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RESUMO

Oliveira AIN. Influéncia dos polimorfismos nos genes Patatin-like
Phospholipase Domain Containing 3 (PNPLA3) e Transmembrane 6
Superfamily Member 2 (TM6SF2) na hepatite C crénica [tese]. S&do Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2020.

Introdugdo: Apesar dos conhecimentos crescentes a respeito dos
polimorfismos dos genes TM6SF2 e PNPLAS, a sua influéncia no espectro da
da doenga hepatica crénica pelo virus da hepatite C (HCV) ainda ndo esta
totalmente definida. Além disso, populagdes miscigenadas, como a brasileira,
nao foram incluidas na maioria dos estudos. O objetivo desde estudo foi
descrever a prevaléncia destes polimorfismos em brasileiros com hepatite C
crbnica e avaliar a sua associagdo com fibrose hepatica e outros
componentes da sindrome metabdlica. Métodos: Estudo transversal e
unicéntrico que avaliou 365 pacientes com hepatite C cronica, virgens de
tratamento, e 134 individuos saudaveis. Os polimorfismos do PNPLA3
(rs738409 c.444C>G) e do TM6SF2 (rs58542926 ¢.449C>T) foram avaliados.
Resultados: Entre os saudaveis, as frequéncias do TM6SF2 CC e CT + TT
foram de 93.28% e 6.72%, respectivamente; estas foram 88.95 % e 11.05%
em pacientes com o HCV. Em relagdo ao PNPLA3, dentre os saudaveis, as
frequéncias de CC e CG + GG foram 49.25% e 50.74%, respectivamente;
estas foram 51.37% e 48.63% entre os pacientes com HCV. Em pacientes
com hepatite C, pela analise univariada, os genétipos TMG6SF2 CT + TT foram
associados com fibrose hepatica significativa (p=0,0471, OR 1,953, IC95%
1,009-3,788) em comparagao com gendtipo CC, enquanto este foi associado
com idade mais avangada (p=0,0024), maior frequéncia de hipertensao
arterial sistémica (p=0,0327), obesidade (p=0,0309), sindrome metabdlica
(p=0,0141) e niveis mais elevados de colesterol total (p=0.0360), em
comparagao aos genotipos CT + TT. Portadores de VHC com o PNPLA3 GG
tiveram menor IMC (p=0,0469) e menor frequéncia de sindrome metabdlica
(p=0,0137) do que os individuos CG + CC. Nenhum dos polimorfismos foi
associado de forma independente com esteatose hepatica ou fibrose.
Conclusées: A presenga dos gendtipos TM6SF2 CT + TT foi associada com
fibrose hepatica significativa em pacientes com HCV, o mesmo n&o sendo
observado para os polimorfismos do PNPLAS3.

Descritores: Hepatite C cronica; Polimorfismo de nucleotideo unico; Patatin-
like phospholipase domain-containing 3; Transmembrane 6 Superfamily
Member 2; Cirrose hepatica.



ABSTRACT

Oliveira AIN. Influence of polymorphisms on the Patatin-like Phospholipase
Domain Containing 3 (PNPLA3) and Transmembrane 6 Superfamily Member
2 (TM6SF2) genes in chronic hepatitis C [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2020.

Introduction: Despite the growing body of knowledge about TM6SF2 and
PNPLAS3 polymorphisms, their influence in the spectrum of HCV liver disease
is not yet fully defined. Moreover, admixed populations, such as Brazilians,
were not included in most studies. The aim of this study was to describe the
prevalence of these polymorphisms in Brazilians with chronic hepatitis C, and
to assess their association with liver fibrosis and other components of the
metabolic syndrome. Methods: This single center cross-sectional study
enrolled 365 patients with chronic hepatitis C, naive for antiviral therapy, and
134 healthy individuals. PNPLA3 (rs738409 c¢.444C>G) and TMG6SF2
(rs58542926 ¢.449C>T) polymorphisms were evaluated. Results: In healthy
subjects, the frequencies of TM6SF2 CC and CT + TT were 93.28% and
6.72%, respectively; these were 88.95 % and 11.05% in patients with HCV.
Regarding PNPLAS3, in healthy subjects, the frequencies of CC and CG + GG
were 49.25% and 50.74%, respectively; these were 51.37% and 48.63% in
patients with HCV. In the univariate analysis, TM6SF2 CT + TT genotypes in
HCV was associated with significant liver fibrosis among patients with HCV
(p=0.0471, OR 1.953, 95%CI 1.009-3.788). TM6SF2 CC genotype in patients
with HCV was associated with older age (p=0,0024), higher frequency of
arterial hypertension (p=0.0327), obesity (p=0.0309), metabolic syndrome
(p=0.0141), and total cholesterol (p=0.0360), in comparison to CT + TT
genotype. PNPLA3 GG subjects had lower BMI (p=0,0469) and less metabolic
syndrome (p=0.0137) than CG / CC individuals. None of the polymorphisms
were independently associated with hepatic steatosis or fibrosis.
Conclusions: The presence of the TM6SF2 CT + TT genotype was
associated with significant liver fibrosis in patients with HCV, but not the
PNPLAS3 polymorphisms.

Descriptors: Hepatitis C, chronic; Polymorphism, single nucleotide; Patatin-
like phospholipase domain-containing 3; Transmembrane 6 Superfamily
Member 2; Liver cirrhosis.
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1.1- HEPATITE C

1.1.1- Importéncia clinica e epidemiologia

A infecgao crdnica pelo virus da hepatite C (HCV) € uma das principais
causas de doencga hepatica em todo o mundo, com prevaléncia aproximada
de 1% da populacdo geral.! As suas formas graves estdo associadas a
elevada morbimortalidade, com uma média global de 400 mil ébitos por ano.?
Acredita-se que cerca de 24% dos casos de cirrose e até 50% dos casos de
carcinoma hepatocelular (CHC) estejam diretamente relacionados ao HCV.?

Apesar da ascensdo da doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica
(DHGNA) e mesmo com as o6timas taxas de resposta virolégica sustentada
(RVS) com os novos antivirais de agao direta (DAAs), o HCV permanece
como a principal causa de transplante hepatico, responsavel por
aproximadamente 30% de todos os transplantes realizados na Europa e
América do Norte na ultima década.®

No Brasil, entre os anos de 1999 a 2018, foram notificados 174.793
casos de hepatite C com os marcadores anti-HCV e HCV-RNA reagentes,
destes, 63,1% ocorreram no Sudeste, 25,2% no Sul, 6,1% no Nordeste, 3,2%
no Centro-Oeste e 2,5% no Norte.”) O dltimo boletim epidemioldégico do
Ministério da Saude em 2019 revelou uma soroprevaléncia de anti-HCV em
0,7% da populagéo brasileira. O HCV é ainda a mais frequente causa de
morte dentre as hepatites virais no Brasil, com coeficiente de mortalidade de

cerca de um caso a cada 100.000, valor mantido estavel nos ultimos anos.®
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1.1.2- Virus da hepatite C

O HCV é um virus RNA de fita unica e polaridade positiva que possui
aproximadamente 9.600 bases e pertence ao género Hepacivirus e a familia
Flaviviridae. O RNA viral € composto por sequéncias ndo traduzidas nas
extremidades 5 e 3’ conhecidas como regides néo codificantes (NCR); na
regido 5 encontra-se um sitio interno de entrada do ribossomo (IRES), capaz
de direcionar a tradugdo do genoma viral, enquanto a regido 3’ € responsavel
pelo inicio da replicagcdo do genoma viral. O virus apresenta ainda uma unica
regido com fase aberta de leitura, composta pela maior parte do genoma viral
e responsavel por codificar uma poliproteina com 3006 a 3037 cédons.®

Essa poliproteina é clivada por proteases celulares e virais dando
origem as proteinas estruturais do envelope nuclear (E1, E2 e a proteina de
capsideo) e proteinas nao estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e
NS5B). Estas ultimas s&o responsaveis por coordenar a replicagao
intracelular do virus, incluindo sintese de RNA, modulacdo dos mecanismos
de defesa do hospedeiro e montagem da particula viral. A NS5B destaca-se
dentre as proteinas nao estruturais pelo seu papel como RNA polimerase
responsavel por regular a replicagdo do genoma viral, tendo sido alvo dos
primeiros antivirais de agao direta.® "

Através da andlise filogenética do HCV, foram descritos sete gendtipos
principais, além de 67 subtipos.®’ Em uma andlise global, o tipo mais
prevalente € o gendtipo 1, com cerca de 45% dos casos; seguido pelo
gendtipo 3 (22%) - o tipo predominante na india; genétipo 2 (13%) - mais

frequente na Africa ocidental; gendtipo 4 (13%) - comum no norte da Africa;
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gendtipo 6 (2%), tipico da Tailandia, e o gendtipo 5 (1%) - mais frequente no
sudeste da Africa.®” O genétipo 7, mais raro, foi recentemente descrito em
paises da Africa central."” No Brasil, poucas publicagcdes avaliaram a
distribuicdo dos gendtipos, porém se estima uma frequéncia de 64,9% a
77,2% para o gendtipo 1, 4,6% a 13,6% para o gendtipo 2, entre 9 e 30,9%
para o genatipo 3, 0,2% para o gendtipo 4 e 0,1% para o tipo 5, sendo os dois

ultimos observados principalmente no estado de Sao Paulo.™

1.1.3- Histéria Natural da doenca: Hepatite C aguda

A hepatite C aguda costuma apresentar evolugao subclinica, em que a
maioria dos pacientes permanece assintomatica (70-80%) e os sintomas,
quando presentes, sdo inespecificos, como hiporexia e fadiga. A ictericia é
incomum e as formas agudas graves sdo extremamente raras, com menos de
1% dos casos na forma fulminante.('?

A deteccao sérica do RNA viral pode ocorrer cerca de duas semanas
apo6s o contato com o virus. Os anticorpos Anti-HCV surgem de forma tardia,

%) Os sintomas habitualmente

entre 30 e 60 dias apds a exposicdo.'
manifestam-se apds quatro a doze semanas. Conceitualmente, a fase aguda
pode durar até seis meses, mas a sua resolugcao costuma ocorrer dentro dos
primeiros trés meses de evoluggo.!™

A eliminagao viral espontanea ocorre em uma minoria dos casos (entre
18 e 34%) e esta sabidamente associada a idade mais jovem (abaixo de 40

anos), sexo feminino e ao aparecimento de ictericia durante o quadro

agudo.™ Os genes IL-28B e o alelo DQB1/0301 do complexo principal de
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histocompatibilidade de classe Il também estdo associados a maiores taxas

(1419 O desaparecimento do HCV ndo implica em

de cura espontanea.
imunidade contra o virus, mantendo o risco de reinfeccdo, principalmente em

populacdes mais vulneraveis.

1.1.4- Histéria Natural da doenga: Hepatite C cronica

Apds a infecgcdo aguda pelo HCV, estima-se que 55 a 85% dos
pacientes desenvolverdao doenca hepatica cronica e, destes, 15 a 20%
chegarao até a fase de cirrose.'?. A hepatite C cronica é caracterizada por
um processo inflamatério lento e persistente ao longo de duas a trés décadas
de evolugao, com 10 a 30% dos pacientes desenvolvendo cirrose apés este

2) Uma vez nesta fase, existe um risco anual de 2 a 5% de

periodo.’
descompensacgédo hepatica (definida pelo aparecimento de ascite, peritonite
bacteriana espontanea, hemorragia varicosa e/ou encefalopatia hepatica),
além da probabilidade de 1 a 5% de desenvolvimento de CHC.('® 1 A
mortalidade é variavel, mas se estima uma sobrevida global de 85 a 91% em
cinco anos para cirrose compensada, com importante redugao da expectativa
de vida apés o primeiro episodio de descompensagéo.“e)

A esteatose hepatica é complicacao frequente da infecgao cronica pelo
HCV, acometendo entre 50 e 72% dos pacientes.'® Os principais fatores de
risco associados a esteatose sdo o gendtipo viral 3, além de fatores do
hospedeiro como presenga de componentes da sindrome metabdlica [em

especial obesidade e diabetes mellitus tipo 2 (DM2)], consumo excessivo de

alcool e o perfil genético."® A coexisténcia de esteatose e hepatite cronica
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traz implicagdes progndsticas e terapéuticas, com maior risco de progressao
da fibrose, complicagcdes hepaticas e reducdo das taxas de sucesso do
tratamento antivirais com interferon. > 2"

A interacéo entre fatores virais, ambientais e genéticos do hospedeiro
determina a evolugao da doencga hepatica e o risco de complicagdes. Dentre
os fatores sabidamente associados a progressao da doenga hepatica crbnica
destacam-se: idade no momento infeccéo, tempo de doenca, sexo masculino,
ingesta abusiva de alcool, obesidade; resisténcia insulinica / DM2; coinfeccéo
cronica pelo virus da hepatite B (HBV), HIV ou esquistossomose; presencga de
esteatose hepatica e uso concomitante de terapia imunossupressora.!'* 22

O perfil genético do paciente exerce papel de destaque na evolugao da
doenca. O gene IL28B, por exemplo, codifica o interferon-lambda-3 e
influencia as taxas de resposta ao tratamento com interferon e a probabilidade
de clearance viral espontaneo. O gendtipo IL28B CC mostrou relagdo com
grau de atividade necroinflamatéria hepatica, elevagcédo de transaminases e
piores desfechos clinicos.”” Os polimorfismos dos genes Patatin-like
Phospholipase Domain Containing 3 (PNPLA3) e Transmembrane 6
Superfamily Member 2 (TM6SF2) tém ganhado evidéncia na ultima década e

serao melhor descritos ao longo do texto.

1.1.5- Diagnéstico
O diagnéstico da infeccdo pelo HCV deve ser realizado pela
combinagao de sorologia positiva (anti-HCV IgG) e detecgao sérica do RNA

viral. O anti-HCV isoladamente € marcador de contato prévio com o virus e
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exige complementagdo com testes moleculares que detectem o HCV-RNA
circulante. O teste sorologico pode ser realizado por imunocromatografia de
fluxo (teste rapido) ou por métodos de imunoensaio padronizados do tipo
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).*)

O exame de genotipagem do HCV utiliza testes moleculares capazes
de identificar os gendtipos, subtipos e populagdes mistas. A metodologia

exige que a amostra apresente carga viral minima de 500 Ul/ml.?®

1.1.6- Tratamento

Atualmente recomenda-se o tratamento universal dos portadores do
HCV, independente do estagio da doencga, e deve seguir as recomendacdes
especificas do Ministério da Satde do Brasil, recentemente atualizadas.®” A
meta do tratamento € a cura da infeccdo, representada pela resposta
virolégica sustentada (RVS) por meio da negativacdo do HCV RNA apés 12
ou 24 semanas do fim do tratamento antiviral.?* 2°

Antes do advento dos novos DAAs, o tratamento da hepatite C com a
combinagao de interferon alfa peguilado e ribavirina atingia baixas taxas de
RVS e era associada a diversos eventos adversos, muitas vezes proibitivos.
O langamento das DAAs revolucionou o tratamento com inumeras vantagens,
dentre elas menor duragao, facilidade posoldgica, boa tolerabilidade, poucos
eventos adversos e melhores resultados. Distribuem-se em quatro classes
principais de drogas: analogos nucleotideos da NS5B; inibidores da NS5A e

inibidores da protease (NS3) e os inibidores ndo nucleosideos da NS5B.
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Todas compartiiham a acdo antiviral direta e o efeito inibitério sobre a
replicacao viral.®*

A escolha do esquema terapéutico deve considerar gendtipo viral;
presenca ou nao de cirrose e, quando presente, se compensada ou nao;
fungéo renal de base; histérico de tratamento antiviral anterior (especialmente
se uso previo de inibidor da protease de primeira geragao), interagdes
medicamentosas e a presenca de coinfecgdo com HIV e/ou HBV. ¢+ 2%

A RVS parece reduzir o processo inflamatério hepatico e regredir a
lesdo hepatica, eventualmente reduzindo a hipertensao portal, o risco de CHC

| (26, 27

e a mortalidade gera ) A erradicacdo do virus também proporciona

melhora das manifestagdes extrahepaticas.?” %)
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1.2 O GENE PNPLA3

O gene patatin-like phospholipase-3, pertencente a familia das
fosfolipases semelhantes a patatina, localiza-se no cromossomo 22 e é
responsavel por codificar uma proteina de membrana de 481 aminoacidos,
também conhecida por adiponutrina. Essa proteina € expressa nos
hepatocitos, células estreladas hepaticas e na retina e se concentra no
reticulo endoplasmatico e na superficie das goticulas lipidicas.

