc Holm-Sidak (P<0.005). n=8

camundongos/grupo.

Ao longo de décadas, niveis sericos de amino transferases como a alanina amino transferase
(ALT) vem sendo utilizadas como confidaveis marcadores de dano hepéatico (SOOKOIAN;
PIROLA, 2015). A respeito de dano hepético, o CCls é metabolizado pela enzima CYP2E1
formando os radicais triclorometil (CCI3) e o peroxil triclorometil (OOCCI3), radicais que, por
promoverem resposta inflamatoria, peroxidacéo lipidica e morte de hepatdcitos, constituem um
quadro de dano no figado (WEBER; BOLL; STAMPFL, 2003). Em relacdo as dosagens séricas
de ALT neste trabalho, ndo foi observada diferenca significativa nas comparagdes entre os
grupos DEN+CCI4 nos periodos de 17 e 30 semanas contra seus respectivos grupos controle.
De maneira oposta, em (ROMUALDO et al., 2018), considerando 8 semanas de aplicacdo de
CCl4pos iniciacdo com DEN, houve diferenca significativa com maiores niveis séricos de ALT
no grupo DEN+CCIs; em 17 semanas contra o grupo controle, fato também observado em 8

semanas de aplicagédo de CCls em camundongos no trabalho de (LIU et al., 2018) e em
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(OTRUBOVA et al., 2018) utilizando 10 semanas de aplicacio de CCls em seus animais.
Quando se observa os grupos CCls interrompido e CCls continuo, nota-se uma diferenca
significativa com maiores niveis séricos de ALT em favor do grupo continuo (P=0,0299), fato
mantido na comparacdo deste grupo contra o grupo controle (P= 0,0033). O grupo CCl4
interrompido ndo manifestou diferenca significativa quando comparado ao grupo controle. Por
fim, considerando todos os timepoints DEN+CCl4, houve diferenca significativa apenas em 47
semanas CCl4 continuo contra 17 semanas. Este resultado, apesar de esperado devido a grande
diferenca de semanas de aplicacbes de CCls demonstrou também que o estimulo
inflamatorio/danoso continuo tenha sido necessario para expressar diferenca significativa nesta
andlise, visto que os demais timepoints (CCls interrompido e 30 semanas) ndo demonstraram

qualquer diferenca significativa em relacdo ao timepoint inicial de 17 semanas.

3.7. Resultados e discussdo imunohistoquimica Ki-67 e Picro Sirius
FHA HCA HCC
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Figura 22. Ki-67 (proliferagéo celular) considerando lesdes e periodos de eutanasia (A) Foco de hepatécito
alterado com marcagéo Ki-67+ (FHA) (aumento 10x) (B), Adenoma hepatocelular com marcagéo Ki-67+
(aumento 20x), (C) Carcinoma hepatocelular com marcagéo Ki-67+ (aumento 20x), (D) anélise semi-quantitativa
Ki-67+ considerando todas as lesdes. (E e F) andlise semi-quantitativa considerando ao longo dos periodos de
eutanasia somente adenomas e CHC, respectivamente. Dados foram expressos em média + desvio padrao. Kruskal-

Wallis seguido por teste post hoc de Dunn ou ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey (P<0.005).
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Figura 23. Ki-67 (proliferacdo celular) considerando apenas timepoints (A) Controle com marcagdo Ki-67+
(aumento 20x) (B), Adenoma hepatocelular timepoint 30 semanas com marca¢do Ki-67+ (aumento 20x), (C)
Carcinoma hepatocelular timepoint 47 semanas com marcacdo Ki-67+ (aumento 20x), (D) analise semi-
guantitativa Ki-67+ 17 semanas, (E) analise semi-quantitativa 30 semanas, (F) analise semi-quantitativa Ki-67+
47 semanas. Dados foram expressos em média + desvio padrdo. Teste t ndo pareado ou teste de Mann-Whitney (2

grupos), Kruskal-Wallis (3 grupos) seguido pelo teste post hoc Dunn (P<0,005).

