=
UniCEUB

Centro Universitanio de Brasilia

CENTRO UNIVERSITARIO DE BRASILIA — UniCEUB
PROGRAMA DE INICIACAO CIENTIFICA

THAMIRES PEREIRA BRAGA DA SILVA
RAFAEL RAMOS AMARAL

METABOLOMICA EM PLASMA DE PACIENTES COM CARCINOMA
HEPATOCELULAR (CHC)
AVALIAGAO DE BIOMARCADORES PELA ESPECTROMETRIA DE MASSAS

BRASILIA
2018



=
UniCEUB

Centro Universitanio de Brasilia

THAMIRES PEREIRA BRAGA DA SILVA
RAFAEL RAMOS AMARAL

METABOLOMICA EM PLASMA DE PACIENTES COM CARCINOMA
HEPATOCELULAR (CHC)
AVALIAGCAO DE BIOMARCADORES PELA ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Relatdrio final de pesquisa de Iniciagdo Cientifica
apresentado a Assessoria de Pés-Graduagdo e
Pesquisa.

Orientacdo: Profa. Dra. Aline Maria Aradjo Martins

BRASILIA
2018



Aos nossos familiares, que nos deram suporte
e amparo durante todo esse processo.

A nossa orientadora, Dra. Aline Martins, pelas
oportunidades, experiéncias e confianga.



AGRADECIMENTOS

Agradecemos nossos pais e familiares que permaneceram ao nosso lado e acreditaram na
importancia do trabalho e das vivéncias que ele nos proporcionou;

Agradecemos nossa orientadora, Dra. Aline Martins, por ter confiado em nossa capacidade e
nos ensinado a partir de sua atitude otimista e perseverante, mesmo nos momentos mais
dificeis;

Agradecemos a nossa colaborada Raphaela Menezes, por nos guiar por seu laboratério e
pelo auxilio com os dados coletados, sem os quais o trabalho nao seria realizado;

Ao Dr. José Huygens Parente Garcia, por possibilitar nossa visita ao seu servico e pela
cordialidade e prestatividade;

A todos os amigos e aqueles que nos auxiliaram, de uma forma ou de outra, durante a

realizagdo desse trabalho.



“Is life worth living? It all depends on the liver”
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O carcinoma hepatocelular (CHC) é a malignidade hepatica primdria mais comum e constitui
um problema de saude publica a nivel mundial, sendo uma causa notavel de morbidade e
mortalidade. Entre os fatores de risco que predispdem o desenvolvimento dessa doenga, a
infeccdo prévia pelos virus hepatite B e hepatite C desempenha importante papel, sendo este
ultimo mais propenso a evoluir a uma forma primdria neoplasica (CHC). A cirrose e o uso
abusivo de alcool também sdo prevalentes entre os que desenvolvem essa neoplasia.
Atualmente, o diagndstico do CHC é geralmente tardio, realizado pela bidpsia e por exames
de imagem, de acordo com os Critérios de Barcelona, de forma que os métodos de imagem e
0s marcadores séricos ndao tém sensibilidade suficiente para a detec¢ao do CHC em estdgios
iniciais. Nesse trabalho, buscou-se caracterizar o perfil de lipideos em plasma de pacientes
com CHC por espectrometria de massas, correlacionando-os com dados clinicos dos pacientes
para o estabelecimento de potenciais biomarcadores moleculares. Como resultado,
demonstramos que pacientes com CHC apresentam perfil lipidico em plasma diferente do
expresso em individuos ndo patolégicos, sendo reflexo das alteracdes metabdlicas tumorais
tipicas. A identificagdo de ions lipidicos de maior relevancia revelou alteragao principalmente
da classe dos glicerofosfolipidios, sendo a fosfatidilcolina (PC) o lipidio mais abundante no
grupo controle, e a fosfatidiletanolamina (PE) caracteristicamente equilibrada com a PC nos
grupo com CHC. Verificou-se, assim, importante mudanca da razdo entre PC/PE entre os
grupos patoldgico e ndo patoldgico. Esse estudo apresenta resultados que possibilitam a
descoberta de possiveis biomarcadores séricos para o CHC, sugerindo a possibilidade de
exames menos invasivos e de valor diagndstico mais sensivel e especifico para essa neoplasia.

Palavras-Chave: Carcinoma hepatocelular. Espectrometria de massas. Metabolomica.
Medicina translacional. Biomarcador.
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1. INTRODUGAO E OBJETIVOS

No mundo, o cancer de figado é responsavel pela morte de 745.500 pessoas por ano,
representando a segunda principal causa de morte por cancer em homens no mundo e em
paises menos desenvolvidos (TORRE et al., 2015). Esta neoplasia esta na 62 colocacdo em
numero de incidéncias e no 32 lugar em numero de mortes, demonstrando taxa de letalidade
de 95% (NAGHAVI et al., 2015). A maioria (70 a 90%) das neoplasias primarias do figado se
refere ao carcinoma hepatocelular - CHC (LONDON; MCGLYNN, 2006) e este exibe uma
diminuicdo significativa na taxa de sobrevivéncia de 1 ano e de 5 anos, indo de 47% para 10%
(ALTEKRUSE; MCGLYNN; REICHMAN, 2009).

Estima-se que a maioria desses obitos, cerca de 60%, ocorra em paises em
desenvolvimento em funcdo do envelhecimento da sua populacdo, mas, sobretudo, pela falta
de acesso ao diagnodstico precoce da doenga (GLOBOCAN/IARC, 2012). O principal fator de
risco para o cancer de figado é a fibrose hepatica avancada ou cirrose, decorrente das doencas
cronicas do figado, sobretudo devido as infec¢des virais que causam as hepatites B e C. O virus
da hepatite B (VHB) é um DNA virus e o da hepatite C (VHC) é um RNA virus, podendo ambos
causar mutacdo génica nos hepatdcitos (LOK et al., 2009; YANG et al.,, 2011), sendo os
oncogenes virais, os principais fatores etioldgicos da génese hepato-carcinogénica em
diversos paises do mundo (HSU et al. 1991; BRUIX; SHERMAN, 2005).