A adiponutrina € uma enzima multifuncional com papel de lipase de
triacilglicerol e também atividade de acilglicerol O-aciltransferase. Assim, ela
regula a hidrolise hepatica de triglicerideos (TG) e ésteres de retinil, atuando
na remodelacdo das goticulas de lipidios nos hepatdcitos e na liberagcdo de
retinol em resposta a sinais metabdlicos nas células estreladas hepaticas.®*
%2) Ela é uma das enzimas reguladoras do metabolismo energético e parece
envolvida no equilibrio dindamico entre consumo e armazenamento de energia,
sendo sua expressdo altamente sensivel a mobilizacdo de energia e a
deposigao tecidual de goticulas de gordura.

Os polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) sao a forma mais comum
de variagado na sequéncia do DNA humano, sendo constituidos pela troca de
um unico nucleotideo (adenina, timina, citosina ou guanina) por outro,
ocorrendo em uma frequéncia maior do que 1% da populacéo geral. Dois
tercos dos SNPs ocorrem pela substituicdo de uma citosina (C) por uma
timina (T).®* Devido & sua relativa estabilidade, os polimorfismos podem ser
utilizados para avaliar padrdes de heranga e como marcadores de

ancestralidade.
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A primeira variante genética identificada por estudos de associagao
genbmica ampla (GWAS) na DHGNA foi a 1148M do gene PNPLAS,
caracterizada pela substituicdo de isoleucina por metionina no cédon 148,
através da mudancga de um nucleotideo C por um G (rs738409 c.444 C>G, p.
1148M).%® Esta alteragdo estrutural leva & sintese de uma adiponutrina
disfuncional, com comprometimento da sua fungdo enzimatica habitual e
reducdo da sua atividade de lipase, o que leva ao acumulo progressivo de
proteina PNPLA3 anormal na superficie das goticulas lipidicas e compromete
a mobilizagdo hepatica de acidos graxos e sua degradacgéo, além de inibir o

acesso de outras lipases.®¥

Esse processo favorece a deposicao
hepatocelular de triglicérides e consequente esteatose.® 3% O modelo tedrico
através da qual a variante 1148M do PNPLAS3 favorece o desenvolvimento de

DHGNA é mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Modelo esquematico da influéncia da 1148M PNPLA3 no desenvolvimento de
DHGNA. As setas azuis representam a hidrélise de triglicerideos e ésteres de retinil, além da
exportacao de lipoproteina a partir da goticula lipidica (representada pelos circulos amarelos).
O gene PNPLAS é representado pelo quadrado verde (variante 1148l protetora) e vermelho
(perda de fungao, variante 1148M de risco), cujo numero & proporcional aos niveis da sua
proteina. Outras lipases séo indicadas pelos triangulos verdes, enquanto que seus cofatores
sdo indicados por cruzes. As setas na parte inferior da figura representam o efeito sobre
atividade enzimatica e dano hepatico. A variante funcional 1481 PNPLA3 permite a hidrélise
de ftriglicerideos em combinagédo com outras lipases e cofatores. Em contraste, a variante de
perda de funcdo 148M determina acumulo de PNPLA3 disfuncional na superficie das
goticulas lipidicas, dificultando o acesso de outras lipases aos triglicerideos e/ou cofatores
essenciais. Abreviaturas: DHGNA, doenga hepatica gordurosa ndo alcoodlica; PNPLA3,
Patatin-like Phospholipase Domain Containing 3. Adaptado de Dongiovanni P et al.®”

O metabolismo das células estreladas hepaticas parece ser
influenciado pelo PNPLA3 através de mecanismos diferentes daqueles
envolvidos com o acumulo hepatico de gorduras. Pirazzi et al. (2014) foram os
primeiros a estudar o papel do PNPLA3 no metabolismo hepatico do retinol.
Os autores avaliaram experimentalmente células estreladas hepaticas
humanas e observaram que a PNPLA3 atua na hidrélise do retinil palmitato

em retinol e acido palmitico, e que esse processo seria regulado pelo estimulo
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da insulina. A variante 1148M levaria a uma maior concentracao intra-hepatica
de ésteres de retinol em detrimento de menores niveis séricos de retinol.®”
Em seguida, Pingitore et al. (2016) observaram que a variante 1148M é capaz
de desregular mecanismos de feedback negativo da adiponutrina
relacionados a expressao tecidual da matriz de metaloproteinase 2 (MMP) e
dos inibidores teciduais da metaloproteinase 1 e 2 (TIMP1 e TIMP2).®® Tal
processo, em conjunto com o desequilibrio do conteudo intracelular dos
acidos graxos, predispde a progressao da fibrose.®®

Mais recentemente, Bruschi et al. (2017) mostraram que a expressao
da variante 1148M esta associada a um padrao fenotipico mais inflamatério e
fibrogénico das células estreladas hepaticas.“?) O desbalango do contetido
hepatico de gorduras e acumulo de goticulas lipidicas nas células estreladas
leva ao aumento dos niveis de acidos graxos pré inflamatdrios, os quais
ativam fatores de transcricdo pertencentes a proteina ativadora (AP-1),
incluindo a via da c-Jun N-terminal quinase (JNK), o que estimula a
proliferacéo celular e induz a secrecao de mediadores inflamatorios.

Os experimentos sugerem que as células estreladas em portadores do
polimorfismo, comparados a forma selvagem, recrutam maior quantidade de
células de defesa, em especial mondcitos, o que resulta em maior liberagao
de citocinas pro inflamatérias e fibrogénicas, tais quais a ligante 5 da
quimiocina CC (CCL5), a ligante 2 de quimiocina CC (CCL2), a Interleucina-8
e o fator estimulador de colbénias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF),
fatores tipicamente associados & migracdo de células imune.“® * Os

principais mecanismos envolvidas estdo esquematizados na Figura 2.
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Figura 2. Mecanismos moleculares do PNPLA3 nas células estreladas. Abreviaturas: AP-
1: proteina ativadora 1; FFA: acidos graxos de cadeia livre; JNK: proteina quinase c-Jun N-
terminal; PPARYy: peroxisome proliferator activated receptor gamma; PNPLA3: patatin-like

phospholipase domain-containing 3 gene; RRX: receptor retindide X; SMA, actina-alfa de

musculo liso. Adaptado de Bruschi et al.“?

Certos fatores ambientais também parecem influenciar a expresséao
fenotipica do PNPLA3, dentre eles o consumo abusivo de alcool, presencga de
obesidade central, sobrecarga de ferro e/ou cobre e o consumo excessivo de
carboidratos e acidos graxos poli-insaturados (omega 6 e omega 3).(42) Nesse
contexto, o impacto da coexisténcia de hepatite viral crénica com os

polimorfismos do PNPLA3 tem sido alvo de estudos nos ultimos anos.
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1.2.1- PNPLA3 e a DHGNA

Sucessivos estudos com GWAS tém revelado associagdes fortes e
reprodutiveis entre certas variantes genéticas e a historia natural da DHGNA.
Estes resultados tém ampliado os conhecimentos sobre a biologia da doenca
e sugerido novos alvos progndsticos e terapéuticos em potencial.(34)

Romeo et al. (2008) examinaram 9.229 polimorfismos de nucleotideo
unico em 2.051 norte-americanos do Dallas Heart Study e observaram pela
primeira vez que a variante 1148M do PNPLA3 esta associada ao acumulo
hepatico de triacilglicerol.®® Outros estudos com GWAS realizados
posteriormente também encontraram a associacao positiva entre o SNP e a
DHGNA #4344

Estudos independentes, utilizando coortes de pacientes adultos e
pediatricos com DHGNA de diferentes etnias, replicaram os achados dos
estudos de GWAS e observaram a associacao da variante 1148M do PNPLA3
com elevacdo persistente de ALT e AST, esteatose e fibrose.“**”) Alguns
autores mostraram ainda a existéncia de um efeito de dose, com o
heterozigoto (CG) apresentando risco intermediario entre os homozigotos CC
e GG para a progressdo da doenca hepatica.“®

Mazo et al. (2019), em publicacdo com 248 pacientes com diagndstico
histolégico de DHGNA, demonstraram pela primeira vez em brasileiros que os
gendtipos CG e GG, quando comparados ao CC, apresentam maior risco de
DHGNA (CG x CC = OR:1,757, 1C95% 1,037-2,977 e GG x CC: = OR:3,296,
IC95% 1,504-7,225). Dentro do grupo de pacientes com esteatohepatite nao

alcodlica (NASH), observaram ainda que o gendtipo GG tem associagao com
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niveis mais elevados de aspartato aminotransferase (AST) e com maior

frequéncia de fibrose significativa (F2-F4, p=0,0272).4%)

1.2.2- Distribuigao regional dos polimorfismos do PNPLA3

Dados da literatura sugerem que as variagbes de prevaléncia da
DHGNA entre as diferentes etnias tenha origem genética e que os
polimorfismos do gene PNPLA3 desempenham um papel importante nesse
cenario. % 49.50)
O estudo seminal com GWAS de Romeo et al. (2008) mostrou que
hispanicos apresentam maior frequéncia do alelo G (49%) em relagdo aos
europeus-americanos (23%) e afro-americanos (17%), o que poderia explicar
parcialmente a maior prevaléncia de DHGNA no primeiro grupo em relagao
aos demais.®® Revisdo sistematica publicada por Tyler J et al. (2016)
encontrou o alelo G em 26,2% das pessoas avaliadas, enquanto o alelo C
estava em 73,8%. O gendtipo GG estava em 9,3% dos pacientes. Nesse
grupo, os africanos apresentavam as menores prevaléncias do genétipo GG

(2,4%), enquanto os latino-americanos lideraram com 24,5%, asiaticos com

14,1%, europeus com 5,4% e nativos do sudeste asiatico com 7%.5"

1.2.3- PNPLA3 e sindrome metabdlica

Existem poucos dados na literatura sobre a relacédo do gene PNPLA3
com os fatores da sindrome metabdlica (SM). Alguns trabalhos sugeriram que
exista associacao entre a variante 1148M do PNPLAS e resisténcia a insulina,

independente de glicemia e IMC ®% 49 90.52.33) Ng entanto, outros trabalhos
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mostraram resultados divergentes. Meta-andlise publicada em 2011
pesquisou a relagdo dos gendtipos do PNPLA3 com o indice de massa
corpérea (IMC) e niveis séricos de glicose, mas nao observou associagao
significante.®® Outros dois trabalhos europeus também obtiveram resultados
negativos: um deles com 592 pacientes ndo mostrou associagao da variante
1148M com IMC, dislipidemia ou DM2®%; o outro incluiu 330 pacientes
alemaes e mostrou que embora associado a DHGNA, esse gendtipo nao
apresentava relagdo com resisténcia insulinica.®®

Alguns autores defendem que a presenga de fatores da SM possa
interferir com a expressdao dos polimorfismos genéticos, porém outros
trabalhos também mostram resultados divergentes. Estudo japonés com 824
individuos observou que a relagéo entre o alelo G do gene PNPLA3 e a
DHGNA é mais forte em pacientes magros ou com sobrepeso, do que no
grupo com obesidade.®” Petta et al. (2015) corroboraram esse achado em
uma populagcao de 434 pacientes com HCV, na qual o alelo G do PNPLAS foi
associado a maior gravidade da esteatose e NASH no grupo dos pacientes
ndo obesos.®® Shen J. et al. (2014) também observaram que o PNPLA3
rs738409 aumentava o risco de DHGNA na populagdo geral, porém com
maior intensidade em pacientes sem SM, independente do padréo
dietético.®®® Outro trabalho publicado em 2015, com uma populagdo de 1018
asiaticos com HCV, observou risco 2,3 vezes maior de esteatose hepatica em
pacientes com o gendtipo GG; no entanto, na analise de subgrupo, essa
relacéo foi estatisticamente significativa apenas para os pacientes néo obesos

(IMC < 24kg/m?).©%
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De forma oposta, estudo recente publicado por Stender et al. (2017)
sugeriu que exista um efeito aditivo entre o IMC e o polimorfismo do PNPLAG3,
aumentando o risco de esteatose e de progressao da doenga hepatica quanto
maior for o IMC do individuo.®” Huang C. et al. (2015), em estudo com 1077
pacientes com HCV subdividiram os pacientes com gendétipo GG em
portadores de DM2 ou ndo, e observaram que os primeiros apresentavam
risco maior de fibrose avangada (OR: 2.20; 1C95% 1,026—4,734; p=0.04),
sugerindo sinergismo entre os fatores.®?

Curiosamente, alguns trabalhos observaram que os pacientes com
DHGNA portadores do SNP respondem melhor as modificagcdes dietéticas e
de habitos de vida em relacdo aos pacientes portadores do alelo C, tanto do
ponto de vista hepatico, com maior redugdo do conteudo de gordura, quanto
do ponto de vista metabdlico, com maior redugdo da resisténcia insulinica.®*
63, 64)

No entanto, estudos adicionais em coortes populacionais bem

caracterizadas ainda sdo necessarios para confirmar essa tendéncia.

1.2.4- PNPLA3 e hepatite C crénica

A partir dos resultados iniciais obtidos com DHGNA, alguns autores
passaram a pesquisar a influéncia do gene PNPLA3 nos portadores do HCV,
acreditando que os mecanismos virais possam interagir com os polimorfismos
genéticos, trazendo potenciais consequéncias deletérias aos seus portadores.

Trépo et al. (2011) estudaram um grupo de 537 pacientes europeus
com HCV e observaram que os portadores do gendtipo GG do PNPLA3

apresentavam maior risco de esteatose (OR:2,55; IC95% 1,08-6,03; p=0,034),
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fiborose (OR:3,13; 1C95% 1,50-6,51; p=0,002) e progressdo da fibrose
(OR:2,64; IC95% 1,22-5,67; p=0,013).°) Cai et al. (2011) observaram em
uma coorte de 626 pacientes com HCV que o SNP do PNPLA3 esta
associado a risco aumentado de esteatose (OR:1,9; IC95% 1,6-2,3; p<0,001),
exceto em pacientes com o genétipo 3.°® No mesmo ano, Valenti et al. (2011)
publicaram estudo com 325 italianos no qual observaram relacéo
independente do gendtipo GG com a presenca de esteatose (OR:1,35; IC95%
1,04-1,76; p=0,02) e fibrose de qualquer grau (OR:1,5; IC95% 1,09-2,12;

p<0,01) e NASH (OR:1,5, IC95% 1,12-2,04; p=0,007).6"

Na sequéncia, dois estudos foram publicados com coortes
exclusivamente asiaticas. Huang CF et al (2015) estudaram 1077 pacientes e
observaram que o gene PNPLA3 esta associado a risco aumentado de fibrose
em pacientes diabéticos, independente do método de analise, tanto pelo
modelo recessivo de heranga (OR: 4,53; 1C95%: 1,356-15,106; p=0,014),
quanto pelo modelo dominante (OR: 2,20; 1C95%: 1,026-4,734; p=0,04).
Yasui et al. (2015), por sua vez, analisaram 276 pacientes japoneses e
observaram que o gendtipo GG foi independentemente associado com a
presenca de esteatose (OR: 2,58; 1C95%:1,37-4,84, p=0,003), atividade
necroinflamatoria grave (OR: 2,16; 1C95%:1,12-4,16; p=0,02) e fibrose

avancada (OR: 2,10; IC 95%:1,07-4,11; p=0,03).

