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Pereira LB. Influéncia dos polimorfismos de genes da NADPH oxidase na
fibrose hepatica e sua correlagdo com a sindrome metabdlica nos portadores
de virus da hepatite C [dissertacao]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2015.

INTRODUCAQO: A infecgéo pelo virus da hepatite C é a principal causa de
doenca hepatica crbnica que progride para cirrose e carcinoma
hepatocelular. Diversos fatores relacionados ao virus e ao hospedeiro
determinam a progressao para formas mais graves de fibrose hepatica. A
producao de espécies reativas de oxigénio (EROS) promovendo o estresse
oxidativo contribui significativamente na fibrogénese hepatica e pode ser
gerada de multiplas fontes, incluindo a cadeia respiratoria mitocondrial, o
citocromo p4502E1, peroxissomos e as NADPH oxidases (NOXs) no figado.
O sistema da NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phospate) oxidase
tem uma participagdo muito importante na geragcao de EROS induzidas pelo
virus da hepatite C (VHC). Por isso, no presente estudo, investigamos dois
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) na regido reguladora dos
genes codificadores da subunidade catalisadora da NADPH oxidase 4
(NOX4) e sua subunidade regulatéria p22phox (CYBA) e a associagao deles
com variaveis metabodlicas e histolégicas em pacientes com VHC.
METODOS: Cento e setenta e oito pacientes portadores do VHC e virgens
de tratamento (49,3% sexo masculino; 65% VHC gendtipo 1) foram
analisados. Todos os pacientes tinham VHC RNA positivo e foram
genotipados para os SNPs rs3017887 na NOX4 e -675 T— A na CYBA
usando-se primer e probes especificos. RESULTADOS: Nenhuma
associagao foi vista entre as frequéncias genotipicas dos SNPs da NOX4 e
CYBA com marcadores de inflamagdo ou grau de fibrose hepatica na
populagado total estudada. A presenca dos gendtipos CA+AA do SNP da
NOX4 SNP teve associagdo com menor concentracdo sérica da alanino
aminotransferase (ALT) na populagdo masculina (CA+AA= 72,23+6,34
U/L versus CC= 100,22 +9,85; média+SEM; P=0,05). O gendtipo TT do
SNP da CYBA teve associagao com menor concentracao sérica da ALT na
populacdo masculina (TT=84,01+6,77 U/L versus TA+AA=
109,67 £ 18,37 U/L; média + SEM; P=0,047). Por outro lado, o alelo menor
do SNP da NOX4 foi inversamente associado com a frequéncia de sindrome
metabodlica (SM) na populagdo masculina (odds ratio (OR): 0,15; 95%
intervalo de confianca (IC): 0,03 — 0,79; P=0,025). CONCLUSOES: Os
resultados sugerem que os SNPs da NOX4 e CYBA avaliados no estudo n&o
sdo marcadores genéticos diretos de fibrose hepatica em pacientes
portadores do VHC, entretanto o SNP rs3017887 da NOX4 poderia influir
indiretamente na susceptibilidade da fibrose hepatica devido a associagao
inversa com SM nos pacientes do sexo masculino.

Descritores: Hepatite C; NADPH oxidase; Cirrose hepatica; Sindrome X
metabdlica; Polimorfismo genético
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Pereira LB. Influence of polymorphisms of the NADPH oxidase 4 gene in liver
fibrosis and metabolic syndrome correlation in patients with hepatitis C
[dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Séao
Paulo”; 2015.

BACKGROUND: The hepatitis C virus infection is the leading cause of
chronic liver disease that progresses into cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. Several factors related to the virus and the host determine the
progression to more severe forms of liver fibrosis. The production of reactive
oxygen species (ROS) promoting oxidative stress contribute significantly in
liver fibrogenesis and can be generated from multiple sources, including
mitochondrial respiratory chain, cytochrome p4502E1, peroxisomes and
NADPH oxidases (NOXS) in the liver. Given the important contribution of the
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase system to
the generation of reactive oxygen species induced by hepatitis C virus
(HCV), we investigated in the present study, two single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the putative regulatory region of the genes
encoding NADPH oxidase 4 catalytic subunit (NOX4) and its regulatory
subunit p22phox (CYBA) and their relation with metabolic and histological
variables in patients with HCV. METHODS: One hundred seventy eight naive
HCV patients (49.3% male; 65% HCV genotype 1) with positive HCV RNA
were genotyped using specific primers and fluorescent-labeled probes for
SNPs rs3017887 in NOX4 and -675T—A in CYBA. RESULTS: No
association was found between the genotype frequencies of NOX4 and
CYBA SNPs and inflammation scores or fibrosis stages in the overall
population. The presence of the CA + AA genotypes of the NOX4 SNP was
nominally associated with a lower alaninoamine transferase (ALT)
concentration in the male population (CA+AA=72.23+6.34U/L versus
CC=100.22£9.85; mean+SEM; P=0.05). The TT genotype of the CYBA
SNP was also nominally associated with a lower ALT concentration in the
male population (TT=84.01 £ 6.77U/L versus TA+AA= 109.67 =
18.37U/L; mean + SEM; P=0.047). The minor A-allele of the NOX4 SNP was
inversely associated with the frequency of metabolic syndrome (MS) in the
male population (odds ratio (OR): 0.15; 95% confidence interval (Cl): 0.03 to
0.79; P=0.025). CONCLUSIONS: The results suggest that the evaluated
NOX4 and CYBA SNPs are not direct genetic determinants of fibrosis in HCV
patients, but nevertheless NOX4 rs3017887 SNP could indirectly influence
fibrosis susceptibility due to its inverse association with MS in male patients.

Descriptors: hepatitis C; NADPH oxidase; hepatic fibrosis; metabolic
syndrome X; genetic polymorphism.
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A infeccdo crbnica pelo virus da hepatite C (VHC) atinge
aproximadamente 180 milhdes de pessoas e € responsavel por cerca de
250.000 a 350.000 mortes por ano, em todo o mundo, relacionadas com
descompensacao da cirrose hepatica, doenga hepatica em fase terminal e
carcinoma hepatocelular '. Nos Estados Unidos, a prevaléncia da infeccédo
pelo virus da hepatite C foi de 1,6% entre os anos 1999 e 2002, equivalendo
a cerca de 4,1 milhdes de pessoas positivas para o anticorpo contra o virus
da hepatite C (Anti-HCV) *. No Brasil, segundo dados do inquérito nacional
de hepatites virais de base populacional nas capitais brasileiras, a
prevaléncia global para o anti-HCV referente ao conjunto das capitais

federais foi de 1,38% (IC95% 1,12% - 1,64%) 2

O VHC é um virus RNA, da familia Flaviviridae e do género
Hepacivirus. O genoma do VHC é composto por genes estruturais (core, E1
e E2) e ndo estruturais (NS2-NS5B), que s&o dispostos na seguinte
sequéncia: NH2-Core-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH
2. O VHC apresenta sete diferentes gendtipos e uma variagdo de subtipos
(1a, 1b, 1c etc.). Os gendtipos 1, 2 e 4 sdo mais encontrados no centro-
oeste da Africa e o subtipo 4a, no Egito; o genétipo 5 é frequente no sul da
Africa, e os outros gendtipos na China, sudeste da Asia e na india . No

Brasil, os genétipos 1 e 3 sdo os mais frequentes *.
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Os principais fatores de risco relacionados a transmissao do VHC sao
hemotransfusao, transplante de 6rgaos sélidos de doadores infectados, uso

de drogas ilicitas injetaveis e exposicdo ocupacional a sangue e derivados °.

