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RESUMO

O virus da hepatite C (VHC) afeta cerca de 130-150 milhdes de
pessoas no mundo. O sexo, a idade, o tabagismo, o etilismo, a ancestralidade
e os polimorfismos genéticos podem interferir na evolugdo da hepatite C.
Investigou-se o papel de polimorfismos funcionais nos genes NFKB1
(rs28362491), TYMS (rs16430), UCP2 e SGSM3 (rs56228771) com a
evolucdo desfavoravel de pacientes com hepatite C crbnica em uma
populacdo da regido norte do Brasil. Por meio de questionarios
epidemiolodgico e clinico, realizou-se um estudo transversal, observacional e
descritivo para investigacdo de polimorfismos. ldentificou-se a relacdo dos
mesmos com a evolucdo desfavoravel de 75 pacientes com hepatite C
cronica, distribuidos em 2 grupos (com e sem cirrose), que realizam
acompanhamento ambulatorial em 2 instituicdes hospitalares de Belém-PA.
Foi utilizado um painel de 48 Marcadores Informativos de Ancestralidade
(MIAs) como método de controle gendmico no estudo. Revelou-se que o
sexo, a idade, o tabagismo, o etilismo e os polimorfismos dos genes TYMS e
NFKB1 ndo apresentam significAncia estatistica sendo, respectivamente:
p=0,775; p= 0,070; p= 0,404; p= 0,498; p= 0,565 e p=0,809. Contudo, os
polimorfismos dos genes UCP2 e SGSM3 e a ancestralidade Africana
apresentaram significancias estatisticas. O incremento de 10% da
ancestralidade Africana levou a reducao de 0,571 de chance de desenvolver
cirrose hepatica, conferindo, portanto, um efeito de protecdo (P=0,0417; OR =
0,429; IC = 95%=0,170-0,898). O gendtipo del/del do polimorfismo do gene
UCP2, foi associado com uma diminuicdo do risco (P=0,05; OR=0,0003;
IC95%=0-1,90) e o0 gendtipo del/del do polimorfismo do gene SGSM3 foi
associado ao risco significativo (P=0,024; OR= 7,106; IC 95%-= 1,295-39,007)
de desenvolvimento de cirrose hepatica. Conclui-se que a ancestralidade
africana e aos polimorfismos dos genes UCP2 e SGSM3 estéo relacionados a

evolucéo desfavoravel de pacientes com hepatite C cronica.

Palavras chave: Hepatite C; Cirrose; TYMS; NFKB1; UCP2; SGSM3.



ABSTRACT

The hepatitis C virus (HCV) affects about 130-150 million people worldwide.
Sex, age, smoking, ethnicity, ancestry, and genetic polymorphisms may interfere with
the progression of hepatitis C. We investigated the role of functional polymorphisms
in genes NFKB1 (rs28362491), TYMS (rs16430), UCP2 and SGSM3 (rs56228771)
with the unfavorable evolution of patients with chronic hepatitis C in a population in
the northern region of Brazil. Epidemiological and clinical questionnaires were used
to conduct a cross-sectional, observational and descriptive study to investigate
polymorphisms. The relationship of these patients with the unfavorable evolution of
75 patients with chronic hepatitis C, in 2 groups (with and without cirrhosis), who
underwent outpatient follow-up at two hospitals in Belém-PA, were identified. A panel
of 48 Ancestral Information Markers (MIAs) was used as a method of genomic control
in the study. It was revealed that the sex, age, smoking, alcoholism and
polymorphisms of the TYMS and NFKB1 genes do not present statistical
significance, respectively: p = 0.775; p = 0.070; p = 0.404; p = 0.498; p = 0.565 and p
= 0.809. However, the polymorphisms of UCP2 and SGSM3 genes and African
ancestry presented statistical significance. The 10% increase in African ancestry led
to a reduction of 0.571 in the chance of developing cirrhosis of the liver, thus
conferring a protective effect (P = 0.0417, OR = 0.429, Cl = 95% = 0.170-0.898). The
genotype of the polymorphism of the UCP2 gene was associated with a risk
reduction (P = 0.05, OR = 0.0003, 95% CI = 0-1.90) and the genotype of the gene
polymorphism SGSM3 was associated with significant risk (P = 0.024, OR = 7.106,
95% CI = 1,295-39,007) for developing cirrhosis of the liver. It is concluded that the
African ancestry and the polymorphisms of the UCP2 and SGSM3 genes are related

to the unfavorable evolution of patients with chronic hepatitis C.

Keywords: Hepatitis C; Cirrhosis; TYMS; NFKB1; UCP2; SGSM3.
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1. INTRODUCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA DA HEPATITE C

As hepatites virais sdo enfermidades causadas por cinco virus
diferentes, por isso os sintomas, o tratamento e as formas de contagio sao
diferentes, por exemplo, a transmisséo fecal-oral através de alimentos ou
agua contaminados (hepatite A e E) ou através da exposi¢cdo a sangue ou
fluidos corporais (hepatite B, C, D) (WHO, 2015).

Segundo World Health Organization (WHO, 2015), as heptatites
virais podem ser acausa de 0Obito de cerca de 1,45 milhdes de individuos por
ano, com cerca de 90% das mortes devido a infeccao cronica por VHB e
VHC. J4 o Ministério da Saude do Brasil prevé que os Obitos por hepatite C
sdo a maior causa de morte entre as hepatites virais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016).

A elucidacdo do agente etiologico da hepatite C s6 ocorreu em 1989
pela equipe de Choo et al., com a descoberta do Virus da Hepatite C (VHC).
A partir de entdo, a possibilidade da infec¢cado pelo VHC na prevaléncia de
doencas hepaticas vem ganhando destaque (MINISTERIO DA SAUDE,
2015).

A hepatite C apresenta elevado impacto na saude publica global. A
agressao hepatocelular causada pelo virus da hepatite C pode levar a
fibrose hepética, a cirrose e ao carcinoma hepatocelular. As hepatites virais,
em especial a hepatite C, sGo uma das maiores causas de transplantes
hepaticos no mundo. Nas fases avancadas, pode levar a 6bito (MINISTERIO
DA SAUDE, 2015).

Estima-se, mundialmente, entre 130-150 milhdes o numero de
pessoas com infecgdo cronica por hepatite C e aproximadamente 700 mil

morrem a cada ano de doencas relacionadas a ela (WHO, 2015).



No Brasil, foram notificados 514.678 novos casos de hepatites virais de 1999
a 2015, dos quais 152.712 (29,7%) foram de hepatite C, segundo dados do SINAN.
Neste mesmo periodo, foram detectados 289.459 casos de anti-HCV ou HCV-RNA
reagentes e 139.264 casos com ambos os marcadores anti-HCV e HCV-RNA
reagentes (64,2% na regido Sudeste; 24,2% na regido Sul; 5,6% na regido Nordeste;
3,2% nas regido Centro-Oeste e 2,7% na regido Norte). Dos ébitos no pais, 56.335
foram associados as hepatites virais, de 2000 a 2014, e destes, 75,2% associados a
hepatite C (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

O VHC pode evolui de forma aguda e cronica. A hepatite aguda, geralmente,
€ assintomatica e cerca de 15-45% das pessoas infectadas curam espontaneamente
dentro de 6 meses sem qualquer tratamento. De 55-85% dos infectados ir&o
desenvolver hepatite C crbnica, dos quais o risco de desenvolver cirrose hepatica
esta entre 15-30% em 20 anos (WHO, 2015).

Apesar de ainda n&o existir uma vacina contra a hepatite C, os tratamentos
medicamentosos podem curar aproximadamente 90% das pessoas com a infecg¢ao.

Contudo, o acesso ao diagndstico e tratamento é baixo (WHO, 2015).

A principal forma clinica dos casos de hepatite C notificados no Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (Sinan) brasileiro é de portadores cronicos
para todas as faixas etarias. O percentual de coinfectados com o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) vem diminuindo no pais, em 2007 era 14,4% e, em
2015 sdo 9,0% dos casos. A maior proporcao esta na regido Sul (11,9%) e a menor
proporcao esta na regido Norte (3,0%), conforme dados de 2015. (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016).

Recentemente o Ministério da Saude do Brasil mudou o critério de
confirmacédo de casos de hepatite C. Com isso foi observado um aumento na taxa de
deteccdo, em ambos os sexos, sendo mais expressiva no periodo de 2014 para
2015, quando ocorreu a mudancga (conforme a Figura 1). A tendéncia observada é a
elevacdo das taxas de deteccdo em ambas os sexos e faixas etarias, com ligeiro
predominio na faixa etaria de 45 a 54 anos (29,6%) e nos homens (razdo de sexos
de 1,3) (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).



Figura 1 - Taxa de deteccado de hepatite C segundo sexo, razdo de sexos e ano de notificagdo. Brasil,
2002 a 2015.
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Fonte: Ministério da Saude, Boletim Epidemioldgico — Hepatites Virais, Ano V — n° 01, 2016.

Os principais fatores de risco para a infeccdo pelo VHC, a nivel
mundial, sdo o uso inseguro de drogas injetaveis, infeccdes iatrogénicas
devido a reutilizacao ou esterilizacdo inadequada do equipamento médico e

as transfusdes de hemoderivados (WHO, 2015).

As fontes de transmissdo da infeccdo de hepatite C mais provaveis
no pais no ano de 2015 sdo o uso de drogas (26,7%), exposicdo sexual
(25,0%) e transfusdo de hemodivados (19,5%), apesar de o proprio
Ministério da Saude brasileiro reconhecer que “existe um percentual
significativo de casos em que nao se conhece a forma de transmissao”
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).



1.2. TRANSMISSAO, PATOGENIA, PATOLOGIA, HISTORIA NATURAL E
DIAGNOSTICO DA HEPATITE C

1.2.1. TRANSMISSAO, PATOGENIA E PATOLOGIA

O virus da hepatite C pertence a familia Flaviviridae, possui genoma em fita
simples e positiva (STRAUSS, 2001). Mundialmente, o virus da hepatite C afeta
cerca de 130-170 milhdes de pessoas (2,2 a 3,0%) (TENGAN, 2016).

Figura 2 - Virus da hepatite C.
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Fonte: Strauss (2001).

O VHC é agente causal de mais de 90% de hepatites pds-transfusionais no
Brasil, provavelmente porque so6 a partir de 1993 que o teste soroldgico (anti-VHC)

passou a ser obrigatério para candidatos a doadores de sangue. (STRAUSS, 2001).

A transmissao sexual € uma das formas ndo parentereais de transmisséo da
hepatite C (STRAUSS, 2001) e a ocorréncia de coinfeccdo com HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana) tém sido relatadas porque HCV e HIV compartilham os

mesmos mecanismos de transmissdo (TENGAN, 2016). O estudo de Tedaldi e



colaboradores (TEDALDI et al., 2003) mostrou que os individuos
coinfectados com HIV/HCV né&o tem risco aumentado, estatisticamente, para
a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), doenca renal ou doenca
cardiaca, contudo a probabilidade de desenvolver cirrose € maior assim

como ha maior proporcao de morte neste grupo.

Considerando-se aspectos epidemiolégicos, é de relevancia também
a coinfeccdo do VHC com o Virus da Hepatite B (VHB), pois compartilham
vias de transmissbes comuns (principalmente parenteral) além de notéria
correlacdo em areas endémicas. Estes pacientes com dupla infeccdo de
VHB/VHC tém maior risco de progressdo para cirrose e doenca hepatica
descompensada (KONSTANTINOU, D. & DEUTSCH, M., 2015).

Figura 3 - Genoma do virus da hepatite C (VHC).
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Fonte: EuHCVdb. Disponivel em (https://euhcvdb.ibcp.fr/euHCVdb/). Acessado em 07 de marco de
2016.

As hipdteses mais recentes admitem que o0 virus por si sO parece
n&o interromper as fungdes celulares e causar a morte da célula. E provavel,
portanto, que a diversidade da evolucdo e das alteracbes hepaticas no
homem sejam preponderantemente determinadas pela resposta imune aos
antigenos virais. Estes mecanismos envolvendo aspectos humorais e
celulares explicariam também as manifestacfes extra-hepaticas observadas
(STRAUSS 2001).