Em 2017, estudo realizado por Kupcinskas et al. comparou um grupo
de 317 individuos com cirrose, 154 com fibrose hepatica de qualquer grau e

498 controles saudaveis, todos caucasianos e oriundos da Lituania. Eles
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encontraram que o SNP rs738409 estava associado a maior risco de
desenvolver fibrose (OR:1,65; p=0,01) e cirrose (OR:1,92; p=0,005). Os
resultados se mantiveram significativos nos modelos de heranga dominante
(OR:1,98, p=0,002 e OR:1,67; p=0,008, respectivamente) e recessivo (OR:
3,94, p=0,0005 e OR:3,02, p=0,003, respectivamente).®®

Dois trabalhos mais recentes também avaliaram o tema, porém agora
com desenho longitudinal. Crisan et al. (2019) observaram prospectivamente
o impacto da variante 1148M do PNPLA3 na esteatose, fibrose e progressao
da fibrose em 250 pacientes com bidpsia hepatica por HCV. Desse grupo, 98
pacientes foram seguidos com elastografia transitoria por uma média de 62,85
meses (IC95% 52,21 - 76,15). Os autores encontraram uma forte associagcéo
do alelo G do gene PNPLA3 com esteatose grave (OR:11,02; IC95%1,48-
82,09; p=0,04), fibrose avangada no tempo inicial (p=0,005) e progressao da
fibrose (OR: 10,31; 1C95%:1,06-99,59, p=0,04), esta ultima medida no fim do
acompanhamento.® Jiménez-S et al. em estudo retrospectivo, avaliaram 187
pacientes com HCV por meio de elastografia hepatica transitéria durante um
periodo médio de 47 meses e mostraram risco aumentado de progressao
para fibrose avangada em pacientes com o gendétipo GG (OR: 2,03; 1C95%
1,01-4,06; p=0,045).0%

Embora a maior parte dos trabalhos mostre a relacdo do PNPLA3 com
a progressao da doenga hepatica pelo HCV, outros apresentam resultados
divergentes. Nakamura et al. (2013), em uma populacdo formada
exclusivamente por japoneses (206 pacientes), ndo mostrou associagao do

polimorfismo com esteatose ou cirrose.”” Huang CM et al. (2017) avaliaram
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1080 pacientes asiaticos com HCV e observaram risco aumentado de
esteatose para o alelo G em relagdo ao alelo C do PNPLA3 (OR:2,06; IC95%
1,46-2,88; p<0,001), além de aumento borderline da prevaléncia de esteatose
hepatica em pacientes com o gendtipo GG versus CC (40,8% e 49,3%,
respectivamente; p=0,059); no entanto, ndo encontraram associagao
significativa com fibrose.? Zampino et al. (2013) também n3o observaram
relacéo significativa do polimorfismo com fibrose hepatica.(”®

Nesse contexto, é importante atentar que a maioria dos trabalhos
incluiu  populagbes predominantemente caucasianas ou asiaticas,
separadamente, excluindo grupos miscigenados da analise. No unico estudo
nacional publicado sobre o tema, Manchiero et al. (2017) avaliaram uma
populacao de 290 brasileiros com HCV e observaram associagao significativa
do gendtipo GG do PNPLA3 com esteatose hepatica (OR: 2,16; 1C95% 1,26-
3,72; p=0,01) e fibrose avancada (OR: 2,64; 1C95% 1,26-5,53; p=0,01)"* A
Tabela 1 resume sequencialmente os principais trabalhos publicados com o
PNPLA3 em hepatite C cronica.

Estudos recentes tém observado outras associagdes de importancia
clinica entre o PNPLA3 e o HCV. Senkerikova et al. (2019), em uma
populacdo de 172 pacientes com gendtipo 1b em lista de transplante,
observaram que o alelo G do PNPLA3 aumentou o risco de transplante por
insuficiéncia hepatica crénica (CG + GG vs. CC; - OR:1,90; IC95% 1,017—
3,472; p=0,045)." Mandorfer et al. (2018) avaliaram pacientes com
hipertensao portal confirmada por medidas invasivas de gradiente venoso de

pressdo (372 pacientes com gradiente = 6 mmHg) e observaram que o
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gendtipo GG nao apresentou impacto em mortalidade no subgrupo com HCV,
embora tenha sido associado a maior risco de descompensagdo hepatica.”®
Dunn et al. (2019) incluiram 56 pacientes com cirrose descompensada (Child-
Pugh B ou C) que foram submetidos a tratamento antiviral e atingiram RVS na
122 semana; os autores avaliaram por critérios clinicos e laboratoriais todos
os pacientes nas semanas 12, 24 e 48 apdés a RVS e observaram melhora

mais lenta desses parametros em portadores dos genétipos GG e CcG.""

Tabela 1 - Resumo dos principais estudos que avaliaram a influéncia do
PNPLA3 - rs738409 na hepatite C crbnica

Amostra Etnia Esteatose Fibrose Cirrose
Cai et al., 2011¢® 626 Caucasianos p<0,001 - -
Valenti et al., 2011¢" 325 Caucasianos - p<0,002  p<0,002
Trépo et al., 2011 537 Caucasianos p=0,034 p<0,002
Zampino et al, 20137 166 Caucasianos p=0,0047 n.s. -
Nakamura et al, 20137" 206 Asiaticos n.s. - n.s.
Huang CF et al, 20152 1077 Asiaticos - p=0,04 -
Yasui et al. 20158 276 Asiaticos p<0,003 p<0,03 -
Huang CM et al., 201772 1080 Asiaticos p=<0,001 n.s. -
Kupcinskas et al. 2017 471 Caucasianos - p=0,01  p=0,005
Manchiero et al., 201774 290 Miscigenada p=0,01 p=0,01
Jiménez-S et al., 2018% 187 n.i. - p=0,045 -
Crisan et al., 2019 ) 98 Caucasianos p=0,04 p=0,04 -

Abreviagoes: n.s: sem significancia estatistica; n.i.: ndo informado na publicagéo.
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1.2.5- PNPLA3 e outras hepatopatias cronicas

No contexto das doencas hepaticas ndo hepatite C, ndo DHGNA, o
papel do PNPLA3 segue controverso.“" Para a doenca alcodlica, no entanto,
as evidéncias apontam para associacdo positiva com cirrose e CHC.9€%)

Na hepatite B crbnica, a variante 1148M parece predispor isoladamente
a esteatose e, quando combinada com sobrepeso ou uso de alcool,

@) Estudo chinés

correlaciona-se também com fibrose hepatica avangada.
avaliou quatro polimorfismos do PNPLA3 (rs738409, rs3747206, rs4823173 e
rs2072906) em 51 pacientes com HBV, 57 pacientes com hepatite B cronica
associada a DHGNA e 47 controles saudaveis. O alelo G do rs738409, o alelo
T do rs3747206 e o alelo G do rs2072906 conferiram maior risco de DHGNA.
Dentro do grupo com DHGNA de base, a coexisténcia com o HBV conferiu
susceptibilidade aumentada a esteatohepatite e fibrose significativa.(zz)

Na hemocromatose hereditaria, Valenti et al. (2012) demonstraram
associacido da variante 1148M com maiores niveis de enzimas hepaticas ao
diagnodstico (independentemente do IMC ou gravidade da sobrecarga de
ferro), e também correlacdo com esteatose e fibrose.®? Em colangite
esclerosante primaria, a variante rs738409 (1148M) do gene PNPLAS3 esteve
associada a reducdo da sobrevida em pacientes masculinos com estenose

®3) Para a Doenga de Wilson,

biliar dominante e necessidade de intervencgao.
Stattermayer et al. (2015) avaliaram 98 pacientes caucasianos com
diagndstico definido da doenga e observaram que o alelo G do PNPLA3 e a

idade menor do que 18 anos estado associados a esteatose moderada / grave

na analise multivariada, independente do contetido hepatico de cobre.®
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1.3- O GENE TM6SF2

O gene Transmembrane 6 superfamily member 2 (TM6SF2) esta
localizado no cromossomo 19 e codifica uma proteina composta por 351
aminoacidos, a qual esta fortemente relacionada ao metabolismo lipidico
hepatico. Estudos experimentais mostraram que a proteina TM6SF2 regula o
metabolismo hepatico de gorduras através do transporte intracelular, lipidagcéao
e secrecao do VLDL pelos hepatdcitos. Assim, o gendtipo selvagem CC do
TM6SF2 promove a excrecao hepatica de lipoproteinas ricas em TG,
protegendo o figado contra o acumulo de gordura, ao mesmo tempo que
eleva os niveis de lipides circulantes e leva a um aumento tedrico do risco
cardiovascular. “* 8®) Modelos experimentais sugerem que diferencas da
expressao génica do TM6SF2 podem interferir nas vias do metabolismo do
colesterol, acidos graxos e glicose, com potenciais consequéncias deletérias
para o figado e sistema cardiovascular.®® &)

Kozlitina et al. (2014) demonstraram, através de técnica diferenciada
de GWAS, uma variante genética (E167K) caracterizada pela substituicao do
glutamato pela lisina no coédon 167 da proteina (rs58542926 c.449C>T,
p.Glu167Lys).“*>) Essa variante esta associada a reducdo da acédo da proteina
TM6SF2 nos hepatocitos, com diminuicdo da secrecdo de VLDL e maior
compartimentalizagao hepatica de lipidios, ao mesmo tempo que reduz os
niveis de lipoproteinas circulantes. Esse processo leva ao desenvolvimento
de esteatose, além de desencadear inflamacado e fibrogénese hepaticas

através de mecanismos ainda ndo completamente esclarecidos.®*?
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Considerado o seu duplo papel, a avaliagédo do gendtipo do TM6SF2
apresenta uma potencial utilidade como ferramenta para estratificagdo de
risco, identificando pacientes com maior predisposicdo a complicacdes
hepaticas ou cardiovasculares da sindrome metabdlica. A Figura 2 ilustra os
principais mecanismos através dos quais o TM6SF2 e sua variante E167K

influenciam o metabolismo hepatico de gorduras e o sistema cardiovascular.

TM6SF2
rs58542926

T-alelo
Lys167 (K)

o L,
V

Defeito na secrecgdo de LP ricas Aumento na secregio de LP ricas
em TG em TG

Sangue
/ T—— ¢ 4oL

’ colesterol total

C-alelo

s ™™

4 curG

’ Esteatose

’ Doenga cardiovascular

4 NASH

’ Fibrose

EFEITO DUAL DO TMé6SF2

Figura 3. Modelo esquematico da influéncia do TM6SF2 no desenvolvimento de DHGNA
e risco cardiovascular. A forma selvagem do TM6SF2 influencia a exportacado de VLDL do
figado para o sangue, o que resulta em aumento sérico de lipidios e maior risco
cardiovascular, porém com diminuigao do risco de esteatose hepatica. A sua variante E167K,
por sua vez, desempenha o papel oposto, predispondo ao acumulo hepatico de gorduras,
enquanto diminui a secregao hepatica de lipoproteinas e possivelmente reduz a ocorréncia de
eventos cardiovasculares. Abreviaturas: TM6SF2, Transmembrane 6 Superfamily Member 2;
VLDL, very low-density lipoprotein; TG, triglicerideos; LP, lipoproteinas; LDL, low-density
lipoprotein; CHTG, conteudo hepatico de ftriglicerideos; NASH, esteatohepatite n&o
alcodlica. Adaptado de Kahali B, et al.®
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1.3.1- TM6SF2 e a DHGNA

Estudo europeu publicado por Dongiovanni et al. (2015) observou que
os portadores da variante E167K apresentaram esteatose mais grave, maior
frequéncia de NASH (OR: 1,84; IC95%: 1,23-2,79; p<0,05), além de maior
percentual de fibrose avangcada (OR: 2,08; 1C95%: 1,20-3,55; p<0,05). Tais
associagdes foram mantidas mesmo apds ajustes por idade, sexo, IMC,
glicemia e coexisténcia da variante 1148M do PNPLA3. O grupo com este
polimorfismo mostrou ainda maiores niveis de ALT, menores niveis séricos de
lipidios (p<0.05), menor frequéncia de aterosclerose das carétidas (OR: 0,49;
95% CI: 0,25-0,94) e menor prevaléncia de eventos cardiovasculares (hazard
ratio: 0.61; IC95% 0.39-0.95).%

Estudo independente que incluiu duas grandes coortes com 1.740
caucasianos europeus com DHGNA mostrou que portadores do gendtipo TT
apresentaram aumento do conteudo hepatico de TG, além de maior risco de
fibrose avangada e cirrose.® Achados semelhantes foram descritos em outro
estudo que incluiu 957 criancas obesas e adolescentes e mostrou maior
prevaléncia de fibrose (p=0,04) e mais atividade inflamatdria (p=0,05) em
pacientes portadores do alelo T em relagdo aos homozigotos para o alelo
selvagem.®®

Meta-analise publicada por Pirola et al. (2014) confirmou o papel duplo
e divergente do TM6SF2 E167K (rs58542926 C/T) em relacédo a doenca
cardiovascular e risco de DHGNA. Estimativas combinadas de efeitos
aleatérios em 101.326 pessoas mostraram que portadores do alelo T, em

comparagao com individuos homozigotos para o alelo ancestral C, estdo
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protegidos contra evento cardiovascular (ECV), enquanto apresentaram niveis
mais baixos de colesterol total, LDL e TG. Em contraste, mostraram maior
frequéncia de DHGNA (OR: 2,13; 1C95% 1,36-3,30; p=0,0009; n=3,273) e
conteudo hepatico de gordura cerca de 2% maior quando comparados com
homozigotos CC (n =3.413).°") Holmen et al. (2014) observaram que o alelo C
selvagem, quando comparado ao T, foi associado ao aumento do risco de
ECV, inclusive de infarto agudo do miocardio, além de niveis séricos mais

elevados de colesterol total.®®

1.3.2- TM6SF2 e a hepatite C crénica

Acredita-se que a interagdo entre as glicoproteinas do HCV e o
metabolismo lipidico do hospedeiro possa potencializar o efeito do
polimorfismo do TM6SF2, com provaveis consequéncias deletérias ao figado.

Em estudo com 148 italianos com HCV virgens de tratamento, Coppola
et al. (2015) demonstraram que existe relacdo do gendtipo do TM6SF2 com a
presenca de esteatose hepética.(gg) Este foi o primeiro estudo que observou a
influéncia da variante E167K de forma significante e independente do
PNPLA3 em pacientes com HCV. Neste mesmo trabalho, os autores
encontraram sinergismo entre os polimorfismos do PNPLA3 e TM6SF2,
observando maiores taxas de esteatose avancada em pacientes com os dois
polimorfismos combinados em relagdo a cada um deles isoladamente
(p=0,04).%%

Em outra publicacido realizada com 815 italianos portadores do HCV

virgens de tratamento, Milano et al. (2015) encontraram a variante E167K do
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TM6SF2 em 69 deles (9%). Esta variante foi associada com maior gravidade
da esteatose (p=0,031) e aumento da atividade necroinflamatéria (p=0,037)
em individuos infectados sem o gendtipo 3. Na analise por regressao logistica
multivariada, o polimorfismo também foi associada de forma independente
com cirrose (p=0,01) e mostrou uma tendéncia positiva para fibrose
significativa (p=0,058).%

Eslam et al. (2016) em coorte europeia com 2.023 pacientes com HCV,
observou que os gendtipos TT/CT do TM6SF2 sao preditores independentes
de risco de esteatose (graus 2 e 3; p=0,01), fibrose significativa (= F2; p=0,02)

e cirrose (p=0,04).%

Tabela 2 - Resumo dos principais estudos que avaliaram a influéncia do
TM6SF2 — rs58542926 na hepatite C crbnica

Amostra Etnia Esteatose Fibrose Cirrose
(G1-3) (2F2)
Coppola et al., 2015%® 148 Caucasiana p=0,037 n.s.
Milano et al., 2015% 815 Caucasiana p=0,04* p=0,058  p=0,01
Petta et al., 201619 294 Caucasiana n.s. p=0,40
Eslam et al., 2016 2023 Caucasiana p=0,01 p=0,02 p=0,04
Bacevice et al., 2019 120 Caucasiana - - n.s.

Abreviagodes: n.s: sem significancia estatistica

Apesar da experiéncia crescente com os polimorfismos dos genes
TM6SF2 e PNPLA3 em doencas hepaticas crénicas, o seu papel no espectro
da doenca hepatica pelo HCV permanece controverso. Além disso, vimos que

a grande maioria dos estudos publicados até o momento incluiu populagbes
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predominantemente europeias ou asiaticas, reforcando a necessidade de se
estudar populagdes miscigenadas como a brasileira.

Mesmo na era dos DAAs com elevadas taxas de RVS, a identificagcao
dos polimorfismos genéticos e de outras caracteristicas metabodlicas dos
portadores do HCV podera ser util para a estratificacdo de risco, influenciando
estratégias de priorizagédo de inicio de terapia e planejamento de seguimento

102,193 Além disso, os pacientes com os gendtipos de risco

ambulatorial.‘
poderiam eventualmente manter o risco aumentado de progressao da doenga
hepatica mesmo apés a erradicagdo viral, demandando atengao e vigilancia

individualizadas."** %%
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo principal

Determinar as frequéncias dos polimorfismos dos genes Patatin-like
Phospholipase Domain Containing 3 (PNPLA3) e Transmembrane 6
Superfamily Member 2 (TM6SF2) e estimar a associagdo desses
polimorfismos com esteatose e fibrose hepatica em pacientes com hepatite

C crbnica virgens de tratamento antiviral.