1.1 Histéria natural da hepatite C e patogénese

O VHC é responsavel por causar lesdes inflamatérias no figado,
podendo estar associado a acumulo de lipidios intra-hepaticos (esteatose) e
a progressivos graus de fibrose. A longo prazo, pode desencadear cirrose
hepatica e carcinoma hepatocelular ®’. Na evolugdo da hepatite C, 60% a
80% dos casos progridem para forma cronica e mais de 20% progridem para
cirrose hepatica. A forma aguda da infecgao tem resolugdo espontdnea em

mais de 45% dos casos °.

O processo de fibrogénese hepatica € um processo dinamico e
caracterizado pela sintese de componentes da matriz extracelular, uma
mistura complexa de glicoproteinas (colageno, elastina, fibronectina,
laminina) e proteoglicanos °. Os estimulos podem incluir a geragdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS), com subsequente desenvolvimento
de estresse oxidativo, hipoxia, inflamagao, resposta imune, apoptose,

' Na hepatite C cronica,

esteatose e alteracbes na matriz extracelular
observa-se, inicialmente, fibrose na area periportal ou fibrose zona 1 que,
gradualmente, estende-se para as veias centrais ou fibrose zona 3. O

estagio final se constitui em extensa fibrose com formagao de pontes, septos
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e nodulos entre a area periportal e central, caracterizando a cirrose hepatica

11,12,13

O VHC pode estimular diretamente a fibrogénese por meio de
interacbes entre os hepatécitos infectados, proteinas virais e as células
estreladas hepaticas (HSCs). Esta evidéncia foi demonstrada pela primeira
vez em experimentos envolvendo HSCs de humanos e de ratos, nos quais
se demonstrou aumento da concentracdo de calcio intracelular e da
producdo de EROS . A infecgdo de HSCs com proteinas ndo estruturais de
VHC (NS3-NS5) conduziu a um aumento acentuado do fator de crescimento
transformador-B (TGF-B), que € uma citocina fibrogénica classica, sendo o
estimulo mais potente para a produgao do colageno tipo | e as HSCs sendo
a fonte mais importante de TGF-B1 na fibrose hepatica '°. Associado a isso,
a resisténcia insulinica (RI) tem um importante papel na fibrogénese
hepatica. A hiperinsulinemia pode estimular diretamente HSCs a produzir e
secretar matriz extracelular e, posteriormente, niveis elevados de glicose e
insulina ativam o fator de crescimento do tecido conjuntivo, estimulando a

fibrogénese hepatica '®'"8.

Por outro lado, sabe-se que as proteinas estruturais e nao estruturais
do VHC induzem a alteracdo no metabolismo dos lipidios e o acumulo de
gordura nos hepatdcitos através da ativagao de genes da proteina ligante do
elemento regulador de esteroides-1 (SREBP-1). Além disso, o VHC reduz a
taxa de excrecédo hepatica de lipidios, por meio de disfuncdo mitocondrial e
da inibicdo da proteina microssomal transportadora de triglicerideos (MTP)

9 assim como reduz a beta-oxidagdo, por inibir o receptor ativador do
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proliferador de peroxissoma alfa (PPAR a) (Figura 1) . A RI, por sua vez,
seria o produto da expressao aumentada da infecgdo cronica pelo VHC
induzida por citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-6 ?'. Todos estes
fendbmenos inflamatérios, de morte celular e de fibrogénese hepatica
ocorrem simultaneamente e o estresse oxidativo com a produgao excessiva

de EROS é um dos principais mecanismos de fibrogénese na hepatite C.

—

=
Fapressio das protetess do VHC \
ek
¥ L

Protedea: mio Proteima \
eIlrereran do Core ‘
‘ ‘ Yy
# ~ PAS.sama = Lasbacis Gotcela:
Acvaghe v A da MTP de gordurs
SREBP- SRIB;I: : | &
5 I. .- - e -s ‘l
y A ﬁ' D-‘J da exportacie de
l FPAR-slfa ERO: farmacie o socrecle : colesterel ¢ Bets-

| VLDL Epoprotedass

Actmulo intracelular |
de gooicela: de
gordura om esteatoze |

Fonte: Adaptado de Syed et al. %°, p. 35.

Figura 1 - Alteracdo no metabolismo dos lipidios e acumulo de gordura nos
hepatdcitos induzido pelo virus da hepatite C
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1.2 Sistema NADPH oxidase

As NADPH oxidases, ou NOX, sao proteinas que transferem elétrons
através de membranas e catalizam a redugado dependente de NADPH de O2
a 027, gerando espécies reativas de oxigénio (EROS). As EROS participam
diretamente da defesa do hospedeiro contra bactérias, virus, protozoarios e
fungos. A NOX classica é a NOX fagocitica encontrada em neutrdfilos. O
complexo NOX fagocitico consiste na subunidade catalitica gp91°",
renomeada NOX2, junto com a subunidade regulatéria p22°"°* localizada na
membrana. Os outros componentes regulatérios p47°"°, p40P"*% p67°"* e a
pequena GTPase Rac estdo normalmente localizados no citoplasma 2. Com
a estimulagao por agonistas, as subunidades citosdlicas translocam para o
complexo citocromico ligado a membrana levando a atividade enzimatica. Os
humanos tém quatro proteinas homologas adicionais (NOX1, NOX3, NOX4 e
NOX5) e duas enzimas relacionadas (DUOX1 e DUOX2) que podem
funcionar em néao fagoécitos 22 Entre os sete membros da familia NOX, a
NOX1 é estrutural e funcionalmente similar a NOX2. Enquanto a NOX1 é
também p22°"°*-dependente, a NOX 1 pode usar a NOXO1 (homéloga da
p47°"°%) para organizar a montagem (assembly) das enzimas e a NOXA1
(homdloga da p67P"°%) para a ativagdo enzimatica °>. Em contraste, a NOX4
requer apenas a p22°" sem o recrutamento dos componentes regulatorios
citosolicos para exercer sua atividade enzimatica. Todas as enzimas NOX
sdo capazes de catalizar a redugao do oxigénio molecular para superéxido,

mas elas apresentam diferencas chave nas suas ativagoes, composicoes de
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24

subunidade, localizagcdes e expressdes “°. A Figura 2 exemplifica o

complexo fagocitico NOX2 e o complexo nao fagocitico NOX1.

Estimulo Estimulo

Figura2 - Estrutura do complexo fagocitico NOX2 e do complexo nao
fagocitico NOX1. (Adaptado de Paik et al. %°)

1.3 Sistema NADPH oxidase, EROS, fibrose hepatica

As EROS contribuem significativamente na fibrogénese hepatica a
partir de varias lesdées ao figado, incluindo abuso de alcool, infecgao pelo
virus da hepatite C, sobrecarga de ferro e colestase crénica. As EROS
podem ser geradas de multiplas fontes, incluindo a cadeia respiratéria
mitocondrial, o citocromo p4502E1, peroxissomos e as NADPH oxidases
(NOXs) no figado #. No figado, a NOX & expressa funcionalmente tanto na
forma fagocitica como n&o fagocitica. Estudos experimentais demonstram
que os componentes da NOX fagocitica como a NOX2, p40P"* p47°"™ e

pB7°"°* s3o principalmente expressos nas células de Kupffer, enquanto os
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componentes nao fagociticos incluindo NOX1, NOXO1 e NOXA1 sao

expressos nas HSCs e células endoteliais 2°.

