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RESUMO

Manchiero C. Impacto da expressdo do gene PNPLA3 na esteatose hepatica
em pacientes com infecgao pelo virus da hepatite C [dissertacdo]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Introdugdo: O virus da hepatite C (HCV) possui distribuicdo mundial,
ocorrendo em individuos de todas as idades e etnias. Cerca de 80% dos casos
de hepatite C aguda progridem para infecgdo crénica e 10-20% desses casos
desenvolverao complicagdes de doenga hepatica crénica, como cirrose
hepatica, dentro de duas a trés décadas e 1-5% vao desenvolver cancer de
figado. Estudos indicam que o polimorfismo rs738409 do gene PNPLA3 pode
estar relacionado ao desenvolvimento da esteatose hepatica e a progressao da
fibrose. O presente estudo avaliou a associagao entre o polimorfismo rs738409
presente no gene da PNPLAS3 e presenca de esteatose e o grau de fibrose em
pacientes com hepatite C cronica. Métodos: Foram selecionados 314
pacientes com hepatite C crénica atendidos no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Foi realizada a
genotipagem do polimorfismo rs738409 (1149M) do gene PNPLAS3, utilizando a
técnica de reacdo em cadeia da polimerase — analise de tamanho de
fragmentos de restricdo (PCR-RFLP). Resultados: Dos pacientes incluidos no
estudo, 133 (45,9%) apresentaram o gendtipo CC, 63 (21,7%) o gendtipo CG e
94 (32,4%) o gendtipo GG. Idade, infecgao pelo virus da hepatite C gendtipo 3,
moderada ou alta atividade inflamatéria (A2-A3), IMC elevado, nivel elevado de
GGT e presenga do alelo G (GG ou GC) mantiveram-se associados a
esteatose hepatica na analise multivariada. Permaneceram associados a
fiborose avancada: idade, sexo masculino, niveis elevados de AST e GGT,
moderada ou alta atividade inflamatéria (A2-A3) e presenca de esteatose
hepatica (>5%) na analise multivariada. Conclusdes: Observou-se associagcao
entre o polimorfismo rs738409 do gene PNPLA3 e esteatose hepatica nos
pacientes com hepatite C crbnica, mas essa associacdo nao foi encontrada
com fibrose avangada.



Descritores: Hepatite C; Cirrose hepatica; Figado gorduroso; Fibrose;

Polimorfismo de nucleotideo unico; Hepacivirus.



ABSTRACT

Manchiero C. Impact of PNPLA3 gene expression in hepatic steatosis in
patients infected with hepatitis C virus [dissertation]. S&o Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2016.

Introduction: The hepatitis C virus (HCV) has a worldwide distribution,
occurring in individuals of all ages and ethnicities. About 80% of acute hepatitis
C cases progress to chronic infection and 10-20% of these cases will develop
the complications of chronic liver disease such as liver cirrhosis, within 2 to 3
decades, and 1-5% will develop liver cancer. Studies indicate that the rs738409
polymorphism of the PNPLA3 gene may be related to the development of
hepatic steatosis and fibrosis progression. The present study evaluated the
association between the rs738409 polymorphism present in the PNPLA3 gene
and the presence of steatosis and the degree of fibrosis in patients with chronic
hepatitis C. Methods: Three hundred and fourteen patients with chronic
hepatitis C assisted at the Clinical Hospital of the Medical School of the
University of Sdo Paulo were selected. Genotyping for the PNPLA3 rs738409
(1149M) polymorphism was performed by a polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism assay (PCR-RFLP). Results: Of the
patients included in the study, 133 (45.9%) had the CC genotype, 63 (21.7%)
the CG genotype and 94 (32.4%) the GG genotype. The multivariate analysis
showed an association between hepatic steatosis and age, infection with
hepatitis C genotype 3, moderate or high inflammatory activity (A2-A3), high
BMI, high level of GGT and presence of the G allele (GG or GC). Furthermore,
multivariate analysis also showed an association between advanced fibrosis
and male gender, high levels of AST and GGT, moderate or high inflammatory
activity (A2-A3) and the presence of hepatic steatosis (> 5%). Conclusions: It
was observed an association between PNPLA3 rs738409 polymorphism and
hepatic steatosis in patients with chronic hepatitis C but this association was not

found with advanced fibrosis.



Descriptors: Hepatitis C; Liver cirrhosis; Fatty liver; Fibrosis; Polymorphism,

single nucleotide; Hepacivirus.



1 INTRODUGCAO

1.1 Infecgao pelo virus da hepatite C

A hepatite C € um importante problema para a saude publica mundial e
uma das principais causas de doenga hepatica cronica, a qual continua a
desafiar os cientistas (Shepard et al., 2005; Cuevas et al., 2009). Caracterizada
por uma inflamagao do figado causada pelo virus da hepatite C (HCV), pode
evoluir para fibrose, cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (Strauss, 2003;
Shepard et al., 2005; Kawai et al., 2009). A hepatite C € uma das principais
causas de transplante hepatico em paises desenvolvidos (Shepard et al.,

2005).

1.1.1 Agente etioloégico

O virus da hepatite C (HCV) foi identificado por Choo et al. em 1989
como a maior causa de transmissdo de hepatite ndo-A e ndo-B (Choo et al.,
1989).

E um virus envelopado, classificado dentro do género Hepacivirus, da
familia Flaviviridae, com diametro que varia de 55 a 65nm. O genoma viral é
composto por uma fita simples de RNA de polaridade positiva com
aproximadamente 9400 nucleotideos. Nesta sequéncia encontra-se uma regido
que possui uma unica fase aberta de leitura (ORF) que compreende quase

todo o genoma e que codifica uma poliproteina de pouco mais de 3000



aminoacidos e a presenga de regides nao traduzidas (UTR- untranslated
region) nas extremidades 5 e 3’ conhecidas como regides n&do codificantes
(NCR-non coding region) (Pawlotsky, 2004; Penin et al., 2004; Campioto et al.,
2005; Cuevas et al., 2009; Tang e Grisé, 2009).

A regiao 5 NCR é altamente conservada e apresenta importante papel
na traducdo do RNA viral e a regido 3’ NCR na iniciacdo da replicagcdo do
genoma viral. A ORF codifica a poliproteina precursora, que € clivada por
proteases celulares e virais que sado estruturalmente divididas em proteinas
estruturais e ndo estruturais. As proteinas estruturais compreendem as
proteinas p7, o core e as glicoproteinas do envelope viral E1 e E2. Ja as
proteinas nao estruturais sao representadas por NS2, NS3, NS4 e NS5. As
proteinas nao estruturais sdo responsaveis pela replicagao viral (Strauss, 2001;

Penin et al., 2004; Brass et al., 2006; Tang e Grisé, 2009).

1.1.2 Genétipos HCV

Desde a descoberta e clonagem do virus C em 1989, consideravel
diversidade de sequéncia foi encontrada entre individuos diferentes (Simmonds
et al., 1994).

Depois de levantamento por grupos de todo o mundo, essas variagbes
foram designadas como gendtipos e subtipos. Isso permitiu a classificagdo de
seis gendtipos distintos, enumerados de 1 a 6. Esses gendtipos por sua vez
compreendem um numero de subtipos mais estreitamente relacionados. Os

subtipos s&o identificados por letras. (Zein, 2000; Simmonds et al., 2005).



1.1.3 Epidemiologia

1.1.3.1 Distribuicdo geografica do virus da hepatite C e dos seus

genotipos

De acordo com dados da Organizagao Mundial de Saude, estima-se que
cerca de 130-150 milhdes de pessoas estdo cronicamente infectadas pelo virus
da hepatite C e em risco de desenvolver cirrose hepatica e/ou cancer de
figado, com maior prevaléncia da infeccdo pelo HCV na Africa e Asia. Mais de
350 mil pessoas morrem de doengas hepaticas relacionadas com a hepatite C
a cada ano (Lavanchy, 2009; Lavanchy, 2011; WHO, 2014).

No Brasil, foi realizado um estudo transversal de 2005 a 2009 com
19.503 habitantes de todas as 5 macrorregides brasileiras, com idade entre 10
a 69 anos para estimar a soroprevaléncia de anticorpos contra o HCV. Os
anticorpos da hepatite C foram detectados por teste de Elisa 3° geragéo. Essse
estudo mostrou 1,38% de positividade para HCV, estimando que 1,3 milhdes
de brasileiros apresentam anticorpo anti-HCV positivo (Pereira et al., 2013).

Embora os gendtipos 1, 2 e 3 tenham distribuicdo mundial, a prevaléncia
varia de uma area geografica para outra (Zein, 2000). Um estudo realizado por
Messina et al. em 2015 mostrou maior prevaléncia do gendtipo 1 nos paises
das Américas, Europa, Oceania, leste asiatico e Asia central. Observou-se que
o gendtipo 2 é predominante na Africa Ocidental, genétipo 3 no sul da Asia e
em partes da Escandinavia, o genétipo 4 no Centro e Norte da Africa, genétipo

5 na Africa do Sul e o genétipo 6 no sudeste da Asia.



Focaccia et al. (2004) realizaram uma analise retrospectiva dos dados
de distribuicdo dos gendtipos do HCV de pacientes com hepatite C crbnica
tratados em centros de referéncia publicos e privados no Brasil e observaram
uma prevaléncia de 64% para o gendtipo 1, 3% para o gendtipo 2 e 33% para o

genotipo 3.

1.1.3.2 Transmissao

A infeccdo pelo HCV pode ser transmitida através do sangue e
secregbes contaminadas. As vias de transmissao mais associadas a infeccao
pelo HCV sao transfusao de sangue e o uso de drogas endovenosas (WHO,
2014).

Em paises desenvolvidos, a transfusdo de sangue era o maior fator de
risco para a aquisicdo da hepatite ndo-A nao-B. A partir de 1992, com o
surgimento de medidas de triagem do sangue de doadores, diminuiu de
maneira consideravel o risco de infecgdo associada a transfusdo (Lauer e
Walker, 2001).

O uso de drogas injetaveis € responsavel por grande parte das infec¢des
pelo HCV. A partir de 1992, houve um aumento no numero de infecgdes por
HCV associadas ao uso de drogas injetaveis, correspondendo a cerca de 2/3
das infecgbes (Memon e Memon, 2002).

Podem ainda ser consideradas como formas de exposi¢do ao virus o
uso de drogas por via inalatéria e outros modos de transmissao pelo sangue,
tais como receptores de 6rgao, exposi¢ao ocupacional, hemodialise, contato

familiar, tatuagem e piercing (Memon e Memon, 2002). Transmissdo sexual e



transmissao perinatal podem ocorrer, contudo € menos frequente quando

comparadas as outras vias de transmissao (Lauer e Walker, 2001).

1.1.4 Historia Natural

A infecgdo crénica pelo HCV evolui lentamente, costuma ter curso
heterogeneo e geralmente assintomatico. Cerca de 15% dos pacientes com
HCV eliminam o virus espontaneamente apds a infeccdo aguda, sendo que
85% desses pacientes evoluem para doencga cronica (Seeff, 1997).

A progressdo da hepatite C aguda para hepatite C crbnica
tradicionalmente € definida pela persisténcia do RNA (acido ribonucléico) do
virus da hepatite C no sangue por mais de seis meses apods o inicio da
infeccdo. As taxas de progressao da fibrose sdo extremamente variaveis e
acredita-se que a doenca possa ser determinada pela interacdo complexa entre
o0 virus e o hospedeiro (Westbrook e Dusheiko, 2014).

A cronicidade pode levar a formas mais graves da doenga. O item de
preocupacao € a ocorréncia da cirrose em aproximadamente 5% a 25% dos
infectados apos 10 a 20 anos e o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
em cerca de 1% a 5% dos pacientes com cirrose associada ao HCV. (Thomas
et al., 2000; Seeff, 2002; Thomas e Seeff, 2005).

Existem trés padroes de progressdo para cirrose: os de rapida
progressao (cirrose em menos de 20 anos apés a infecgdo), os de progressao
intermediaria (cirrose apos 20 a 50 anos pods-infecgdo) e os de progressao

lenta (cirrose apos 50 anos de infec¢ao) (Ascione et al., 2007).



Os fatores virais conhecidos até agora e que tém sido associados a
progressao da hepatite C crbnica sao:

- Gendtipos do virus da hepatite C

- Alta diversidade genética

- Carga viral elevada

Os fatores do hospedeiro que sao conhecidos até o momento e que tém
sido associados a progressao para hepatite C cronica sao:

- Género Masculino

- ldade avangada no momento da infecgao

- Coinfecgcéo com o HIV

- Imunossupressao

- Consumo de alcool em excesso

- Obesidade

- Resistencia a insulina

- Presenca de esteatose hepatica.

1.1.5 Diagnéstico

O diagndstico e monitoramento da infecgao pelo HCV sdo baseados em
testes de laboratério caracterizados em duas categorias: os testes indiretos
(soroldgico) baseados na sorologia para detectar anticorpo especifico para o
HCV (anti-HCV) e os testes diretos (biologia molecular) que podem detectar,
quantificar ou caracterizar particulas virais do HCV.

Os principais testes utilizados para deteccdo dos anticorpos anti-HCV

sdo os ensaios imunoenzimaticos (EIA ou Elisa). Eles séo utilizados para



rastrear casos de infecgao pelo HCV e apresentam vantagens, como facilidade
de uso e baixo custo (Pawlotsky, 1998; Cavalheiro, 2010; Alter et al., 2003).

As técnicas de biologia molecular para a detecgao direta do RNA do
HCV tém importante papel no diagnéstico e monitoramento do tratamento da
hepatite C. A Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) é um dos testes de
biologia molecular mais utilizado, que amplifica parte do genoma do virus. Sao
usados na deteccao e quantificagdo do HCV (Saldanha et al., 1999; Cavalheiro,
2010).

A genotipagem do virus da hepatite C € um importante teste para
tomada de decisao terapéutica e para determinar a duragao ideal da terapia,
quando o tratamento é indicado. Pode ser realizada através da técnica de
hibridizagao reversa ou analise de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP)

(Stuyver et al., 1996; Germer et al., 1999)

1.1.6 Tratamento

O tratamento dos pacientes com infeccao pelo HCV visa reduzir a
progressao da doenga, prevenir as complicagdes causadas pela cirrose e
reduzir o risco de carcinoma hepatocelular.

Durante a ultima década, o tratamento padrao para hepatite C baseava-
se na combinagao de Interferon Alfa Peguilado e Ribavirina; no entanto, a taxa
de resposta viroldgica sutentada (RVS) era baixa e com eventos adversos
consideraveis (Fried et al., 2002; McHutchison et al., 2009) .

Os novos antivirais de acao direta (DAA) representam um avango na

terapia contra o virus da hepatite C. As novas opg¢des apresentam vantagens



como tratamento por menor periodo de tempo, com menos eventos adversos e
maiores taxas de resposta viroldgica sustentada do que as modalidades de
tratamento anteriormente indicadas (Manns et al., 2014; Brasil, 2015; Morio et
al., 2016).

No Brasil, adicionou-se ao arsenal terapéutico do Sistema Unico de
Saude (SUS) o sofosbuvir, um analogo de nucleotideo que inibe a polimerase
do HCV, o simeprevir, um inibidor de protease de segunda geragado, € o
daclatasvir, um inibidor da NS5A. Essas medicagcbes atuam diretamente no
HCV, interrompendo a sua replicagdo, e constituem avangos recentes no

tratamento da hepatite C crénica (Brasil, 2015).

1.2 Esteatose hepatica

A esteatose hepatica é definida como o acumulo de gordura no interior
dos hepatdcitos (Adinolfi et al., 2001; Westin et al., 2002). Ela acomete desde
individuos sem nenhuma condicdo hepatica estabelecida, até aqueles com
doenca hepatica associada ao HCV ou ao alcoolismo (Brunt et al., 2003).

A esteatose pode progredir para esteato-hepatite, fibrose e cirrose em
alguns doentes. E um importante determinante da resisténcia a insulina e é
considerada como uma manifestacdo da sindrome metabdlica hepatica (Adams
et al., 2005; Farrell e Larter 2006; Juurinen et al., 2007).

Estudos utilizando ressonéncia magnética estimaram que a prevaléncia
da esteatose hepatica é de 35% na populagcédo geral e de 75% em pessoas

obesas (Bellentani et al., 2000; Browning et al., 2004). Nos Estados Unidos



ela ocorre em aproximadamente o da populagdo geral e o da
(EUA) el imad te 30% d laca | e 90% d

populagado com obesidade (Browning et al., 2004; Szczepaniak et al., 2005).

1.3 Esteatohepatite nao alcodlica (NASH)

Esteatohepatite ndo alcodlica (NASH) € uma doenga hepatica crénica
que esta ganhando maior importancia devido o seu potencial de progressao
para formas mais graves como cirrose (Mateonni et al., 1999; Bugianesi et al.,
2002).

NASH é um processo importante no desenvolvimento da doenca
hepatica gordurosa nao alcodlica e € uma etapa fundamental na transicdo da
esteatose para doencas hepaticas mais graves, como a fibrose hepatica,
cirrose e carcinoma (Loomba e Sanyal, 2013; Xia J et al., 2016)

A esteatohepatite esta estreitamente relacionada com a resisténcia a
insulina, obesidade, hiperlipidemia, sindrome metabdlica e aterosclerose. O
mecanismo da progressao da NASH nao é bem compreendido, mas sabe-se
que o estresse oxidativo e citocinas inflamatdrias desempenham um papel
importante na patogenese e no desenvolvimento de NASH, que conduz a
passagem de esteatose para condigdes mais graves, tais como fibrose e

carcinoma hepatocelular (Marra et al., 2008).