A reatividade do figado a presenca dos virus da hepatite C (VHC)

pode causar respostas patoldgicas, onde o agente infeccioso escapa da



eliminagédo imune e persiste no hepatocito. O reconhecimento imune e a destruicdo
dos hepatdcitos infectados levam ao desenvolvimento de hepatite. Nas hepatites
pelo VHC, a ligacéo da proteina do envelope do VHC a molécula CD81 na superficie
da célula alvo parece ser a primeira interacdo entre o virus e a célula do hospedeiro
(STRAUSS 2001). Os LTc (Linfécito T citotdxico) sdo um importante mecanismo de
defesa na infecgdo cronica, sendo a atividade citotoxica efetuada principalmente por
meio de apoptose. A producdo de anticorpos, usualmente especificos para a
proteina do envelope, é fundamental para a neutralizacao de particulas virais livres e
para impedir a entrada de virus nas células do hospedeiro. Ressalta-se que o VHC
pode apresentar estratégias para interferir no seu reconhecimento pelo sistema
imune. As mutacdes de proteinas virais e formacdo de quasispecies, as
interferéncias na ativacdo do complemento, na producédo de anticorpos e na sintese
de IFN-a e IFN-B, e a inibigdo do transporte de moléculas MHC de classe | para a
membrana da célula infectada, entre outros, representam algumas das principais
estratégias de evasao, favorecendo a persisténcia de infeccbes crénicas (BURT et
al., 2007).

Nas hepatites crénicas pelo virus C, o dano hepético crénico €, portanto,
precedido por um processo necroinflamatério que pode ser seguido de fibrose,
sendo as etapas para seu desenvolvimento e sua resolucdo: dano celular;
inflamacéo; alteracdo da funcdo das células endoteliais e estreladas hepaticas;
acumulo de matriz extracelular e degradacéo e reabsorcdo da matriz extracelular.
Autores tém descrito possiveis genes reguladores da fibrose que interfiram nessa
evolucdo desfavoravel para cirrose (CHEVILLARD et al., 2003; HENRI et al., 2002),
sendo ela considerada resultante do desequilibrio entre a sintese e a degradacéo da
matriz extracelular (LAMIREAU et al., 2002; VALKOVA, 2002) e promovida por

Varios mecanismos patogénicos.

As interacdes entre as varias populacdes de células residentes no figado e
células imunes sdo complexas e nado totalmente entendidas. Hepatdcitos, ductos
biliares, componentes da circulagdo, da inervacdo e da matriz extracelular sao
algumas das estruturas envolvidas no desenvolvimento da lesédo hepatica. Essas
estruturas tém relacéo anatdmica e funcional indissociavel e, portanto, as lesfes sao

desencadeadas por uma rede multifatorial (FRIEDMAN, 2004). Devido a sua



localizacdo, as células estreladas (Hepatite C Stellate Cells — Células
Estreladas da Hepatite C = HSC) interagem rapidamente com 0S processos
citoplasmaticos das células vizinhas — hepatécitos, células endoteliais
sinusoidais, células de Kupffer e outras células do sistema imunitario
(FRIEDMAN; ARTHUR, 2002). Essa localizacdo facilita interacdes
paracrinas, que sdo essenciais para a manutencdo da homeostasia do
figado e sua resposta fibrética a agressdo hepatica. No decorrer de uma
lesdo hepatica cronica, as células estreladas podem modificar sua forma e
alterar toda a producdo dos componentes da matriz extracelular. Em
resumo, as HSCs fazem contato com outras células vizinhas, facilitando o
transporte intercelular de mediadores sollveis e citocinas e mantém
conexdes diretas com as terminacdes nervosas, fenbmeno importante para a
vasorregulacdo mediada pelo sistema nervoso (FRIEDMAN; ARTHUR,
2002; ZHANG et al., 2004).

A hepatite cronica é definida como uma doenca necroinflamatoria
que se estende por um periodo superior a seis meses (BURT et al., 2007).
Apesar da semelhanca histopatolégica entre as diferentes etiologias das
hepatites, foram realizadas consideracées para a hepatite causada pelos
virus da hepatite C (VHC).

A bidpsia hepatica € padrdo ouro para a correta graduacdo da
atividade necroinflamatoria e representa o método padrdo para estadiamento
da fibrose na hepatite crénica (GIANNINI; RISSO; TESTA, 2001,
MARCELLIN; ASSELAH; BOYER, 2002), sendo utilizado o histopatolégico
com atividade necroinflamatéria de moderada a intensa e/ou presenca de
fiborose de moderada a intensa, pelas classificacbes METAVIR (BRASIL,
2007). Dentre as varias classificacdes histopatolégicas propostas, a mais
simples do é a do grupo METAVIR, facilmente empregada na rotina
diagnostica é a mais utilizada internacionalmente. A classificagdo METAVIR
avalia a atividade histol6gica através da somatéria de necrose em saca-
bocado (atividade periportal) e a necrose Ilobular com graduacao
padronizada de 0 a 3 e fibrose com pontuacao atribuida de 0 a 4 (Tabela 1)
(BEDOSSA, POYNARD, 1996).



Tabela 1 - Classificacdo METAVIR para hepatites croénicas.
Atividade: A
Necrose lobular*
Necrose periportal* Ausente ou minima (0) Moderada (1) Ausente (2)

Ausente (0) A0 Al A2

Minima (1) Al Al A2

Moderna (2) A2 A2 A3

Acentuada (3) A3 A3 A3
Fibrose: F

Auséncia de fibrose FO

Fibrose portal sem septos F1

Fibrose portal com raros septos F2

Fibrose portal com varios septos, sem cirrose F3

Cirrose F4

Fonte: Bedossa e Poynard (1996). Notas:

*Necrose periportal: minima: focal em torno de alguns espacos porta; moderada: difusa em torno de
alguns espacos porta ou focal em torno de todos os espagos porta; acentuada: difusa em torno de
todos os espacos porta (BEDOSSA; POYNARD, 1996).

**Necrose lobular: ausente ou minima: menos de um foco por I6bulo; moderada: pelo menos um foco
por lébulo; acentuada: varios focos por I6bulo ou necrose em ponte ou confluente (BEDOSSA,
POYNARD, 1996).

1.2.2. DIAGNOSTICO

De acordo com Brandao et al., (2001) para o diagnostico da Hepatite C
utilizam-se testes de rastreamento que tem alta sensibilidade e testes suplementares
também chamados de confirmatérios com maior especificidade. Quanto aos testes
de rastreamento, destaca-se o ELISA que tem como vantagem a rapidez no
processamento, facilidade de automacéo, alta confiabilidade e custo relativamente
baixo. Este teste utiliza proteinas recombinantes para a captacdo do anti-VHC e tem
trés geracbes sendo que a primeira geracdo ndo € mais utilizada, pois tem como
ponto negativo o fato de que em grupos com baixa prevaléncia de infeccdo como os
doadores de sangue, apenas 30 a 50% dos que tem resultado positivo no ELISA tem
a infeccado confirmada por teste de maior especificidade como o RIBA e a PCR
(Polymerase Chain Reaction — Reagdo em Cadeia de Polimerase). A segunda
geracdo (ELISA Il) tem incorporadas as proteinas c22-3 e ¢33-c do VHC. De modo

gue esta Ultima proteina foi fusionada com o antigeno c1000-3 para formar a



proteina ¢ 200. A principal vantagem sobre o ELISA | € o fato de que em
grupos de baixo risco de infec¢ao pelo VHC, como os doadores de sangue,
aumentou tanto a sensibilidade quanto a especificidade reduzindo a taxa de
falso - positivo para 40 a 50%. O teste ELISA de terceira geracao (ELISA III)
é constituido de antigenos recombinantes para captura de anticorpos e com
adicdo de um antigeno da regido NS5, tem como principal vantagem a
reducdo do tempo médio de soro-conversdo que passou de 7 a 8 semanas

além do aumento da sensibilidade.

Quanto aos testes suplementares, a especificidade indica a
propor¢do de individuos com resultado negativo estando a infecgdo ausente
(padréo ouro negativo). Como exemplo tem-se o teste RIBA que tem 3
geracdes sendo que o RIBA | ndo € mais utilizado. Vale ressaltar que os
testes suplementares ndo sdo considerados confirmatérios, pois tem o0s
mesmos antigenos presentes nos testes ELISA; contudo, tem maior
especificidade por identificar anticorpos e antigenos individuais. Sao testes
empregados na avaliacdo diagnostica de pessoas com baixa probabilidade
de infeccdo pelo VHC e com reacdo positiva ao teste ELISA (STRAUSS,
2001).

De todas as investigacOes laboratoriais, a mais importante é a
determinacdo do RNA do VHC que é considerado o padrdo ouro para o
diagnéstico de infeccdo pelo VHC com utilizacdo da PCR tanto para testes
qualitativos como quantitativos. Os testes qualitativos informam se ha ou nao
0 RNA viral. A reacdo em cadeia de polimerase com a enzima transcriptase
reversa tem grande sensibilidade para detectar o RNA do VHC, utilizando-
se, em seguida a PCR para amplificar DNAc (DNA complementar) com
producdo de quantidade necessaria para analise mediante o uso de gel
agarose. Os testes guantitativos abrangem 2 técnicas de biologia molecular
para a quantificacdo do VHC; uma utiliza a tecnologia do PCR e a outra a do
DNA ramificado que tem como base a ramificagdo a amplificacdo de um
sinal e ndo do DNA alvo, como ocorre na PCR (STRAUSS, 2001).
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1.2.3. HISTORIA NATURAL

Varios fatores parecem influenciar fortemente a progressédo para fibrose e
cirrose hepatica: idade superior a 40 anos no momento da infec¢do, sexo masculino,
etilismo, coinfeccdo com o Virus da Hepatite B (VHB) e /ou HIV, imunossupresséo,
esteatose hepatica (Brasil. Ministério da Saude, 2011).

Inclui-se ainda sindrome metabdlica com resisténcia insulinica e obesidade
como fatores para progressdo para cirrose, influenciando a evolucdo e historia
natural da hepatite C (FIGURA 4). Os fatores virais s8o menos importantes, nem a
carga viral e nem o0s gendtipos parecem influenciar no prognéstico da doenca
(MASSARD et al., 2006; MISSIHA; OSTROWSKI; HEATHCOTE, 2008).

Figura 4 - Histéria natural da hepatite C.

‘ Hepatite Aguda C ‘

v
‘ Hepatite C Cronica ‘
v
| Cirrose |
Descompensagio Carcinoma
Hepatocelular
Morte

Fonte: Mchutchison & Bacon (2005).



1.2.3.1. ALCOOLISMO

Considerando que a principal causa de CHC € a ocorréncia de
cirrose, necessario se faz analisar o grau de participacdo do consumo de
alcool na incidéncia desta morbidade, visto que esta substancia aumenta o

risco de CHC através do desenvolvimento da cirrose (CONTE, 2007).

Alguns estudos tém sugerido que quando o alcool é consumido
abusivamente (> 80g/d) durante pelo menos 5 anos, isto favorece ao
aumento do risco de ocorréncia de CHC em 5 vezes. A intensidade do
consumo de alcool pode ser calculada através da média do consumo diario
em gramas, fazendo-se uma comparacdo com niveis estabelecidos na
literatura para 70g por semana para mulheres e 140 g por semana para
homens. Pode-se considerar um consumo frequente quando consome-se
alcool semanalmente com niveis iguais ou superiores aos valores
estabelecidos acima; e consumo eventual quando os valores sdo abaixo dos
referidos valores. Quem né&o ingere bebida alcodlica sdo denominados

simplesmente ndo consumidores (DUFOUR,1999).

Vale ressaltar que o risco de desenvolver o CHC é proporcional a
quantidade de alcool consumido. Um estudo japonés observou que o
consumo de alcool maior que 600 litros durante toda a vida proporciona um
aumento de 5 vezes o risco de CHC comparando-se com ndo bebedores ou
com aqueles que consumiram menos de 600 litros de alcool (GOMES et al.,
2013).