A NOX4 tem uma sequéncia de aminoacidos 39% idéntica a NOX2 e,
embora descrita originalmente nos rins, o RNA mensageiro (MRNA) da
NOX4 é detectado em diversos outros tecidos humanos e murinos, incluindo
0ssos, tecido vascular e pulmdes %?°. No tecido hepatico normal, o mRNA
da NOX4 é detectado em baixos niveis em comparagdo com a quantidade
nos rins e, embora seja uma enzima geradora de EROS constitutivamente
ativa, tem expressdo aumentada de mRNA, proteina e EROS em resposta a
estimulos inflamatdrios. Trabalhos mostram que EROS derivadas da NOX4
estdo envolvidas nas vias de fibrose induzida por TGF-B (fator de
crescimento transformador-), estresse do reticulo endoplasmatico,
transcricao regulada por interferon beta e vias mediadas por receptores Toll-

like tipo 4 27%8.

Com base em diversos estudos em modelos experimentais de ratos e
camundongos e de HSCs e doenca hepatica crbnica, sabe-se que o
estresse oxidativo leva a dano hepatocitario e ativacdo de HSCs, resultando

em fibrose hepatica, sendo o TGF-B necessario neste processo %°.

1.4 Infecgao pelo VHC e NADPH oxidases

O VHC induz multiplas respostas imunes, e diversas linhas de

evidéncia sugerem que linfocitos citotdxicos apresentam um papel na

erradicacdo da infeccdo aguda e no controle da infecgdo cronica *°.
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Publicacdes na literatura médica evidenciam que proteinas do VHC, como a
proteina nao estrutural 3 (NS3) e a NS5A, sdo capazes de estimular a
formagao de radicais de oxigénio no tecido infectado, via ativagcdo de
NADPH oxidases (no caso da NS3) *'*2, Além disso, ha trabalhos relatando
que a NS3 desencadeou disfungcao e apoptose de trés principais subtipos de
linfocitos citotdxicos que sao prevalentemente encontrados em tecido
hepatico cronicamente infectado pelo VHC: linfécitos T convencionais (com
fendtipo CD3%/567), células NK (natural killer — CD3756%) e células NKT
(CD3%/56"). Esta disfuncdo e apoptose resultaram de uma liberacdo de
EROS dos fagodcitos induzida pela NS3, com papel importante da NADPH
oxidase **. Este mecanismo poderia explicar um dos motivos pelos quais o
VHC pode evadir o sistema imune, possibilitando a persisténcia viral e
contribuindo para a cronicidade da doenca. De fato, as EROS tém um papel
importante no desenvolvimento e progressdo da doenca hepatica
inflamatoéria mediada pelo VHC. Este virus induz uma produgao maior de
EROS do que outros virus de hepatite **°. Estes dados podem sugerir que
enzimas geradoras de EROS, como as NADPH oxidases, estao envolvidas

na progressdo da doenca inflamatéria hepatica *°.

Os niveis elevados de ferro durante a infecgao viral perpetuam um
ciclo vicioso de mais estresse oxidativo. O ferro catalisa a geragcédo de
radicais hidroxila altamente reativos, além de favorecer a decomposicédo de
peréxidos lipidicos. A constante liberagcdo de oxigénio mutagénico e
potencialmente carcinogénico pode aumentar o risco de carcinoma

hepatocelular e hepatite C cronica ¥, O peptideo C5A do VHC pode
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funcionar como um quimiotaxico e ativador de leucdcitos fagociticos
humanos, levando a uma infiltracdo intensa de fagdcitos. Desta forma, a
NOX2 das células do sistema imune provavelmente podem ser uma fonte

importante de EROS durante a infecgéo pelo VHC %47,

Em meados desta década, foi demonstrada em hepatécitos humanos
e murinos a modulagdo do NOX4 pelo VHC, sugerindo um papel do estresse
oxidativo dependente da NOX4 na doenga hepatica induzida pelo VHC .
Foi também possivel demonstrar que a expressdao de NOX4 e a produgao de
EROS sao reguladas pela proteina core do VHC via sinalizagdo autécrina
TGF-alfa dependente. Desta maneira, os autores concluem que a NOX4,
como uma reguladora de lesdo oxidativa sustentada através de um
mecanismo TGF-alfa dependente, seria uma importante candidata na
progressdo da doenca hepatica inflamatéria pelo VHC, conforme

exemplificado nas Figuras 3 e 4 *2.
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Figura 3 - Estresse oxidativo induzido pela NOX4 em resposta ao VHC é
regulado pelo TGF-B. (Adaptado de Boudreau et al. *?).
Abreviaturas: VHC: virus da hepatite C; TGF-[3: fator de crescimento
transformador-B; mRNA: RNA mensageiro; TGF-f MAb: anticorpo
especifico para TGF-B; TGF-f RII-DN: forma inativa do TGF-j;
NOX4-ACT: NOX4 cDNA dominante negativo; EROS: espécies
reativas de oxigénio
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Figura4 - Modelo proposto de hepatocitos de proteinas NOX na
patogénese induzida do VHC (Adaptado de de Mochel et al. +*)
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Em estudo com modelos de replicagao de VHC in vitro e em figado
humano foram mostradas evidéncias de que a NOX1 e NOX4 hepatocitaria
estdo persistentemente elevadas nos gendtipos 2a e 1b do VHC, que o VHC
aumenta a localizacdo nuclear da NOX4, que as enzimas NOX
hepatocitarias sao fontes proeminentes de EROS e geragao de peroxinitrito
no nucleo durante a infecgao pelo VHC, assim como o TGF-3 apresenta um

importante papel na modulagdo da NOX4 pelo VHC *2.

1.5 Polimorfismos das NADPH oxidases

A proteina p22°"* ¢ codificada pelo gene CYBA (citocromo b-245a),
localizado no cromossomo 16q24. A p22°"°* requer a presenca de uma
isoforma da NOX, e estas isoformas da NOX requerem a presenca da
p22°P"°% para expressado, visto que elas agem para estabilizar mutuamente
uma a outra na membrana. Assim, variacdo na estrutura ou fungao da
p22°"°* tem o potencial de influenciar a atividade de um nimero de isoformas
da NOX, e isto poderia influenciar a geracdo de EROS em diversos tecidos e
em diversas condicdes **. Polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNP) s&o
variagdes na sequéncia do DNA que ocorrem quando um unico nucleotideo
€ trocado por outro, e é geralmente definido como tendo uma frequéncia
maior que 1% na populacdo. A constelacdo de diversos destes
polimorfismos ocorrendo em uma regido de um cromossomo, ou no caso de
um gene, define um haplétipo. Diversos polimorfismos alélicos no gene

p22P"°* tam sido relatados com consequéncias funcionais em humanos.
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Um polimorfismo importante € o C242T, resultante da substituicdo da
histidina por tirosina na posicdo de aminoacido 72, um potencial sitio de
ligacdo do heme. O polimorfismo C242T tem uma forte influéncia na
modulagdo da expressdo da p22P"%, atividade da NADPH oxidase e geragao
vascular de O2. Isto leva a uma variagao funcional significativa no estresse
oxidativo vascular entre os individuos e, desta maneira, a uma variagao na
sua suscetibilidade para aterosclerose *°. Um estudo analisou o papel desta
variante em dois estudos de caso-controle e, em metanalise de trabalhos
prévios, demonstrou-se um possivel papel protetor do alelo T no
polimorfismo C242T da p22°"* na doencga arterial coronariana em
populacdes da Asia, porém ndo em caucasianos *°. O mesmo achado foi
reportado numa metanalise que indica que diferencas na etnia e marcadores
de ancestralidade podem causar disparidades nos resultados encontrados
com relacdo a este SNP e o risco de doenca arterial coronariana *’. De fato,
em estudos na populagao brasileira, houve associacdo do gendtipo TT do
polimorfismo C242T da p22°"°* com velocidade de onda de pulso mais alta,
maior frequéncia e risco de espessamento arterial aumentado na populagao

4 assim como a

geral e em um grupo de individuos nao hipertensos
presenca do alelo T foi associada a maior massa ventricular em pacientes

hipertensos *°.

