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Resumo

A hepatite C € um importante problema de saude publica, afetando mais de 50 milhées
de pessoas em todo o mundo. A infegcdo pelo virus da hepatite C (HCV) tem
consequéncias graves em longo prazo, uma vez que cerca de 70%-80% dos casos
evoluem para a cronicidade, até 30% desenvolvem cirrose e 1%-4% ao ano evoluem
para o carcinoma hepatocelular. O ciclo infecioso do HCV est4 altamente associado ao
metabolismo lipidico do individuo. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em
genes envolvidos no metabolismo lipidico, tais como apolipoproteinas e lipoproteinas,
sdo importantes fatores do hospedeiro que podem influenciar na evolucdo da infeccdo
pelo HCV. Desta forma, o estudo concomitante de carateristicas clinicas (como o pefrfil
metabodlico) e os SNPs no metabolismo lipidico permite avaliar o papel destes
polimorfismos genéticos como possiveis biomarcadores de prognéstico na hepatite C
cronica. Além disso, podem contribuir para a reducdo das complicacdes clinicas e dos
custos do sistema de salude causados por esta infeccdo. Assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar o papel dos SNPs em APOAL rs964184, APOB rs1042034 e
rs676210 e LDLR rs5925 em pacientes brasileiros e suas associacfes com diferentes
desfechos clinicos frente & infe¢cdo cronica pelo HCV. Para isso, foram coletados
dados de prontuarios médicos de 109 pacientes com hepatite C e as amostras de DNA
foram extraidas e dosadas. As genotipagens foram realizadas por amplificacdo por
PCR seguida de sequenciamento nucleotidico convencional. Foi visto um desequilibrio
de ligacdo entre os polimorfismos em APOB rs1042034 e rs676210, sendo assim,
utilizamos apenas o rs1042034 para realizar as andlises. A frequéncia de gendtipos
em APOAL rs964184 é de 69,7% CC, 25,7% CG e 4,6% GG (n = 109 pacientes), de
APOB rs1042034 é de 67% TT, 29,4 % CT e 3,7% CC (n = 109), e de LDLR rs5925 é
de 51,9 % CT, 36,1% TT e 12,0% CC (n = 108). Foram encontradas associa¢des entre
0s gendtipos do polimorfismo em APOAL rs964184 com carga viral pré-tratamento (p
= 0,0331) e com niveis séricos de triglicerideos (p = 0,0340). Também foram
encontradas correlages entre o polimorfismo em LDLR rs5925 com niveis séricos de
triglicerideos (p = 0,0052) e com VLDL (p = 0,0138). Em APOB rs1042034 nao foi vista
nenhuma associagédo positiva com o HCV. Foram encontradas correlagdes positivas
entre gendtipo 1 e carga elevada pré-tratamento, alelo G rs964184 e triglicerideos,
diabetes e sexo masculino, diabetes e hipertensdo, hipertensdo e sexo masculino,
triglicerideos elevado e VLDL elevado. Foram encontradas 3 correlagdes negativas:
IMC alto e fibrose grave pré-tratamento, IMC alto e cirrose pré-tratamento, RVS e
evolucdo da doenca hepética (fibrose pior apés o tratamento). Os polimorfismos em
APOAL rs964184 e LDLR rs5925 podem ser considerados bons marcadores de
fatores metabdlicos do paciente. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para
investigar a associacéo desses SNPs relacionados & hepatite C crénica. E importante
também verificar a associacdo entre outros SNPs em outras apolipoproteinas para
buscar um potencial biomarcador de progndstico e condutor de tratamento para
pacientes com hepatite C.

Palavras-chave- Hepatite C, biomarcadores, metabolismo lipidico, polimorfismos.



Abstract

Hepatitis C is a major public health problem, affecting more than 50 million people
worldwide. Infection with hepatitis C virus (HCV) has serious long-term consequences,
since around 70%-80% of cases progress to chronicity, up to 30% develop cirrhosis
and 1%-4% per year progress to hepatocellular carcinoma. The HCV infection cycle is
highly associated with the individual's lipid metabolism. Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in genes involved in lipid metabolism, such as apolipoproteins
and lipoproteins, are important host factors that can influence the evolution of HCV
infection. In this way, the concomitant study of clinical characteristics (such as the
metabolic profile) and SNPs in lipid metabolism makes it possible to evaluate the role
of these genetic polymorphisms as possible prognostic biomarkers in chronic hepatitis
C. In addition, they may contribute to reduce the clinical complications and health
system costs caused by this infection. Therefore, this study aimed to evaluate the role
of SNPs APOA1 rs964184, APOB rs1042034 and rs676210 and LDLR rs5925 in
Brazilian patients and their association with different clinical outcomes in chronic HCV
infection. For this, data were collected from the medical records of 109 patients with
hepatitis C and DNA samples were extracted and measured. Genotyping was carried
out by PCR amplification followed by nucleotide conventional sequencing. Linkage
disequilibrium was observed between the APOB rs1042034 and rs676210
polymorphisms, and only rs1042034 was used for analysis. The frequency of APOAL
rs964184 genotypes is 69.7% CC, 25.7% CG and 4.6% GG (n = 109 patients), APOB
rs1042034 is 67% TT, 29.4% CT and 3.7% CC (n = 109), and LDLR rs5925 is 51.9%
CT, 36.1% TT and 12.0% CC (n = 108). Associations were found between the
genotypes of the APOAL rs964184 polymorphism with pre-treatment viral load (p =
0.0331) and with serum triglyceride levels (p = 0.0340). Correlations were also found
between the LDLR rs5925 polymorphism with serum triglyceride (p = 0.0052) and with
VLDL (p = 0.0138) levels. No positive association with HCV was observed in APOB
rs1042034. Positive correlations were found between genotype 1 and high pre-
treatment viral load, G allele at rs964184 and triglycerides, diabetes and male sex,
diabetes and hypertension, hypertension and male sex, and high triglycerides and high
VLDL. Three negative correlations were found: high BMI and severe fibrosis pre-
treatment, high BMI and cirrhosis pre-treatment, and SVR and evolution of liver
disease (worse fibrosis after treatment). The polymorphisms in APOA1 rs964184 and
LDLR rs5925 can be considered promising biomarkers of the patient's metabolic
factors. However, more studies will be needed to investigate the association of these
SNPs with chronic hepatitis C. It is also important to verify the association between
other SNPs in other apolipoproteins to look for a potential prognostic biomarker and
treatment guide for patients with hepatitis C.

Keywords - Hepatitis C, biomarkers, lipid metabolism, polymorphisms.
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1. Introducéo

1.1 A descoberta das hepatites e do virus da hepatite C

Hé& cerca de 2500 anos atras, os babilbnicos ja relatavam surtos de ictericia
entre sua populagéo. Esses surtos ocorreram por muito tempo e foram marcantes,
principalmente no periodo de guerras e catastrofes humanas (PARANA &
ALMEIDA, 2024). No século IV antes de Cristo (A.C.)., HipOcrates descreveu a
ictericia como uma doenca de origem infecciosa que acometia o figado devido ao
acumulo de liguido no abdémen, causado provavelmente por uma doenca cronica
nesse 6rgdo. O termo hepatite foi introduzido pela primeira vez em 1725 por
Bianchi, JB no trabalho denominado “Historia hepatica sem Thoria et praxis
omnius morborum hepatitis et bilis” (FONSECA, 2010).

Com o avanco da ciéncia e com 0 aumento do nimero de casos, surgiu o
interesse entre 0s médicos e pesquisadores da época em investigar mais sobre a
causa dessa enfermidade. Diversas hipdteses sobre a patogénese dessa doenca
foram desenvolvidas com base em observacdes clinicas e autépsias. Foi sugerido
em 1855 que a ictericia epidérmica era causada por uma inflamacgéo no duodeno
causado por uma obstrugdo biliar, introduzindo o termo “ictericia catarral’
(BEENSON, 1979). Nesse mesmo ano, foi descrito um surto dessa “ictericia
catarral” em diversos trabalhadores em um celeiro no porto de Bermen
(Alemanha) e Jehn reportou uma grande quantidade de pessoas infectadas em
um manicémio em Merzig também na Alemanha. Ambos o0s grupos tinham
recebido a vacina derivada de linfa humana contra variola (SCHMID, 2001).

Em 1909 novos casos de ictericia surgiram e foram associados ao uso de
medicacgdes injetaveis (PARANA & ALMEIDA, 2024). Durante a primeira guerra
mundial, 0 médico austriaco Hans Eppinger, ao examinar o figado de soldados
alemaes que estavam doentes com “ictericia catarral’, consolidou-se que, na
verdade, a lesdo era no parénquima do figado, verificando assim a correlacdo
entre o sinal clinico dos individuos e a doenca hepatica (BEENSON, 1979).

O primeiro virus da familia das hepatites virais foi descoberto em 1965 por
Blumberg, Alter e Vinich, com a presenca de um antigeno em soro de um
aborigene australiano que reagia com soros de hemofilicos politransfundidos que
foi inicialmente denominado de antigeno Australia. Em seguida, foi demonstrada a
relacdo desse antigeno com o virus da hepatite B (HBV), sendo descrito
posteriormente como antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAQ) (pz et
al.,, 1967; FONSECA, 2010; IGLECIAS, 2015). O virus da hepatite A (HAV) foi
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descoberto em 1973 por Stephen Feinstone em fezes de voluntarios presos em
Washington, Estados Unidos (EUA). Em geral, o portador do HAV n&o progride
para a cronicidade, dessa forma, foram necessarios varios estudos em modelos
experimentais e cultivo celular para o desenvolvimento de uma vacina atenuada
(PARANA & ALMEIDA, 2024).

O virus causador da hepatite C (Figura 1) foi primeiramente observado em
doadores de sangue na década de 1980. Inicialmente, a "hepatite pds-
transfusional ndo-A e ndo-B de transmissédo parenteral”’ foi caracterizada como
hepatite "n&do A e ndo B" (HNANB) (BARBOSA et al., 2019). Posteriormente se fez
necessdaria a utilizacdo de métodos de DNA recombinante, com plasma de
chimpanzés infectados com soro de pacientes positivos para HNANB
(HOUGHTON, 2019). Em 1989, o médico Harvey J. Alter e os bidlogos Charles M.
Rice e Michael Houghton identificaram o agente causador dessa hepatite, e 0
denominaram de HCV (CHOO et al., 1989). No ano de 2020, cerca de 31 anos
ap6s a descoberta, ganharam o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina
(CONSELHO FEDERAL DE BIOLOGIA, 2020; NOBEL PRIZE PHYSIOLOGY OR
MEDICINE, 2020).

#
N
Capsideo
v
Envelope
lipoproteico

Figura 1: Virus da hepatite C. Estrutura do virus da hepatite C com envelope
lipoproteico, capsideo e RNA viral. Fonte: Brasil, Ministério da Sadde, manual técnico
para diagndstico de hepatites virais, 2018; Brasil, 2014.

O HCV pertence a familia Flaviviridae e ao género Hepacivirus (ICTV, 2024).
E um virus com cerca de 30 a 60 nm de diametro. O HCV é envelopado, ou seja,
adquire uma camada lipidica durante a montagem da sua maquinaria viral e a
saida do hepatécito, o que o torna menos resistente ao ambiente externo e
facilita sua entrada nas células hospedeiras. Contudo, virus envelopados

conseguem “burlar’ o sistema imune, dificultando o seu reconhecimento pelo
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organismo do hospedeiro, favorecendo a replicacéo viral e, consequentemente,
uma infeccao sistémica (VIROLOGY RESEARCH SERVICES, 2022).

O genoma viral é formado por RNA de simples fita e polaridade positiva
(ssRNA+) com aproximadamente 9600 nucleotideos. Seu genoma € composto
por uma unica fase de leitura aberta (ORF, do inglés Open Reading Frame) e
uma regido 5’ regido nao traduzida (5" NTR, do inglés non-translated region), o
gual inclui um sitio interno de entrada de ribossomo (IRES, do inglés Internal
Ribosome Entry Site) capaz de direcionar a traducdo do genoma viral para
codificar uma Unica poliproteina de 3006 — 3037 amino&cidos. Além disso, na
porcao final, possui uma regido 3’ NTR (DI BISCEGLIE, 1999; BRASIL, MANUAL
TECNICO PARA DIAGNOSTICO DE HEPATITES VIRAIS, 2018).

Este virus apresenta uma alta variabilidade genética principalmente devido a
auséncia de mecanismo de corre¢do de erros da RNA polimerase dependente
de RNA (NS5B). Dessa forma, possui uma taxa de 1073 erros por sitio a cada
etapa de replicacdo, levando assim a formacdo de quasispécies virais
(KOHARA, 2017; CAO et al., 2023).

A poliproteina gerada é processada por proteases virais e do hospedeiro e é
dividida em trés proteinas estruturais (core, E1 e E2) e sete proteinas nédo
estruturais (P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B). A regido amino-
terminal é responsavel por codificar as proteinas do envelope E1 e E2 que se
associam e formam um complexo glicoproteico no exterior do virus, sendo
componentes essenciais para a entrada e fusédo na célula hospedeira. E2 forma
uma rede de interagdo com proteinas de superficie celular do hospedeiro que
favorecem o reconhecimento (TORRENTS et al., 2022) (GANTA et al., 2018).

A proteina do core € a que forma o capsideo, uma estrutura que protege o
material genético do virus. As proteinas nao estruturais sdo codificadas pela
porcao carboxi-terminal da poliproteina e possuem funcdes essenciais, como
replicacdo do HCV, processamento da poliproteina, modulagdo do mecanismo
de defesa do hospedeiro e montagem da particula viral (LINDENBACH & RICE
2013) (Figura 2).

A proteina ndo-estrutural p7 € uma proteina de membrana integral importante
para a ligacdo dos dominios transmembranares de a-hélice. Esta envolvida na
infecciosidade viral que depende de mutacdes nesta proteina (SAKAI et al.,
2003). A proteina NS2 é responsavel pela associagdo do virion a membrana do
reticulo endoplasmatico (RE). Junto com a NS3 forma uma metaloprotease
dependente de zinco, clivando o local entre NS2 e NS3 na poliproteina
(CHEVALIEZ & PAWLOTSKY 2006). A NS3 helicase/NTPase tem varias
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funcdes no RNA viral como a estimulacao, ligacdo e desenrolamento. Entretanto,
essa atividade soO se inicia quando a NS4A esta ligada a ela, atuando como
cofator. NS3-NS4A protease é essencial para o ciclo infeccioso do HCV, pois
catalisa a clivagem da poliproteina nas jungfes NS3/NS4A, NS4A/NS5B,
NS4B/NS5A e NS5A/NS5B (GANTA et al.,, 2018). A NS4B é uma proteina
transmembrana localizada ha membrana do RE que tem como funcéo servir de
ancora de membrana para o complexo de replicacdo. A NS5A tem um
importante papel na regulacdo das vias celulares e na replicac&o viral. Foi visto
que mutacdes na sequéncia dessa proteina gera inibicdo na replicacdo do HCV
(CHEVALIEZ & PAWLOTSKY, 2006). A NS5B é uma RNA polimerase
dependente de RNA que catalisa a polimerizacdo de trifosfatos de
ribonucleosideos (rNTP) durante a replicacdo (HEPATITIS C ONLINE, 2024).

HCV genome organization
positive-strand RNA

5'NTR 3'NTR
Open reading frame

HCV polyprotein processing
Structural proteins
(core and envelope) Nonstructural proteins

1T
core ‘ E1 ‘ E2 ‘ ‘ NS2 H NS3 HNS4A‘ ‘NS4BH NS5A H NS5B

Figura 2: Representagcao da organizacao genémica do HCV. Regido 5 NTR, Unica
ORF mostrando a regido traduzida na poliproteina e regido 3' NTR. Ap6s o
processamento, a poliproteina é clivada em 3 proteinas estruturais: CORE, El e E2 e 7
proteinas ndo estruturais: P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B. Fonte:
Adaptado de Rice, 2011.

Atualmente sdo descritos 8 gendtipos do HCV (classificados em nimeros
de 1 a 8) (BORGIA et al., 2018), sendo aproximadamente 30 a 35%
divergentes em sua sequéncia nucleotidica, e em torno de 90 subtipos
(representando as letras ap6s 0s numeros dos genotipos), que diferem cerca
de 15% entre si (BORGIA et al., 2018; MBISA et al., 2024). O genétipo 1 e 0
subtipo 1b s&do os mais prevalentes no mundo, seguido do genétipo 3 (BULUT
et al., 2021).

Como ja dito anteriormente, o HCV é altamente mutavel e a medida que
ocorre a replicacdo viral, existe uma elevada taxa de erro que promove a
formacdo de quasispécies virais, que representam subpopulagbes virais
heterogéneas, porém intimamente relacionadas num mesmo individuo. Desse

modo, conferindo vantagens adaptativas como o favorecimento do escape as
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respostas imunitarias do hospedeiro e resisténcia aos antivirais (MARTELL et
al., 1992; TSUKIYAMA-KOHARA & KOHARA, 2017; FUKARA & YAMAMOTO,
2017).

Devido a alta diversidade genética do virus, o desenvolvimento de uma
vacina como medida profilatica se torna mais dificil. Ao longo desses anos,
algumas estratégias para induzir imunidade humoral e/ou mediada por células
foram descritas. Apenas trés prosseguiram para a fase de testes pré-clinicos e

clinicos em humanos e nenhuma se mostrou eficaz (YECHEKZEL et al., 2021).

1.2 Epidemiologia da hepatite C no Brasil e no mundo

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a hepatite C
acomete em torno de 50 milhGes de pessoas em todo o mundo. S&o
registrados cerca de 1 milhdo de novos casos por ano mundialmente. O Ultimo
dado registrado em 2022 é que aproximadamente 242 mil individuos foram a
Obito pelas formas mais graves de evolug¢édo da hepatite C, sendo elas cirrose e
carcinoma hepatocelular (CHC) (WHO, 2024).

No Brasil, de acordo com o ultimo Boletim Epidemiol6gico disponibilizado
pelo Ministério da Saude, entre 2000 e 2023 foram registrados 318.316 casos
confirmados de hepatite C. A regido com maior taxa de deteccdo de RNA
positivo para HCV foi a Sudeste, com cerca de 58,1%, seguido da regido Sul
com 27,1% dos casos. No Nordeste, foram registrados 7,2% dos casos, 3,9%
no Centro-Oeste e 3,7% no Norte (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE,
BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DE HEPATITES VIRAIS, 2024). Entretanto, a
abrangéncia da triagem e 0 acesso aos tratamentos permanecem desiguais em
diferentes regides brasileiras, apresentando variagbes que ilustram a
desigualdade socioecondmica existente no pais. Areas mais favorecidas, como
a regido Sudeste, conseguem acessar diagnostico e tratamento com mais
facilidade, enquanto regibes menos privilegiadas, como o Norte e o Nordeste,
encontram dificuldades maiores relacionadas a logistica e a infraestrutura
(FERREIRA, 2023).

Seguindo o perfil mundial, os genétipos mais prevalentes no Brasil sdo o 1
seguido do 3. Aproximadamente 40,9% dos individuos sdo infectados pelo
subtipo 1a, seguido do subtipo 1b com 30,2% dos casos. Em terceiro lugar, o

gendtipo 3 é encontrado em cerca de 23,8% da populacéo infectada com HCV.
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A prevaléncia dos outros genétipos no Brasil € menor do que 4% (MESSINA et
al., 2015).

A hepatite C é a maior causa de morte entre as hepatites virais, com cerca
de 68.189 O6bitos associados a essa doenca. Em 2022, o coeficiente de
mortalidade no pais foi de 0,5 6bito por 100 mil habitantes (BRASIL, BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO DE HEPATITES VIRAIS, 2024) (Figura 3). Desde 2015,
guando foi implementado no Brasil o tratamento com o0s antivirais de acdo
direta (DAAs, do inglés direct-acting antivirals), que tem alta taxa de resposta

terapéutica, houve uma queda no indice de mortalidade (REZENDE, 2021).

Coeficiente de mortalidade
(por 100 mil hab.)

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
Ano do 6bito

e rasi w—Norte = Nordeste Sudeste Sul s Centro-Oeste

Figura 3: Coeficiente de mortalidade por hepatite C no Brasil entre 2012 e 2022. O
maior coeficiente de mortalidade por hepatite C foi registrado na regido Sul (em amarelo)
e 0 menor registrado no Nordeste do pais (em azul). Fonte: Brasil, Boletim
epidemioldgico de hepatites virais, 2024, SIM/SVSA/MS, IBGE 2024.