O risco de ocorrer CHC é desconhecido para os individuos que
consomem baixo ou moderado nivel de alcool. Contudo, Moia et al., (2004)
apresentam a relevancia do interesse voltado para a tematica visto que em
estudo realizado em um hospital de referéncia em hepatopatias, o
alcoolismo revelou-se como principal causa de hepatopatia cronica,
predominando em 53,8% dos casos, de modo que associado com o virus da
hepatite B e C ocorre a piora do prognostico e aceleracdo da progresséo da
doenca.

11
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Thiel e Ramadori (2011) apresentam a proposta de que existe uma
associacao entre polimorfismos genéticos de enzimas que atuam no metabolismo do
etanol e o aumento do risco de CHC para quem tem um grande consumo de alcool.
Um dos principais efeitos do consumo de alcool a longo prazo é sobre DCs (células
dendriticas) importantes na geracao de respostas imunitarias a proteinas virais in
vivo); em especial na producéo de citocinas; por outro, lado o consumo cronico de
alcool pode afetar a absorcao de antigeno, degradacao, processamento e transporte
de peptideos a superficie da célula. Desta forma, as DCs correspondem a
componentes celulares do sistema imunitario que apresentam fragilidade para os
efeitos cronicos do alcoolismo. Isto permite melhor compreensdo quanto a
contaminacdo e persisténcia do VHC, possibilitando a existéncia de estratégias
imunologicas para a erradicacdo da infeccdo pelo VHC. A resposta imunoldgica
contra VHC também ¢é afetada pelo alcool pelo comprometimento do proteassoma o

qual tem acéo enzimética e age degradando 80% de proteinas intracelulares.

1.2.3.2. TABAGISMO

O tabagismo desencadeia efeitos patogénicos, podendo-se destacar sua
acdo imunorreguladora que tem por consequéncia o prejuizo da resposta de
cicatrizacdo de feridas. Quanto a progressdo de doencas crdnicas hepdticas, o
tabagismo tende a acelerar a progressdo da fibrose hepatica em pacientes com
hepatite C cronica, podendo diminuir a eficacia antiviral da terapia. O consumo do
Tabaco é considerado um fator independente para o desenvolvimento de CHC e
pode ser calculado pela média do consumo diério levando em consideracdo que
cada cigarro feito a mao equivale a 5 cigarros manufaturados. Os fumantes podem
ser classificados em fumantes frequentes (5 ou mais cigarros por dia), fumantes
eventuais (menos de 5 unidades por dia) e ndao fumantes (sem consumo).

(PELETEIRO et al., 2008).



O tabagismo pode induzir a insuficiéncia imunoldgica pelo aumento
do apoptose de linfécitos, desfavorecendo o efeito da terapia com interferon.
Pouco conhecidos sdo também os mecanismos desencadeados pelo fumo
que levam a fibrogénese, contudo, pode-se relaciona-los com a prépria
fumaca do cigarro que contém substancias com potencial hepatotoxico como
a nicotina, o que favorece a producéo de citocinas pro-inflamatérias, além de
induzir o estresse oxidativo, diminuindo a defesa antioxidante com
consequente peroxidacao lipidica e aumento do dano hepatocelular; com
ativacdo de células estreladas, havendo proliferacdo e aumento da producao
da quantidade da matriz extracelular (SMYK et al., 2012; ALTAMIRANO,
BATTALER, 2010).

A deposicao de ferro € outro mecanismo pelo qual o consumo de
tabaco leva o figado a fibrogénese. Esta deposicédo de ferro € intimamente
relacionada com a policitemia secundaria causada pelo fumo, visto que o
tabaco leva a uma restricdo de oxigenacdo com o aumento do mondxido de
carbono o que interfere no transporte de oxigénio, havendo excesso da
producdo do hormdnio eritropoietina, que leva a um aumento da rotatividade
(maior renovagdo celular) de hemécias e consequente aumento do ferro
sérico. Ressalta-se que a reducdo do ferro sérico, pode levar a melhor
resposta ao tratamento com interferon (SAEED, A. E. Z. et al., 2004).

1.3. CIRROSE HEPATICA

A cirrose hepatica, caracterizada por subversao difusa da arquitetura
hepatica normal por nddulos de hepatdcitos em regeneracdo circundados
por tecido conjuntivo, é o estagio final comum de varias hepatopatias
cronicas de causas variadas, sobretudo alcoolismo e hepatites virais (BURT

et al., 2007).

13
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Consideraveis morbidade e mortalidade estdo associadas com a cirrose o
que ocasiona diversas manifestacdes clinicas caracteristicas atribuiveis a
insuficiéncia hepéatica e a hipertensdo portal caracterizando uma cirrose
descompensada; como, por exemplo, ascite, insuficiéncia renal, sangramento
gastrointestinal, encefalopatia hepatica, infec¢cbes bacterianas, coagulopatias e
carcinoma hepatocelular (DESMET; ROSKAMS, 2004; AFDHAL, 2004; SUK, 2012).

Em um estudo realizado no Brasil em 1997 foram estimados oS anos
produtivos de vida perdidos (APVP) prematuramente em decorréncia da cirrose
(entre 20 e 59 anos de idade) de forma que a taxa bruta de mortalidade por cirrose
foram maiores nas regides sudeste e norte. O indicador Anos Produtivos de Vida
Perdidos (APVP) prematuramente, revela o valor social da morte, e a necessidade
de se operacionalizar sua andlise, pois quando a morte ocorre em uma etapa que
tem grande potencial para produzir, a mesma ndo atinge somente o individuo ou
guem convive com ele, mas a coletividade sofre diretamente o impacto visto que
subtraido é seu potencial em matéria econdmica e intelectual. Além de tudo, o
indicador de causas de morte prematura converge com 0 objetivo da saude publica,
colaborando para que haja a prevencéo de danos a saude; no caso da mortalidade,
com acdes tendentes a postergar a morte (CORTES; SOUZA, M. L., 1999).

E importante destacar que as curvas de mortalidade de cirrose por idade
para os homens mostram uma estabilizacdo ou diminuicdo apds os 60 anos, exceto
no Norte do pais, onde a curva continua a subir. Por outro lado, a curva de
mortalidade por cirrose para mulheres também sobe progressivamente, com o
aumento da idade, de forma mais acentuada nas regides Norte e Nordeste.
Necessario se faz informar que a mortalidade por cirrose do figado responde por
48,7% das mortes causadas por disturbios do sistema digestivo entre os homens e
24,1% dessas mortes entre mulheres. O APVP médio por pessoa afetada revelou-se
maior para homens e mulheres do Norte e para as mulheres no Centro-oeste do que
era nas outras regifes. Nos paises em desenvolvimento, pouco se conhece sobre a
epidemiologia da cirrose; mas certamente € uma das cinco principais causas de
morte entre as faixas etarias produtivas em pelo menos 12 paises da Ameéricas

(CARVALHO, 2014).



Por muitas vezes a cirrose € descoberta de modo incidental, com
exames de imagem solicitados para investigacao de outra doenca. No inicio
da doenca o figado pode estar aumentado, enquanto em estagio avancado o

tamanho do figado diminui.

A cirrose pode ser compensada e descompensada. A primeira
caracteriza-se pela auséncia de sintomas ou presenca de sintomas minimos;
algumas vezes o0 paciente pode apresentar disfuncdo hepatocelular e
hipertenséo portal, incluindo sangramento de varizes gastresofagicas, ascite,
sintomas neuropsiquiatricos e ictericia progressiva. Na cirrose
descompensada, ascite € a complicacdo mais frequente, sendo causada por
uma vasodilatacdo esplancnica que é decorrente da sintese aumentada de
vasodilatadores (6xido nitrico) (SUK KT, 2012; BITTENCOURT, 2005).

A avaliacdo das manifestacdes clinicas tanto da cirrose
compensada, quanto da descompensada direciona a necessidade de
exames complementares. Os exames laboratoriais geralmente revelam
anormalidades referentes aos niveis séricos de aspartato aminotransferase
(AST) que costuma estar elevado. Quanto a Alanina Aminotransferase
(ALT), pode ocorrer uma relativa reducao de seus niveis séricos. O tempo de
protrombina sérica frequentemente estd aumentado o que leva a sintese
reduzida de fatores de coagulacédo, em especial, os fatores dependentes de
vitamina K. A deficiente sintese hepatocelular leva a subtracdo nos niveis
séricos de albumina. E importante destacar que em individuos com cirrose
em estdgio avancado ocorre o aumento sérico de gamaglobulina total devido
a funcéo reticuloendotelial estar comprometida e da elevacdo dos niveis
sanguineos de produtos bacterianos. A Fosfatase Alcalina (FA) apresenta
um moderado aumento, exceto em pacientes que apresentam doenca biliar
como CBP e CEP (Cirrose biliar primaria e Colangite esclerosante primaria)
0S quais tem além da FA aumentada, o aumento de
gamaglutamiltranspeptidase (GGT). Também ha achados relacionados com
anemia, leucopenia, trombocitopenia e elevados niveis séricos de creatinina
e uréia, e hiponatremia, especialmente em pacientes com ascite
(BITTENCOURT, 2005).
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Quanto aos exames de imagem, Ultrassonografia (US) é o exame mais
indicado para demonstrar caracteristicas morfologicas da cirrose como 0s contornos
hepaticos nodulares ou irregulares; alguma estrutura alterada e sinais da presenca
de hipertensdo porta como as veias portocolaterais, de modo que sua combinacao
com a US com Doppler de fluxo colorido amplia sua colaboragéo para os achados
do exame. Alteracdes como esteatose hepatica, ascite, esplenomegalia e trombose
de veia porta também podem ser detectadas por US. Além de todas as utilidades da
US ja citadas, € importante destacar sua colaboracdo para detectar de tumores
hepaticos como CHC pois permite a demonstracdo de vascularizacdo tumoral
através do doppler e/ou injecdo de contraste, estabelecendo diferencas entre nédulo
regenerativo e CHC. A utilizagdo de TC (Tomografia computadorizada) e RM
(ressonancia magnética) € limitada pelo fator custo. A Elastografia Hepatica
Transitéria através do Fibroscan avalia o grau de rigidez hepatica com base na
velocidade de uma onda elastica, possibilitando diferenciar a cirrose de uma fibrose
mais leve, podendo predizer o grau de hipertenséo porta. Este exame tem como
limitacdo a obesidade morbida, ascite e espacos intercostais estreitos (CASTERA,;
FORNS; ALBERTI, 2008; SUK KT, 2012).

Fontes et al., (1998) destacam a possibilidade de avaliacdo do progndstico
da cirrose através da classificacdo de Child-Pugh. Esta classificacdo emprega
critérios clinicos e trés critérios laboratoriais. Cada critério € pontuado entre 1-3,
sendo a condicdo mais grave pontuada em 3. Apés a andlise desses critérios, parte-
se da pontuacdo dos mesmos para a classificacdo de Child-Pugh que apresenta
classes de A a C; conforme Tabela 2.
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Tabela 2 - Classificagao de Child-Pugh.

Pontuacéao
Critérios 1 ponto 2 pontos 3 pontos
Bilirrubina total
(mg/di) <2 2-3 >3
Albumina sérica >35 2835 <2.8
(g/dl)
TP(s)/INR 1-3/<1,7 4-6/1,7-2,3 >6/2,3
Ascite Nenhuma Leve Moderada/grave
Encefalopatia Grau I-1l (ou suprimida Moderada/grave Grau llI-1V
o Nenhuma N L
Hepéatica com medicacao) (ou refrataria)
Sobrevida
Pontos Classe Sobrevidaem 1 ano Sobre vida em 2 anos
5-7 A 100% 85%
7-9 B 81% 57%
10-15 C 45% 35%

Fonte: Manual de pericia médica do ministério da saude —Il edi¢éo (2015).