Por outro lado, os gendtipos CT/TT foram associados com um menor
risco de sindrome metabdlica em uma populagdo chinesa *° e associacido
deste polimorfismo com aterosclerose avancada de cardtida em pacientes

do Egito com diabetes tipo 2 1 Os pacientes diabéticos com o alelo 242T
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(gendtipo CT/TT) tiveram uma média de espessamento de intima / média
carotidea significantemente mais baixa que aqueles que nao tinham o alelo
242T (genotipo CC), sugerindo que o alelo 242T poderia ser considerado
protetor e o gendtipo CC um fator de risco de aterosclerose em diabéticos no
Egito *'.

Finalmente, em virtude da importancia do sistema da NADPH oxidase
no estresse oxidativo induzido pelo VHC, o objetivo deste estudo foi analisar
a associagdo de dois SNPs nos genes codificadores da NOX4 e p22°P"
(CYBA) com variaveis metabdlicas e histologicas em pacientes portadores
cronicos do VHC. O polimorfismo rs3017887 da NOX4 foi escolhido, pois foi
o SNP mais informativo (conseguiu capturar 12 entre 124 SNPs com
frequéncia alélica menor de pelo menos 0,05) de um bloco de quatro
polimorfismos associados ao estresse oxidativo ''. O CYBA-675 T/A foi
escolhido porque demonstrou-se previamente sua relacdo com uma maior

producado de superéxido NADPH dependente 2.



2 Justificativa
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Tendo em vista a progressdao da doenca fibrética hepatica em
portadores do VHC e o possivel papel do estresse oxidativo nesta evolugao,
torna-se importante a busca por marcadores genéticos capazes de identificar
aqueles individuos com maior ou menor risco de progressdo de doenga. O
sistema NADPH parece ser uma importante fonte de EROS, e estes estao
relacionados com a evolugdo da doenga inflamatéria em pacientes com
VHC. Porém, o papel dos polimorfismos do sistema NADPH nessa
populacdo e sua possivel relagdo com progressdao de doenca e sindrome
metabdlica (SM) sdo desconhecidos. Desta maneira, idealizamos um estudo
transversal que avaliasse a interferéncia desses polimorfismos em pacientes

com hepatite crénica pelo virus da hepatite C.



3 Objetivos




Objetivos 18

Objetivos primarios

1-  Avaliar a associagado de dois polimorfismos (NOX4 E CYBA) no gene
da NADPH oxidase com o grau de fibrose nos portadores de hepatite C
cronica;

2- Estimar a associagao destes polimorfismos com a sindrome metabdlica

nos portadores de hepatite C crbnica.

Objetivos secundarios

3- Avaliar a associagao destes polimorfismos com inflamacao hepatica
medida através de transaminases séricas em portadores de hepatite C
cronica;

4- Avaliar a associagao de dados clinicos com a sindrome metabdlica e
graus avangados de fibrose hepatica em portadores de hepatite C
cronica;

5-  Avaliar a associagao do carcinoma hepatocelular e graus avangados de

fibrose hepatica em portadores de hepatite C cronica.



4 Métodos
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4.1 Desenho do estudo

Neste estudo transversal foram incluidos 178 pacientes portadores de
hepatite C cronica atendidos no ambulatério de Hepatologia do Instituto do
Figado e Transplantes de Pernambuco (IFP) e no Hospital Universitario
Oswaldo Cruz (HUOC) da Universidade de Pernambuco (UPE) no periodo

de fevereiro de 2012 a outubro de 2013.

4.2 Critérios de inclusao

e Portador de hepatite C crénica (PCR positivo para VHC) com

idade de 18 a 70 anos, de ambos 0s sexos;

e Bidpsia hepatica compativel com hepatite crbénica pelo VHC, tendo

sido excluidas outras causas de hepatopatia crénica;

e Sem tratamento prévio para hepatite C;

e Consentimento informado.

4.3 Critérios de exclusao

e Qutras causas de hepatopatia crénica, como esquistossomose,
doencga hepatica gordurosa nao alcodlica, outras hepatites virais,

hepatite autoimune, doenca de Wilson, deficiéncia de
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alfa 1-antitripsina, hemocromatose e ingesta de alcool (> 100 g

etanol/semana);

¢ Recusa em colaborar com a pesquisa.

4.4 Avaliagao clinica

Houve uma avaliagao clinica prévia do paciente, com exame fisico,
coleta de dados demograficos do prontuario, assim como revisdo quanto a
presenca de comorbidades, tais como diabetes mellitus e dislipidemia,
definidas segundo Adult Treatment Panel Il (ATP lll) (hipertrigliceridemia
> 150 mg/dL; HDL colesterol < 40 mg/dL em homens e < 50 mg/dL em
mulheres; glicemia de jejum > 110 mg/dL) *%. Préximo ao dia da realizagdo
da bidpsia hepatica, foram coletadas amostras de sangue para analise
bioquimica. A classificacdo histoldgica usada para a avaliagdo da fibrose

hepatica foi a internacional francesa METAVIR, como demonstrado abaixo

53

Critérios morfologicos para o estadiamento da fibrose na Classificagao

METAVIR
Classificacdo METAVIR: estadiamento
Alteragao histoldgica Escore
Auséncia de fibrose FO
Expanséo fibrosa portal sem septor F1
Expansao fibrosa com raros septos F2
Expansao fibrosa com numerosos septos, sem cirrose F3
Cirrose F4

Fonte: Adaptado de Bedossa; Poynard, 1996 >°.
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4.6 Determinagoes bioquimicas

Apds a obtencao do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) foram realizadas as analises bioquimicas € moleculares. Dentre as
analises bioquimicas foram realizados 0s seguintes exames de sangue:
hemograma completo, lipidograma, proteina total e fracdes, aspartato
aminotransferase (AST), alanino aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina
(FA), gama-glutamil transpeptidase (GGT), bilirrubina total e fragdes,
glicemia, marcadores para hepatite B e C, albumina, autoanticorpos

hepaticos, perfil de ferro, cobre e ceruloplasmina sérica.

Amostras de sangue coletadas apds jejum de 12 horas foram
centrifugadas em até uma hora apds a coleta para a separagao de plasma,
soro e células leucocitarias e armazenadas a -80°C. As analises bioquimicas
foram realizadas no Laboratério de Pesquisa do Instituto do Figado e
Transplantes de Pernambuco. As concentragcbes de glicose foram
determinadas pelo método enzimatico da hexoquinase (Cobas, Roche,
Suiga); a insulina, pelo método de quimioluminescéncia (Cobas, Roche,
Suiga); o colesterol total, colesterol HDL e ftriglicerideos, pelo método
colorimétrico enzimatico (Cobas, Roche, Suiga), e o colesterol LDL, pela

equacao de Friedwald **.

4.7 Polimorfismo no gene da NADPH oxidase

A extragdo do DNA gendmico de leucdcitos e os experimentos de

biologia molecular relacionados ao polimorfismo no gene da NADPH oxidase
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p22phox foram realizados no Laboratério de Gastroenterologia Clinica e
Experimental (LIM/07) e no Laboratério de Endocrinologia Celular e
Molecular (LIM/25) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

(FMUSP), onde as amostras foram armazenadas para analise.

Foram separados 15 mL de sangue periférico de cada um dos
pacientes para a extracdo do DNA gendmico a partir de leucdcitos e
posterior genotipagem de cada um dos genes estudados. Foram avaliados
0s seguintes polimorfismos nos genes que codificam proteinas do sistema
NADPH oxidase: [- 1435 C/A no gene NOX4 (rs3017887) e — 675 T/A no

gene CYBA].