1.3 Ociclo infeccioso do virus da hepatite C

O HCV infecta principalmente as células hepéticas e pode invadir os
hepatdcitos de duas maneiras: transmissdo célula-célula e transmisséo livre de
contato. A invasdao do HCV depende de interagbes entre componentes do
metabolismo lipidico do hospedeiro e fatores virais (LI et al., 2021). Assim que
o virus entra no organismo do hospedeiro, forma-se uma particula lipoviral
(LVP) com as lipoproteinas de muito baixa densidade e baixa densidade (VLDL
e LDL), apolipoproteinas (APOs), ésteres de colesterol e triglicerideos do

individuo (Figura 4).
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Figura 4: Formacdo da particula lipoviral entre o HCV e componentes do
metabolismo lipidico do hospedeiro. Composi¢do de um virion maduro: VLDL e
as Apos associadas ao HCV. Fonte: Adaptado de Li et al., 2021.

A partir dai a particula se adere a membrana dos hepatécitos com o auxilio
de proteoglicanos de sulfato de heparina (HSPGSs) e receptor de lipoproteina de
baixa densidade (LDLR). Ao mesmo tempo, as glicoproteinas do envelope viral
El e E2 interagem com 0s receptores Scavenger Receptor class B type 1
(SRB1) e de CD81 (proteina tetraspanina), permitindo a fixacéo da particula a
célula hepatica. Enquanto isso, as claudinas 1, 6 e 9, ocludina, receptores do
fator de crescimento epidérmico (EGFR) e receptor de efrina tipo A2 (EphA2)
auxiliam na endocitose mediada por clatrina, permitido a entrada do
endossomo na célula (MANNS et al., 2017).

Por conseguinte, a vesicula fica dispersa no citosol e o pH &acido dentro do
endossomo permite a fusdo entre as membranas, fazendo com que o capsideo
viral se rompa e libere o material genético para a proxima etapa (TSCHERNE
et al., 2006; MIAO et al., 2017). Uma vez no citosol, o RNA é utilizado para
replicacdo e traducgdo proteica. A traducéo ocorre nos ribossomos aderidos ao
RE e é iniciada a partir da ligacéo ao IRES do 5 NTR. Ocorre o processamento
da poliproteina e a clivagem das proteinas estruturais e nao estruturais do
HCV, dentre essas, a NS5B, que possibilita a replicacdo do RNA. O RNA de
polaridade negativa, recém-sintetizado, age como molde para a sintese de
inameras novas fitas de RNA positvo em uma regido chamada teia
membranosa (membranous web). O microRNA-122 (miR-122) ajuda na
manutencdo do RNA viral, ndo permitindo que seja degradado por
exonucleases (MANNS et al., 2017).

A montagem do virion consiste em diversas etapas nédo totalmente
elucidadas e ocorre no RE préximo a goticulas de lipidio (lipid droplets). O

RNA, quando liberado do nucleo, é transportado para o local de montagem do
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nucleocapsideo e encapsulado. O nucleocapsideo, ja com o RNA viral dentro,
€ envolvido pelo limen do RE e se associa com as proteinas do envelope,
formando um virion ainda imaturo. O virion segue em diregdo ao complexo de
Golgi e finaliza sua maturacao, se fundindo a VLDL e pronto para ser liberado.
A LVP madura se funde a membrana celular do hepatdcito, sendo liberada pelo
processo de exocitose e circula para outros tecidos através da corrente
sanguinea (Figura 5) (MOROZOV & LAGAYE, 2018; HEPATITIS C ONLINE,

2024).
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Figura 5: Ciclo infeccioso do HCV. (a) Entrada do virion nas células hepéticas;
(b) Liberacdo do RNA viral no citoplasma; (c) Traducdo e processamento da
poliproteina; (d) Replicacdo do material genético viral; () Empacotamento do RNA
e montagem do virion; (f) Maturacdo e liberacdo da particula lipoviral (LVP). Fonte:
Brasil, Manual técnico para diagndstico de hepatites virais, 2018; adaptado de
Moradpour; Penin; Rice, 2007.

1.4 Historia natural da infec¢éo pelo virus da hepatite C

A hepatite C é um importante problema de saude publica, visto que a sua
infeccdo tende a ser persistente no hospedeiro. Geralmente é uma doenca de
carater silencioso, apresentando ou ndo sintomas muito inespecificos, tais
como letargia, mal-estar geral, febre, nauseas e perda de apetite
(BIOMANGUINHOS-FIOCRUZ, 2022). Desta forma, o portador muitas vezes
nao procura o0 servico de salde para verificar a causa, favorecendo o pior
prognéstico hepatico em longo prazo (KOHARA, 2000).

A hepatite C aguda é caracterizada pela inflamacé&o do figado pelo HCV e
representa o estagio inicial da infeccdo, sendo esses seis meses apds a
primeira exposicao ao virus. Essa fase configura a probabilidade de eliminagéo

viral espontanea (clearance viral) (FASANO et al., 2024). A partir do momento
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gue o organismo se torna incapaz de eliminar o virus por conta propria, este se
torna persistente e a infeccao se torna cronica (CHIGBU et al., 2019).

O desenvolvimento do CHC é uma das principais complicagfes associadas
a infeccdo pelo virus, cuja evolugdo para quadros mais graves ocorre de
maneira gradual. Cerca de 70% (55% - 85%) dos individuos infectados pelo
HCV evolui para a forma crénica da doenca e os outros 15 a 20% apresentam
cura espontanea. Os pacientes com hepatite C crbnica tém 15% a 30% de
chance de evoluir em um periodo de em torno de 20 anos para cirrose, estagio
final da fibrose, que ocorre devido a cicatrizagdo das lesGes hepaticas que o
HCV causa (WHO, 2024) (Figura 6). As proteinas virais podem atuar como
sinalizadoras para inibicdo dos genes supressores de tumor e alterar 0s pontos
de controle do ciclo celular. Dessa forma, aumentando a proliferacdo
exacerbada de células e propiciando a formacdo de um tumor em 1 a 4% dos
casos ao ano. (LUNA-CUADROS, 2022; WHO, 2024).

Spontaneous resolution
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Figura 6: Historia natural da infec¢cdo pelo HCV. Sdo mostradas etapas progressivas
de hepatite aguda, hepatite crénica, cirrose e CHC ao longo dos anos. Fonte: Adaptado
de Luna-Cuadros, 2022.

Vérios sé@o os fatores que influenciam na progressdo da doenca hepatica
causada pela infeccdo crbénica pelo HCV, no entanto, estes eventos ainda nao
estdo totalmente esclarecidos. Sabe-se que se trata de uma complexa

interacdo entre fatores do hospedeiro e do virus (DUSTIN et al., 2016).

A esteatose hepética é muito comum em individuos com HCV, observada
principalmente em pacientes infectados pelo genétipo 3. A esteatose contribui
para o surgimento de lesdes hepaticas, podendo piorar o prognostico do
individuo. O gendétipo 3 do HCV tem sido associado a rapida progressao para
fibrose. Ja o gendtipo 1 esta mais associado ao aumento de resisténcia
insulinica, menor resposta ao tratamento e maior risco de desenvolvimento de
cirrose e CHC (PRECIADO et al., 2014). Além do gendtipo viral, fatores do

hospedeiro como idade, sexo e consumo de alcool ja foram associados a
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progressao da doenca hepética na hepatite C crénica (HUTCHINSON et al.,
2005; POYNARD et al., 1997).

1.5 Formas de transmissao do HCV e diagndstico da hepatite C

O HCV era responsavel por 90% dos casos de hepatites pos
transfusionais. Sendo assim, todas as pessoas que receberam transfusdo de
sangue até o inicio dos anos 90, com ou sem histérico de hepatite, devem ser
avaliadas para uma provavel infeccdo. No Brasil, tornou-se obrigatoriedade que
a partir de 1993 candidatos a doadores de sangue devessem passar por teste
soroldgico anti-HCV (STRAUSS, 2001). Dessa forma, o risco de contaminacao
por HCV via transfusdo de sangue diminuiu, no entanto, ainda ha outras

maneiras importantes que permitem a disseminacdo da doenca (CDC, 2024).

O compartilhamento de seringas durante o uso de drogas injetaveis é
atualmente a forma mais comum da infeccdo pelo HCV, correspondendo a
cerca de 80% dos casos. Contudo, ainda existem outras vias passiveis de
transmisséo viral, bem como a relacdo sexual sem o uso de preservativos. O
HCV pode permanecer viavel por até seis semanas em superficies
contaminadas. Dessa forma, equipamentos médicos, odontoldgicos e de
manicures, quando mal esterilizados, podem transmitir o virus (WOYESA &
AMENTE, 2023). A transmissdo de mae para filho também é uma possibilidade
de infeccéo, podendo ocorrer principalmente na hora do parto. Acredita-se que
isso aconteca pela ruptura prolongada de membranas e pela carga viral
elevada durante a gravidez (ELWOOD et al., 2019).

Como ja dito anteriormente, a hepatite C é uma doenca silenciosa e
geralmente ndo apresenta sintomas ou apresenta sintomas inespecificos.
Sendo assim, o Centro de Controle de Prevencdo de Doengas (CDC, do inglés
Center for Diseases Control) recomenda que todos os individuos,
principalmente gestantes, que eventualmente possam ter sido expostos ao
virus, sejam testados e comecem o tratamento o mais rapido possivel (CDC,
2024).

O teste inicial para rastreio e diagnostico recomendado a nivel mundial é o
ensaio imunoenzimatico para deteccdo de anticorpos anti-HCV (ELISA, do

inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). E importante também verificar
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0s niveis séricos de marcadores hepaticos, como a alanina transaminase (ALT)
gue € um marcador de lesdo hepatica. A partir dai o paciente é encaminhado
para o teste molecular, como a PCR em tempo real (qQPCR), que detecta e
guantifica o RNA viral a partir do soro ou do plasma e confirma infeccéo ativa.
E feita entio a avaliacdo histopatolégica e pontuacdo de acordo com a
gravidade da leséo hepatica (MUKHERJEE et al., 2015).

Atualmente j4 existem ferramentas mais rapidas de diagnéstico de
diversas doencas infecciosas disponiveis no sistema bésico de saude. O teste
rapido (TR) (imunocromatografia de fluxo lateral) (Figura 7) € uma maneira
inicial de verificar se o individuo que estd com suspeita de infec¢cdo possui
anticorpos contra o HCV. Caso o0 paciente estiver positivo para o anti-HCV,
precisa da confirmac¢ao molecular. Ao obter o diagnéstico positivo, o paciente é
encaminhado para verificar o quanto o figado esta comprometido. Antigamente
utilizava-se bidpsia hepética que, por mais que seja considerada padréo néo €
mais usada na rotina, pois além de ser caro, € extremamente invasiva e pode
gerar complicacfes. Atualmente o FibroScan® é a técnica mais utilizada para
verificar o grau de fibrose (LI et al., 2020).

Amostra
(sangue, soro
ou plasma)

Amostra nao
reagente para
anti-HCV*

Encaminhar
- SIM para
tratamento
Nio
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reagente para
anti-HCV*

v

Repetir teste
molecular apos
seis meses para
confirmacao do

diagnostico™

Realizar teste
P antiHCV
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Figura 7: Fluxograma da investigac&o inicial utilizando teste rapido anti-HCV.
TR: Teste rapido. Fonte: Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para hepatite C e
coinfecgBes, Ministério da Saude, 2019.
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1.6

Tratamento da hepatite C

O tratamento para hepatite C até meados de 1990 era realizado com
interferon (IFN), que é uma citocina imunomoduladora secretada por diferentes
tipos de células em resposta a infecgBes virais, particularmente por leucécitos
O INF-alfa foi por muito tempo, em torno de 14 anos, 0 Unico tratamento
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), EUA, em posologia de
administracdo por trés vezes por semana. No entanto, apenas 5 a 20% dos
pacientes respondiam de forma sustentada ao tratamento (ALVES et al., 2003),
ou seja, permaneciam com niveis de RNA-HCV indetectaveis mesmo apés a
suspensdao da terapia antiviral.

Em 1998 foram publicados dois trabalhos que comparavam os resultados
do uso isolado de IFN-alfa e quando combinado com ribavirina (RBV), um
analogo de nucleosideo. Foi demonstrado que a associagdo de IFN e RBV
aumentava a taxa de resposta viral sustentada (RVS) em pacientes apds 24
semanas (ALVES et al., 2003). A partir disto, as diretrizes do NIH (National
Institutes of Health) em marco de 1999 recomendaram essa terapia para
pacientes entre 18 e 60 anos com niveis elevados de ALT e RNA HCV
detectavel no soro (SATOOR & RAUFMAN, 2001). A partir de 2001, passou a
ser utilizado também o IFN-alfa conjugado a uma molécula de polietilenoglicol
(PEG), o PEG-IFN (IFN peguilado), que aumentou a taxa de meia vida do
medicamento possibilitando ser administrado de maneira subcutdnea uma vez
por semana (AVILA et al., 2006). Esta ultima forma de tratamento aumentou a
taxa de resposta para em torno de 45% (ACRAS et al., 2004).

Entretanto, o uso deste tratamento de maneira continua pode causar uma
série de efeitos adversos no individuo como: dor de cabeca, fadiga, febre,
tontura e nauseas. Dentre esses, outros mais graves como depresséo,
ansiedade, anemia, plaquetopenia e neutrofilia (SECRETARIA DE ESTADO
DE SAUDE MATO GROSSO DO SUL, 2015).

Em 2011 iniciou-se a era do uso de DAAs para o tratamento de pacientes
com hepatite C crbnica. Nesse momento, a biologia do virus ja era mais bem
compreendida e os DAAs interferem diretamente nas proteinas virais chaves
para replicacdo. Porém, apenas 0 uso desta nova terapia logo induziu
resisténcia. Dessa forma, passou a ser utilizada a terapia tripla (PEG-IFN +
RBV + inibidor de protease), que aumentou as taxas de resposta virologica

sustentada (RVS) para em torno de 70%. Entretanto, apresentava eficicia
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apenas em individuos com HCV do gendtipo 1 e o paciente ainda estava
submetido aos efeitos adversos do INF e da RBY (ARTMED, 2024).

Em 2013 novos DAAs surgiram com propriedades pangenotipicas (Figura
8) os quais apresentaram uma menor taxa de efeitos adversos e, também,
elevaram as taxas de RVS para proximo de 99%. Com isso, criou-se o seguinte
cenario: terapias com duracdo menor de 8 a 12 semanas, podendo ser
administrado em todas as situacdes clinicas e sem o uso de INF (chamada era
livre de IFN) (GONZALEZ et al., 2016; POL & LAGAYE, 2019).

No Brasil, a terapia disponibilizada até 2012 para pacientes portadores de
hepatite C era PEG-INF e RBV (PCDT, 2011). Entretanto, em 2013 foi
aprovado pelo Ministério da Saude o Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas (PCDT) com a incluséo de inibidores de protease que, juntamente
ao esquema anterior, formavam a terapia tripla. Apenas no final de 2015 o
Ministério da Saude aprovou o PCDT em que foi incluido o uso dos DAAs com
objetivo de erradicacdo do agente infeccioso por meio da combinagcédo de 3
medicamentos. Os antigos inibidores foram retirados da rede publica
(CURSINO & ELIAS, 2019).

Em 2022 houve uma maior disponibilizacdo de DAAs com agéo
pangenotipica. Desta forma, o Ministério da Saude estd dispensando a
genotipagem na maioria dos pacientes. Atualmente, a genotipagem s6 esta
sendo feita para pacientes que tiveram falha terapéutica, ou seja, aqueles que
nao responderam ao tratamento e precisam mudar de tratamento ou para
criangas entre 3 e 11 anos (ARTMED, 2024).
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Figura 8: Historico do tratamento para hepatite C ao longo dos anos. BOC =
Boceprevir; DAA = antiviral de acéo direta; DCV = Daclastavir; DSV = Desabuvir;
EBR = Elbasvir; GZR = Grazoprevir; HCV = virus da hepatite C; INF = Interferon;
LDV = Ledipasvir; NS = nédo estrutural; OBV = Ombitasvir; PTV/r = Paritaprevir com
ritonavir; P = Pibrentasvir; PEG-IFN = Interferon peguilado; RBV = Ribavirina; SMV
= Simeprevir; SOF = Sofosbuvir; TVR = Telaprevir; VEL= Velpatasvir; VOX =
Voxilaprevir. Fonte: Pol & Lagaye, 2019.

1.7 Interacdo do HCV com metabolismo lipidico

Como ja dito anteriormente, a infec¢éo pelo HCV depende do metabolismo
lipidico do hospedeiro (POPESCU et al., 2014). Os lipideos englobam diversas
macromoléculas como 4&cidos graxos, colesterol e triglicerideos. Os
triglicerideos séo insolaveis em agua, porém, ainda sim sdo transportados pela
corrente sanguinea, isso porque o figado e o intestino tém a capacidade de
montar e segregar emulsdes lipido-proteicas, conhecidas como lipoproteinas.
(BASSEDINE et al., 2013).

As lipoproteinas plasmaticas sao particulas pseudomicelares divididas em
varias classes com base na sua densidade e pela composi¢do tanto lipidica
quanto proteica, sdo elas: quilomicrons (QM), lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL)
(DING et al.,, 2022). As apolipoproteinas (APOs) correspondem a porcao
proteica da lipoproteina e sdo componentes chave da estrutura das

31



lipoproteinas essenciais para a estabilidade, reconhecimento dos receptores e
regulacdo metabdlica (MA et al., 2024). Até o momento, a funcdo melhor
estabelecida é seu envolvimento no transporte e redistribuicdo de lipideos nos
tecidos (MAHLEY, 1984).

O acumulo de lipideos no figado, como colesterol e triglicerideos, gera um
desequilibrio metabdlico. As proteinas virais alteram a lipogénese, promovendo
uma maior sintese de lipideos e maior formacdo de lipoproteinas que
favorecem a montagem da particula viral e sua propagacao (LESLIE, 2022).

O HCV tem uma caracteristica marcante de associagdo com as
lipoproteinas. Principalmente com a VLDL e LDL através da afinidade entre as
proteinas de superficie do virus e as APQOs, principalmente a apolipoproteina B
(APOB) e apolipoproteina E (APOE), formando as particulas lipovirais (LVPS)
(figura 9) (CROUCHET et al., 2017). A APOE é amplamente distribuida entre a
superficie da particula lipoviral e ja foi associada a ligacao inicial entre o virus e
a célula hospedeira. Outra apolipoproteina, a APOC1 também ja foi relacionada
ao aumento da infecciosidade viral pelo HCV, sua atividade pode influenciar a
etapa de fusdo dependente do pH (LAVIE & DUBUISSON, 2017).
Consequentemente, as LVPs compartilham propriedades biofisicas com as
VLDL através da sua ligagdo com as APOs. O HCV se utiliza disso como
estratégia para uma propagacao eficiente nos hepatocitos (WRENSCH et al.,
2018).
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Figura 9: Papel das APOs na morfogénese da LVP do HCV. Formac¢éo da LVP no
reticulo endoplasmatico (RE) proximo a goticulas lipidicas (LD). O RNA viral juntamente
ao core se unem e formam o nucleocapsideo, onde as glicoproteinas E1 e E2 estado
ancoradas a membrana e juntamente a APOE e APOC auxiliam na montagem de uma
LVP nascente. Ao mesmo modo que a APOB esta recebendo lipideos da proteina de
transferéncia de triglicerideos microssomal (MTP) e se junta a LVP nascente, formando
uma particula madura. Fonte: Wrensch et al., 2018.

1.7.1 Apolipoproteina B

Apolipoproteina B (APOB) é uma das principais APOs, secretada pelo figado
como um componente da superficie externa das particulas de VLDL e LDL
(HARADA et al., 2018). A APOB ¢ codificada por um gene de 29 exons e 28
introns em sua estrutura, localizado no cromossomo 2 (ACEVES-RAMIREZ et al.,
2022). No metabolismo lipidico a APOB estd envolvida no transporte de
triglicerideos e colesterol, além de auxiliar na formagéo da LVP (WRENSCH et al.,
2018).