1.4. CARCINOMA HEPATOCELULAR

O carcinoma hepatocelular (CHC), tumor derivado das células

epiteliais do figado, os hepatdcitos, é a quinta neoplasia maligna mais

frequente em todo o mundo (5% de todos os casos de cancer registrados) e

a terceira causa de morte associada ao cancer. Representa cerca de 80%

dos casos de neoplasias malignas hepaticas em adultos e 35% em criangas.

Cerca de 700.000 novos casos de CHC sao diagnosticados em todo o

mundo, anualmente, com o percentual de letalidade chegando a 95%
(PAZGAN-SIMON et al.,2015). O CHC, agora, € a complicagdo mais comum

e a principal

causa de morte em pacientes com cirrose hepatica

compensada (CARRILLO et al., 2015). No Brasil, segundo estimativas do
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GLOBOCAN, em 2020 havera cerca de 13.041 novos casos de CHC, com um
namero de Obitos estimados em 12.842 (FERLAY et al., 2014).

1.4.1. EPIDEMIOLOGIA

A distribuicdo do CHC varia de acordo com a localizagdo geogréfica. A
doenca € mais prevalente em areas com infeccdo endémica pelo virus da hepatite B
(HBV), onde a prevaléncia do HBsAg é maior que 8%, como a Africa Subsaariana e
na Asia Oriental, com taxas de incidéncia de mais de 20 casos para cada 100.000
individuos. Paises mediterranicos, como a ltalia, Espanha e Grécia tém incidéncia
intermediaria de 10-20 casos para cada 100.000 habitantes, enquanto que nas
Américas, a incidéncia de CHC é relativamente baixa, com menos de 5 casos para
cada 100.000 individuos (MITTAL; EL-SERAG, 2013).

O Brasil é considerado um pais com baixa incidéncia de carcinoma
hepatocelular. Um estudo realizado em um hospital universitario, na cidade de Séo
Paulo, relatou uma incidéncia anual de CHC de 3,5% em pacientes cirréticos. Dados
nacionais obtidos a partir da analise de 1.405 pacientes, com diagndstico de CHC,
de 29 centros regionais demonstraram que a idade média de acometimento foi de 59
anos, onde 78% eram do género masculino. A cirrose hepatica esteve presente em
98% dos casos e a infeccao cronica pelo Virus da Hepatite C (VHC) foi a etiologia
mais comum (54%), seguido pela infeccéo pelo HBV (16%) e pelo alcoolismo (14%)
(CARRILLO et al., 2015).



1.4.2. FATORES DE RISCO

A maioria dos casos de CHC se desenvolve em pacientes com
doenca hepatica crbnica e os fatores de risco dependem da regido
geografica estudada. O VHC é o principal fator de risco na Europa, no Japao
e na América do Norte (50% -70%), seguido pelo alcool (20%) e pelo o HBV
(10% a 15%). Na Asia e na Africa, a infeccdo pelo HBV esta associada a
70% dos casos de CHC enquanto o VHC a 20%. O Diabetes Mellitus e a
obesidade, compreendidos dentro da Doenca Hepatica Gordurosa N&o
Alcodlica (DHGNA), séo fatores de risco independentes de CHC, assim
como uso do tabaco. Além disso a presenca de co-infeccdo HIV/HBV ou
HIV/VHC mostra-se como importante fator predisponente ao
desenvolvimento do carcinoma hepatocelular, jA& que esta associacdo
promove a progressdo da doenca hepética mais rapidamente do que em
individuos sem HIV (TEJEDA-MALDONADO, 2015).

A cirrose hepatica € o principal fator de risco para o desenvolvimento
de CHC, onde cerca de 30% -35% de todos os pacientes com cirrose
desenvolverdo esta neoplasia no decurso da sua doencga, que pode ser
devida as hepatites virais cronicas, a doenca hepatica alcodlica, as doencas
metabdlicas hereditarias, como a Doenca de Wilson e a hemocromatose, a
hepatite autoimune e Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica. Estima-se
que o risco de desenvolvimento de CHC, anualmente, nos pacientes com
cirrose hepatica estd em torno de 1% a 8%, de acordo com a etiologia de
base (PASCUAL; HERRERA; IRURZUN, 2016).
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1.4.3. DIAGNOSTICO

A abordagem diagnéstica do carcinoma hepatocelular € multidisciplinar e
inclui analise radioldgica, clinica e laboratorial, com a realizacdo de bidpsia hepética,
em alguns casos. Nos estagios iniciais, 0 CHC apresenta-se de forma silenciosa,
tornando dificil o diagnéstico clinico. O figado tem reservas funcionais consideraveis,
0 que justifica as manifestacdes inerentes ao espectro hepético, como a ictericia ndo
aparecerem até que uma grande parte do 6rgdo seja substituido pelo tumor. Além
disso, ndo ha sintomas patognomonicos e, como resultado, o quadro clinico é
extremamente variavel e o paciente pode ser completamente assintomatico. Alguns
pacientes podem apresentar perda de peso, astenia, sensacdo de plenitude pés-
prandial ou uma massa palpavel em abdome superior. Estes sintomas muitas vezes

relacionam-se a presenca de uma leséo hepatica avancada (ATTWA, 2015).

O rastreio dos pacientes para o CHC é recomendado em populacdes de alto
risco, a fim de diminuir a mortalidade associada a esta neoplasia. Infelizmente, a
maioria dos casos detectados sdo diagnosticados em estagios avancados uma vez
gue menos de 20% dos pacientes com cirrose sao rastreados, principalmente nos
paises subdesenvolvidos. As recomendacdes de triagem para o0 carcinoma
hepatocelular incluem: pacientes com cirrose de qualquer etiologia, com funcgao
hepatica preservada (Child-Pugh A e B), sem comorbidades graves; pacientes com
cirrose descompensada (Child-Pugh C) em uma lista de espera de transplante;
paciente com infeccao crbnica pelo HBV, sem cirrose e com a hepatite ativa ou uma
histéria familiar de CHC e, por fim, paciente com infeccdo por VHC nao cirrético e
fibrose hepatica avancada (F3) (TEJEDA-MALDONADO, 2015).

Os métodos de rastreamento utilizados na populacdo de alto risco sdo a
ultrassonografia e a quantificacdo sérica da alfafetoproteina. Recomenda-se a
realizacdo da USG abdominal duas vezes ao ano, neste grupo, ja que € um metodo
nao invasivo, encontra-se facilmente disponivel e tem baixo custo, além de
apresentar uma sensibilidade entre 60%-80% e uma especificidade maior que 90%.
A quantificacdo sérica da alfafetoproteina, assim como qualquer marcador tumoral

sorologico, tem seu uso limitado. Apesar de mais sensivel que outros



biomarcadores, com um ponto de corte de 10,9 ng/ml, o seu rendimento
diagndstico € inferior ao da USG, j& que apresenta uma sensibilidade mais
elevada, apenas, na presenca de tumores em estagios avancados, o que
inviabiliza, na maioria das vezes, o tratamento curativo (TEJEDA-
MALDONADO, 2015).

Segundo diretrizes recentes propostas pela Associagdo Europeia
para o Estudo do Figado (EASL), pela Associagdo Asia-Pacifico para o
Estudo do Figado (APASL) e pela Associacdo Americana para o Estudo de
Doencas do Figado (AASLD), das varias ferramentas para o diagndéstico de
CHC, atualmente disponiveis, o estudo imagiolégico desempenha um papel
vital na definicdo de doenca hepatocarcinogénica e na caracterizagcdo do
tumor. Sabe-se que hepatocarcinogénese € um processo de varias etapas.
Os dois eventos principais relacionados ao processo de desenvolvimento do
tumor sao: alteracdes morfofuncionais progressivas e mudangas sequenciais
do suprimento sanguineo intranodular, caracterizadas pela diminuicdo da
oferta de sangue portal e pelo aumento do nimero de artérias anémalas.
Estas modificacbes podem ser detectadas e caracterizadas por meio da
USG, da Tomografia Computadorizada sem contraste (TC) e da
Ressonancia Nuclear Magnética sem contraste (RNM), assim como o uso do
contraste, nessas técnicas, auxilia na caracterizacdo das alteracoes

funcionais apresentadas pelo CHC (YOU et al., 2015).

As lesdes nodulares hepaticas observadas a partir de uma analise
ultrassonogréfica, podem apesentar-se de forma hipo ou hiperecoica, porém
essas apresentacdes sao inespecificas, no que tange o diagnéstico de CHC.
Suspeita-se de carcinoma hepatocelular na presenca de lesdo focal > 1 cm,
em figado cirrético. A USG abdominal identifica tumores de até 1lcm de
diametro, assim como avalia a permeabilidade de estruturas vasculares e a
existéncia de adenopatias no hilo hepatico. A USG oferece também muitos
sinais que aumentam a suspeita de transformacdo maligna no figado, como
a presenca de trombose venosa intra-hepatica, massa proeminente a partir
da superficie de Glisson ou ducto biliar intra-hepatico dilatado (ATTWA,
2015).
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Atualmente, a tomografia computadorizada por perfusdo multifasica € a
técnica de escolha para o diagnéstico de CHC com um excelente desempenho na
deteccdo precoce de lesdes focais hepaticas. E composto por quatro fases
subsequentes: fase pré-contraste, fase arterial hepatica, fase portal e, por fim, a fase
tardia. Do ponto de vista anatdbmico, a artéria hepatica fornece o principal fluxo
sanguineo para os tecidos tumorais, devido a sua aparéncia hipervascular durante
toda a fase arterial. Por outro lado, durante toda a fase tardia devido ao washout
precoce do contraste as nodulagdes caracterizadas como CHC’s aparecem
hipodensas, observando-se, assim, que as imagens na fase tardia podem ajudar a
confirmar o diagndstico de CHC em 14% dos pacientes (ATTWA, 2015).

1.5. VARIACOES GENETICAS ASSOCIADAS COM DIFERENCAS NO
CURSO CLINICO DE HEPATITE C

Sao conhecidos fatores de risco associados com a evolucao desfavoravel da
hepatite cronica C como a idade avancada no momento da infeccdo, doencas
hepaticas coexistentes, sexo masculino, abuso de alcool, obesidade, diabetes e
esteatose, entre outros (POYNARD, T. BEDOSSA, P., OPOLON, P. et al., 1997;
ADINOLFI et al., 2001). No entanto, mesmo levando em conta todos esses fatores
de evolucdo da doenca, a taxa de progressao para fibrose avancada € altamente
variavel entre os individuos, sugerindo, assim, que fatores genéticos atribuidos a
cada individuo podem desempenhar um papel importante na progressao da fibrose e
evolucdo desfavoravel como cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (POWELL
et al., 2000; TREPO et al., 2011).

Entre os possiveis genes candidatos, a literatura tem investigado o papel de
polimorfismos nos genes TYMS (Thymidylate Synthetase), NFKB1 (Nuclear Factor of
Kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 ou NF-kappa-Bl), UCP2
(Mitochondrial uncoupling proteins 2) e SGSM3 (Small G protein signaling modulator

3) que colaboram para que ocorram diferengcas no curso da infeccéo pelo VHC.



Variagdes genéticas nesses genes tém sido associadas ao risco de cancer
hepatocelular e progresséo de fibrose em pacientes com hepatites cronicas
(SAITO et al., 2004; YUAN et al., 2007; HE Y et al., 2009; BENHAMOUCHE
S, etal., 2010; AYYASAMY V. et al., 2011; STUDACH et al., 2012).

1.5.1. GENE TYMS

O gene TYMS, esta localizado no braco curto do cromossomo 18, na
regido 18p11.32. Este gene é formado por sete éxons (KANEDA et al.,
1990). A enzima timidilato sintase (TS) € relacionada ao ciclo do folato, um
componente muito importante encontrado na alimentacdo a partir da
ingestao de acido félico, sua forma mais estavel. O folato possui relacdo com
vias e processos bioquimicos essenciais para a vida, atuando como um
cofator para enzimas envolvidas na biossintese de purinas e pirimidinas,
timidilato e reacbes de metilacdo (BALUZ et al., 2002). Assim, durante o
ciclo do folato, nucleotideos podem ser incorporados para a sintese e o

reparo de DNA.