2.2 Objetivo secundario

Avaliar a relagao dos polimorfismos do PNPLA3 e do TM6SF2 com fatores
da sindrome metabdlica em pacientes com hepatite C crbnica virgens de

tratamento antiviral.
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3. METODOS
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Este estudo transversal avaliou pacientes atendidos nos ambulatérios
de Hepatologia e de Infectologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) entre os anos de 2014 e
2016, todos portadores de hepatite C crdonica sem tratamento antiviral prévio
até o momento da bidpsia hepatica. Um segundo grupo de individuos
saudaveis voluntarios, sem hepatite B, C ou anormalidade das enzimas
hepaticas foi utilizado para analise comparativa da frequéncia dos
polimorfismos dos genes PNPLA3 e TMG6SF2.

A partir dos dados obtidos em prontuario, foram registradas as
caracteristicas demogréficas, epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais de cada
paciente. Os polimorfismos dos genes PNPLA3 (rs738409 c.444 C>G) e
TM6SF2 (rs58542926 ¢.449C>T) foram pesquisados em todos os
participantes do estudo.

Foi avaliado um total de 365 pacientes portadores de hepatite C
crbnica apos preencher adequadamente os critérios de inclusdo e nao
apresentar nenhum critério de exclusédo. O grupo de comparacgao foi formado
por 134 individuos saudaveis voluntarios.

Os dados clinicos foram registrados em prontuario durante consulta

médica por hepatologista ou infectologista em atendimento de rotina.

3.1 Critérios de inclusao:
a. Pacientes acima de 18 anos com diagndstico confirmado de
hepatite C cronica (anticorpo anti-HCV por ELISA associada a detecgao do

RNA viral quantitativo no sangue por pelo menos seis meses).
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b. Pacientes com bidpsia hepatica realizada antes de qualquer
tratamento antiviral direcionado contra o HCV.

3.2 Critérios de exclusao:

a. Pacientes com outras hepatopatias crénicas nao hepatite C;

b. Pacientes com coinfecgao por HIV;

C. Pacientes com antecedente de transplante hepatico;

d. Pacientes com histéria de consumo abusivo de alcool (média de

consumo acima de 20 g de alcool por dia);
e. Pacientes que ndo assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE).

3.3 Variaveis e definigoes:
3.3.1 Caracteristicas demograficas e antropomeétricas
Idade, género, peso, altura e indice de massa corporea (calculada pela

relacado entre o peso em quilogramas e o quadrado da altura em metros).

3.3.2 Antecedentes patolégicos e habitos de vida
DM2, hipertensao arterial sistémica (HAS), dislipidemia, obesidade e

hipotireoidismo.

3.3.3 Variaveis laboratoriais

A avaliacdo laboratorial incluiu: hemograma completo, glicemia de
jejum, insulina de jejum, colesterol total e fracbes, TG, ALT, AST, fosfatase
alcalina (FA) e gamaglutamil transferase (GGT). Todos os exames foram

coletados apos 12 horas de jejum.
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Os exames laboratoriais bioquimicos foram coletados com uma

diferenca de até dois meses da data da bidpsia hepatica.

3.3.4 Definigao de resisténcia insulinica e sindrome metabdlica

A resisténcia a insulina foi estimada por meio do Homeostatic Model of
Assessment (HOMA): 22,5 x insulina em jejum (mU/mL) x glicose
(mmol/L)."®® HOMA = 2,5 foi utilizado como ponto de corte para definir

resisténcia insulinica.'®”

De acordo com as recomendacdes do Adult Treatment Panel Ill Report,
o diagndstico de SM foi baseado na presenga de trés ou mais dos seguintes
critérios: glicemia de jejum = 110 mg/dL, TG = 150 mg/dL, lipoproteina de alta
densidade (HDL) < 40 mg/dL em homens ou < 50 mg/dL em mulheres;
presséao arterial sistdlica = 130 mmHg e/ou diastdlica = 85 mmHg e obesidade

abdominal.(1%®

3.3.5 Definigao de hepatite C cronica

Documentacao de infeccéo pelo virus da hepatite C ha pelo menos 6
meses (anticorpo anti-HCV por ELISA) associada a detecgdo do RNA viral

quantitativo no sangue.

Os niveis séricos de HCV-RNA foram avaliados com PCR em tempo
real através do teste Amplicor HCV Monitor 2.0 (Roche Diagnostic Systems,
Branchburg, NJ, EUA, limite de detecgéo: 50 IU/ml). A genotipagem viral foi

realizada a partir do teste Versant® HCV Genotype 2.0 LiPA (Imunogenetics,
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Ghent, Bélgica). Ambos seguiram o0s protocolos recomendados pelos

respectivos fabricantes.

3.3.6 Histologia hepatica

O estadiamento da doenca hepatica foi realizado através de avaliacéo
histopatolégica. Apenas bidpsias com amostras acima de 12 mm e contendo
pelo menos dez espacgos-porta foram consideradas elegiveis para o estudo.
As amostras foram avaliadas de maneira cega pela de equipe de patologia do

HCFMUSP.

Foi utilizada a classificagdo METAVIR para a avaliagdo do grau de
fibrose e da atividade necroinflamatéria hepaticas. A fibrose foi classificada da
seguinte forma: Fibrose: FO (ausente), F1 (fibrose portal sem septos), F2
(fibrose portal com raros septos), F3 (numerosos septos sem cirrose) e F4
(cirrose). A atividade necroinflamatéria corresponde a quantidade de células
mononucleares observadas em torno dos espacos-porta e parénquima
hepaticos e foi classificada em quatro graus: AO (ausente), A1 (atividade

leve), A2 (atividade moderada) e A3 (atividade intensa).(®®

A tabela 3 apresenta a correspondéncia aproximada da classificagao
METAVIR com outras classificagdes anatomopatoldgicas classicamente

utilizadas no estadiamento e graduagao das hepatites virais cronicas.

A esteatose hepatica foi evidenciada através de coloracdo com
hematoxilina-eosina e graduada a partir da analise do percentual de
hepatécitos da amostra com esteatose: Grau 0 (< 5%), Grau 1 (5 a 33%),

Grau 2 (34 a 66%) e Grau 3 (acima de 66%).
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Tabela 3. Correlagao entre as classificagdes anatomopatolégicas da hepatite
C crénica

ALTERAGCAO ARQUITETURAL (FIBROSE)

METAVIR, 1994 SBP, 2000 ISHAK, 1995

0 0 0
1 1 Tou?2
2 2 3
3 3 40ub
4 4 6

ATIVIDADE INFLAMATORIA*

METAVIR, 1994 SBP, 2000 e ISHAK, 1995

ATIVIDADE
A ATIVIDADE PERIPORTAL PARENQUIMATOSA
0 Oou1 0
1 Oou1 Tou?2
1 2 0-1
2 2 2
2 3 0-2
3 2 3-4
3 3 3-4
3 4 0-4

* Correspondendo a atividade periportal para o SBP e o ISHAK, e um misto de periportal e lobular para o METAVIR;
no METAVIR, o escore de atividade vai até o grau 3, enquanto no ISHAK e no SBP vai até grau 4.

Adaptado de Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para a Hepatite Viral Crénica C e Coinfecgbes 2019(36)

3.4 Avaliagao dos polimorfismos nos genes PNPLA3 e TM6SF2

Foram coletados 15 mL de sangue periférico de cada paciente para a
extracdo do DNA genbmico a partir de leucécitos e posterior genotipagem.
Foram avaliados os polimorfismos nos genes PNPLA3 (rs738409 c.444 C>G,

p. 1148M) e TMBSF2 (rs58542926 ¢.449C>T, p.Glu167Lys).

3.4.1 Extracao do DNA genémico

Em um tubo graduado, foram acrescentados 15 mL de Tris-EDTA -
Sigma Aldrich, St Louis, EUA para cada 5 mL de sangue total. O tubo foi

homogeneizado manualmente e entao centrifugado a 1.500g durante 5 min. O



Métodos | 37

sobrenadante foi desprezado e o precipitado formado foi lavado com 15 mL
de Tris-EDTA até sua dissolucao total. Apés a lavagem, foi realizada nova
centrifugacao e o sobrenadante desprezado. Esse processo é repetido quatro
vezes, até que o precipitado assuma coloragao esbranquicada. Em seguida,
sao adicionados ao precipitado: 03 mL de Tampéao (25mM de EDTA e 75 mM
de NaCl), 200 pL de sodio dodecil sulfato 10% (Sigma) e 100 upL de

Proteinase K (Sigma).

Essa solugao foi incubada por 12 horas a 37°C e, apds esse intervalo,
adicionado 1 mL de NaCl 5M. Apds agitagao vigorosa durante 30 min, o tubo
foi centrifugado a 2.500g durante 15 min, o precipitado desprezado e o
sobrenadante recolhido em novo tubo. Em seguida, 10 mL de etanol absoluto
gelado foram adicionados ao tubo, com posterior homogeneizagdo por
inversdao até o aparecimento de um precipitado fibrilar, que foi entdo
transferido para novo tubo tipo Eppendorf 1,5 mL e seco em temperatura
ambiente durante 30 min. O precipitado foi ressuspenso em 50 — 200 uL H20
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.

3.4.2 Genotipagem dos polimorfismos do gene PNPLA3 (rs738409

c.444 C>G, p.lle148Met - 1148M)

Os polimorfismos foram genotipados por PCR em tempo real

(TagMan), com a utilizagdo de iniciadores especificos e sondas marcadas,
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que reconhecem cada um dos genotipos possiveis do polimorfismo. A equipe
envolvida com a analise ndo conhecia as caracteristicas clinicas e

bioquimicas dos pacientes.

A PCR foi realizada com a utilizagao do estojo comercial StepOne Plus,
Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, USA),
conforme as recomendacbes do fabricante. Apds a reacdao de PCR foi
realizada discriminagcao alélica medindo a fluorescéncia alelo-especifica no
sistema de detecg¢ao Opticon 2 (MJ Reserch, Walyham, MA, Estados Unidos).
Amostras aleatérias foram confirmadas por genotipagem direta para avaliar
resultados concordantes. Foram realizados controles de qualidade para

verificar a reprodutibilidade dos resultados.

3.4.3 Genotipagem dos polimorfismos no gene TM6SF2

(rs58542926 ¢.449C>T, p.Glu167Lys — E167K)

Esses polimorfismos foram genotipados por PCR em tempo real
TagMan (Applied Biosystems Inc., EUA) de acordo com o protocolo do
fabricante. As amostras controle dos gendtipos conhecidos foram incluidas
em cada placa. A genotipagem também foi realizada por pessoal nao ciente

dos dados dos pacientes.

3.5 Anadlise estatistica
Todos os dados obtidos foram registrados em tabela via software
Windows Excel 2016. O pacote do software SAS (Statistical Analysis System)

para Windows (verséo 9.4, SAS Institute Inc., 2002-2008, Cary, NC, EUA) foi
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utilizado para as analises estatisticas realizadas por equipe de estatisticos
biomédicos.
Os dois polimorfismos foram avaliados quanto ao equilibrio de Hardy-

19 0 equilibrio de Hardy-Weinberg

Weinberg em ambos os grupos do estudo.’
entre a distribuicdo esperada e a observada dos gendtipos de cada gene foi
estimada pelo teste do Qui-quadrado. Para a analise do efeito do gene
TM6SF2 na histologia hepatica, foi utilizado o modelo de heranga dominante,
comparando portadores do alelo T com pacientes que nao tenham nenhuma
copia desse alelo (gendtipo CT+TT vs. CC). Para o PNPLA3, a analise
estatistica considerou o modelo dominante (CG+GG vs. CC), porém incluiu
ainda a analise de cada alelo separadamente (modelo codominante).

A analise descritiva dos dados qualitativos foi feita por meio de
proporcdes, com intervalo de confiangca de 95%. Para os dados quantitativos

foram construidas tabelas descritivas com valores de média, mediana, desvio

padrao (DP) e valores minimo e maximo de cada variavel numérica avaliada.

Para confirmacdo das associagcdes foram realizados testes de
hipéteses a partir de um nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para
comparagao das variaveis categoricas, utilizamos os testes de Qui-quadrado
e o teste exato de Fischer, quando necessario. Para as variaveis numéricas

foram utilizados os testes de Mann-whitney e Kruskal-wallis.

Os polimorfismos do PNPLA3 rs738409 C>G e do TMG6SF2
rs58542926 C>T foram comparados dentro do grupo com HCV quanto a
esteatose, fibrose e grau de atividade necroinflamatéria hepatica. Para fins de

anadlise estatistica, os pacientes foram divididos em duas categorias para
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cada parametro histolégico avaliado: fibrose ausente ou inicial (FO-1) e fibrose
significativa (F2-4); esteatose ausente (grau 0) ou presente (graus 1 ao 3) e
atividade necroinflamatéria ausente ou leve (AO-1) versus atividade moderada

a intensa (A2-3).

Foram utilizados os métodos de analise por regressao logistica para
avaliar a influéncia de cada variavel independente (incluindo cada genétipo
avaliado) na chance de ocorrer a alteragdo da histologia, seja inflamacéo,
fibrose ou esteatose. Foram realizadas multiplas analises univariadas e
multivariadas. A analise multivariada utilizou os critérios de sele¢cao passo a

passo (stepwise) para determinar o efeito independente de cada variavel.

3.6 Aspectos éticos

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo comité de ética em
pesquisa da FMUSP (numero 2.676.105; Anexo 7.1). O protocolo foi realizado
de acordo com a Declaragao de Helsinki 1975.

O TCLE (Anexo 7.2) foi fornecido aos pacientes, com leitura,
compreensao e assinatura do documento previamente a participagdo no

estudo.
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Foram incluidos 365 pacientes com hepatite C crbénica e 134 individuos

saudaveis. A maioria dos pacientes era do sexo feminino, apresentava

sobrepeso e a média de idade foi 54,54 (x 12,7 anos). A principal etnia

autodefinida foi branca (76,61%), e 23,18% deles preenchiam critérios para

SM. O gendtipo viral mais frequente foi o tipo 1 (79,39%), seguido pelo

genotipo 3 (17,85%). As principais caracteristicas dos pacientes incluidos

estao detalhadas na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas dos pacientes

com HCV

Idade (anos)
Homens / Mulheres (n)
DM2 (n)
Dislipidemia (n)
HAS (n)
Obesidade (IMC = 30)
IMC
Sindrome Metabdlica (n)
Hipotireoidismo (n)
ECV prévio (n)
Genotipo HCV (n)

1
2
3
4

HOMA-IR
AST (U/L)

ALT (U/L)
Fosfatase alcalina (U/L)
GGT (U/L)
Creatinina (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
HDL (mg/dL)

LDL (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)

Pacientes HCV (n= 365)

% (n) ou média + DP

54,54 £ 12,7

44,93% (164) / 55,07% (201)

23,12% (83/359)
20,11% (72/358)
43,45% (156/359)
29,44% (106/360)
27,57 £ 5.02
23,18% (83/358)
17,27% (62/359)
5,01% (17/359)

79,39% (289/364)
2,19% (8/364)
17,85% (65/364)
0,54% (2/364)
3,18 + 4.24
63,36 + 50.84
68,84 + 51.27
83 + 34.62
102,07 + 110.32
0,89 £ 0.6
157,25 + 36.06
52,11 £ 16.31
85,01+ 31.22

101,81 £52.5

Abreviagdes: ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: Indice de massa corpérea;
ECV: evento cardiovascular; HAS: hipertensao arterial sistémica; HDL: lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR:
Homeostatic Model of Assessment; LDL: lipoproteina de baixa densidade; GGT: gamaglutamil transferase; HCV:
virus da hepatite C e DP: desvio padréo.
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Quando comparados individuos saudaveis e pacientes com hepatite C,
nao houve diferenca do género (p=0,5739), no entanto, os participantes do
grupo comparagao eram mais jovens do que aqueles com HCV (média de
idade de 42 + 12,12 vs 54,54 + 12,7 anos; p<0,0001).

A partir da analise histopatologica dos pacientes com HCV, observou-
se a presencga de esteatose (graus 1 - 3) em 55,09% dos pacientes incluidos.
Todas as faixas de fibrose foram representadas na amostra, com 64,55% dos
pacientes com fibrose significativa (F2 - 4), 46,42% com fibrose avangada (F3
- 4) e 30,49% deles com cirrose (F4). Em relagdo a atividade
necroinflamatéria, 54% deles apresentavam atividade moderada a intensa. A
Tabela 5 mostra a distribuicdo dos pacientes em relagcado as caracteristicas do

estudo anatomopatologico hepatico.