O grau de participacdo da APOB no ciclo infeccioso do HCV ainda ndo € bem
definido. Estudos demonstraram que o receptor scavenger classe B tipo | (SR-BI),
gue é o principal receptor relacionado a entrada do HCV, é mediada por APOB e
APOE, sugerindo que elas sejam importantes para a montagem da LVP (DAO THI
et al., 2012). A medida que ocorre a maturacdo e liberacdo do HCV, a APOB
recebe lipidios através da proteina de transferéncia de triglicerideos microssomal
(MTP) para gerar VLDL e associar-se com a particula recém liberada, formando a
LVP (figura 9) (WRENSCH et al., 2018).
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1.7.2 Apolipoproteina Al

A APOAL é um polipeptideo de 243 aminoécidos identificada ha 50 anos com
papel fundamental na conservacdo da integridade da HDL, responsavel pelo
transporte reverso de colesterol, remover os excedentes dos tecidos e transporta-
los até o figado (CASTRO et al., 2019; COCHRAN et al., 2021).

A APOAL ja foi relacionada a baixos niveis de RNA viral em pacientes
infectados e ja foi descrito que a APOA1 esta incorporada na particula viral, mas
ainda nao se sabe ao certo qual a sua fungéo (BRIDGE, 2018).

O ciclo infeccioso do HCV altera o metabolismo lipidico do hospedeiro,
favorecendo a replicacéo viral e a producao de virions. O aumento da biossintese
de colesterol e acidos graxos gera um acumulo de lipidios nos hepatdcitos,
contribuindo para a esteatose hepética que, em longo prazo, pode acarretar
problemas cardiovasculares e resisténcia insulinica (NEGRO et al., 2014; CARUZ
et al., 2014). A infeccdo pelo HCV pode influenciar o desenvolvimento de
alteracdes fisiologicas que acarretam doencas secundarias envolvidas no
metabolismo lipidico, como doencgas cardiovasculares. A APOAL foi associada a
impactos positivos nessas patologias. Ela foi vista como uma proteina
cardioprotetora principalmente contra aterosclerose, auxiliando na diminuigéo da
inflamacgdo nas células endoteliais. Além disso, recentemente foi visto que o
aumento de HDL bem como a APOAL auxilia no controle glicémico em individuos
com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (COCHRAN et al., 2021).

1.7.3 Receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLR)

LDLR é uma proteina transmembrana de superficie celular envolvida na
endocitose mediada por receptor de ligantes especificos. A proteina codificada é
normalmente ligada a membrana celular do hepatdcito, onde se liga a LDL e é
levada para dentro da célula (NIH, 2024). LDLR é proposto como um receptor de
entrada do HCV, entretanto, ainda ha uma divergéncia entre a real funcdo desse
receptor como um facilitador para a propagacdo viral (SYED, 2014; GRASSI,
2016).

As particulas de VLDL séo liberadas pelo figado e vao diretamente para a
corrente sanguinea, sdo hidrolisadas até LDL e reabsorvidas pelos hepatdcitos
através da LDLR (CHAPPELL & MEDH, 1998). Alguns estudos anteriores

relacionaram a prevaléncia de hipo-beta-lipoproteinemia e hipocolesterolemia em
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pacientes infectados pelo HCV, sugerindo uma maior absorcdo de lipoproteinas

séricas pelos hepatocitos em individuos infectados (SYED, 2014).

1.8 Polimorfismos de Nucleotideo Unico

O genoma humano consiste em torno de trés bilh6es de pares de bases
(pb). Manteve-se bem conservado durante a evolucdo, cerca de 99,5% idéntico
entre todos os humanos da face da terra (KARKI et al., 2015). Porém, muitos genes
possuem variacdes nas sequéncias do genoma humano. Geralmente, a forma mais
comum da sequéncia € chamada de alelo selvagem e 0 mais incomum é
denominado alelo mutante. As existéncias de muitos sitios de polimorfismos podem
ser responsaveis por diferentes variantes nas proteinas codificadas, podendo ou

n&o alterar a funcéo e atividade dessa proteina (ARAUJO et al., 2009).

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP — do inglés Single Nucleotide
Polymorphism) (figura 10) séo variagcbes genéticas em sequéncias de DNA, os
guais ocorre a substituicdo de apenas um nucleotideo, que pode ocorrer devido a
uma falha da replicacdo do material genético (GUIMARAES, 2020). SNP é um tipo
de variante de nucleotideo Unico (SNV — do inglés Single Nucleotide Variant). Os
SNPs ocorrem em mais de 1% da populagdo, o SNV é a variagdo em si, podendo
ocorrer em menos de 1% da populacdo. Os SNPs podem ocorrer em sequéncias
codificantes, introns e em regifes intergénicas, podendo ser utilizados como
assinaturas genéticas na populacdo e que permitem estudar determinadas

caracteristicas incluindo doencas (KARKI et al., 2015).

Os SNPs podem influenciar na leitura da fita de RNA mensageiro (RNAm)
pelo ribossomo e prejudicar a producdo de uma proteina através de algumas
formas. Quando esse polimorfismo estd em uma regido codificante, a troca de uma
base nitrogenada pode desencadear a mudanca de um amino&cido codificado ou
gerar um cédon de parada que interrompe a leitura gerando uma proteina néo
funcional (SNP nao sinbnimo). Essa troca de base também pode ndo gerar nenhum
prejuizo para a proteina e néo incorrer nenhuma mudanca no aminoacido (SNP
sinbnimo). Esses SNPs ocorrem em cerca de 1 a cada 1000 pb do genoma humano
(GUIMARAES, 2020; KARKI et al., 2015).
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Figura 10: Representagao esquematica de SNP. Trés possibilidades de
nucleotideo em um sitio do genoma. Fonte: Nutrigenetics Specialists, 2017.

1.8.1 Nucleotideos de Polimorfismo Unico no metabolismo

lipidico

O estudo de SNPs vem sendo associado a vérias patologias ao longo dos
anos, sendo que ja foram vistas alterac6es em diversos genes que influenciam
como aquele individuo vai responder a determinada doenca. Como exemplos,
polimorfismos em Metaloproteinase de Matriz 1 (MMP1) ja foram associadas ao
cancer de pulmao, polimorfismos em Sintaxina 1A (STX1A) ja foram associados a
DM2 e polimorfismos na lipase ja foram relacionados a dislipidemias (SHASTRY,
2007).

Vem sendo observado que SNPs em apolipoproteinas ou nos receptores
lipidicos estéo associados a infecgédo pelo HCV (WRENSCH et al., 2018). SNP na
posicdo rs5925 do gene LDLR ja foi associado a maior susceptibilidade da
infeccdo pelo HCV (Li et al.,, 2006). Em APOB, polimorfismos no rs1042034
também foram associados a susceptibilidade do HCV (HARADA et al., 2018). Ja o
rs676210 foi associado a oxidacdo de LDL e niveis séricos de lipideos mais
elevados (ACEVES-RAMIREZ et al., 2022). O estudo de associa¢io do genoma
(GWAS, do inglés Genome-Wide Association Studies) identificou que SNP em
APOA1 rs964184 esta associado a niveis séricos de triglicerideos, colesterol total,
HDL-colesterol e LDL-colesterol (QIU et al., 2018). No entanto, ainda ndo ha
estudos sobre a associacdo de APOA1 rs964184 com a infecgcéo pelo HCV. Este
SNP faz parte de um cluster génico denominado APOA1/C3/A4/A5-ZPR1-BUD13
localizado no cromossomo 11 (figura 11) e se refere: as APOs, ao ZPR1 (proteina

dedo de zinco) que codifica uma proteina reguladora envolvida na proliferacédo

36



celular e na transducgédo de sinais, e ao BUD13, um dos fatores relacionados ao
splicing a retencdo do pré-mRNA nuclear. SNPs neste cluster génico tem sido
associado com contribuintes para dislipidemia. (BAI et al.,, 2019). Dessa forma,

iremos nos referir a esse SNP como APOA1l rs964184 que € como ele é

encontrado na literatura quando relacionado a alterag@es lipidicas.
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Figura 11: Cluster génico onde esta localizado APOA1. ApoA: Apolipoproteina A;
ApoC: Apolipoproteina C; ZRP1: Proteina dedo de zinco; BUD13: Bud13 homélogo.
Fonte: Adaptado de: https://opensnp.org/snps/rs964184

Outras variantes também s&o associadas a infec¢ao pelo HCV como a APOE,
gue possui trés isoformas de acordo com os genétipos em rs7412 e rs429358. A
isoforma E2 de APOE tem sido associada a resposta ao tratamento e ao
desenvolvimento de fibrose (CHIBA — FALEK et al.,, 2012). Polimorfismos na
interleucina 28B (IL28B) foram associados a pacientes que tiveram RVS em
tratamento com PEG-INF/RBV. Foi visto que individuos que carregam o genotipo
CC em rs12979860 possuem maiores taxas de RVS (LIN et al., 2011).

Desta forma, SNPs em genes que codificam proteinas envolvidas no
metabolismo lipidico devem ser mais bem estudadas na infeccdo crénica pelo
HCV, pois podem ser uteis como marcadores de progndstico, visto que
parametros biol6gicos que ditam um estado particular de um organismo s&o
candidatos a um biomarcador (ZAMORA-OBANDO et al., 2022).
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2. Justificativa

A infeccdo pelo HCV apresenta uma alta taxa de cronificacdo (em torno de
70% dos casos). Esse quadro clinico apresenta etapas progressivas de doenca
hepética com desenvolvimento de fibrose, cirrose e CHC ao longo dos anos, e por
ser uma doenca silenciosa, normalmente o diagndéstico é feito de forma tardia. Além
disso, 0 HCV é a etiologia mais associada ao CHC, acometendo principalmente
aqueles que evoluiram para cirrose, com importante taxa de mortalidade e
indicacdo para o transplante de figado. O grau e a velocidade de evolucdo da
doenca hepatica variam entre os individuos com hepatite C crbénica e dependem de
diversos fatores, ndo so6 relacionados a infec¢ao viral, mas também a condicdes do
sistema imunol6gico, ambientais e genéticos do hospedeiro.

AlteracBes metabdlicas como esteatose, resisténcia a insulina e DM2
parecem acelerar 0 progresso para quadros mais avancados de doencga hepatica.
Nesse contexto, apolipoproteinas e lipoproteinas possuem importante papel no
metabolismo lipidico do hospedeiro, além de ficarem associadas a particula viral,
auxiliando na sua montagem e propagacdo, facilitam o seu escape do sistema

imune.

E importante estudar as associa¢bes entre os polimorfismos em APOB
rs1042034, APOA rs964184 e LDLR rs5925 e as caracteristicas clinicas e
laboratoriais de pacientes com hepatite C crbnica para tentar entender o quanto
essas variacdes podem influenciar na gravidade da infeccdo. E fundamental a
inclusdo de estudos brasileiros para que possamos acrescentar o conhecimento
guanto a genética e a ancestralidade de diferentes populacdes mundiais, bem como
a sua evolucao e o quanto interfere nos individuos atualmente. Essas variantes sao
associadas tanto ao HCV quanto a doengas correlacionadas que podem prejudicar
a qualidade de vida do paciente infectado. Porém, ainda h& escassez de estudos
correlacionando polimorfismos em apolipoproteinas e receptores de lipoproteinas
na hepatite C.

O estudo concomitante de caracteristicas clinico-laboratoriais como o perfil
metabolico e de polimorfismos génicos em marcadores do metabolismo lipidico de
pacientes com hepatite C crbnica permite avaliar se 0s grupos que responderam ou
nao ao tratamento e que progrediram para estagios menos ou mais avancados de

doenca hepatica apresentam caracteristicas comuns entre si.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar o papel dos SNPs em APOA1 rs964184, APOB rs1042034 e
rs676210 e LDLR rs5925 e suas associacdes com diferentes desfechos

clinicos em pacientes com hepatite C cronica.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar retrospectivamente a evolucédo clinica de pacientes com hepatite
C cronica com longo acompanhamento clinico;

e Categorizar os pacientes com hepatite C cronica de acordo com
caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais;

¢ Identificar a frequéncia genotipica e alélica em APOAL rs964184, APOB
rs1042034 e rs676210 e LDLR rs5925 na populagéo de estudo;

e Associar os respectivos polimorfismos em APOB, APOA1 e LDLR com
caracteristicas metabdlicas e condi¢cdes patolégicas associadas dos
pacientes;

e |Investigar o potencial dos genétipos de APOALl rs964184, APOB
rs1042034 e rs676210 e LDLR rs5925 como biomarcadores de

prognéstico em pacientes com hepatite C crbnica.
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4. Metodologia

4.1 Populacao de estudo e coleta de amostras

O presente estudo foi de carater retrospectivo e incluiu 109 pacientes do
Servico de Hepatologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF-UFRJ). Todos os individuos incluidos
eram maiores de 18 anos, diagnosticados com hepatite C cronica, com RNA-HCV
detectado no soro. Tivemos como critérios de exclusdo: pacientes gravidas ou
amamentando; fazendo uso de imunossupressores ou co-infectados com o virus da

imunodeficiéncia humana (HIV) e/ou o HBV.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUCFF-
UFRJ: CEP-166/05 e CIC 148/05 (Anexo 1); e 1.396.987 (Anexo 2).

Os pacientes estavam infectados pelos subtipos 1a, 1b e 3a do HCV e foram
tratados por seis meses com IFNa e RBV quando infectados com HCV-3a e por 12
meses com PEG-IFNa e RBV quando infectados com HCV-1la ou HCV-1b. Esses
pacientes foram acompanhados clinicamente no HUCFF-UFRJ por cerca de 10 anos
desde a deteccdo da doenca. Dessa forma, foram obtidas as caracteristicas clinicas
dos pacientes, bem como comorbidades ja existentes que podem agravar o estado do

individuo.

Os dados demograficos, clinicos e laboratoriais de cada paciente foram obtidos
através de prontuarios médicos ou avaliados utilizando kits especificos. O grau de
fibrose, que é uma importante caracteristica de pacientes com hepatite C, foi
determinado por bidpsia hepatica ou elastografia hepatica transitéria (Fibroscan®), que
€ um método ndo invasivo para medir o grau de rigidez hepéatica. Foi utilizada a escala
METAVIR (Meta-analysis of Histological Data in Viral Hepatitis) (BEDOSSA &
PONARD, 1996), onde: FO - paciente sem fibrose, F1- com fibrose leve, F2 — com
fibrose moderada, F3 - com fibrose avancada e F4 - paciente com fibrose avancada e
cirrose para categorizar/classificar os pacientes do estudo. Dos 109 pacientes
incluidos no estudo, 71 apresentavam dados de fibrose hepética no pré-tratamento,
enquanto 38 também apresentavam dados de fibrose hepética no pds-tratamento. Os
pacientes foram agrupados em duas categorias, sendo elas: doenca leve (fibrose

leve/moderada) pacientes com a classificacio METAVIR F1 e F2 e doenca grave
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(fiborose avancadal/cirrose) pacientes F3 e F4. Pacientes com dado de fibrose tanto no

pré quanto no pés-tratamento tiveram a progressao da doenca hepética avaliada.

Ao longo do tratamento os pacientes foram monitorados atraveés da avaliagdo
dos niveis virais circulantes no soro (carga viral). Foram monitorados 48hs ap0s inicio
do tratamento, 7 dias, 30 dias, 90 dias, 180 dias (final do tratamento para pacientes
infectados com HCV-3a) e 365 dias (final do tratamento de pacientes com HCV-1a ou
HCV-1b). Para avaliar a RVS, era coletado sangue dos pacientes 6 meses ap0s o
término do tratamento. Assim, os pacientes foram agrupados de acordo com a forma
com que responderam ao tratamento, sendo elas: (1) respondedores virol6gicos
sustentados (RVS), que sdo aqueles que ap6s 180 dias do fim do tratamento néo
apresentavam HCV-RNA detectado em seu soro (n=33); (2) recidivantes (REC), que
sdo aqueles em que a carga viral € reduzida ao longo do tratamento, chegando a ndo
ser detectado ao fim do tratamento, entretanto, 180 dias apds o fim do tratamento o
RNA-HCYV volta a ser detectado no soro do paciente (n=11); e (3) ndo respondedores
(NR), que sdo aqueles em que a carga viral continua sendo detectada durante o

tratamento (n=47).

O estudo também contou com um grupo controle que compreendeu 20
pessoas entre discentes e docentes do Instituto Federal do Rio de Janeiro (IFRJ),
Campus Rio de Janeiro, que ndo possuem hepatite C. Os individuos ja tinham o teste
anti-HCV negativo recente. Além disso, todos os participantes, entre pacientes e

controles, assinaram um termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) (Anexo 3).

Foram obtidas amostras de sangue total coletado em tubos contendo

anticoagulante EDTA para extracdo do DNA gendmico da populacdo de estudo.

4.2 Avaliacao de parametros laboratoriais lipidicos

Para avaliacdo dos parametros laboratoriais lipidicos foram utilizados soros de
pacientes com HCV que tiveram amostra coletada entre 48 horas e 7 dias apds o
inicio do tratamento antiviral. Também foram dosados os parametros lipidicos do
grupo controle. Todos os soros estavam previamente armazenados em freezer a -80
°C.
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4.2.1 Dosagem de Colesterol Total

Para a dosagem de colesterol total, foi utilizado o kit de colesterol
monoreagente K083 (BioClin). Os parametros utilizados foram de acordo com as

instrucdes do fabricante.

Em todos os tubos foram adicionados 1,0 mL de reagente enzimatico e 10
microlitros (pl) de amostra. Para o padréo, ao inves de soro, foi acrescentado 10 pl de
solucdo padrao com concentracdo conhecida de 200 mg/dL. Foi utilizado também uma

solucéo apenas com reagente (branco).

Em seguida, os tubos foram colocados no banho-maria a 37 °C por 10 minutos.
Apbs isso, as reacdes contendo as amostras foram colocadas em uma placa de 96
pocos e a leitura da absorbancia foi realizada em leitor de ELISA Spectra Max 190
Microplate Reader (Molecular Services), pelo programa SoftMax ©® pro 5.4.1. Ao
colocar a placa no leitor, o branco foi descontado das amostras e a leitura foi feita em

500 nm. Os valores obtidos foram calculados a partir da formula abaixo (figura 12):

Colesterol (mg/dL) = Absorbancia da Amostra x 200
Absorbancia do Padrao

Figura 12: Férmula para célculo de concentracdo de colesterol total. Fonte: Instrugbes de
uso do kit Colesterol total (BioClin).

Os resultados foram obtidos em mg/dL. O valor de referéncia é < 190 mg/dL
(FALUDI et al., 2017).

4.2.2 Dosagem de Triglicerideos

A dosagem de triglicerideos foi realizada utilizando o kit especifico Triglicérides
monoreagente K117 (Bioclin). As instrugdes de uso foram seguidas de acordo com o

manual do fabricante.

Foi colocado 1,0 mL de reagente enzimatico em cada tudo, em seguida,
acrescido 10 pl de soro. No padréo, ao invés de amostra, foi inserido 10 pl de solugéo
padrdo com concentracdo conhecida de 100 mg/dL. Para o branco, foi usado apenas

tubo com reagente enzimatico.
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Por conseguinte, todos os tubos foram levados ao banho-maria por 10 minutos
a 37 °C. Em sequida, foi colocado 200 pl de reacdo contendo as amostras em cada
poco da placa de 96 pocos e sua absorbancia foi obtida pelo leitor de ELISA Spectra
Max 190 Microplate Reader (Molecular Services), pelo programa SoftMax © pro 5.4.1.
ApoOs inserir a placa, o branco foi descontado das amostras e a leitura foi feita a

500nm. Os valores obtidos foram calculados pela férmula abaixo (figura 13):

Triglicérides (mg/dL) = Absorbancia da Amostra x 100
Absorbancia do Padrao

Figura 13: Férmula para célculo de concentracdo de triglicerideos. Fonte: Instru¢des de
uso do kit triglicérides monoreagente (BioClin).

Os resultados foram obtidos em mg/dL. O valor de referéncia é < 175 mg/dL na
auséncia de jejum (FALUDI et al., 2017).

4.2.3 Dosagem de HDL

A dosagem de HDL foi realizada com o kit colesterol HDL enzimatico K015
(Bioclin) e o kit colesterol total monoreagente K083 (Bioclin). Os parametros usados

foram de acordo com o manual de instru¢des do fabricante.