1.4 Doencga hepatica gordurosa nao alcodlica

A doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) apresenta

distribuicdo universal e € a doenga de figado mais comum no mundo ocidental.
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A DHGNA é definida como o acumulo de gordura no figado, na auséncia de
excesso de consumo de alcool e de qualquer causa secundaria. Embora
inicialmente benigna, a doenga pode progredir lentamente de esteatose nao
alcodlica (NAS) para esteatohepatite nao alcodlica (NASH) e,
subsequentemente, para fibrose hepatica, cirrose do figado e carcinoma
hepatocelular (Dongiovanni et al., 2013).

O limiar para o consumo de alcool que pode distinguir de forma confiavel
DHGNA de doenga hepatica gordurosa alcéolica (DHGA) ainda é controversa,
mas a maioria dos estudos atuais usa o ponto de corte de 70 g/semana para
mulheres e 140 g/semana para homens, equivalente a 20-30 g de alcool por
dia. A histologia hepatica varia de esteatose simples (>5% de infiltracao de
gordura, com/sem inflamagdo minima) para esteatohepatite (NASH), que é
caracterizada pela lesao de hepatdcitos, inflamacao e/ou fibrose e cirrose.

A prevaléncia de DHGNA varia de acordo com a populacao estudada e
com os criterios de diagnostico utilizados. Estudos baseados em
ultrassonografia encontraram uma aparente prevaléncia da esteatose hepatica
em adultos saudaveis de 25-30% nos EUA e na ltalia e de 29% no Japéo
(Marchesini et al., 2001; Browning et al., 2004; Yuan et al., 2008). Usando
espectroscopia de prétons por ressonancia magnética, o método nao invasivo
mais preciso para detectar gordura hepatica, o Dallas Heart Study revelou que
cerca de 30% da populacdo dos EUA apresenta aumento do conteudo de
triglicerideos hepaticos, embora com aminotransferases normais em 80% dos
casos. Os dados de imagem estdo em consonadncia com a prevaléncia

estimada DHGNA por bidpsia hepatica ou estudos de autépsia (Bugianesi et
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al., 2002; Kleiner et al., 2005; Bugianesi et al., 2005; Yamaguchi et al., 2007;
Musso et al., 2011).

A DHGNA esta associada a uma mortalidade global significativamente
maior em comparagao com a populacdo em geral, especialmente de causas
vasculares e de complicagdes relacionadas ao figado. Em um estudo de base
comunitaria de 420 pacientes dos EUA, os pacientes com DHGNA
apresentaram risco aumentado de morte em geral (razdo de mortalidade
padronizada: 1,34; IC 95%: 1,003-1,76) (Willner et al., 2001). Apenas 21 (5%)
pacientes foram diagnosticados com cirrose, e 13 (3,1%) desenvolveram
complicagbes relacionadas ao figado, incluindo um com necessidade de
transplante e de dois que desenvolveram carcinoma hepatocelular. Mortalidade
elevada foi associada com a idade (taxa de risco por década: 2,2; IC 95%: 1,7-
2,7), intolerancia a glicose (hazard ratio: 2,6; IC 95%: 1,3-5,2), e cirrose (hazard
ratio: 3.1; IC 95%: 1,2-7,8). Em um estudo sueco com desenho semelhante,
ap6s um seguimento médio de 13,7 anos, pouco mais de 5% dos 129
pacientes com DHGNA passou a desenvolver estagio final da doenga hepatica,
incluindo trés pacientes com carcinoma hepatocelular (Makkonen et al., 2009).

Além dos efeitos sobre o figado, a esteatose hepatica também pode
aumentar o risco de morbidade e mortalidade relacionadas com o diabetes
mellitus (DM), doenca coronariana e outros efeitos vasculares. Em uma reviséo
sistematica e metanalise de 21 estudos populacionais prospectivos em
diferentes grupos étnicos, observou-se que a DHGNA diagnosticada por
ultrassonografia e aumento de enzimas hepaticas (ALT e GGT) esteve
associada a um risco aumentado de diabetes no futuro (Giudice et al., 2011).

Além disso, em individuos com diagnostico de DM tipo 2, a presenga de
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DHGNA aumenta ainda mais o risco de complicagcbes relacionadas com o
diabetes, incluindo eventos vasculares (Davis et al., 2010). DHGNA também
esta associada com um aumento da prevaléncia das doengas
cardiovasculares, assim como eventos cardiovasculares nao fatais e

mortalidade por causa vascular (Santoro et al., 2012).

1.5 Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica e PNPLA3

Em 2008, dois estudos independentes de associagdo de genoma
relacionaram o polimorfismo rs738409 do gene Patatin like phospholipase
domain containing 3 (PNPLA3) ao conteudo de gordura e aos niveis de alanina
aminotransferase (ALT) (Romeo et al., 2008; Yuan et al., 2008). Os autores
(Romeo et al., 2008) realizaram um estudo de associacdo (de genoma) de
variagdes de sequéncia em uma populacdo multiétnica. Cada variante foi
testada para associagdo com gordura hepatica em 1032 afro-americanos, 696
americanos de ascendéncia europeia e 383 hispanicos. Uma unica variante no
gene PNPLAS3 (rs738409) foi fortemente associada a gordura hepatica. Essa
variante € constituida por uma substituicdo de citosina por guanina que muda o
cédon 148 de isoleucina para metionina. PNPLA3 codifica o aminoacido 481 de
uma proteina de funcédo pouco conhecida que pertence a familia “patatin — like
phospholipase”. A associagdo entre PNPLA3 - |1148M e gordura hepatica
permaneceu significante apoés ajuste por indice de Massa Corpérea (IMC),
diabetes, uso de alcool e foi significante também nos trés grupos étnicos. As
frequéncias de PNPLA 3 — 148M foram concordantes com a prevaléncia

relativa de DHGNA nos trés grupos étnicos; a maior frequéncia do alelo foi
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encontrada nos hispanicos (0,49), com menores frequéncias observadas nos
americanos de origem europeia (0,23) e americanos de origem africana (0,17).
Varios estudos subsequentes reproduziram a associagédo entre o polimorfismo
[148M e DHGNA em todos os grupos étnicos, tanto em adultos como em
criangas (Kotronen et al., 2009; Sookoian et al., 2009; Rotman et al., 2010;
Speliotes et al., 2010; Hotta et al., 2010).

Em estudo de metanalise, Sookoian et al. (2011) observaram associagao
entre gordura hepatica e a variante rs738409 (a homozigose GG mostrou
conteudo lipidico 73% maior quando comparado com CC). Observou-se
também que a homozigose do alelo 148M estava associado a um aumento de
3.3 vezes no risco de NASH e fibrose hepatica (Valenti et al., 2010; Sookoian et
al., 2009), embora nao tenha sido confirmado por Rotman et al. (2010).

Recentes estudos associaram o polimorfismo rs738409 com a DHGNA

em pacientes asiaticos (Wang et al., 2016; Xia MF et al., 2016).

1.6 Gene PNPLA3

O gene PNPLAS, pertencente a familia patatina com dominio fosfolipase,
e alternativamente referido como adiponutrin, é uma proteina da
transmembrana expressa no figado com atividade de fosfolipase e
transacetilase, que codifica uma proteina de 481 aminoacidos. O progenitor da
familia, a patatina, € uma grande proteina de tubérculos da batateira e tem
atividade lipidica inespecifica (He et al., 2010; Kollerits et al., 2012). A

expressao do gene PNPLAS3 é regulada durante o jejum e é induzida durante a
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alta ingestao caldrica, pois a atividade do gene é regulada em resposta a
glicose, insulina, e hormoénios da tiredide.

Foi identificado um polimorfismo no gene da PNPLA3 no cromossomo
22, o SNP rs738409 (C/G), caracterizado pela substituicdo da isoleucina por
metionina na posicdo do aminoacido 148 (1148M), que esta fortemente
associado com o conteudo de gordura hepatica e com elevados niveis séricos
de alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase, que sao

marcadores da ocorréncia de necrose no figado (Figura 1) (Santoro et al.,
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Figura 1 - Localizagdo do polimorfismo rs738409 do gene da PNPLA3 no cromossomo 22

O tipo selvagem do PNPLA3 (148l1) apresenta atividade lipolitica sobre
triglicérides. A mutagdo 148M (substituicdo da isoleucina pela metionina na
posi¢cao 148) determina a substituicdo de um aminoacido préximo ao dominio
catalitico, reduzindo provavelmente o acesso de substratos e reduzindo a

atividade enzimatica do PNPLA3 sobre (dlicerolipides, levando ao
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desenvolvimento de esteatose macrovascular (He et al., 2010; Pirazzi et al.,
2012). Entretanto, outros estudos mostraram um ganho de funcéo lipogénica
associada a variante 148M, que passaria a ter a habilidade de sintetizar acido
fosfatidico a partir de acido lisofosfatidico (Kumari et al., 2012).

Tomado em conjunto, estes estudos suportam o conceito de que as
diferengcas de sequéncia no gene da PNPLA3 conduzem ao depdsito de
gordura e inflamagao no figado. O mecanismo pelo qual a variagao de PNPLA3

afeta o figado nao é conhecido (Santoro et al., 2010; He et al., 2010).

1.7 Hepatite C cronica e esteatose

A esteatose hepatica € um achado bastante comum nos estudos de
fragmento hepatico de pacientes com HCV, presente em aproximadamente
50% desses pacientes (Scheuer et al., 1992; Bach et al.,, 1992). Ela é
caracterizada pelo acumulo de triglicerideos nas células do figado e o
diagndstico é feito em geral por avaliagao histolégica de fragmento hepatico e
da quantificagdo de gordura nas células hepaticas (Kleiner et al., 2005). A
importancia da esteatose hepatica nos pacientes com hepatite C crénica é
reconhecida atualmente devido, principalmente, ao impacto negativo sobre a
histéria natural da infecgdo pelo virus da hepatite C (Fartoux et al., 2005;
Leandro et al., 2006) e por influenciar negativamente a resposta ao tratamento
com peginterferon e ribavirina (Kau et al., 2008).

A presenca de esteatose tem sido associada a caracteristicas

histolégicas mais agressivas, provavelmente porque a esteatose hepatica
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favorece o ciclo de vida do virus da hepatite C. Acredita-se que fatores virais e
do hospedeiro possam contribuir para a sua patogénese.

Em pacientes portadores do HCV, o desenvolvimento da esteatose tem
sido associado a uma série de fatores, incluindo elevado indice de massa
corpodrea, resisténcia a insulina e idade avangada. Evidéncias também indicam
que a esteatose contribui para progresséo da fibrose (Adinolfi et al.,, 2001;
Patton et al. 2004). Obesidade, diabetes, consumo de alcool e polimorfismos
genéticos nos genes PNPLA3, IL28B e MTTP também sao fatores que
interferem na progressdao da esteatose (Leandro et al. 2006; Westin et al.,
2007; Cai et al., 2011).

Fatores virais, em especial o gendtipo 3 do virus da hepatite C, estao
associados a esteatose mais prevalente e mais severa (Rubbia-Brandt et al.,

2004; Patton et al., 2004).

1.8 Hepatite C e fibrose

A fibrose hepatica é a principal complicagdo da hepatite C. A progressao
da fibrose eleva a mortalidade da doencga, podendo evoluir para obito em
decorréncia das complicagdes da cirrose ou carcinoma hepatocelular. Quase
um terco dos doentes com hepatite C cronica com cirrose hepatica e 12% com
fibrose avangada evoluiram para a descompensacao dentro de 5 anos. Dentre
os individuos com fibrose avancada (F3), 5% desenvolveu carcinoma
hepatocelular, 2% foi submetido a transplante de figado e 11% morreu devido a

qualquer outra causa (Moorman et al., 2014).
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Poynard et al. (1997) associaram idade avangada no momento da
infecgao, duracdo da infecgdo, consumo de alcool e sexo masculino com a
progressao da fibrose.

Castéra et al. (2003) associaram a progressao da fibrose ao sexo
masculino (p=0,05), atividade histoldgica (p=0,04) e esteatose (p=0,0003). Na
andlise multivariada, o unico fator independentemente associado com a
progresséao da fibrose foi a esteatose (IC 95%: 1,3-10,8; p=0,0001).

Outros estudos observaram que a pacientes com infeccdo pelo HCV
gendtipo 3, IMC elevado, diabetes, HOMA, presenga de polimorfismo como o
rs738409 do gene da PNPLA3 e aumento das enzimas hepaticas podem ser
fatores determinantes da progresséao da fibrose (Hui et al., 2003; Boccato et al.,

2006; Valenti et al., 2011; Baran et al., 2014; Huang et al.,2014).

1.9 Hepatite C crénica, esteatose, fibrose e PNPLA3

Cai et al. (2011) analisaram o papel dos SNPs de 19 genes candidatos
(sistematicamente selecionados) na esteatose hepatica em 626 pacientes
caucasianos infectados pelo HCV. Os autores observaram que o risco de
esteatose foi maior na presenga de polimorfismo do gene PNPLA3, mas
apenas em pacientes com infecgao pelo HCV gendtipos n&o-3 (odds ratio [OR]:
1,9; intervalo de confianga de 95% [IC]: 1,6-2,3; p<0,001).

No estudo feito por Valenti et al. (2011) em uma coorte de 325 pacientes
italianos, o gendtipo GG de rs738409, observado em 10% dos pacientes, foi
associado a esteatose independentemente da idade, sexo, indice de massa

corporal (IMC), diabetes, consumo de alcool e gendtipo viral. O gendtipo GG
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esteve associado ao grau de fibrose e cirrose (OR: 1,47; IC 95%: 1,2-1,9;
p<0,002), a resposta ao tratamento (OR: 0,63; IC 95%: 0,4-0,8; p < 0,006) e a
ocorréncia de HCC (OR: 2,16; IC 95%: 1,3-3,6; p<0,002).

Trepd et al. (2011) estudaram uma coorte de 537 pacientes de trés
centros europeus (Bruxelas, Hannover e Lyon), para avaliar o impacto do SNP
rs738409 na esteatose e na progressao da fibrose em pacientes com hepatite
C cronica. Portadores homozigotos do alelo G mantiveram-se em maior risco
de esteatose (p<0,034), de fibrose (p<0,002) e de progressao da fibrose
(p<0,013). Observaram também que o SNP rs738409 nao esteve associado a
falha do tratamento antiviral. A distribuicdo da frequéncia do alelo G também
esteve significativamente associada a esteatose (p=0,038) e conferiu um maior
risco aos homozigotos do alelo G (p=0,012) do que para os portadores do alelo
G heterozigotos (p=0,199). O gendtipo GG mostrou-se preditor de fibrose, de
progressao da fibrose e de esteatose.

Yasui et al. (2015) analisaram 276 pacientes japoneses com hepatite C e
virgens de tratamento. Observaram que o gendtipo GG rs738409 foi
independentemente associado com a presenga de esteatose (OR: 2,58; IC
95%: 1,37-4,84, p=0,003), atividade necro-inflamatoéria grave (OR: 2,16; IC
95%: 1,12-4,16; p=0,02) e fibrose avangada (OR: 2,10; IC 95%: 1,07-4,11;
p=0,03), obtendo resultados similares aos estudos europeus.

Huang et al. (2014) realizaram um estudo com 1077 pacientes asiaticos
e relataram que pacientes com fibrose hepatica avancada apresentaram
maiores propor¢des do gendtipo CG/GG (OR: 1,34; IC 95%: 1,006-1,785,
p=0,046). O gene PNPLA3 mostrou-se um importante fator preditivo de fibrose

em pacientes diabéticos, usando o modelo recessivo (OR: 4,53; IC 95%: 1,356-
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15,106; p=0,014) ou o modelo dominante (OR: 2,20; IC 95%: 1,026-4,734;
p=0,04).

Apuero et al. (2014) analisaram 474 pacientes com infeccéo pelo HCV
tratados com interferon-a, com o objetivo de avaliar o impacto do alelo G do
polimorfismo rs738409 na esteatose hepatica. O alelo G foi associado com a
esteatose hepatica (p<0,0001), particularmente em pacientes com infecgéo
pelo HCV gendtipo 1 (p=0,001) e com IL28B gendtipo CT/TT (p=0,0001), mas
nao foi associada a RVS.

Rueger et al. (2015) realizaram um estudo com 1461 pacientes com
hepatite C cronica, para avaliar o impacto de alguns fatores de risco, como o
polimorfismo rs738409 do gene PLNPLA3, na progressdo da doenga. O
polimorfismo da PNPLAS3 foi associado com a progressao da fibrose. Tamaki
et al. (2015) também associaram o polimorfismo rs738409 com a progresséo
rapida da fibrose nos 176 pacientes avaliados em sua investigagao.

No entanto, em outro estudo de pacientes com hepatite C (Zampino et
al.,, 2013), os autores encontraram associagdo entre polimorfismo do gene
PNPLA3 e esteatose hepatica, mas ndao com progressao de fibrose. Além
disso, outro estudo feito por Nakamura et al. (2013) com 206 pacientes de um
hospital universitario do Japao nado encontrou associacdo do polimorfismo da
IL28B e PNPLA3 com esteatose e cirrose hepatica nesses portadores de
hepatite C.