Embora existam ferramentas radioldgicas e marcadores sorolégicos para a detecgao
precoce de CHC, a Associacdo Americana para o Estudo de Doencas do Figado (AASLD) e
Associacdo Européia para o Estudo do Figado (EASL) recomendam apenas o uso do ultrassom,
em razdo dos biomarcadores atuais demonstrarem acuracia subdtima (BRUIX, 2010; EASL,
2012). Desse modo, a maioria dos CHC continua a ser diagnosticada para além de um estagio
inicial, destacando a necessidade de biomarcadores mais precisos para favorecer a deteccao
precoce de CHC (ALTEKRUSE et al., 2012; MOURAD et al., 2014; NICOLE; AMIT, 2014).

Recentemente, Luo e colaboradores (2018) publicaram um estudo com 1448
participantes em que foram avaliados marcadores associados a hepatite B e cirrose hepatica
a partir da cromatografia liquida com espectrometria de massas, encontrando um painel de
metabdlitos que apresentou performance maior que a alfafetoproteina - marcador tradicional
e de baixa sensibilidade para o cancer hepatico (SAUZAY et al., 2016), o que corrobora para a

possibilidade do rastreio do CHC por biomarcadores de forma mais eficaz. Outros estudos



recentes indicam, por utilizacdo de método semelhante e também com infeccdes por hepatite
C, resultados positivos para o uso de biomarcadores para prever o CHC antes de seu
aparecimento na forma clinica (JEE, S. et al., 2018; LIU et al., 2018).

Nesse trabalho, buscamos caracterizar o perfil de lipideos em plasma presentes em
amostras de pacientes patoldgicos (CHC) e ndo patolégicos (doadores, controle), na busca de
possiveis marcadores de diferenciacao de fendtipos patoldgicos, correlacionando-os com
dados clinicos dos pacientes para o estabelecimento de potenciais biomarcadores

moleculares.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Os cientistas que fizeram os trabalhos mais marcantes sobre os aspectos
biomoleculares do cancer nas ultimas décadas, Hanahan e Weiberg (2000), sugeriram que o
desenvolvimento das neoplasias ocorre por meio de seis principais alteragdes fisioldgicas
adquiridas pelas células cancerigenas na evasdao bem-sucedida de mecanismos de defesa
antitumorais. Essas caracteristicas podem ser divididas na autossuficiéncia em sinais de
crescimento, na insensibilidade a sinais de inibi¢ao de crescimento, na evasao a apoptose, no
potencial de replicacdo ilimitado, na angiogénese sustentada e na capacidade de invadir
tecidos e criar metdstases.

O entendimento desses fatores é importante para que possamos entender como as
células tumorais apresentam alteragdes em vias de sintese de proteinas, lipideos e acidos
nucleicos (BAENKE et al., 2013), por exemplo, uma vez que a compreensdo dessas vias pode
ser fundamental para que se possa comparar as diferencas entre organismos com e sem
acometimento neoplasico. Os oncogenes também desempenham um papel imprescindivel
nesse processo, uma vez que sao responsaveis pela ativacao de vias de sinalizacdo de uma
forma atipica e, consequentemente, pela alteracdo da biossintese e da abundancia de
multiplas formas de lipideos, o que impacta diretamente no trafico de membrana, ligacdo de
complexos aplicados na sinalizacdo celular e em numerosos processos criticos para a
transformacdo celular (BAENKE et al., 2013).

Infelizmente, o diagndstico do CHC ainda é realizado, na grande maioria dos casos, de
forma tardia, quando a doenca ja se encontra em estagio avancado, com perda de

funcionalidade do 6rgdo, o que implica na limitagdo das opg¢des de tratamento e da



expectativa de vida dos pacientes acometidos (BRUIX; SHERMAN, 2005). Atualmente, os
Critérios de Barcelona sdo utilizados para definir a detec¢ao da doenga, incluindo as analises
histopatoldgicas da bidpsia e técnicas de imagem como a ultrassonografia, tomografia
computadorizada espiral, ressonancia nuclear magnética e a angiografia, sendo esses os
métodos considerados mais confidveis para detec¢do da doenca (BRUIX, 2001) . No entanto,
a bidpsia hepatica ndo é um procedimento recomendavel para os pacientes com CHC, uma
vez que possibilita metastase fisica do tumor (JOYCE, 2014). Os exames de imagem e os
marcadores séricos utilizados, como a alfafetoproteina (AFP), des-y-carboxiprotrombina e a
fracdo L3 da AFP, ndao possuem sensibilidade suficiente para detectar o CHC em estagios
iniciais.

Sendo uma doenca de dificil diagndstico e manejo, o transplante hepdtico é com
frequéncia a alternativa de melhor progndstico para os pacientes com diagnéstico tardio. Na
maioria dos casos, é ele que constitui o Ultimo recurso curativo para o CHC, havendo ainda
recorréncia, que acomete 10% a 20% dos receptores, apesar do uso de critérios rigidos na
selecdo de candidatos (VIVARELLI; RISALITI, 2011). Nesse sentido, sistemas de classificacao,
como Okuda et al. (1985), CLIP (Cancer of the Liver Italian Program), CUPI (Chinese University
Prognostic Index), Child-Pugh e MELD (Model for End-stage Liver Disease) foram
desenvolvidos para avaliacdo mais apurada da severidade da insuficiéncia hepatica e
sobrevida dos pacientes com CHC (DONATO et al., 1997; KAMATH et al., 2001; OKUDA et al.,
1985; PUGH et al., 1973). No Brasil, os critérios de elegibilidade para o transplante de figado
em adultos e adolescentes maiores de 12 anos consideram no presente, além do diagndstico
por Critérios de Barcelona, os Critérios de Mildo (MAZZAFERRO et al., 1996) e o indice MELD,
gue tem importancia especialmente na organizacao da ordem de espera para o procedimento.

Um dos seguimentos de maior impacto na pratica clinica oncoldgica, considerando a
prevaléncia de exames invasivos e arriscados, é a descoberta de biomarcadores pelos quais a
assinatura molecular associada a doenca permite um exame ndo invasivo e simples, capaz de
auxiliar nas decisdes clinicas quanto ao risco de desenvolver a doenca, diagndstico precoce,
estagio da doenca e eficacia do tratamento. Para o CHC, descobertas nesse sentido poderiam
contribuir de forma exponencial na deteccdo de estagios precoces, em complemento aos
dados clinicos, testes bioquimicos e/ou diagndstico por imagem, considerando que este
tumor primario € um dos mais agressivos do mundo, com uma razao de 0.93 entre

incidéncia/mortalidade (LLOVET et al., 2016)



De acordo com Wenk (2010), elucidar o metabolismo lipidico juntamente com andlise
de outras biomoléculas pode expandir o conhecimento acerca do sistema bioldgico e
customizar as aplicagcdes nas dreas de ciéncia e medicina. Uma vez que os metabdlitos em
fendtipos patoldgicos sao irregulares e uma das principais fungdes fisioldgicas do figado é o
metabolismo lipidico, a lipiddmica tornou-se uma alternativa para avaliar diferentes cenarios
biolégicos como um reflexo da assinatura metabdlica associada ao CHC (JIANG et al., 2015).