Tabela 5. Caracteristicas histopatolégicas dos pacientes com HCV

Histologia hepatica Pacientes HCV (n= 365)
% (n)
Fibrose (n=364)

FO 7,42% (27)
F1 28,02% (102)
F2 18,13% (66)
F3 15,93% (58)
F4 30,49% (111)
Inflamacgao (n= 300)
A0 5,67% (17)
A1 40,33% (121)
A2 36,67% (110)
A3 17,33% (52)
Esteatose (n=354)
0 44,92% (159)
1 32,49% (115)
2 16,67% (59)
3 5,93% (21)

Abreviagoes: HCV: virus da hepatite C e DP: desvio padrao.
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Todos os grupos estudados estavam dentro do equilibrio de Hardy-
Weinberg. O grupo HCV do TM6SF2 com x2 = 0,5654 (p=0,452); o seu
controle com x2 = 0,1618 (p=0,688). Para o PNPLA3, o grupo HCV
apresentou x2 = 0,1691 (p=0,681) e o controle x2 = 0,0967 (p=0,756). A
tabela 6 mostra a distribuicdo dos gendtipos dos genes TM6SF2 e PNPLA3

entre os grupos e o seu respectivo teste do equilibrio de Hardy—\Weinberg.

Tabela 6. Testes do equilibrio de Hardy—Weinberg dos gendtipos do PNPLA3
e TM6SF2

oy Valor Valor Valor de
Genoétipo X2
encontrado esperado p
PACIENTES COM HCV

PNPLA3
CcC 187 188,58
CG 150 146,84 0,1691 0,681
GG 27 28,58

TM6SF2
CC 322 321,22
CT 38 39,59 0,5654 0,452
TT 2 1,22

INDIVIDUOS SAUDAVEIS

PNPLA3
CC 66 65,24
CG 55 56,52 0,0967 0,756
GG 13 12,24

TM6SF2
CcC 125 125,15
CT 9 8,7 0,1618 0,688
TT 0 0,15

Abreviagoes: x2: Teste do Qui-quadrado; HCV: hepatite C cronica. * p < 0,05.

Nos individuos saudaveis, as frequéncias dos gendtipos CC e CT+TT
do TM6SF2 foram 93,28% e 6,72%, respectivamente; estas foram 88,95% e
11,05% dentre os pacientes com HCV. Em relacdo aos polimorfismos do

PNPLAS, as frequéncias do CC e CG+GG entre os saudaveis foram 49,25% e
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50,74%, respectivamente; estas foram de 51,37% e 48,63% em pacientes

com HCV (Tabela 7).

Tabela 7. Frequéncia dos polimorfismos PNPLA3C>G e TM6SF2C>T entre
individuos saudaveis e pacientes com HCV

Frequéncia do genétipo Total
% (n) %
cC CG GG
Saudaveis (n=134) 49,25 (66) 41,04 (55) 9,7 (13) 100
PNPLA3
HCV (n=365) 51,37 (187) 41,21 (150) 7,42 (27) 100
cC CT 1T
Saudaveis (n=134) 93,28 (125) 6,72 (9) 0 100
TM6SF2
HCV (n=365) 88,95 (322) 10,5 (38) 0,55 (2) 100

Abreviagoes: HCV: virus da hepatite C

Analisando as associagbes dos polimorfismos do PNPLA3 em
pacientes com HCV, nés pudemos encontrar que sujeitos com o gendétipo GG
tiveram menor IMC do que aqueles CG e CC (25,19 + 3,7 vs 27,9 £ 5,24 vs
27,67 + 4,94, p=0,0469). Dentre os pacientes com os genétipos CG / GG,
24,32% apresentaram SM, significantemente menos frequente do que em
pacientes com o genotipo CC, cuja frequéncia foi de 25,68% (p=0,0137).
Nenhuma outra diferenga foi observada com as demais variaveis clinicas,

bioquimicas ou histoldgicas pesquisadas (ver Tabela 8).
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Tabela 8. Caracteristicas dos pacientes com HCV de acordo com os

polimorfismos do PNPLA3 (n=364)

Idade (anos)
Homens / Mulheres (n)
Diabetes tipo 2 (n)
Dislipidemia (n)
HAS (n)
Obesidade (IMC=30) (n)
IMC
Sindrome metabdlica (n)
Hipotireoidismo (n)
HOMA-IR 2 2.5 (n)
HOMA-IR
AST (U/L)

ALT (U/L)
Fosfatase alcalina (U/L)
GGT (U/L)
Creatinina (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
HDL (mg/dL)

LDL (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)

CcC

% / (n) ou média + DP

53.75+12.9

48,66%(91)/51,34%(96)

23,37% (43)
21,2% (39)
42,93% (79)
30,81% (57)
27,67 +4,94
25,68% (47)
17,39% (32)
51,87% (97)
3,19+ 4,65
66,11 + 59,4
71.82 + 55.08
84,61 + 33,1
103,74 + 115,94
0,9+0,77
157,32 + 37,85
51,34 + 16,01
85,21 + 32,12
104,16 + 46,95

CG

55.94 + 12.52
42%(63)/58%(87)
25,68% (38)
21,09% (31)
45,27% (67)
30,41% (45)
27,9524
24,32% (36)
16,89% (25)
55,33% (83)
3,33 + 3,94
59,62 + 37,57
64,68 + 43,82
82,71 + 38,26
104,09 + 110,33
0,87 0,35
158,26 + 35,08
52,32 + 16,52
85,89 + 30,46
101,93 + 60,93

GG

52.04 +£12.03

33.33%(9)/ 66.67%(18)

7,69% (2)
3,85% (1)
38,36% (10)
15,38% (4)
2519+3.7
0% (0)
19,23% (5)
44,44% (12)
2,46+ 2.71
66,63 + 51,98
73+ 62,14
73,26 + 20,73
78,89 + 62,5
0,88 + 0,39
151,96 + 29,2
56,33 + 17,43
79,22 + 30,06
86,7 + 34,53

Valor de p

0.1912
0.2187
0.1338
0,1038
0,7866
0,2592
0,0469*(GG<cGI/CC)
0,0137
0,9580
0,5470
0,2934
0,9293
0,5056
0,1968
0,7617
0,9568
0,7520
0,4661
0,5419
0,174

Teste do Qui-quadrado, Teste exato de Fisher, Testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Abreviagdes: ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa corpérea; HAS: hipertensao arterial
sistémica; HCV: virus da hepatite C; HDL: lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR: Homeostatic Model of
Assessment; LDL: lipoproteina de baixa densidade; GGT: gamaglutamil transferase; DP: desvio padréo. * p<0.05.

Por outro lado, analisando os polimorfismos do TM6SF2 em pacientes

com HCV, o gendtipo CC foi associado com idade mais avancada (p=0,0024),

maior frequéncia de HAS (p=0,0327), obesidade (p=0,0309), SM (p=0,0141),

e maiores niveis séricos de fosfatase alcalina (p=0,0413) e colesterol total

(p=0,0360), em relagdo aos gendtipos CT / TT. Em adi¢do, a presenga do

alelo T do TM6SF2 foi associada com fibrose hepatica significativa (F2 — F4;

p=0,0443), como demonstrado na Tabela 9.
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Tabela 9. Caracteristicas dos pacientes com HCV de acordo com os
polimorfismos do TM6SF2 (n=362)

cc CT/TT Valor de P
% / (n) ou média + DP

Idade (anos) 55.17 £ 12.66 48.88 + 11.87 0.0024*
Homens / Mulheres (n) 44.1% (142) 1 55.9% (180) 52.5% (21) / 47.5% (19) 0.3139
Diabetes tipo 2 (n) 24.37% (77) 15% (6) 0.1868
Dislipidemia (n) 21.59% (68) 10% (4) 0.0860
HAS (n) 45.25% (143) 27.5% (11) 0.0327*
Obesidade (IMC = 30) (n) 31.55% (100) 15% (6) 0.0309*
IMC 27.7 £5.21 26.59 + 3.24 0.2749
Sindrome metabdlica (n) 25.32% (80) 7.69% (3) 0.0141*
Hipotireoidismo (n) 17.41% (55) 17.5% (7) 0.9881
HOMA-IR 2 2.5 (n) 53.11% (171) 50% (20) 0.7106
HOMA-IR 3.26 £4.31 2.69 + 3.86 0.4144

AST (U/L) 63.11 £ 51.51 60.65 + 42.02 0.8977

ALT (U/L) 68.76 + 52.21 68.33 + 44.48 0.7601
Fosfatase alcalina (U/L) 84.19 + 35.34 74.05 + 27.46 0.0413*
GGT (U/L) 104.16 £ 113.22 84.26 + 83.48 0.2760
Creatinina (mg/dL) 0.87 £0.33 1.01 £1.57 0.0910
Colesterol total (mg/dL) 158.24 * 35.06 147.33 £ 42.32 0.0360*
HDL (mg/dL) 52.27 £ 16.12 49.67 + 15.88 0.5160

LDL (mg/dL) 85.69 + 30.67 79.31+36.08 0.1175
Triglicerideos (mg/dL) 103.05 + 54.03 91.05 £ 371 0.2057

Teste de Qui-quadrado, Teste exato de Fisher, Mann-Whitney, e teste de Kruskal-Wallis. Abreviagdes: ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa corporal; HCV: virus da hepatite C; HDL:
lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR: Homeostatic Model of Assessment; LDL: lipoproteina de baixa densidade;
GGT: gamaglutamiltransferase; DP: desvido padrado. * p value < 0,05.

Do ponto de vista da histologia hepatica, os nossos resultados nao
mostraram associagao significante entre os polimorfismos dos genes PNPLA3
e TM6SF2 e a presenca de esteatose e/ou atividade necroinflamatoria
moderada ou intensa. Além disso, nem os gendtipos CG / GG, nem a
presenca do alelo G do PNPLA3 avaliada individualmente, mostraram
associagao com fibrose significativa. Curiosamente, o gendtipo CT / TT do

TM6SF2 mostrou relagcdo positiva com fibrose hepatica significativa (p=0,043;

Tabela 10).



Tabela 10. Associacdo dos polimorfismos do PNPLA3

histologia hepatica em pacientes com HCV
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e TM6SF2 com a

PNPLA3 CC % I (n) CG GG Valor de P
Fibrose (n)
0-1 35,29% (66) 35,33% (53) 37,04% (10) 0,9838
2-4 64,71% (121) 64,67% (97) 62,96% (17)
Inflamagéo (n)
0-1 44,23% (69) 46,61% (55) 52% (13) 0,7509
2-3 55,77% (87) 53,39% (63) 48% (12)
Esteatose (n)
0 48,66% (91) 41,22% (61) 33,33% (9) 0,1900
1-3 51,34% (96) 58,78% (87) 66,67% (18)
PNPLA3 C G Valor de P
Fibrose (n)
0-1 35,29% (66) 35,59% (63) 0,9525
2-4 64,71% (121) 64,41% (114)
Inflamagéo (n)
0-1 44,23% (69) 47,55% (68) 0,5647
2-3 55,77% (87) 52,45% (75)
Esteatose (n)
0 48,66% (91) 40% (70) 0,0974
1-3 51,34% (96) 60% (105)
TM6SF2 ccC CT/TT Valor de P
Fibrose (n)
0-1 33,85% (109) 50% (20) 0,0443*
2-4 66,15% (213) 50% (20)
Inflamagéo (n)
0-1 46,74% (122) 43,24% (16) 0,6895
2-3 53,26% (139) 56,76% (21)
Esteatose (n)
0 45,31% (145) 40% (16) 0,5241
1-3 54,69% (175) 60% (24)

Teste Qui-quadrado/*teste exato de Fisher. Abreviagées: DP: desvio padrdo. * p<0,05.

Pela analise univariada por regressao logistica, os seguintes fatores

foram associados a risco aumentado de fibrose hepatica significativa (F2 —

F4; Tabela 11): idade mais avangcada, DM2 / resisténcia insulinica,
dislipidemia, HAS, SM, maiores niveis séricos de AST, ALT, fosfatase
alcalina, GGT e menores niveis de colesterol total e LDL. Destacamos que o
genodtipo CT do TM6SF2 foi associado com chance 1,95 vezes maior de
fibrose hepatica significativa entre os pacientes com HCV do que o gendtipo

CC (OR: 1,953; I1C95% 1,009-3,788; p=0,0471).
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Em uma anadlise multivariada passo a passo, permaneceram
relacionados a fibrose significativa: maior idade (OR:1,103; 1C95%1,073-
1,134; p<0,0001), menor nivel de colesterol total (OR:1,026; 1C95%1,016-
1,036; p<0,0001), elevagédo de ALT (OR:1,028; 1C95%1,017-1,038; p<0,0001)

e de fosfatase alcalina (OR:1,019; 1C95%1,006-1,032; p=0,0043; Tabela 11).

Tabela 11. Variaveis associadas com fibrose hepatica significativa (F2-F4) em
pacientes com HCV (n=365).

METAVIR METAVIR

F0-1 F2-4 ANALISE UNIVARIADA ANALISE MULTIVARIADA
OR IC 95% P OR IC 95% P

Idade (anos) 47.66+12.02 58.30+11.44 1,075  1.054-1,097  <,0001 1,03 1,073-1,134  <,0001

Homens / 47.29% (61)  56.36%(133) 1,158  0.753-1,782  0,5037
Mulheres (n) 52.71% (68)  43.64%(103)

Diabetes tipo 2 (n) 13.49% (17) 28.33% (66) 2,532  1.412-4,545  0,0018
Dislipidemia () 12.70% (16) 24.14% (56) 2,188  1.195-4,000  0,0112
HAS (n) 26.98% (34)  52.36% (122) 2,976  1.859-4,762  <,0001
Obesidade (n) 28.35% (36) 30.04% (70) 1,086  0.674-1,748  0,7358
S. Metabslica (n) 14.40% (18) 27.90% (65) 2,299  1.294-4,082  0,0046

Hipotireoidismo (n) 11.90% (15) 20.17% (47) 1,869  0.999-3,497  0,0504
Resisténcia insulinica ~ 43.41% (56)  57.63% (136) 1,773  1.149-2,732  0,0096

AST (U/L) 42.57 £28.13 74.64+£56.59 1,025 1.016-1,034 <,0001
ALT (U/L) 45.97 £ 28.02 81.25+56.54 1,025 1.017-1,033 <,0001 1,028 1,017-1,038 <,0001
Fosfatase alcalina )  69.07 £ 20.45 90.52+38.23 1,029 1.018-1,040 <,0001 1,019 1,006-1,032 0,0043
GGT (UL) 69.97 £72.57 119.561122.8 1,007 1.003-1,010 <,0001
Creatinina (mg/dL) 0.86 + 0.26 0.90 £0.72 1,183 0.720-1,9% 0,5065
Colesterol total(mg/dL)  166.84+35.53 152.03£35.33 0,988 0.982-0,995 0,0002 0,975 0,965-0,984 <,0001
HDL (mg/dL) 53.33 £ 15.76 51.45+16.60 0,993 0.980-1,006 0,2949
LDL (mg/dL) 93 +32.99 80.64£29.36 0,987 0.980-0,994 0,0004

Triglicerideos (mg/dL)  107.3 + 54.03 98.80 £42.18 0,997 0.993-1,001 0.1454

PNPLA3 Alelo C/G (n)  51.16% (66) / 51.49%(121)

48.84% (63) 148.51%(114) 1,013 0.659-1,557 0.9524

PNPLA3 CC/ GG (n) 51,16%(66)/ 51,16%(66) /

7.75%(10) 7.23%(17) 1,078 0,467-2.490 0,9838

PNPLA3CG/GG (n)  41,09%(53)/  41,09%(53)/
7,75%(10) 7,23%(17)

TMBSF2CT/CC(n)  15.50% (20)/  8.58% (20)/ 1,953  1,009-3,788  0.0471*
84.5% (109)  91.42% (213)

1,077 0,460-2,518

Regressdo logistica — analise univariada e multivariada. Abreviagdes: ALT: alanina aminotransferase; AST:
aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa corporal; IC: intervalo de confiangca; GGT:
gamaglutamiltransferase; HCV: virus da hepatite C; HDL: lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR: Homeostatic
Model of Assessment; LDL: lipoproteina de baixa densidade; OR: odds ratio; DP: desvio padrédo. *p<0,05.



Resultados | 50

O gendtipo CT do TM6SF2 néo foi associado a esteatose hepatica
(OR: 1,243; 1C95% 0,636-2,428; p=0,5246 - Tabela 12) ou atividade
inflamatdria hepatica moderada ou intensa em pacientes com HCV (OR:
1,152; 1C95% 0,575-2,307; p=0,6896 - Tabela 13). O mesmo também nao foi
observado com o alelo G do PNPLA3 avaliado separadamente em relagao a
esteatose hepatica e a atividade inflamatéria moderada ou intensa (OR:
1,422; 1C95% 0,937-2,155; p=0,0979 e OR: 1,143; 1C95% 0,725-1,803;
p=0,5648, respectivamente tabelas 12 e 13).