Foram adicionados 250 pl de soro e 250 pl de reagente precipitante e
homogeneizado em voértex por 1 minuto. Em seguida, foi colocado em centrifuga
clinica LS3-Plus (CELM) a 3.400 rpm por 15 minutos. A partir disso, foi retirado 50 pl
do sobrenadante e imediatamente adicionado a 1 mL do reagente enzimético do kit de
colesterol total. No padrdo, ao invés do soro, foi adicionado 50 pl de solu¢cdo padrdo
de concentracdo conhecida de 40 mg/dL. Foi utilizada também uma solugdo apenas
com reagente (branco). Os tubos foram homogeneizados e colocados em banho-maria

por 5 minutos a 37 °C.

Foi utilizado uma placa de 96 pocos, onde foi colocado 200 pl de reacéo
contendo as amostras em cada poco. Em seguida, as absorbancias foram lidas pelo
leitor de ELISA Spectra Max 190 Microplate Reader (Molecular Services), pelo
programa SoftMax ® pro 5.4.1. Ao inserir a placa, o branco foi descontado das
amostras e a leitura foi realizada a 500nm. Os valores obtidos foram calculados a

partir da férmula abaixo (figura 14):
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HDL (mg/dL) = Absorbancia da Amostra x 80
Absorbancia do Padrao

Figura 14: Formula para calculo de concentragdo de colesterol HDL. A concentracdo
padrdo do HDL é de 40 mg/dL. Porém, logo na primeira etapa ocorre uma diluicdo do soro em
1:2 com o reagente precipitante, dessa forma, a corregdo é feita com o dobro do valor na hora
do calculo, ou seja, 80mg/dL. Fonte: Instru¢cbes de uso do kit Colesterol HDL enzimatico
(BioClin).

Os resultados foram obtidos em mg/dL. O valor de referéncia é > 40 mg/dL

(FALUDI et al., 2017).

4.2.4 Célculo LDL e VLDL

A realizacdo dos calculos de concentracdo de VLDL e LDL-colesterol se d& a
partir das dosagens de colesterol total, triglicerideos (TG) e HDL-colesterol das etapas
anteriores. Para a VLDL, utilizou-se a féormula abaixo (figura 15) e o valor de
referéncia considerado foi de 30 mg/dL (KAMPFRATH, 2022):

COLESTEROL VLDL=TG/F

Figura 15: Formula para calculo de concentragdo de colesterol VLDL. F refere-se ao fator
da Férmula de Martin (MARTIN et al., 2013). Fonte: Do autor.

Para o calculo de LDL-colesterol, desde 1972 era utlizado a formula de
Friedewald (FRIEDEWALD, 1972), entretanto, ela tinha algumas limitacdes. Com isso,
MARTIN et al. (2013) prop6s uma férmula similar (figura 16) que possui melhor
exatiddo no calculo ao utilizar um fator (f) que varia de 3,5 a 11,9 (figura 17),
dependendo da concentracdo de colesterol ndo-HDL e triglicerideos (FERRINHO et
al., 2021). Desta forma, o célculo do LDL dos individuos estudados foi feito pela
féormula de Martin (figura 16), utilizando a calculadora online da MedCentral

(https://www.medcentral.com/calculators/cardiology/martin-equation-for-low-density-

lipoprotein-ldi-c).

LDL = CHOL - HDL - %

Figura 16: Férmula para calculo de concentracdo de colesterol LDL. CHOL: colesterol
total; TG: triglicerideos; F: Fator. O fator varia de 3.5 a 11.9. Fonte: Morillo-Martinez et al.,
2021.
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O valor de referéncia considerado foi <130 mg/dL para todos os pacientes,
visto que nao tinhamos a categoria de risco cardiovascular deles (FALUDI et al.,
2017).
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Figura 17: Tabela de fatores que depende da quantidade de TG e Colesterol ndo HDL
para o célculo de LDL-colesterol pela Férmula de Martin. Fonte:
https://www.medcentral.com/calculators/cardiology/martin-equation-for-low-density-lipoprotein-
IdI-c

4.3 Extracdo de DNA Gendmico

A extracdo do DNA gendémico foi realizada a partir de leucécitos do sangue
total seguindo a metodologia adaptada de Miller et al. (1988). Em 5 mL de sangue,
coletado no pré-tratamento, foram adicionados 10 mL de tamp&o de lise de heméacias
(TLH) (155mM NHA4CI; 10mM KHCO3; 1mM EDTA pH 7.4) que foi mantido sob
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agitacao orbital constante por 30 minutos. Apds este tempo, o material foi centrifugado
a 1207 xg por 4 minutos, em centrifuga clinica. O precipitado foi lavado mais duas
vezes com 5 mL deste mesmo tampdo a fim de eliminar os restos celulares.
Posteriormente, o precipitado foi ressuspendido em 2 mL de tamp&o de lise de nucleo
(TLN) (10mM de Tris-HCI, 400mM de NaCL, 2.0mM de EDTA pH 8,2). Ao tubo, foi
adicionado dodecilsulfato de sddio (SDS) para uma concentracdo final de 0.1%,
agitando-se o tubo levemente. Foi entdo adicionada proteinase K 20mg/mL e o tubo foi
incubado a 37 °C ao longo da noite (overnight) ou a 55 °C por 2 horas. Apés a
digestao, os peptideos foram precipitados por “salting out” pela adicdo de 1 mL de
solucdo de NaCl saturada com agitacdo vertical vigorosa por 30 segundos.
Posteriormente, a solucéo foi centrifugada a 1207 xg por 10 minutos em centrifuga
clinica. O sobrenadante foi entéo transferido para um tubo novo e o DNA precipitado
por adicdo de dois volumes de etanol absoluto. O DNA foi colhido por centrifugagéo
em centrifuga clinica a 1207 xg por 10 minutos. O DNA foi entédo ressuspenso em TE-

4 e incubado a 65 °C por 30 minutos, e mantido a 4 °C.

A concentracéo e qualidade de DNA foi determinada por espectrofotometria em
equipamento Nanodrop® 2000 (ThermoFisher Scientific) a 260nm e parte do estoque

foi diluida para uma concentracédo de 20 ng/uL.

4.4 Amplificagcao da regiao contendo o polimorfismo em APOB

rs1042034 por reacdo em cadeia da polimerase

Para a amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR da regido de
interesse onde se encontra o polimorfismo APOB rs1042034, que possui 475 pb,
foram utilizados iniciadores sSenso de sequéncia 5-
GGGAAGTAAAGTTAGAGGCACTG-3 e antisenso de sequéncia 5-
ACCTCTTGGGCTTCTTTTGA-3’, previamente descritos por Akhtar Ali, 2016 e

mapeados na Figura 18. O protocolo de amplificacdo foi padronizado (Tabela 1).
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5’ 3

GGGAAGTAAAGTTAGAGGCACT G' ACAATATATTCAGAATGGAAGTCCTTAAGAGCAACTAAC
AGGTTCTTGATCAGACTGACTATCTTTTCTTCAAGTTCATAATATTTCACTGTCCAGCCAACTAT
ACTTGGATCAAAATATTCTTCACGAAGGGCCATAATGTATTGATGGATCTGCTGTAACTCTTG
AGAAGCTTCCTGAAGCTCGTTTTGAATAAATTCATTGAACTTATGAAGATTAAGGCATAGGTT
TTCTTTCAACAATTTAAAAACATATGGGATATAAT CA-T GAAGATTGTGTTGATCTCATCTT
GGATATAATTAATAAGATAAGTAAATTTCATCTCTTTCAGCTGTTTAATGTTATCTTCTATTAGT
TGGAAAATGAATTGTAAAAGGTCCTGAAGATTACGTAGCACCTCTGTGGTCTTGAGAGACTG

AATGGCTTTAAAT ACCTCTTGGGCTTCTTTTGAAAAAAAAAAT
3’ 5’

Figura 18: Mapeamento da regido do polimorfismo em APOB rs1042034. Em
amarelo: Sequéncia do primer senso; Em roxo: As possibilidades de bases que
podem existir naquele rs; Em verde: Sequéncia do primer antisenso.

Fonte: Do autor.

Tabela 1: Reacdo de amplificacdo da APOB rs1042034.

Reagentes Concentracgéo final | Volume
Agua nuclease free g.s.p. 50 pl 36 ul
Hot firepol 10x buffer B1 (-mg e detergente) 1X 5ul
MgCl; 25 mM 2,5mM 5 pl
dNTP (20 mM) 0,2 mM 0,5 ul
Primer Forward (10 uM) 0,2 uM 1l
Primer Reverse (10 uM) 0,2 uM 1l
Hot Firepol DNA polymerase (5 U/ul) (Sinapse) 0,05U 0,5l
DNA (diluido a 20 ng/ul) 20 ng 1l
Volume final 50 ul

dNTP: Desoxirribonucleotideos Fosfatados; g.s.p: Quantidade suficiente para.

A reacao foi realizada em equipamento Applied Biosystems Veriti 96 Thermal
Cycler (Thermo Fisher Scientific, Waltham, United States). A ciclagem utilizada foi: 95
°C - 5 minutos; 10 ciclos de 94 °C - 30 segundos, 60 °C - 30 segundos (diminuindo
1°C a cada ciclo), 72 °C - 45 segundos; seguido de 25 ciclos de 94 °C - 30 segundos,
52 °C - 30 segundos e 72 °C - 45 segundos (ALl et al., 2016). Os amplicons foram

devidamente armazenados em freezer a -20 °C.
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4.5 Amplificacdo da regiao contendo o polimorfismo em APOB

rs676210 por reacao em cadeia da polimerase

Para a amplificacdo por PCR da regido de interesse do polimorfismo APOB
rs676210, que possui 167 pb, foram utilizados iniciadores senso de sequéncia 5-
TGTGTGTGAGATGTGGGGAA-3 e antisenso de sequéncia 5-
GGGATCTGAAGGTGGAGGAC-3’, previamente descritos por Abdulfattah et al. 2021

e mapeados na figura 19. O protocolo de amplificacdo foi padronizado (Tabela 2).

5’ 3

TTCAATTGTGTGTGAGATGTGGGGAAGCTGGAATTCTIRIMG TATGTGAAGGTCAGGAACTTGAAAATC
ATTAAGGTTGAGAGTTGGGATTATGAATTCTGGAATTGCGATTTCTGGTAAACGGAAGTCTGGCAGGGT
GATTCTCGCTAGAGGAATGICCTCCACCTTCAGATCCCTGAGATATAT

3 5’

Figura 19: Mapeamento da regido do polimorfismo em APOB rs676210. Em amarelo:
Sequéncia do primer senso; Em roxo: As possibilidades de bases que podem existir
naquele rs; Em verde: Sequéncia do primer antisenso. Fonte: Do autor.

Tabela 2: Reacéo de amplificacdo da APOB rs676210.

Reagentes Concentracgéo final [ Volume

Agua nuclease free g.s.p. 50 pl 35 ul

Hot firepol 10x buffer B1 (-mg e detergente) 1X 5ul
MgCl, 25 mM 25mM 5 pl

dNTP (20 mM) 0,2 mM 0,5 ul

Primer Forward (10 pM) 0,2 uM 1l

Primer Reverse (10 pM) 0,2 uM 1u

Hot Firepol DNA polymerase (5 U/ul) (Sinapse) 0,05U 0,5 ul
DNA (diluido a 20 ng/pl) 20 ng 2 ul

Volume final 50 ul

dNTP: Desoxirribonucleotideos Fosfatados; g.s.p: Quantidade suficiente para

A reacdao foi feita em equipamento Applied Biosystems Veriti 96 Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific) sob a ciclagem: Temperatura inicial de 95 °C - 6 minutos; 5

ciclos de desnaturacdo 95 °C - 25 segundos, 60 °C - 25 segundos, 72 °C - 20
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segundos. Seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C - 20 segundos, 59 °C - 30
segundos, 72 °C - 20 segundos (ABDULFATTAH et al. 2021). Os amplicons foram

devidamente armazenados em freezer a -20 °C.

4.6 Amplificacdo da regido contendo o polimorfismo em APOA1

rs964184 por reacdo em cadeia da polimerase

Para a amplificacdo por PCR da regido de interesse do polimorfismo APOAL
rs964184, que possui 415 pb, foram utilizados iniciadores senso de sequéncia 5'-
AGATACCCACACAGCTCACTCC-& e antisenso de sequéncia 5-
CAGCACTGGCCTCTGTATTGACC-3’, previamente descritos por Esperanca, et al.
2016 e mapeados na figura 20. O protocolo de amplificacdo foi padronizado (Tabela
3).

5’ 3’
CCCAGATACCCACACAGCTCACTCCCTGACCTCCTCCTCAGCTTTGCCCAAATGTCAAATTATCACCTTCT

TGTTCAGAAGATCTTCCCTACTCCCCATTTCCTTGCACAACCCAGCCCCATTCCCTGCTTTACATTCCTCC
ATGACACTAATCACCATCTGATGTACT G'ITITCCI'-ATCT GTTTATTGTCATTTTTCCCCACTAGACTTC
AAGTTCCATGAAAGAGATTTATTTTGTCCTCTGTTCTGTGGTGTGCTTGGCATAAAGTAGATAAGCAAG
CATCTGCTGAAGGAATGAATTAAATGCCAGCTGCAATCCCCAAATTACAGTAGATACACGGGAAAATTT

TCTTTAGGAGGCTGAATTCTAACAGCATGATATCAAACAAGGATAGGGTCAATACAGAGGCCAGTG TT
3 5

Figura 20: Mapeamento da regido do polimorfismo em APOA1 rs964184. Em amarelo:
Sequéncia do primer senso; Em roxo: As possibilidades de bases que podem existir naquele rs;
Em verde: Sequéncia do primer antisenso. Fonte: Do autor.
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Tabela 3: Reacdo de amplificagcdo da APOA1 rs964184.

Reagentes Concentracéo final | Volume

Agua nuclease free g.s.p. 50 pl 36 ul

Hot firepol 10x buffer B1 (-mg e detergente) 1X 5ul
MgCl, 25mM 2,5 mM 5 ul

dNTP (20mM) 0,2 mM 0,5 pl

Primer Forward (10uM) 0,2 uM 1l

Primer Reverse (10uM) 0,2 uM 1l

Hot Firepol DNA polymerase (5U/ul) (Sinapse) 0,05U 0,5 ul
DNA (diluido a 20 ng/ul) 20 ng 1l

Volume final 50 pl

dNTP: Desoxirribonucleotideos Fosfatados; g.s.p: Quantidade suficiente para

A reacéo foi feita em equipamento Applied Biosystems Veriti 96 Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific) sob a ciclagem: 95 °C - 5 minutos; 94 °C - 30 segundos; 62
°C - 45 segundos; 72°C - 30 segundos (35 ciclos); 72°C - 10 minutos (ESPERANCA,

et al. 2016). Os amplicons foram devidamente armazenados em freezer a -20 °C.

4.7 Amplificacdo da regido contendo o polimorfismo em LDLR

rs5925 por reacao em cadeia da polimerase

Para a amplificacdo por PCR da regido de interesse do polimorfismo LDLR
rs5925, que possui 218 pb, foram utilizados iniciadores senso de sequéncia 5'-
GTCATCTTCCTTGCCTGTTTAG-3’ e antisenso de sequéncia 5-
GTTTCCACAAGGAGGTTTCAAGGTT-3, previamente descritos por Rojas, et al. 2019

e mapeados na figura 21. O protocolo de amplificacdo foi padronizado (Tabela 4).
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5’ 3
AACGGGATTTGTCATCTTCCTTGCTGCCTGTTTAGGACAAAGTATTTTGGACAGATATCATCAACGAAG

CCATTTTCAGTGCCAACCGCCTCACAGGTTCCGATGTCAACTTGTTGGCTGAAAACCTACTGTCCCCAGA

GGATATGGT-CT CTTCCACAACCTCACCCAGCCAAGAGGTAAGGGTGGGTCAGCCCCACCCCCCCAA

CCTTGAAACCTCCTTGTGGAAACTC &
5’

Figura 21: Mapeamento da regido do polimorfismo em LDLR rs5925. Em amarelo:
Sequéncia do primer senso; Em roxo: As possibilidades de bases que podem existir naquele rs;
Em verde: Sequéncia do primer antisenso. Fonte: Do autor.

Tabela 4: Reacédo de amplificacdo da LDLR rs5925.

Reagente Concentracéo Volume
final
Agua Nuclease free g.s.p. 50 pl 35 ul
Hot firepol 10x buffer B1 (-mg e 1X 5ul
detergente)
MgCl, 25 mM 2,5mM 5 ul
dNTP (20 mM) 0,2 mM 0,5 pl
Primer Forward 10 uM 0,2 uM 1l
Primer Reverse 10 uM 0,2 uM 1l
Hot Firepol DNA polymerase (5 U/ul) 0,05U 0,5 ul
(Sinapse)
DNA (diluido a 20 ng/pl) 20 ng 2 ul
Volume final 50 pl

dNTP: Desoxirribonucleotideos Fosfatados; g.s.p: Quantidade suficiente para.

A reacdo foi feita em equipamento Applied Biosystems Veriti 96 Thermal
Cycler (Thermo Fisher Scientific) sob a ciclagem: 95 °C - 5 minutos; 95 °C - 1 minuto;
58 °C - 1 minuto; 72 °C - 1 minuto (35 ciclos); 72°C - 7 minutos (ROJAS et al., 2019).

Os amplicons foram devidamente armazenados em freezer a -20°C.

4.8 Confirmacgéo da amplificacao por eletroforese em gel de

agarose a 1,5%

Os produtos gerados das amplificacdes das regides génicas de interesse foram

analisados a partir de eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Foi realizado o preparo
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do gel com tampédo TRIS-ACETATO-EDTA (TAE) 1X. Foram adicionados 1,5 gramas
de agarose em 100 mL de TAE e aquecido em micro-ondas por alguns minutos para a
dissolugdo completa do soluto. Em seguida, foi despejado na cuba sob os moldes para

a formacé&o dos pocos depois de solidificado.

Foram aplicados em cada po¢o um mix contendo: 3 pl de tampao de amostra
5x, 2 ul de corante GELRED (Biotium) 100X e, por fim, 5 pl de amostra (amplicon).
Para indicar o tamanho do amplicon, foi inserido 2 pl de padrdo de peso molecular de
100 a 1000 pb (Jena Bioscience). A corrida foi realizada a 100 V por 40 minutos e a

visualizagdo dos amplicons foi feita em transiluminador (Vilber Loumart).

4.9 Sequenciamento automatico dos produtos de PCR para
avaliacao dos polimorfismos em genes de APOB, APOA1l e

LDLR pelo método Sanger

Os sequenciamentos foram realizados no Laboratério de Metabolismo
Macromolecular Firmino Torres de Castro no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
(IBCCF) da UFRJ. Todos os amplicons foram dosados em espectrofotometro

Nanodrop® (ThermoFisher Scientific™) e diluidos para 3 ng/ul.

A montagem da placa foi seguindo o protocolo BigDye Terminator adaptado da
Thermo Fisher. A primeira etapa consistiu em preparar o mix contendo o tampao de
sequenciamento (Sequencing Buffer 5X) e BigDye Mix na propor¢éo 2:1. Em seguida
foi adicionado 3 pl desse preparo em cada poco da placa de 96 pocos. Apés isso, foi
adicionado 1 pl dos primers senso e antisenso em pocos diferentes. O DNA foi
adicionado de acordo com o tamanho do amplicon, da seguinte forma: para amplicons
menores que 200 pb foi adicionado 1 pl de DNA e para amplicons maiores que 200 pb
foi adicionado 3,33 ul de DNA. Ao final, a agua nuclease free foi acrescentada para
completar o volume final de 10 pl em cada poco. Por conseguinte, essa placa foi
colocada na Applied Biosystems Veriti 96 Thermal Cycler (Thermo Scientific™) sob as
condicdes de ciclagem: 96 °C por 1 minuto; 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 50 °C

por 5 segundos, e 60 °C por 4 minutos.

A segunda etapa consistiu na precipitacio do DNA pelo método
Etanol/EDTA/Acetato de sédio. Foi acrescido 1 pul de EDTA pH 8,0 125Mm, 1 pl de
acetato de sddio a 3M e 25 ul de etanol absoluto. Em seguida, a placa foi colocada no

freezer a -20 °C overnight. No dia seguinte, a placa foi centrifugada a 3.400 rpm por 45
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minutos em centrifuga HERMLE Z326K Labortechnik GmbH a 4 °C. Apo0s isso, 0
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 70 pl de etanol 70 % preparado
na hora e gelado. Uma nova centrifugacdo foi feita a 3.400 rpm por 15 minutos e
novamente o sobrenadante foi descartado. Para que ndo houvesse nenhum resquicio
de etanol, a placa foi colocada no termociclador com a tampa aberta a 60 °C por 10

minutos.