Estudos mais recentes estdo investigando a associagdo entre o
polimorfismo rs738409 do gene PNPLA3 e carcinoma hepatocelular em

pacientes com hepatite C. No Japao, um estudo com 231 pacientes
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demonstrou que esse polimorfismo foi associado com a progressao de fibrose
e cirrose, contribuindo para o desenvolvimento de HCC (Nakaoka et al., 2015).

Ali et al. (2016) encontraram associagao do rs738409 com a presenca
de cirrose (OR: 1,76; IC 95%: 1,34-2,30). Na analise multivariada, a progressao
da fibrose estava associada com a obesidade (OR: 1,67; IC 95%: 1,11-2,51) e
o gendtipo CG/GG da PNPLA3 (OR: 1,70; IC 95%: 1,13-2,56). O polimorfismo
rs738409 nao estava associada com o desenvolvimento de HCC (p=0,85).

A descrigao de alguns estudos que associaram o polimorfismo rs738409
do gene PNPLA3 com a esteatose, fibrose hepatica e outros eventos em
pacientes com hepatite C € mostrada na Tabela 1.

Varios estudos sugerem que a esteatose hepatica é fator de risco
associado a progressao da fibrose e também a baixa resposta virolégica
sustentada ao tratamento padrao da hepatite C com peginterferon e ribavirina.
Se a predisposicdo a esteatose hepatica € conhecida com antecedéncia,
estratégias para a nao progressdo da fibrose podem ter efeito benéfico,
incluindo tratamento antiviral especifico, independente do grau de fibrose

inicial.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a associagao entre o polimorfismo rs738409 presente no gene da
PNPLA3 e a presenca de esteatose e o grau de fibrose em pacientes com
hepatite C crbnica, atendidos no Ambulatério de Hepatites da Divisdo de

Clinica de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do HC-FMUSP, Sao Paulo.
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3 METODOS

Trata-se de um estudo realizado com pacientes atendidos no
Ambulatério de Hepatites da Divisdo de Clinica de Moléstias Infecciosas e
Parasitarias do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP) e que apresenta componente
retrospectivo e prospectivo.

O Ambulatério de Hepatites da Divisdo de Clinicas de Moléstias
Infecciosas e Parasitarias do HC-FMUSP iniciou seu funcionamento em 1987,
sob a coordenacao do Professor Antonio Alci Barone, oferecendo infraestrutura
mais adequada para o atendimento de pacientes com hepatites virais. O
ambulatério de hepatites €, atualmente, um dos servigos de referéncia para
atendimento de Hepatites Virais da Secretaria de Estado da Saude de Sao
Paulo, dividindo, em parte, essa fungdo com a Divisdo de Gastroenterologia

Clinica do HC-FMUSP.

3.1 Casuistica

Para uma melhor compreensao da inclusdo dos pacientes neste estudo,
este item foi subdividido como se segue:

Parte 1. Componente retrospectivo

Parte 2. Componente prospectivo

Parte 3. Estudo realizado
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Parte 1. Componente retrospectivo

O presente estudo utilizou dados que foram coletados para um projeto
de pesquisa mais amplo, denominado Manifestacbes Extra-Hepaticas da
Hepatite C — estudo transversal (Anexo 1), cujo objetivo principal foi o de
avaliar a presenga de manifestagbes extra-hepaticas, clinicas e laboratoriais,
em pacientes com hepatite C cronica, atendidos no Ambulatério de Hepatites
da Divisdo de Clinica de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do HC-FMUSP,
na cidade de Sao Paulo, no periodo compreendido entre janeiro de 2010 a
dezembro de 2012. Os critérios de inclusdo utilizados foram: (a) Paciente
atendido no Ambulatério de Hepatites da Divisdao de Clinica de Moléstias
Infecciosas e Parasitarias do HC-FMUSP; (b) Idade: > 18 anos (c) Infecgao
pelo virus da hepatite C (HCV), definida pela presenca de RNA-HCV e (d)
Estudo anatomopatologico de fragmento hepatico, realizado nos ultimos 3
anos. Os critérios de exclusdo utilizados foram: (a) Infec¢cdo por virus da
hepatite B (HBV) e virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e (b) Condi¢des
hepaticas de outras etiologias, incluindo Doenca de Wilson, cirrose biliar
primaria e doenca hepatica autoimune.

O estudo foi realizado através de entrevista, utilizando um impresso
padronizado (Anexo 2), consulta médica, exames de sangue e urina € a coleta
de 10 ml de sangue para a realizacdo de exames de biologia molecular. A
coleta de dados foi feita no periodo de 2010 a 2012.

Foram incluidos 238 pacientes.
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Parte 2. Componente prospectivo

Nesta fase, os participantes foram incluidos, utilizando como critérios de
inclusdo: (a) Paciente atendido no Ambulatério de Hepatites da Divisdo de
Clinica de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do HC-FMUSP, na cidade de
Sao Paulo; (b) Idade: > 18 anos; (c) Infecgcado pelo virus da hepatite C (HCV),
definida pela presenca de RNA-HCV e (d) Pacientes sem tratamento prévio
especifico para hepatite C. Os critérios de exclusdo utilizados foram: (a)
Infecgdo por HBV e HIV e (b) Condigbes hepaticas de outras etiologias,
incluindo Doenga de W.ilson, cirrose biliar primaria e doenca hepatica
autoimune.

O estudo foi realizado através de entrevista, utilizando um impresso
padronizado (Anexo 2), consulta médica, exames de sangue e urina, avaliagao
anatomopatolégica de fragmento hepatico e a coleta de 10 ml de sangue para
a realizagdo de exames de biologia molecular. A coleta de dados foi feita no
periodo de 2013 a 2015.

Foram incluidos 88 pacientes.

Parte 3. Estudo realizado

Dos 238 pacientes incluidos no estudo retrospectivo, selecionamos 226,
cujos dados estavam completos para este estudo. Além de 226 pacientes
incluidos retrospectivamente, adicionamos 88 participantes prospectivamente,
totalizando 314 pacientes para o presente estudo.

Em entrevistas e consulta médica, foram investigados os itens listados a
sequir:

e Dados demograficos: sexo, idade
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¢ Dados antropomorficos: peso e altura

o Fatores de risco para aquisicdo do virus da hepatite C

e Habitos: etilismo

e Niveis séricos de HCV RNA (Log IU/ml)

e Gendtipos do virus da hepatite C

e Testes bioquimicos (soro): Glicemia, Insulina, ALT, AST, GGT,
Colesterol total e fragdes, triglicérides, proteinas totais e fragdes

e Grau de resisténcia a insulina: através do calculo HOMA (do inglés
homeostatic model assessment). O calculo é feito com base nas

dosagens de glicose e insulina em jejum: glicemia jejum x 0,0555 x

Insulina jejum / 22,5

O estudo anatomopatoldgico de fragmento hepatico foi feito, segundo
critérios estabelecidos pelo Consenso Nacional sobre a Classificacdo das
Hepatites Crénicas (Gayotto, 2000) e pelo sistema Metavir (The French
METAVIR Cooperative Study Group, 1994). O grau de esteatose foi avaliado,
conforme descrito por Kleiner et al. (esteatose discreta, esteatose moderada e
esteatose acentuada) (Kleiner et al., 2005).

Pelo Consenso Nacional sobre a Classificacdo das Hepatites Crbnicas o
tecido hepatico é avaliado, através da analise da arquitetura hepatica
(graduada de 0 a 4), do infiltrado inflamatério em area portal (graduada de 0 a
4), da atividade inflamatdria em area periportal (graduada de 0 a 4) e da
atividade parenquimatosa (graduada de 0 a 4), como descrita a seguir:
Alteragcoes Arquiteturais: 0 (arquitetura lobular normal), 1 (expanséao fibrosa
portal), 2 (expanséao fibrosa portal com septos porta-porta), 3 (transformagéao

nodular) e 4 (cirrose). Infiltrado inflamatério portal/septal: 0 (raros linfécitos
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portais), 1 (aumento discreto dos linfécitos portais), 2 (aumento moderado dos
linfocitos portais), 3 (aumento acentuado dos linfocitos portais) e 4 (aumento
muito acentuado dos linfécitos portais). Atividade periportal/periseptal: 0
(auséncia de lesdes da interface espaco porta/parénquima), 1 (extravasamento
de linfécitos para a interface spill over - n&o caracterizando a presenga de
necrose em saca-bocado), 2 (necrose em saca-bocado discreta), 3 (necrose
em saca-bocados moderada) e 4 (necrose em saca-bocados acentuada).
Atividade Parenquimatosa: 0 (hepatécitos normais, isomorfos), 1 (alteracoes
discretas de hepatdcitos, com raros focos de necrose), 2 (necrose focal de
hepatdcitos em numerosos sitios), 3 (areas limitadas de necrose confluente) e
4 (necrose confluente extensa, multipla).

Pelo sistema Metavir sdo avaliados o grau de fibrose e de atividade
inflamatoria do figado, como se segue: Fibrose: FO (ausente), F1 (Fibrose
Portal sem Septos), F2 (Fibrose Portal com Raros Septos), F3 (Numerosos
Septos sem Cirrose) e F4 (Cirrose). Atividade inflamatéria: A0 (Ausente), A1
(Atividade Leve), A2 (Atividade Moderada), A3 (Atividade Intensa).

O grau de esteatose foi avaliado, como descrito por Kleiner et al: grau 0
(<5% dos hepatdcitos), grau 1 - esteatose discreta (5 a 33% dos hepatdcitos),
grau 2 - esteatose moderada (34 a 66% dos hepatdcitos) e grau 3 - esteatose

acentuada (>66% dos hepatocitos).

3.2 Material biolégico — sangue

Para a avaliagédo de niveis séricos de RNA-HCV, genotipagem do HCV e

da presenga do polimorfismo rs738409 do gene PNPLA3 foram utilizadas
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amostras de soro que estavam no LIM 47 — Laboratério de Hepatologia por
Virus (componente retrospectivo) e amostras que foram coletadas a partir de
janeiro de 2013.

As amostras foram coletadas em tubo seco e centrifugada a 3000 rpm
por 10 minutos. Apos a centrifugacdo foram feitas aliquotas que foram
guardadas em freezer -80°C.

A parte experimental foi conduzida no LIM 47, que esta equipado para a
realizagcao de técnicas de Biologia Molecular, com salas separadas, além de
equipamentos que proporcionam autonomia na realizagdo das técnicas de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e de andlise de tamanho de
fragmentos de restricdo (RFLP). Foram respeitadas todas as normas de

biosseguranga e de qualidade em técnicas de biologia molecular.

3.3 Métodos laboratoriais

3.3.1 Niveis séricos de HCV-RNA

Foram avaliados com o teste Amplicor HCV Monitor 2.0 (Roche
Diagnostic Systems, Branchburg, NJ, EUA), conforme instru¢gées do fabricante.
Esse teste isola o RNA do HCV através da lise das particulas virais com um
agente caotropico, criando condigdes para a ligagdo dos acidos nucléicos a

membrana de silica.
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3.3.2 Genotipagem do virus da hepatite C

Foi avaliado com o teste Versant® HCV Genotype 2.0 (LiPA)
(Imunogenetics, Ghent, Bélgica), conforme instrucbes do fabricante. Esse
procedimento € realizado em quatro atividades principais: desnaturagao das

amostras, hibridizagdo das amostras, lavagem das tiras e revelagéo da cor.

3.3.3 Polimorfismo rs738409 do gene PNPLA3

3.3.3.1 Extracao e purificagao do DNA

A extracao e purificagdo do DNA (acido desoxirribonucleico), a partir de
200 uL do soro, foi realizada utilizando o kit PureLink Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen — Life Tecnologies, Carisbad, Califérina, EUA), que por eluicdo
purifica o DNA de acordo com instru¢des do fabricante. Esse kit purifica o DNA
através de membranas de silica.

O protocolo foi realizado da seguinte forma: em um tubo de 1,5 mL
devidamente identificado, foram adicionados 20 pL de Proteinase K, 200 uL de
amostra e 20 yL de RNase A, agitando-se no vortex por 15 segundos e
incubando em temperatura ambiente por 2 minutos. Apds a incubacao, foi
adicionado 200 yL do tampéao de lise (Lysis/Binding Buffer) e foi realizada
incubacdo em bloco de aquecimento a 55°C por 10 minutos. Apds a
incubacgéao, proceder-se-a a centrifugagao. Em seguida, foram adicionados 200
ML de etanol (96-100%) e agitado no vortex por 15 segundos. Apds esse

processo, todo o conteudo foi transferido para uma coluna com filtro, seguido
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de uma centrifugacéo a 10.000 rotagdes por minutos (rpm) por 2 minutos, e em
seguida a coluna foi colocada em um novo tubo de 2 mL. Foram adicionados
500 uL do tampéao de lavagem (Buffer AW1), centrifugado a 10.000 rpm por 1
minuto e novamente a coluna foi colocada em um novo tubo de 2 mL. Foram
adicionados 500 pL do tamp&o de lavagem (Buffer AW2), centrifugado a 10.000
rom por 3 minutos. A coluna foi colocada em um novo tubo de 1,5 mL, onde
foram acrescentados 50 pL do tampéao de eluigdo (Eluition Buffer) e incubado
por 1 minuto em temperatura ambiente. Seguiu-se a centrifugagcdo a 10.000
rom por 1 minuto. Por fim, foram obtidos 50 pL de volume final de DNA extraido

que foi estocado a -20°C.

3.3.3.2 PCR-RFLP (reagao em cadeia da polimerase - analise de tamanho
de fragmentos de restricdo) para o polimorfismo rs738409 do gene

PNPLA3

Apos extracdo do DNA as amostras foram submetidas a reacdo de
PCR-RFLP, onde é evidenciada a fragmentagdo do DNA em sitios especificos,
através do uso de enzimas de restricdo. Os protocolos utilizados nesse estudo
foram realizados com base nas descricbes de Dutta, 2012. As misturas de
reagao para a PCR para a amplificagcdo de um fragmento de 333 pb incluindo
polimorfismo rs738409 do gene PNPLA3 foram adaptadas e para isso
utilizamos tampéao (Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, MgCI2 2 mM), dNTPs,
primers, DNA gendmico e DNA Taq polimerase. As temperaturas de ciclagem

foram ajustadas para otimizar as rea¢des de PCR.
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A Tabela 2 mostra os primers utilizados para a amplificacdo de um

fragmento de 333 pb incluindo polimorfismo rs738409 do gene PNPLAS.

Tabela 2 - Primers utilizados no ensaio de PCR para amplificagdo da regido do polimorfismo
rs738409 do gene PNPLA3 do DNA humano de pacientes com hepatite C crénica
do HC-FMUSP, com base na descri¢cdo de Dutta, 2012

Ensaio Molecular  Primer Sequencia 5’ — 3’ e tamanho do produto

PCR rs738409 rs7384F TGGGCCTGAAGTCCGAGGGT (9906-9925, 20 pb)
(Forward)
rs7384R CCGACACCAGTGCCCTGCAG (10238-10219, 20 pb)
(Reverse)

PCR: Reacao em Cadeia da Polimerase ; pb: pares de bases. Adaptado de Dutta, 2012.

A quantidade de reagentes para o protocolo de PCR inicialmente foi
padronizada para o volume final de 50 pL, conforme descrito na Tabela 3.
Posteriormente o protocolo de PCR foi otimizado para um volume final de 16,7
uL, como mostra a Tabela 4, diminuindo a quantidade de reagentes utilizados na
primeira padronizacéao e ficando na quantidade ideal para a realizagcdo da técnica
RFLP. Posteriormente, o protocolo sofreu troca de reagente, onde foi otimizado
com o uso da GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, EUA) para gerar

maior estabilidade (Tabela 5).
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Tabela 3 - Protocolo do ensaio de PCR com volume final de 50 uL para detec¢do gendtipo
rs738409 do gene PNPLA3 do DNA humano de pacientes com hepatite C cronica

do HC-FMUSP
Condig6es da reagdo PCR rs738409
Reagentes
dNTP 1uL
Buffer (Tris-HCL) 5uL
MgClz 2ul
Primer rs7384F (Forward) 10 pmol/uL 1,5 uL
Primer rs7384R (Reverse) 10 pmol/uL 1,5 L
H20 33,5 uL
Taq DNA Polimerase 0,5 uL
DNA gendmico 5uL
Volume final 50 pL

Condigoes de Ciclagem

94° C — 2 minutos

94° C — 30 segundos
35 66° C — 30 segundos
ciclos 72° C — 30 segundos

72° C — 5 minutos
8°C—o

Adaptado de Dutta, 2012.
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Tabela 4 - Protocolo do ensaio de PCR com volume final de 16,7 uL para detec¢do do
polimorfismo rs738409 do gene PNPLA3 do DNA humano de pacientes com

hepatite C crénica do HC-FMUSP

Condig6es da reagdo PCR rs738409
Reagentes

dNTP 0,4 uL
Buffer (Tris-HCL) 1,7 uL
MgCl2 0,7 uL
Primer rs7384F (Forward) 10 pmol/uL 0,6 puL
Primer rs7384R (Reverse) 10 pmol/uL 0,6 puL
H20 10,8 uL
Taq DNA Polimerase 0,2 uL
DNA gendmico 1,7 pL
Volume final 16,7 uL

Condigoes de Ciclagem

94° C — 5 minutos
94° C — 30 segundos
35 66° C — 30 segundos
ciclos 72° C — 30 segundos
72° C — 5 minutos
8°C -

Adaptado de Dutta, 2012.
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Tabela 5 - Protocolo do ensaio de PCR com volume final de 16,7 uL usando GoTaq Green
Master Mix para detecgdo do polimorfismo rs738409 do gene PNPLA3 do DNA
humano de pacientes com hepatite C crénica do HC-FMUSP

Condig6es da reagdo PCR rs738409
Reagentes

H20 5,3 uL

GoTaq Green Master Mix 8,3 uL

Primer rs7384F (Forward) 10 pmol/uL 0,7 pL

Primer rs7384R (Reverse) 10 pmol/uL 0,7 uL

DNA gendmico 1,7 ub

Volume final 16,7 uL

94° C — 5 minutos

94° C — 30 segundos
35 66° C — 30 segundos
72° C — 30 segundos
72° C — 5 segundos
8°C—o

Condigoes de Ciclagem ]
ciclos

Adaptado de Dutta, 2012.