Essa investigacdo pode ser realizada por meio de técnicas de espectrometria de
massas (MS), uma técnica instrumental capaz de identificar, quantificar e elucidar
propriedades fisico-quimicas de compostos e moléculas a partir da conversdao em ions em fase
gasosa e separac¢do de acordo com a razdo massa/carga (m/z) do analito. Os espectrometros
de massas — basicamente constituidos por uma fonte de ions, um sistema de alto vacuo, um
analisador de massas, um detector e um sistema de aquisicio de dados — geram graficos
(espectro de massas) em sinais da abundancia versus razdo m/z de cada ion (FENG; WANG;
CHEN, 2010; GAO et al., 2017; SARVARI et al., 2014; TALEB et al., 2017). A MS pode ser como
instrumentos de ionizacdo e dessorgao a laser assistida por matriz por tempo de voo - MALDI
TOF/TOF (do inglés, matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight), que
representam importantes alternativas para o estudo neste cenario patoldgico.

MALDI TOF/TOF apresenta varias vantagens em aplica¢des clinicas como simplicidade,
baixo consumo de amostra, aquisicdo de dados rapida, identificacdo precisa e alta frequéncia
analitica em métodos de rotina. Técnica que permite a discriminagao dos ions a partir de bases
de dados ou por manuais de interpretacdo de espectro (HANASH, 2003). A busca de
biomarcadores de cancer investigados por MALDI TOF/TOF ja tem sido descrita para a
identificacdo de moléculas associados ao cancer de mama, pele e prdostata (YANG, 2015;

FANIA 2015).

3. METODOLOGIA

a. Delineamento do estudo

Estudo prospectivo, ndo intervencionista, comparativo.

b. Populacdo da pesquisa



As amostras utilizadas no presente trabalho derivam de um acervo de 19 amostras de
plasma sanguineo coletadas entre 2015 e 2016 no Centro de Transplante de Figado do
Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC/UFC) em Fortaleza/Ceara. Destes, 10 (dez)
correspondem a pacientes hepatopatas terminais (CHC) e 9 (nove) a pacientes doadores (nao
patoldgicos, grupo controle, CTRL). As amostras foram coletadas no momento imediatamente
anterior a realizacdo do transplante no ambulatério (momento conhecido como coleta
bioquimica T0), centrifugadas na presenca de EDTA para obtencdo de plasma do sangue total
e congeladas em superfreezer a -80 o C até a realizacao dos procedimentos laboratoriais. O
projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Ceara — COMEPE (026/08), segundo os critérios preconizados pela norma vigente para
pesquisa com seres humanos regulamentado na Resolu¢do 196/96 do Ministério da Saude. As
amostras foram posteriormente analisadas no Laboratdrio de Bioquimica e Quimica de

Proteinas — LBPQ/UnB.

Critérios de inclusdo e exclusao

Os critérios para inclusdo ou exclusdo do trabalho se referem a dois grupos: o de
pacientes hepatopatas terminais (pacientes hepatopatas) e o grupo controle (pacientes
doadores).

Entre o grupo de hepatopatas terminais encontram-se pacientes que, por
apresentarem alto grau de disfuncdao hepatica, estratificados pelo valor de MELD e pela
presenca de CHC no figado, foram submetidos ao transplante de figado. Foram consideradas
9 (nove) amostras desse grupo para a andlise lipiddmica. As diretrizes dispostas na Portaria
MS-GM n? 2.600, de 21 de outubro de 2009 foram as aplicadas, uma vez que nelas estdo os
critérios adotados pelo pais no caso de pacientes hepatopatas terminais candidatos ao
transplante de figado. As condices para a inclusdo dos pacientes com CHC no estudo foram:

e Pacientes que apresentarem tumor hepatico irressecavel;

e Pacientes que apresentarem até trés nddulos (tumor primario) £ 3 cm ou tumor Unico
<5 cm, sem comprometimento vascular e sem indicagdo de ressecgao;

e Pacientes que ndo apresentarem co-morbidez (ex.: doencas metabdlicas, diabetes,
doencas cardiacas);

e Pacientes que ndo apresentarem metastase extra-hepatica;

e Pacientes que obtenham MELD entre 12 e 24;



Pacientes com inflamagdo cronica tecidual derivada da etiologia virus da hepatite C
(VHC);

Pacientes na faixa etdria de 50 a 65 anos, sem distincdo de sexo.

As condicdes de exclusdo para os pacientes com CHC foram:

Pacientes que no momento do procedimento cirdrgico apresentaram sangramento
excessivo ou qualquer comprometimento fisiolégico na coleta das amostras;
Pacientes submetidos previamente a algum tratamento quimioterapico (ex.: pacientes
guimioembolizados);

Pacientes re-transplantados.

No grupo de pacientes controle, encontram-se 9 (nove) pacientes doadores falecidos

gue ndo apresentavam comprometimento fisioldgico do figado, representando assim a

situacdo ndo patoldgica do experimento. Estes pacientes foram diagnosticados com morte

tronco-encefilica, porém, a partir da sustentacdo com aparelhos, permaneceram com suas

funcdes fisioldgicas ativas, de acordo com o preconizado pela Portaria MS-GM n2 2.600, de 21

de outubro de 2009.

Nos critérios de inclusdo do grupo controle, foram colocados outros critérios além

daqueles dispostos na Portaria, para melhor atender as finalidades desta pesquisa:

Pacientes que sofreram traumatismo craniano, apresentando perda de funcgdo
cerebral irreversivel, sem perda de funcao fisioldgica;

Pacientes que sofreram AVC apresentando perda de funcdo cerebral irreversivel, sem
perda de funcdo fisioldgica;

Pacientes que apresentaram bom estado geral fisioldgico, mas principalmente aspecto
macroscopico normal do figado: textura homogénea e evidéncia satisfatéria de
perfusdo sanguinea (avaliada por exame macroscopico pelo cirurgido responsavel pela
captacao do orgdo);

Orgdos que apresentaram taxa de esteatose hepatica de leve a moderada (< 60%)
segundo avaliacdo in situ por andlise macroscdpica pelo cirurgido responsavel pela
captacdo do orgdo;

Pacientes sem distincdo de faixa etaria ou sexo.