O Ki-67 é um dos marcadores mais utilizados no que diz respeito a analises de proliferacdo
celular em tecidos normais e em tumores (SCHWARTING et al., 1986; ENDL; HOLLMANN;
GERDES, 2001). Considerando o indice de células Ki-67+ nas lesdes, ndo houve diferenca
significativa considerando apenas lesbes agrupando os diferentes periodos de eutanasia (Fig.
22 D), assim como considerando adenomas e HCC diagnosticados nas semanas 30 e 47 (Fig.
22 E e F, respectivamente). Especificamente este Gltimo resultado demonstra que o padrdo de
proliferacdo celular nas lesdes neoplésicas (adenomas e HCC) ndo variou significativamente ao
longo dos pontos de eutanasia mesmo interrompendo ou nédo as aplicacdes de CCls. Quando
realizadas comparacdes considerando os pontos de eutandsia, observou-se maior nimero de
hepatocitos Ki-67+ nos grupos DEN+CCls nas semanas 17 (P=0,0030), 30 (P=0,0005) e 47
semanas nos grupos interrompido (P=0,0040) e continuo (P=0,0007) quando comparado ao
grupo controle nos mesmos periodos. Este resultado é esperado devido ao estabelecimento do
processo de hepatocarcinogénese associado a fibrose, onde a proliferacdo celular aumentada
esta relacionada ao surgimento das lesGes encontradas nesses periodos de eutanasia. O processo
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de proliferacdo celular sustentada pode favorecer a expansdo clonal daqueles hepatocitos
iniciados pela DEN, contribuindo para o surgimento de lesGes hepéticas pré-neoplésicas e,
posteriormente, neoplasicas (KLAUNIG, 1999). Os achados na semana 17 no grupo
DEN+CCls, a titulo de comparagéo, foram similares aos achados de nosso trabalho anterior
(ROMUALDO et al., 2018, 2020).
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Figura 24. Picro Sirius (fibrose/colageno) considerando timepoints (A) Controle (aumento 20x), (B) 17
semanas DEN+CCls (aumento 20x), (C) 30 semanas DEN+CCls (aumento 20x), (D) 47 semanas CCl,
interrompido (aumento 20x), (E) 47 semanas CCls continuo (aumento 20x), (F) Picro Sirius 17 semanas
DEN+CCl, vs controle, (G) Picro Sirius 30 semanas DEN+CCly vs controle, (H) Picro Sirius 47 semanas vs
controle (1) Picro Sirius todos os timepoints. Dados expressos em média + desvio padrdo. Teste t ndo pareado (2

grupos), ANOVA uma via (3 grupos) seguido por teste post hoc de Tukey (P<0.005).

Ciclos repetidos de dano/proliferacéo regenerativa de hepatdcitos seguido de reparo leva a
um quadro inflamatdrio exacerbado e, por consequéncia, ativagdo de CEHs com deposicao de
coldgeno e um quadro de fibrose hepéatica (KNIGHT et al., 2017). A fibrose avangada leva a
substituicdo do tecido normal funcional do 6rgdo por um tecido cicatricial, além de um
microambiente favoravel associado ao surgimento de tumores (KIM; POPOV; SCHUPPAN,
2017). Dessa maneira, considerando o insulto hepéatico causado pelas aplica¢des sucessivas de
CCls, a porcentagem de deposicao de coldgeno nos grupos tratados foi maior que grupo controle
nas semanas 17 (P<0.0001), 30 (P=0.0002), 47 no grupo interrompido (P=0,0080) e continuo
(P=0,0355). Considerando apenas protocolos de 8 semanas de administracdo de CCls em