Estudos experimentais tém demonstrado que as dietas deficientes
em grupos metilo (metionina, acido félico, colina) podem induzir carcinoma
hepatocelular em roedores (MIKOL et al., 1983; NAKAE et al., 1992), além
de induzir quebras na estrutura do DNA no gene p53 em hepatdcitos
(POGRIBNY et al., 1995), juntamente com o0 aumento de uracila no DNA. A
timidilato € um nucledtido que limita a velocidade necessaria para a sintese
de DNA e reparacdo. Assim, um conjunto suficiente de timidilato é essencial
para minimizar a incorporacdo errada de wuracil no DNA, ruptura
cromossOmica, e inducao de sitio fragil, levando a susceptibilidade reduzida
a HCC (HORI et al., 1985). O gene TYMS produz uma enzima TS, que
catalisa a conversdo de desoxiuridinamonofosfato (dUMP) para

desoxitimidinamonofosfato (dTMP).
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Até o momento ndo existe estudos que definam a relacdo desta enzima com
processos inflamatorios, fibrose e cirrose hepéticas. Contudo, com a realizacédo de
varias pesquisas, pode-se afirmar que a enzima TS é a Unica fonte de timidilato
intracelular para a sintese de DNA e que a inibicdo da TYMS, que esta envolvida na
sintese de pirimidina, interrompe a sintese de DNA e retarda a replicacdo das

células cancerosas, incluindo carcinoma hepatocelular (KAWAKAMI et al., 1999).

A expressdo de TS é parcialmente controlada por um polimorfismo. Uma
sequéncia de repeticdo em tandem (TSER) de 28pb da regido nédo traduzida do
gene TYMS é polimérfica e pode ser responsavel pela expresséo diferencial da
enzima. O VNTR esta localizado na 5UTR da regiao promotora do gene TYMS
(TSER), resultando em alelos com dois (TSER*2) até nove (TSER*9) cépias de uma
sequéncia repetida de 28pb (HORIE et al., 1995). Repeticdes duplas (TSER*2) e
tripla (TSER*3) séo as variagfes polimdrficas mais comuns (MARSH et al., 1999). In
vitro, em comparagdo com a TSER*2, o TSER*3 foi associado com expressdo
maiores da actividade da enzima TS (KAWAKAMI et al., 1999).

Mais recentemente, um segundo polimorfismo no gene TYMS, uma
insercao/delecdo (INDEL) de 6 pares de base (pb), rs16430, no nucleétido 1494 na
regido nao traduzida 3'UTR do gene (TYMS3'UTR) foi identificada (ULRICH et al.,
2000). As consequéncias funcionais do presente polimorfismo n&o s&o conhecidas,
embora se pense que afeta a expressdo e a estabilidade do mRNA do TYMS
(ULRICH et al., 2000; MANDOLA et al., 2004). A delecdo de 6 pb parece estar em
desequilibrio de ligacdo com o alelo TSER*3 (ULRICH et al.,, 2000). Esse
polimorfismo foi relacionado a susceptibilidade de varios tipos de céancer, incluindo
de mama (GUAN et al., 2013) e géastrico (SHEN et al., 2014).



1.5.2. GENE NFKB1

O gene NFKB1 (nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells 1 ou NF-kappa-B1) esta localizado no braco longo do
cromossomo 4, na regiao 4924 e codifica um regulador de transcricéo (p50),
fazendo parte da familia NF-kB. Fator Nuclear (NF) -kB € um importante
fator de transcricdo para manter a funcdo normal do sistema imunolégico; a
ativacdo inadequada NF-kB pode mediar a inflamacédo e tumorigénese
(WANG S et al.,, 2010; ABDALLAH et al., 2003). Em uma condi¢cdo né&o
estimulada, NF-kB é sequestrado no citoplasma e inibe a ativacdo da
transcricdo, ligando-se a inibidores de NF-kB (IkB). Uma vez que as
proteinas IkB sdo fosforilada e degradadas, NF-kB €& posteriormente
libertada e posterior translocada para o nucleo, onde a transcricdo de genes
é iniciada (GILMORE, 2003).

A ativacdo de NF-kB é raramente observada em células normais,
exceto para a proliferacdo de células T, células B, timdécitos, mondcitos e
astrocitos, ao mesmo tempo que € constitutivamente ativo na maioria das
células tumorais (AGGARWAL, 2004; PACIFICO & LEONARDI, 2006). Em
CHC, a expressdo hepética do NF-kB também é constitutivamente ativada
em amostras de tecido de HCC em comparacdo com os tecidos
circundantes do figado (QIAO et al., 2006; YOKOO et al., 2011).

Polimorfismos funcionais no gene NFKB1 estdo associados a
diminuicdo dos niveis de transcricdo. Um polimorfismo funcional importante
€ uma delecdo de 4 pb, na posicdo -94 do inicio da transcricdo do gene
(rs28362491) que ja foi associada ao maior risco de adquirir doencas
inflamatdrias (LOPEZMEJIAS et al., 2012; STEGGER et al.,, 2013) que
incluem a endometriose grave e a infertilidade idiopatica (BIANCO et al.,
2012; ARISAWA et al.,, 2013); e a doenca pulmonar obstrutiva crénica
(HUANG et al., 2013). Além disso, esse polimorfismo também vem sendo
associado positivamente a alguns tipos de cancer, incluindo cancer gastrico
(ARISAWA et al., 2013), cancer colorretal esporadico (MOHD SUZAIRI et al.,
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2013) cancer ovariano (FAN Y et al., 2011) carcinoma renal (CAI H et al., 2013).

Sabe-se que mediadores inflamatorios atuam no microambiente tumoral,
assim como também atuam os fatores de transcricdo como o NF-KB na regulacéo
deste microambiente (GRIVENNIKOV, GRETEN, 2010; KARIN, 2009).

Diferente do gene TYMS, o gene NFKB tem sua relacdo com processo
inflamatério e com fibrose hepética fundamentada por véarios estudos os quais
relatam que a inflamag¢do ndo estaria associada com doenca cronica do figado,
embora promova a progressdo da doenca. A atividade de NFKB tem funcbes
celulares diferentes que interferem na sobrevivéncia de hepatécitos e células de
Kupffer em inflamacéo. Esta funcionalidade leva a conclusdo de que NFKB tem
grande importancia na regulagéo de aspectos centrais de hepatopatias cronicas bem
COmMo nas respostas para cicatrizacao de feridas podendo-se chegar a resolucéo da
doenca ou a fibrose do 6rgéo e a HCC (KOSTERS, KARPEN, 2010; OKUDA, 2000).

No trabalho desenvolvido por Cheng CW et al., (2013) o alelo insercéo de 94
pb do gene NFKB1 foi associado a um maior risco de desenvolver CHC em

pacientes tailandeses.

1.5.3. GENE UCP2

O Gene UCP 2 (Mitochondrial uncoupling proteins 2) tem sua localizagéao
citogenética em 11g13.4. Contem 8 exons e abrange 8 Kb. Ressalta-se que o0s
exons 1 e 2 nao sao traduzidos. Suas principais atividades envolvem suas
propriedades que agem em quadros de diabetes e obesidade, com a possibilidade
da existéncia de polimorfismos que contribuem para a obesidade através do efeito
sobre o metabolismo de energia. Tem importante efeito sobre o potencial de
membrana mitocondrial expresso em levedura e, quando comparado com UCP 1,
tem maior expressdo em tecidos humanos adultos como os que s&o ricos em
macrofagos (FLEURY et al., 1997; WALDER et al., 1998; PECQUEUR et al., 1999).



Considerando-se que a cirrose € uma doencga cronica do figado que
tem como caracteristica a fibrose e a formagéo de nédulos que blogueiam a
circulacdo sanguinea e que tem como causas infeccbes ou inflamacgéo
cronica hepatica; valida e importante é a relagdo ente o gene UCP2 com a
cirrose hepatica, visto que estudos ja demonstraram que sendo a expressao
de UCP 2 acentuada em orgaos como baco, pulméo e macréfagos isolados,
0 mesmo teria um papel importante na imunidade ou na capacidade de
resposta inflamatoéria. Além do que UCP (familia de desacoplamento) tem
como func&o modular por subtracdo ROS (espécies reativas de oxigénio que
€ subproduto natural do metabolismo normal de oxigénio); que esta
envolvido na regulagdo da sobrevivéncia das células, fato que o relaciona
com a progressao de cancer, em especial no carcinoma hepatocelular, pois
UCP2 tem sobre regulagdo em varias linhas celulares desse tipo de cancer
(LEE IK et al., 2004).

1.5.4. GENE SGSM3

Este gene tem localizacdo citogenética em 22gl13.1. A andlise
estrutural do gene SGSM3 (Small G protein signaling modulator 3) revela 22
exons (YANG et al., 2007).

SGSM3 também é conhecida como proteina Merlin-associado e
pertence a uma familia de proteinas constituida por 3 membros estando
associada e podendo regular pequenas proteinas G (GPCRs) através de
receptores acoplados na mesma controlando suas fungbes celulares.
Proteinas Gs intermediam a transmissdo do sinal entre o0s receptores
acoplados as proteinas Gs e efetores multiplos, tais como enzimas e canais
ibnicos (FARFEL, BOURNE, LIRI, 1999; YANG et al., 2007). A cooperacéo
entre Merlin e RUTB3 (Anticorpo Policlonal por Western Blot) proporciona a

melhora para a supresséo do crescimento celular (LEE IK et al., 2004).
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A analise de polimorfismos no gene em estudo direciona a questionamentos
referentes ao aspecto oncoldgico, visto que ha polimorfismo relacionado com a
reducao do risco de HCC assim como com o aumento do risco para HCC. Logo, ha a
hiptese de que fatores genéticos regulam a expressdo de SGSM3, podendo
colaborar para a suscetibilidade individual para HCC (CIPOLLIN, LANDI,
GEMIGNANI, 2014).

1.6. CONTROLE GENOMICO DE ANCESTRALIDADE

O controle gendmico é particularmente importante nas amostras que serao
investigadas, pois foi estimado na populacdo do Norte brasileiro um elevado grau de
subestruturamento populacional que justifica a utilizacdo deste controle em estudos
de associacdo com doencas. Desta maneira, € importante empregar tecnologias
capazes de realizar um controle gendmico entre casos e controles. Quantificando
individualmente a proporcdo de mistura entre as populacdes ancestrais para logo
corrigir o provavel efeito do subestruturamento populacional na amostra investigada
(SANTOS et al., 2010).

Uma ferramenta importante que pode ser empregada nestas analises sdo 0s
Marcadores Informativos de Ancestralidade (MIAs), também chamados de

“marcadores populagéo-especificos” (PARRA et al., 2003).

Para atingir o objetivo proposto o presente trabalho utilizara um painel de 48
Marcadores Informativos de Ancestralidade (MIAS), capazes de estimar com
precisdo a mistura individual e global interétnica em populagdes miscigenadas com
diferentes grupos étnicos (SANTOS et al., 2010).



1.7. APLICABILIDADE DO ESTUDO NA PRATICA CLINICA

O virus da hepatite C (VHC) é um importante agente patogénico
humano que causa as doencas agudas e cronicas do figado em todo o
mundo. A maioria dos pacientes com infeccdo VHC ndo elimina o virus e
desenvolve hepatite crénica com um risco de progressdo para cirrose ou
carcinoma hepatocelular. Os fatores genéticos atribuidos a cada individuo
pode desempenhar um papel importante na infeccdo pelo VHC e as

respostas imunitarias subsequentes (MAASOUMY et al., 2012).