Ap0s a realizagao da PCR, o produto amplificado do gene PNPLA3 foi
observado pela presenca de uma banda de 333 pares de bases em gel de
agarose a 2% (2 gramas de agarose em 100 mL de TBE (Tris-Borato EDTA -
Invitrogen — Life Tecnologies, Carisbad, Califérina, EUA) 1x concentrado,
corado com 6 pL do DiamondTM Nucleid Acid Dye (Promega, Fitchburg,
Wisconsin, EUA), apds corrida em uma cuba eletroforética Horizon 11.14
Horizontal Gel Electrophoresis Apparatus (Life Tecnologies, Carisbad,
Califérina, EUA) contendo tampao TBE (0,5x concentrado). Foram aplicados
no gel 5 yL do produto amplificado mais 1 uL de Blue Juice (exceto quando
usado GoTaq Green Master Mix) e 4 pL do padrdo de peso molecular de
DNA de 100 pares de base (DNA ladder - Invitrogen — Life Tecnologies,

Carisbad, Califérina, EUA). A separacéao eletroforética foi realizada com uma
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corrente constante de 110 Volts, 400 amperes por 1 hora e 15 minutos. Logo
ap6s a eletroforese de gel de agarose, os produtos amplificados foram
visualizados como bandas sob luz Ultravioleta (UV) no fotodocumentador
UVidoc HD2 (Uvitec Cambridge, Cambridge, Reino Unido). As imagens

foram registradas em arquivos digitais (Figura 2).

Figura 2 - Analise do produto amplificado do gene PNPLA3
pb: pares de base.

A digestdo enzimatica dos produtos de PCR foi realizada utilizando a
técnica de RFLP. Para discriminar o gendétipo do polimorfismo rs738409, o
amplificado foi digerido com 4 U da enzima de restricdo de endonuclease BtsCl
a 50°C durante 4 horas em 15 ulL de reagao conforme o protocolo descrito na
Tabela 6. A incubacdo da enzima foi realizada em termociclador por ser um
equipamento que mantém a temperatura constante. A digestao foi interrompida

incubando a 0°C.
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Tabela 6 - Protocolo do ensaio RFLP para genotipagem do polimorfismo rs738409 do gene
da PNPLAS3 pacientes com hepatite C crénica do HC-FMUSP

Condig6es da reagao Digestao enzimatica
Reagentes rs738409 - PNPLA3
H20 3,1 uL
Tampao da enzima 1,5 L
Produto amplificado (DNA) 10 uL
Enzima BtsClI (4 U) 0,4 uL
Volume final 15 pL
50°C - 4h

Condigoes da Incubagao 80°C - 20 min

0°C (interromper a digestao)

Adaptado de Dutta, 2012

Os produtos da digestdao com a enzima de restricdo foram submetidos a
gel de agarose a 2% (2 gramas de agarose em 100 mL de TBE (Invitrogen —
Life Tecnologies, Carisbad, Califérina, EUA) 1x concentrado) corado com 6 pL
do DiamondTM Nucleid Acid Dye (Promega, Fitchburg, Wisconsin, EUA)
corrida em uma cuba eletroforética Horizon 11.14 Horizontal Gel
Electrophoresis Apparatus (Life Tecnologies, Carisbad, Califérina, EUA)
contendo tampao TBE (0,5x concentrado). Foram aplicados no gel 15 uL do
produto da digestao enzimatica mais 1 yL de Blue Juice (exceto quando usado
GoTaq Green Master Mix) e 4 uL do padrao de peso molecular de DNA de 100
pares de base (DNA ladder - Invitrogen — Life Tecnologies, Carisbad, Califérina,
EUA). A separacgao eletroforética foi realizada com uma corrente constante de
110 Volts, 400 amperes por 1 hora e 15 minutos. Logo apds a eletroforese em
gel de agarose, os produtos amplificados foram visualizados como bandas sob

luz Ultravioleta (UV) no fotodocumentador UVidoc HD2 (Uvitec Cambridge,
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Cambridge, Reino Unido). As imagens foram registradas em arquivos digitais

(Figura 3).

100pb 77 78 82 83 84 85 86 87

333pb
200pb
133pb

CG GG CcC CG CG CG cC GG

Figura 3 - Analise do tamanho do fragmento de restrigdo (RFLP) do produto amplificado do
gene PNPLA3
pb: pares de base.

A Figura 3 representa o resultado da revelagdo do gel de agarose a 2%
dos produtos da digestdo enzimatica (RFLP), onde os individuos 82 e 83 foram
homozigotos para o alelo normal - CC (presenga de dois fragmentos, um de
200 pb e outro de 133 pb); os individuos 77, 83, 84 e 85 foram heterozigotos -
CG (alelo normal formando uma banda de 200 pb e outra de 133 pb e alelo
mutado formando uma banda de 333 pb) e os individuos 78 e 87 foram
homozigotos para o alelo mutado - GG (ambos os alelos possuem a mutagao

eliminando a agao da enzima de restrigdo formando uma banda de 333 pb).
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3.4 Analise dos dados coletados

Foram descritas as caracteristicas quantitativas avaliadas em todos os
pacientes com uso de medidas resumo (média, desvio padrdo, mediana,
minimo e maximo) e as caracteristicas qualitativas foram descritas com uso de
frequéncias absolutas e relativas. Foram descritas as frequéncias de esteatose
e de fibrose segundo caracteristicas pessoais, clinicas e laboratoriais
qualitativas e foi verificada a presenga de associagdao com uso de teste qui-
quadrado ou teste exato de Fisher.

As caracteristicas quantitativas foram descritas segundo presenca de
esteatose e fibrose com uso de medidas resumo (média, desvio padréo,
mediana, minimo e maximo) e comparadas entre 0os grupos com uso de teste t-
Student (Kirkwood e Sterne, 2006). Foram estimados os Odds Ratio de cada
variavel com a ocorréncia de esteatose e de fibrose com os respectivos
intervalos de 95% de confianga com uso de regressdo logistica simples
(Hosmer e Lemeshow, 2000). Para podermos comparar melhor com os dados
de literatura, avaliamos também o efeito do PNPLA3 usando o modelo genético
de heranga recessiva (genétipo GG vs CG + CC) e dominante (gendtipo CC vs
CG + GG), segundo presencga de esteatose e fibrose avangada.

Foram estimados modelos de regressédo logistica multipla (Hosmer;
Lemeshow, 2000) para esteatose e fibrose, selecionando-se as variaveis que
nos testes univariados apresentaram niveis de significancia inferiores a 0,10
(p<0,10), mantendo-se nos modelos finais apenas as variaveis com nivel de

significancia inferior a 0,05 (p<0,05).
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Todas as analises foram realizadas com o auxilio do Excel 2003 e do

pacote estatistico SPSS, v.20.0 (SPSS, Chicago, IL, EUA).

3.5 Aspectos éticos

Coleta de dados realizada no periodo de 2010 a 2012 (componente

retrospectivo)

O soro dos participantes foi coletado para a realizagdo de exames
laboratoriais do projeto MANIFESTACOES EXTRA-HEPATICAS e guardado em
freezer a -80°C, no LIM 47 — Laboratério de Hepatologia por Virus do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Foi
aplicado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - |) para que
0s sujeitos da pesquisa autorizassem a realizagdo de exames laboratoriais para

a presente pesquisa em soro coletado anteriormente (Anexo 3).

Coleta de dados realizada no periodo de 2013 a 2015 (componente

prospectivo)

Os pacientes foram convidados a participar do presente estudo, havendo

esclarecimentos sobre os objetivos e a metodologia do estudo. Foi aplicado um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - II) em que os sujeitos da
pesquisa autorizaram a realizagdo da entrevista, a coleta de sangue e a
realizacdo de exames laboratoriais (Anexo 4).

Participaram do estudo somente os pacientes que assinaram o termo de
consentimento apds esclarecimentos sobre a pesquisa (objetivos, metodologia,

sigilo e riscos). Os investigadores se comprometeram a manter o anonimato e
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o sigilo sobre a identidade de todos os individuos do estudo, que foram
identificados por numeros.
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-FMUSP

(CaPPesq n°® 448.527) (Anexo 5).
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4 RESULTADOS

No periodo compreendido entre janeiro de 2010 e dezembro 2015 foram
incluidos 314 pacientes do Ambulatério de Hepatites da Divisdo de Clinica de
Moléstias Infecciosas e Parasitarias do HC-FMUSP, sendo 88

prospectivamente e 226 retrospectivamente.

4.1. Anadlise dos pacientes por tipo de estudo

Ao comparar as caracteristicas basais dos pacientes do estudo
retrospectivo e prospectivo, podemos observar que nao houve diferenga
significante entre os dois grupos, incluindo as frequéncias dos gendétipos do
polimorfismo do gene PNPLA3, da esteatose hepatica e da fibrose avangada

(Tabela 7). Esses resultados confirmam a viabilidade de reunir as casuisticas.
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Tabela 7 - Caracteristicas dos pacientes por tipo de estudo, retrospectivo ou prospectivo

Tipo de estudo

Caracteristica Retrospectivo Prospectivo o]

n 226 88

Idade (anos) 54,5 56,1 0,31
Sexo masculino (%) 99 (43,8%) 34 (38,6%) 0,41
Diabetes 35 (15,5%) 11 (12,5%) 0,50
IMC 27,25 26,23 0,18
Gendtipo HCV 3 35 (15,5%) 12 (13,6%) 0,68
Nivel de HCV > 850.000 IU/mL (%) 131 (58%) 44 (50,0%) 0,21
AST (UIL) 49,85 49,75 0,98
ALT (UIL) 61,70 62,56 0,89
HOMA-IR 3,30 4,05 0,36
Triglicérides (mg/dL) 107,14 111,50 0,59
Colesterol total (mg/dL) 172,43 174,49 0,68
LDL c (mg/dL) 95,71 92,58 0,45
HDL ¢ (mg/dL) 55,03 56,26 0,60
Esteatose hepatica = 5% 108 (47,8%) 44 (50,0%) 0,73
Atividade inflamatoria Metavir A2-A3 151 (75,7%) 63 (71,6%) 0,42
Fibrose hepatica Metavir F3-F4 51 (22,6%) 14 (15,9%) 0,19
Genotipo PNPLA3 0,52

cc 94 (41,6%) 39 (44,3%)
CG 49 (21,7%) 14 (15,9%)
GG 66 (29,2%) 81 (92,0%)

Valores sdo média ou numeros (%). Quando n&o houver outra unidade especificada, os valores
se referem a nimero (%) de pacientes.

4.2 Caracteristicas gerais

Dos participantes do estudo, 133 (42,4%) eram do sexo masculino e 181
(57,6%) do sexo feminino. A média das idades dos pacientes foi 54,96 anos e a
mediana foi 57 anos, com uma variacao de 28 a 82 anos. A média do indice de
massa corpérea (IMC) dos pacientes foi de 27 kg e a mediana 26 kg, variando

de 17,4 kg a 78,5 kg.
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A distribuicdo dos pacientes em relagao ao polimorfismo rs738409 do

gene da PNPLA3, dados demograficos e antropomoérficos sdo mostrados na

Tabela 8.

Tabela 8 - Distribuicdo dos pacientes em relagdo ao polimorfismo rs738409 do gene da

PNPLA3, dados demograficos e antropomorficos

Caracteristica N (%)
Polimorfismo PNPLA3'

cC 133 (45,9)
CG 63 (21,7)
GG 94 (32,4)
Sexo

Masculino 133 (42,4)
Feminino 181 (57,6)
Idade (anos)

18-30 3(1)
31-40 55 (17,5)
41-50 46 (14,6)
51-60 92 (29,3)
=60 118 (37,6)
IMC?2

<24,99 121 (38,6)
25,00-29,99 100 (31,8)
30-34,99 49 (15,6)
>35 20 (6,4)

'ignorado: 14; %ignorado: 8

Esta apresentada no Grafico 1 a frequéncia do polimorfismo rs738409

do gene da PNPLAS3 encontrada no presente estudo.



44

Grafico 1: Frequéncia do polimorfismo rs738409 do gene da PNPLA3

mCC mCG mGG

Em relacdo aos antecedentes epidemioldgicos em potencial para
aquisicdo do virus da hepatite C, 114 (36,3%) apresentaram histéria de ter
recebido transfusdo de sangue. Nao observamos antecedente de risco em 119
(37,9%) pacientes.

A Tabela 9 mostra a distribuicdo dos pacientes em relagao aos fatores
de risco conhecidos para aquisicdo do virus da hepatite C e em relagcédo ao fator

etilismo.
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Tabela 9 - Distribuicdo dos pacientes segundo antecedentes epidemioldgicos em potencial

para aquisi¢cao do virus da hepatite C e segundo etilismo

Antecedente /etilismo N (%)
Transfusio de sangue’

N&o 198 (63,5)
Sim 114 (36,5)
Uso de droga injetavel?

N&o 287 (92,6)
Sim 23 (7,4)
Uso de droga por via inalatéria®

N&o 271 (86,9)
Sim 41 (13,1)
Tatuagem*

N&o 267 (86,1)
Sim 43 (13,9)
Acupuntura®

N&o 252 (81)
Sim 59 (19)
Parceiro HCV positivo®

N&o 252 (80,3)
Sim 28 (8,9)
Etilismo

N&o 200 (63,7)
<20g 53 (16,9)
20-50g 32 (10,2)
>50g 24 (7,6)

'ignorado:2; 2ignorado:2; dignorado:4; 4ignorado:3; ®ignorado:4; Signorado: 34

A Tabela 10 mostra a distribuicido dos pacientes em relacédo a

comorbidades. A maioria dos pacientes nao apresentou hipertensao arterial

sistémica, diabetes mellitus ou hipotireoidismo.
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Comorbidades N (%)
HAS'

Nao 203 (64,6)
Sim 111 (35,4)
Diabetes mellitus

Nao 268 (85,4)
Sim 46 (14,6)
Hipotireoidismo

Nao 276 (87,9)
Sim 38 (12,1)

"Hipertensao arterial sistémica

Os niveis séricos médios de exames laboratoriais selecionados sao

mostrados na Tabela 11.

Tabela 11 - Distribuicdo dos participantes do estudo segundo exames laboratoriais

selecionados

Avaliagao laboratorial (sérica) Média Variagao
Glicose' (mg/dL) 93,1 44 a 597
Insulina? (pU/mL) 15,2 2,5a524,3
ALT (U/L) 61,9 11 a 333
AST (U/L) 49,8 11 a 289
GGT (U/L) 84,4 8a733
Colesterol total (mg/dL) 173 69 a 399
LDL (mg/dL) 94,9 12 a 211
HDL 3(mg/dL) 55,4 20 a 144
VLDL#(mg/dL) 23,6 2a237
Triglicérides (mg/dL) 108,4 28 a 502
HOMA-IR%8 3,51 0,32 297,09

valor ignorado:1; 2valor ignorado: 15; 3valor ignorado: 1; “valor ignorado: 1; SHOMA-IR:

homeostatic model assessment; 8valor ignorado: 15

A distribuicdo dos pacientes segundo as caracteristicas do virus da

hepatite C € mostrada na Tabela 12. Cerca de 80% dos pacientes apresentou

infeccao pelo virus da hepatite C gendtipo 1 e somente 1,3% deles apresentou

infeccao pelo gendtipo 5. Nenhum apresentou infecgéo pelo gendtipo 4.
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Tabela 12 - Distribuigdo dos pacientes segundo caracteristicas do virus da hepatite C

Caracteristicas do Virus N (%)
Genétipo!