camundongos, quando comparados estes grupos contra seus respectivos controles, resultados
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semelhantes (maior porcentagem de coldgeno no grupo tratado com CCls) foram observados
em trabalhos prévios (KNIGHT et al., 2017; LIU et al., 2018; ROMUALDO et al., 2018, 2020).
Estes resultados eram esperados devido ao modelo de tratamento a qual os animais foram
submetidos, especialmente considerando as administracdes continuas de CCls. Administracdes
cronicas de CCls contribuem para e necrose de hepatdcitos, além da promocao e manutencao
de um microambiente necroinflamatdrio, ativacdo de CEHs e deposi¢cdo de colageno
(IWAISAKO et al., 2014). No entanto, quando comparado somente o grupo DEN/CCls, apenas
0 grupo interrompido na semana 47 (P=0,0348) mostrou diferenca significativa com
porcentagem maior de colageno depositado quando comparado a semana 17. Nos demais
periodos ndo houve diferenga significativa.

4. Resultados e discussdo imunofluorescéncia Conexinas e Panexina 1
FHA
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Figura 25. Imunofluorescéncia Cx26 considerando lesdes, independentemente do periodo de eutanésia (A)
Controle DAPI (azul) + FITC Cx26 (verde) (aumento 20x), (B) Adjacente DAPI (azul) + FITC Cx26 (verde)
(aumento 20x), (C) FHA DAPI (azul) + FITC Cx26 (verde) (aumento 20x), (D) HCA DAPI (azul) + FITC Cx26
(verde) (aumento 20x), (E) HCC DAPI (azul) + FITC Cx26 (verde) (aumento 20x), (F) andlise semi-quantitativa
% de Cx26. Dados expressos em média + desvio padrdo. Teste de Kruskal-Wallis seguido por teste post hoc de
Dunn (P<0.005). n=8.
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Figura 26. Imunofluorescéncia Cx32 considerando les6es, independentemente do periodo de eutanésia (A)
Controle DAPI (azul) + FITC Cx32 (verde) (aumento 20x), (B) Adjacente DAPI (azul) + FITC Cx32 (verde)
(aumento 20x), (C) FHA DAPI (azul) + FITC Cx32 (verde) (aumento 20x), (D) HCA DAPI (azul) + FITC Cx32
(verde) (aumento 20x), (E) HCC DAPI (azul) + FITC Cx32 (verde) (aumento 20x), (F) analise semi-quantitativa
% de Cx32. Dados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA uma via seguido por teste post hoc de Tukey
(P<0.005). n=8.

As andlises semi-quantitativas da Cx26 e Cx32 (Fig. 25 F e 26F) mostraram que nos FHAs,
adenomas ou CHC (P<0.005, e P<0.005, respectivamente) a expressao destas conexinas foi
menor em relacdo ao tecido normal do grupo controle (*). O tecido hepatico adjacente também
no grupo DEN+CCIl4 demonstrou maiores porcentagens de marcacdo de Cx26 e Cx32 quando
comparado aos FHAs, adenomas e CHC (P<0.005) (#). Foi considerado como tecido adjacente
areas hepéticas de animais que receberam tratamento DEN+CCl4, mas que ndo demonstraram
caracteristicas histopatoldgicas de nenhuma das lesdes caracterizadas neste trabalho. Nao houve
diferenca significativa na expressao das Cxs 26 e 32 considerando comparagdes somente entre
FHA, HCA e CHC no grupo DEN+CCla.

No figado, as Cx32 e Cx26 sdo as maiores formadoras de jungdes GAP hepaticas, estando
localizadas na membrana plasmatica dos hepatocitos (STUTENKEMPER et al., 1992;
VINKEN et al., 2008). A Cx32 esta uniformemente distribuida em todas as regides do figado,
enguanto a Cx26 esta preferencialmente expressa na regido periportal (KOJIMA et al., 1994).
A expressdo proteica de Cx26 foi sugerida como uma possivel resposta compensatéria a