4.7.1 Extragcao do DNA genémico

Em um tubo graduado, foram acrescentados 15 mL de tampao Tris
EDTA (TE) (Sigma Aldrich, St Louis, EUA) para cada 5 mL de sangue total.
O tubo foi homogeneizado manualmente e, a seguir, centrifugado a 1.500 g
durante 5 min. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado formado foi
lavado em 15 mL de TE até sua dissolugao total. Apds a lavagem, realizou-
se nova centrifugagdo e o sobrenadante foi desprezado. Essa lavagem foi
repetida quatro vezes, até que o precipitado assumisse coloragao

esbranquigcada. Em seguida, foram adicionados ao precipitado:
* 3 mL de tampéao A (25 mM de EDTA e 75 mM de NaCl)
* 200 pL de dodecil sulfato de sddio (SDS) 10% (Sigma)

* 100 uL de proteinase K (Sigma)
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Essa solucao foi incubada por 12 h a 37°C e, apos esse intervalo,
adicionou-se 1 mL de NaCl 5 M. Apés agitacao vigorosa durante 30 min, o
tubo foi centrifugado a 2.500 g durante 15 min, o precipitado desprezado e o

sobrenadante recolhido em novo tubo.

Adicionou-se 10 mL de etanol absoluto gelado ao tubo, com posterior
homogenizagao por inversao até o aparecimento de um precipitado fibrilar
que foi transferido para novo tubo Eppendorff 1,5 mL e de tubo de
microcentrifuga mantido a temperatura ambiente (TA) durante 30 min. O
precipitado foi ressuspendido em 50-200 pyL H,O miliQ estéril e incubado a
37°C durante 15 min. A quantificagdo do DNA foi determinada por
espectrofotometria (GeneQuant DNA/RNA Calculator, Pharmacia, LKC
Biotechnology, Uppsala, Suécia). O DNA assim obtido foi armazenado a

temperatura de —20°C.

4.7.2 Genotipagem dos polimorfismos -1435 C/A no gene NOX4

(rs3017887) e —675 T/A no gene CYBA

Esses polimorfismos foram genotipados por PCR em tempo real, com
a utilizagdo de iniciadores especificos e sondas marcadas com os
croméforos VIC e FAM, que reconhecem cada um dos gendétipos possiveis
do polimorfismo. A PCR foi realizada com a utilizacdo do kit comercial
Tagman para aparelho StepOne Plus, Applied Biosystems (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA), conforme as recomendagdes do

fabricante.
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4.8 Aspectos éticos

Este trabalho foi submetido ao comité de ética em pesquisa da
FMUSP e aprovado sob o numero de protocolo: 09252613.8.1001.0068.
Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi fornecido aos
pacientes, com leitura, compreensdo e assinatura do documento

previamente a participagao no estudo.

4.9 Analise estatistica

Foi realizada uma analise descritiva para expor os resultados obtidos.
A apresentacdo das variaveis mensuradas foi feita por tabelas ou graficos
incluindo também o uso de algumas medidas descritivas como minimo,
maximo, média, mediana e desvio padrdao. Em geral, os resultados foram
demonstrados como média + desvio padrao, exceto onde especificou-se de
outra forma. Variaveis continuas foram transformadas em log para analise

quando a distribuicdo normal foi rejeitada pelo teste W de Shapiro — Wilk.

Para analise das variaveis qualitativas foi aplicado o teste Qui-
quadrado ou teste exato de Fisher, ANOVA e ANCOVA para testar
associacao entre elas. Analise de regressao logistica foi usada para
identificar fatores independentes para os polimorfismos da NOX4 e CYBA e
suas variaveis clinicas e biolégicas. Interagdo entre género e gendtipo foi
avaliada incluindo uma varavel de validacdo cruzada (género/gendétipo) em
modelos de regressao logistica (ANCOVA ou regressao logistica). Quando

duas SNPs foram testadas separadamente uma correcdo de Bonferroni foi
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aplicada (P = 0,025 sendo significante), exceto onde especificado de outra
forma. O poder de detectar associagdes relacionadas ao género nos SNPs
com sindrome metabdlica foi de aproximadamente 40%, para um OR =15 ¢
alfa = 0,05. Em todas as avaliagbes estatisticas, o p < 0,05 foi considerado
significativo e foi utilizado razao de chances e intervalo de confianga de 95%.
As analises dos dados foram realizadas utilizando o software JMP (SAS

Institute Inc., Cary, NC, USA).



5 Resultados
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As variaveis clinicas e bioquimicas de acordo com o grau de fibrose
hepatica estdo expostas na Tabela 1. Dos 178 pacientes com hepatite C
cronica neste estudo, observou-se que os graus de fibrose mais avancados
(F3/F4) ocorreram em pacientes com faixa etaria maior que os pacientes
com grau de fibrose F1/F2. Também foi observado que os niveis séricos de
AST, GGT e FA aumentavam de acordo com a severidade da fibrose. A
frequéncia da SM foi significativamente maior em pacientes com fibrose
F3/F4, como também demonstrado em relacdo a presenga de carcinoma

hepatocelular em pacientes com fibrose F4.
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Tabela1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes segundo o grau de
fibrose em pacientes com hepatite C crénica

F1 F2 F3 F4 P
N 52 53 37 36
Idade*(anos) 53+ 13 56+9 608 59 + 11 0,05
Género: M/F (%) 44/56 57/43 38/62 53/47 0,29
VHC gendtipo 1 (%) 57,7 56,6 78,4 75 0,18
VHC genétipo 2 (%) 7,7 3,8 2,7 5,6
VHC genétipo 3 (%) 34,6 39,6 18,9 18,4
Consumo de alcool (%) 58/27/15 49/32/19 67/19/14 61/11/28 0,38
Tabagismo (%) 33/8/59 47/11/41 38/8/54 31/8/61 0,58
Diabetes tipo 2 (%) 15 26 16 19 0,49
Hipertenséao (%) 31 41 56 42 0,14
Sindrome metabdlica (%) 12 26 39 28 0,03
Hepatocarcinoma (%) 0 0 0 31 <0,001
IMC (kg/m?) 26,49 +3.93 26,17 +3.68 26,76 +5.43 26,67 +4.40 0,94
Circunferéncia abdominal (cm) 91,29 + 11.53 92,07 £+9.14 94,32+ 13.18 95,78+ 1145 0,28
CT (mg/dL) 169 + 34 169 * 36 174 £ 55 151 + 33 0,12
LDL (mg/dL) 101 £33 100 + 37 107 £ 50 82 +23 0,08
HDL (mg/dL) 52+ 15 47 + 16 47 £ 19 49 + 20 0,23
Triglicérides (mg/dL)- 91+ 31 139 + 145 115 £ 50 90 + 30 0,34
Glicemia (mg/dL)- 96 + 36 101 + 32 101 + 33 102 + 25 0,36
ALT (U/L) 70 + 36 96 + 59 86 + 57 84 + 54 0,22
AST (U/L) 49 + 25 71+ 52a 84 + 49a 101 £ 74ab  <0,0001
GGT (U/L) 67 + 50 98 + 108 122+ 86a 150+ 123a,b <0,0001
FA (U/L)~ 78 £ 60 95 + 65 92 + 48 139 £ 80a,b,c <0,0001