Dessa forma, a investigacdo de polimorfismos nos genes NFKB1
(rs28362491), TYMS (rs16430), UCP2 e SGSM3 (rs56228771) que sao,
respectivamente, relacionados com a resposta imune e processo
inflamatério e com a estabilidade gendmica e morte celular; poderia
proporcionar melhor entendimento quanto ao envolvimento destes genes no
processo de evolugdo da hepatopatia cronica com consequente alcance do
quadro de cirrose hepatica (F4). Deste modo, ha a possibilidade de se
identificar grupos de pacientes com maior risco de evolucdo clinica

desfavoravel da doenca hepética.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o papel de polimorfismos funcionais nos genes NFKB1
(rs28362491), TYMS (rs16430), UCP2 e SGSM3 (rs56228771) com a evolucao
desfavoravel de pacientes com hepatite C crénica em uma populagdo da regiao

norte do Brasil.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar e comparar a frequéncia de polimorfismos nos genes NFKB1
(rs28362491), TYMS (rs16430), UCP2 E SGSM3 (rs56228771) entre pacientes com
hepatite C crénica sem cirrose e sem carcinoma hepatocelular e pacientes com

cirrose hepatica.

2. Determinar os polimorfismos nos genes NFKB1 (rs28362491), TYMS
(rs16430), UCP2 e SGSMS3 (rs56228771), associando-os com o perfil clinico e

epidemioldgico dos pacientes com hepatite C crbnica.

3. Aplicar um conjunto Multiplex de 48 Marcadores Informativos de
Ancestralidade (MIAs) do tipo INDEL (Insercdo/Delecéo) para realizar o controle

gendmico de ancestralidade na amostra estudada.



3. MATERIAL E METODOS

2.3. TIPO E POPULACAO DE ESTUDO

Trata-se de estudo transversal, observacional e descritivo. A
pesquisa foi realizada na cidade de Belém, Para, em pacientes atendidos
consecutivamente, e regularmente matriculados no Programa de
Hepatopatias Cronicas, Grupo do Figado da Santa Casa de Misericordia do
Pard (Grupo do Figado-FSCMPA), e no Hospital Universitario Jodo de
Barros Barreto (HUJBB), no periodo de agosto de 2014 a janeiro de 2015,
subdivididos em subgrupos:

» Pacientes com hepatite C cronica, sem cirrose hepatica e sem

carcinoma hepatocelular (n= 19).

+ Pacientes com cirrose hepatica por VHC (n= 56).

2.3.1. DEFINICAO DE CASO

Foram considerados pacientes com infec¢cdo cronica pelo VHC,
agueles que apresentaram anti-VHC reagente e VHC-RNA por PCR
detectavel por mais de seis meses desde a deteccdo da infeccdo. Dentro
dos parametros de apresentacdo clinica e de outros exames

complementares, os pacientes foram definidos como:

- Hepatite crbnica: além dos critérios acima, sintomatico ou nao,

com ou sem diagnaostico histopatolégico de hepatite crénica;
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- Cirrose: aqueles com os critérios supracitados e com exames
complementares (laboratoriais, endoscopicos e ou ultrasonograficos) sugestivos de
cirrose, na presenca ou ndao de sinais e sintomas de insuficiéncia hepatica e/ou

hipertenséo porta, e/ou exame histopatolégico de cirrose;

- Carcinoma hepatocelular (CHC): pacientes que apresentaram sinais e
sintomas sugestivos com diagndstico por 2 exames de imagem (USA, TC ou RNM)
ou 1 exame de imagem sugestivo de CHC e alfafetoproteina = 400ng/ml ou com

elevacOes progressivas acima dos valores superiores da normalidade.

2.3.2. CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes de ambos os sexos, idade superior a 18 anos, que atendam a

definicdo de infeccéo crbnica pelo VHC.

2.3.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes portadores de outras doencas hepaticas crénicas genéticas e
metabdlicas (deficiéncia de a -1l-antitripsina, hemocromatose, doenca de Wilson,
doenca de Gaucher, mucoviscidose); autoimunes (cirrose biliar primaria, hepatite
autoimune, colangite  esclerosante  primaria); hepatopatias toxicas e

medicamentosas; pacientes coinfectados com HIV e gravidas.



2.3.4. COLETA DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS
LABORATORIAIS

Foram coletados e avaliados dados epidemioldgicos, clinicos e
laboratoriais por meio de protocolos adaptados do International Liver Cancer

Study, que foram aplicados no momento da consulta.

2.4. TESTES IMUNOLOGICOS E MOLECULARES

Os testes soroldgicos e moleculares qualitativos e a genotipagem do
VHC foram realizados no Laboratério de Sorologia e de Biologia Molecular

da Secao de Hepatologia do Instituto Evandro Chagas.

2.5. BIOPSIA HEPATICA E COLETA DE SANGUE

Os pacientes que no momento da investigagdo ndo apresentavam o
diagndstico histopatolégico foram submetidos a bidpsia hepética, com as
devidas indicacbes. Os pacientes que consentiram foram submetidos a

coleta de 10 ml de sangue periférico no momento da consulta de rotina.
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2.6. ASPECTOS ETICOS

Todos os pacientes foram informados acerca do desenvolvimento, dos
objetivos e da relevancia da pesquisa, e foram incluidos no projeto apds assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), redigido segundo normas
da Resolugéo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUJBB (CAAE: 30499714.9.0000.0017/n° do
parecer: 637.230).

2.7. EXTRACAO DE DNA

A extracdo do DNA realizada a partir de 200uL de sangue periférico pelo kit
comercial de DNA BIOPUR KIT EXTRACAO MINI SPIN PLUS (Biopur®, Reinach,
Suica). A concentracdo do DNA foi estimada, empregando o espectrofotbmetro
NanoDropTM ND-1000 (Thermo Scientific). Posteriormente, o DNA foi armazenado
no freezer -80°C no Laboratério de Biologia Molecular do Nucleo de Pesquisas em
Oncologia da UFPA.

2.8. GENOTIPAGEM DOS MARCADORES INFORMATIVOS DE
ANCESTRALIDADE

As analises de ancestralidade foram realizadas conforme descrito por
Santos et al., 2010 utilizando 48 marcadores informativos de ancestralidade (AIMs).
Trés reacdes de PCR multiplex com 16 marcadores de cada um foram realizadas, e

os produtos de amplificacdo de PCR foram analisados por electroforese utilizando o



sequenciador ABI Prism 3130 e software v.3.2 GeneMapper ID. As
propor¢cdes de ancestralidade individuais de Europeu, Africano e amerindio,
foram estimadas usando software ESTRUCTURE v.2.3.3, assumindo trés

populacdes parentais (Europeu, Africano e Amerindios).

2.9. GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

A amplificacdo dos polimorfismos foi realizada em um termociclador
ABI Verity (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O sistema de
genotipagem por PCR utilizou o kit QIAGEN Multiplex PCR (QIAGEN,
Germany): 5.0 yL de QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, 1.0 yL de Q-
solution, 1.0 yL de Mix dos primers, 2.0 yL de agua, e 1.0 yL de DNA. As
amostras foram incubadas a 95°C por 15, seguindo de 35 ciclos de 94°C por
45", 60°C por 90" e 72°C por 1', com a extensao final de 70°C por 30'. Para
analise de eletroforese capilar (analise de fragmento), 1.0 uL do produto da
PCR foi adicionado a 8.5 uL de formamida deionizada HI-DI (Applied
Biosystems, Foster City, CA) e 0.5 yL de GeneScan 500 LIZ tamanho
padrao (Applied Biosystems, CA, USA). Os fragmentos de DNA foram
separados utilizando-se o analisador genético ABlI PRISM 3130 (Applied
Biosystems, CA, USA) e analisados com o programa GeneMapper ID v.3.2
(Applied Biosystems, CA, USA).
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2.10. ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas empregando o Programa
Estatistico SPSS v.20.0 (SPSS, Chicago, IL. EUA). Comparacdes de grupos para as
variaveis categoricas foram testadas dois a dois pelo teste Qui-quadrado de
Pearson, enquanto que o teste t de Student foi utilizado para a andlise de variaveis
continuas. Para a comparacdo do indice de ancestralidade entre as amostras foi
utilizado o teste de Mann-Whitney. Odds ratio (OR) e intervalos de confianca
(IC=95%) também foram calculados. Todos os testes estatisticos foram baseados

em uma probabilidade bicaudal e um p valor <0,05 foi considerado significante.



3. RESULTADOS

Dos 75 pacientes com hepatite C incluidos no estudo, 19 (25, 3%)
apresentavam cirrose hepatica. A tabela 5 mostra as caracteristicas
demograficas e clinicas dos pacientes com hepatite C, com e sem cirrose. A
média de idade (+ desvio padrdo) no grupo com cirrose foi 61,722 £ 7, 797 e
no grupo sem cirrose foi 56,490 = 11, 152. O sexo masculino foi
predominante nos dois grupos, com e sem cirrose, n=13 e n=36,
respectivamente. Tabagismo e etilismo foram mais frequentes no grupo sem
cirrose, mas assim como sexo e idade, a diferenga entre os grupos nao foi
estatisticamente significante (p>0,05). Quanto a ancestralidade genética, a
ancestralidade africana evidencia-se por sua significancia estatistica com P
valor = 0,034. A presenca de diabetes ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas demograficas e clinicas nos pacientes com hepatite
crbnica C com e sem cirrose hepdtica.

Com cirrose (n=19)

Caracteristicas Sem cirrose (n=56) No. (%) P valor

No. (%)
Sexo (F/M) 5/13 18/36 0,775
ldade? 61,722+7,797 56,490+11,152 0,070
Tabagismo 13(72,2) 32(58,2) 0,404
Etilismo 16(88,9) 44(80) 0,498
Diabetes 7(58,3) 42(82,3) 0,1175
Ancestralidade genéticaP®

Europeu 0,451+0,273 0,443+0,189 0,418
Amerindio 0,239+0,089 0,276+0,131 0,457
Africano 0,175+0,074 0,258+0,112 0,034
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aValores sdo expressos como média (xDP=desvio padrao). SignificAncia determinada pelo teste t de

Student.
bValores sdo expressos como média. Significancia determinada pelo teste de Mann-Whitney.

No que diz respeito a presenca de sinais e sintomas de doenca
hepética cronica, constatou-se propor¢cdo semelhante para pacientes com e

sem cirrose, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa.



Dos pacientes com cirrose hepética (19), a maioria (14/82,35%) apresentou

encefalopatia hepatica (Tabela 4).

Tabela 4 - Perfil de sinais e sintomas de doenca hepatica crénica apresentados por
pacientes com e sem cirrose, atendidos no HUJBB e Santa Casa, em 2015.

Sintoma Sem Cirrose % (n) Com Cirrose % (n) P valor
Ictericia ’;iﬁ 28;28% ggig; 0,2458
Puido. Gl 21 7o(am) soode 02

Urina escura g?:g 3?228&; 72091,’5491((152)) 0,7458
Sangramento giﬁ 816?:,7291(276)) 81271’3655((132) 0,2429
Hepatomegalia giﬁ 810?,8155(2922) 6381,,7255((151)) 0,4871
Esplenomegalia giﬁ 8145,;3282(279)) 6381,,7255((151)) 0,2681
A B T
Circulacédo Colateral giﬁ 3?3883 938282)) 0,2650
Eritema Palmar giﬁ gggggé) éi;gg; 0,1994
Telangiectasia 2?:: 723822;) ;;;;g; 0,1915

Nota: *Teste Exato de Fisher: p<0,05 - diferengas significativas.

Os principais sinais e sintomas gerais, dos pacientes com e sem cirrose,

estao descritos na tabela 7.



cirrose, atendidos no HUJBB e Santa Casa, em 2015.
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Tabela 5 - Perfil de sinais e sintomas gerais apresentados por pacientes com e sem

Sintomas Sem cirrose % (n) Com cirrose % (n) P valor
Alteracdo do estado geral l;ilg 8145”9019(285)) 720?’5491(352)) 0,2800
Dor abdominal I;i:: g;;ggg; g;gig; 0,5741
Anorexia g?rc: 552‘;’&8 5481,’8128((17(;) 0.2233
Nauseas g?rc: 2218283 5481,’8128((17(;) 0.7718
T . & e
Perda Ponderal I;ig ig;égi; i?gg% 1,0000
Febre gﬁg é?ﬁg 8123 8127,5655((132) 1,0000
Caquexia :frl: 98123 245123) 8181,’216((125)) 04871

Nota: *Teste Exato de Fisher: p<0,05 - diferenc¢as significativas.