Na terceira etapa, foi colocado 10 ul de formamida HI-DI (Thermo Fisher
Scientific) em cada poco e a placa colocada no termociclador para a desnaturacéo a
95 °C por 2 minutos, seguido de 1 minuto no gelo. Finalmente, a placa foi inserida no
analisador genético 3500 Series Genetic Analyzers (Thermo Scientific™). Em todas as
placas foi utilizado o protocolo Fast Sequencing FastSeq50 POP7 que leva em torno

de 65 minutos para a leitura de cada coluna e |é amplicons de até 700 pb.

4.10 Analise dos eletroferogramas e determinacdo da

genotipagem

Os arquivos gerados a partir do sequenciador estavam em formato.abi
contendo a sequéncia da regido amplificada de cada amostra de paciente e de
controle negativo, bem como os picos de fluorescéncia correspondente a cada base
nitrogenada presente naquela regido. Os arquivos foram exportados e analisados pelo
programa BioEdit versdo 7.2 (Informer Technologies, Inc). Ao abrir um arquivo,
procurou-se pela regido mais préxima ao polimorfismo e ao encontrar o local correto, é
visto qual base nitrogenada o individuo tem naquela regido e a partir disso, é possivel

determinar o gendétipo.

Para todos os polimorfismos analisados h& trés possibilidades de gendtipos.
Para o polimorfismo APOB rs1042034: CC, CT e TT. Para o polimorfismo APOB
rs676210: GG, GA e AA. Para o polimorfismo APOAL rs964184: GG, GC e CC. E, por
fim, para o polimorfismo LDLR rs5925: CC, CT e TT.

4.11 Analise estatistica dos dados

As andlises de associacdo entre genotipos e caracteristicas demogréficas,

clinicas e laboratoriais foram feitas com 100 pacientes dentre os 109 genotipados,
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uma vez que 9 pacientes possuiam escassez de dados. Foi feita a frequéncia alélica e
genotipica dos pacientes e individuos controles em Excel. Posteriormente, foi avaliado
se havia diferenca na frequéncia genotipica entre pacientes e controles utilizando teste
do qui-quadrado em software GraphPad Prism v. 8.0 (Dotmatics), sendo considerado
significativo valores de p < 0.05. Em seguida, foram realizados o teste do qui-quadrado
para as tabelas de contingéncia com 3 variaveis. O modelo genético aditivo visa
buscar se alguns genes de maneira independente entre si podem contribuir para
tracos fenotipicos que irdo se perpetuar na populacdo. O teste exato de Fisher foi
usado para a tabela de contingéncia com apenas duas variaveis no modelo dominante
e no modelo recessivo (SETU & BASAK 2021). A escolha do alelo dominante se deu
de acordo com o alelo associado a doenca (alelo de risco) (MINELLI et al., 2015;
ZHAO et al., 2016).

O coeficiente de Pearson € um fator importante para a determinacdo do quéo
forte € a correlacdo entre as variaveis em questdo, e os valores variam de -1 a +1,
dependendo da intensidade da relacéo. O teste foi realizado levando em consideracao

as caracteristicas do paciente e os alelos de cada SNP.

Para verificar se a populacdo estd em equilibrio, ou seja, se h4 constancia
entre os alelos e os genétipos ao longo das geracbes (NEAMATZADEH et al., 2024),
foi utilizado o equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Para esta analise foi utilizado o

software WpCalc disponivel em https://wpcalc.com/em/equilibrium-hardy-weinberg/ e o

valor qui-quadrado convertido em valor de p através da calculadora da Universidade

de San Mateo County Community College District, disponivel em https://smccd.edu/.

54



5. Resultados

Este trabalho foi realizado com material biolégico de pacientes com hepatite C
cronica. Foram feitas a frequéncia genotipica e alélica de todos os pacientes, bem
como as dosagens lipidicas. Porém, a relacdo em tabelas de contingéncia e
correlagdo de mudltiplas variaveis com caracteristicas clinico-demograficas foram
realizadas com 100 dos 109 pacientes, pois 9 ndo tinham informag8es nos prontuarios

médicos.

O recrutamento da populacéo de controles negativos da populagéo controle se
iniciou em 2024 e pelo nimero pequeno de individuos incluidos at¢é o momento,

apenas as frequéncias genotipicas e alélicas foram realizadas.

5.1 Dados laboratoriais e demograficos da populacdo do

estudo

Este € um estudo retrospectivo, dessa forma, nem todos os pacientes possuem
os dados completos nos prontuarios médicos, com isso, 0 numero de cada
caracteristica varia ao longo da tabela. O “n” utilizado em cada caracteristica esta

especificado na tabela 5.

Tabela 5: Caracteristicas clinico-laboratoriais e demograficas dos pacientes com

hepatite C cronica.

Caracteristicas Frequéncia Média
(N = nimero de pacientes)
(min-méx)
Género (n=100) Masculino: 59%

Feminino: 41%

Genotipo viral (n=100) Genodtipo 1: 83%
Genodtipo 3: 17%

IMC (n=92) Normal (até 24,99): 40% 25,99
Elevado (> 25,01): 55%
(19,21 — 37,87)

Idade (n=96) +40: 87,5% 52,75
-40: 12,5%
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(24 -74)

Diabetes (n=100) Sim: 16%
N&o: 84%
Hipertensdo (n=100) Sim: 39%
N&o: 61%
Hemotransfusao (n=100) Sim: 28%
N&o: 72%
Alcoolismo (n=100) Sim: 3%
N&o: 97%
ALT elevado (n=74) Sim: 77%
N&o: 23%*
GGT elevado (n=80) Sim: 48,75%

N&o: 51,25%*

Grau de Fibrose (n=86) pré-
tratamento

Leve (F1/F2): 62,80%
Grave (F3/F4): 37,20%

Cirrose pré-tratamento (n=91)

Sim: 28,57%
N&o: 71,43%

Carga viral pré-tratamento (n=98)

Elevada (>600.000 Ul/mL): 47,96%
Baixa (<600.000 Ul/mL): 52,04%
(< 25 Ul/mL - >5000000 UI/mL)

1.486.225 Ul/mL

Resposta ao tratamento (n= 91)

RVS: 36,26%
NR+REC: 63,74%

Grau de fibrose pés-tratamento
(n=38)

Leve (F1/F2): 47,37%
Grave (F3/F4): 52,63%

Cirrose pés-tratamento (n=38)

Sim: 52,63%
Nao: 47,37%

Esteatose pos-tratamento (n=99)

Sim: 20,20%
Nao: 79,80%

Colesterol total (n=86)

Normal (<190 mg/dL): 34,88%

Elevado (=190mg/dL): 65,12%
(54,26 mg/dL - 466,67 mg/dL)

250,23 mg/dL

Triglicerideos (n=86)

Normal (<175mg/dL): 53,49%

Elevado (=2175mg/dL): 46,51%
(65,22 mg/dL — 1043,00 mg/dL)

218,57 mg/dL

HDL (n=86)

Normal: 83,72%

29,33 mg/dL
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Elevado (< 40 mg/dL): 16,27%
(3,88 mg/dL - 143,05 mg/dL)

LDL (n=79) Normal (<130 mg/dL): 34,18% 182,16 mg/dL

Elevado (=130 mg/dL): 65,82%
(12,53 mg/dL - 628,59 mg/dL)

VLDL (n=79) Normal (<30 mg/dL): 44,30% 30,93 mg/dL

Elevado (=30 mg/dL): 55,70%
(13,46 mg/dL - 67,43 mg/dL)

Colesterol ndo-HDL (n=79) Normal (<130 mg/dL): 25,85% 219,48 mg/dL
Elevado (>130 mg/dL): 75,15%
(44,57 mg/dL - 645,46 mg/dL)

Min: Minimo; Max: Maximo; ALT: Alanina aminotransferase; GGT: Gama Glutamil
transpeptidase; RVS: Resposta Viroldgica Sustentada; NR: N&o respondedor; REC:
Redicivante; HDL: Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade;
VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade. *Critérios de valores normais definidos pelo
Servigo de Hepatologia do HUCFF-UFRJ e nao disponibilizados nos prontuarios médicos.

Ao observarmos a tabela acima, observou-se que o0s pacientes sdo em sua
maioria homens (59%). Os gendtipos de HCV encontrados na populacéo de estudo foi
0 1 com prevaléncia de 83%, seguido do gendtipo 3 com 17%. Cinquenta e cinco por
cento (55%) dos pacientes tinham o IMC elevado, com média de 25,99 que indica
sobrepeso (faixa entre 25,00 e 29,90). A média de idade encontrada foi de 52,75.

A maioria dos pacientes relatou nao ter diabetes (84%), ndo ser hipertenso (61%)
e nao ter passado por hemotransfusao (72%). O alcoolismo foi encontrado em apenas
3% dos pacientes. Cerca de 77% dos pacientes apresentaram ALT elevado, que
indica les@o hepatica, problema causado pela infec¢éo pelo HCV. GGT também € um
indicativo de problemas no figado e ndo se mostrou elevado na maioria dos pacientes
(51%).

Antes do inicio do tratamento, alguns parédmetros foram investigados para se
avaliar o grau de comprometimento do figado. A maior parte dos pacientes (62%)
apresentavam um leve grau de fibrose (F1/F2 METAVIR) e 71,42% ndo apresentavam
cirrose antes de iniciar o tratamento. Apenas 47,96% dos pacientes tinham carga viral
elevada (acima de 600000 Ul/mL, ESPIRITO-SANTO et al., 2013). ApOs o tratamento,
foi visto que 63,74% ndo respondeu ao tratamento antiviral ou apresentou recidiva.
Dos 38 pacientes que apresentavam dados de fibrose no pés-tratamento, 52,63%
apresentavam grau de fibrose grave e cirrose (F3/F4 METAVIR). Apenas 20,20%

apresentaram esteatose hepatica apds o tratamento.

57



As dosagens lipidicas mostraram que 65,12% dos pacientes estavam com
colesterol total acima dos valores de referéncia. Entretanto, os valores de triglicerideos
estava dentro da normalidade em 53,49% dos pacientes. O HDL-colesterol,
considerado o colesterol “bom”, se mostrou normal em 83,72% dos pacientes. Porém,
0 LDL-colesterol, o colesterol “ruim”, se mostrou elevado em 65,82% dos pacientes,
assim como o VLDL-colesterol (em 55,70% dos pacientes) e o colesterol ndo-HDL (em
75,15% dos casos).

Tabela 6: Caracteristicas laboratoriais e demograficas da populacéo controle

Caracteristicas Frequéncia (min-max) Média
(N=numero de pacientes)

Género (n=20) Masculino: 35%

Feminino: 65%

Idade (n=20) -40: 70% 32
+40: 30%
(19-53)
Colesterol Total (n=12) Normal: 8,30 (<190mg/dL) 243,94 mg/dL

Elevado: 91,70% (>190mg/dL)
(176,55 mg/dL — 313,10 mg/dL)

Triglicerideos (n=12) Normal: 83,30% (<175 mg/dL) 77,13 mg/dL
Elevado: 16,70% (>175 mg/dL)
(43,63 mg/dL —121 mg/dL)

HDL (n=12) Normal: 100% (>40mg/dL) 60,40 mg/dL
(43,0 mg/dL - 76,9 mg/dL)
LDL (n=12) Normal: 8,40% (<130 mg/dL). 165,83 mg/dL

Elevado: 91,60% (>130 mg/dL)
(99,7 mg/dL — 237,37 mg/dL)

VLDL (n=12) Normal: 8,30% (<30 mg/dL) 31,12 mg/dL
Elevado: 91,70% (> 30 mg/dL)
(16,36 mg/dL — 30,12 mg/dL)

Colesterol ndo-HDL Normal 8,30 (<130 mg/dL) / 193,63 mg/dL
(n=12) Elevado: 91,70% (>130 mg/dL)
(141 mg/dL - 292,41 mg/dL)

Min: Minimo; Max: Maximo; HDL: Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa
densidade; VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade.

Na tabela acima encontramos algumas caracteristicas da populagdo controle. A

maioria sdo mulheres (65%), em idade menor que 40 anos (70%). As dosagens
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lipidicas indicaram que a maioria estd com o colesterol total elevado (91,70%), LDL
elevada (91,60%), VLDL elevada (91,70%) e colesterol ndo HDL elevado (91,70%).
Entretanto, todos os individuos estdo com HDL (100%) e triglicerideos (83,30%) dentro

dos valores de referéncia.

5.2 Amplificacdo dos fragmentos de DNA

Apés as reacdes de amplificagdo das regibes génicas de interesse, foram
realizadas corridas de eletroforese em gel de agarose para visualizacdo dos
fragmentos de DNA amplificados. Assim, foi verificado se estavam de acordo com o
tamanho esperado para cada regido, conforme a literatura. Abaixo esta exemplificado

um gel de agarose de cada regido génica.

Na Figura 22, temos a regido APOB rs1042034 com 9 amostras (contendo
fragmentos de 475 pb), controle negativo e padrdo de peso.

Figura 22: Gel de agarose a 1,5% corado com GELRED. Fragmentos de DNA
amplificados na regido APOB rs1042034. CN: Controle negativo; PP: Padrdo de peso; 1 ao
9: amostras amplificadas.

Na Figura 23 temos a regido APOB rs676210 com 10 amostras amplificadas
(contendo fragmentos de 167 pb), controle negativo e padréo de peso.
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Figura 23: Gel de agarose a 15% corado com GELRED. Fragmentos de DNA
amplificados na regido APOB rs676210. CN: Controle negativo; PP: Padréo de peso; 1 ao 9:

Amostras amplificadas.

Na Figura 24 temos a regido APOAL rs964184 com 10 amostras amplificadas

(contendo fragmentos de 415 pb) com controle negativo e padréo de peso.

Figura 24: Gel de agarose a 1,5% corado com GELRED. Fragmentos de DNA
amplificados na regido APOA1 rs964184. CN: Controle negativo; PP: Padrdo de peso; 1 ao
9: Amostras amplificadas.

Na Figura 25 vemos regido LDLR rs5925 com 6 amostras amplificadas

(contendo fragmentos de 200 pb) com controle negativo e padrdo de peso.
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Figura 25: Gel de agarose a 1,5% corado com GELRED. Fragmentos de DNA
amplificados na regido LDLR rs5925. CN: Controle negativo; PP: Padrdo de peso; 1 a 6:
Amostras amplificadas.

Os resultados acima séo representativos das amostras da populacéo de estudo
e confirmaram a amplificacdo dos fragmentos de DNA no tamanho esperado para
cada regido nos genes avaliados.

5.3 Analise dos eletroferogramas e determinacdo dos

genotipos

Apés a visualizacdo dos fragmentos de DNA no gel de agarose, os amplicons
foram devidamente sequenciados para a determinacdo do gendtipo de cada paciente.
Os eletroferogramas foram analisados e 0 genétipo de cada paciente foi identificado e
anotado para a realizacdo das frequéncias alélicas e genotipicas, assim como das
correlagbes com dados demograficos, clinicos e laboratoriais. Abaixo estao
exemplificados os eletroferogramas contendo as regides génicas analisadas para 0s
trés possiveis gendtipos de cada polimorfismo APOB rs 1042034, APOB rs 676210,
APOAL rs 964184 e LDLR rs5925 estudado (figuras 26-29).
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Figura 26: Eletroferogramas dos genétipos encontrados na regido em APOBrs1042034.
Local do polimorfismo representado pela seta azul. A) Gendtipo duplo homozigoto CC; B)
Genotipo heterozigoto CT; C) Gendtipo duplo homozigoto TT.
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Figura 27: Eletroferogramas dos genoétipos encontrados na regido em APOB rs676210.
Local do polimorfismo representado pela seta azul. A) Genétipo duplo homozigoto GG; B)
Gendtipo heterozigoto GA; C) Gendtipo duplo homozigoto AA.
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Figura 28: Eletroferogramas dos genétipos encontrados na regido em APOA1rs964184
Local do polimorfismo representado pela seta azul. A) Gendtipo duplo homozigoto CC; B)

Gendtipo heterozigoto CG; C) Gen6tipo duplo homozigoto GG.
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Figura 29: Eletroferogramas dos gendtipos encontrados naregido em LDLR rs5925. Local
do polimorfismo representado pela seta azul. A) Genétipo duplo homozigoto TT; B) Gendétipo

heterozigoto CT; C) Gendtipo duplo homozigoto CC.

Ao buscar na literatura trabalhos que envolviam o polimorfismo em APOB, verificou-
se gue os SNPs em rs1042034 e em rs676210 estavam em desequilibrio de ligacdo. Foram
feitas algumas genotipagens em alguns pacientes para observar se esse comportamento se
repetiria na nossa populacdo de estudo. Observou-se uma concordancia entre homozigotos
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e heterozigotos nas posicbes rs676210 e rs1042034, respectivamente. Foi visto que o
mesmo paciente que tinha o gendtipo TT para o rs1042034 tinha o genétipo GG para APOB
rs676210, bem como o que tinha gendétipo CC para rs1042034, tinha o AA para o rs676210
e 0 que tinha o gendtipo CT para rs1042034, tinha o gendtipo GA para o rs676210 (figura
30).

Cronicos 167pb 475 pb
Paciente ApobB rs676210 ApobB rs1042034
1 1T
2 1T
3 CT
4 1T
5 GA CT
6 GA CT
T GG 1T
8 GG 1T
9 GG 1T
10 GG 1T
1 1T
12 GA CT
13 CT
14 CT
15 1T
16 AA cC

Figura 30: Geno6tipos em APOB rs676210 e APOB rs1042034.

Com essa informacdo comprovada, resolvemos continuar as associacdes apenas
com o SNP em APOB rs1042034.

5.4 Frequéncia Genotipica e Alélica na populacéao estudada

Assim que obtivemos os genétipos de todos os pacientes, foi calculado o
equilibrio de Hardy Weinberg (EHW). O EHW ¢é utilizado para saber se a frequéncia de
gendtipos e alelos serdo constantes para a proxima geracdo. Para isso, os dados
utilizados foram a quantidade de homozigotos comuns, homozigotos raros e
heterozigotos, o que fornece um valor em qui-quadrado que € convertido em valor de p
gue nao deve ser significativo, ou seja, deve ser >0,05. Os resultados nos indicam que
a populacao esta em EHW.

e Equilibrio de Hardy-Weinberg APOB rs1042034 = 0.1112 e o valor de p = 0,7387
e Equilibrio de Hardy-Weinberg APOA rs964184 = 0.9713 e o valor de p= 0,3243
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e Equilibrio de Hardy-Weinberg LDLR rs5925 = 1.8216 e o valor de p=0,1771

Apbs os célculos do EHW, foram feitos os graficos de frequéncia genotipica e
alélica tanto dos pacientes quanto do grupo controle. Para a posicdo em APOB
rs1042034, 67% dos pacientes foram identificados como duplo homozigoto T (n=73).
Em seguida, o gendtipo CT foi o segundo mais prevalente em 29,4% (n=32) dos
pacientes e por ultimo, o gendétipo CC com 3,7% (n=4) (Figura 31).

cc
3,7%

CT
29,4%

67,0%

Figura 31: Frequéncia genotipica dos pacientes em APOB rs1042034.
Percentual dos genétipos CC (n=4), CT (n=32) e TT (n=73) encontrados.

Para o grupo controle, as frequéncias genotipicas encontradas foram parecidas
com as que foram vistas para o grupo de pacientes. Onde 60% dos individuos sdo

duplo homozigotos T (n=12), 35% sdo heterozigotos CT (n=7) e apenas 5% (n=1)
apresentam gendtipo CC (Figura 32).

60 0%

Figura 32: Frequéncia genotipica do grupo controle em APOB rs1042034.
Percentual dos gendtipos CC (n=1), CT (n=7) e TT (n=12) encontrados.
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Em seguida foi realizado o calculo de frequéncia alélica para os pacientes, 0s
guais observou-se 82% (n=89) dos individuos com alelo T e 18% (n=20) com alelo C
(Figura 33).

N=109

82%

nT m(C

Figura 33: Frequéncia alélica dos pacientes em APOB rs1042034.

Ao realizar o célculo de frequéncia alélica no grupo controle, vimos as
frequéncias de alelo T (78%, n=15) e C (22%, n=5) bem parecidos com a que
encontramos para o grupo controle, embora o N tenha sido menor (Figura 34).

22%

78%

BT mC

Figura 34: Frequéncia alélica do grupo controle em APOB rs1042034.

