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Resumo

O virus da hepatite C (VHC), afecta aproximadamente 200 milhdes de
pessoas em todo o mundo, tendo uma prevaléncia global, com variabilidade
geografica, de 3%.

A infecgao pelo VHC é a principal causa de hepatite C crénica (HCC),
cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular.

As estatinas, inibidores do redutase do hidroximetilglutaril-coenzima A
(HMG-CoA), e principalmente a fluvastatina (FLV), tém um efeito supressor
viral. A FLV é metabolizada pelo citocromo P450 2C9 (CYP2C9). O estudo dos
polimorfismos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 deste CYP ¢é importante como forma de
avaliar se a resposta a uma futura terapia coadjuvante com FLV estara
relacionada com o efeito da estatina, que podera resultar da variagdo genética
individual.

O polimorfismo CYP2D6*4 do citocromo P450 2D6 (CYP2D6) foi
associado com a progressao da fibrose hepatica em pacientes com HCC, e
considerado um possivel biomarcador nao invasivo na identificagdo de
pacientes com susceptibilidade para estadios mais avancados de fibrose, numa
fase precoce da infecgao.

A osteopontina (OPN) é uma dlicoproteina acida fosforilada que
desempenha funcdes de citocina pré-inflamatéria e quimiocina na imunidade
celular. Na HCC correlaciona-se com a fibrose, a susceptibilidade para o
desenvolvimento de cirrose hepatica e com a resposta a terapéutica. Neste
trabalho sera estudado o polimorfismo C8090T da regiao codificante do gene da
OPN.

Os objectivos deste trabalho foram avaliar a frequéncia da variagao
genética destes polimorfismos num grupo de pacientes com HCC quando
comparada com a populagao controlo, e também a importancia destas variantes
na histéria natural da HCC.

Como conclusdes deste estudo destacam-se: nao foi possivel associar o
polimorfismo CYP2D6*4 com a histéria natural da HCC; relativamente a OPN,
no polimorfismo C8090T, o gendtipo CC estda associado a uma maior
susceptibilidade no desenvolvimento de HCC; no CYP2C9, a heterozigotia para

as variantes CYP2C9*2 e CYP2C9*3 parece ser protectora em relacdo a



existéncia de esteatose, e a progressdo para graus mais avangados de
esteatose e estadios de fibrose, e como o grupo de pacientes com HCC ¢é
constituido predominantemente por metabolizadores extensivos (normais),
parece adequada a utilizagdo de fluvastatina como adjuvante a terapéutica

padrao.

Palavras-chave: hepatite C cronica, polimorfismos CYP2C9 e 2D6,

osteopontina, fibrose



Abstract

Hepatitis C virus (HCV), is estimated to affect approximately 200 million
people worldwide, and has a global prevalence of 3% with geographical
variability.

HCV infection is a major cause of chronic hepatitis C (CHC), liver cirrhosis
and hepatocellular carcinoma.

Certain hydroxy-methyl-glutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase
inhibitors (statins), most notably fluvastatin (FLV) have demonstrated a markedly
viral suppressive effect. FLV is metabolized by the cytochrome P450 2C9. The
study of CYP2C9*2 and CYP2C9*3 polymorphisms of this CYP is particularly
relevant in order to evaluate if the response to a future coadjuvant therapy with
FLV will be related with the drug effect, that could be a result of individual
genetic variation.

The CYP2D6*4 polymorphism of cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) was
associated with an accelerated rate of hepatic fibrosis in patients with CHC.
CYP2D6*4 might be used as a genetic non-invasive biomarker, enabling
identification of HCV-infected patients that are prone to develop cirrhosis early in
the course of the infection.

Osteopontin  (OPN) is a phosphorylated acidic glycoprotein with
proinflammatory cytokine and chemokine functions in cell-mediated immunity. In
viral hepatitis, osteopontin correlates with fibrosis, susceptibility to development
of liver cirrhosis and response to therapy. In this study, will be investigated the
polymorphism C8090T in the coding region of OPN gene.

The aims of this work are to evaluate the frequencies of the genetic
variation of these polymorphisms in patients with CHC when compared to a
control group, and also the importance of these variants in the natural history of
CHC.

In this study it was not possible to associate the CYP2D6*4 polymorphism
with CHC natural history; regarding to OPN, in the C8090T polymorphism, the
CC genotype is associated with major susceptibility to CHC development; in
CYP2C9, the heterozygosity for CYP2C9*2 and CYP2C9*3 variants seems to be
protective relatively to steatosis existence and progression and fibrosis stage,

and given the predominance of extensive metabolizers (normal) in the CHC



patients, the use of FLV as adjuvant to standard therapy seems to be

appropriate.

Key words: Chronic hepatitis C, CYP2C9 and 2D6 polymorphisms,

osteopontin, fibrosis
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1. Introdugdo

1. Introducgao

1.1. Virus da hepatite C (VHC)

1.1.1. Classificagao do VHC e variabilidade genética

O VHC é um virus isocaédrico pertencente a familia Flaviviridae e é o
membro protétipo do género Hepacivirus (Griffin et al., 2009; Pezacki et al.,
2010).