Resultados expostos como média + desvio padrdo. Para analise das variaveis continuas, foi aplicado
o teste Shapiro-Wilk W, e se houve falha da varidvel neste teste transformou-se para log. Se mesmo
assim a normalidade n&o tenha sido constatada, testes ndo paramétricos foram aplicados para estas
variaveis (marcado por *). Analise ANOVA ou testes Kruskal-Wallis foram realizados, e os testes
Tukey-Kramer HSD ou Dunn foram usados quando diferengas significativas foram observadas entre
os grupos, sendo F1 (a), F2 (b), e F3 (c). Classes para etnia: caucasoide, negroide e afro-
descendente. Classes para alcool: ndo bebe, < 40 g/dia, > 40 g/dia. Classes para tabagismo: ex-
fumante, fumante, nunca fumou. Siglas: AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina
aminotransferase; CT, colesterol total; F, feminino; FA, fosfatase alcalina; GGT, gama-
glutamiltransferase; HDL, lipoproteina de alta densidade; IMC, indice de massa corporal; LDL,
lipoproteina de baixa densidade; M, masculino; P, valor-p. Valores de referéncia: glicose < 100 mg/dL;
triglicérides < 150 mg/dL; HDL = 40 mg/dL; LDL-C < 130 mg/dL; CT < 200 mg/dL; AST: homem 10 - 34
U/L, mulher 10 - 36 U/L; ALT: homem 10 - 44 U/L, mulher 10 - 36 U/L; GGT: homem 11 - 50 U/L,
mulher 7 - 32 U/L; FA: homem 40 - 129 U/L, mulher 35 - 104 U/L. P < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo (dados em italico).
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No que se refere a associagado entre os polimorfismos estudados da
NADPH oxidase e os graus de fibrose e inflamagao vistas a histologia,
nenhuma associacao foi encontrada entre as frequéncias dos gendtipos dos
SNPs NOX4 rs3017887 (CC versus CA + AA) e CYBA 675 T — A (TT
versus TA + AA) com inflamacao (OR: 0,99; 95% IC: 0,45-2,14; P = 0,97 e
OR: 0,99; 95% IC: 0,33-2,75; P = 0,99, para NOX4 e CYBA,
respectivamente) ou fibrose hepatica (Tabela 2) na populagdo total do

estudo e na populacao estratificada por sexo ou tipos de gendétipos do VHC.

Tabela2 - Frequéncia genotipica de acordo com o grau de fibrose em
pacientes do sexo masculino com hepatite C crbnica

FleF2 F3eF4 OR (95% IC) P
NOX4 (rs3017887) N =105 N=73 0,60 (0,22-1,59) 0,31
cC 0,532 0,588
CA 0,457 0,372
AA 0,011 0,040
MAF 0,239 0,226
CYBA (675 T — A) 0,29 (0,06 —1,11) 0,09
T 0,800 0,882
TA 0,190 0,118
AA 0,010 0,000
MAF 0,105 0,059

Frequéncias genotipicas dos polimorfismos de nucleotideo unico NOX4 rs3017887 e CYBA 675 T —
A comparado com o estagio de fibrose em pacientes portadores de hepatite C cronica. Razéo de
chances (“Odds ratio” -OR) e 95% de intervalo de confianga (95% IC) para o alelo menor dos SNPs
genotipados em um modelo dominante de analise de regressao logistica ajustado para idade, género,
sindrome metabdlica, triglicérides, concentragdo sérica de albumina e gendtipo do VHC. MAF, minor
allele frequency — frequéncia do menor alelo (frequéncia do alelo mais raro, A para ambos os SNPs)
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No que se refere aos exames bioquimicos, foi observada nos pacientes
do sexo masculino uma associagao nominal (P > 0,025 para P < 0,05) entre
os gendtipos CA + AA do SNP do NOX4 com um menor nivel sérico de ALT
(CA + AA: 72,23 + 6,34 U/L versus CC: 100,22 + 9,85 U/L; P = 0,05). O
gendtipo TT do SNP de CYBA também teve relacdo estatisticamente
significante com um menor nivel sérico de ALT (TT = 84,01 + 6,77 U/L

versus TA + AA = 109,67 + 18,37 U/L; P = 0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 - Niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) em pacientes
do sexo masculino com hepatite C crénica

ALT (U/L) P
NOX4 (rs3017887)?
ccC 100,22 + 9,85 0,05
CA/AA 72,23 + 6,34
CYBA (-675T — A)°
TT 84,01 +6,77 0,05
TA/AA 109,67 + 18,37

Niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) em pacientes masculinos com hepatite C cronica de
acordo com o gendtipo dos SNPs dos NOX4 rs3017887 e CYBA -675 T — A. Resultados sao média +
erro padrao da média.

@ ANCOVA ajustado para idade, género, sindrome metabdlica, gama-glutamiltransferase e genétipo do
VHC.

® ANCOVA ajustado para idade, género, sindrome metabdlica, presséo arterial sistélica, concentracao
sérica de albumina, IMC e genétipo do VHC.
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A Tabela 4 mostra as frequéncias genotipicas do SNP rs3017887
NOX4 de acordo com a presenga ou ndao da SM na populagdo do estudo
estratificada pelo sexo; observou-se uma menor frequéncia da SM em
pacientes do sexo masculino com gendétipos CA + AA (CA + AA: 13,8%
versus CC: 25,0%). Essa menor prevaléncia foi confirmada em um modelo
dominante de analises de regressao logistica que demonstrou um efeito
protetor do alelo A (OR: 0,15; 95% IC: 0,03-0,79; P = 0,025). Nenhuma
associagao foi encontrada entre os SNPs e a presenga ou ndo da SM

quando a populagao estudada foi estratificada pelo tipo de gendétipo do VHC.

Tabela4 - Frequéncias genotipicas do polimorfismo de nucleotideo unico
rs3017887 do NOX4 relacionadas com a sindrome metabdlica

(SM)
NOX4 (rs3017887) Com SM Sem SM OR (95% IC) P
Feminino (N = 63) (N=25) 1,71(0,48-6,00) 0,40
cC 0,540 0,476
CA 0,440 0,524
AA 0,020 0,000
MAF 0,240 0,321
Masculino (N = 66) (N=17)  0,15(0,03-0,79) 0,025
cc 0,545 0,714
CA 0,436 0,286
AA 0,018 0,000
MAF 0,236 0,143

Frequéncias genotipicas do polimorfismo de nucleotideo unico rs3017887 do NOX4 e sindrome
metabodlica em pacientes portadores de hepatite C cronica. Razdo de chances (“Odds ratio” -OR) e
95% de intervalo de confianga (95% IC) para o alelo menor do SNP rs3017887 em um modelo
dominante de analise de regressdo logistica ajustado para idade, género, diabetes tipo 2, IMC e
gendtipo do VHC. MAF, minor allele frequency — frequéncia do menor alelo (frequéncia do alelo mais
raro, A para ambos os SNPs).
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No presente estudo, observou-se auséncia de associagdo nas
frequéncias genotipicas dos polimorfismos da NADPH oxidase, Nox4 (CC vs
CA/AA) e CYBA (TT contra. TA/AA) entre os estagios de fibrose e
inflamacao em pacientes com hepatite C crénica. Por outro lado, de forma
contraditéria aos graus de inflamagado, observou-se associagdo entre a
presenca do gendtipo CC na Nox4 SNP com uma maior concentragcdo de
ALT na populagao em geral e associagao entre alelo A da NOX4 rs3017887

com uma menor prevaléncia da SM em pacientes do sexo masculino.

O VHC pode estimular a fibrogénese e inflamagdo por meio de
interacdes entre os hepatécitos infectados, proteinas virais e as células
estreladas hepaticas (HSCs) . A proteina do core do HCV promove les&o
na mitocondria, alterando o transporte de elétrons com consequente
aumento na produgdo de EROS *>°°. Por outro lado, a proteina NS3 também
ativa a proteina NADPH oxidase 2 e aumenta a produgdo de EROS *7,
resultando no aumento do estresse oxidativo com consequente estimulo a

inflamacao e liberagdo de citocinas como TNF-a e TGF- *°.