Para a posicdo em APOA rs964184, também foram realizadas as frequéncias
genotipicas e alélicas tanto para os pacientes como para o grupo controle. Foi visto
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gue o duplo homozigoto C é mais prevalente na populacdo estudada, presente em
69,7% (n=76) dos pacientes. Seguido do gendtipo CG com 25,7% (n=28) e por ultimo
0 GG com 4,6% (n=5) (Figura 35).

GG

N=109
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cc
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Figura 35: Frequéncia genotipica dos pacientes em APOA1l rs964184. Percentual dos
gendtipos CC (n=76), CG (n=28) e GG (n=5) encontrados.

No grupo controle, a frequéncia foi parecida com a encontrada nos pacientes,
sendo que o gendtipo duplo homozigoto C foi o mais encontrado, em 66,7% dos
individuos (n=12), e o gendtipo heterozigoto CG foi visto em 33,3% (n=6). O genotipo
GG néo foi visto em nenhum dos participantes (Figura 36).

cC

Figura 36: Frequéncia genotipica do grupo controle em APOA1 rs964184. Percentual dos
genotipos CC (n=12) e GG (n=6) encontrados.

O célculo de frequéncia alélica para os pacientes na posicdo APOAL rs964184
foi realizado. Encontramos que o alelo C foi o mais prevalente na populacéo, presente
em 83% (n=90) dos individuos. O alelo G, por sua vez, esta presente em 17% (n=19)

dos pacientes (Figura 37).
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Figura 37: Frequéncia alélica dos pacientes em APOAL1 rs964184.

Para o grupo controle, a frequéncia alélica foi bem parecida com a dos
pacientes, onde observamos a predominancia do alelo C em 83% (n=15) dos
individuos. O alelo G apareceu em 17% (n=3) do grupo (Figura 38).

N=18
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Figura 38: Frequéncia alélica do grupo controle em APOAL1 rs964184.

Na frequéncia genotipica dos pacientes em LDLR rs5925 obtivemos resultados
um pouco diferentes dos outros polimorfismos analisados. Foi observado que ha um
predominio de gendétipo heterozigoto CT em 51,9% (n=56) da populacdo estudada. O
segundo gendtipo mais encontrado foi o duplo homozigoto TT com 36,1% (n=39) e

altimo foi o duplo homozigoto CC com 12% (n=13) (figura 39).
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Figura 39: Frequéncia genotipica dos pacientes em LDLR rs5925. Percentual dos
gendtipos CC (n=13), CT (n=56) e TT (n=39) encontrados.

Na frequéncia genotipica do grupo controle, vimos resultados bem parecidos
com o grupo de pacientes. Podemos observar que o genétipo heterozigoto CT foi o
mais prevalente, encontrado em 47,4% (n=9) dos individuos. O duplo homozigoto TT
foi o segundo mais visto na populacdo, com 42,1% (n=8). O ultimo foi o gendtipo CC,
encontrado apenas em 10,5% dos individuos (n=2) (figura 40).
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Figura 40: Frequéncia genotipica do grupo controle em LDLR rs5925. Percentual dos
gendtipos CC (n=2), CT (n=9) e TT (n=8) encontrados.

A frequéncia alélica na posicdo LDLR rs5925 mostrou que o alelo T foi 0 mais
prevalente (62%, n=90) no grupo de pacientes estudado. O alelo C foi visto em apenas
38% (n=19) dos individuos (figura 41).
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Figura 41: Frequéncia alélica dos pacientes em LDLR rs5925.

A frequéncia alélica do grupo controle seguiu 0 mesmo padrdo dos pacientes.

Encontramos o predominio de alelo T em 66% (n=12) dos participantes. O alelo C foi

visto em 34% (n=7) dos individuos (figura 42).

34%

66%
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Figura 42: Frequéncia alélica do grupo controle em LDLR rs5925.

Foi realizada a analise estatistica para verificar se havia diferenga na
frequéncia genotipica de cada polimorfismo estudado entre pacientes e controles. Ndo

foi encontrada diferenca significativa entre os grupos (p> 0,05).

70



5.5 AssociacOes dos gendtipos com caracteristicas clinicas por

analises em tabela de contingéncia.

5.5.1 Para APOB rs1042034

Para investigar se existem associagfes dos genétipos de APOB rs1042034 e
as caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes, foi utilizada a tabela de
contingéncia que permite avaliar se ha diferenca significativa entre a distribuicdo dos
gendtipos nas diferentes caracteristicas.

Para isto, foi utilizado o modelo aditivo que verifica a correlagéo entre todos os
genotipos encontrados (CC x CT x TT). J& os modelos dominantes e recessivos fazem
associacfes ao alelo associado a doenca, no caso o alelo T (TT+ CT x CC) como
dominante e o alelo C como recessivo (TT x CT + CC). As caracteristicas utilizadas
foram: Gendtipo viral (dividido em Gendtipo 1 e Genétipo 3), IMC (Normal x Elevado),
Idade (+40 x -40), Género (Masculino x Feminino), diabetes, hipertenséo,
hemotransfusdo e alcoolismo (Sim x N&o).

Foi avaliada também a carga viral (Baixa x Alta) e resposta ao tratamento (RVS
x NR+REC). Foi correlacionado também com o estado hepatico do paciente, utilizando
marcadores do perfil hepéatico como ALT e GGT (Normal x Elevado), grau de fibrose
(Leve x Grave), cirrose pré e pos-tratamento (Sim X N&o) e esteatose poOs-tratamento
(Sim x N&o). Foi avaliado também se o grau de fibrose aumentou ou diminuiu durante
o tratamento (Melhor x Pior ou igual). As dosagens lipidicas foram correlacionadas,
pois a infeccdo viral interfere no metabolismo lipidico do hospedeiro e com isso, pode-
se sugerir que determinado genotipo esteja influenciando para alteragcdes nessas
concentracdes. Foram analisados o colesterol total, triglicerideos, HDL-colesterol e
LDL-colesterol, VLDL-colesterol e colesterol ndo HDL (Normal x Elevado). Os dados
foram categorizados em duas variaveis e o valor de p considerado significativo foi
<0,05 (Tabela 7).

Tabela 7: Correlagdes de contingéncia no SNP APOB rs1042034

APOB rs1042034 Modelo Modelo Modelo
Aditivo (CC x | Dominante (TT + Recessivo
CTxTT)* CT x CC) ** (CT+CC x TT ) **
Caracteristicas p p p
Gendtipo viral 0,6268 >0,9999 0,7815
(A x3)
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IMC 0,7734 0,6460 >0,9999
(Normal x Elevado)
ldade 0,5899 >0,9999 0,7463
(> 40 x =40)
Género (Masculino x 0,5586 0,6422 0,3953
Feminino)
Diabetes 0,5615 >0,9999 0,5671
(Sim x N&o)
Hipertensao (Sim x Nao) 0,8221 0,6420 0,8323
Hemotransfuséo (Sim x 0,4137 >0,9999 0,2455
N&o)
Alcoolismo 0,9368 >0,9999 >0,9999
(Sim x N&o)
ALT 0,8209 0,5486 >0,9999
(Elevado x Normal*)
GGT 0,7248 >0,9999 0,8173
(Elevado x Normal¥)
Grau de Fibrose pré- 0,6934 >0,9999 0,6497
tratamento (Leve x Grave)
Cirrose pré-tratamento 0,5326 0,5548 0,8079
(Sim x N&o)
Carga Viral pré-tratamento 0,7528 0,6060 0,6755
(Baixa x Alta)
Resposta ao tratamento 0,9091 0,2970 0,8191
(RVS x NR+REC)
Grau de Fibrose p0s- 0,5500 >0,9999 0,5318
tratamento (Leve x Grave)
Resultado de Fibrose Pior 0,0579 >0,9999 >0,9999
(Melhor x Pior ou igual)
Esteatose pds-tratamento 0,5450 0,5799 0,6079

(Sim x N&o)
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Colesterol Total 0,6846 >0,9999 0,4824

(Normal x Elevado)

Triglicerideos 0,8307 >0,9999 0,8250

(Normal x Elevado)

HDL (Normal x Elevado) 0,5354 >0,9999 0,5592

LDL (Normal x Elevado) 0,9008 >0,9999 0,8064

VLDL (Normal x Elevado) 0,6645 >0,9999 0,4902
Colesterol ndo HDL 0,9037 >0,9999 0,8061

(Normal x Elevado)

*Teste Qui- quadrado; **Teste Exato de Fisher; ALT: alanina aminotransferase; GGT: gama
glutamil transpeptidase; IMC: indice de massa corporal; NR: ndo-respondedor; REC:
recidivante; RVS: respondedor viral sustentado; HDL: Lipoproteina de Alta densidade; LDL:
Lipoproteina de baixa densidade; VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade. #Critérios de
valores normais definidos pelo Servigo de Hepatologia do HUCFF-UFRJ e nao disponibilizados
nos prontuarios meédicos.

Para o rs1042034 n&o foi encontrada diferenga significativa para nenhuma

das caracteristicas analisadas em relacéo a distribuicéo dos diferentes gendtipos.

55.2. Para APOA rs964184

Para investigar possiveis associacdes dos genotipos encontrados em rs964184
da APOAL e as caracteristicas de pacientes com HCV foi utilizada uma tabela de
contingéncia que permite a avaliar se existe alguma diferenca estatistica entre a
distribuicao dos genotipos e as caracteristicas clinico-laboratoriais e demograficas dos
pacientes.

Foi utilizado o modelo aditivo (CC x CG x GG) para verificar se havia relacéo
entre todos 0s genétipos. Para cada alelo foi utilizado o modelo dominante e
recessivo, sendo o alelo G associado a doencga (CG+GG x CC) e o modelo recessivo
utilizando o alelo C (CC+CG x GG). As caracteristicas utilizadas foram: Genétipo viral
(dividido em Genodtipo 1 e Genotipo 3), IMC (Normal x Elevado), Idade (+40 x -40),
Género (Masculino x Feminino), diabetes, hipertensédo, hemotransfusao e alcoolismo
(Sim x Nao).
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Foi avaliada também a carga viral (Baixa x Alta) e resposta ao tratamento (RVS
x NR+REC). Foi correlacionado também com o estado hepatico do paciente, utilizando
marcadores do perfil hepéatico como ALT e GGT (Normal x Elevado), grau de fibrose
(Leve x Grave), cirrose pré e pos-tratamento (Sim x N&o) e esteatose pés-tratamento
(Sim x N&o). Foi avaliado também se o grau de fibrose aumentou ou diminuiu durante
o tratamento (Melhor x Pior ou igual). As dosagens lipidicas foram correlacionadas,
pois a infeccao viral interfere no metabolismo lipidico do hospedeiro. Foram analisados
0 colesterol total, triglicerideos, HDL-colesterol e LDL-colesterol, VLDL-colesterol e
colesterol ndo HDL (Normal x Elevado). Os dados foram categorizados em duas

variaveis e o valor de p considerado significativo foi <0,05 (tabela 8).

Tabela 8: Correlagcdes de contingéncia no SNP APOA1 rs964184

APOArs964184 Modelo Aditivo Modelo Modelo
(CCxCGx GG) Dominante Recessivo
* (CG+GG x CC)** | (CC+CG x GG) **
Caracteristicas p p p
Gendtipo viral 0,4798 0,3834 >0,9999
(1 x3)
IMC 0,4938 0,3454 0,6460

(Normal x Elevado)

ldade 0,7390 >0,9999 >0,9999
(>40 x =40)
Género 0,5965 0,3704 0,6422
(Masculino x Feminino)
Diabetes 0,6933 0,5481 0,5079
(Sim x N&o)
Hipertensao 0,4980 0,4945 0,6420
(Sim x N&o)
Hemotransfuséo 0,9603 >0,9999 >0,9999
(Sim x N&o)
Alcoolismo 0,8833 >0,9999 >0,9999
(Sim x N&o)
ALT 0,2679 0,1377 0,5486

(Elevado x Normal¥)
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GGT 0,7783 >0,9999 0,6108
(Elevado x Normal*)

Grau de Fibrose pré- 0,2518 0,4713 0,1431
tratamento (Leve x Grave)
Cirrose pré-tratamento 0,5290 >0,9999 0,3163
(Sim x Nao)
Carga Viral pré-tratamento 0,0331* 0,0419* >0,9999
(Baixa x Alta)
Resposta ao tratamento 0,1624 0,1516 0,6190

(RVS x NR+REC)

Grau de Fibrose pos- 0,9623 >0,9999 >0,9999
tratamento (Leve x Grave)

Resultado de Fibrose Pior 0,8337 >0,9999 >0,9999
(Melhor x Pior ou igual)

Esteatose pds-tratamento 0,1977 0,2870 0,5809
(Sim x N&o)
Colesterol Total 0,2240 0,6194 0,1200

(Normal x Elevado)

Triglicerideos 0,0340* 0,0301* >0,9999

(Normal x Elevado)

HDL (Normal x Elevado) 0,8895 >0,9999 0,5155

LDL (Normal x Elevado) 0,2085 0,4184 0,1129

VLDL (Normal x Elevado) 0,3678 0,1945 >0,9999
Colesterol ndo HDL 0,1724 0,7808 0,1017

(Normal x Elevado)

*Teste Qui- quadrado; **Teste Exato de Fisher; ALT: alanina aminotransferase; GGT: gama
glutamil transpeptidase; IMC: indice de massa corporal; NR: nao-respondedor; REC:
recidivante; RVS: respondedor viral sustentado; HDL: Lipoproteina de Alta densidade; LDL:
Lipoproteina de baixa densidade; VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade. *Critérios de
valores normais definidos pelo Servico de Hepatologia do HUCFF-UFRJ e néo disponibilizados
nos prontuarios médicos.
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Foi observado significAncia em duas caracteristicas laboratoriais analisadas. A
primeira delas foi a carga viral durante o pré-tratamento no modelo aditivo com p=
0,0331. A partir disto, foram gerados graficos para melhor visualizagdo. Ambos estéo
dispostos como numeros de pacientes (eixo y) e genétipos (eixo X) que para o modelo

aditivo apresentava os genétipos CC, CG e GG (Figura 43).

Bl Alta
Bl Baixa

Numero pacientes

cC CcG GG

Genotipo

Figura 43: Frequéncia de gendtipos em APOAL rs964184 por carga viral com valor de p
significativo (0,0331) no teste Qui-quadrado em modelo aditivo. Em vermelho, pacientes
com carga viral baixa (menor que 600.000 Ui/mL) e em azul, pacientes com carga viral
elevada antes do inicio do tratamento (maior que 600.000 Ui/mL). A linha em preto e o
asterisco ( *) indicam a significancia estatistica (Graphpad prism 8.0).

A partir dessa associacdo, foi realizado o teste em modelo recessivo e
dominante, para saber qual alelo estd envolvido nessa associacdo. O modelo
dominante foi feito em associacdo ao alelo G associado a doenca (GG+CG x CC) e foi
encontrado significancia estatistica (p=0,0419). Foi gerado um gréafico para melhor
visualizacdo onde o eixo X sdo 0s genotipos e o0 eixo Y 0 numero de pacientes (figura
44).
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Figura 44: Frequéncia de gendétipos em APOAL rs964184 por carga viral com valor de p
significativo (0,0419) no teste exato de Fisher em modelo dominante. Em vermelho,
pacientes com carga viral baixa (menor que 600.000 Ui/mL) e em azul, pacientes com carga
viral elevada antes do inicio do tratamento (maior que 600.000 Ui/mL). A linha em preto e o
asterisco (*) indicam a significancia estatistica (Graphpad prism 8.0).

A segunda caracteristica associada a APOA1rs964184 foram os triglicerideos
no modelo aditivo (CC x CG x GG) com p=0,0340. A partir dai, foi gerado um grafico
para melhor visualizacdo, onde o eixo X corresponde aos genoétipos e o eixo Y

corresponde ao nimero de paciente (figura 45):
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Figura 45: Frequéncia de gendtipos em APOALl rs964184 por concentracdo de
triglicerideos com valor de p significativo (0,0340) por teste Qui-quadrado no modelo
aditivo. Em rosa, pacientes com triglicerideos dentro dos valores de referéncia (menor que 175
mg/dL) e em azul, pacientes com ftriglicerideos maior que o valor de referéncia. A linha em
preto e o asterisco (*) indicam a significancia estatistica. (Graphpad prism 8.0).

A partir dessa correlacao significativa entre os genotipos e os triglicerideos no
modelo aditivo, foi realizada a associacdo entre os modelos dominante e recessivo,
sendo correlacionado ao alelo que interfere na doenca (G). Observou-se uma
significAncia em modelo dominante (CG+GG x CC) com valor de p=0,0301. Para
melhor visualizagéo, foi gerado um gréfico, onde o eixo X se refere aos gendtipos e o

eixo Y se refere ao numero de pacientes (figura 46).
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Figura 46: Frequéncia de gendtipos em APOAl rs964184 por concentracdo de
triglicerideos com valor de p significativo (0,0301) por teste exato de Fisher no modelo
dominante. Em rosa, pacientes com triglicerideos dentro dos valores de referéncia (menor que
175 mg/dL) e em azul, pacientes com triglicerideos maiores que o valor de referéncia. A linha
em preto e o asterisco (*) indicam a significAncia estatistica (Graphpad prism 8.0).

5.5.3 Para LDLR rs5925

Para investigar as associacdes dos genoétipos encontrados em rs5925 do LDLR
e as caracteristicas de pacientes com HCV foi utilizada uma tabela de contingéncia
gue permite a avaliar se existe alguma diferenca estatistica entre a distribuicdo dos
genotipos e as caracteristicas clinico-laboratoriais e demogréficas dos pacientes.

Foi utilizado o modelo aditivo (CC x CT x TT) para verificar se havia relacéo
entre todos os genotipos. Para cada alelo foi utiizado o modelo dominante e
recessivo, sendo o alelo C associado a doenca (TT x CT + CC) e o modelo recessivo
utilizando o alelo T (CC x CT + TT). As caracteristicas utilizadas foram: Gen6tipo viral
(dividido em Gendétipo 1 e Gen6tipo 3), IMC (Normal x Elevado), Idade (+40 x -40),
Género (Masculino x Feminino), diabetes, hipertensdo, hemotransfusdo e alcoolismo
(Sim x N&o).

Foi avaliada também a carga viral (Baixa x Alta) e resposta ao tratamento (RVS
x NR+REC). Foi correlacionado também com o estado hepatico do paciente, utilizando
marcadores do perfil hepatico como ALT e GGT (Normal x Elevado), grau de fibrose
(Leve x Grave), cirrose pré e poés-tratamento (Sim x N&o) e esteatose pés-tratamento
(Sim x Nao). Foi avaliado também se o grau de fibrose aumentou ou diminuiu durante
o tratamento (Melhor x Pior ou igual). As dosagens lipidicas foram correlacionadas

pois a infeccao viral interfere no metabolismo lipidico do hospedeiro. Foram analisados
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0 colesterol total, triglicerideos, HDL-colesterol e LDL-colesterol, VLDL-colesterol e
colesterol ndo HDL (Normal x Elevado). Os dados foram categorizados em duas

variaveis e o valor de p considerado significativo foi <0,05 (tabela 9).