A distribuicdo alélica e genotipica dos polimorfismos no gene TYMS,
NFKB1, SGSM3 e UCP2 entre o grupo com e sem cirrose hepatica é
apresentado na (Tabela 8). As analises foram realizadas por regressao
logistica multivariada (ajustado para ancestralidade africana). Nao foi
encontrado diferenca estatisticamente significante na distribuicdo dos
gendtipos homozigotos para a dele¢do dos polimorfismos dos genes TYMS
e NFKB1 entre os grupos com e sem cirrose hepatica (p>0, 05). Para o
polimorfismo do gene UCP2 o gendtipo del/del foi associado com uma
significativa diminuicdo do risco de desenvolver cirrose hepatica (P=0, 05;
OR=0, 0003; 1C95%=0-1,90). O gendtipo del/del do polimorfismo do gene
SGSM3 foi associado a um risco significativo de desenvolver cirrose
hepatica. Pacientes que apresentaram esse genotipo tiveram um riso sete
vezes maior de desenvolver cirrose hepéatica em relacdo aos que
apresentaram outros genaétipos (P=0, 024; OR=7, 106; IC95%= 1, 295-39,
007).
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Tabela 6 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas do NFKB1, TYMS, CGMO03,
UCP2 entre pacientes com e sem cirrose, atendidos no HUJBB e Santa Casa, em

2015.

L Com cirrose Sem cirrose P oma
Caracteristicas NO. (%) No. (%) valor? OR(1C95%)
TYMS rs16430 19 56

Ins/Ins 8(42,1) 23(41,1) 1
Ins/Del 9(47,4) 22(39,3) 1
Del/Del vs. outros:
Del/Del 2(10,5) 11(19,6) 0,565 1,793(0,245-13,085)
Alelo Ins 0,658 0,607
Alelo Del 0,342 0,393
NFKB1
($28362491 18 56
Ins/Ins 4(22) 18(32,1) 1
Ins/Del 7(38,9) 23(41,1) 1
Del/Del vs. outros:
Del/Del 7(38,9) 15(26,8) 0,809 0,819(0,163-4,125)
Alelo Ins 0,417 0,527
Alelo Del 0,583 0,473
UcpP2 19 56
Ins/Ins 3(15,8) 6(10,7) 1
Ins/Del 2(10,5) 24(42,9) 1
Del/Del vs. outros:
Del/Del 14(73,7) 26(46,4) 0,05 0,0003(0-1,190)
Alelo Ins 0,210 0,321
Alelo Del 0,790 0,679
SGSM3
(s56228771 19 56
Ins/Ins 4(21,1) 19(33,9) 1
Ins/Del 3(15,8) 27(48,2) 1
Del/Del vs. outros:
Del/Del 12(63,2) 19(33,9) 0,024 7.106(1,295-39,007)
Alelo Ins 0,289 0,420
Alelo Del 0,711 0,580

aRegressao logistica ajustada para ancestralidade africana.

Devido a composicao triétnica da populagéo investigada, foi realizada uma

estimativa de ancestralidade genética individual para investigar a estratificacdo da

populacdo. A proporcdo de ancestralidade no grupo com cirrose foi de 45% de

ancestralidade européia, 23% de amerindio e 17% africana. No grupo sem cirrose foi

44% européia, 27% amerindio e 25% africana (Figura 5). A proporcdo de

ancestralidade africana foi mais frequente no grupo sem cirrose, com diferenca

estatisticamente diferente entre os grupos (p=0, 034).



Figura 5 - Representacdo de mistura interétnica individual.
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Os pacientes com cirrose sao representados por pontos em verde e 0s sem
cirrose por pontos em violeta, suas localizagdes no grafico correspondem as proporcgdes de
mistura interétnica. A mistura € estimada por compara¢cdo com popula¢cdes-maes de
individuos representados nos vértices do tridngulo: Europeia (EUR), amerindia (AMER) e
Africana (AFRIC).

Foi explorada a diferenga da ancestralidade africana entre os
grupos, com e sem cirrose hepatica. Usando incrementos de 10% na
ancestralidade africana, foi comparada a distribuicdo categoérica dessa
ancestralidade entre os grupos (Tabela 7), e encontramos diferentes
distribuicGes dessa ancestralidade (p=0, 025).
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Tabela 7 - Distribuicdo categorica de ancestralidade africana em pacientes com
hepatite C, com e sem cirrose hepatica.

Ancestralidade africana (%) Cirrose No. (%) Sem cirrose No. (%)

0-10] 2(20) 3(7,7)
10-20] 4(40) 10 (25,6)
20-30] 4(40) 10(25,6)
30-40] 0 13(33,3)
40-50] 0 3(7,7)
p-Valor 0,025

Para determinar a influéncia da ancestralidade africana na progressédo da cirrose hepatica, foi
realizada uma regresséo logistica univariada (Tabela 10). De acordo com o modelo adotado, a cada
aumento de 10% na ancestralidade africana confere uma reducdo de 0, 571 de chances de
desenvolver cirrose hepatica, conferindo portanto, um efeito de protecdo na progressado da cirrose
hepatica entre os individuos com hepatite C (P=0,0417; OR=0,429; 1C(95%)=0,170-0,898).

Tabela 8 - Odds ratio e intervalos de confianca para a ancestralidade africana.

Com cirrose Sem cirrose P
Ancestralidade OR 95% ClI
media media valor
0,170-
Africana 0,1749+0,074 0,258+0,112 0,429 0,0417
0,898

Odds ratio (OR) e intervalos de confianga 95% (IC) no modelo de regressédo logistica
univariada, assumindo o incremento de 10% da ancestralidade africana entre os grupos.



4. DISCUSSAO

Conforme ja mencionado, o0 risco de desenvolver o CHC ¢é
diretamente proporcional & quantidade de alcool consumido, o que p6de ser
evidenciado por um estudo japonés o qual avaliou que o consumo de alcool
maior que 600 litros durante toda a vida proporciona um aumento de 5 vezes
ao risco de CHC comparando-se com néo bebedores ou com aqueles que
consumiram menos de 600 litros de alcool (GOMES, 2013).

Segundo estudos ja realizados, o sexo feminino teria maior
incidéncia de doencas hepaticas mediadas por toxina em situa¢cdes como o
uso de alcool e de drogas, chegando ao quadro de hepatopatia aguda
(BECKER, DEIS, SORENSEN, et al., 1996). Contudo, a cirrose alcoodlica tem
a frequéncia reduzida em mulheres, conforme um estudo de base
populacional na Dinamarca (JEPSEN, et al., 2012). A reacdo do organismo
ao processo infeccioso pode ser influenciada pelos esteroides sexuais 0s
quais alteram o sistema imunolégico em muitos niveis, regulando expresséao
génica e alterando a acdo de antigenos (WHITACRE, 2001; DONALDSON,
2004). Quanto aos tumores hepaticos, existe diferenca de género na
ocorréncia de tumores malignos e benignos, sendo 0s primeiros mais
comuns em mulheres e os malignos mais comuns em homens (WHITACRE,
2001; MANNS, 2010).

Em um estudo realizado na Irlanda, um grupo de mulheres
infectadas pelo VHC manifestaram a infeccéo hepatica ap6s 20 anos em um
percentual de 41% e o interessante é que de 363 mulheres, 180 tiveram
evidéncias em sua biopsia de fibrose, contudo, somente 2% (7) tinham
cirrose provavel ou definitiva e somente 2 das 7 informaram consumo
excessivo de alcool (LEVINE, 2006). Ha estudos que revelam melhor
resposta a terapia especifica ao VHC em mulheres em comparacdo com 0s
homens e revelam a menopausa como elemento responséavel pela subtracéo
da resposta a terapia (MCHUTCHISON, 2009; CONJEEVARAM, 2006;
VILLA, VUKOTIC, CAMMA, et al., 2012).
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Uma andlise realizada em 2005 pelo National Center for Health Statistics,
identificou que o numero de o6bitos de homens acometidos por doenca hepética
cronica e cirrose seria duas vezes maior do que em mulheres. Porém, as mulheres
teriam maior percentual de transplante de figado, tendo maior possibilidade de morte
na lista de espera quando presente a doenca em estado terminal (ROGERS, et al.,
2010; BURRA, et al., 2013; MOYLAN, et al., 2008).

A relacdo do tabagismo com a infeccdo por VHC consiste na evolugcéo do
processo inflamatério causado pelo virus, visto que o uso de tabaco favorece a
insuficiéncia imunolégica pelo aumento da apoptose de linfécitos, o que
desfavorece, inclusive, o sucesso do tratamento com interferon. Sabe-se, ainda, que
a fibrogénese pode estar relacionada com a propria fumaca do cigarro por possuir
substancias hepatotéxicas causando dano hepatocelular (SMYK et al., 2012;
ALTAMIRANO, BATTALER, 2010).

A presenca de comorbidades € algo que sempre deve ser considerado ao se
analisar a evolucéo clinica da hepatite C crénica, em especial em pacientes que

apresentam como agravante a cirrose.

Lida, et al., (2005) caracteriza a cirrose como uma substituicdo difusa da
estrutura hepética normal por nédulos de estrutura anormal circundados por fibrose,
definindo-a como o estadio final comum de uma série de processos patoldgicos do
figado que apresenta diversas causas, como o etilismo, as hepatites cronicas virais
e autoimunes assim como causas de ordem metabodlica, vascular ou biliar;
morbidade que tem sido responsabilizada por 39.889 internacgdes hospitalares em
1997, com um gasto total de R$11.562.892,57.

Um estudo realizado no intervalo dos anos de 2000 a 2010 no estado do
Espirito Santo (Brasil), revela e intensifica a importancia de se analisar a evolucéo
clinica dos pacientes que apresentam hepatite C com e sem cirrose; visto que o
namero médio anual de anos potenciais de vida perdidos por morte por cirrose
hepatica foi 260,1an0s/100.000 para os homens e 79,4 anos/100.000 para as
mulheres (5.946 e 1.739 anos potenciais de vida perdidos por ano, respectivamente

para homens e mulheres, no periodo de estudo) de modo que o alcoolismo e a



hepatite viral foram os principais fatores associados em 81,5% (IC 95%:
79,7-83,4) e 157% (IC 95%: 17,4-14,0) dos casos, respectivamente
(GONCALVES et al., 2014).

A evolucao clinica da cirrose caracteriza-se por ser assintomatica,
podendo apresentar sintomas inespecificos como anorexia, perda de peso,
fraqueza, osteoporose e outros, podendo ter uma fase avancada o que
dificulta o diagndstico precoce. As ocorréncias de Obitos sdo geralmente
consequentes da insuficiéncia hepatocelular, complicacbes decorrentes da
hipertensédo portal ou desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (CHC).
Quanto a doenca hepética crénica criptogénica, pode ter uma progressao
para cirrose requerendo uma vigilancia clinica por um periodo indeterminado
uma vez que estudos vem apresentando a prevaléncia de obesidade e
diabetes mellitus tipo 2 na cirrose criptogénica superior se compararmos
com outras etiologias de cirrose (LIDA et al., 2005; FARIA et al., 2012).

Por outro lado, h4 estudos que apresentam uma associacdo entre
hepatite C e diabetes tipo 2 através da possivel acdo do virus C sobre o
metabolismo da glicose desempenhando seu papel fibrosante através da
alta concentracéo de insulina. Ressalta-se que a ocorréncia do diabetes tipo
2 na hepatite C ndo é exclusividade de pacientes cirrGticos, de modo que a
progressao para diabetes mellitus em pacientes com cirrose avancada tem
como causas a resisténcia a insulina e a reduzida captacdo hepatica de
glicose. Sendo a insulina um hormonio regulador da homeostase da glicose,
a mesma sofre influéncia do virus da hepatite C que promove a resisténcia a
insulina por favorecer o aumento da producdo do fator de necrose tumoral
alfa (TNFa) que sobre - expresso leva a um grau de fibrose mais severa
dificultando a resposta ao tratamento (SCHINONI; OLIVEIRA, 2009).