Como critérios de exclusdo de pacientes doadores, foram elencados:



e Pacientes que apresentarem perda de funcdo cerebral irreversivel, sem perda de
fungao fisioldgica, mas que nao tenha sido derivada de traumatismo craniano ou AVC;

e Orgdos que n3o apresentarem aspecto macroscépico satisfatério: textura
heterogénea e perfusdo sanguinea insuficiente (avaliada por exame macroscdépico
pelo cirurgidao responsavel pela captagdo do 6rgao);

e Orgdos que apresentarem taxa de esteatose hepdtica severa (> 60%) segundo
avaliacdo in situ por analise macroscdpica pelo cirurgido responsdvel pela captacdo do

orgao.

c. Descri¢dao da preparacdao de amostras e analise de metabdlitos

Preparo de amostras e extragao de metabdlitos

A extracdo dos lipidios foi feita de acordo com o protocolo modificado de Bligh e Dyer
(1959). Primeiramente, foram diluidos 150uL de plasma em agua Milli-Q® (1:1, v/v) e
adicionados 190pL de CHCI 3 e 375uL de MeOH. Apds homogeinizagao por vortex durante 2
min, foram adicionados mais 190uL de CHCI 3 e 150uL de agua MilliQ®, homogeinizando
novamente por vortex por 1 min. Para induzir separagao de fases, centrifugou-se a mistura a
14000g em temperatura ambiente durante 5 min. A fase organica inferior foi recuperada,
liofilizada em concentrador rotatério SpeedVac™ SC100 (Savant™) e reconstituida em 100uL
de solugdo de CHCI 3 /MeOH (1:1, v/v). Uma gota (1uL) foi entdo aplicada em um poco da
placa de MALDI e espontaneamente seca ao ar livre. Posteriormente, uma gota (1uL) de matriz
DHB (2,5- 4cido dihidroxibenzoico), preparada a uma concentra¢do de 10mg/mL -1 em MeOH,
foi aplicada sobre a amostra e seca ao ar livre novamente. A calibracdo do espetrémetro foi
realizada a partir de uma mistura de fosfolipideos e peptideos composta por fosfatidilcolina
(PC), esfingomielina (SM), oleil-PC, angiotensina |, angiotensina Il, substancia P, bombesina,
substrato de renina, peptideo do lobo intermediario semelhante a corticotropina (1-17 e 18-
39) e somatostatina (28). Estes calibrantes foram adquiridos com o auxilio dado ao projeto

pelo PIC UniCeub. Todos os reagentes quimicos apresentavam grau de ultrapureza.

Andlise por MALDI TOF/TOF
As amostras foram analisadas no por um espectrémetro de massas tipo Autoflex Il
MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics) equipado com um laser de feixe inteligente de 334nm. Os

dados de espectrometria de massas (MS), em ambas as etapas, foram adquiridos em modo



refletor positivo com faixa de aquisi¢cdo para lipideos entre 600-1200 m/z. A energia do laser
foi ajustada logo acima do limite para a produgdo de ions, com extragdo tardia de 260ns a
20kV de ionizacdo. Com uma média de 5000 tiros a laser (1000 tiros a laser em 5 posicGes
diferentes no mesmo pogo), os espectros de massas foram adquiridos em triplicatas técnicas
e coletados manualmente.

Os dados de MS sequenciais (tandem) foram adquiridos a partir da ativacdao do
dispositivo lift e fragmentacdo por dissociacdo induzida por colisdo (CID) com energia
normalizada em 20keV. Para o processamento, foi utilizada a ferramenta AutoExecute do
software de aquisicao FlexControl (Versdo 2.4; Bruker-Daltonik GmbH). Apenas os picos de
ions com uma relagdo S/N > 3 foram considerados.

No software FlexAnalysis (Versdo 3.3; Bruker-DaltonikGmbH), para cada dado de MS
obtido, incluindo as triplicatas, foram selecionados os parametros m/z e intensidade relativa
com a finalidade de construir arquivos pertencentes a uma peak list de cada grupo do desenho

experimental.

Quimiometria

O software MetaboAnalyst 3.0® (http://www.metaboanalyst.ca) (XIA; WISHART, 2016)
foi utilizado para andlise desses dados, sendo primeiramente realizado o tratamento de
informagdes por meio do alinhamento automatico dos valores m/z, normalizagdo por soma e
centralizacdo em média dividida pela raiz quadrada do desvio padrdo de cada varidvel (escala
de Pareto). Nao foram considerados os picos que apareceram em menos que 50% das
amostras de cada grupo. Analises univariadas, multivariadas, de agrupamento e de
classificacdo foram realizadas. Inicialmente, o Teste t-student ndo paramétrico foi empregado
para avaliar a significancia estatistica (p < 0.05) dos ions lipidicos adquiridos. Em sequéncia, a
analise multivariada ndo supervisionada PCA permitiu observar a tendéncia de agrupamento
das amostras. As andlises multivariadas supervisionadas PLS-DA e Orthogonal PLS-DA
avaliaram a covariancia presente no conjunto de dados, sendo a segunda analise mais
adequada ao modelo de biomarcadores devido a capacidade de distinguir variacdes de dados
relevantes e irrelevantes para a predicdo de cenarios. Analises ndo supervisionadas de
agrupamento hierarquico e ndo hierarquico foram realizados para revelar semelhancas entre

0S grupos.



O dendograma baseou-se na distancia euclidiana calculada pelo algoritmoWard para
minimizar perdas geradas pelo agrupamento. Ja o heatmap utilizou correlacao de Pearson
calculada pelo algoritmo Ward a partir de dados gerados pelo VIP score (PLS-DA imp. features).
A técnica K-means foi aplicada complementarmente para observar particdes disjuntas. O
método de classificacdo supervisionada Random Forest identificou os dados a partir de 7
preditores que combinam 500 alternativas de classificagdo cujas representagdes seguem o

modelo de um fluxograma. Foram considerados espacos amostrais randomizados.