Tabela 9: Correlagcdes de contingéncia no SNP LDLR rs5925

LDLR rs5925 Modelo Aditivo Modelo Modelo
(CCxCTxTT) | Dominante (TT x Recessivo (TT +
* CT+CC) ** CTx CC) **
Caracteristicas p p p
Gendtipo viral 0,1151 0,1173 0,1452
(1x3)
IMC 0,8011 0,7343 >0,9999

(Normal x Elevado)

Idade 0,4410 0,3520 >0,9999
(> 40 x <40)
Género 0,7739 0,5462 >0,9999

(Masculino x Feminino)

Diabetes 0,7742 >0,9999 0,5745
(Sim x N&o)
Hipertenséo 0,5339 0,7480 0,4063
(Sim x Nao)
Hemotransfusao 0,4512 0,7320 0,2550
(Sim x N&o)
Alcoolismo 0,7483 >0,9999 >0,9999
(Sim x N&o)
ALT 0,2124 0,6809 0,2383
(Elevado x Normal*)
GGT 0,2421 0,5085 0,2502
(Elevado x Normal¥)
Grau de Fibrose pré- 0,7429 0,7362 0,8204
tratamento (Leve x Grave)
Cirrose pré-tratamento 0,8053 0,7190 0,8106
(Sim x Nao)
Carga Viral pré-tratamento 0,0868 0,6778 0,5309
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(Baixa x Alta)

Resposta ao tratamento 0,7874 0,7400 0,8251
(RVS x NR+REC)

Grau de Fibrose p06s- 0,2298 0,1797 0,7374
tratamento (Leve x Grave)

Resultado de Fibrose Pior 0,9764 >0,9999 >0,9999
(Melhor x Pior ou igual)

Esteatose pds-tratamento 0,1829 >0,9999 0,1179
(Sim x Nao)
Colesterol Total 0,6417 0,5076 0,4920

(Normal x Elevado)

Triglicerideos 0,0052** 0,0021** 0,1856

(Normal x Elevado)

HDL (Normal x Elevado) 0,2116 0,1978 >0,9999

LDL (Normal x Elevado) 0,4324 0,3021 0,3442

VLDL (Normal x Elevado) 0,0138* 0,0020** 0,6449
Colesterol ndo HDL 0,5570 0,4713 0,4663

(Normal x Elevado)

*Teste Qui- quadrado; **Teste Exato de Fisher; ALT: alanina aminotransferase; GGT: gama
glutamil transpeptidase; IMC: indice de massa corporal; NR: nao-respondedor; REC:
recidivante; RVS: respondedor viral sustentado; HDL: Lipoproteina de Alta densidade; LDL:
Lipoproteina de baixa densidade; VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade. #Critérios de
valores normais definidos pelo Servi¢co de Hepatologia do HUCFF-UFRJ e ndo disponibilizados
nos prontuarios meédicos.

Foi observada uma significAncia estatistica entre os gendtipos e duas
caracteristicas clinicas dos pacientes. A primeira delas foi em relacdo aos
triglicerideos dos pacientes que no modelo aditivo (CC x CT x TT), o valor de p foi
0,0052. Um grafico foi gerado para melhor visualizag@o, onde no eixo X encontra-se 0s

genatipos e no eixo Y corresponde ao numero de pacientes (figura 47).
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Figura 47: Frequéncia de gendtipos de LDLR rs5925 por triglicerideos com valor de p
significativo (0,0052) por teste Qui-quadrado no modelo aditivo. Em laranja, pacientes com
triglicerideos dentro dos valores de referéncia (menor que 175 mg/dL) e em rosa, pacientes
com triglicerideos maiores que o valor de referéncia. A linha em preto e o * indicam a
significancia estatistica. Feito com Graphpad Prism 8.0.

A partir da correlagdo significativa entre os genoétipos de LDLR rs5925 e os
triglicerideos no modelo aditivo, fomos verificar qual era o alelo que estava
influenciando essa associacao. Desta forma, foi realizada a analise em modelo
dominante e recessivo, onde o recessivo (CT+CC x TT) foi correlacionado de maneira
significativa (p= 0,0021). A partir disso, foi gerado um grafico para melhor visualizagéo,
onde o0 eixo X corresponde aos gendtipos e o0 eixo Y o niumero de pacientes (figura
48).
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Figura 48: Frequéncia de geno6tipos em LDLR rs5925 por triglicerideos com valor de p
significativo (0,0021) por teste exato de Fisher no modelo dominante. Em laranja,
pacientes com triglicerideos dentro dos valores de referéncia (menor que 175 mg/dL) e em
rosa, pacientes com trigliceridea maior que o valor de referéncia. A linha em preto e o **
indicam a significancia estatistica (p<0.05). Feito com Graphpad Prism 8.0.

A segunda caracteristica que foi associada ao polimorfismo em LDLRrs5925 foi
VLDL no modelo aditivo (CC x CT x TT) com p significativo=0,0138. Foi gerado um
grafico para melhor visualizacdo, onde o0 eixo X se refere aos gendtipos e 0 eixo Y

corresponde ao nimero de pacientes (figura 49).
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Figura 49: Frequéncia de gendétipos em LDLR rs5925 por VLDL com valor de p
significativo (0,0138) por teste Qui-quadrado no modelo aditivo. Em laranja, pacientes com
VLDL acima dos valores de referéncia (maior que 30 mg/dL) e em rosa, pacientes com VLDL
menor que o valor de referéncia. A linha em preto e o * indicam a significancia estatistica. Feito
com Graphpad Prism 8.0.
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ApoOs a associacdo em modelo aditivo ter dado resultado significativo, foi
realizada a associacdo entre alelos em modelo recessivo e dominante para saber qual
gue estavam influenciando a correlacdo. O modelo recessivo (CT+ CC x TT) mostrou
significancia estatistica com p=0,0020 e um gréfico foi gerado para a melhor
visualizacdo. O eixo X corresponde aos genotipos e o eixo Y ao numero de pacientes
(figura 50).
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Figura 50: Frequéncia de genétipos em LDLR rs5925 por VLDL com valor de p
significativo (0,0020) por teste exato de Fisher no modelo dominante. Em laranja,
pacientes com VLDL acima dos valores de referéncia (maior que 30 mg/dL) e em rosa,
pacientes com VLDL menor que o valor de referéncia. A linha em preto e o ** indicam a
significancia estatistica. Feito com Graphpad Prism 8.0.

5.6 Analise de correlacdo de multiplas variaveis entre
caracteristicas clinico-laboratorial e demograficos e os
polimorfismos em APOB rs1042034, APOA1 rs964184 e LDLR
rs5925

Para a andlise de correlacdes com mudltiplas varidveis foram utilizadas as
caracteristicas clinicas que obtivemos dos prontuarios assim como os valores das
dosagens lipidicas efetuadas e o alelo associado a doenca, no caso do APOB
rs1042034 o alelo utilizado foi o T, para APOAL rs964184 foi utilizado o alelo G e para
0 LDLR rs5925 foi utilizado o alelo C.
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Os dados tiveram que ser transformados em ndmeros, pois no programa hao é
possivel colocar dados categoéricos. Dessa forma, cada variavel foi transformada em
respostas como “sim” e “ndo” e foram binarizados entre 1 e 0 (sim e nao,
respectivamente). Foi gerado um mapa de calor (heatmap) que determina o quanto
aquela caracteristica se correlaciona com a outra através do grau de intensidade da
cor. Os valores de correlacdo mais préximos de +1 indicam uma correlacdo positiva
bem forte (indicados pela cor vermelha) e os valores mais préximos de -1 indicam uma
correlagdo negativa mais forte (indicados pela cor azul) (figura 51).

Foram encontradas algumas correlagcdes positivas e negativas que foram
apresentadas em tabelas, onde seus respectivos valores de Pearson e p foram
devidamente exibidos (tabela 9 e 10). A partir disso, foi feito também um mapa de
calor dos valores de p de modo que quanto maior a intensidade da cor azul, mais os

resultados se aproximam de 0, ou seja, sdo mais significativos (figura 52).

Alelo T rs1042034 1.0

Alelo G rs964184
Alelo C rs5925
HCV 1

IMC Alto

Idade +40
Masculino
Diabético
Hipertenso
Hemotransfuséo
Alcolismo

ALT elevado

GGT elevado
Fibrose grave pré tto
Cirrotico pré tto

CV elevada pré tto
RVS

Fibrose grave pos tto
Fibrose pior pos tto
Esteatose pds tto
Colesterol elevado
TG elevado

HDL elevado

LDL elevado

VLDL elevado
Colesterol ndo HDL

10.4

10.2

1-0.2

0.4

Figura 51: Mapa de calor da matriz de correlacdo com o valor r de Pearson. Quanto maior
a intensidade da cor vermelha, mais forte a correlacdo positiva (0 a +1) entre as caracteristicas
avaliadas. Quanto maior a intensidade da cor azul, mais forte a correlacdo negativa (0 a -0,4).
O X representa a falta de dados naquela determinada caracteristica (Graphpad Prism 8.0).
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Alelo T rs1042034
Alelo G rs964184
Alelo C rs5925
HCV 1
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Idade +40
Masculino
Diabético
Hipertenso
Hemotransfuséo
Alcolismo

ALT elevado

GGT elevado
Fibrose grave pré tto
Cirrotico pré tto

CV elevada pré tto
RVS

Fibrose grave poés tto
Fibrose pior pés tto
Esteatose pds tto
Colesterol elevado
TG elevado

HDL elevado

LDL elevado

VLDL elevado

Figura 52: Mapa de calor da matriz de correlagdo com valores de p. Quanto mais forte a
cor azul, mais proximo de O é o valor de p e mais significativo é a correlagdo. Feito com

Graphpad Prism 8.0.

Tabela 10: Correlagdes positivas significativas entre as caracteristicas avaliadas.

Correlagéo positiva Valor de Pearson (r) Valor p
Alelo G rs964184 x 0,279 0,009
triglicerideo elevado
Carga viral elevada pré- 0,408 <0,05
tratamento x HCV1

(3,02858817375906e-005)
Idade +40 x Hipertenséo 0,3126 0,0019
Diabetes x Masculino 0,6561 <0,05

(1,25677246387568e-013)

86



Hipertensdo x Masculino 0,2891 0,0035

Hipertensao x Diabetes 0,2662 0,0074

Fibrose grave pés- 0,6326 <0,05

tratamento x Fibrose pior 5 960216770795066-005
pads tratamento G, e-005)

Triglicerideo elevado x 0,7429 <0,05
VLDL elevado
(4,44089209850063e-015)

Tabela 11: Correlacdes significativas negativas entre as caracteristicas avaliadas.

Correlacéo negativa Valor de Pearson (r) Valor p

IMC Alto x Fibrose grave -0,3871 <0,05

pré-tratamento
(3,56885053104605e-004)

IMC Alto x Cirrose pré- -0,3223 0,0027
tratamento
RVS x Fibrose pior apds o -0,2581 0,0046
tratamento

Foram encontradas correlagfes positivas entre o alelo G rs964184 e os niveis
de triglicerideos no modelo de compara¢gBes mudltiplas, assim como ja havia sido
encontrado na tabela de contingéncia no modelo dominante. Foi visto relacdo entre o
gendtipo viral 1 x carga viral pré-tratamento e fibrose grave pés-tratamento x fibrose
pior pos-tratamento. Além disso, outras caracteristicas como idade +40 x hipertenséo,
diabetes x género masculino e diabetes x hipertensdo também foram correlacionadas
positivamente. Da mesma forma, alteracbes no metabolismo lipidico, como
triglicerideos elevado x VLDL elevado.

Em relacéo as correlacbes negativas foram vistos IMC alto x fibrose grave pré-

tratamento, IMC alto x cirrose pré-tratamento e RVS x fibrose pior pos-tratamento.
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6. Discussao

Neste trabalho foram avaliadas as frequéncias genotipicas e alélicas de
determinados SNPs, bem como a associacdo desses com caracteristicas clinico-
laboratoriais e demogréficas de uma coorte composta por 109 pacientes com hepatite
C crbnica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ. Foram avaliados
polimorfismos génicos em APOB rs1042034, APOB rs676210, APOA1 rs964184 e
LDRL rs5925 envolvidos no metabolismo lipidico do hospedeiro e como a presenca
deles pode influenciar na infeccdo pelo HCV. Além de pacientes com hepatite C
cronica, foram avaliados 20 individuos controle sem hepatite C.

Inicialmente, investigariamos quatro polimorfismos, entretanto, ao buscar na
literatura, foi visto que em APOB rs1042034 e APOB rs676210 havia um forte
desequilibrio de ligacdo, o que significa que dois alelos estdo em associacdo ndo
aleatéria em diferentes regifes cromossdmicas, podendo servir de substitutos um dos
outros (SLAKTIN, 2008; BENN, 2009; HARADA et al., 2018). Dessa forma, foram
realizadas algumas genotipagens para verificar essa informacdo e na figura 30 é
verificado que 0 mesmo paciente que tinha o gendtipo TT para o rs1042034 tinha o
gendtipo GG para APOB rs676210, bem como o que tinha gendétipo CC para
rs1042034, tinha o AA para o rs676210 e o que tinha o gen6tipo CT para rs1042034,
tinha o gendtipo GA para o rs676210, sugerindo assim o desequilibrio. A partir deste
ponto, seguimos apenas com o polimorfismo em rs1042034 na APOB.

Foram realizadas as frequéncias genotipicas e alélicas da populacdo de estudo
e da populagdo controle. Foi visto que para o polimorfismo em APOB rs1042034 as
frequéncias genotipicas encontradas nos pacientes foram de 67,0% para o genoétipo
TT, 29,4% para o genétipo CT e 3,7% para o gendtipo CC (figura 31). No grupo
controle foram encontradas frequéncias semelhantes, de 60% genoétipo TT, 35%
gendtipo CT e 5% gendtipo CC (figura 32). A frequéncia alélica dos pacientes e
controles também foram similares, foram encontrados 82% e 78% para o alelo T e
18% e 22% para o alelo C, respectivamente (figuras 33 e 34). A frequéncia alélica
encontrada no banco de dados SNPdb do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) para a populagéo latino-americana é de 78,64% para o alelo T e
21,36% para o alelo C. A frequéncia global desses alelos é de 62,96% para o alelo T e
37,04% para o alelo C (SNPdb, 2024). Dessa forma, a frequéncia alélica encontrada
no estudo, corrobora com o descrito no banco de dados.

Para o polimorfismo em APOALl rs964184 foram encontradas frequéncias
genatipicas de 69,7% de genoétipo CC, 25,7% de gendtipo CG e 4,6% de gendtipo GG
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(figura 35). Para a populacdo controle foram encontrados 66,7% do gendtipo CC e
33,3% do gendtipo GG, sendo assim, ndo foram encontrados controles com genaétipo
CG (figura 36). No entanto, essa discrepancia de genétipos de APOA1 rs964184 entre
pacientes e controles deve ser mais bem analisada, a partir da inclusdo de um namero
maior de individuos controles. A frequéncia alélica que obtivemos para ambos os
grupos foram de 83% do alelo C e 17% do alelo G (figuras 37 e 38). De acordo com o
banco de dados SNPdb, a frequéncia de alelo C na populacéo latino-americana é de
79,80% e do alelo G é de 20,20%. A frequéncia global disponibilizada é de 77,78%
para o alelo C e para o alelo G é de 22,22% (SNPdb, 2024). Contudo, apesar de
observarmos que o alelo C é mais prevalente na nossa populacdo assim como no
banco de dados, existe uma pequena discrepancia entre a frequéncia alélica
encontrada no estudo daquela descrita no banco de dados SNPdb.

Para o polimorfismo em LDLR rs5925 foram encontradas frequéncias
genotipicas de 36,1% TT, 51,9% CT e 12,0% CC (figura 39). Para o grupo controle
foram encontradas frequéncias de 42,1% do gendtipo TT, 47,4% do gendétipo CT e
10,5% do genétipo CC (figura 40). Como frequéncia alélica obtivemos 62% e 66% do
alelo T na populacdo estudada e no controle, respectivamente, e para o alelo C 38% e
34% para os pacientes e controles (figuras 41 e 42). No banco de dados SNPdb, a
frequéncia alélica desse SNP na populacao latino-americana é de 62,34% para o alelo
T e 37,66% para o alelo C. A frequéncia alélica global é de 66,41% para a alelo T e
33,59% para o alelo C (SNPdb, 2024). Sendo assim, foi encontrada uma concordancia
entre as frequéncias alélicas da populac¢éo estudada com o banco de dados.

Como j& mencionado anteriormente, observamos e comparamos as
frequéncias esperadas e ja descritas no banco de dados e verificamos uma
similaridade entre as frequéncias encontradas neste trabalho com as da populacéo da
América do Sul e do mundo. Entretanto, se fazem necessarios mais estudos com
individuos brasileiros, pois o Brasil € um pais de alta diversidade genética (SOUZA et
al., 2019).

A avaliacdo das frequéncias genotipicas e alélicas mencionadas acima é
extremamente relevante na histdria natural da hepatite C devido a interacdo do virus
com o0 metabolismo lipidico do hospedeiro (ELGRETLI et al., 2023). J& foi
demonstrado que a APOB e LDLR foram correlacionadas com susceptibilidade a
infeccdo pelo HCV (HARADA et al., 2018; REAL et al. 2019). Em relacdo a APOAL1, foi
visto que esté relacionada com a diminuicdo de RNA viral em experimento in vitro
(MANCONE et al., 2010). Além disso, alguns autores associam o polimorfismo em
APOA1 com alteracfes no metabolismo lipidico (QIU et al., 2018; BRAUN et al., 2012).
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As alteracbes no metabolismo lipidico podem gerar um quadro de dislipidemia
gque é caracterizada como mudancas na concentracdo de lipideos no sangue e
acumulo de uma ou mais lipoproteinas (ZHANG et al., 2019). A progressao da
infecgdo pelo HCV modula vias de biossintese de lipideos e reduz a (-oxidacéo,
induzindo um desbalango homeostéatico, aumentando os niveis de colesterol total e
triglicerideos no sangue (SAYED et al., 2010). Dessa forma, ocorre maior sintese de
triacilglicerol (TAG) e ésteres de colesterol, responsaveis pela formacao de goticulas
lipidicas (lipids droplets), que séo essenciais para o brotamento viral (TARGETT-
ADAMS et al.,, 2017). O acumulo de lipideos também aumenta a formacdo de
lipoproteinas responsaveis pelo carregamento de triglicerideos e colesterol
enddgenos. A porcao proteica dessas lipoproteinas, principalmente a APOB, favorece
a montagem da particula viral (BASSENDINE, 2011).

Nos ultimos anos, a busca por marcadores genéticos associados com a
infeccdo pelo HCV tem sido amplamente estudada (TANAKA et al.,, 2009). Os
polimorfismos em IL28B rs8099917 e rs12979860 foram associadas a resposta ao
tratamento com PEG-INF + RBV (LIN et al, 2011; RAMOS et al., 2012). Os
polimorfismos em APOE rs7412 e rs429358 tiveram relagdo encontrada com o
agravamento da fibrose (CHIBA — FALEK et al.,, 2012). Dessa forma, neste estudo,
foram realizadas associacbes dos polimorfismos em APOB rs1042034, APOA1l
rs964184 e LDLR rs5925 com diversos parametros em pacientes com hepatite C
cronica, a fim de ampliar o estudo desses polimorfismos nesta doenca.

Para o polimorfismo em APOB rs1042034, neste estudo, nao foram
encontradas associac¢des significativas com as caracteristicas clinicas e demogréaficas
dos pacientes com hepatite C (tabela 7). Este polimorfismo ja foi associado com
alteracdes lipidicas em pacientes infectados por HCV. Essa observacdo foi encontrada
para pacientes que carregam o gendtipo TT e que apresentavam niveis séricos de
LDL-colesterol mais baixos, podendo se tornar facilitador da propagacdo viral. Isto
porque niveis mais baixos de LDL no sangue podem significar que ocorre uma
mudanca de afinidade e interacéo da LDL pelo seu receptor (LDLR), permitindo que os
hepatdcitos captem mais LDL acoplada a LPV para dentro do figado e o virus possa
se replicar e propagar (HARADA et al., 2018). Nesse mesmo estudo, foi visto que os
pacientes que carregam o alelo T nessa variante possuiam triglicerideos elevados.
Esta associacao ja foi relatada no estudo de JOHANSEN et al. (2011) no qual o alelo T
era mais frequente em individuos com hipertrigliceridemia, sugerindo que, de forma
ainda ndo esclarecida, esses polimorfismos podem alterar esta apolipoproteina,
facilitando uma elevacdo na concentracao plasmatica de triglicerideos (JOHANSEN et
al., 2011).
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Ainda em relacdo a este polimorfismo, foram encontrados resultados
divergentes entre as frequéncias alélicas de diferentes grupos étnicos com niveis de
lipideos (ZHANG et al., 2019; EDMONDSON, 2011; BRYANT, 2013). Com isso, pode-
se concluir que a associacdo entre SNP em rs1042034 pode ter especificidade racial,
étnica e com o género (ZHANG et al., 2019).

Como n&o encontramos nenhuma associacdo deste polimorfismo com
nenhuma das caracteristicas testadas dos pacientes infectados pelo HCV, uma
hipétese para isso pode ser devido ao fato de o Brasil ser um pais miscigenado,
composto por varios grupos étnicos desde o seu descobrimento (SOUZA et al., 2019).