O genoma do VHC consiste numa molécula de acido ribonucleico (RNA)
de cadeia simples e polaridade positiva, com aproximadamente 9,6 kb,
composta por uma regido 5 nao codificante (5-NCR); uma grelha de leitura
(ORF), que codifica uma proteina precursora de aproximadamente 3000
aminoacidos; e uma 3-NCR (Burlone & Budkowsk, 2009; Moradpour et al.,
2007). A regido 5-NCR possui um local interno de entrada do ribossoma
(IRES), responsavel pela tradugédo da proteina viral, que é clivada co- e pos-
traducionalmente em 3 proteinas estruturais (core, E1 e E2) e 7 n&o estruturais
(p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,NS5A e NS5B-RNA polimerase dependente do
RNA (RdRp)), por proteases virais e do hospedeiro. As proteinas estruturais,
com o genoma de RNA, e as p7 e NS2 formam as particulas virais, enquanto
as proteinas nao estruturais NS3 a NS5B estdo envolvidas no metabolismo do
hospedeiro e na replicagcdo do RNA viral (Figura 1) (Appel et al., 2006; Burlone
& Budkowsk, 2009; Griffin et al., 2009).
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Figura 1 - Modelo estrutural (a) e organizagdo gendémica (b) do VHC (adaptado de
Anzola & Burgos, 2003)

A infeccdo pelo VHC é um processo altamente dinamico, e esta
associada a uma semi-vida viral de apenas algumas horas e uma produgéo e
libertagdo de aproximadamente 10'? particulas virais por dia num individuo
infectado. Esta elevada actividade replicativa, juntamente com a auséncia do
mecanismo de correcgao de erros (fungcéo de proof-reading) da RdRp viral, sdo
a base da elevada variabilidade genética do VHC (Moradpour et al., 2007).

Os VHC isolados podem ser classificados em gendtipos e subtipos.
Existem 6 genodtipos principais que diferem em média 30-35% na sua
sequéncia nucleotidica, estando a maior variabilidade concentrada em regides
como as glicoproteinas E1 e E2, enquanto as sequéncias do gene do core e
alguns genes de proteinas nao estruturais, como a NS3, sdo mais
conservadas. A menor variabilidade da sequéncia é encontrada na 5-NCR,

onde sequéncias especificas e estruturas secundarias de RNA sédo necessarias
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1. Introdugéo

para as fungdes de replicagao e tradugao (Moradpour et al., 2007; Simmonds,
2004).

Dentro de um gendtipo do VHC, podem ser definidos varios subtipos
(designados por a, b, c, etc.) que diferem 20-25% na sua sequéncia
nucleotidica. O termo quasiespécies refere-se a heterogeneidade da populagao
de genomas do VHC que coexiste num individuo infectado (Moradpour et al.,
2007).

1.1.2. O VHC e o seu ciclo de vida

1.1.2.1. Estrutura do viriao

As particulas virais infecciosas, de 40-70 nm de didmetro, sao
constituidas por uma nucleocapside, que contém multiplas copias da proteina
do core e RNA gendmico; a estrutura interna estd circundada por uma
bicamada fosfolipidica, onde estdo ancoradas as glicoproteinas E1 e E2. A
proteina do core e as glicoproteinas do envelope E1 e E2 sdo consideradas os
principais componentes proteicos do virido (Figura 1) (Burlone & Budkowsk,
2009; Moradpour et al., 2007).

O VHC circula de varias formas no hospedeiro infectado, podendo estar
associado a lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) e lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDLs), que representam a fracgdo infecciosa, podendo
também circular como virides ligados a imunoglobulinas e virides livres
(Moradpour et al., 2007). Contudo, ndo € conhecida a natureza exacta desta

associacao (Burlone & Budkowsk, 2009).

1.1.2.2. Entrada do VHC na célula

Os unicos hospedeiros conhecidos susceptiveis a infecgao pelo VHC sao
os humanos e os chimpanzés. Apesar de hepatotréfico, o VHC também é
capaz de infectar as células do sistema imunitario, nomeadamente, os linfocitos
CD4+ e CD8+, as células B e os mondcitos (Burlone & Budkowsk, 2009;
MacParland et al., 2009; Moradpour et al., 2007).

A entrada do virus é definida como a etapa de ligagcao da particula viral a
superficie da célula do hospedeiro até a libertagdo do genoma viral para o seu
local de replicacéo no interior das células alvo, que no caso do VHC, sdo os

hepatdcitos (Figura 2) (Moradpour et al., 2007).
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Figura 2 - Ciclo de vida do VHC: (a) Entrada das particulas virais do VHC por
endocitose, mediada por uma cascata de interacgbes com receptores da superficie
das células; (b) apdés a entrada, o RNA viral é libertado e (c) dirige-se para os
ribossomas, onde os polipéptidos do VHC séo traduzidos e processados; (d) ocorre a
replicagéo viral; (e) montagem; (f) maturagéo e libertagdo do virido (adaptado de
Pezacki et al., 2010).

Os potenciais receptores do VHC incluem, o receptor das LDL (LDLR), a
tetraspanina humana CD81, o receptor SR-BI, as lectinas dendritic cell-specific
intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrine (DC SIGN) e as suas
homdlogas liver/lymph node-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing
integrin (L SIGN), o receptor da asialoglicoproteina (ASGPR), os
glicosaminoglicanos e a claudina-1. O LDLR é um importante candidato devido
a associacdo do VHC com as LDLs e VLDLs (Bartosch & Cosset, 2006;
Moradpour et al., 2007).

Na superficie da célula hospedeira, os glicosaminoglicanos (sulfato de
heparano), o LDLR e outras moléculas envolvidas na ligacdo de lipoproteinas

séricas e no metabolismo, podem mediar a sua interacgcdo inicial.
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Posteriormente, o VHC entra por endocitose mediada pela clatrina com
passagem através de um compartimento endossomal, de baixo pH e
presumivelmente por fusdo da membrana endossomal (Moradpour et al., 2007,
Tang & Grisé, 2009).