No entanto, a analise univariada revelou alguns fatores associados
significantemente com a presenca da esteatose, dentre eles DM2,
dislipidemia, HAS, obesidade e SM, além das elevagdes séricas dos niveis de
AST, ALT, GGT e TG (valores das associagdes estdo detalhados na Tabela
12). Para a atividade necroinflamatéria moderada a intensa, por sua vez,
estiveram associados resisténcia insulinica e aumento dos valores de AST,
ALT, FA e HDL (resultados descritos na Tabela 13).

Em uma andlise multivariada por regressao logistica passo a passo,
permaneceram associados de forma independente a presenca de esteatose
hepatica: resisténcia insulinica (OR: 1,720; 1C95% 1,070-2,756; p=0,0252,),
SM (OR: 2,227, IC95% 1,217—4,00; p=0,0034) e o nivel sérico de GGT (OR:
1,003; 1C95% 1,000-1,006; p=0,0134). Em relacdo a atividade
necroinflamatéria moderada a intensa, foram associados idade (OR: 1,030;
IC95% 1,010-1,050; p=0,0027) e niveis séricos de HDL (OR: 0,9979; 1C95%

0,964-0,994; p=0,0059) e AST (OR: 1,007; 1C95% 1,001-1,012; p=0,0273).
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Tabela 12. Variaveis associadas com a presenca de esteatose hepatica em
pacientes com HCV (n=363)

ESTEATOSE ESTEATOSE
Grau 0 Graus 1-3

ANALISE UNIVARIADA ANALISE MULTIVARIADA

OR 1C95% P OR  1C95% P

Idade (anos) 53,08+13.32 55,6 £12.10 1,06  0,999-1,033 0.0604

Homens/Mulheres (n) 51,23%(83) / 57,71%(116) /
1,299 0,857-1,969 0,2181

48,7%(79) 42,29%(85)
Diabetes tipo 2 (n) 17,61 (28) 27,27 (54) 1,754  1,049-2,933  0,0321
Dislipidemia (n) 15,09% (24) 23,86% (47) 1,764 1,022-3,040 0,0412
HAS () 34,59% (55) 50,51% (100) 1,931 1,256-2,967  0,0027
Obesidade (n) 18,87% (30) 38,19% (76) 2,660 1,629-4,329 <0,0001
S. Metabdlica (n) 13,21% (21) 30,96% (61) 2,950 1,701-5,102  0,0001 2,227 1,070-2,756  0,0252
Hipotireoidismo (n) 16,35% (26) 17,68% (35) 1,098 0,629-1,916  0,7420
Resisténcia Insulinica ~ 40,12% (65) 62,19% (125) 2,457 1,605-3,831 <0,0001 1,720 1,070-2,756 0,0252
AST (UIL) 54,70 £45,58 70,26 +54,05 1,007 1,002-1,012 0,0053
ALT (UIL) 57,00+46,52  77,14%53,47 1,009 1,004-1,014 0,0006

Fosfatase alcalina ) 81,22 + 31,62 83,93 + 36,63 1,002 0,996-1,009 0,4574
GGT (UL) 79,52 * 85,57 120,92+124,2 1,004 1,002-1,007 0,0007 1,003 1,000-1,006 0,0134
Creatinina (mg/dL) 0,96 £ 0,87 0,83 £0,22 0,478 0,227-1,005 0,0515
Colesterol total(mg/dL)  157,67+33,13 157,16+38,43 1,000 0,994-1,005 0,8925
HDL (mg/dL) 53,74 + 16,59 50,81 + 16,09 0,989 0,976-1,002 0,0920
LDL (mg/dL) 86,44 + 29,76 84,02 + 32,48 0,998 0,991-1,004 0,4654
Triglicerideos(mg/dL) 94,76 £ 51,15 107,64+53,20 1,005 1,001-1,010 0,0236
PNPLA3 C/G (n) 43,48% (70) 52,24% (105) 1,422 0,937-2,155 0,0979

PNPLA3 CG/CC (n) 37,89%(61) / 43,28%(87) /
1,352 0,875-2,089 0,1928

56,52%(91) 47,76%(96)

PNPLA3 GG/CC (n) 5,59%(9) / 8,96%(18) /
1,896 0,810-4,435

56,52%(91) 47,76%(96)

TM6SF2 CT/CC (n) 9,94% (16) / 12,06% (24) /

1,243 0,636-2,428 0,5246
90,06% (145) 87,94% (175)

Regressdo logistica — analise univariada e multivariada. Abreviagdes: ALT: alanina aminotransferase; AST:
aspartato aminotransferase; IMC: indice de massa corporal; IC: intervalo de confianga; GGT:
gamaglutamiltransferase; HCV: virus da hepatite C; HDL: lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR: Homeostatic
Model of Assessment; LDL: lipoproteina de baixa densidade; OR: odds ratio; DP: desvio padrao. *p<0,05.
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Tabela 13. Variaveis associadas com atividade necroinflamatéria hepatica
moderada a intensa em pacientes com HCV (n=365)

METAVIR METAVIR

ANALISE UNIVARIADA ANALISE MULTIVARIADA
A0-1 A2-3
OR 1C95% P OR 1C95% P
Idade (anos) 50,58 +13,33  5545%1230 1,030 1,012-1,049 0,0014 1,30  1,010-1,050  0,0027

Homens/Mulheres (n) 59,42% (82) / 51,85% (84)/

1,361  0,859-2,151 0,1892
40,58% (56)  48,15% (78)

Diabetes tipo 2 (n) 18,98% (26) 2313% (37) 1,779 0,731-2,257 0,3841
Dislipidemia (n) 17,65% (24) 2250% (36) 1,355 0,762-2,410 0,3016
HAS () 37,96% (52) 41,25% (66) 1,148 0,719-1,832 0,5632
Obesidade (n) 26,67% (36) 32,50% (52) 1,325 0,799-2,193 0,2759
S. Metabélica (n) 20,59% (28) 25% (40) 1,285 0,743-2,227 0,3691
Hipotireoidismo (n) 16,06% (22) 17,50% (28) 1,109  0,601-2,045 0,7415

HOMA-IR = 2.5 (n) 45,65% (63) 58,64% (95) 1,689  1,067-2,667 0,0251
AST (UIL) 52,40+41,48  g682+51,34 1,007 1,002,013 00107 1,007 1,001-1,012  0,0273
ALT (UIL) 58,75+46,90 744015466 1,007 1,001-1,012 0,0112
Fosfatase alcalina ui) 74,37 £26,99  82,53%33,82 1,009 1,001-1,018 0,0277
GGT (UIL) 84,20+84,59  101,20£90,77 1,002  1,000-1,005 0,1015
Creatinina (mg/dL) 0,86 + 0,27 0,89 + 0,82 1,093 0,731-1,635 0,6633
Colesterol total(mg/dL) 158,60 + 36,16 159,57 35,79 1,001  0,994-1,007 0,8166
HDL (mg/dL) 54,57 £ 16,77 50 16,01 0,983 1,003-1,032 0,0184 1,021 1,006-1,037  0,0059
LDL (mg/dL) 85,11+30,93  87,34+3290 1,002 0,995-1,009 0,5493

Triglicerideos(mg/dL) 103,42 +61,40 104,74+48,23 1,000 0,996-1,005 0,8348

PNPLA3 C/G (n) 50,36%(69)/  53,70% (87)/

46 61(60) dosv (s 1143 07251803 0564
PNPLA3 CC/GG (n)  50,36% (69)/  53,70% (87)/

a2 Tan 1y 1366 05663189 0751
PNPLA3 CG/GG (n)  40,15% (55)/  38,89% (63)/

7,41% (12) 741% (12) 241 0.523-2944

TM6SF2 CT/CC (n) 11,59%(16) / 13,13%(21) /

88.41%(122)  86.88%(139) 102 0.575-2307 0689

Regressdo logistica — andlise univariada e multivariada. Abreviagdes: ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; IMC: indice de massa corporal; IC: intervalo de confianga; GGT: gamaglutamiltransferase; HCV: virus da hepatite
C; HDL.: lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR: Homeostatic Model of Assessment; LDL: lipoproteina de baixa densidade; OR:
odds ratio; DP: desvio padrao. *p<0,05.

Foram testadas todas as combinagdes possiveis entre os
polimorfismos e os desfechos avaliados, porém a analise combinada dos
gendtipos ndao mostrou interagdes estatisticamente significantes: fibrose
hepatica significativa F2-4 (p=0,0793); esteatose G1-3 (p=0,1615) e

inflamacao Metavir A2-3 (p=0,06933).
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5. DISCUSSAO
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Este trabalho incluiu a maior amostra de brasileiros com hepatite C
cronica avaliados para os polimorfismos dos genes TM6SF2 e PNPLAS até o
momento. O grupo comparador foi construido a partir de voluntarios
saudaveis para comparar as frequéncias dos polimorfismos e contextualizar
sua distribuicdo com a do grupo com HCV. Neste estudo transversal, nés
pudemos demonstrar que pacientes com o genétipo GG do PNPLA3, em
relacdo aqueles CG / CC, tinham menor IMC e menor frequéncia de SM,
porém sem qualquer outra associagcdo clinica, bioquimica ou histoldgica
significante. Em contraste, o genétipo CT do TM6SF2, em relagao ao gendtipo
selvagem (CC), mostrou 1,95 vezes maior chance de fibrose hepatica
significativa pela analise univariada. O genétipo CC do TM6SF2, por sua vez,
foi associado com maior frequéncia de HAS, obesidade e SM, além de
maiores niveis séricos de fosfatase alcalina e colesterol total, em relagao aos
gendtipos CT/TT. Curiosamente, nenhum dos polimorfismos pesquisados
mostrou associagcdo com a presenca de esteatose hepatica.

Todos os pacientes do grupo HCV foram previamente submetidos a
bidépsia hepatica enquanto virgens de tratamento antiviral, garantindo o
estadiamento da esteatose e fibrose hepatica pelo método padréo-ouro, sem
a influéncia de terapias antivirais prévias que pudessem modificar a historia
natural da doenca. Atualmente, estudos com avaliagdo histolégica em
pacientes virgens de tratamento estdo cada vez mais escassos, refor¢ando a
qualidade da nossa amostra. Em nosso grupo, observamos todas as faixas de
fibrose hepatica, garantindo representatividade adequada de cada fase da

doenca.
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Nossa coorte com HCV apresentou idade média de 54 anos, além de
uma frequéncia relativamente alta de SM (23%), obesidade (29%), DM2
(23%) e HAS (43%). Outras publicagdes ja mostraram que esses sao fatores
sabidamente associados a fibrose hepatica em HCV, o que poderia explicar o
percentual elevado de fibrose avangada observado em nossa amostra (cerca
de 46% dos pacientes com F3-F4). Petta et al. (2008), através de 200 sujeitos
com o gendtipo viral 1, concluiram que DM2 e resisténcia a insulina
contribuem para a fibrose avangada, independente do grau de esteatose."""
Huang et al. (2015), em estudo com 1077 pacientes com HCV, observaram
que DM2 é um dos principais fatores de risco independentes para a fibrose
avancada nessa populagéo.(”) Outros estudos também observaram risco
aumentado de fibrose hepatica associado a idade avancada no momento do
diagndstico do HCV, a elevagdo dos niveis das enzimas hepaticas e a
presenca de DM2 e/ou SM. (3 112115)

O gendtipo viral tipo 1 foi o mais frequente em nosso grupo, seguido
pelos gendtipos 3 e 2, distribuicdo também compativel com dados
previamente publicados em brasileiros.'"

Sabe-se que o HCV é capaz de influenciar o metabolismo glicémico e
lipidico do portador em uma parcela significativa dos infectados por meio de
complexas vias metabdlicas, com relatos de melhora do perfil glicémico apds
a RVS e aumento da resisténcia insulinica em pacientes com maior carga
viral.("'% 116117 pyplicacdes anteriores mostraram elevadas prevaléncias de
resisténcia insulinica, DM2, SM e obesidade em pacientes com HCV em

114, 118) (81, 119, 120

comparacdo a controles ndo infectados.’ ) Nesse contexto, as
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altas prevaléncias de SM e DM2 encontradas em nossa amostra poderiam ser
atribuidas a prépria presenca do virus. Além disso, segundo publicagcdo
recente do Ministério da Saude do Brasil (2019), a prevaléncia de obesidade
vem crescendo progressivamente, saindo de 11,8% em 2006 para 19,8% dos
brasileiros em 2018, aproximando-se dos valores observados em nosso
trabalho.!"?"

Ainda em relagcdo a nossa amostra, todos os gendtipos pesquisados
em ambos os grupos (saudaveis e HCV) foram adequadamente testados e
nao violaram o equilibrio de Hardy-Weinberg. Isso simboliza que a distribuigao
das frequéncias genotipicas e alélicas permanece estavel, o que fortalece a
ideia de que nossa amostra foi obtida de forma aleatéria e néao

correlacionada, sendo constituida por individuos representativos de uma

populacdo que, conforme esperado, nao esta em evolugao.

Para o TM6SF2, nosso trabalho mostrou forte predominio da forma
selvagem, com 88,95% dos pacientes com o gendtipo CC, enquanto 11,05%
deles apresentavam os demais (CT + TT). O gendtipo TT foi observado em
apenas dois pacientes com HCV e em nenhum dos individuos saudaveis. Tais
resultados sdo compativeis com o observado pela meta-analise de Liu et al.
(2017), segundo a qual a variante E167K do TM6SF2 foi observada entre 6,3

e 12,2% dos pacientes com HCV.("%¥

Estudos experimentais e clinicos em DHGNA sugerem que o alelo T do
TM6SF2 provoca a perda de fungdo do gene, levando ao acumulo hepatico

de lipidios e TG, enquanto o alelo C desempenha o papel oposto, protegendo
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contra a esteatose hepatica através do estimulo a secrecdo hepatica de
VLDL, ao mesmo tempo em que aumenta os niveis séricos de colesterol e
aumenta potencialmente o risco de eventos cardiovasculares.* 44 8% 8. 97.122)
Outras publicagdes também sugeriram que, além da esteatose, o
polimorfismo do TMB6SF2 estaria associado & progressdo da fibrose. % % 9
Dentre os mecanismos plausiveis, acredita-se que o acumulo hepatico de
gorduras promoveria a deplegcdo mitocondrial de glutationa, aumentando a
susceptibilidade dos hepatdcitos as vias inflamatdrias mediadas por citocinas,
além de sensibilizar as células estreladas hepaticas pelas vias relacionadas
aos receptores Toll-like 4 e ao Fator de crescimento Beta.('?> 1?4 Além disso,
alguns autores defendem que existam vias metabdlicas alternativas ainda
desconhecidas que promovam a fibrogénese hepatica de forma independente

da esteatose. (9092 )

Apesar das evidéncias em DHGNA, permanece controverso o papel do
gene TM6SF2 na interagéo virus-hospedeiro e na histéria natural da doenca
hepatica pelo HCV. Sabe-se que as proteinas virais, entre outros
mecanismos, atuam no metabolismo hepatico de gorduras durante o seu ciclo
de vida, e o TM6SF2 poderia influenciar esse processo.

Nossos resultados mostraram uma associacdo positiva da variante
E167K do TM6SF2 com fibrose significativa no contexto da doenga hepatica
pelo HCV. Tal relagéo foi observada tanto pela anélise das associag¢des entre
os polimorfismos quanto na regressao logistica univariada e estd de acordo
com o observado em outras publicacbes.(®2 9. 96 No entanto, o peso das

variaveis ligadas a sindrome metabdlica parece sobrepor-se a influéncia
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isolada do TM6SF2 na fibrose hepatica, que ndo mostrou significancia
estatistica na analise multivariada. Acreditamos que o polimorfismo do
TM6SF2 possa atuar como um cofator na progressao da doenga hepatica, o
qual combinado a outros fatores da SM predispde ao desenvolvimento da
fibrose. Infelizmente, em comum acordo com equipe estatistica, a analise de
subgrupos com os pacientes obesos e/ou com sindrome metabdlica néo foi
realizada pelo alto risco de fragmentacéo da amostra e potenciais resultados
incongruentes.