No presente estudo, ndo se observou associacdo do NOX4 e CYBA
SNPs com o grau de inflamacéo e fibrose vistas a histologia hepatica, mas
observou-se com a ALT, que seria um marcador de atividade inflamatdria.
Embora o estresse oxidativo seja mais grave em pacientes cirréticos,

claramente ndo é apenas um fendmeno de fase final, ja que supostamente
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ocorre mesmo antes quando os niveis das transaminases ainda estejam
elevados. Estes efeitos, por sua vez, podem explicar o fato de que os
polimorfismos funcionais que modulam a inflamagdo e/ou o estresse
oxidativo podem ser simplesmente marcadores que sao herdados em
conjunto com outras variantes alélicas que predispéem ao estresse oxidativo
e inflamagao, mas que no virus da hepatite C outras variaveis relacionadas
ao proprio virus e a fatores nado herdados do hospedeiro possam explicar

esta ndo associagao 9%,

Um outro aspecto ja esperado mas nao menos intrigante foi a
associacao entre a intensidade da fibrose e a presenca do carcinoma
hepatocelular na populacédo de pacientes com VHC. A fibrose hepatica € um
fator de risco para o carcinoma hepatocelular (CHC); contudo, em que fase
de fibrose o risco de CHC é aumentado tem sido pouco investigado.
Recentemente, Tatsumi et al. demonstraram por meio da elastometria
hepatica que valores de corte da rigidez do figado e sua associagao com
CHC sao diferentes dependendo da etiologia. No VHC, a rigidez hepatica de
mais que 12,0 kPa foi um fator de risco independente para o
desenvolvimento do CHC *°. Todavia, como a amostra de pacientes com

CHC é pequena, nao se demonstrou associacdo com os polimorfismos.

A associagao entre VHC e fatores metabdlicos tem sido reconhecida
como uma via de mao dupla. Se, por um lado, a infecgao pelo VHC é capaz
de induzir a resisténcia insulinica, esteatose e diabetes, por outro lado
fatores metabdlicos como a resisténcia insulinica podem modular o curso

clinico da infeccdo pelo VHC, aumentando assim a predisposicdo para
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fibrose hepatica e CHC °°. De acordo com estas observacdes, a SM foi
significativamente mais frequente em pacientes com fibrose F3/F4 neste
estudo. Curiosamente, foi encontrada uma associag¢ao entre o alelo menor A
da NOX4 rs3017887 com uma menor prevaléncia da SM, porém nenhuma
associacao foi observada entre rs3017887 e graus de fibrose ou inflamagao

hepatica.

Nao encontramos uma explicagcado para o efeito protetor exercido pelo
alelo menor A da NOX4 rs3017887 relacionado a SM, pois este mesmo SNP
nao influenciou a frequéncia da SM em pacientes com doenca hepatica
gordorosa nao alcodlica (DHGNA) (dados nao mostrados). Uma
possibilidade aventada seria a de que esse SNP se expressa somente na
presenca de um estimulo mais forte, como em uma infecgao viral. Em outras
palavras, isso pode ser um caso de interacdo gene (NOX4 rs3017887) -
ambiente (VHC): o SNP e o VHC juntamente influenciam o risco de
desenvolvimento da SM, como ja descrito em outras condi¢des; por
exemplo, dois SNPs no gene CYP1A1 associados a um maior risco de
desenvolver CHC somente quando fumantes ®'. Este fato sugere que, na
infeccao pelo VHC, os fatores virais e os fatores metabdlicos sdo mais
impactantes na progressao da fibrose que fatores genéticos do hospedeiro
ligados a NADPH oxidase. Existem relatos de que adipocinas, tais como
leptina e adiponectina, secretadas em pacientes com sindrome metabdlica,
podem causar fibrose hepatica em vigéncia da doenga hepatica crbnica
626364 varios estudos ja relataram a associacdo entre fibrose hepatica e

sindrome metabdlica na doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA)
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® e descobriram que os componentes da sindrome metabdlica séo fatores
de risco independentes para a fibrose hepatica °¢°"%®. Associado a isso, a
resisténcia insulinica (RIl) tem um importante papel na fibrogénese hepatica.
A hiperinsulinemia pode estimular diretamente HSCs a produzir e a secretar
matriz extracelular e, posteriormente, niveis elevados de glicose e insulina
ativam o fator de crescimento do tecido conjuntivo, estimulando a

fibrogénese hepatica *°.

De acordo com os varios estudos, ha maior
progressao a fibrose hepatica e a DHGNA em pacientes diabéticos, com
sindrome metabdlica e portadores do VHC por influéncia direta do virus no

metabolismo da glicose e dos lipidios #7071,

Além disso, as proteinas estruturais e nao estruturais do VHC
induzem a alteragdo no metabolismo dos lipidios e ao acumulo de gordura
nos hepatdcitos, ativando genes da proteina ligante do elemento regulador
de esteroides-1 (SREBP-1). Ainda mais, o VHC reduz a taxa de excreg¢ao
hepatica de lipidios, diminuindo a secrecdo e o catabolismo, através de
disfungdo mitocondrial, da inibicdo da proteina microssomal transportadora
de triglicerideos (MTP), assim como reduz a beta-oxidagéo, por inibir o
receptor ativador do proliferador de peroxissoma alfa (PPAR a) ">73. A
resisténcia a insulina parece ser uma caracteristica central da patogénese
da intolerancia & glicose induzida por VHC e na fibrogénese "*%. Varios
estudos epidemioldgicos tém demonstrado a maior prevaléncia de sindrome

metabdlica em pacientes com maior IMC e com idade mais avancada 348>%°,

O risco de desenvolver SM por uma mutagado no gene codificador de

uma proteina da familia da NADPH oxidase € plausivel, pois este sistema
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pré-oxidante é a principal fonte produtora de EROS nessa condigao
metabolica ®. E importante ressaltar que nenhuma associacdo foi
encontrada entre NOX4 rs3017887 e qualquer componente da SM
isoladamente, talvez porque o SNP exerce um efeito pleiotropico fraco em
cada componente da SM, que so6 fica evidente quando todos os
componentes sao considerados juntos. O alelo C do rs3017887 foi descrito
em um bloco de haplotipo de quatro SNPs possivelmente associados com os
danos do estresse oxidativo ®; portanto, & provavel que o alelo A esteja
associado a um menor estresse oxidativo. Porém, até o presente momento,
ainda nao foi demonstrada nenhuma repercusséao funcional direta do NOX4
rs3017887, e também é possivel que este SNP, em vez de ser o causador,
seja apenas um marcador de outra variante funcional em desequilibrio de

ligacdo com o polimorfismo.

A razao pela qual a associacao foi observada em um sexo especifico
permanece para elucidacao futura; entretanto, ja foi vista uma associagao

referente ao sexo em outra patologia e genes associados ao estado redox .