Identificacdo dos Padr6es Moleculares(molecular features)

A analise PLS-DA permitiu a selecdo de molecular features (padrées moleculares) que
melhor contribuiram para a discriminacao entre CHC e amostras nao patoldgicas, eleitos a
partir do VIP score (imp. features). No software FlexAnalysis (Versdo 3.3; Bruker-Daltonik
GmbH), em cada amostra avaliada em MS, selecionou-se a razdo m/z correspondente a cada
padrdo molecular discriminativo para o respectivo cenario, com a finalidade de construir
arquivos pertencentes a uma peak list de cada grupo do desenho experimental.Os dados
adquiridos foram inseridos nas bases HMDB® e LIPID MAPS® para identificacdo (FAHY et al.,
2009; WISHART et al., 2007). A mesma abordagem foi realizada apds a obtencdo dos dados
de fragmentacdo (MS/MS), contudo foram selecionados os parametros m/z e intensidade
relativa dos fragmentos discriminantes (ions precursores) para confirmacao da identificacdo
nos bancos de dados HMDB®, LIPID MAPS®, METLIN™, MINE® e KEGG (janeiro/2018) a partir
da ferramenta on-line CEU Mass Mediator© (GIL DE LA FUENTE et al., 2018).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Mediante a técnica MALDI-TOF/MS foi possivel obter e identificar os espectros das
amostras, com posterior elaboracdo de scores plot (Figura 1) pelo método Principal
Component Analysis (PCA). Observa-se que os pontos se referem ao perfil lipidico dos
pacientes, estando o grupo controle em vermelho e o grupo com CHC em verde. Como
resultado, ha cardter ndo discriminatdrio, ja que os grupos se sobrepuseram, ilustrando um
agrupamento desses perfis. Entretanto, esse é um teste inicial e seus achados corroboram a

necessidade de analise também por outros métodos estatisticos.
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Figura 1: Andlise PCA apresentando os scores plot dos lipideos avaliados em plasma de
pacientes com CHC e pacientes controle (p<0.05). O percentual de cada eixo revela a
variancia explicada em cada projecdo tracada, sendo que PCl apresenta melhor
representatividade dos dados analisados. Os pacientes pertencentes ao estudo foram
analisados em triplicatas e representados em pequenas esferas vermelhas e verdes, de acordo
com o cenario de origem. As regides elipticas correspondem ao intervalo de 95% de confianga.

Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.

Ainda em analise multivariada ndo supervisionada PCA, estimou-se o quanto
cada varidvel influencia os componentes principais tracados, demonstrado pelos loadings plot

da Figura 3. A estatistica da analise ndo sofreu melhora posteriormente a retirada das
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amostras fora da regido de confianca, denotando que o afastamento atipico provavelmente

se refere a variagGes inerentes aos individuos.
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Figura 2: Analise PCA apresentando os loadings plot dos lipideos avaliados em
plasma de pacientes com CHC e pacientes controle (p<0.05). A distribuicdo dos ions,
representados em pequenas esferas rosa, demonstra a influéncia de cada varidvel sob os
componentes principais tracados. Os ions de 643.34115 m/z, 659.33305 m/z e 650.4988 m/z
apresentaram afastamento atipico do conjunto de dados. Fonte: adaptado do software

MetaboAnalyst.

Em andlise multivariada supervisionada PLS-DA (Partial Least Squares — Discriminant
Analysis), o componente 2 do scores plot (Figura 4) demonstrou melhor representatividade
dos dados analisados e pelo loadings plot, sendopossivel avaliar a influéncia de cada variavel
(Figura 5). A validacdo cruzada do método PLS-DA para perfil lipidico evidenciou ligeira

dissociacdo entre os cenarios (Figura 6). A estatistica da andlise ndo sofreu melhora
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posteriormente a retirada das amostras fora da regido de confianca, denotando que o

afastamento atipico provavelmente se refere a variagGes inerentes aos individuos.
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Figura 3: Anadlise por PLS-DA apresentando os scores plot dos lipideos avaliados em
plasma de pacientes com CHC e pacientes controle (p< 0.05). O percentual de cada eixo
revela a covariancia explicada em cada projecao tracada, sendo que o Componente 2
apresenta melhor representatividade dos dados analisados. Os pacientes pertencentes ao
estudo analisados em triplicatas sdo representados em pequenas esferas vermelhas e verdes,
de acordo com o cendrio de origem. As regibes elipticas correspondem ao intervalo de 95%

de confianca. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.
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Figura 4: Andlise PLS-DA apresentando os loadings plot dos lipideos avaliados em

plasma de pacientes com CHC e pacientes controle (p<0.05). A distribuicdo dos ions,

representados em pequenas esferas rosa, demonstra a influéncia de cada variavel sob os

componentes projetados. Os ions de 643.34115 m/z e 659.33305 m/z apresentaram

afastamento atipico do conjunto de dados. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.
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Figura 5: Analise por validagdo cruzada do método PLS-DA para perfil lipidico. O
asterisco vermelho indica o conjunto de componentes com maior habilidade de predigao (Q2).

Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.

Com maior direcionamento, realizou-se a Orthogonal Partial Least Squares —
Discriminant Analysis (OPLS-DA), analise ndo paramétrica, muito utilizada para metabolémica.
Ao se examinar o grafico gerado (Figura 7), verifica-se separacao do perfil dos dois grupos e
esse fato decorre desse método ser mais adequado para esse tipo de analise bioldgica. Com
isso, os resultados evidenciam significativa distincdo entre o grupo controle e o grupo de
pacientes com cirrose hepatica C com cancer de figado. Na Figura 8, observa-se a influéncia

de cada variavel para construcdo do modelo.

Antes consideradas secundarias ao cancer, as alteracdes metabdlicas atualmente sdo
reconhecidas como caracteristicas tumorais tipicas (HANAHAN; WEINBERG, 2011), e os
achados do presente estudo reforcam as diferencas no perfil global dos lipideos entre o
cenario patolégico e o ndo patoldgico. Verifica-se essa distincdo como reflexo da
reprogramacao metabdlica, uma vez que a intensa multiplicacdo das células tumorais, o
estresse metabdlico e a hipdxia geram instabilidade da membrana plasmatica e oxidacao

lipidica por catabolismo severo e compensacdo de nutrientes, sendo as alteracdes no perfil
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global de lipideos frequentemente relatadas na literatura (CHEN et al., 2013; KRAUTBAUER et

al., 2016; Ll et al., 2017; LIN et al., 2017).
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Figura 6: Andlise Orthogonal PLS-DA apresentando os scores plot dos lipideos

avaliados em plasma de pacientes com CHC e pacientes controle (p<0.05). O score de cada

vetor revela a covariancia explicada em cada projecao tracada, sendo que o vetor ortogonal

representa variaveis estatisticamente ndo correlacionadas ao restante dos dados analisados.