A etapa seguinte envolve a descapsidacdo e libertacdo dos
componentes da particula do virido, que inclui a cadeia positiva de RNA
gendémico do VHC, algumas proteinas nao estruturais e, em alguns casos,
proteinas do hospedeiro, incluindo as LDL. O RNA viral dirige-se entao para os
ribossomas, onde os polipéptidos do VHC sao traduzidos e processados
(Burlone & Budkowsk, 2009; Dubuisson et al., 2008; Pezacki et al., 2010).

Apds a maturagdo das proteinas individuais do VHC, o virus provoca
alteragbes nas membranas da célula hospedeira, resultando em redes
membranares derivadas do reticulo endoplasmatico (RE). Estas membranas
alteradas tornam-se locais de replicacdo do VHC, que é realizada pela RdRp.
As cadeias negativas de RNA sdo produzidas, servindo como moldes para a
sintese das novas cadeias positivas de RNA gendémico (Pezacki et al., 2010).

Os locais de replicagao situam-se no RE, préximos do local de formagéao
das goticulas lipidicas (LDs) (Miyanari et al., 2007; Moradpour et al., 2007).

A montagem do virus procede, sendo iniciada pela proteina do core do
VHC, que interage fortemente com as LDs (Figura 2). Considera-se que, a
montagem da particula viral ocorre nas LDs junto ao RE, estando este
processo em conjugagdo com a sintese de particulas VLDL (Figura 2)
(Gastaminza et al., 2008).

1.2. Hepatite C crénica (HCC)

A infecgao pelo VHC é a principal causa de hepatite C crénica (HCC),
cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (Moradpour et al., 2007).

A infecgdo primaria € predominantemente assintomatica e a insuficiéncia
hepatica fulminante é rara neste contexto. O RNA do VHC presente no soro
pode ser identificado 7-21 dias apds a exposicao, pela reaccao em cadeia da
polimerase (PCR). Neste periodo ocorre um declinio no nivel de virémia,

registando-se uma subida do nivel de transaminases séricas, alanina
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aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). A seroconversao
ocorre normalmente apds 2-8 semanas (Freeman et al., 2001).

Durante o processo infeccioso € induzida tanto a resposta imunitaria
inata como a adaptativa, permitindo que a eliminacdo natural do virus ocorra
em 20-30% dos pacientes com hepatite aguda. Contudo, em 70-80% dos casos
a infeccao persiste, estando normalmente associada a lesbes hepaticas
cronicas progressivas (HCC) (Freeman et al., 2001; Negro, 2010; Tardif et al.,
2005).

A maioria dos pacientes com VHC persistente apresenta evidéncias
bioquimicas e histolégicas de hepatite, tipicamente assintomaticas, ou fadiga
ligeira. A HCC pode desencadear um espectro de manifestagdes clinicas nas
quais se incluem a esteatose, a fibrose, a cirrose e o carcinoma hepatocelular
(Tardif et al., 2005).

Aproximadamente 20% dos individuos infectados pelo VHC
desenvolvem cirrose apdés um periodo médio de 20 anos, e 1-4% destes
podem, eventualmente, desenvolver carcinoma hepatocelular, em média 30
anos apos a infecgdo (Raimondi et al., 2009).

A progressao habitual da doenga hepatica em pacientes com HCC
resulta num processo de inflamagao acompanhado por necrose periportal e
fibrose (Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009).

A inflamacéao provocada pelo virus € responsavel pela estimulagao das
células estreladas, resultando na deposicdo de fibras de colagénio e
consequente, fibrose hepatica. Através de um aumento de citocinas
inflamatdrias e de um efeito citopatico directo, as células T induzem a apoptose
dos hepatdcitos (Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009).

Contudo, o espectro de gravidade é bastante variavel, assim como, a
progressdo para a cirrose hepatica. Esta heterogeneidade depende
essencialmente de factores do hospedeiro e ambientais, embora a contribuigédo
das caracteristicas do virus, como o tipo de gendtipo, tenha actualmente
adquirido maior importancia (Negro, 2010).

Relativamente ao gendtipo do virus, o gendtipo 1b estad associado a um
maior risco no desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, sendo maior o
risco nos estadios mais precoces de doenca hepatica quando comparado a

individuos com cirrose hepatica (Raimondi et al., 2009).
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Os co-factores que influenciam a gravidade e progressao da HCC,
incluem idade avangada, género masculino, co-infecgdes com outros virus
hepatotrépicos, virus da hepatite B (VHB) e/ou virus da imunodeficiéncia
humana (VIH), consumo excessivo de alcool, tabagismo, cirrose hepatica,
estadio avancado de fibrose, elevado score de actividade histolégica, elevados
niveis séricos de ALT e AST, e também, sindrome metabdlica (Negro, 2010;
Raimondi et al., 2009).

1.3. Esteatose - o metabolismo dos lipidos

A esteatose hepatica, ou figado gordo, é definida como uma acumulagéo
excessiva de lipidos no citoplasma das células hepaticas, sendo reconhecida
como uma causa significativa de fibrose/cirrose (Fierbinteaunu-Braticevici et al.,
2009; Hwang et al., 2011).

A prevaléncia de esteatose hepatica é mais frequente em pacientes com
HCC do que na populagdo em geral onde se estima afectar 20% a 30% dos
adultos (Asselah et al., 2003).