Diante desta analise, importante se fez identificar a relacédo
genotipica de NFKB1, TYMS, UCP2 e SGSM3, ajustado para ancestralidade
africana, a fim de se obter maior entendimento e elementos que subsidiem

uma conclusao mais efetiva quanto ao problema do estudo.
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O gene TYMS (relacionado com a sintese da enzima Timidilato — TS) tem
sua importancia ao relacionar-se com processos bioquimicos indispensaveis a vida
como o ciclo do folato no decorrer do qual o DNA pode ser sintetizado e reparado
por incorporacdo de nucleotideos (KANEDA et al., 1990; BALUZ et al., 2002).

Héa a caréncia de estudos relacionados com a relacdo do gene TYMS com a
evolucdo desfavoravel de hepatopatias, como os processos inflamatérios, fibrose e
cirrose; havendo, contudo, véarios estudos que evidenciam a ampla relagdo do gene
no retardamento da replicacdo de células cancerosas como as do carcinoma
hepatocelular, através da atuacédo do timidilato (nucleotideo) que limita a velocidade
necessaria para a sintese e reparacdo de DNA (HORI et al., 1985; KAWAKAMI et
al., 1999).

Quanto a evolucao desfavoravel de hepatopatias, diferente do gene TYMS, o
gene NFKB1 apresenta um numero consideravel de analises em nossa literatura as

quais apresentam sua atuacao direta nesta ocorréncia.

O gene NFKB1 é um constituinte da familia NF-KB que tem sua ativacao
estimulada por varios fatores o que resulta na resposta inflamatoria, imune e na
cicatrizacdo de feridas e de apuramento de patdgenos através da transcricdo de

centenas de genes com sitios de ligacdo KB (PAHL, 1999).

Considerando-se o carater prejudicial de uma inflamacao crénica, NFKB
apresenta varios niveis de regulacéo para sua atividade, de forma que é libertado de
seu inibidor IKB, podendo em seguida translocar — se para o nucleo iniciando-se a
transcricdo de genes (HOFFMANN, NATOLI, GHOSH, 2006; BASAK et al., 2007).
Estudos tem fundamentado a possibilidade de que a inflamacdo ndo esta somente
relacionada com a cronicidade da doenca hepatica, mas promove também a
progressdo da doenca, com um aumento de 80% dos casos de HCC em pacientes
com cirrose hepatica e fibrose (OKUDA, 2000; KARIN, 2009; MENCIN, KLUWE,
SCHWABE, 2009; KOSTERS, KARPEN, 2010; WASMUTH, TACKE, TRAUTWEIN,
2010). No inicio da ocorréncia de HCC, hd uma ativacdo de NFKB sejam as
etiologias virais ou ndo virais, havendo uma associagcdo com fenétipo transformado
no decorrer da hepatocarcinogénese. Pode-se detectar, ainda, NFKB no figado

infectado com VHC, e uma vez a doenca esteja avancada, ha o aumento dos niveis



de LPS com ativacdo de NFKB no figado (TAI et al., 2000; LIU P et al., 2002;
SHI et al., 2005).

Apesar da grande relevancia dos estudos referentes aos genes
TYMS e NFKB1, os quais enfatizam a relacdo destes genes com 0 processo
evolutivo das hepatopatias; em nosso estudo néo foi encontrado diferenca
estatisticamente significante na distribuicdo dos gendétipos homozigotos para
a delecdo dos polimorfismos destes genes entre 0s grupos com e sem
cirrose hepética (p>0,05). H&4 a possibilidade de que o numero de
participantes analisados na pesquisa (75) tenha influenciado nos resultados
da anélise dos genes TYMS e NFKB1, o que pode direcionar a necessidade

de se desenvolver estudos com o niumero maior de amostras.

Contudo, mesmo com um numero de amostra igual a 75, obteve-se

neste estudo resultados satisfatorios referentes aos genes UCP2 e SGSM3.

O gene UCP2 tem uma intima relagdo com a glutamina visto que
esta ativa a traducdo de UCP2, de modo que a glutamindlise tende a
colaborar com o seu silenciamento, o que interfere na evolucdo clinica de
muitas doencas ja que UCP2 tem atuacdo importante na imunidade, na
capacidade de resposta inflamatoria e na carcinogénese (LEE IK et al.,
2004; CHENG T et al., 2011).

A glutamina € um aminoacido ndo essencial (pode ser sintetizado
pelo organismo), em grande quantidade no tecido muscular e no plasma. E
capaz de agir em muitas funcdes e vias de sinalizacéo celular (CURI et al.,
2005). A principais funcdes da glutamina abrangem a modulagdo da
expressao de genes relacionados com a sintese e degradacao de proteinas,
a proliferacao celular e a ativacao de vias envolvidas com a apoptose celular
(SINGLETON, BECKEY, WISCHMEYE, 2005; ROGERO, TIRAPEGUI,
NEWSHOLME, et al., 2003; GABAI, SHERMAN, 2002). Uma vez estas
proteinas ativadas, sdo capazes de sinalizar contribuindo para o aumento da
capacidade de sobrevivéncia celular quando ha exposicdo a alteracdes na

homeostasia decorrente de exposi¢cdo a agentes estressores como radiacéo
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ultravioleta (UV), calor, agentes infecciosos e espécies reativas de oxigénio (GABAI,
SHERMAN, 2002).

Estudos ja revelaram que UCP2 é sobre-expresso na maioria das células
cancerigenas, tendo funcéo antiapoptotica e exercendo um controle na producéo de
ROS; atuando, ainda no efeito Warburg (promove a proliferacdo celular rdpida e
crescimento do Tumor) (SAMUDIO, 2008; AYYASAMY et al., 2011; DENG et al.,
2012). Considerando-se que USP pode modular ROS, que estd envolvida na
regulacdo da sobrevivéncia celular, estudos supdem que USPs estariam envolvidos
na progressao do cancer, o que vem sendo bastante aceitavel, pois a expressao de
USP2 é sobreregulado em vérias linhas celulares de carcinoma hepatocelular
(HCC). A modulacdo de ROS por UCP2 tem capacidade de alterar as respostas de
p53 (gene supressor de tumor) e colaborar para que células cancerosas sobrevivam.
Pode-se sugerir, portanto, que UCP2 tenha possibilidade de ser observado como um
alvo terapéutico em alguns tipos de cancer, embora no HCC né&o tenha, ainda, um
papel preciso (CARRETERO et al., 1998; VALLE, OLIVER, ROCA, 2010; BAFFY,
DERDAK, ROBSON, 2011).

O gene SGSMS3 tem sua atuacdo regulando pequenas proteinas G (G
protein coupled receptor, GPCR - sdo as primeiras estruturas envolvidas na
transducéo celular), e juntamente com RUTB3 (Anticorpo Policlonal por Western Blot
- chamado de imunomarcacdo de proteinas, detecta proteina especifica de uma
amostra); pode suprimir a progressao do crescimento celular (LEE IK et al., 2004;
YANG, 2007). Com relacdo a este gene, a literatura tem se preocupado em analisar
seus polimorfismos, em especial 0 rs56228771.

Estudos vem sendo realizados considerando a associacdo entre a regido
3'UTR de SGSM3 e um polimorfismo de insercao/delecdo na evolucdo de quadros

clinicos de hepatopatias a carcinoma hepatocelular.

Em um estudo caso controle em uma populacdo chinesa concluiu-se na
analise de regresséo logistica que se comparando o genotipo ins/del e ins/ins com
del/del do polimorfismo rs 56228771, haveria um risco significativamente reduzido de
HCC principalmente no subgrupo HBsAg negativo (antigeno que surge logo apos
acontecer a infeccado por VHC, entre 30 e 40 dias, podendo ser detectavel por em



média 120 dias, estando presente em infeccbes agudas e cronicas).
Concluiu-se, ainda, que em tecidos n&do adjacentes de HCC a expresséo de
SGSM3 seria expressivamente mais elevada (WANG C et al., 2014).

No mesmo estudo, de grande importancia foi a analise da atuacéo
de miRNAs, que correspondem a pequenos RNAs que ndo codificam
extensivamente expressao do gene, mas geralmente inibem a traducao de
MRNA alvo e os niveis de emparelhamento de bases para o mRNA da
3'UTR (PILLAI 2005; PILLAI, BHATTACHARYYA, 2007). Considerando-se
gue amostras de tecidos e de linhagens de células de hepatomas tem maior
expressdo de Mrna de SGSM3; da-se destaque a uma regido dentro do
polimorfismo rs56228771 onde encontra-se um sitio de ligacdo chamado
miR-151, de modo que o miR-151-5p liga-se aos transcritos de mRNa
reprimindo a expressao de SGSM3. A expressao de miR — 151 é relacionada
com o numero de copias de DNA, dai seu potente papel na carcinogénese
(HCC). Ressalta-se que miR-151-5p leva a um significante aumento da
migracdo de células do HCC (LIU AM et al., 2011; DING 2010; Yu et al.,
2012).

A regressdo logistica multivariada com ajuste para ancestralidade
africana revelou que o gendtipo del/del do gene UCP2 apresenta numa
associacdo com uma significativa diminuicao do risco de desenvolver cirrose
hepatica (P= 0,05). Desta forma, inevitavel é a emergéncia do pensamento
convergente com as varias conclusées de estudos relacionados com este
gene, 0s quais 0 apontam como provavel alvo terapéutico, em especial para
as hepatopatias como hepatite C, buscando-se a prevencdo de uma

evolucdo desfavoravel, principalmente tratando-se do gendtipo del/del.

Quanto a analise do gendtipo del/del do polimorfismo do gene
SGSM3 (rs56228771), também obteve-se consonancia com conclusdes de
outros estudos que tiveram este gene como alvo, visto que estudos ja
demonstraram quanto ao antigeno HBsAg que o gendtipo ins/del e ins/ins no
polimorfismo rs56228771, proporcionaria um risco significativamente
reduzido de HCC comparando-se com 0 genotipo del/del. E em nosso

estudo, pbéde-se identificar que o gendtipo del/del no mesmo polimorfismo
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proporciona maior risco em desenvolver cirrose hepatica e considerando-se a cirrose

como causa de CHC, a possibilidade de desenvolver este cancer seria real.

Considerando-se 0s sinais e sintomas da doenca hepatica croénica,
importante destacar a encefalopatia hepatica presente em 82,35% dos pacientes
com cirrose. A encefalopatia foi identificada como a mais comum sindrome clinica
em portadores de doenca hepatica cronica, chegando a atingir de 50% a 70% dos
cirroticos (FERRAZ; FIGUEIREDO, 2004).



5. CONCLUSAO

O sexo, a idade, o tabagismo, o etilismo, os polimorfismos nos genes
TYMS e NFKB1, comorbidades como a diabetes e sintomatologia néo
apresentaram interferéncia na evolucao clinica desfavoravel de pacientes com
hepatite C cronica haja ou néo cirrose. A proporcdo de ancestralidade
africana foi mais frequente no grupo sem cirrose, com diferenca
estatisticamente diferente entre os grupos. A cada aumento de 10% na
ancestralidade africana conferiu uma reducdo de 0, 571 de chances de
desenvolver cirrose hepatica, conferindo, portanto, um efeito de protecdo na
progressdo da cirrose hepatica entre os individuos com hepatite C. O
polimorfismo do gene UCP2 o gendtipo del/del foi associado com uma
significativa diminui¢do do risco de desenvolver cirrose hepatica. O gendtipo
del/del do polimorfismo do gene SGSM3 foi associado a um risco significativo
de desenvolver cirrose hepatica. Com todas as analises apresentadas nesta
obra, a medicina personalizada encontra-se em destaque como elemento
favorecido, sobretudo, por obter informacfes que enriqguecem as bases

metodoldgicas e cientificas necessarias para a sua evolucao.
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