1aou 1b 245 (79,3)
2aouz2b 13 (4,2)
3aou3b 47 (15,2)
5a ou 5b 4 (1,3)
RNA-HCV (Ul/mL)

<850.000 139 (44,3)
>850.000 175 (55,7)
"ignorado: 5

A Tabela 13 mostra a distribuigdo dos pacientes em relagdo as
caracteristicas do estudo anatomopatologico de fragmento hepatico, segundo
classificagdo da Sociedade Brasileira de Hepatologia (Gayotto, 2000) e Metavir
(The French METAVIR Cooperative Study Group, 1994). Cerca de 20% dos
pacientes apresentou fibrose avancada (F3-4), 68% atividade necro-

inflamatéria moderada ou intensa e 48,4% apresentou esteatose hepatica.
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Tabela 13 - Distribuicdo dos pacientes, segundo caracteristicas do estudo anatomopatolégico

de fragmento hepatico

Caracteristica N (%)
Alteragio estrutural’

0-1 178 (56,7)
2 71 (22,6)
3-4 65 (20,7)
Inflamagéao portal1

0-1 44 (14)

2 165 (52,5)
3-4 105 (33,5)
Atividade periportal’

0-1 60 (19,1)
2 125 (39,8)
3-4 129 (41,1)
Atividade parenquimatosa’

0-1 103 (31,8)
2 167 (53,2)
3-4 44 (14)
Esteatose?

0 162 (51,6)
1 106 (33,8)
2 39 (12,4)
3 7(2,2)
Siderose

0 256 (81,5)
1 17 (5,4)

2 41 (13,1)
3 0
Atividade inflamatoéria®

Ausente 3(1)

Leve 97 (30,9)
Moderada 167 (53,2)
Intensa 47 (15)
Grau de fibrose?®

Ausente 45 (14,3)
Portal sem Septos 133 (42,4)
Portal com Raros Septos 71 (22,6)
Numerosos Septos sem Cirrose 37 (11,8)
Cirrose 28 (8,9)

'Sociedade Brasileira de Hepatologia; ?Kleiner et al.; 3Metavir
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4.3 Fatores associados a esteatose hepatica

O resultado da anadlise wunivariada de fatores demograficos e
epidemioldgicos, segundo presenca de esteatose hepatica sdo mostrados na
Tabela 14. O grupo de pacientes com esteatose hepatica apresentou maior
propor¢ao de pessoas com mais idade, que receberam transfusdo sanguinea,
com antecedente de acupuntura e maior valor de indice de massa corporea do

que o grupo sem esteatose hepatica.
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Tabela 14 - Distribuicdo dos pacientes em relacdo aos dados demograficos e epidemiolégicos,

segundo a presenga de esteatose hepatica

Esteatose IC (95%)

Variavel
Ausente Presente OR Inferior Superior p

Sexo (n/%) 0,219
Masculino 74 (45,7) 59 (38,8) 1,00
Feminino 88 (54,3) 93 (61,2) 1,33 0,85 2,08
Transfuséo (n/%) 0,038
Nao 111 (68,5) 87 (57,2) 1,00
Sim 50 (30,9) 64 (42,1) 1,63 1,03 2,60
Droga inalatoria (n/%) 0,319
Nao 136 (83,9) 135 (88,8) 1,00
Sim 24 (14,8) 17 (11,2) 0,71 0,37 1,39
Droga injetavel (n/%) 0,930
Nao 147 (90,7) 140 (92,1) 1,00
Sim 12 (7,4) 11 (7,2) 0,96 0,41 2,25
Acupuntura (n/%) 0,018
Nao 137 (84,6) 115 (75,7) 1,00
Sim 22 (13,6) 37 (24,3) 2,00 1,12 3,59
Tatuagem (n/%) 0,756
Nao 136 (83,9) 131 (86,2) 1,00
Sim 23 (14,2) 20 (13,2) 0,90 0,47 1,72
Parceiro VHC (n/%) 0,720
Nao 126 (77,8) 126 (82,9) 1,00
Sim 15(9,3) 13 (8,6) 0,87 0,40 1,90
Etilismo (n/%) 0,796
Nao 104 (64,2) 96 (63,2) 1,00
Sim 55 (33,9) 54 (35,5) 1,06 0,67 1,70
Idade (anos) 1,039 1,019 1,059 <0,001
média (DP) 52,4 (11,6) 57,7 (11,7)
mediana (min.; max.) 53 (28; 76) 60,5 (29; 82)
IMC 1,089 1,033 1,147 0,001
média (DP) 25,8 (3,9) 28,1 (7,5)

mediana (min.; max.) 25,7 (17,4; 38,3) 26,5 (17,9; 78,5)

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga; DP: Desvio Padrao
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A distribuicdo dos pacientes em relagcdo as comorbidades segundo
presenca de esteatose sdao mostrados na tabela 15. Pacientes hipertensos

estavam em proporgao maior no grupo que apresentou esteatose hepatica.

Tabela 15 - Distribuicdo dos pacientes em relagdo a exames laboratoriais selecionados,

segundo presencga de esteatose hepatica

Esteatose IC (95%)

Variavel
Ausente Presente OR Inferior  Superior p

HAS' (n/%) 0,029
Nao 114 (70,4) 89 (58,6) 1,00
Sim 48 (29,6) 63 (41,5) 1,68 1,05 2,68
Diabetes mellitus (n/%) 0,383
Nao 114 (70,4) 89 (58,6) 1,00
Sim 48 (29,6) 63 (41,5) 1,68 1,05 2,68
Hipotireoidismo (n/%) 0,834
Nao 143 (88,3) 133 (87,5) 1,00
Sim 19 (11,7) 19 (12,5) 1,08 0,55 2,12

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga; DP: Desvio Padrao
"Hipertensao arterial sistémica

A Tabela 16 mostra a distribuicdo dos pacientes em relacdo a exames
laboratoriais selecionados, segundo presenga de esteatose (analise
univariada). Os pacientes com esteatose apresentaram menor nivel sérico de

LDL e maior atividade de AST, ALT e GGT do que os pacientes sem esteatose.
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Tabela 16 - Distribuicido dos pacientes em relagdo a exames laboratoriais selecionados,

segundo presenga de esteatose hepatica

Esteatose IC (95%)

Variavel

Ausente Presente OR  Inferior Superior p
Glicose 1,004 0,998 1,009 0,166
média (DP) 89,4 (43,3) 97 (53,5)
mediana (min.; max.) 80 (50; 444) 86 (44; 597)
Insulina 1,001 0,993 1,008 0,850
média (DP) 14,8 (42,3) 15,5 (11,6)
mediana (min.; max.) 9,8 (2,5;524,3) 12,5(2,6; 82,5)
HOMA 1,019 0,975 1,065 0,409
média (DP) 3,2(8,1) 3,8 (3,7)
mediana (min.; max.) 2 (0,4; 97) 2,8 (0,6; 27,6)
ALT 1,006 1,001 1,011 0,022
média (DP) 55,9 (46,3) 68,4 (50)
mediana (min.; max.) 44 (11; 333) 52,5 (12; 311)
AST 1,009 1,002 1,015 0,008
média (DP) 44.3 (35,4) 55,7 (40,6)
mediana (min.; max.) 34 (11; 289) 42 (13; 251)
GGT 1,006 1,003 1,009 <0,001
média (DP) 64,2 (59,5) 106 (117,6)
mediana (min.; max.) 46,5 (8; 361) 64 (10; 733)
Colesterol 0,995 0,989 1,000 0,062
média (DP) 177 (41,4) 168,7 (37,1)
mediana (min.; max.) 172 (104; 399) 164,5 (69; 252)
LDL 0,989 0,982 0,997 0,003
média (DP) 100,2 (34,1) 89,2 (30,3)
mediana (min.; max.) 97 (29; 211) 88 (12; 176)
HDL 1,002 0,990 1,014 0,788
média (DP) 55,1 (16,5) 55,7 (20,8)
mediana (min.; max.) 54 (25; 101) 53,5 (20; 144)
VLDL 1,001 0,990 1,012 0,837
média (DP) 23,3 (23,5) 23,8 (16,1)
mediana (min.; max.) 18 (7; 237) 20,5 (2; 112)
Triglicérides 1,003 1,000 1,007 0,081
média (DP) 102,1 (55,1) 115,1 (74,4)

mediana (min.; max.)

89,5 (34; 450)

101 (28; 502)

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga; DP: Desvio Padrao
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Observamos na Tabela 17 a distribuicdo dos pacientes em relagdo ao
polimorfismo do gene PNPLA3 e caracteristicas do virus da hepatite C,
segundo a presenca de esteatose. O grupo de pacientes com esteatose
apresentou maior propor¢gdo de portadores do gendtipo GG e de CG do
polimorfismo do gene PNPLA3 e de infeccdo pelo gendtipo 3 do virus da

hepatite C do que o grupo sem esteatose.

Tabela 17 - Distribuicdo dos pacientes em relagdo ao polimorfismo do gene PNPLA3 e
caracteristicas do virus da hepatite C, segundo a presenga de esteatose

hepatica

Esteatose IC (95%)

Variavel
Ausente Presente OR Inferior Superior ¢]

Geno6tipo PNPLAS3 (n/%) 0,012
CcC 80 (49,4) 53 (34,9) 1,00
CG 28 (17,3) 35 (23,0) 1,89 1,03 3,46
GG 39 (24,1) 55 (36,2) 2,13 1,24 3,64
Geno6tipo PNPLAS3 (n/%) 0,003
cC 80 (49,4) 53 (34,9) 1,00
CGou GG 67 (41,4) 90 (59,2) 2,03 1,27 3,24
Genétipo PNPLA3 (n/%) 0,030
CCouCG 108 (66,7) 88 (57,9) 1,00
GG 39 (24,1) 55 (36,2) 1,73 1,05 2,85
Gendétipo viral (n/%) 0,020
Nao 3 143 (88,3) 119 (78,3) 1,00
3 17 (10,5) 30 (19,7) 2,12 1,12 4,03
RNA-HCV (n/%) 0,82
<850.000 73 (45,1) 66 (43,4)
>850.000 89 (54,9) 85 (55,9) 1,05 0,67 1,65

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianca

O resultado da analise univariada em relacdo a fibrose, siderose e
atividade inflamatoria segundo presenca de esteatose hepatica sdo mostrados
na Tabela 18. Fibrose hepatica e atividade necro-inflamatéria foram mais

comuns no grupo de pacientes com esteatose do que no grupo sem esteatose.
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Tabela 18 - Distribuicdo dos pacientes em relagdo ao exame histopatolégico de fragmento

hepatico, segundo presenga de esteatose hepatica

Esteatose IC (95%)

Variavel
Ausente Presente OR Inferior Superior p

Fibrose (n/%) 0,001
Ausente 140 (86,4) 109 (71,7) 1,00
Presente (F3-F4) 22 (13,6) 43(28,3) 2,51 1,42 4,45
Siderose (n/%) 0,576
Ausente 134 (82,7) 122(80,3) 1,00
Presente 28(17,3) 30(19,7) 1,18 0,67 2,08
Atividade inflamatdria (n/%) <0,001
Ausente/Leve 74 (45,7) 26(17,1) 1,00
Moderada/Intensa 88 (54,3) 126 (82,9) 4,08 2,42 6,88

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga

A proporcdo de pacientes com maior idade, infeccdo pelo virus da
hepatite C gendtipo 3, antecedente de transfusdo de sangue e acupuntura,
hipertensos, com fibrose hepatica avancgada (F3-4), atividade necro-inflamatoria
moderada ou intensa, maior indice de massa corpdrea, maior atividade de
AST, ALT e GGT e menor nivel sérico de LDL foi maior no grupo de pacientes
com esteatose do que no grupo sem esteatose hepatica. Além disso, a
proporgcao de portadores do gendtipo GG do gene PNPLA3 foi maior no grupo
com esteatose.

Para a analise multivariada, selecionamos as variaveis: idade, IMC,
hipertensao, infecgao pelo virus da hepatite C gendtipo 3, fibrose avangada,
atividade inflamatéria moderada a intensa, AST, GGT e gendtipo do gene
PNPLAS (trés categorias, modelo de heranga dominante ou recessivo).

A Tabela 19 mostra os OR associados as variaveis que permaneceram
no modelo final da regressédo logistica multipla em relagdo a esteatose,

considerando o gendtipo do gene PNPLA3 com trés categorias.
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Tabela 19 - Fatores associados a esteatose hepatica considerando o gendtipo do gene

PNPLA3 com trés categorias

IC (95%)

Variavel
OR Inferior Superior p

Genotipo PNPLA3
CcC 1,00
CG 2,73 1,36 5,48 0,005
GG 1,94 1,05 3,58 0,036
Genétipo 0,007
Nao 3 1,00
3 2,88 1,34 6,17
Atividade inflamatéria 0,000
Ausente/Leve 1,00
Moderada/Intensa 3,37 1,85 6,15
Idade (anos) 1,03 1,008 1,055 0,009
IMC 1,09 1,026 1,159 0,005
GGT 1,006 1,002 1,01 0,002

Regresséo logistica multipla; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga

Observamos associagao entre os portadores do gendtipo CG do gene
PNPLAS3, do gendtipo GG do gene PNPLAS, de infeccao pelo virus da hepatite
C gendtipo 3, atividade necro-inflamatéria moderada ou intensa, maior indice
de massa corporea, maior atividade de GGT e maior idade com a esteatose

hepatica.

4.3.1 Fatores associados a esteatose hepatica usando o modelo de

heranca dominante

A Tabela 20 mostra os OR associados as variaveis que permaneceram

no modelo final da regressao logistica multipla em relacdo a esteatose,
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considerando o gendtipo do gene PNPLA3 com CC vs CG ou GG (modelo

dominante).

Tabela 20 - Fatores associados a esteatose hepatica considerando o gendtipo do gene

PNPLA3 com CC vs CG ou GG

IC (95%)

Variavel

OR Inferior Superior P
Genotipo PNPLA3 0,013
CcC 1,00
CGou GG 1,91 2,15 3,20
Genétipo 0,008
Nao 3 1,00
3 2,58 1,25 5,33
Atividade inflamatéria <0,001
Ausente/Leve 1,00
Moderada/Intensa 3,13 1,76 5,55
Idade (anos) 1,03 1,008 1,05 0,008
IMC 1,09 1,03 1,16 0,002
GGT 1,005 1,002 1,009 0,003

Regresséo logistica multipla; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga

Utilizando o modelo de heranga dominante, confirmamos a associagao

entre o gendtipo CG ou GG com esteatose hepatica.

4.3.2 Fatores associados a esteatose hepatica usando o modelo de

heranga recessiva

A Tabela 21 mostra os OR associados as variaveis que permaneceram

no modelo final da regressado logistica multipla em relagcdo a esteatose,

considerando o gendtipo do gene PNPLA3 com CC ou CG vs GG (modelo

recessivo).
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Tabela 21 - Fatores associados a esteatose hepatica considerando o genétipo do gene

PNPLA3 com CC ou CG vs GG

IC (95%)

Variavel
OR Inferior Superior P

Idade (anos) 1,03 1,009 1,053 0,006
Genétipo 0,015
Nao 3 1,00
3 2,42 1,189 4,92
Atividade inflamatéria <0,001
Ausente/Leve 1,00
Moderada/Intensa 3,133 1,78 5,52
IMC 1,091 1,030 1,155 0,003
GGT 1,005 1,002 1,009 0,004

Regressao logistica multipla; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga

Nao observamos associacdo entre esteatose e os portadores do

gendtipo homozigoto (GG) do gene PNPLAS.

4.4 Fatores associados a fibrose hepatica

O resultado da analise univariada em relagdo aos dados demograficos e

epidemioldgicos, segundo a presenga de fibrose hepatica € mostrado na

Tabela 22. Observamos que as variaveis maior idade, sexo masculino,

antecedente de transfusdo de sangue e uso de droga por via inalatéria foram

significantes no grupo com fibrose avangada (F3-4).
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Tabela 22 - Distribuicdo dos pacientes em relagdo aos dados demograficos e epidemiolégicos,

segundo a presenga de fibrose hepatica

Fibrose IC (95%)

Variavel Ausente Presente
(F3-4) OR Inferior Superior p

Sexo (n/%) <0,001
Masculino 92 (36,9) 41 (63,1) 292 166 513
Feminino 157 (63,0) 24 (36,9) 1,00
Transfuséo' (n/%) 0,027
N&o 165 (66,3) 33 (50,8) 1,00
Sim 83 (33,3) 31 (47,7) 1,87 1,07 3,26
Droga inalatéria?
(n/%) 0,024
N&o 220 (88,4) 51 (78,5) 1,00
Sim 27 (10,8) 14 (21,5) 224 1,10 457
Droga injetavel® (n/%) 0,109
N&o 230 (92,4) 57 (87,7) 1,00
Sim 15 (6,0) 8 (12,3) 215 087 532
Acupuntura* (n/%) 0,342
N&o 202 (81,1) 50 (76,9) 1,00
Sim 44 (17,7) 15 (23,1) 1,38 0,71 2,67
Tatuagem® (n/%) 0,423
N&o 213 (85,6) 54 (83,1) 1,00
Sim 32 (12,9) 11 (16,9) 1,36 064 2,86
Parceiro VHC® (n/%) 0,627
N&o 199 (79,9) 53 (81,5) 1,00
Sim 21 (8,4) 7 (10,8) 1,25 051 3,10
Etilismo (n/%) 0,89
N&o 163 (65,5) 42 (64,6) 1,00
Sim 86 (34,5) 23 (35,4) 1,01 057 1,78
Idade (anos) 1,054 1,026 1,081 <0,001
média (DP) 53,6 (12,2) 60,3 (9,3)
mediana (min.; max.) 55 (28; 82) 62 (37; 76)
IMC 0,994 0,948 1,042 0,802
média (DP) 27 (6,3) 26,8 (4,8)

mediana (min.; max.) 26,1(17,4; 78,5) 25,6 (18; 38,4)

lignorado:2; 2ignorado:2; dignorado:4; 4ignorado:3; %ignorado:4; Signorado:34; OR: Odds Ratio;
IC: Intervalo de Confianga; DP: Desvio Padrao



59

A distribuicdo dos pacientes em relagcdo as comorbidades segundo
presenca de esteatose € mostrada na Tabela 23. A proporgdo de pacientes
com hipertensao arterial sistémica e diabetes mellitus foi significante no grupo

com fibrose avancgada.