Em pacientes com HCC, a prevaléncia de esteatose varia entre 40% e
80%, dependendo do consumo de alcool, excesso de peso, diabetes mellitus
(DM) e outros factores de risco (Negro, 2010).

A associacao patogénica entre a infeccao VHC e a esteatose hepatica é,
portanto, uma condi¢gao multifactorial (Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009).

Podem co-existir dois tipos de esteatose, a esteatose induzida pelo virus
e a esteatose metabdlica associada ao hospedeiro (Brunt & Tiniakos, 2001;
Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009).

A esteatose metabdlica, consequéncia da disfungdo mitocondrial
envolvida no processo de -oxidagédo dos acidos gordos, esta relacionada com
factores de risco como a obesidade, a dislipidémia e a sindrome metabdlica.
Este tipo de esteatose, em pacientes com HCC, é normalmente independente
do gendtipo do VHC. Nestes pacientes existem varios factores associados a
esteatose hepatica, incluindo o consumo de alcool, idade avangada, elevado
indice de massa corporal (IMC), obesidade e dislipidémia ou diabetes mellitus
(DM). (Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009).
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A resisténcia a insulina (RI) e a DM tém um papel chave no
desenvolvimento de esteatose hepatica e de esteato-hepatite, em pacientes
infectados pelo VHC, particularmente nos infectados com o virus de gendétipo
nao-3. A DM aumenta o risco de contrair esta infecgdo (Fierbinteaunu-
Braticevici et al., 2009).

A esteatose metabdlica ndo é induzida pelo VHC, mas a combinagao
desta com a presenca do virus esta associada a uma progressao acelerada
para fibrose (Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009).

A RI resulta em alteragdes no metabolismo dos lipidos (lipdlise periférica,
aumento da sintese de triglicéridos, aumento da absorgéo hepatica de acidos
gordos), podendo contribuir para a acumulagéo de triglicéridos hepatocelulares
(Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009; Sanyal et al., 2001). A excessiva
acumulagdo de lipidos no figado estd sujeita ao ataque pelas espécies
reactivas de oxigénio (EROs), levando a peroxidagao lipidica (Ciriolo et al.,
1997; Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009).

A RI tem dois mecanismos principais: a lipdlise e a hiperinsulinémia. A
lipdlise aumenta os acidos gordos circulantes. O aumento da absor¢ado de
acidos gordos pelos hepatécitos leva a uma sobrecarga da [-oxidacao
mitocondrial, com a consequente acumulagdo de acidos gordos nos
hepatocitos (Angulo, 2002). A hiperinsulinémia resultante da Rl aumenta a
sintese de acidos gordos nos hepatdcitos acompanhada pela diminuicdo da
producao hepatica da apolipoproteina B-100 (apoB-100). Os acidos gordos
hepaticos sdo normalmente esterificados em triglicéridos, alguns dos quais sao
exportados para fora dos hepatécitos como VLDLs. O nivel aumentado de
lipidos, principalmente na forma de triglicéridos nos hepatécitos, resulta num
desequilibrio entre os sistemas enzimaticos que promovem a absorgao e
sintese de acidos gordos, levando a oxidagao e exportacédo de acidos gordos
(Figura 3) (Asselah et al., 2003; Sanyal et al., 2001).
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A associagao entre a Rl e a esteatose é bastante importante dado o risco
acumulado para fibrose e a diminuicdo da resposta virologica a terapéutica

antiviral (Letteron et al., 1996).
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Figura 3 - Fisiopatologia da esteatose. A acumulagdo de acidos gordos no figado
resulta principalmente de quatro causas: 1) aumento da absorgéo hepatica de acidos
gordos; 2) aumento da glicolise; 3) diminuicdo da eliminagdo de acidos gordos devido
a diminuicao da B-oxidagao; e 4) diminuicao da exportagdo de acidos gordos ligados a
apoB-100 como VLDL (adaptado de Asselah et al., 2003).

Na HCC, a fibrose/cirrose hepatica e a inflamagao estdo associadas com
o aumento da producédo de EROs (Farinati et al., 1999). Este stress oxidante
induz lesdes hepaticas e peroxidacao lipidica das membranas, com formacéao
de malonaldeido (MDA) e deplegcdo de glutationo reduzido (GSH)
(Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009).

A progressdo para fibrose pode ocorrer através de mecanismos nao
inflamatorios: peroxidacéo lipidica induzida pelo VHC, aumento da producgao de
radicais livres, activagcao secundaria das células estreladas e producao de

colagénio (Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009).
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Em pacientes infectados pelo genétipo 1 do VHC, o stress oxidativo e a
resisténcia a insulina (RI) contribuem para a ocorréncia de esteatose, que por
sua vez agrava a resisténcia a insulina e o stress oxidativo e acelera a
progressao da fibrose. Em contraste, em pacientes infectados pelo gendtipo 3
do VHC, a esteatose é induzida principalmente por efeitos citopaticos directos
do virus (Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009; Hwang et al., 2011).

A esteatose é mais frequente e mais grave em pacientes infectados com
o gendtipo 3 do VHC, que estara directamente envolvido na acumulagéo de
triglicéridos nos hepatdcitos (esteatose “viral”). Esta interpretacédo resulta do
facto da gravidade da esteatose se correlacionar com o nivel de replicagao
viral, e o figado gordo diminuir significativamente ou mesmo desaparecer
quando os pacientes s&o tratados com sucesso com antivirais (Negro, 2006).