Na presenca da hepatopatia, pacientes exibem perfil global de lipideos alterado quando

comparado a condicdo ndo patolégica. Os pacientes analisados em triplicatas sdo

representados em pequenas esferas vermelhas e verdes, de acordo com o cenario de origem.
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As regides elipticas correspondem ao intervalo de 95% de confianca. Fonte: adaptado do

software MetaboAnalyst.
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Figura 7: Andlise por Orthogonal PLS-DA apresentando os loadings S-plot dos

lipideos avaliados em plasma de pacientes com CHC e pacientes controle (p<0.05). A

distribuicdo dos ions, representados em pequenas esferas rosa, demonstra a influéncia de

cada varidvel para a construcdo do modelo, onde p representa o vetor de loading e p(corr) a

combinacdo entre covariancia e correlagdo. Os ions de 881.8321 m/z, 758.61035 m/z e

804.58785 m/z apresentaram afastamento atipico do conjunto de dados. Fonte: adaptado do

software MetaboAnalyst.

A partir dos resultados da analise PLS-DA, foram analisados os ions com maior

representatividade e contribuicdo para diferenciacdo entre amostras de pacientes com CHC e

de pacientes controle. Baseado no grau de contribuicdo foi construida a Figura 9, onde 10

entre as 20 molecular features de maior VIP score apresentaram contribuicdo considerada
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significativa (> 0.8). Para confirmagdo de outliers, selecionou-se varidveis do conjunto de
dados de forma a excluir os ions de baixa contribui¢cdo (VIP score < 0.8) das analises. Os
resultados indicaram que o potencial estatistico na discriminacdo dos cenarios é maior
guando considerada a distribui¢ao total do conjunto de dados.

Nesse sentido, Passos-Castilho e colaboradores (2015) , utilizando-se também da
técnica MALDI-TOF/MS, verificaram a presenca de sete ions discriminativos, os quais tiveram
habilidade para distinguir CHC de outras condicGes patoldgicas [hepatite C crbnica, cirrose e
CHC derivados de infecgdo viral por virus da hepatite C (VHC)] a partir do perfil de lipideos do

plasma dos pacientes.
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Figura 8: VIP scores dos lipideos avaliados em plasma de pacientes com CHC e
pacientes controle (PLS-DA imp. features, p<0.05). Dentre as 20 molecular features de maior
VIP score, 10 apresentam maior intensidade relativa de ions e 10 apresentam menor
intensidade relativa de ions em pacientes com CHC. As caixas coloridas a direita indicam a
intensidade relativa de cada molecular feature nos respectivos cendrios. Fonte: adaptado do

software MetaboAnalyst.
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A média dos ions discriminativos encontrados nos dois cenarios foi avaliada em relagao
as diferencas estatisticas por meio do teste univariado T-student, apresentando apenas trés
dentro do intervalo de erro padrdo (ciculo vermelho, Figura 10). Esse teste ndo representa o
melhor tratamento de dados para o presente estudo, entretanto, os resultados foram
insatisfatérios para a margem de erro desejada e sugere que o numero de pacientes seja

aumentado em cada grupo.
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Figura 9: Box plot dos ions discriminantes de VIP score 2 0,8 por teste T-student ndo
paramétrico (p< 0.05). O diagrama apresenta a distribuicdo dos dados em quartis de acordo
com a varidvel de interesse, permitindo ainda a observacdo de potenciais outliers plotados
como pontos individuais fora dos limites superior ou inferior. Os circulos vermelhos destacam
molecular features que obtiveram relevancia estatistica segundo o método matematico.

Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.

Embasado no VIP score, agrupou-se os ions de forma hierdrquica em heatmap, com
visualizacdo dos dados lipidémicos de forma simplificada Ffigura 11). Numa outra analise
(Figura 12), a partir da Hierarchical Cluster Analyses (HCA), a qual serve como teste de
avaliacdo da técnica e para reclassificacdo de perfis moleculares (metabdlitos apolares),
agrupando os eventos parecidos entre si. Percebe-se ainda uma baixa homogeneidade, pois
nado ha ainda sdlida separacdo entre os grupos, estando alguns pacientes préprios (por suas

caracteristicas moleculares) de pacientes do cenario oposto. Logo, infere-se que eventos
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isolados como CTRL_F_2 e RP@_2 sdo consequéncia de erro técnico (possivel pipetagem) e
os CTRL_ARS_1, CTRL_ARS_2, CTRL_ARS_3, por serem replicatas do mesmo paciente e
estarem juntos, podem inferir possivel hepatopatia, até entdo ndo identificada durante

sele¢do do grupo.

7sa 61035 CTRL
CHC

L LT LU PCETT P s

630 4988

Classe 'e Classe

639 33308

I 072 4805
=5 11 ! 3 1 e 4

760 8331

I M2l

I 68310435

l $10 6204

I 6716305

8329972

| I 6384915

l 7235915

0213703

1

334115

n | l 678 5247

06 58565

l §79.7316

L ﬁ E 666 52905

22 Pa) i

aonoonnoooOooOONOOONOOONMNOOMNMNM I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
HAAAA A A A A A AA A A AA A A A A A AA A A AN A AN OOOO OO DDA NNDD
VAVVVVVD VDDV VAV DAV VDV D VDDA AAAOOOAOOAOOOOAOOOAOOHANOA
R T A A R 0 0 M 1 W o W JRCORS M i i 8 o o i i
'_'..'._'leuu:u:w:w:-:-:n-:u'w'Jo'o'o'»A:\a'w'co'w.:o:o'o,"'."“"‘"‘"“"“’ 0 W 0 RO I e e e

|
et ) Y A TSROSO N XSO OSOROSN WSO RO T 08w )
ORI RO U e T R O e e e

Figura 10: Analise HCA por agrupamento em heatmap dos ions discriminantes
indicados pela analise PLS-DA (imp. features, p< 0.05). A intensidade relativa de cada
molecular feature é apresentada para cada triplicata técnica analisada segundo a coloracdo
indicada na escala lateral. As amostras, por sua vez, sdo agrupadas de acordo com o respectivo

cenario. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.
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Figura 11: Analise HCA por agrupamento dos dados lipidomicos em dendograma. Os
arranjos exprimem a relacdo das amostras avaliadas em triplicatas técnicas em sistema
hierarquico e a distancia euclidiana os niveis de similaridade segundo perfil global de lipideos.

Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.

Utilizando-se o agrupamento K-means, os dados foram particionados em 6 grupos,
onde cada amostra (em triplicata) pertence ao grupo mais préximo da média (Figura 13). No
grupo 6 foram classificadas somente amostras pertencentes aos pacientes com CHC e nos

grupos 2 e 4 apenas amostras controle. Os grupos 1, 3 e 5 apresentaram heterogeneidade.
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Detalhes do Agrupamento K-means
Grupos Membros
Shito CTRL_6_2, CTRL_6_3, CTRL_9_1, HCC_5_1, HCC_5_3, HCC_6_1,
el HCC_6_2
Grupo 2 CTRL_1_1, CTRL_1_2, CTRL_1_3, CTRL_4_1, CTRL_4_2
CTRL_2_2, CTRL_2_3, CTRL_3_1, CTRL_3_2, CTRL_3_3, CTRL_4_3,
Grupo 3 HCC_8_1, HCC_8_2, HCC_8_3, HCC_9_1, HCC_9_2, HCC_9_3, HCC_7_1,
HCC_2_2
Shinoa CTRL_7_1, CTRL_7_2, CTRL_7_3, CTRL_8_1, CTRL_8_2, CTRL_8_3,
P CTRL_9_2, CTRL_9_3
P CTRL_2_1, CTRL_5_1, CTRL_5_2, CTRL_5_3, CTRL_6_1, HCC_3_1,
P HCC_3_2, HCC_7_2, HCC_7_3, HCC_1_1, HCC_1_3, HCC_5_2, HCC_6_3
Grupo 6 HCC_4_1, HCC_4_2, HCC_4_3, HCC_3_3, HCC_1_2, HCC_2_1, HCC_2_3

Figura 12: Agrupamento K-means dos dados lipidomicos. O algoritimo particional
encontrou diferencas significantes em até 6 grupos. Fonte: adaptado do software

MetaboAnalyst.

O erro amostral aleatédrio foi aferido pelo método de andlise Random Forest, o qual
classifica o conjunto de dados (Figura 14), além de detectar potenciais outliers (Figura 15).
Como resultado, a margem de erro foi aceitavel, pois se manteve abaixo do limite considerado
aceitavel e as replicatas apontadas pela analise foram retiradas do conjunto de dados para
confirmacgdo de outliers, porém, a estatistica da analise nao sofreu melhora posteriormente a
retirada das amostras fora da regido de confianca, denotando que o afastamento atipico

provavelmente se refere a variacdes inerentes aos individuos.
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Figura 13: Classificacdo Random Forest do conjunto de dados lipidomicos. O erro
amostral foi considerado < 0.2 conforme ampliaram-se as alternativas de fluxo classificatdrio.

Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.
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Figura 14: Potenciais outliers detectados por Random Forest na andlise do perfil

lipidico. O método classificatério indica desconformidade de 5 replicatas com afastamento

atipico 2 4 do conjunto amostral. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst.

LIPIDOMICA DE DESCOBERTA DE POSSIVEIS BIOMARCADORES

Representando cada cenario, foram selecionadas as cinco molecular features mais

representativas de acordo com as analises, a fim de serem identificadas em bases de dados.

Detectou-se que dos 10 lipideos identificados, 9 pertencem a classe de glicerofosfolipideos

(Figura 16), importante classe de lipideos estruturais das membranas biolégicas. Em pacientes

controle o lipideo mais abundante é a fosfatidilcolina, com 4 ions contribuintes. Por outro

lado, em pacientes com CHC a fosfatidiletanolamina (PE)passou a contribuir igualmente a PC

para a caracterizacao do cendrio, havendo equilibrio entre a prevaléncia.
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Figura 15: Identificacdo das molecular features de VIP score 2 0,8 em plasma de

pacientes com CHC e de pacientes controle. O reconhecimento dos ions lipidicos de maior



24

relevdncia evidenciou que a hepatopatia afeta principalmente a classe dos
glicerofosfolipideos. Os quadrados verdes e vermelhos indicam, respectivamente, baixa e alta
intensidade relativa de cada molecular feature, comparando os cendrios. Fonte: adaptado do

software MetaboAnalyst.

Ressom et al. (2016), durante estudo multibmico para caracterizacdio do CHC,
identificou por GC-MS e LC-MS alteragao na abundancia de diversos metabdlitos de diferentes
classes, dentre eles os fosfolipideos apresentaram regulagao positiva em amostras de tecido
hepatico com CHC quando comparadas a tecidos cirréticos. De outro modo, em comparagao
ao tecido adjacente nao tumoral, os fosfolipideos fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina
(PS) e fosfatidilinositol (Pl) exibiram regulacdo negativa em tecidos de CHC enquanto
fosfatidilcolina (PC) e lisofosfatidilcolina (LPC) ndo apresentaram alteracdao (KRAUTBAUER et
al., 2016).

O lipideo mais representativo em pacientes controle foi identificado como
fosfatidilcolina (PC), com contribuicdo de quatro ions segundo analise PLS-DA imp. features.
Considerado o principal fosfolipideo da membrana plasmatica, PC desempenha importante
papel na funcdo celular e na estabilidade da membrana, tanto em células ndao patolégicas
quanto em células neoplasicas (CHEN et al., 2013). Sakakima et al. (2007) investigaram in vitro
e in vivo a inibicdo do crescimento de células tumorais e a inducdo a apoptose por PC no CHC.
Os resultados demonstraram que in vitro, PC foi capaz de inibir a prolifera¢do das linhagens
celulares Hep-3B, Hep-G2, HuH-7 e induzir a apoptose de forma dose-dependente. In vivo,
ratos que receberam dieta rica em PC apresentaram ndo sé reducdao macroscépica dos
nddulos tumorais e de focos imunorreativos para marca¢do contra glutationa S-tranferase,
como induc¢do da apoptose. Em contrapartida, roedores expostos a carcinogénicos, porém
anterior e posteriormente condicionados a dieta deficiente em colina, desenvolvem a
hepatopatia com maior avidez (KISHIDA et al., 2000).