Outros achados positivos do presente estudo foram as associacdes
nominais dos genétipos CA+ AA do NOX4 rs3017887 e do gendtipo TT do
CYBA -675 T — A com menores niveis de ALT. A associacao do alelo A do
rs3017887 € mais facil de entender, pois uma menor atividade necrotica
poderia ocorrer no contexto de um menor estresse oxidativo *. Porém, o
alelo T do CYBA -675 T — A ja foi previamente associado a uma maior
producdo de superdxidos NADPH-dependentes em mondécitos e linfocitos

periféricos !, tornando sua associacdo com menores niveis séricos de ALT
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inesperada. Entretanto, o efeito funcional de uma variante genémica em um
tipo de célula nao significa necessariamente o mesmo efeito em outro tipo de
célula %2, e as repercussdes funcionais do CYBA -675 T — A em hepatdcitos
nunca foram exploradas. Interessantemente, CYBA foi recentemente
identificado como um fator do hospedeiro envolvido na entrada do VHC nos
hepatécitos, mas os mecanismos por tras de sua participacdo nessa
infecgdo viral atualmente permanecem desconhecidos *. Especula-se que o
CYBA participa ndo somente da entrada do VHC, mas também da
modulagao da resposta dos hepatdcitos a infeccao pelo VHC, a depender do
seu nivel de expressao, o que poderia explicar a maior ou menor atividade

necrotica em individuos diferentes com variantes genéticas distintas.
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Verificou-se neste estudo:

auséncia de associagao dos polimorfismos NOX4 e CYBA do gene da
NADPH oxidase com a fibrose hepatica em pacientes com hepatite C

cronica;

presenca de associagdo do polimorfismo do gene p22°"* NADPH
oxidase com a sindrome metabdlica em portadores de hepatite C

cronica;

associagao entre a presenca do genétipo CC na Nox4 SNP com uma

maior concentragao de ALT na populagao em geral;

associagao entre a presenga de sindrome metabdlica e graus

avancgados de fibrose hepatica em portadores de hepatite C crbnica;

associagdo entre a presenga de carcinoma hepatocelular e graus

avancgados de fibrose hepatica em portadores de hepatite C crénica.
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HOSPITAL DAS CLIiNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU

RESPONSAVEL LEGAL

R AL SR
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o SEXO: MoFao
DATA NASCIMENTO: ........ [ l......

ENDEREGCO ..oooiiiiiieee e NO s APTO: .............
BAIRRO: ...t CIDADE .....ooieeeeee e
CEP:eeeeeeeeeee TELEFONE: DDD (............ ) e
2. RESPONSAVEL LEGAL ...ttt
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador efC.) .........cccvvvvvvvviiiiiiiriiiiiiiiiiniinnnnnn,
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......coveeiiieeeeieeee e SEXO:MoFo

DATA NASCIMENTO.: ...... l...... l......

ENDEREGO: ...t eee e N° .o APTO: ..o
BAIRRO: ... CIDADE: ..ot
CEP: o TELEFONE: DDD (............ ) et

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Influéncia do Polimorfismo no Gene
da NADPH Oxidase p22phox C242T na fibrose hepatica e sua correlagdo com a
sindrome metabdlica nos portadores de virus da hepatite C.

2.PESQUISADOR: PROF. DRA. Claudia Pinto Marques Souza de Oliveira.

CARGO/FUNCAO: PROF. LIVRE DOCENTE DO DEPARTAMENTO DE
GASTROENTEROLOGIA. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° CRM 75499.

UNIDADE DO HCFMUSP: DEPARTAMENTO DE GASTROENTEROLOGIA.
3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X o RISCO MEDIO o

RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o
4. DURACAO DA PESQUISA : 24 MESES
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HOSPITAL DAS CLIiNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

Convidamos o (a) senhor (a) para participar voluntariamente dessa pesquisa com
objetivo de podermos descobrir o que esta faz o figado evoluir para uma forma mais
grave, como a fibrose hepatica, e também entender o que virus da hepatite C faz no
figado. Para essa pesquisa precisamos fazer um estudo completo do seu figado,
perguntaremos coisas sobre habitos alimentares, faremos um breve exame fisico,
coletaremos um pouco de sangue para exames laboratoriais. Também anotaremos
seu peso, altura, circunferéncia de abdome. A entrevista e o exame fisico deverao
ter uma duracdo média de 15-20 minutos.

PROCEDIMENTOS

A sua rotina no atendimento no ambulatério de Hepatologia do HC-FMUSP
continuard a mesma, através de consultas médicas e exames feitos como habitual
para acompanhamento e tratamento de pacientes portadores de hepatite C cronica.
A rotina inclui exames de sangue e talvez uma bidpsia de figado, caso nunca tenha
feito. A bidpsia sera realizada por meio de pun¢do do figado orientada por
ecografia, sob anestesia local. Para isso, pedimos que nos deixem utilizar o
resultado dos exames, ndés manteremos em sigilo a sua identificagao.

DESCONFORTOS E RISCOS

O exame de sangue apresenta pequeno desconforto e alguns riscos, como
sangramento, hematoma, equimose e dor local. As bidpsias de figado séao
procedimentos realizados sem necessidade de internagao, sob anestesia local e
controle ecografico. Ela pode provocar dor ou desconforto no local da puncgéo ou
ainda no ombro. Ha alguns riscos, como sangramento ou derramamento de bile
dentro do figado ou da cavidade peritoneal (dentro do abdome), porém estes
eventos costumam ser bastante raros. Ainda mais rara é a necessidade de cirurgia
para controle destas complicagdes. Pode ocorrer obito por bidpsia hepatica, mas
isto é extremamente raro.

BENEFICIOS

As informacdes poderao trazer beneficios a sua pessoa sob a forma de orientacao
ambulatorial mais eficaz. Por outro lado, o conhecimento adquirido neste estudo
podera beneficiar outras pessoas. Nao havera nenhum custo extra para o(a)
senhor(a) pela sua participagdo nessa pesquisa. Também nao ha compensacao
financeira relacionada a sua participagdo. Se houver qualquer despesa adicional,
ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa. A participagcdo nao condiciona
qualquer vantagem na lista de espera para transplante de figado, se for o caso.

CONFIDENCIALIDADE

As informagbes médicas geradas por esta pesquisa farao parte do seu prontuario
hospitalar. Os resultados desse estudo poderao ser publicados em uma revista ou
livro texto da area médica com a finalidade de ensinamento. Os autores se
comprometem a usar os dados apenas com os propoésitos desta pesquisa.
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SOLICITACAO DE INFORMAGOES ADICIONAIS

O(a) senhor(a) podera solicitar mais informagdes a respeito do estudo a qualquer
momento. Em qualquer etapa do estudo, o(a) senhor(a) tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa. O principal investigador é a Prof. Dra.
Claudia Pinto Marques Souza de Oliveira, que pode ser encontrada no enderego no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, telefone 2661-7830. Se
o(a) senhor(a) tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contado 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, ou pelo email:

cappesq@hcnet.usp.br.

O(a) senhor(a) sera informado sobre novas descobertas que possam influenciar a
continuidade da sua participagao na pesquisa.

RECUSA OU ABANDONO DO ESTUDO

O(a) senhor(a) esta livre a recusar-se a participar, retirar o seu consentimento
informado ou abandonar o referido projeto, a qualquer momento, sem prejuizo a
continuidade de seu tratamento na instituicao.

Eu, , fui informado(a) dos objetivos
e da justificativa do estudo “Influéncia do Polimorfismo no Gene da NADPH Oxidase
p22phox C242T na fibrose hepatica e sua correlagdo com a sindrome metabdlica
nos portadores de virus da hepatite C”, de forma clara e detalhada, conforme
especificados no termo de consentimento livre e esclarecido. Recebi informacbes
especificas sobre o0s procedimentos aos quais serei submetido(a), seus
desconfortos e riscos, bem como da utilizagdo de material biolégico para estudo.

Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar
novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, terei liberdade de retirar
meu consentimento de participagdo na pesquisa durante 0 andamento da mesma.

Eu discuti com o Dr. sobre minha
decisao em participar deste estudo. Acredito ter sido suficientemente informado a
respeito das informagdes que li ou foram lidas para mim.

Ficou claro que minha participacéo € isenta de despesas e que tenho garantia de
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Fui informado(a) que todos os
custos relacionados a exames diagndsticos e tratamento médico serdo cobertos por
verbas préprias do Projeto de Pesquisa.
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Declaro ser de livre vontade minha participacdo nesta pesquisa, e que poderei
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos 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 participacédo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

SAO PAULO, de de 2013.
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