Assim, a gravidade da esteatose esta directamente relacionada com a

carga viral (Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009).

1.4. Resposta imunitaria

A resposta imunitaria do hospedeiro a infeccao pelo VHC consiste numa
resposta imunitaria ndo especifica, que inclui a producao de interferdao (IFN) e a
actividade das células natural killer (NK), assim como numa resposta imunitaria
especifica do virus com componentes humorais e celulares. A depuracao
espontanea da infecgao pelo VHC, que ocorre em cerca de 20% dos individuos
infectados agudamente, esta associada com uma resposta imunitaria celular
amplamente especifica e vigorosa (Teixeira et al., 2007).

A resposta imunitaria celular parece desempenhar um papel nos efeitos
virolégicos, durante a infecgdo aguda, baseado numa forte associagcdo da
resposta vigorosa sustentada e antiviral multiespecifica das células T CD4+ e
CD8+, com eliminag&o do virus (Teixeira et al., 2007).

A principal funcao das células T CD4+ é a fungao reguladora, através da
modulagao da actividade de células B antigenio-especificas, perfil T helper type
2 (Th2), e das respostas das células T CD8+, perfil T helper type 1 (Th1),
através da secrecgao de linfocinas (Gremion & Cerny, 2005).

As células T CD8+ sido importantes na eliminagcao viral através da

utilizacdo da morte directa das células infectadas e mecanismos nao
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citotoxicos, tais como, a secregdo de citocinas antivirais (IFN-y ou factor de
necrose tumoral- a (TNF-a)) (Gremion & Cerny, 2005).

Apds a depuragado, a resposta vigorosa das células T CD4+ contra o
VHC é mantida por varios anos, enquanto a resposta das células T memoria
CD8+ pode ser mantida com eficiéncia variavel (Chang, 2003).

Nos pacientes que progridem para a infecgdo crénica estabelecida,
desconhece-se a razao pela qual a resposta inicial falha no controlo da virémia.
As respostas imunitarias relativas a fase aguda tém-se apresentado diminuidas
ou quantitativamente fracas em alguns individuos que permanecem infectados
persistentemente, sendo a infeccdo cronica caracterizada por baixas
frequéncias de células T CD8+ em sangue periférico (Teixeira et al., 2007).

Embora o figado tenha o potencial para eliminar respostas das células T
antigenio-especificas, tém sido produzidas linhas de células T CD8+
especificas do VHC a partir de figado de humanos e chimpanzés infectados
cronicamente, sugerindo que a eliminagéo dos linfocitos especificos do VHC do
figado ndo é universal nem necessaria para a persisténcia do virus (Crispe,
2003; Erickson et al., 1993; Koziel et al., 1992; Wong et al., 1998).

Entdo, a sobrevivéncia do VHC, apesar das células T CD8+ especificas
do virus, pode ser devida a fungdes celulares efectoras debilitadas
(proliferagao, secrecao de citocinas, actividade citolitica), exaustao de células
T, ou disfuncdo de células dendriticas. A persisténcia do VHC pode estar
facilitada principalmente pela evolugdo viral ao longo da infecgdo (Teixeira et
al., 2007).

Em pacientes com HCC tém sido registadas anomalias na imunidade
humoral, destacando-se um aumento nos isétipos séricos da imunoglobulina
(Ig), 1gG, e as suas subclasses IgG1 e IgM (El-Kady, 2004).

Estudos recentes que destacam a interacgdo funcional mutua entre as
células NK, células dendriticas e células T tém conduzido a uma reavaliagédo do
papel importante desempenhado pelas células NK na regulagédo e manutencao
das respostas imunitarias, colocando-as no centro das estratégias imunitarias
de resposta (Golden-Mason et al., 2006).

As células NK sao células efectoras antivirais importantes contra o VHC
através da morte directa e produgdo de citocinas. Estas células séo

necessarias para a funcao citolitica das células T especificas do virus, tendo
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também a capacidade de induzir directamente a apoptose de hepatécitos
infectados pelo virus (Teixeira et al., 2007).

Vérios estudos sugerem que a persisténcia do VHC pode estar
associada a respostas deficientes das células NK in vivo na periferia do/e no
figado. Um estudo sugeriu que as diferencas existentes nas células NK, na
resolugao da infeccdo da HCC, poderiam ser controladas geneticamente até
um certo ponto (Teixeira et al., 2007).

Como muitos outros virus, o VHC tem desenvolvido estratégias para
evitar a sua detecgao e eliminagdo por estas células (Golden-Mason et al.,
2006). Evidéncias clinicas demonstram que pacientes infectados, com fung¢des
imunitarias suprimidas e baixa actividade das células NK, apresentam uma
progressdao acelerada da fibrose hepatica (Teixeira et al, 2007).
Adicionalmente, as células NK desempenham papéis importantes na supressao
da fibrose hepatica em humanos quando activadas pelos IFN-a ou IFN-y (Gao,
2005; Safdar & Schiff, 2004). Os estimuladores da actividade das células NK,
tais como terapéuticas com IFN-a e IFN-y, podem ter efeitos benéficos ndo sé
na eliminagdo do virus, mas também na supressao da fibrose hepatica. Em
conjunto, estes estudos sugerem fortemente que a faléncia na eliminagdo do

VHC pode resultar da fungéo debilitada das células NK (Teixeira et al., 2007).

1.4.1. Contribuigcdao genética da osteopontina

A osteopontina (OPN) humana é um polipéptido de cadeia simples (314
aminoacidos) com um peso molecular de aproximadamente 32 kDa, o seu
gene tem sete exdes e localiza-se no cromossoma quatro (4921-925)
(Okamoto, 2007).