Na presenca da hepatopatia, em contraste, foi observada uma modificacdo no perfil
lipidico, com a fosfatidiletanolamina (PE) contribuindo igualmente a PC sob a analise PLS-DA
imp. features. Dessa forma, a composicdo de fosfolipideos no plasma de pacientes com CHC
demonstrou possivel alteracdo da principal via de biossintese de PCs poliinsaturadas, onde PE

atua como uma estrutura precursora. Krautbauer et al. (2016) demonstaram desequilibrio na
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sintese de fosfolipideos no CHC devido ao aumento de espécies saturadas e reducdo de
espécies poliinsaturadas.

Tessitore et al. (2003) demonstaram que a enzima que produz PC a partir de PE
hepatica quando ndo ha fornecimento adequado de colina pela dieta, a PE Nmetiltransferase
(PEMT), apresenta atividade reduzida em amostras de tecido hepatico com CHC se comparado
ao tecido adjacente regular. Chen et al. (2013) observaram padrao semelhante em soro de
pacientes com CHC como reflexo das condi¢des do 6rgdo e abundancia reduzida de PCs
poliinsaturadas, uma vez que a enzima é a principal via de sintese dessas espécies. Morita et
al. (2013) avaliando linhagens celulares e tecido hepatico com CHC por IMS (lon Mobility
System), RT-PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) e Western Blotting relataram
aumento de PC saturados ou monoinsaturados na hepatopatia devido a superexpressao da
enzima lisofosfatidilcolina aciltransferase 1, responsavel pela conversao de lisofosfatidilcolina
(LPC) em PC.

O equilibrio observado entre a prevaléncia de PC e PE em pacientes hepatopatas
ressalta o disturbio do metabolismo lipidico pela intensa proliferacao no desenvolvimento do
cancer, indicando que a alteracdo na via de sintese dos glicerofosfolipidos pode decorrer além
da prevaléncia de formas saturadas, mas em virtude da dificuldade na conversao de estrutura
mais simples. Lu et al. (2018) demonstraram que, embora as assinaturas lipidémicas de soro
e tecido hepatico sejam independentes, PE plasmalogénios (36:4/40:6) apresentam grande
potencial como biomarcadores sorolégicos para o CHC, uma vez que foram capazes de
diferenciar o fendtipo tumoral de individuos cirréticos e controles. Abel et al. (2009)
observaram reducdo significativa na razdo PC/PE em tecidos de CHC se comparados ao tecido
adjacente ao tumor, visto que a concentracdo de PC foi diminuida enquanto PE ndo
apresentou nenhum efeito significativo na hepatopatia. Os resultados sugerem aumento do
conteudo de PE sob PC em membranas plasmaticas com possiveis aplicagdes na sobrevivéncia
de células neoplasicas. A abundancia elevada de PE, especialmente devido a diminui¢do da
conversao em PC a partir da enzima PEMT, foi associada ao aumento da proliferacao celular
no CHC e apds hepatectomia parcial (HOUWELING et al., 1997; TESSITORE et al., 1999).

A prevaléncia de estruturas lipidicas saturadas ou monoinsaturadas no CHC pode
estender-se além da classe de fosfolipideos. Guan et al. (2017), analisando a composicdo de
diversos triacilglicerideos (TAGs) em figado de pacientes com CHC submetidos a ressec¢do

cirargica por UPLC-ESI-MS (ultra performance liquid chromatography-electrospray ionization-
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tandem mass spectrometry), observaram espécies com mais de trés insaturacdes em estado
de regulacdo negativa enquanto espécies saturadas eram positivamente reguladas, o que
demonstra a importancia da avaliacdo da composicdo de TAGs nas doencas hepaticas em
contraste a determinagdo por ensaios colorimétricos usuais na pratica clinica. No presente
trabalho, o TAG, classificado como glicerolipideo, foi destacado entre os lipideos de maior
relevancia em pacientes com CHC.

Composto por longas cadeia de acidos graxos constituidas basicamente por
hidrocarbonetos, os TAGs sao uma das formas lipidicas mais adequadas para armazenamento
energético e reserva de acidos graxos essenciais e ndo essenciais para sintese de fosfolipideos,
tipicamente observada durante a expansao e disseminac¢do tumoral (CHEN et al., 2013). Seu
estoque para futura mobilizacdo pode ocorrer sob a forma de goticulas lipidicas, cuja
presenca acentuada em células neopldsicas é associada a agressividade do tumor
(ABRAMCZYK et al., 2015; DE GONZALO-CALVO et al., 2015).

O 4acido fosfatidico (PA), dificilmente observado em organismos devido a baixa
abundancia, é extremamente importante como intermedidrio na sintese de fosfolipideos e
TAGs. Embora condi¢cdes inadequadas de conservacdo e extracdo possam promover a
liberagdo da espécie por hidrélise enzimatica, a intensidade relativa reduzida observada em
pacientes com CHC nesta pesquisa pode estar correlacionado a supressdao de respostas
antitumorais. A espécie foi associada a regulacdo da migracdo de macréfagos pela inibicdo da
via ceramida-1-fosfato, revelando importante papel no controle de fun¢bes patofisiologicas
como inflamacdo e metastase tumoral (OURO et al., 2014). Além disso, é capaz de inibir a
ativacdo da Pl 3-quinase, implicada no estimulo da divisdao celular e na inibicdo a apoptose em

diversos tipos celulares (LAUENER et al., 1995).

5. CONCLUSAO

O presente estudo sugere variacdo notavel do perfil lipidico de pacientes com
neoplasia hepatica primaria em comparacdo aos grupos controle, principalmente com
alteragdes da classe dos glicerofosfolipideos entre os acometidos pelo CHC. A razdo
encontrada entre as quantidades de PC e PE em pacientes hepatopatas ressalta o disturbio do
metabolismo lipidico, indicando também intensa proliferagao celular no desenvolvimento do

cancer, o que aponta para modificagdbes e reprogramacdo na via de sintese dos
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glicerofosfolipidos atribuiveis ao processo neoplasico. Esses resultados, analisados em
conjunto ou individualmente, corroboram estudos anteriores e indicam a viabilidade do
estudo e do desenvolvimento de eventuais biomarcadores séricos para o CHC, sugerindo a
prospec¢do de exames menos invasivos e de valor diagndstico mais sensivel e especifico para

essa neoplasia.
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