Para o polimorfismo em APOA1l rs964184 foram encontradas associagbes
entre 0s genadtipos e o nivel viral circulante (carga viral) pré-tratamento dos pacientes.
Foi visto que individuos com o gendétipo CC apresentavam cargas virais mais baixas
do que pacientes com o genétipo GG e CG (figura 43). Ao associar o alelo G como de
risco a doenga, foi visto que pessoas com o alelo C apresentam carga viral mais baixa
do que aqueles com alelo G (figura 44). Estes dados sugerem que possa haver uma
influéncia do alelo C sob a carga viral.

Além disso, também foram observadas associagBes entre 0os gendtipos dos
pacientes e suas concentracdes séricas de triglicerideos. Foi visto que pessoas que
tém o genodtipo CC possuem triglicerideos mais baixos do que pessoas com genotipos
CG e GG (figura 45). Por isso, foi feito uma associacdo entre os alelos e os
triglicerideos e foi visto que o alelo C esta associado com niveis normais de
triglicerideos, enquanto o alelo G com niveis mais elevados (figura 46). Este achado
corrobora o estudo de QIU et al. (2018) e BRAUN et al. (2012) que encontraram
associacdo entre os niveis elevados de triglicerideos em portadores do alelo G.

Na literatura ndo foram encontrados dados da relacdo direta entre o
polimorfismo em APOAL rs964184 com o HCV. Entretanto, a proteina APOAL ja foi
associada com a replicacdo do HCV, onde foi observada uma reducao de APOAL em
particulas de LDL nos pacientes com hepatite C (MANCONE et al., 2010). O autor
utilizou modelo in vitro com a linhagem Rep60 silenciada para APOAL (por pequeno
RNA de interferéncia - siRNA) e transfectada com replicon subgenémico e observou
uma reducdo nos niveis de RNA-HCV e da proteina NS5A do HCV, essencial para a
replicacédo viral (MANCONE et al., 2010).

O LDLR é o receptor de membrana da lipoproteina LDL, responsavel por
mediar a endocitose e internalizar ligantes extracelulares para o meio intracelular,
como por exemplo, particulas de lipoproteinas com colesterol circulante (GO, GW &
MANI, A, 2012). O HCV utiliza-se desse receptor para penetrar no hepatécito e iniciar
seu ciclo replicativo (ZAPATERO-BELINCHON et al., 2021; AGNELLO et al., 1999).
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Dessa forma, se torna importante o estudo de polimorfismos neste receptor para
investigar seu papel na infeccao por HCV.

Para o polimorfismo em LDLR rs5925 foi observada associagdo entre a
frequéncia genotipica e alélica dos pacientes com hepatite C e o nivel sérico de
triglicerideos e VLDL. A maioria dos pacientes com o gendtipo TT e CT tem niveis
dentro da faixa de normalidade enquanto pacientes com o genoétipo CC apresentam
niveis elevados (figura 47 e figura 49). Foi visto que 0s pacientes que carregam o0
alelo T possuem triglicerideos mais baixos, em relacdo a quem tem o alelo C (figura
48 e figura 50). Este resultado estd4 de acordo com o encontrado por ROJAS et al.
(2019), que também verificou que pessoas que possuiam o alelo T em seu genétipo
tinham niveis ndo sé de triglicerideos mais baixos, mas também de colesterol total e
LDL. Em relacdo a VLDL, nao foram encontrados artigos que associam 0s genoétipos
do polimorfismo em LDLR rs5925 com essa lipoproteina. No entanto, bioguimicamente
sabe-se que VLDL é composta por 90% de lipideos e 10% de proteinas, e 0s
triglicerideos fazem parte de 70% da massa do VLDL, dessa forma, quanto mais
triglicerideos estiver no individuo, maior a quantidade de VLDL (PACKARD et al.,
2020; JUAREZ-CASSO & FARZAM, 2022).

Por outro lado, foi visto na literatura que o polimorfismo em LDLR rs5925 foi
associado a susceptibilidade a infeccdo pelo HCV (REAL et al., 2019), onde foi
verificado que o individuo que carrega o alelo C tem maior susceptibilidade ao virus do
que quem carrega o alelo T e que isso pode ter uma importante relacdo com o
metabolismo lipidico. Por outro lado, Lil et al. (2006) encontrou que o alelo C era mais
prevalente em pessoas com RNA-HCV negativo e o alelo T era o mais predominante
em pessoas com hepatite C crbnica, sugerindo que esse polimorfismo pode estar
relacionado a susceptibilidade viral, mostrando dados contraditorios entre os estudos.
HARADA et al. (2018), por sua vez, ndo encontrou nenhuma associacdo entre esse
polimorfismo e pacientes com HCV. Desta forma, observamos dados controversos na
literatura, sendo necessarios mais estudos para melhor entender o papel deste
polimorfismo na infeccdo pelo HCV.

Durante as analises de correlacdes multiplas foram encontradas diversas
associacdes positivas (figura 51 e tabela 10) e negativas (figura 52 e tabela 11) entre
as caracteristicas analisadas e o alelo considerado de risco para o HCV. O alelo G do
polimorfismo em APOA1 rs964184 obteve uma correlacdo positiva com triglicerideos
elevados, como foi visto também na andlise por tabela de contingéncia. Como ja citado
anteriormente, alguns artigos corroboraram com essa associacdo em portadores do
alelo G e niveis séricos de triglicerideos acima dos valores de referéncia (QIU et al.

2018; BRAUN et al., 2012). Outra correlagdo positiva foi vista entre o gendtipo viral 1 e
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carga viral pré-tratamento elevada. Este dado é corroborado por SORIANO et al.
(2008) e CHAKRAVARTI et al. (2011) que encontraram que pacientes com hepatite C
crbnica que possuiam genoétipo 1 apresentavam niveis de RNA de HCV mais
elevados.

Além das correlacbes com a infecgdo viral, foram observadas outras
correlagdes positivas como: hipertensdo com sexo masculino, idade +40 e diabetes,
diabetes com sexo masculino. No entanto, essas associacfes precisam ser mais bem
avaliadas, pois sdo patologias multifatoriais que precisam de mais caracterizacoes.

Ao avaliar a fibrose inicial e 10 anos ap6s 0 acompanhamento dos pacientes
(n=38) observamos que alguns pacientes regrediram e outros progrediram o grau de
fibrose. Nao foi encontrada associacdo dessa correlagdo com os polimorfismos. A
Ultima correlacdo positiva encontrada foi entre os triglicerideos elevados x VLDL
elevada. Como ja dito anteriormente, a VLDL tem uma importante associa¢gdo com o
nivel sérico de triglicerideos, sendo que quanto mais triglicerideos disponiveis, mais
intensa é a sintese de VLDL, que é uma grande aliada do HCV, permitindo a formacao
da particula viral (JUAREZ-CASSO & FARZAM, 2022; GRASSI et al., 2016).

Em nosso trabalho também foram vistas algumas correla¢des negativas, sendo
elas: resposta viroldgica sustentada (RVS) x e progressao no grau de fibrose (grau de
fibrose pior), IMC alto x fibrose pré-tratamento; e IMC alto x cirrose pré-tratamento.

O tratamento antiviral busca a obtencdo da RVS. Pacientes ndo respondedores
(NR) continuam tendo a evolugdo dos danos hepaticos, desta forma, foi encontrada
correlacdo negativa entre os individuos com RVS e a progressdo no grau de fibrose
apos o tratamento, como ja esperado.

Sendo assim, neste trabalho, foi possivel encontrar associacées entre 0s
polimorfismos génicos em apolipoproteinas e receptores de lipoproteinas e pacientes
com infec¢@o crbnica por HCV. O polimorfismo em APOAL rs964184 foi eleito 0 mais
promissor visto sua associacdo com caracteristicas do virus e com o metabolismo
lipidico do hospedeiro. Desta forma, mais estudos serdo necessarios para verificar se
essas variantes podem se tornar um possivel marcador de prognostico para ser

utilizado no manejo clinico em pacientes com hepatite C cronica.
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7. Perspectivas

Este trabalho apresenta as seguintes perspectivas:

e Aumentar o numero de individuos controles saudaveis (n = em torno de 100) e
coletar caracteristicas clinicas e demograficas para realizar as correla¢cdes com
seus respectivos genotipos e alelos. Selecionar individuos controles com faixa

etaria semelhante a dos pacientes com hepatite C;

e Associar outras variantes envolvidas nas patologias que podem influenciar na

gravidade dos pacientes com hepatite C crbnica;

e Inserir pacientes que foram tratados com diferentes esquemas terapéuticos:

terapia tripla e novos antivirais de acéo direta (DAAS);

e Inserir pacientes com hepatite C aguda;

e Continuar as genotipagens da regido em APOB rs676210 e tentar associar 0s

genotipos e alelos encontrados com as caracteristicas de pacientes com HCV.
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8. Conclusao

As frequéncias genotipicas e alélicas foram bem préximas ao que
consta no principal banco de dados de SNPs (SNPdb, NCBI) sobre a
populacéo latino-americana e a populagdo mundial.

Ndo foram vistas associacbes entre APOB rs1042034 e as
caracteristicas clinicas dos pacientes com HCV. Entretanto, no SNP em
APOAL1 rs964184 foi vista associacdo entre o alelo G (considerado de risco)
com maiores niveis de carga viral e triglicerideos. LDLR rs5925 teve o alelo T
associado a baixos niveis de triglicerideos e de VLDL-colesterol. Além disso,
foram encontradas correlagbes positivas e negativas entre diferentes
caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes.

Os estudos de polimorfismos ajudam a compreender os fatores
genéticos que influenciam em diversas doengas, bem como podem identificar o
risco que o individuo tem de desenvolver determinada patologia. A partir disso,
com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o SNP em LDLR
rs5925 foi associado ao perfil lipidico dos pacientes, enquanto a variante
genética mais promissora foi 0 SNP em APOAL rs964184, que tem potencial
para ser um bom biomarcador de prognéstico e, futuramente, auxiliar no

manejo clinico dos pacientes com HCV.
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ANEXOS

1- Aprovacédo 1 no Comité de Etica em Pesquisa (HUCFF-UFRJ)

@ UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Ad7  Hospital Universitirio Clementino Fraga Fillo
% Comissiio de Investigagio Clentifica/11E49/DG '

CI-229/05 - CIC/DG

Rio de Janeiro, 14 de dezembro de 2005

Do : Coordenador da CIC (Prof Armando Nogueira)

Ao:(a) Profa. Cristiane Alves Villela Nogueira

Servigo. Hepatologia
Prezado Pesquisador (a),

Tendo o seu projeto de pesquisa com o titulo * Hepatite Crénica C- Avaliagio da resposta
viral ao tratamento pelo método do PCR real time. Importancia da diversidade genética do HCV e
de polimorfismo génicos no diagndstico, prognodsticos, tratamento e no custo para o sistema de
sagde.” (Aprovado) no CEP e Cadastrado na CIC, com as seguintes numeragdes, CEP:166/05 ¢
CIC: 148/05,

Com isso, a CIC, oferece os seguintes servigos ao pesquisador, posters e consultona
estatistica, para projetos desenvolvidos totalmente ou parciaimente no HUCFF,

Agradecemos o envio do projeto a esta Comissdo e contamos com sua visita para que
possamos trabalhar em equipe, para o enriquecimento da pesquisa cientifica no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho.

Obs: Gostariamos de ressaltar que a partir de abril/03 a CIC, vem realizando o servigo de
PLOTAGEM, pelo qual é cobrado a quantia de RS 50,00 (cingiienta reais) para o papel fosco,
¢ RS 60,00 (sessenta reais) para o papel brilhoso com o fundo branco, ¢ RS 70,00(setenta reais)
brilhoso com o fundo colorido, para maiores informacdes telefonar para o ramal 2594.

Atencuosamenjf. "
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2- Aprovacao 2 no Comité de Etica em Pesquisa (HUCFF-UFRJ)

HOSPITAL UNIVERSITARIO
CLEMENTINO FRAGA FILHO %ﬂm
JHUCFF/ UFRJ
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO FPROJETO DE PESOUISA

Titulo da Pesquisa: Dreersidade genébca viral e de packentes com hepatite C, tratados ou ndo tratados com
antrvirais de agdo direta (DAAs) aspectos clinicos, genélicos & viroldgicos no
diagndstics, prognasticd & tratanvnts.,

Pesquisador: Rosane Sdva

Area Tematica:

Versbo: 2

CAAE: 51599214 4. 0000 5257

Instituicho Proponente: UNNVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRC
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRD
DADGS DO PARECER

Himero do Parecer: 1.395 987

Apresantacho do Projeto:
Protocolo 325-15. Respostas recebadas em 16.1.2016.
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3- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Anexo 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) Hospital Universitiario Clementino
Fraga Filho (HUCFF) SERVICO DE HEPATOLOGIA
Rua Rodolpho Paulo Rocco, 255 - Cidade Universitana - llha do Fundio - Rio de Janeiro -
RJ
CEP:21941-913
Sala 9E 36 Tel.: (21) 3938-2731

TERMO DE CONSENTIMENT( LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMACOES AO PARTICIPANTE DA PESQUISA

Antes que vocé decida participar deste estudo € importante que vocé leia com atengao
as informagées abaixo. Esta folha e as seguintes contém informagdes sobre coletas de sangue
que vocé poderd vir a fazer. O responsavel pelo estudo discutid com vocé e responderd a
qualquer divida que possa ter. Sua participacdo no estudo € voluntaria e vocé esta livre para

retirar-se do mesmo a qualquer momento.

Titulo do Estudo: Diversidade genética viral e de pacientes com hepatite C, tratados e nio
tratados com antivirais de acio direta (DAAs): aspectos clinicos, genéticos e virologicos

no diagnastico, prognastico e tratamento.

EXPLICACAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo que tem por objetivo avaliar a caracteristica do virus da hepatite
C ¢ de algumas caracteristicas dos participantes da pesquisa que podem influenciar no
diagnostico, prognostico ¢ resposta para a doenga que vocé tem diagnosticada: a hepatite C.
Antes, durante ¢ apos o seu tratamento vocé serda acompanhado pelo servigo de Hepatologia do
HUCFF-UFRJ através de exames clinicos e laboratonais em conformidade com a portania do
Mimistério da Saldde para o tratamento da hepatite C pelo SUS. Atraveés deste termo vocé esta
autorizando a realizagdo de seus marcadores genéticos como por exemplo alteragtes no material
genético (DNA) de alguns genes (como polimorfismos no gene de substincias liberadas pelo
sistema imunologico chamadas citocinas, como a da interleucina-28), além da determinagio de
caracteristicas virais, como de varnabilidade genética. Exames laboratoriais complementares,

como marcadores da fungio da tireoide, poderdo ser necessarios durante o estudo.
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OBJETIVOS

O objetivo deste estudo é verificar quais siio as caracteristicas genéticas ¢ clinicas, tanto
do paciente quanto do virus pelo qual estd infectado, importantes na avaliagio do
comportamento da hepatite C, nos pontos de vista de previsio (prognostico), tipo de tratamento
mais adequado, assim como resposta ao tratamento. Este estudo poderd ajudar a definir um
melhor tratamento para os pacientes gue apresentarem determinadas caracteristicas. Além
disso, o virus serd estudado e permitird identificar virus que scjam mais resistentes ao

tratamento.

PROCEDIMENTOS E USO DO MATERIAL BIOLOGICO

Conforme rotina do ambulatério, serio realizadas coletas de seu sanpgue para o
acompanhamento laboratonal da evolugdo do tratamento. Uma amostra armazenada em um
tubo contendo 3 mililitros (mL) do seu sangue sera utihizada na determinagio de vanagoes no
DMNA de genes, € outro tubo contendo 10 mililitros (10 mL) do seu sangue no estudo da 94
diversidade viral e eventuais exames laboratoriais complementares. E
necessdria a coleta em dois tubos diferentes para retirada de sangue total para anilise do DNA
¢ apenas do soro para estudar o virus. O matenal coletado sera armazenado no Laboratorio de
Metabolismo Macromolecular Firmino Torres de Castro do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, localizado no prédio do Centro de Ciéncias da Saide (CCS), da UFR]. A utilizacio do
seu material serd para o projeto em questio, porém podendo ser utilizado em pesquisas futuras.
Mas para isto, novo projeto sera submetido & avaliagio pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP). Da mesma forma, novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido {TCLE) sera

claborado e nova assinatura sua sera solicitada.

RISCOS

Dwrante os procedimentos de coleta de sangue, vocé podera apresentar um hematoma
imancha roxa) no local da pungio venosa para retirada do sangue a ser examinado. Parte das
coletas de sangue ja seriam realizadas independentemente do estudo, ja que sio necessdrias para

monitoramento clinico e terapéutico dos participantes da pesquisa.

EU TEREI DE FAZER VISITAS EXTRAS AO MEDICO?
Durante o seu tratamento vocé tera que realizar uma visita mensal no primeiro trimestre

jcom 4, B ¢ 12 semanas de tratamento), uma visita apos 24 semanas de inicio do tratamento,
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além de uma visita 12 semanas apos o fim do tratamento para definigdo de resposta. Antes,
durante ¢ apos o seu tratamento vocé sera solicitado a realizar exames de sangue. As coletas de
sangue se realizardo nas seguintes datas: (1) antes do inicio do tratamento, (2) 4 semanas, 8
semanas, 12 semanas ¢ 24 semanas apés o inicio ¢ (3) um ponto apés o fim do tratamento.
Conforme o antiviral utilizado no tratamento, podera haver alguma alteragdo no cronograma de

coleta.

POSSIVEIS BENEFICIOS

Vocé podera nio se beneficiar por participar deste estudo, porém vocé estara ajudando
os pesquisadores a compreender melhor esta infecgdo, o que podera resultar, no futuro, no
aperfeigoamento do tratamento das pessoas com esta doenga. Este estudo sera submetido ao
Comité de Etica ¢ Pesquisa desta Instituicdo. Sua realizagdo esta de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Saide (Resolugoes 196/6 ¢ 251/97) que assegura protecdo aos
voluntarios envolvidos em pesquisas biomédicas.

ORIENTACOES GERAIS

® Vocé nido ¢ obrigado a participar deste estudo. Vocé pode recusar-se a participar do
mesmo podendo deixa-lo a qualquer momento, sem ter que fornecer as razdes para tanto. Sua
decisdo nio afetara seu direito a assisténcia médica.

* O meédico pesquisador estara a sua disposigdo para esclarecer qualquer davida que
possa surgir a respeito do estudo. Vocé podera comunicar-se com: Dra. Cristiane A. Villela
Nogueira pelo telefone 3938-2731 para duvidas sobre o seu
acompanhamento clinico, ou Dra. Rosane Silva para davidas sobre marcadores genéticos ¢
laboratoriais, pelo telefone 2564-7364, ou Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), pelo telefone 3938-2480, de segunda a sexta-feira das 08:00 as 16:00 hs, ou email
cep@hucffufry.br.

¢ As informagoes pessoais obtidas a seu respeito durante o estudo permanecerdo
confidenciais.

e Se vocé decidir participar, sera necessario um consentimento por escrito.
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CONSENTIMENTO FINAL DO PARTICIPANTE DA PESQUISA

Titulo do Estudo: Diversidade genética viral e de pacientes com hepatite C, tratados
¢ nio tratados com antivirais de acio direta (DAAs): aspectos clinicos, genéticos e

viroldgicos no diagndstico, progndstico e tratamento

1. Li o documento de consentimento livre e esclarecido para este estudo. Recebi as informagoes
necessarias sobre a natureza, proposta do procedimento e o que sera esperado de mim. Minhas
dividas foram devidamente esclarecidas.

2. Concordo em participar deste estudo de forma totalmente voluntaria.

3. Vocé ¢ seu acompanhante, se for o caso, serdio ressarcidos em caso de despesa exclusiva com
esta pesquisa, como transporte e alimentagio, se necessario.

4. Informei ao médico sobre todas as doengas ¢ medicamentos anteriores ou atuais ¢ sobre
qualgquer consulta com outro médico nos ultimos trés meses.

5. A nmunha participacio neste estudo & voluntina, podendo recusar-me a participar ou retirar-
me do estudo a qualquer momento, sem penalidade ou perda dos beneficios

aos quais tenha direito.

6. Concordo que os resultados do estudo podem ser comunicados a comunidade cientifica e
publicados em revistas cientificas, mantendo em sigilo o meu nome € o meu enderego.

7. Autonzo comités de ética, autondades regulatorias locals ou estrangeiras, a examinarem, se

assim o desejarem, estes registros médicos para confirmacio das informagées coletadas.

Nome do participante da pesquisa ou representante legal

Assimatura Data

Pesquisador responsavel ou  pessoa  designada pele  pesquisador  responsavel

Assinatura Data
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