A OPN, também denominada early T lymphocyte Activation (Eta-1), é
uma fosfoproteina 1 secretada (SPP-1, specific secreted phosphoprotein-1) nao
colagenosa da matriz celular, que estd envolvida na patogénese de varias
doencas inflamatérias e fibroticas. A OPN compreende multiplos dominios
funcionais, com um alto teor de acido sialico, um dominio rico em aspartato, um
dominio de ligagdo ao calcio, um local de clivagem pela trombina e muitos
residuos com consenso para a fosforilacdo, tais como uma sequéncia de

ligacao a integrina RGD (arginina-glicina-acido aspartico), que desempenha um
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papel chave em varias doengas inflamatoérias (Honsawek et al., 2010; Lorena et
al., 2006; Okamoto, 2007).

A OPN é uma glicoproteina acida fosforilada produzida ou secretada
pelos osteoblastos, osteoclastos, macréfagos, células T, células NKT (natural
killer T), células hematopoiéticas, fibroblastos, células do miocardio, e outros
tipos de células (Honsawek et al., 2010; Hummelshoj et al., 2006; Okamoto,
2007). Possui fungdes de citocina pro-inflamatéria e quimiocina na imunidade
celular e esta envolvida em varios acontecimentos patolégicos e fisiologicos,
tais como, adesdo celular, proliferagdo, migracao ou infiltracdo celular,
inflamacao, inibicdo da apoptose, remodelacdo vascular, cicatrizagao de
feridas, e reconstituicdo das matrizes extracelulares (ECMs) na metastase
tumoral. A OPN induz a acumulagao das ECMs através da ligagao ao colagénio
tipo 1, fibronectina e a osteocalcina, contribuindo para a fibrose dos tecidos
(Honsawek et al., 2010; Okamoto, 2007; Renkl et al., 2005).

Também estimula a proliferacado das células T e induz as células T e os
macrofagos a expressar outras citocinas Th1 durante a inflamagao (Honsawek
et al., 2010). A OPN converte a polaridade das células T a tipo Th1. A OPN
esta envolvida no aparecimento de doencas auto-imunes, como a artrite
reumatodide e doencas granulomatosas incluindo a sarcoidose (Hummelshoj et
al., 2006).

O factor de transcricao T box expresso nas células T (T-bet) é o principal
coordenador da expressao de genes das células T que iniciam a imunidade tipo
1 e é essencial para a polarizacdo em células Th1 (Miossec et al., 2009). Isto é
fundamental para a expressdo de OPN nas células dendriticas plasmocitdides
(PDC) e regula a expressdo de OPN nos linfécitos (Diao et al., 2008; Szabo &
Dolganiuc, 2006). A expressdo de OPN dependente do T-bet é essencial para
o desenvolvimento da polarizacdo de T CD4+ e T CD8+, Th1 e Tc1
respectivamente. Existem locais de transactivacdo para T-bet na regido
promotora do gene da OPN (Szabo et al., 2000; Szabo et al., 2002; Szabo et
al., 2003).

A OPN promove o fenoétipo Th1 e inibe as respostas Th2 (Xanthou et al.,
2007). Alguns factores como a presenga de grupos fosfato ou o tipo de
estimulo antigénico (primario ou secundario) influencia este efeito (Shinohara et
al., 2006; Xanthou et al., 2007).

-13-



1. Introdugéo

A OPN tem sido associada a varios tipos de cancro, como na progressao
do carcinoma hepatocelular, e também em doengas com excessiva polarizagao
Th1, tais como, esclerose multipla, artrite reumatoide, fibrose pulmonar (Kramer
et al., 2005; Renkl et al., 2005; Serlin et al., 2006), doenca de Crohn (Sato et
al., 2005), cirrose biliar primaria (Panoutsakopoulou et al., 2001), hepatite
alcodlica (Ramaiah & Rittling, 2008) e resposta a terapéutica da HC (Naito et
al., 2005), eliminacao do VHB e/ou ocorréncia de HCC (Shin et al., 2007).

A OPN medeia a inflamagéo e a carcinogénese. A sua expressao esta
aumentada em obesos e correlaciona-se com a resisténcia a insulina e
esteatose. A OPN desencadeia a fibrogénese; efeito demonstrado in vitro, em
modelos animais in vivo, € em doencgas hepaticas humanas. A activacao das
células estreladas hepaticas esta associada com o aumento da regulagéo da
OPN; adicionalmente, a incubagao destas com OPN induz efeitos migratérios e
proliferativos como a producdo de colagénio e aumento da regulacédo do
receptor do factor de transformacado de crescimento-f (TGF-B). Na hepatite
viral, a OPN correlaciona-se com a fibrose e o risco e gravidade da cirrose
hepatica. Esta também esta ligada a indugao de células ovais e carcinogénese
hepatica e esta associada com reducido da sobrevivéncia em individuos com
carcinoma hepatocelular (Machado & Cortez-Pinto, 2011).

Em individuos com esteato-hepatite ndo alcodlica, os hepatdcitos sofrem
apoptose, e como a sua capacidade regenerativa é afectada, produzem o
ligante hedgehog (Hh), que actua na via paracrina, nas células ovais e
estreladas: a proliferacao das células ovais € a base da regeneracgéo, e a
activagao das células estreladas nos miofibroblastos € a base da fibrogénese;
assim, a regeneracgao e fibrogénese progridem lado a lado. A OPN tem sido
associada a fibrose e cirrose avangada (carcinogénese hepatocelular), o que
pode indicar uma reparagao e resposta regenerativa desreguladas (Machado &
Cortez-Pinto, 2011).