Tabela 23 - Distribuicdo dos pacientes em relagdo a exames laboratoriais selecionados,

segundo presenca de esteatose hepatica

Fibrose IC (95%)

Variavel Presente
Ausente (F3-4) OR Inferior  Superior p

HAS (n/%) 0,001
Nao 172 (69,1) 31 (47,7) 1,00
Sim 77 (30,9) 34 (52,3) 245 1,41 4,27
DM (n/%) <0,001
Nao 225(90,4) 43 (66,2) 1,00
Sim 24 (9,6) 22 (33,9) 480 247 9,32
Tireoide (n/%) 0,099
Nao 215(86,4) 61 (93,9) 1,00
Sim 34 (13,7) 4 (6,2) 042 0,14 1,21

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga

O resultado da analise univariada em relacdo a exames laboratoriais
selecionados segundo a presencga de fibrose hepatica € mostrado na Tabela
24. Os niveis séricos de glicose, ALT, AST e GGT estavam mais elevados no
grupo com fibrose avangada; o nivel sérico de colesterol estava diminuido no

grupo com fibrose avangada.
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Tabela 24 - Distribuicdo dos pacientes em relagdo a exames laboratoriais selecionados,

segundo presenca de fibrose hepatica

Fibrose IC (95%)

Variavel Presente

Ausente

(F3-4) OR Inferior Superior P

Glicose 1,013 1,006 1,021 0,003
média (DP) 86,6 (31,9) 118 (82,2)
mediana (min.; max.) 81 (44; 444) 92 (57; 597)
Insulina 1,002 0,995 1,010 0,558
média (DP) 14,7 (34,2) 17,3 (15,8)

10,9 (2,5; 13,5 (2,5;
mediana (min.; max.) 524,3) 106,5)
HOMA 1,034 0,987 1,083 0,164
média (DP) 3,2 (6,5) 4,9 (5,3)
mediana (min.; max.) 2,1(0,4; 97) 3,1(0,8; 27,6)
ALT 1,009 1,004 1,015 0,001
média (DP) 56,5 (44,4) 82,8 (57,4)
mediana (min.; max.) 44 (11; 333) 71 (12; 268)
AST 1,016 1,009 1,024 <0,001
média (DP) 43,9 (32,8) 72,3 (48,9)
mediana (min.; max.) 34 (11; 289) 60 (21; 232)
GGT 1,006 1,003 1,008 <0,001
média (DP) 72,4 (83,3) 130,5 (118,4)
mediana (min.; max.) 43 (8; 733) 95 (19; 628)
Colesterol 0,991 0,983 0,998 0,017
média (DP) 175,7 (39,2) 162,6 (39,4)
mediana (min.; max.) 172 (69; 399) 156 (90; 252)
LDL 0,992 0,983 1,001 0,072
média (DP) 96,5 (32,6) 88,3 (32,7)
mediana (min.; max.) 94 (12; 211) 82 (33; 176)
HDL 0,989 0,974 1,005 0,172
média (DP) 56,1 (19,3) 52,6 (15,8)
mediana (min.; max.) 54 (21; 144) 53 (20; 113)
VLDL 0,999 0,984 1,013 0,838
média (DP) 23,7 (21,4) 23,1 (15)
mediana (min.; max.) 20 (2; 237) 19 (8; 101)

Continua
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Tabela 24 - Distribuicdo dos pacientes em relagdo a exames laboratoriais selecionados,

segundo presenca de fibrose hepatica (Conclusao)

Fibrose IC (95%)
Variavel Presente
Ausente
(F3-4) OR Inferior Superior p
Triglicérides 1,000 0,996 1,004 0,930
média (DP) 108,2 (66,6) 109 (61,2)

mediana (min.; max.) 94 (28; 502) 94 (47; 429)

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga; DP: Desvio Padrao

Na Tabela 25 encontra-se a distribuicdo dos pacientes em relagdo ao
polimorfismo rs738409 do gene da PNPLA3 e caracteristicas do virus da
hepatite C, segundo a presencga de fibrose hepatica.

A proporgao de pacientes portadores do gendétipo do gene PNPLA3 CG
ou GG, com infecgdo pelo virus da hepatite C gendtipo 3 e com RNA-HCV
sérico>850.000 Ul/mL foi significativamente maior no grupo com fibrose

avancgada.
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Tabela 25 - Distribuicdo dos pacientes em relagao ao polimorfismo rs738409 do gene da
PNPLAS e caracteristicas do virus da hepatite C, segundo a presenca de fibrose

hepatica

Fibrose IC (95%)

Variavel Presente
Ausente
(F3-4) OR Inferior Superior P

Genotipo PNPLA3' (n/%) 0,133
cc 113 (45,4) 20(30,8) 1,00
CG 49 (19,7) 14(21,5) 161 0,75 3,46
GG 70 (28,1) 24 (36,9) 1,94 1,00 3,76
Genotipo PNPLA3' (n/%) 0,035
cc 113 (45,4) 20(30,8) 1,00
CG ou GG 119 (47,8) 38(58,5) 1,81 1,05 3,35
Gendtipo PNPLA3" (n/%) 0,060
CCou CG 162 (61,1) 34(52,3) 1,00
GG 70 (28,1) 24(36,9) 1,69 0,98 2,95
Genotipo? (n/%) 0,095
Nzo 3 212 (85,2) 50 (76,9) 1,00
3 33(13,3) 14(21,5) 1,80 0,90 3,61
RNA-HCV (UI/mL) (n/%) 0,015
<850.000 119 (47,8) 20 (30,8)
>850.000 130 (52,2) 45(69,2) 2,06 1,15 3,68

ignorado:14; 2ignorado: 5; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga

O resultado da anadlise univariada em relagdo a siderose, esteatose e
atividade necro-inflamatéria, segundo a presenca de fibrose hepatica sao
mostrados na Tabela 26. A propor¢ao de pacientes com esteatose hepatica e
atividade necro-inflamatéria moderada ou intensa foi significativamente maior

no grupo de pacientes com fibrose avangada.
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Tabela 26 - Distribuicdo dos pacientes em relagdo ao exame histopatolégico de fragmento

hepatico, segundo presenca de fibrose hepatica

Fibrose IC (95%)

Variavel Presente P
Ausente
(F3-4) OR Inferior Superior

Siderose (n/%) 0,073
Ausente 208 (83,5) 48(73,9) 1,00
Presente 41 (16,5) 17 (26,2) 1,80 0,94 3,43
Esteatose (n/%) 0,001
Ausente 140 (56,2) 22 (33,9) 1,00
Presente 109 (43,8) 43 (66,1) 251 142 4,45
Atividade inflamatdria (n/%) <0,001
Ausente/Leve 97 (38,9) 3 (4,6)
Moderada/Intensa 152 (61,1) 62 (95,4) 13,19 4,03 43,19

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga

Observamos associagao entre sexo masculino, maior idade,
antecedente de transfusdo sanguinea e uso de droga por via inalatoria,
hipertensdo arterial, diabetes mellitus, esteatose hepatica, atividade necro-
inflamatdria, RNA-HCV sérico>850.000 Ul/mL, niveis elevados de glicose, AST,
ALT e GGT e niveis diminuidos de colesterol e fibrose avangada. Além disso, a
propor¢cao de portadores do gendtipo CG ou GG do polimorfismo do gene
PNPLA3 foi significativamente maior no grupo de pacientes com fibrose
avancada.

Para a analise multivariada, selecionamos as variaveis: sexo masculino,
idade, hipertensdo, esteatose hepatica, atividade necro-inflamatéria moderada
a intensa, RNA-HCV sérico>850.000 Ul/mL, niveis elevados de glicose, AST,
ALT, GGT e colesterol. Incluimos para essa analise o gendtipo do polimorfismo

do gene PNPLA3 (3 categorias).
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A Tabela 27 mostra os OR associados as variaveis que permaneceram

no modelo final da regressao logistica multipla em relagdo a fibrose,

considerando o gendtipo do gene PNPLA3 com trés categorias.

Tabela 27 - Fatores associados a fibrose hepatica considerando o gendétipo do gene PNPLA3

com trés categorias

IC (95%)

Variavel

OR Inferior Superior p
Sexo <0,001
Masculino 6,50 2,93 14,42
Feminino 1,00
Atividade inflamatéria 0,003
Ausente/Leve 1,00
Moderada/Intensa 10,08 2,25 45,11
Esteatose 0,02
Ausente 1,00
Presente 2,56 1,16 5,63
Idade 1,05 1,015 1,089 0,005
AST 1,012 1,004 1,020 0,004

Regresséo logistica multipla; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga

Os fatores associados a fibrose hepatica foram: sexo masculino, maior

idade, atividade necro-inflamatdria moderada ou intensa, esteatose hepatica e

niveis elevados de AST. Nao observamos associagao entre o gendtipo do gene

PNPLAZ3 e fibrose hepatica.
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4.4.1 Fatores associados a fibrose hepatica usando o modelo de heranga

dominante

A Tabela 28 mostra os OR associados as variaveis que permaneceram

no modelo final da regressao logistica multipla em relagdo a fibrose,

considerando o gendtipo do gene PNPLA3 com CC vs CG ou GG.

Tabela 28 - Fatores associados a fibrose hepatica considerando o genétipo do gene PNPLA3

com CC vs CG ou GG

IC (95%)

Variavel
OR Inferior Superior P

Sexo <0,001
Masculino 4,41 2,25 8,64
Feminino 1,00
Atividade inflamatéria <0,001
Ausente/Leve 1,00
Moderada/Intensa 8,94 2,61 30,59
Idade 1,06 1,03 1,09 0,001
AST 1,011 1,002 1,017 0,012
GGT 1,003 1,000 1,007 0,032

Regresséo logistica multipla; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga

Os fatores associados a fibrose hepatica foram: sexo masculino, maior

idade, atividade necro-inflamatéria moderada ou intensa e niveis elevados de

AST e GGT. Nao observamos associagao entre o gendtipo do gene PNPLAS3 e

fibrose hepatica.
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4.4.2 Fatores associados a fibrose hepatica, usando o modelo de heranga

recessiva

A Tabela 29 mostra os OR associados as variaveis que permaneceram
no modelo final da regressao logistica multipla em relagdo a fibrose,

considerando o gendtipo do gene PNPLA3 com CC ou CG vs GG.

Tabela 29 - Fatores associados a fibrose hepatica considerando o genétipo do gene PNPLA3
com CC ou CG vs GG

IC (95%)

Variavel
OR Inferior Superior P

Sexo <0,001
Masculino 4,41 2,25 8,64
Feminino 1,00
Atividade inflamatéria <0,001
Ausente/Leve 1,00
Moderada/Intensa 8,94 2,61 30,59
Idade 1,06 1,03 1,09 0,001
AST 1,011 1,002 1,017 0,012
GGT 1,003 1,000 1,007 0,032

Regresséo logistica multipla; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga

Os fatores associados a fibrose hepatica foram: sexo masculino, maior
idade, atividade necro-inflamatéria moderada ou intensa e niveis elevados de
AST e GGT. Nao observamos associagao entre o gendtipo do gene PNPLAS e

fibrose hepatica.
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5 DISCUSSAO

Esse trabalho permitiu analisar a influéncia do polimorfismo do gene da
PNPLA3 sobre a esteatose hepatica e o grau fibrose nos 314 pacientes
incluidos no estudo com diagnéstico de hepatite C crénica, atendidos no
Hospital das Clinicas da FMUSP. Nesse estudo verificou-se ainda a
associagao entre fatores metabdlicos e fatores virais com a presenca de

esteatose hepatica e grau de fibrose hepatica nesses pacientes.

5.1 Fatores associados a esteatose hepatica

Os fatores que mostraram associagcdo positiva com esteatose foram:
alelo G (CG e GG), idade, IMC elevado, infecgdo pelo virus da hepatite C
genotipo 3, atividade necro-inflamatoria e niveis elevados de GGT.

A esteatose € um achado histologico frequente em pacientes portadores
do virus da hepatite C (HCV) (Moriya et al.,, 1999). O gendtipo 3 do HCV
desemprenha um importante papel no desenvolvimento da esteatose (Adinolfi
et al., 2001). Niveis séricos do RNA, atividade necro-inflamatdria, presencga de
fibrose, fatores metabdlicos, como IMC, resisténcia a insulina e diabetes,
aumento das transaminases, consumo de alcool abusivo e fatores
demograficos como sexo masculino e idade avancada parecem estar
envolvidos no desenvolvimento da esteatose. Fatores genéticos ligados ao
hospedeiro podem desempenhar um importante papel no desenvolvimento da

esteatose, dentre eles o polimorfismo do rs738409 do gene da PNPLAGS.



68

Os primeiros estudos a encontrarem associacdo do polimorfismo
rs738409 do gene da PNPLA3 com a esteatose foi em pacientes com doenca
hepatica gordurosa nao alcodlica. Romeo et al. (2008) associaram o alelo G do
polimorfismo rs738409 do gene da PNPLA3 com aumento da gordura no figado
e inflamagao hepatica em portadores de DHGNA. Em 2009, Sookoian et al.,
relataram que o alelo G do polimorfismo rs738409 foi significativamente
associado com DHGNA (p<0,001). Sookoian et al. (2011), em uma revisao
sistematica, mostraram em seus resultados a influéncia do gendtipo GG do
rs738409 com a suscetibilidade das formas mais graves da doenga como
NASH.

Valenti et al. (2012) relataram que gendtipo GG do polimorfismo
rs738409 foi associado com a presenca de esteatose (OR: 1,75; IC 95%: 1,28-
2,49; p=0,001), independentemente de ALT e GGT. No modelo de regressao
logistica, o gendtipo GG do polimorfismo rs738409 do gene da PNPLA3
permaneceu independentemente associado a esteatose (OR: 3,18; IC 95%:
1,65-6,69; p=0,001). As mesmas observagdes quanto ao polimorfismo
rs738409 foram feitas por varios outros autores (Trepd et al.,, 2011;
Stattermayer et al., 2014; Yasui et al., 2015). A Tabela 30 mostra as

observacoes feitas por esses autores.
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Tabela 30 - Estudos que associaram a esteatose com o polimorfismo rs738409 de acordo

com o modelo recessivo

Genétipo Esteatose <5% Esteatose >5%
Referéncia Etnia HCV N CC+CG/GG N CC+CG/GG p
Valenti et al., Caucasiano 1,2, 3,4 196 189/7 406 364/42 0,001
2012
Stattermayer et Caucasiano 1,4 147 145/2 213 190/23 0,028
al., 2014
Trepo et al., Caucasiano 1,2,3,4 264 257/7 273 242/31 0,012
2011
Yasui et al., Asiaticos 239 195/44 37 2314 0,003
2015

Baseado em Fan et al. (2016)

Desde o final da década de 1990, varios fatores vém sendo associados
a presenca de hepatite C crbnica, incluindo indice de massa corpérea
(Hourigan et al., 1999; Hwang et al.,, 2001), idade (Poynard et al., 2003;
Asselah et al., 2003; Paton et al., 2004), gendétipo 3 (Mihm et al., 1997; Rubbia-
Brandt et al., 2000), atividade histoldégica (Adinolfi et al., 2001) e niveis
elevados de GGT (Hwang et al., 2001; Adinolfi et al., 2001).

Hourigan et al., em 1999, investigaram 148 pacientes com hepatite C
crbnica ndo tratados e constataram que 61% apresentaram esteatose. Na
analise multivariada, observou-se que o IMC estava associado a esteatose
(p<0,0001). A média do IMC dos pacientes sem esteatose foi de 23,9 +/- 4,3
kg/m?, enquanto que para o grau 1 o IMC foi de 265 +/- 5,1 kg/m? e para o grau
2 e 3 agrupados o IMC foi de 28,4 +/- 4,9 kg/m2. Em um estudo, Hwang et al.
(2001) observaram que cinquenta e cinco (52%) de 106 pacientes com hepatite
C crbnica apresentaram esteatose hepatica. Os pacientes com esteatose

hepatica apresentaram niveis séricos maiores de triglicérides e de GGT, maior
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IMC e maior prevaléncia de obesidade quando comparados com pacientes sem
esteatose.

Patton et al. (2004) ao estudarem 574 pacientes infectados pelo HCV de
um unico centro observaram que as variaveis idade, duragédo da infecgéo, IMC
e infeccdo pelo virus da hepatite C gendtipo 3 (p<0,001 para todas as
variaveis) estavam associadas a esteatose hepatica. Os niveis de RNA-HCV
foram significativamente associados com esteatose em pacientes com infecgao
pelo gendtipo 3 (p<0,003). Poynard et al. (2003) e Asselah et al. (2003)
encontraram também associagao entre idade e esteatose hepatica.