Trabalhos prévios em populagcdes caucasianas mostraram haver
relacéo entre o polimorfismo do TMG6SF2 e fibrose hepatica, porém o nosso
estudo traz um dado importante para uma populagdo miscigenada formada
exclusivamente por brasileiros.®% %1% A associacdo com fibrose, apesar da
auséncia de relagdo com esteatose, fortalece a hipotese da existéncia de vias
alternativas de estimulo a progressao da doenga hepatica que funcionam de
forma independente do depdsito de gorduras.

O gendtipo CC do TM6SF2, por sua vez, apresentou associagéo
significante com maiores niveis séricos de colesterol total, achado compativel
com o estimulo a secregcao hepatica de VLDL creditado ao alelo selvagem.(gg’
94.1%4) Porém, nao foi possivel analisar a associacdo do polimorfismo com a
ocorréncia de eventos cardiovasculares devido ao carater retrospectivo deste
estudo, que impossibilita qualquer conclusdo sobre risco, além da ocorréncia
de poucos eventos cardiovasculares entre os nossos pacientes (apenas 17

sujeitos), o que fragmentou a amostra e fragilizaria qualquer analise. Novos
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estudos maiores e prospectivos sdo necessarios para avaliar essa ultima
associacao.

A relagao dos gendtipos do TM6SF2 com os fatores da SM permanece
controversa, com o0s poucos dados disponiveis tendo sido obtidos em
publicacbes com DHGNA, sem hepatite C associada. Os nossos pacientes
com o gendtipo CC do TM6SF2 (selvagem) apresentaram maior frequéncia
de obesidade, SM e HAS. Zhou et al. (2014), através de medicdes diretas,
observaram maior sensibilidade hepatica e periférica a insulina nos pacientes
com os genotipos CT + TT, quando comparados ao genétipo CC, sugerindo
que para o primeiro grupo, a DHGNA se comporta de forma metabolicamente
silenciosa, uma vez que aumenta o depdsito hepatico de gorduras, sem o

125 Na contramao dos nossos

aumento concomitante da resisténcia insulinica.’
achados, Viitasalo et al. (2016) sugeriram que o alelo T estaria associado com
maior circunferéncia abdominal, sem diferengas entre os grupos a respeito de

126) Qutros autores, por sua vez, embora também

SM e resisténcia insulinica.’
tenham observado relagdo do gendtipo CC com aumento do colesterol total,
nao observaram qualquer associagao com resisténcia insulinica, IMC ou
circunferéncia abdominal.*?": 12®)

A primeira meta-analise sobre o0 TM6SF2 em hepatite C crénica foi
publicada por Liu et al. em 2017 e reuniu 4.325 pacientes. Os autores
concluiram que o risco de esteatose avancada e fibrose sdo maiores em
portadores da variante E167K. O risco de cirrose (OR: 2,05; IC95% 1,39—

(104)

3,02) também foi significativamente maior. Observou-se ainda a

diminuicdo dos niveis séricos de TG e colesterol ndo-HDL entre os pacientes
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%) Em contrapartida,

com o gendtipo CC (redugdo de 5.8 a 12.0%; p<0,05).!
em outra meta-analise mais recente, Chen et al. (2019) incluiram 28 estudos
sobre o TM6SF2, com uma populacdo total de 13.137 casos e 11.010
controles, dos quais 2.969 eram portadores do HCV. Os autores observaram
um aumento do risco global de doenca hepatica cronica por esse
polimorfismo tanto em asiaticos quanto caucasianos, no entanto, quando
avaliado o grupo com HCV isoladamente, tal associagdo nao foi

29 Desse modo, o tema ainda ndo esta

estatisticamente significante.
totalmente esclarecido e novos estudos com populacbes maiores e
miscigenadas sa&o necessarios para uma melhor definicdo do papel do
TM6SF2 na hepatite C crénica.

Quanto ao PNPLAS3, as frequéncias dos gendtipos CC, CG e GG
foram de 51,37%, 41,21% e 7,42%, respectivamente. Tais valores foram
semelhantes aqueles observados no grupo comparagao (49,25% de CC,
41,04% de CG e 9,7% de GG). Essa distribuicdo se aproxima dos dados
obtidos em revisdo sistematica de Severson et al. (2016), que incluiram 2.504
individuos de diferentes etnias e encontraram frequéncias globais dos
gendtipos CC, CG e GG de 56,9%, 33,8% e 9,3%, respectivamente.®”

A partir dos estudos em DHGNA, sabe-se que o polimorfismo 1148M do
PNPLA3 leva a sintese de uma proteina de membrana disfuncional
(adiponutrina), que se acumula na superficie de goticulas lipidicas nos
hepatécitos e impede o acesso de outras lipases, comprometendo a

mobilizagdo de acidos graxos livres, com consequente acumulo de gordura

nos hepatécitos - desencadeando esteatose e inflamacdo - além de
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comprometer a degradacado dos ésteres de retinol nas células estreladas

hepaticas, estimulando a fibrogénese. (%3 65 130).

Em hepatite C cronica, no
entanto, o papel dos polimorfismos do PNPLA3 ndo esta totalmente
estabelecido, ja que os determinantes genéticos e ambientais do hospedeiro
recebem a influéncia de complexos mecanismos virais."*"

Ao analisar os polimorfismos do PNPLA3 em nossa coorte com HCV,
nao encontramos associagdo com esteatose ou fibrose hepatica, divergindo
de outros dados publicados previamente que s&o convincentes nessa
direcgo® 36 41.46.47) " A gnalise combinada das variantes do PNPLA3 e do
TM6SF2 no nosso grupo também nao mostrou relagdo significante com

esteatose, fibrose ou atividade necroinflamatéria, sugerindo auséncia de

sinergismo entre os polimorfismos.

Dentre as explicagbes plausiveis para essas divergéncias com a
literatura, a influéncia do virus da hepatite C sobre o metabolismo hepatico de
gorduras poderia inibir o papel dos polimorfismos nessas vias metabdlicas,
anulando sua influéncia na progressdo da doenga hepatica. Além disso, os
brasileiros constituem uma populagdo sabidamente heterogénea, conforme
observado por Lins et al. (2010) em estudo que avaliou a ancestralidade
genética dos brasileiros por meio de SNPs.("*? Essa miscigenacdo nao foi
representada nos trabalhos previamente publicados, que classicamente tém
incluido populagdes predominantemente caucasianas ou asiaticas. Os
diferentes resultados obtidos poderiam ser justificados pela coexisténcia de
outras particularidades, genéticas ou néo, ainda nao reconhecidos em nossa

populagao, as quais justificariam uma diferente expressao fenotipica do gene.
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Por fim, o nosso poder estatistico pode n&o ter sido suficiente para testar a
hipotese de existéncia de relagdo entre o polimorfismo do PNPLAS e fibrose

significativa e/ou esteatose hepaticas.

Curiosamente, mesmo no Brasil, alguns poucos trabalhos ja publicados
corroboram a associacdo da variante [148M do PNPLA3 com esteatose e
fibrose hepatica na DHGNA e na hepatite cronica C.“% ™ 33 No entanto, no
unico desses estudos que incluiu uma coorte formada exclusivamente por
pacientes com HCV, Manchiero et al. (2017) utilizaram uma amostra menor
do que a nossa (290 individuos), e encontraram uma distribuicdo ndo usual
dos gendtipos do PNPLAS3, com forte e inesperado predominio do alelo G
(34,4% com o gendtipo GG, enquanto 45,9% deles tinham o gendtipo CC e
21% com o CG), em desacordo com os valores observados na literatura, o
que pode estar relacionado com a representatividade da amostra utilizada"*.
Outro aspecto digno de nota € que a configuracdo genética desta casuistica
poderia estar em evolucido para este SNP especifico, visto que nao foi
fornecida informagdo a respeito do equilibrio de Hardy-Weinberg para o
PNPLA3, o que poderia comprometer seus achados e conclusdes.”® Em
publicagdo subsequente do mesmo grupo, foi descrita associacdo do PNPLA3
com esteatose e fibrose em pacientes com HCV, entretanto, a populagdo nao

estava em equilibrio de Hardy-Weinberg para este SNP (p= 0,000)."*%

Assim como em nosso trabalho, algumas outras publicacbes também
nao encontraram relagao entre o polimorfismo do PNPLAS3 e a progressao da

doencga hepatica pelo HCV. Estudo recente de Huang et al (2017) avaliou
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1.080 asiaticos com hepatite C e ndo mostrou associagado significativa do

("2 Nakamura et al. (2013) em estudo com 260

alelo G com fibrose hepatica.
japoneses avaliados por ultrassonografia também nao identificaram relagao
do PNPLA3 com esteatose ou cirrose.”" Zampino et al. (2013) encontraram
associacdo com esteatose, porém nao com fibrose hepatica.™

Duas meta-analises publicadas com hepatite C, por sua vez,
mostraram resultados compativeis com aqueles descritos para a DHGNA.
Salameh et al. (2016) observaram que o alelo G esta associado a maior
gravidade de todo o espectro da doenga hepatica pelo HCV: esteatose (OR
2,214; 1C95%: 1,719 — 2,853), fibrose avancada/cirrose (OR 1,762; 1C95%
1,258 — 2,468) e CHC (OR 2,002; 1C95%:1,519-2,639)."*® Jia-Hao Fan et al.
(2016) também mostraram maior gravidade da fibrose e esteatose em
caucasianos com o genotipo GG em relagédo ao CC e CG (OR: 2,29; IC95%
1,57-3,35 e OR: 4,33; 1C95% 2,59-7,22, respectivamente)."®® No entanto,
nenhum desses trabalhos incluiu estudos com populagdes miscigenadas
COmo a nossa.

A relagdo entre os polimorfismos do PNPLA3 e os fatores da SM
também permanece controversa na literatura, e a maioria dos dados
disponiveis até o momento foram obtidos em trabalhos com DHGNA. Além
disso, a relagao direta do HCV com o metabolismo das gorduras e resisténcia
insulinica limita a extrapolagcao de resultados obtidos em pacientes sem o
virus. Em nosso trabalho, os pacientes homozigotos para o alelo G do

PNPLA3, quando comparados aos demais, apresentaram menor frequéncia

de SM e menor média do IMC. Até onde sabemos, esse € o primeiro estudo
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que avaliou diretamente a associagao dos polimorfismos com os fatores da
sindrome metabdlica em pacientes com HCV.

Em concordancia ao observado em nossa andlise, Xia et al. (2016)
observaram um melhor perfil metabdlico entre os portadores da variante
[148M do PNPLA3. Comparados ao gendtipo CC, pacientes com o gendtipo
GG apresentaram maior conteudo hepatico de gorduras, em detrimento de

(137 Em adigao, Del

uma menor média do IMC e da circunferéncia abdominal.
Ben et al. (2014) mostraram que o gene PNPLA3 1148M estava associado
com menor prevaléncia de SM e seus componentes em 211 pacientes com
DHGNA conhecida.®® Por fim, Park et al. (2015) avaliaram 1.363 homens
coreanos saudaveis apos excluir alcool e causas secundarias de esteatose
hepatica. Nesse grupo, a variante 1148M esteve associada a redugao do nivel
da adiposidade central, IMC, niveis séricos de TG e resisténcia a insulina. Os
homozigotos GG, quando comparados aos CC, apresentaram maior conteudo
hepatico de gorduras e grau de fibrose mais avangado, a despeito do melhor
perfil metabdlico, sugerindo que os sujeitos com o alelo G s&do mais sensiveis
aos efeitos deletérios dos fatores metabolicos."*?

De forma contraditdria, trabalho recente publicado por Karamfilova et.
al (2019) avaliou 208 pacientes obesos (125 sem resisténcia a insulina e 83
com pré-diabetes estabelecida) e encontrou que pacientes com os gendétipos
GG e CG do PNPLA3, quando comparados com os portadores do gendétipo
CC, apresentaram 9,6 vezes mais disturbios da glicose (OR 9,649, 1C95%
2,100-44,328, p=0,004), trés vezes maior frequéncia da SM (OR 2,939,

IC95%: 1,590-5,434, p=0,001) e 2,1 vezes maior prevaléncia de resisténcia a
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insulina (OR 2,127, 1C95%: 1,078-4,194, p=0,029).7? Wang et al. (2011) ja
tinha mostrado que os pacientes com o polimorfismo do PNPLA3
apresentavam maior circunferéncia abdominal, insulina de jejum, HOMA-IR,
ALT e ferritina; sugerindo associagdo do SNP com resisténcia insulinica em
uma populagdo sabidamente normoglicémica.(52) Mangge et al. (2015), por
sua vez, compararam um grupo de pacientes com obesidade ou sobrepeso e
SM com um segundo grupo de obesos e sobrepeso, sem SM, e observaram
que o alelo G era mais frequente no primeiro grupo (p=0.038).(4"

Outros autores, por outro lado, ndo observaram qualquer relacédo entre
os polimorfismos e os fatores da SM. Romeo et al. (2008) n&o identificaram
associacdo do PNPLA3 com IMC ou resisténcia a insulina em seu trabalho

original.®

Speliotes et al. (2010) também ndo observaram qualquer
associacdo da variante genética com IMC, TG, perfil lipidico ou DM2.%°
Nessa mesma linha, Sookoian at al. (2011), em meta-anélise sobre o tema,
mostraram auséncia de diferenga significante entre os genétipos do PNPLA3
com o HOMA-IR (de um total de 1.404 sujeitos), glicemia, niveis séricos de
insulina e IMC (informacdes obtidas de um banco de dados de 4.141
individuos).®%

A esteatose hepatica esta presente em mais da metade dos pacientes
incluidos nesse trabalho (55,09%), frequéncia compativel com a margem
descrita na literatura de 50 a 72% dos portadores do HCV.(*? 1*¥ No contexto
da hepatite C crénica, a esteatose é considerada por alguns autores como

uma entidade distinta, com caracteristicas clinicas e fatores progndsticos

particulares, que pode acelerar a progressao da fibrose e até mesmo interferir
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com as taxas de resposta ao tratamento antiviral dos esquemas com
interferon. (20 21 144)

Além do risco aumentado de esteatose hepatica associado a maior
prevaléncia dos fatores da sindrome metabdlica nos pacientes com HCV,
acredita-se que existam outros mecanismos virais relacionados que ainda nao
estdo totalmente esclarecidos. Estudos experimentais in vitro e em modelo
animal mostram que o proprio ciclo de vida do HCV esta intimamente
relacionado as vias do metabolismo do colesterol e lipogénese nos
hepatécitos e que, nesse contexto, as proteinas virais poderiam induzir o
acumulo hepatocelular de gordura por vias metabdlicas proprias que
envolvem a inibicdo da degradagao e da secregdo de VLDL, aumento da
lipogénese, além de complexas vias de indugdo de resisténcia insulinica no

125.145.146) Para o HCV gendtipo 3, em especial, acredita-se que o

portador.'
core viral e a proteina nao estrutural 5A interfiram nas vias do metabolismo
hepatico do colesterol e da glicose, aumentando o risco de esteatose inclusive
em relacdo aos outros gendtipos virais.!'*®

Assim, a esteatose hepatica nos pacientes com HCV é consequéncia
de uma complexa interagao entre fatores virais e do hospedeiro, porém ainda
nao se sabe qual o peso de cada fator quando avaliados em combinacéo.
Nesse contexto, diferentemente dos resultados obtidos em DHGNA, a
auséncia de associacdao do TM6SF2 e do PNPLA3 com esteatose hepatica
em nossos pacientes poderia ser explicada pela complexidade das interacées

entre as proteinas virais e as vias de sinalizagao da insulina e metabolismo

lipidico hepatico, modificando as respostas metabdlicas esperadas
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isoladamente para cada polimorfismo na progressdo da doenca hepatica.(*"

Em nossa amostra, as unicas variaveis efetivamente associadas a esteatose
hepatica de forma independente foram SM, resisténcia a insulina e maiores
niveis séricos de GGT, fatores esses sabidamente relacionados ao maior
deposito hepatico de gorduras. 13 112.148)

O presente estudo tem algumas limitagées. Primeiramente, a falta de
informagdes sobre a ancestralidade genética dos participantes e outros
fatores sabidamente confundidores, como a distribuicdo da gordura corporal e
0 histérico de tabagismo, podem ter afetado os resultados obtidos. Em
segundo lugar, o desenho transversal, que somado ao fato de todos os
participantes terem sido recrutados a partir de um unico centro terciario,
limitam a validacido externa da nossa analise e dificultam suposicoes de
causalidade. Por fim, ndo foi feita a sistematizacdo da avaliagao
anatomopatolégica por um unico observador, embora apenas profissionais
experientes tenham realizado a leitura das laminas e a padronizacdo da
classificagao histologica limite a variabilidade interobservador.