expressdo reduzida da Cx32 em um microambiente hepético inflamatorio (TEMME; TRAUB,;
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WILLECKE, 1998). Mesmo considerando a extensdo das aplicagfes de CCls, nossos achados
ndo comprovaram esta correlacdo, visto que os resultados relacionados a expressao proteica de
Cx26 e Cx32 foram similares. Por outro lado, como sugerido por BALASUBRAMANIYAN et
al. (2013) o ambiente hepatico inflamatorio em roedores levou a uma diminuicéo da expressdo
tanto da Cx26 e 32 e um aumento da expressao de Cx43. Também considerando um ambiente
hepético inflamatdrio e desta vez utilizando aplicagdes de CCls em roedores, niveis mais baixos
de Cx32 foram detectados no tecido hepatico quando comparado com o tecido normal dos
animais controle (NAKATA et al., 1996). Além disso, em pacientes cirroticos, os niveis de
Cx32 estariam diminuidos devido a translocacdo das proteinas de seu local caracteristico na
membrana plasmatica de hepatdcitos para o citoplasma celular (YAMAOKA et al., 1995). Fato
também documentado por FISCHER et al. (2005), mas desta vez relacionado a diminuicdo da
expressao da Cx26 em células endoteliais de sinuséides hepaticos.

Mais especificamente a respeito dos achados relacionados a expressao das Cxs, a deplecao
de jungdes GAP e consequentemente Cxs vem sendo observada em diferentes tumores solidos,
existindo uma correlacdo negativa entre o crescimento tumoral e expressdo das mesmas
(AASEN et al., 2016), onde estas observacdes serviram de base na literatura para a hipotese de
que as Cxs pudessem exercer papel supressor tumoral (NALEWAJSKA et al., 2020) sendo que
especialmente a Cx32 promoveu a inibi¢do de invasdo e metastase do CHC (YANG et al.,
2017). Por fim, considerando as lesdes pré-neoplésicas, adenomas e o0 CHC, TSUDA et al.
(1995) demonstrou um decréscimo progressivo de Cx32 ao longo da progressdo da
hepatocarcinogénese até o estagio de CHC. Nota-se a partir dos principais relatos da literatura
que os resultados encontrados a respeito da expressdao das Cx26 e Cx32 foram, em partes,

convergentes.



46

Adjacent

Panx1

-

ns
0.8 I

% of Pannexins
o
o

pi=eEs 11 B

Figura 27. Imunofluorescéncia Panxl1 considerando lesdes (A) Controle DAPI (azul) + FITC Panxl (verde)
(aumento 20x), (B) Adjacente DAPI (azul) + FITC Panx1 (verde) (aumento 20x), (C) FHA DAPI (azul) + FITC
Panx1 (verde) (aumento 20x), (D) HCA DAPI (azul) + FITC Panx1 (verde) (aumento 20x), (E) HCC DAPI (azul)

+ FITC Panx1 (verde) (aumento 20x), (F) analise semi-quantitativa % de Panx1. Dados expressos em média +

desvio padrdo. Kruskal-Wallis seguido por teste post hoc de Dunn (P<0.005) n=8

Os resultados das andlises semi-quatitativas de Panx1 (Fig. 27 F) ndo demonstraram
diferenca significativa nas comparacgdes entre tecido hepatico normal (controle) e adjacente e
0s FHAs, adenomas e CHC exibindo apenas um leve aumento de porcentagens de expressdo da
proteina nas lesdes hepaticas.