Em 1997, Mihm et al. avaliaram 90 pacientes com infecgao crénica pelo
virus da hepatite C em relacdo a caracteristicas histopatoldgicas, exames
bioquimicos, dados demograficos e gendtipo do virus da hepatite C. Os autores
observaram uma maior prevaléncia de esteatose e lesdes ductais em pacientes
com infec¢cdo pelo gendtipo 3a comparado com pacientes infectados pelos
gendtipos 1 ou 1b. A associagdo foi subsequentemente confirmada por
Rubbia-Brandt et al., em 2000. Estes ultimos observaram esteatose em 41
pacientes (40,6%) de um total de 101 pacientes com hepatite C crdnica,
independente de sexo, idade ou modo de infecgdo. A infecgcao pelo virus da
hepatite C gendtipo 3 mostrou-se associada a maiores pontuacdes de
esteatose do que outros gendtipos.

Adinolfi et al. (2001) avaliaram o papel da esteatose na progressao de
danos no figado, como a fibrose, em uma coorte de 180 pacientes com hepatite
C, bem como sua relagéo com fatores virais, como o0 gendétipo do virus e niveis
de RNA, e do hospedeiro, como IMC e distribuicdo da gordura visceral.

Quarenta e oito por cento dos pacientes apresentou esteatose e uma maior
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prevaléncia de esteatose foi observada na infecgao pelo gendétipo 3a (p<0,01).
Encontraram associagdo da esteatose com o indice de atividade histoldgica
(p<0,007). Os pacientes com grau de esteatose > 30% mostraram niveis mais
elevados de GGT e ALT (p<0,001). A analise por unico genétipo mostrou uma
associagao significativa entre o grau de esteatose e IMC na infecgao pelo
gendtipo 1 (p<0,001) e com os niveis de RNA do HCV na infecgao pelo
gendtipo 3a (p<0,001). Distribuicao de gordura visceral mostrou estar
associada a esteatose (p<0,001).

Nao encontramos associagcdo entre resisténcia a insulina e esteatose
hepatica. E possivel que o tipo de pacientes incluidos, isto &, a grande parte
deles com IMC normal, ndo tenha propiciado poder estatistico ao estudo para

testar essa associagao.

5.2 Fatores associados a fibrose hepatica

Encontramos associagéo positiva entre fibrose hepatica avangada (F3-4)
e sexo masculino, maior idade, atividade necro-inflamatéria, esteatose hepatica
e niveis elevados de AST e GGT.

E bem documentada a associacdo entre progressdo da fibrose ou
fibrose avangada com idade a infecgéo e sexo masculino (Poynard et al., 1997,
Ryder et al., 2004), atividade histolégica (Yano et al., 1996; Ghany et al., 2003),
esteatose hepatica (Castéra et al., 2003; Rubbia-Brandt et al., 2004) e niveis
elevados de AST (Boccato et al., 2006).

Poynard et al. (2001) realizaram um estudo com 2313 pacientes nao

tratados para HCV. Sete fatores de risco foram avaliados: idade a bidpsia,
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sexo, consumo de alcool, modo de infecgédo, grau de atividade inflamatéria,
gendtipo do virus da hepatite C e niveis de RNA. Trés fatores independentes
foram associados (p<0,001) com uma taxa de progressdo da fibrose mais
rapida: idade no momento da infecgdo, consumo de alcool de 50 g ou mais por
dia, e o sexo masculino. O modo de infecgao, atividade histolégica, gendtipo e
a carga viral ndo foram independentemente associados com fibrose.
Progressédo da fibrose foi principalmente dependente da idade de cinquenta
anos ou mais. Ryder et al. (2004) investigaram os fatores de risco para
progressao da doenca hepatica em 214 pacientes com infecgao crénica pelo
virus da hepatite C que apresentavam doenca hepatica leve e que foram
acompanhados prospectivamente sem tratamento. Os autores observaram que
os fatores preditores para a progressdao da doenga hepatica foram idade a
primeira biopsia e qualquer grau de fibrose na primeira biopsia. A taxa global
de progressao da fibrose foi baixa, mas aumentou nos pacientes com mais
idade ou com fibrose na primeira biopsia.

Yano et al. (1996) avaliaram fragmentos hepaticos de 70 pacientes com
hepatite C cronica, coletados no periodo de 1 a 26 anos (média 8,8 anos). No
seguimento, 35 pacientes desenvolveram cirrose. Esta se desenvolveu em
todos os pacientes com alto grau de necro-inflamagao na biopsia inicial que
foram seguidos por 10 anos e em 96% dos pacientes com grau intermediario
que foi seguido por 17 anos. Somente 30,4% dos pacientes com baixo grau na
bidpsia inicial desenvolveu cirrose apos 13 anos. Ghany et al. (2003) avaliaram
uma coorte de 123 pacientes com hepatite crénica C usando biopsia hepatica
para avaliar a taxa e preditores de progresséo da fibrose. Entre 123 pacientes,

48 (39%) apresentaram progressdo na pontuacao da fibrose, 46 (37%) nao
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mostraram nenhuma mudanca e 29 (24%) apresentaram melhora. Daqueles
com fibrose, 9% apresentaram progressao para cirrose. A taxa global de
progressao foi de 0,12 unidades de fibrose por ano, uma taxa que prevé a
progressao para cirrose em 50 anos, se progressao foi linear. A taxa de
progressao da fibrose foi variavel, e foi maior entre os pacientes com idade
mais avancada, aqueles com niveis séricos de alanina e aspartato
aminotransferase mais elevados e aqueles com necrose periportal extensa na
bidpsia hepatica inicial. Em um estudo metanalise de pacientes individuais, os
autores conduziram uma avaliacdo de 3068 pacientes com hepatite C cronica
confirmada histologicamente e recrutados de 10 centros na Italia, Suiga,
Franca, Australia e EUA. Esteatose estava presente em 1561 pacientes
(50.9%) e fibrose em 2688 (87.6%). Por regressédo logistica multipla, a
esteatose mostrou-se associada independentemente ao gendtipo 3 do virus da
hepatite C, a fibrose hepatica, diabetes mellitus, a atividade inflamatdria
histologica, ao etilismo, ao IMC e a idade avancada. Fibrose estava associada
a atividade inflamatéria, esteatose, sexo masculino e idade avangada. Em
analise de subgrupos, a associacao entre esteatose e fibrose invariavelmente
foi dependente da associagdao simultanea entre esteatose e inflamagao
hepatica (Leandro et al., 2006).

Castéra et al. (2003) avaliaram 90 pacientes com hepatite C, virgens de
tratamento e que tinham bidpsias hepaticas pareadas. O intervalo médio entre
as biopsias foi de 48 meses. A piora da esteatose foi significativamente
associada a progressao da fibrose hepatica em pacientes com (p=0,03) e sem
(p<0,03) esteatose na primeira biopsia. Rubia-Brandt et al., (2000) em um

estudo realizado com 101 pacientes encontrou associagao da fibrose com
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atividade inflamatéria (p <0,001), idade (p<0,001), esteatose (p=0,001), abuso
de alcool por mais de 5 anos (p=0,015) e IMC (p=0,034).

Boccato et al. (2006) estudaram as taxas e determinantes da progressao
da fibrose na hepatite C crénica. Cento e seis pacientes (idade média de 41,65
+ 12,83 anos), com infecgdo cronica pelo HCV, nao tratados e com fibrose
minima na bidpsia hepatica inicial (FO/F1 por METAVIR) foram seguidos
prospectivamente com bidpsia, que foi repetida apds 5 ou mais anos (média do
intervalo de 7,8 + 1,51 anos). Sessenta e quatro pacientes (60,4%)
apresentaram progressdo da fibrose. A progressdao para F3 ou cirrose foi
observada em 36% das pessoas com F1 inicial. A progressao da fibrose foi
associada com a idade (p<0,0001), alanina aminotransferase (ALT) (p=0,005),
atividade histoldgica (p=0,004) e esteatose (p=0,002) na fase inicial da bidpsia
e a utilizacao de alcool (p=0,008). Esse estudo reforca a ideia de que a fibrose
é facilitada pela idade avancada e alcool e associada com o0s niveis de
atividade inflamatéria e ALT.

Em relagcdo ao polimorfismo rs738409 do gene da PNPLA3, varios
autores (Valenti et al.,, 2011; Trepd et al.,, 2011; Stattermayer et al., 2014)
observaram que o gendtipo GG estava associado a maior risco de fibrose
avangada, enquanto que em um estudo realizado em Taiwan (Huang, 2015)
observou-se que o alelo G (CG+GG) estava associado a esse mesmo evento,
isto €, maior grau de fibrose. No entanto esses achados ndo foram unanimes.
Em um estudo japonés (Nakamura et al., 2013), os autores n&do encontraram
associagao entre o alelo G (CG+GG) do polimorfismo do gene PNPLA3 e
fibrose avangada. Os proprios autores aventam algumas hipéteses para esses

diferentes achados, como a utilizagdo de ultrassom para diagnosticar esteatose
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e grau de fibrose, etnia diversa e diferente distribuicdo dos gendtipos do gene
PNPLA3 no Japao. Em outro estudo japonés, ndo se observou associagao
entre os gendtipos do gene PNPLA3 (GG) e fibrose avangada (Miyashita et al.,
2012).

Em nosso estudo, ndo encontramos associagao entre fibrose avancada
e o polimorfismo rs738409 do gene de PNPLA3. Nao acreditamos que tenha
havido algum erro na avaliagdo da presenca de esteatose ou grau de fibrose,
pois todos os pacientes foram avaliados através do estudo de fragmento
hepatico, que é considerado padrao-ouro para essas situagdes. A maioria dos
estudos avalia pacientes de origem caucasiana ou asiaticos; ndao podemos
afirmar que a etnia dos pacientes brasileiros seja uma ou outra e nem que a
distribuicdo dos gendtipos seja semelhante. O poder estatistico do estudo
poderia ndo ter sido suficiente para testar essa hipotese (influéncia do
polimorfismo na fibrose avangada).

Nosso estudo apresenta limitagdes. Os participantes foram recrutados
de um unico centro médico de atendimento terciario, ligado a Universidade. Os
resultados do estudo ndo podem ser generalizados para todos os pacientes
com hepatite C, embora nossa casuistica ndo tenha alta proporcao de
pacientes com hepatopatia avangada (20,0%). A interpretacdo dos achados
fica limitada também pela falta de grupo de comparagao, como pacientes com
doencga hepatica crbnica de outra etiologia para ajudar a contextualizar o
significado de morbidades dos pacientes com HCV. Além disso, considerando
que o desenho do estudo é transversal, ndo podemos estabelecer com certeza
a sequéncia temporal dos eventos, por exemplo, se 0 aumento do IMC

precedeu a esteatose ou se a atividade necro-inflamatéria precedeu a evolugao
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para fibrose avancada. Estudos longitudinais sdo os melhores para esclarecer
esses pontos.

Por fim, apesar dessas limitagdes, os resultados obtidos juntam-se as
evidéncias existentes do papel do polimorfismo rs738409 do gene PNPLA3
sobre a esteatose hepatica e sobre o grau de fibrose em individuos com
diagndstico de hepatite C crénica. Até onde sabemos, este € um dos poucos
estudos encontrados que analisou pacientes brasileiros com hepatite C sob
esse ponto de vista.

Estudos ainda s&o necessarios para esclarecer qual € a melhor
abordagem para pacientes com hepatite C crénica em portadores do alelo G do
polimorfismo rs738409 do gene PNPLA3 que, na sua maioria, sdo ainda pouco
compreendidos, tanto em relacdo a sua historia natural como o melhor

tratamento a ser implementado para eles.
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6 CONCLUSOES

e Na populacdo estudada o gendtipo mais prevalente do polimorfismo
rs738409 foi o CC presente em 45,5% dos participantes do estudo, seguido do

genotipo GG (32,6%) e do gendtipo CG (21,9%).

e Os fatores de risco associados a esteatose hepatica foram: gendétipo CG
e genotipo GG do polimorfismo rs738409 do gene PNPLA3, gendtipo 3 do
HCV, moderada/intensa atividade necro-inflamatéria, maior idade, IMC e GGT
elevados. Quando considerado o modelo dominante (CC vs CG ou GG), os
fatores associados a esteatose hepatica foram: genétipo CG do gene PNPLAS,
gendtipo GG do gene PNPLA3, gendtipo 3 do HCV, moderadal/intensa
atividade necro-inflamatéria, maior idade, IMC e GGT elevados. Quando
considerado o modelo recessivo (CC ou CG vs GG), os fatores associados a
esteatose hepatica foram: gendtipo 3 do HCV, moderadal/intensa atividade
necro-inflamatoéria, maior idade, IMC e GGT elevados, porém nao encontramos

associagao com o gendtipo GG do gene PNPLA3 nesse modelo.

e Os fatores de risco associados a fibrose hepatica foram: sexo masculino,
atividade necro-inflamatéria moderada ou intensa, esteatose hepatica, maior
idade e niveis elevados de AST. Quando considerado o modelo dominante (CC
vs CG ou GG), os fatores associados a fibrose hepatica foram: sexo masculino,
maior idade, atividade necro-inflamatéria moderada ou intensa e niveis

elevados de AST e GGT. Nesse modelo ndao observamos associagcdo da
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fibrose hepatica com o genétipo CG ou GG do gene PNPLA3 e com esteatose
hepatica. Quando considerado o modelo recessivo (CC ou CG vs GG), os
fatores associados a esteatose hepatica foram: sexo masculino, maior idade,
atividade necro-inflamatoria moderada ou intensa e niveis elevados de AST e
GGT. Nao observamos associagao de fibrose hepatica com o gendtipo GG do

gene PNPLAS3 e com esteatose hepatica nesse modelo.

e Observamos associagcdo entre o polimorfismo rs738409 do gene
PNPLAS e esteatose hepatica nos pacientes com hepatite C crénica, mas essa

associagao nao foi encontrada com fibrose avancada.
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ANEXO 1

 #5
A

APROVACAO

A ComissGo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Dirercria Clinica do Hospital das Clinicas @ da Foculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessde cde 21/10/2009, APROVOU o
Protoceic de Pesquisa n® 0914/09, infitulado: "MANIFESTAGOES EXTRA-HEPATICAS
DA HEPATITE C ESTUDO TRANSVERSAL" apresenicdo pelo Depcrtamento de
MOLESTIAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS, inclusive o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido,

Cabe ac pesquisacdor elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdc do Conselho Nacional de
Saude n® 194, de 10/10/1996, incise IX.2, letra ''c").

Pesguisader {a) Responsavel: Fatima Mitiko Tengan

CAPPesq, 22 de Qutubro de 2009

. ;_:’ .-._A— ot

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

A s —i
\~°_§t‘\(.x_\_rw"l‘\.¢"\\ (\_\ ,A‘L_‘\M{x NS

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e ca FMUSP Diretoria Clinica do
Hosoital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
228, 5" andar - CEP 05403 010 - Sac Paulo - SP Fone: 011 3069 8442 Fax: 011 3069 6452 a-mall;
cappesq@nhcnet usp br / secretariacappesq2@henet.usp br



ANEXO 2

NUMERO DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE: |__|_ | | |
DATADAENTREVISTA: |__ | /||| ||

IDENTIFICACAO DO PACIENTE
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1. NOME:

2RGHC: || ||| || [ || | | |
3. SEXO: 1. masculino 2. feminino

4. DATA DE NASCIMENTO: / /
5.IDADE: ___ anos

ENDERECO ATUAL

6. Avenida, Rua:

7. Bairro:

8. Cidade:

9. CEP:

10. Tel.:

11. Tel. Celular:

12. e-mail:

ESCOLARIDADE

13. O senhor teve oportunidade de freqlientar escola?
1.sim 0. ndo
Se ndo, passe para o item 17.

14. Até que ano o senhor ou a senhora estudou?

15. Durante quantos anos o senhor ou a senhora estudou? (néo incluir anos de repeténcia)

16. Entdo, o maior nivel educacional atingido foi:

1. Primério completo
Supletivo de 1° grau
Secundario incompleto

Secundéario completo

Escola técnica

2

3

4

5. Supletivo de 2° grau
6

7. Universitario incompleto
8

Universitario completo
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AQUISICAO DO VIRUS

( ) ignorado

17. Ano do primeiro anti-HCV positivo (diagndstico):

18. O senhor teve ou tem alguma atividade no seu trabalho que o coloque em contato com

sangue?

1.sim 0. ndo 9. ignorado
Se néo, passe para o item 22.
19. Qual o tipo de atividade?
1. Banco de sangue 2. Contato com doentes 3. Farmacia

4. Faz / fez necropsia 5. Laboratério 6. Outro:

20. Ja recebeu transfusdo de sangue ou plasma (sangue na veia)?

1.sim 0. ndo 9. ignorado

Se ndo, passe para o item 24.

21. Em que ano (ou ha gtos anos) (na primeira vez)?

22. Ja usou ou usa droga inalada (cheirada)?

1.sim 0. ndo

Se néo, passe para o item 25.

23. Em que ano usou pela primeira vez?

24, Em que ano usou pela ultima vez?

25. Ja usou ou usa droga injetavel?

1.sim 0. ndo 9. ignorado

Se ndo, passe para o item 28.