Novos estudos longitudinais com populagdes de maior diversidade
étnica precisam ser realizados para confirmar a generalizagdo das
associagdes dos polimorfismos dos genes TM6SF2 e PNPLA3 com a doencga
hepatica crénica pelo HCV. Além disso, espera-se que novas pesquisas
possam avaliar diretamente o impacto do uso clinico desses polimorfismos na
tomada de decisdes de forma personalizada, guiada pelo perfil genético do
paciente, possibilitando melhor direcionamento de recursos e uma estratégia

de vigilancia individualizada, inclusive no pés RVS.
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Outras associacdes tém sido pesquisadas nos ultimos anos e também
podem ser alvo de novos estudos com brasileiros. No contexto da DHGNA e
da doencga hepatica alcodlica, a variante 1148M do PNPLA3 é considerada
fator de risco independente para CHC.(%%'%2 Ppara hepatite C e outras
hepatopatias cronicas, no entanto, essa associagdo permanece controversa,
aparecendo em algumas publicacdes como marginal ou ausente. (149 150. 153-159)
Os polimorfismos também tém sido estudados no transplante hepatico para
avaliar o seu papel no progndstico do enxerto e no risco de esteatose de

novo, porém nio existem dados em brasileiros!'%61%8)
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Entre os nossos pacientes com HCV, a distribuicdo dos gendtipos do
TM6SF2 foi de 88,95% para o gendtipo CC e 11,05% para os demais
(CT + TT). Para o PNPLA3, encontramos 51,37% de pacientes CC,
41,21% do gendtipo CG e 7,42% do gendtipo GG.

O gendtipo CT do TM6SF2 foi associado a fibrose hepatica significativa
quando comparado aos portadores do gendtipo CC pela analise
univariada.

Os pacientes com o gendétipo CC do TM6SF2, quando comparado aos
portadores do gendtipo CT / TT, apresentaram maior frequéncia de
obesidade, sindrome metabdlica, HAS, além de niveis séricos mais
elevados de colesterol total.

Portadores do gendtipo GG do PNPLA3, quando comparados com 0s
gendtipos CG e CC, apresentaram menor frequéncia de sindrome
metabodlica e menor média de IMC. Nenhuma outra diferenca foi
observada em relacdo as demais variaveis histologicas, clinicas e
bioquimicas avaliadas.

Fibrose hepatica significativa foi associada a elevagdes séricas de ALT,
fosfatase alcalina, colesterol total e idade.

Os polimorfismos dos genes PNPLA3 e TM6SF2, quando analisados
isoladamente ou em combinacdo, ndo foram associados a esteatose
hepatica. Os unicos fatores relacionados foram a presenga de
sindrome metabdlica, resisténcia insulinica e maiores niveis séricos de

GGT.
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Anexo 7.1 - Aprovacgao do projeto de pesquisa pela comissao de ética e
pesquisa do HC-FMUSP.

ree USP - HOSPITAL DAS
ks CLINICAS DA FACULDADE DE ‘GRBrard
D MEDICINA DA UNIVERSIDADE
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Influéncia dos Polimorfismos nos Genes Patatin-ike Phospholipase Domain Containing
3 (PNPLA3) e Transmembrane 6 Superfamily Member 2 (TM6SF2) na Doenca
Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica e Hepatite C Cronica

Pesquisador: DANIEL FERRAZ DE CAMPOS MAZO

Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: 55378016.7.1001.0068

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financdamento Propro

DADOS DO PARECER
Nuamero do Parecer: 2.676.105

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de emenda ao protocol de pesquisa solictando inclusao de um novo projeto que sera um braco do
protocolo, tendo como titulo “Influéncia da ancestralidade genética e polimorfismos do gene PNPLA3 1148M
na evolugdo e prognoéstico da doenga hepatica gordurosa nao alcodlica do figado em pacientes procedentes
de uma populagcdao miscigenada.”. Sera um projeto de pés doutorado da aluna Lourianne Nascimento
Cavalcante tendo como orientadora Professora doutora Claudia Pinto Marques Souza de Oliveira,
professora associada da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Nao havera modificagdo no
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), sendo assim sera utilizado o0 mesmo do protocolo ja
aprovado.Solictam também a inclusao do pesquisador executante, Arthur lvan Nobre Oliveira, como aluno
de Doutorado. Que realizara atividades relacionadas ao protocolo supracitado em pacientes com doenga
hepatica pelo virus da Hepatite C.

Data

modificagbes adequadas.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a prevaléncia dos polimorfismos nos genes Patatin-like Phospholipase Domain Containing 3
(PNPLA3) e Transmembrane 6 Superfamily Member 2 (TM6SF2) na doenca hepatica gordurosa
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dand USP - HOSPITAL DAS
ks CLINICAS DA FACULDADE DE “GREram -
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

FMLas»-

Contruag o do Pamcer: 2676105

ndo alcodlica e hepatite C crénica:2- Estimar a associacdo entre estes polimorfismos com gravidade
histoldgica da doenca hepética gordurosa néo alcodlica (esteatose, inflamagdo, balonizagdo hepatocelular e
fibrose) e relagdo com

componentes da sindrome metabdlica e resisténcia insulinica:3- Estimar a associacéo destes poimorfismos
com esteatose e fibrose hepética em pacientes com hepatite C cronica virgens de tratamento, e sua relacdo
com componentes da sindrome metabdlica:4- Avaliar a associacdo destes polimorfismos com taxa de
filtragcdo glomerular calculada pelas formulas de Cockcroft-Gault e MDRD nesta populacéo.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Em pequenos hematomas, equimose (mancha roxa) e ardéncia local. SO desconforto e os riscos séo
minimos e incluem pequenos hematomas, equimose (mancha roxa) e ardénda local. Nao ha beneficio direto
para o paciente.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A literatura mostra que algumas alteracbes genéticas podem estar relacionadas com a progressao da
doenga gordurosa do figado néo alcodlica e da hepatite cronica pelo virus C. A identificagdo destas
alteragbes podem permitir no futuro avaliar o risco de ter doenga grave e mesmo ajudar no entendimento
destas doencas. Sendo uma pesquisa relevante para a nossa populacéo e decisdes futuras de tratamento e
conduta clinica.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Adequados, o pesquisador solicita a utilizacdo do mesmo termo pois nessa emenda inclui um subprojeto
que utilizard os mesmos dados para a confec¢do do projeto de Post doc do Pos-doutorando Lourianne
Nascimento Cavalcante.

Recomendacodes:

Nao ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Aprovado.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagéo da CONEP:
Néo

SAO PAULO 25 de Mai 18
\oD B bl

\

\Asslnado por:

Joel Faintuch
(Coordenador)
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Anexo 7.2 — Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICA(;A'O (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICAGAO) DO PARTICIPANTE DA
PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° SEXO Mo F o
DATA NASCIMENTO ____/ /
ENDERECO N° APTO:
BAIRRO CIDADE
CEP TELEFONE ( )

2.RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° SEXO Mo F o
DATANASCIMENTO ____/ /

ENDERECO N° APTO:
BAIRRO CIDADE

CEP TELEFONE ( )

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Influéncia dos Polimorfismos nos Genes Patatin-like
Phospholipase Domain Containing 3 (PNPLA3) e Transmembrane 6 Superfamily Member 2 (TM6SF2) na
Doencga Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica e Hepatite C Crénica

PESQUISADOR: DANIEL FERRAZ DE CAMPOS MAZO

CARGO/FUNGAO: Médico Gastroenterologista e Hepatologista Assistente-Doutor e Professor Colaborador do
Departamento de Gastroenterologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP).
INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA: 107.866

2. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

3. DURACAO DA PESQUISA: 24 meses.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 - Desenho do estudo e objetivo(s)

Convidamos o(a) Sr(a). para participar desta pesquisa. Essas informagbes sdo fornecidas para sua
participacdo voluntaria neste estudo. A doenga gordurosa do figado ndo alcodlica € uma doenga caracterizada pelo
depdsito de gordura no figado em pacientes sem uso significativo de alcool, e pode se tornar crénica e provocar
cirrose. Esta doenca esta relacionada com obesidade, diabetes, pressdo alta e alteragdo no colesterol ou
triglicerideos. A infeccdo de longa data pelo virus da hepatite C também pode evoluir para cirrose. A doenga crénica
do figado pode prejudicar ou até mesmo impedir a realizagdo de muitas tarefas do seu dia-a-dia e comprometer a
sua qualidade de vida. Este estudo tem como objetivo avaliar fatores clinicos, genéticos (de DNA) e de exames
laboratoriais associados com a evolugédo da doenga gordurosa do figado e da inflamagéo crénica do figado pelo virus
da hepatite C. Esta avaliagédo sera feita através da avaliagdo de exames laboratoriais ja realizados pelo sr (a) durante
0 seu acompanhamento médico de rotina, assim como de resultados de exames de imagem e de bidpsias de figado
caso tenha realizado no seu acompanhamento. Sera realizada uma coleta de exame de sangue para avaliagdo de
algumas alteragdes genéticas (do DNA) que possam estar relacionadas com a evolugéo destas doengas.
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2 - Descrigao dos procedimentos que serao realizados, com seus propésitos e identificagdao dos que forem
experimentais e nao rotineiros

Procedimentos especificos do presente estudo — os pacientes que aceitarem participar do estudo serdo
submetidos aos seguintes procedimentos, além de todos os demais que sdo realizados conforme a necessidade
clinica (exames que ndo sao especificos do estudo e cuja solicitagao ficara a critério do seu médico). Sdo propostos
trés procedimentos:

a) Entrevista para preencher um questionario, com duragdo de cerca de quinze minutos, visando obter
dados sobre as causas e gravidade da doenga do figado, assim como outras doengas que o paciente apresente;

b) Consulta ao prontuario médico - solicitamos sua autorizagdo para consultar as informagdes que estédo
em seu prontuario e os resultados dos exames laboratoriais, de imagem e endoscopias disponiveis no seu prontuario
médico e que foram solicitados pelo seu médico como parte da sua avaliagéo.

c) Realizagdo de coleta de exame de sangue para avaliagdo de alteragdes genéticas.

3 — Relacao dos procedimentos rotineiros e como séo realizados

A rotina de atendimento no Ambulatério de Hepatologia continuara a mesma, através de consultas médicas
e exames feitos como habitual para acompanhamento e tratamento de pacientes com doenga gordurosa do figado
nao alcodlica e hepatite C. Estes procedimentos de rotina incluem exames de sangue, através de pungao periférica
de veia do antebrago, exames de imagem e biopsia de figado, quando indicado pelo seu médico. Pedimos a
permissao para utilizagado dessas informagdes no estudo em questao, através do armazenamento dos resultados dos
exames, porém mantendo em sigilo a identificagdo do paciente. Além dos exames habituais, outros exames de
carater experimental serdo solicitados. Para tal sera necessaria coleta de sangue por pungéo periférica de veia do
antebrago, que sera congelado para avaliagdo de alteragcbes genéticas que podem estar associadas com a
progressao da doenga gordurosa do figado nao alcodlica e da hepatite C. Este material proveniente da coleta de
sangue (material biolégico humano) serd armazenado na Instituicdo. A bidpsia hepatica ja pode fazer parte da
rotina de seu acompanhamento médico, e ndo sera feita exclusivamente para este estudo.

4 — Descrigao dos desconfortos e riscos esperados no procedimento dos itens 2 e 3

Coleta de sangue — a amostra sera colhida de uma veia do brago para avaliagdo genética. O desconforto e
os riscos sd0 minimos e incluem pequenos hematomas, equimose (mancha roxa) e ardéncia local. Sera realizada
somente uma coleta de sangue no inicio do estudo.

5 — Beneficios para o participante

A literatura médica tem demonstrado que algumas alteracdes genéticas podem estar relacionadas com a
progressao da doenga gordurosa do figado néo alcodlica e da hepatite cronica pelo virus C. A identificagcdo destas
alteragbes podem permitir no futuro avaliar o risco de ter doenga grave e mesmo ajudar no entendimento de como
estas doengas machucam o figado. Nao ha beneficio direto para o participante, mas aquele que concordar em
participar do estudo contribui para o melhor entendimento cientifico da doenga que apresenta e para o
desenvolvimento de futuros tratamentos de outras pessoas.

6 — Garantia de acesso

Em qualquer etapa do estudo, o Sr(a) terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas

O principal investigador é o Dr. Daniel Ferraz de Campos Mazo, que pode ser encontrado no enderego:
Servigo de Gastroenterologia Clinica. Instituto Central, 9 andar, sala 9159. Av. Dr Enéas de Carvalho Aguiar 255, Sédo
Paulo. Telefone(s) 2661-6447. Se vocé tiver alguma consideragédo ou duvida sobre a ética da pesquisa, vocé pode
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel:
(11) 2661- 6442 ramais 16, 17, 18, ou (11) 2661-7585; e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
8 — 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 Instituicao

O paciente tera o direito de solicitar esclarecimentos a qualquer momento, dirigindo suas duavidas a
qualquer um dos investigadores a qualquer momento. Essas informagdes incluem, porém nao se limitam, a indicagao
dos procedimentos, beneficios e riscos. O paciente ¢é livre para decidir se quer participar ou ndo desse estudo, tendo
o direito de solicitar esclarecimentos em qualquer fase da pesquisa. O paciente ndo esta obrigado a nenhum
compromisso, podendo retirar o seu consentimento a qualquer momento, sem que isso implique qualquer tipo de
prejuizo em relagédo ao tratamento que recebe ou recebera na instituicdo, ficando claro e garantido que tera direito a
receber o mesmo tratamento dispensado aos demais pacientes do Hospital das Clinicas da FMUSP. Os
pesquisadores se comprometem a tratar no Hospital das Clinicas da FMUSP quaisquer danos a saude decorrentes
direta ou indiretamente da pesquisa, inclusive aqueles surgidos em situagdo de emergéncia. O participante recebera
uma via deste termo de consentimento

9 — Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum paciente

Os dados obtidos no presente estudo serdo tratados de forma anénima e somente os investigadores do
estudo terdo acesso a esses dados, que serdo mantidos de forma estritamente confidencial. Fica assegurado o
direito a confidencialidade, sigilo e privacidade do paciente, conforme preceitua o cédigo de ética médica.

10 - Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores
O direito é assegurado em todas as etapas do projeto.

11 — Despesas e compensacgoes: nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacéao financeira relacionada a sua participagao. Se
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existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa
Fica assegurado ao paciente demandar por indenizagdo por eventuais danos a saude decorrentes da
pesquisa, conforme as leis do pais. A aceitagdo em participar do estudo ndo implica rendncia a esse direito.

12 — Armazenamento de amostra de sangue em biorrepositério

1. O material biolégico humano armazenado no Biorrepositério € do senhor(a), permanecendo sua guarda
sob a responsabilidade institucional e o gerenciamento sera feito pelo pesquisador responsavel.

2. O senhor(a), ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer 6nus ou prejuizos, pode
retirar o consentimento de guarda e utilizagdo do material biolégico no Biorrepositério, valendo a desisténcia a partir
da data de formalizagdo desta. A retirada do consentimento sera formalizada por manifestagdo, por escrito e
assinada, pelo senhor(a) ou seu representante legal, cabendo-lhe a devolugado das amostras existentes.

3. O prazo de armazenamento de material biolégico humano no Biorrepositério sera de acordo com o
cronograma da pesquisa, sendo que o prazo maximo é de 10 anos.

4. O senhor(a) sera informado sobre a perda ou destruicdo de suas amostras biolégicas, bem como sobre
o encerramento do Biorrepositorio.

5. Nao sera solicitado patenteamento e nao havera utilizagdo comercial do seu material biolégico humano
armazenado no Biorrepositério.

6. Caso o senhor(a) autorize, o seu material biolégico armazenado podera ser utilizado posteriormente em
outras pesquisas que avaliem alteragdes genéticas que possam estar relacionadas com doengas do figado. Toda
nova pesquisa so sera realizada com aprovacgao do sistema CEP-CONEP.

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do meu material biolégico,
devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material bioloégico, sendo
necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o
caso, pela CONEP.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material bioldgico,
dispensando meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o
caso, pela CONEP.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo “Influéncia dos Polimorfismos nos Genes Patatin-like Phospholipase Domain Containing 3
(PNPLA3) e Transmembrane 6 Superfamily Member 2 (TM6SF2) na Doenca Hepatica Gordurosa N&o Alcodlica e

Hepatite C Crénica”. Eu discuti com o Dr. Daniel Ferraz de Campos Mazo ou pessoa(s) por ele delegada(s)

(oo ) sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais
s&o 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 participagéo ¢é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo um via rubricada pelo pesquisador. 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, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia
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