Os canais de panexina se abrem tanto em condigdes fisiol6gicas como patoldgicas, sendo
especificamente a Panx1 parecer estar envolvida com a ativacao e/ou continuidade do processo
inflamatdrio e de apoptose (CRESPO YANGUAS et al., 2017). Foi demonstrado por CRESPO
YANGUAS et al. (2018) um aumento da expressdo de Panx1 em camundongos pos aplicacdes
de CCls. Mais especificamente no CHC, a alta expressdo de Panx1 parece estar relacionada a
um pior prognostico desta neoplasia (SHI et al., 2019). No entanto, essas implicacfes parecem
ndo demonstrar impacto no modelo DEN/CCl4, visto que ndo houve diferenga significativa na
expressdo desta proteina, mesmo em situacOes caracteristicas de ambiente hepatico
fibrotico/inflamatorio e nas lesbes neopléasicas como os adenomas e CHC que foram

majoritarias nas eutanasias das semanas 30 e 47.
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5. Resultados, discusséo e correlacéo das Cxs 26 e 32 e Panx1 com 0s niveis
de Ki-67

A Correlation Cx26 B Correlation Cx32 C Correlation Panx1
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Figura 28. Correlacdo Conexinas, Panexinal e Ki-67 (A) Correlacdo expressdo relativa de Conexina 26 e
células Ki-67+ (B) Correlagdo expressdo relativa de Conexina 32 e células Ki-67+ (C) Correlagdo expressao

relativa de Panexina 1 e células Ki-67+. Dados expressos por correlagdo de Pearson (P<0.005).

As andlises das correlagdes indicaram uma correlacdo negativa moderada (r=-0,537) tanto
para a Cx26 (Fig. 28 A) (P=0,0100) como para a Cx32 (Fig. 28 B) (P=0,0047) e (r=-0,5794),
indicando, em ambas as situacdes, que quanto maior o indice de proliferacdo celular indicado
pela quantidade de células hepaticas Ki-67+, menor foi a quantidade de Cxs expressas no tecido
hepaético.

N&do estd completamente claro como as conexinas modulam a proliferacdo celular
(NALEWAJSKA et al., 2020). A capacidade das células de se comunicarem através das juncdes
GAP ¢ negativamente relacionada com as atividades de proliferacdo celular (RUCH, 1994).
Além disso, a Cx43 é a mais estudada em termos de pontos de checagem do ciclo celular e
desordens de proliferacdo, mas as Cxs 26, 30 e 32 também possuem envolvimento nesses
processos (AASEN, 2015).

Sobre as interacOes entre as juncGes GAP e a proliferacdo celular, sabe-se que este
processo ¢ influenciado pelos niveis e alteracdes de Ca?* e PH (GOODALL; MARO, 1986)
além da ativacdo de vias de sinalizagdo como a MAPK e P13/Akt que afetam negativamente as
junces GAP (KOJIMA et al., 2003; KOO et al., 1997). Estudos com linhagens de células

Control
= FHA
HCA
v HCC

P=0,5344
10,1400
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tumorais demonstram que uma hiperexpressédo de Cxs leva a um prolongamento do ponto de
checagem G1/S durante a divisdo celular, resultando em uma diminuicéo da proliferacéo celular
(GRAHAM; JIANG; MESNIL, 2018; VINKEN et al., 2012). Outro mecanismo possivel de
participacdo na proliferacdo celular por parte das Cxs seria uma interferéncia da porcdo da
cauda C-terminal da conexina em outras proteinas da membrana plasmética ou citoplasma
(GRAHAM; JIANG; MESNIL, 2018), modulando a permeabilidade dos canais e interferindo
em sinalizagdes importantes para a proliferacédo celular (NALEWAJSKA et al., 2020).

Mais especificamente, a perda de expressdo de Cxs € comumente observada no cancer
(NALEWAUJSKA et al., 2020). A perda de jungbes GAP favorece que as células tumorais
escapem dos mecanismos regulatérios e adquiram independéncia de crescimento (VINKEN et
al., 2006). Adicionalmente, ainda considerando o crescimento tumoral e a proliferacdo celular,
foi observado na literatura que a perda de expressao de juncdes GAP em células com alto indice
de proliferacdo celular € comumente observada (STEIN; BOONSTRA; BURGHARDT, 1992;
VINKEN et al., 2006). Além disso, o figado de roedores adultos, em condi¢des normais,
demonstra atividade proliferativa baixa (ANKOMA-SEY, 1999; STEER, 1995).