26. Em que ano usou droga injetavel pela primeira vez?

27. Em que ano usou pela ultima vez?

28. O senhor j4 fez didlise?
1.sim 0. ndo 9. ignorado

Se nao, passe para o item 31.

29. Em que ano fez diélise pela primeira vez?

30. Em que ano fez diélise pela Gltima vez?

31. Jateve hepatite?

1.sim 0. ndo 9. ignorado

Se néo, passe para o item 34.

32. Em que ano teve hepatite?

33. O senhor sabe o tipo?

1.A 2B 3.C 4. Outro: 9. ndo sabe o tipo

34. J4 foi internado em hospital?
1.sim 0. ndo 9. ignorado

Se nao, passe para o item 37.

35. Quando (ano) o senhor foi internado (pela primeira vez)?

36. Qual foi 0 motivo dessa internacdo?




37. Ja fez tratamento dentério?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
Se nao, passe para o item 40.
38. Ja fez cirurgia dentaria? (ex. canal, implante)

1.sim 0. ndo 9. Ignorado
39. Em que ano o Sr. fez a cirurgia dentaria (a primeira)?
40. Ja foi operado?

1.sim 0. ndo 9. ignorado
Se néo, passe para o item 46.

41. De que o senhor foi operado (na primeira vez)?

42. Quantas vezes o senhor foi operado?

Se mais de uma vez, passe para o item 44.

43. Em que ano foi operado?

44, Em que ano foi operado pela primeira vez?

45. Em que ano foi operado pela Gltima vez?

46. O senhor ja fez tratamento com acupuntura?
1.sim 0. ndo 9. ignorado
Se ndo, passe para o item 49.
47. Em que ano o senhor fez tratamento com acupuntura pela primeira vez?
48. O senhor j4 fez tatuagem?
1.sim 0. ndo 9. ignorado
Se nao, passe para o item 50.

49. Em que ano fez tatuagem pela primeira vez?

50. Furou a orelha para usar brincos?
1.sim 0.ndo 9. ignorado
Se ndo, passe para o item 52.

51. Em que ano, na primeira vez?

52. Usa ou ja usou piercing?
1.sim 0.ndo 9.ignorado
Se ndo, passe para o item 55.

54. Em que ano (na primeira vez)?

55. Alguém de sua familia teve ou tem hepatite?
1.sim 0. ndo 9. ignorado
Se nao, passe para o item 58.

56. Em que ano esse familiar teve hepatite?

57. Qual o tipo de hepatite?

1.A 2B 3.C 4.0utro: 9. ndo sabe o tipo
58. O senhor ja teve ou tem parceiro com hepatite?

1.sim 0. ndo 9. ignorado

Se ndo passe para o item 62.
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59. Em que ano vocés se relacionaram pela primeira vez? |__|
60. Qual o tipo de hepatite?
1.A 2B 3.C 4.0utro: __ 9.ndo sabe o tipo

Preenchimento feito pelo coordenador

Exposi¢éo potencial:
Ano:

61. Alguma vez em sua vida, o senhor teve problemas com alcool?
1.sim 0. ndo
Se ndo, passe para o item 65.

62. Que tipo de bebida (a mais comum)?

64. Quantas vezes por semana?
1.sim 0. néo

65. Atualmente, o senhor toma algum tipo de bebida que contenha &lcool?
1.sim 0. ndo
Se ndo, passe para o item 68.

66. Que tipo de bebida (a mais comum)

67. Quantas vezes por semana?

Preenchimento feito pelo coordenador
Grau de etilismo:

68. Fuma ou ja fumou cigarros?
1.sim 0.ndo
Se ndo, passe para o item 1.
69. Quantos cigarros o senhor fuma ou fumou por dia? cigarros/dia.

70. Em que ano comegou a fumar?

71. Em que ano fumou pela dltima vez?

Preenchimento feito pelo coordenador

Exposicdo ao tabagismo:

DADOS CLINICOS 1

1. O senhor ja ficou doente alguma vez? (necessitou de cuidados médicos)

1.sim 0. ndo 9. ignorado




2. Se sim, qual (quais) doenga(s)?
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8. ndo se aplica 9. ignorado

3. Estd com algum problema de satide no momento ou faz acompanhamento médico, além deste exame

de hepatite?

1.sim 0. ndo 9. ignorado
4. O senhor se sente cansado ultimamente?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
5. Tem disposicdo para o trabalho?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
6. Tem disposicdo para o lazer?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
7. Tem dores nas juntas (articulagGes)?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
Se ndo, passe para o item 9.

8. Em quais juntas (articulagdes)?

8. ndo se aplica 9. ignorado
9. Tem dores musculares?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
10. Tem dificuldade para levantar-se da cadeira?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
11. Tem dificuldade para pegar objetos em prateleiras ou para estender
roupa em um varal?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
12. Seus dedos das mdos mudam de cor no frio?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
Se ndo, passe para o item 14,

13. De que cor ficam seus dedos no frio?

8. ndo se aplica 9. ignorado
14. Ja teve manchas constituidas de pequenos pontinhos vermelhos nas pernas?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
15. Tem formigamentos ou dorméncias nas pernas ou pés?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
16. Enxerga bem?

1.sim 0. ndo 9. ignorado
17. Necessita usar 6culos de grau?

1.sim 0. ndo 9. ignorado
18. Nos ultimos 3 meses, o senhor sentiu os olhos secos?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
19. Nos Ultimos 3 meses, teve sensacdo de areia nos olhos?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe




20. Nos dltimos 3 meses, necessitou usar colirio mais de 3 vezes ao dia?
1.sim 0. ndo 9. ndo sabe

21. Nos Gltimos 3 meses, sentiu a boca seca com frequéncia?
1.sim 0. ndo 9. ndo sabe

22. Notou se as glandulas par6tidas aumentaram, como na caxumba?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe

23. Tem dificuldade para engolir ou necessita de agua para engolir melhor os alimentos?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
24. O senhor ja sentiu dores no peito?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
Se néo, passe para o item 26.
25. Essas dores pioram quando respira fundo?

1.sim 0. ndo 9. néo sabe

26. O senhor ja teve trombose (entupimento de veias)?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
27. Ja teve derrame (AVC)?
1.sim 0. ndo 9. ndo sabe

28. O senhor ja teve infarto?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
Se paciente do sexo masculino, passe para o item 30.
29. A senhora j4 teve aborto espontaneo?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
30. Dorme bem?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
31. Acorda descansado?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
32. Tem aftas na boca?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
33. Tem feridas (lGlceras) na regido genital?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
34. Sente coceiras na pele?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
35. Costuma ter manchas/ feridas ou qualquer outro tipo de alteragéo na pele?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
Se sexo masculino, passe para o item 38.
36. A senhora faz reposi¢do hormonal?

1.sim 0. Néo 8. ndo se aplica 9. ndo sabe
37. Qual medicamento usa para reposi¢cdo hormonal?

8. ndo se aplica 9. ignorado

38. Toma medicamentos para presséo alta?
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1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
Se ndo, passe para o item 40.
39. Qual ou quais medicamentos usa para pressao alta?

8. ndo se aplica 9. ignorado
40. Toma medicamentos para Diabetes?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
Se nao, passe para o item 42,

41. Qual ou quais medicamentos usa para Diabetes?

8. ndo se aplica 9. Ignorado

42. Toma medicamento para tiredide?

1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
Se ndo, passe para o item 44,

43. Qual medicamento usa para tiredide?

8. ndo se aplica 9. ignorado

44. Toma medicamentos para controlar o colesterol e/ou triglicérides?
1.sim 0. ndo 9. ndo sabe
Se ndo, passe para o item 1.

45. Qual ou quais medicamentos usa para colesterol e/ou triglicérides?

8. ndo se aplica 9. Ignorado
TRATAMENTO
46. TRATAMENTO1: |__ |0. Ndo |__|1. Sim |___]9. Ignorado

47. Tratamento 1, DROGA (s):

| |8. N&o se aplica |___[9. Ignorado
48. Tratamento 1, INICIO: |__ | V| W | || |

|__|08/08/8888 = Data nao se aplica |__|09/09/9999 = Data ignhorada
49, Tratamento L, FIM: |__ | V| VM| |||

|__|08/08/8888 = Data néo se aplica |__|09/09/9999 = Data ignorada
50. Tratamento 1, INTERRUPCAO: | | V| W 1 || |

|__|08/08/8888 = Data nao se aplica |__|09/09/9999 = Data ignorada

51. RESPOSTA VIROLOGICA SUSTENTADAL: |__|NAO |_|SIM |_|NAO SE APLICA
|__|IGNORADO |__| EM ANDAMENTO

Considerar RVS: RNA HCV negativo até 6meses apds suspensdo do tratamento.

52. OBSERVACOES SOBRE O TRATAMENTO1
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53. Houve alguma doenga desencadeada durante ou apds o uso do interferon:
|___|0. N&o | J1. Sim | |8. N&o se aplica |__|9. Ignorado

54. Em caso afirmativo, que doenca:

| |8. N&o se aplica |___|9. Ignorado
55. Em caso afirmativo, data: |__|__[/|__|_V__|_| ||
| |8. N&o se aplica |___|9. Ignorado

56. OBSERVACOES SOBRE DOENGAS DESENCADEADAS PELO INTERFERON:

DADOS DE EXAME FiSICO

57.Pulso |__|__|__|/minutos

58.PA ||| | x|_|_|_|cmHg

59. Peso L IKg
60. Altura|__ | | |,|__|_ Jem

61. Circunferéncia abdominal |__|_| ||| _|cm

62. Observagdes
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SEXO: M OO0O0F O
DATA DE NASCIMENTO.: ........ [ [

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “IMPACTO DA EXPRESSAO DO GENE
PNPLA3 NA ESTEATOSE HEPATICA EM PACIENTES COM INFECCAO PELO
VIRUS DA HEPATITE C”

PESQUISADOR: FATIMA MITIKO TENGAN

CARGO/ FUNCAO: DOCENTE - CHEFE DO LIM 47 - LABORATORIO DE
HEPATOLOGIA POR VIiRUS DO HC-FMUSP
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UNIDADE DO HCFMUSP: LIM 47-DIVISAO DE CLINICA DE MOLESTIAS
INFECCIOSAS E PARASITARIAS

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA
RISCO MINIMO X RISCOMEDIO [

RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR [

3. DURAGAO DA PESQUISA: 24 MESES
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Essas informacbes estdo sendo fornecidas para sua participagao
voluntaria neste estudo, que visa investigar o porqué de alguns pacientes com
hepatite C apresentarem depdsito de gordura no figado.

Para alcancar esse objetivo, vamos estudar algumas caracteristicas
genéticas dos pacientes com hepatite C cronica. Este estudo sera realizado no
sangue.

Para participar da pesquisa MANIFESTACOES EXTRA-HEPATICAS —
ESTUDO PROSPECTIVO, seu sangue foi colhido para saber se o virus da
hepatite C estava presente no sangue e o material que sobrou foi guardado em
freezer. Para realizar a presente pesquisa, precisamos de sua autorizagao para
fazer os exames no sangue guardado.

Nao havera nenhum desconforto ou risco, pois ndo havera nenhum
procedimento novo.

A sua colaboracao neste estudo € muito importante, pois conhecendo
certas caracteristicas genéticas do paciente com hepatite C cronica,
poderemos planejar um esquema de tratamento com mais chances de
sucesso. Porém, somente no final do estudo, com os resultados, poderemos
concluir pela presenca de algum beneficio para os pacientes com hepatite C
cronica. No momento, ndo ha beneficio direto para os participantes.

Em qualquer etapa do estudo, nos proximos 24 meses, o(a) senhor(a)
tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento
de eventuais duvidas.

A principal investigadora é a Dra. Fatima Mitiko Tengan, que pode ser
encontrada no LIM 47 (Laboratério de Hepatologia por Virus), localizado a Av.
Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 470, sala 12, Cerqueira César. Telefone: 3085-
1601. Se vocé tiver alguma consideragao ou duvida sobre aspectos éticos da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua
Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou
20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail:cappesq@hcnet.usp.br

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer
momento, deixando de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a

continuidade de seu tratamento na Instituicao.
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As informagbes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente.

O(a) senhor(a) tera acesso as informagdes sobre os resultados da
pesquisa que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

Ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a sua
participacéao.

Pretendemos realizar ainda outras pesquisas sobre a caracterizagao
molecular do virus da hepatite C e as caracteristicas genéticas do paciente
com hepatite C crénica, utilizando sangue que ja foi coletado no passado,
durante o seu acompanhamento médico.

Ha necessidade de consulta-lo para autorizar o uso deste sangue em
outras pesquisas cientificas?

(.....) SIM. Eu quero ser consultado para autorizar ou ndo cada pesquisa futura
com o meu material.

(....) NAO. Eu dispenso a autorizagéo para cada pesquisa e estou informado(a)
que a Comissao de Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas
(CAPPesq) ira examinar a nova pesquisa e decidir sobre a utilizagdo ou ndo do

material que eu estou doando.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes
que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “IMPACTO DA
EXPRESSAO DO GENE PNPLA3 NA ESTEATOSE HEPATICA EM
PACIENTES COM INFECCAO PELO VIRUS DA HEPATITE C”.

Eu discuti com a Dra. Fatima Mitiko Tengan sobre a minha decisdo em
participar neste estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do
estudo, a auséncia de procedimentos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagao é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu

possa ter adquirido no meu atendimento neste Servigo.

Data: / /

Assinatura do Paciente/ Representante Legal

Data: / /

Assinatura da Testemunha*

*para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos
ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagao neste

estudo.

Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA
RISCO MINIMO O RISCOMEDIO [

RISCO BAIXO X RISCO MAIOR [J

3. DURAGAO DA PESQUISA: 24 MESES
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A hepatite C crbénica é frequentemente associada a esteatose hepatica
que acelera a progressao da fibrose hepatica e reduz a resposta ao tratamento.
Fatores genéticos ligados ao paciente parecem desempenhar um papel
importante no desenvolvimento da esteatose hepatica. Se a predisposi¢cao a
esteatose hepatica é conhecida com antecedéncia, estratégias para redugéo
da fibrose podem ter efeito benéfico para os pacientes com hepatite C. Este
estudo tem como objetivo analisar a influéncia dos fatores genéticos na
presenca de esteatose (deposicdo de gordura no figado) e grau de fibrose em
pacientes com hepatite C crbnica.

Neste estudo, sera realizada uma entrevista e coletado 1 tubo de sangue
de 10 ml por puncédo da veia do seu antebraco, além dos exames habituais
para o seu acompanhamento e/ou tratamento. A entrevista sera feita através de
questionario, em local reservado e com impressos padronizados. A coleta de
sangue sera utilizada para analisar seu DNA (fator genético).

A puncdo venosa pode causar leve desconforto no local, e raramente
pode levar a aparecimento de mancha roxa ao redor da picada.

O (a) senhor (a) é livre para responder ou ndo as perguntas realizadas.
E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicio.

A sua colaboragdo neste estudo € muito importante, pois conhecendo
certas caracteristicas genéticas do paciente com hepatite C crénica,
poderemos planejar um esquema de tratamento com mais chances de
sucesso. Porém, somente ao fim do estudo poderemos concluir a presenca de
algum beneficio para os pacientes com hepatite C. No momento, nao ha
beneficio direto para o participante.

As informagbdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
participantes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente. E
garantida a confidencialidade e o sigilo das informacoes.

O (a) senhor (a) tera acesso as informagdes sobre os resultados da
pesquisa que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do

estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao
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financeira relacionada a sua participacgao.

Em caso de dano pessoal diretamente causado pelos procedimentos
dessa pesquisa, o (a) senhor (a) tera direito a assisténcia médica na instituigao.

Em qualquer etapa do estudo, nos proximos 24 meses, o(a) senhor(a)
tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento
de eventuais duvidas.

A principal investigadora é a Dra. FATIMA MITIKO TENGAN, que pode
ser encontrada no LIM 47 (Laboratério de Hepatologia por Virus), localizado a
Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 470, sala 12, Cerqueira César. Telefone:
3085-1601. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua
Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — Telefone: 3069-6442, ramais 16, 17,
18 ou 20, FAX: 3069-6442, ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br.

Pretendemos realizar ainda outras pesquisas sobre a caracterizagao
molecular do virus da hepatite C e as caracteristicas genéticas do paciente
com hepatite C crénica, utilizando sangue que ja foi coletado no passado,
durante o seu acompanhamento médico.

Ha necessidade de consulta-lo para autorizar o uso deste sangue em
outras pesquisas cientificas?
(.....) SIM. Eu quero ser consultado para autorizar ou nao cada pesquisa futura
com o meu material.
(.....) NAO. Eu dispenso a autorizagédo para cada pesquisa e estou informado(a)
que a Comissao de Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas
(CAPPesq) ira examinar a nova pesquisa e decidir sobre a utilizagdo ou ndo do

material que eu estou doando.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes
que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “IMPACTO DA
EXPRESSAO DO GENE PNPLA3 NA ESTEATOSE HEPATICA EM
PACIENTES COM INFECCAO PELO ViRUS DA HEPATITE C’.

Eu discuti com o Dra. FATIMA MITIKO TENGAN a minha decisdo em
participar desse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente
em participar desse estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido no momento do atendimento

neste Servigo.

Data: / /

Assinatura do Paciente/ Representante Legal

Data: / /

Assinatura da Testemunha*

*para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos

ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagao neste
estudo.

Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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