A expressdo da OPN é aumentada em resposta a stress ou lesdo de
tecidos, evidenciando um papel importante na regulacdo da inflamagéo,
remodelacdo de tecidos, e sobrevivéncia celular. A OPN é expressa pelas
células do epitélio biliar no figado humano normal. A sua expressdao é
aumentada no figado durante inflamagcdo aguda, principalmente nos

macrofagos (Lorena et al., 2006).
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A administragdo de tetracloreto de carbono (CCls) mostrou aumentar a
expressao de OPN em figado de ratinhos (Kawashima et al., 1999; Lorena et
al., 2006). OPN recombinante também activou a migracdo in vitro de
macrofagos hepaticos de rato, enquanto in vivo, os niveis de infiltracdo dos
macrofagos no figado lesado foram reduzidos em ratinhos knockout do gene da
OPN (Kawashima et al., 1999). Estas descobertas indicam que a OPN pode
estar envolvida na iniciacao de reacgdes inflamatdrias no figado e activagao da
fibrose hepatica (Honsawek et al., 2010).

Relativamente a HCC, existem poucos dados sobre o papel da OPN
nesta patologia. Polimorfismos genéticos na regido promotora (nt-443) foram
relacionados com a actividade histolégica e a resposta a terapéutica (Mochida
et al., 2004; Naito et al., 2005). Neste sentido, seria interessante analisar o
efeito do polimorfismo C8090T da regido codificante do gene da OPN, que é

também um factor do hospedeiro, na HCC.

1.5. Epidemiologia e variabilidade genética do VHC

O virus da hepatite C (VHC), identificado em 1989, afecta
aproximadamente 200 milhdes de pessoas em todo o mundo, tendo uma
prevaléncia global de 3%. Em Portugal estima-se que aproximadamente 150
mil pessoas sejam portadoras do VHC (Hwang et al., 2011; Marinho et al.,
2001; Tang & Grisé, 2009).

Apesar de endémico em todo o mundo, o VHC apresenta uma grande
variabilidade na sua distribuicdo geografica (Figura 4). Os paises com maiores
taxas de prevaléncia localizam-se na Asia e em Africa; as areas com menor
prevaléncia incluem os paises industrializados da América do Norte, Europa do
Norte e Ocidental, e Australia (Shepard et al., 2005).
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Figura 4 - Prevaléncia estimada da infecgao pelo VHC por regides da OMS (adaptado
de Shepard et al., 2005).

Os principais factores de risco, responsaveis pela transmissdo do VHC
em todo o mundo, sao transfusdées sanguineas de dadores nao seleccionados,
consumo de drogas intravenosas (IDU), injec¢des terapéuticas inseguras, e
outras praticas relacionadas com os cuidados de saude, como procedimentos
médicos invasivos e cirurgicos (Esteban et al., 2008; Shepard et al., 2005).

Nos paises mais desenvolvidos a fonte predominante de novas infeccées
pelo VHC, dentro das suas fronteiras e nas ultimas décadas, é o uso de drogas
injectaveis. No mundo em desenvolvimento, as injecgbes terapéuticas e as
transfusdes sao provavelmente os principais modos de transmissao,
especialmente em paises onde as taxas de seroprevaléncia especificas por
idade apontam para um maior risco continuo da infecgdo. Nos paises
desenvolvidos com elevada seroprevaléncia nos grupos etarios mais velhos, as
injecgbes terapéuticas tiveram um papel importante na transmissao do VHC ha
30-50 anos atras, e podem persistir como uma importante causa em regides
isoladas, hiperendémicas (Shepard et al., 2005).

Varios cofactores tém sido associados a progressao acelerada da fibrose
hepatica entre os infectados com VHC, ou com o aumento da incidéncia de
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complicacbes da doenca hepatica cronica e carcinoma hepatocelular,
relacionadas com o virus. Nestes cofactores incluem-se o sexo masculino,
idade avancada aquando a aquisicao da infeccdo pelo VHC, obesidade, co-
infeccao pelo VIH e/ou VHB, e consumo de alcool (Shepard, 2005).

Apesar do numero limitado de estudos populacionais baseados nha
prevaléncia da infeccao, especifica por idade, foram identificados trés padrées
de transmissao na Europa (Esteban et al., 2008).

No Norte da Europa a epidemia foi transmitida principalmente pelo
consumo de drogas intravenosas (IDU). Com uma prevaléncia global entre 0,1
e 1, nestes paises as infec¢gdes mais prevalentes registam-se entre os
individuos com 30-50 anos de idade. Na Europa Central, a prevaléncia do VHC
€ intermédia, variando de 0,2% na Holanda a 1,2 em Franca. No Sul da
Europa, a prevaléncia global varia entre 2,5% e 3%. Nos paises de Leste os
dados epidemiolégicos da populagdo em geral sao limitados. A incidéncia de
HC aguda estava a aumentar em meados dos anos 90 entre individuos com
15-29 anos, como resultado da epidemia do IDU em varios paises de Leste
(Esteban et al., 2008).

Os seis gendtipos do VHC tém diferentes distribuicdes geograficas.
Enquanto algumas variantes estao distribuidas por todo o mundo, outras estao

limitadas a regides geograficas especificas (Figura 5) (Webster et al., 2000).