Os resultados encontrados neste projeto correlacionando a expressdo das Cxs 26 e 32
com os indices de proliferacdo celular, sdo condizentes com os achados da literatura,
principalmente considerando as lesdes tumorais (adenomas e carcinomas), visto que as mesmas
apresentam indices maiores de proliferacdo celular enquanto expressaram menor porcentagem
de Cxs quando comparadas as amostras hepaticas normais de animais controle.

Sobre os resultados a respeito da correlacdo da expressao da Panx 1 com os indices de
células Ki-67+ (Fig. 28 C), apesar de uma tendéncia de fraca correlacdo positiva (r=0,1400),
nenhuma diferenca significativa foi demonstrada (P=0.5344).

O papel das panexinas na proliferacdo celular parece variar em termos de contexto e
tecido especifico (AASEN, 2015). A hiperexpressdo de Panx1l em linhagem de células de
glioma diminui os niveis de proliferacdo celular nesta linhagem (LAI et al., 2007). Em
queratindcitos de ratos, também quando hiperexpressas, a Panx1 e Panx3 reduziram os niveis
de proliferacdo celular nessas células (CELETTI et al., 2010). De maneira oposta, foi relatado
por WICKI-STORDEUR et al. (2012) que a Panx1 contribuiu positivamente para os niveis de
proliferacéo celular em células tronco neurais atraves da liberacdo de ATP por meio dos canais
desta panexina. Considerando os relatos da literatura e a ndo significancia dos resultados
obtidos na correlacdo dos niveis de Panx1 com a proliferacéo celular no presente trabalho, mais

estudos sdo necessarios afim de elucidar o possivel mecanismo de participacdo da Panx1 no
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processo de proliferacdo celular no figado e nas lesdes desenvolvidas no processo de

hepatocarcinogénese.

6. Conclusao e Proximas etapas

Este trabalho teve como objetivo a conducéo de um delineamento experimental & longo
prazo considerando aplica¢cdes continuas de CCls afim de se verificar uma possivel diferenca
na incidéncia de adenomas e CHC em diferentes tempos de experimentacdo, além da
caracterizacdo da expressdo das Cxs 26, 32 e Panx1 nas lesdes obtidas neste modelo. Sobre as
comparac0es referentes aos grupos CCls interrompido e continuo, os resultados demonstraram
que a continuidade das aplica¢fes de CCls ndo influenciaram em ganho adicional na incidéncia
ou multiplicidade das lesdes macroscopicas, bem como no nimero de adenomas e CHC
encontrados nos animais. Os dados de ALT referentes ao soro demonstraram, conforme o
esperado, maiores valores séricos do grupo CCls continuo. Quanto as analises
imunohistoquimicas de Ki-67, o perfil de proliferacdo celular nos adenomas e CHC néo
demonstrou alteracdo ao longo da interrupcao ou nao das aplicacdes de CCls. Por fim, sobre as
Cxs, os resultados foram condizentes com os achados na literatura, notando-se através da
imunofluorescéncia, uma expressdo menor tanto da Cx26 quanto da Cx32 nos FHAS, adenomas
e CHC em comparagfes com tecido hepatico normal e adjacente, além de uma correlacéo
negativa de ambas as Cxs com os valores de células Ki-67+. A respeito da Panx1, ndo houve
diferenca significativa na expressao dessa proteina tanto nos valores de imunofluorescéncia,
bem como uma correlacdo ndo significativa com os valores de Ki-67+. As proximas etapas a
serem realizadas e que serdo inclusas no artigo a ser publicado, consistem na realizacao e analise
da expressdo génicas das Cxs e Panexina 1 em amostras de RNA extraidas a partir de
microdisseccao a laser ja realizada de areas de FHA, adenomas e CHC e tecido hepético normal,

além da quantificacdo de imunofluorescéncia da Cx43.
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