1b,2a,3a

1.2
1a,1b,2 y\

5a

Figura 5 — Distribuicdo mundial dos gendtipos e subtipos do VHC (adaptado de
Webster et al., 2000).
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Os gendtipos 1a, 1b e 3a do VHC sdo altamente prevalentes
(“epidemia”), estando presentes em todo o mundo. Estas variantes difundiram-
se rapidamente pelo mundo nos ultimos 30-70 anos, como resultado da
transmissdo através de sangue e derivados de sangue infectados e IDU, e
actualmente representam a grande maioria das infeccbes nos paises
ocidentais. Contrariamente a estas variantes, com niveis de variacdo genética
relativamente baixos, existem outras altamente divergentes mas que estéo
presentes em dareas geograficas restritas, variantes “endémicas” (Simmonds,
2004; Verbeeck, 2006).

Os gendtipos 1, 2 e 4 sdo endémicos nas regides da Africa Ocidental e
Central e Médio Oriente, enquanto as variantes endémicas divergentes dos
genotipos 3 e 6 sdo encontrados no Sudeste Asiatico. Em contraste com as
outras variantes do VHC, a origem, a fonte endémica, e a disseminagado da
epidemia do gendtipo 5a sao desconhecidos. Esta variante considerada como
restrita ao Sul de Africa, tem sido endémica em dreas isoladas da regido
Central de Franga e Oeste da Flandres. Também pode estar presente,
esporadicamente, noutros locais como Australia, Brasil, Canada, Irlanda,
Holanda e Espanha. Em 2004, registou-se, na regiao Central de Franca, uma
elevada prevaléncia deste gendétipo do VHC (Verbeeck, 2006).

A distribuicdo dos genotipos foi associada com o modo de transmissao,
estando os subtipos 1a, 3a e 4 relacionados principalmente com o IDU e os
gendtipos 1b e 2 com as transfusdes de sangue e praticas médicas inseguras
(Esteban et al., 2008).

A frequéncia relativa dos gendtipos do VHC nas populagbes nédo é
estatica, e pode reflectir mudangas nos grupos populacionais, na idade
aquando a infecgdo e na rota de transmissao (Webster et al., 2000).
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1.6. Terapéutica

As opcoes terapéuticas para a HCC séo limitadas e nao esta disponivel
uma vacina eficaz para o virus (Moradpour et al., 2007; Tardif et al., 2005).

A terapéutica padrao actual, baseada na combinacao do IFN-a peguilado
com ribavirina (RBV), durante 24 a 48 semanas, apresenta uma taxa de
resposta virolégica sustentada (RS) de 44-54%, variando amplamente
consoante o0 gendtipo, etnicidade e histologia subjacente (Burlone &
Budkowska, 2009; Forde et al., 2009; Hwang et al., 2011; Negro, 2010; Walsh
et al., 2006).

A taxa de resposta virolégica sustentada € definida como a auséncia de
RNA do VHC, confirmada por um ensaio sensivel (limite inferior de detecgéo de
<50 IU/mL), ap6s 24 semanas a seguir ao final da terapéutica (Wohnsland et
al., 2007).

Apesar de uma melhoria na eficacia da terapéutica antiviral, nos ultimos
anos, na pratica a taxa de resposta ao tratamento é de 20% para o genétipo 1
e de 43-52% para os gendtipos 2 e 3 (Burlone & Budkowska, 2009; Forde et
al., 2009; Hwang et al., 2011; Negro, 2010; Walsh et al., 2006; Wohnsland et
al., 2007).

Uma vez que, as infecgdes com os gendtipos 5a e 6a do VHC séao
menos frequentes, as respostas a terapéutica para estes genétipos sao pouco
conhecidas (Verbeeck, 2006).

Para além do gendtipo do VHC e carga viral, existem varios factores
genéticos e biolégicos do hospedeiro que intervém na resisténcia a terapéutica
com IFN-a. Estes factores relacionados com o hospedeiro incluem sexo, idade,
étnia, e variagado genética em antigénios leucocitarios humanos e na produgao
de citocinas. Além disso, individuos com fibrose num estadio avancado
apresentam uma diminuigdo da resposta a terapéutica antiviral (Walsh et al.,
2006).

Contudo, os efeitos adversos e as contra-indicagdes da terapéutica
limitam a sua aplicabilidade e utilizagdo. Como consequéncia, o numero de
pacientes com sequelas da HCC, a longo prazo, incluindo o carcinoma
hepatocelular, tende a aumentar nos préximos 20 anos (Moradpour et al.,
2007).
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A compreenséo da influéncia das proteinas do VHC e da replicacao nos
organelos e proteinas celulares ira permitir o desenvolvimento de novas

terapéuticas anti-virais (Tardif et al., 2005).

1.6.1. Novas perspectivas terapéuticas

1.6.1.1. Associagao do IFN-a com fluvastatina

Em estudos in vitro, utilizando a versao replicido do VHC, as estatinas,
inibidores do hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductase, tém
apresentado um potencial papel terapéutico na infecgdo cronica pelo VHC
(Bader et al., 2008; Forde et al., 2009). As estatinas s&o utilizadas amplamente
para reduzir o risco de problemas cardiovasculares e mortalidade (Neuvonen et
al., 2008).

Estes estudos baseiam-se em observacdes do ciclo de vida do VHC: os
virides circulam no plasma associados a particulas LDL; o LDLR e o SR-BI das
HDLs facilitam putativamente a entrada do virus nos hepatécitos; e a replicacao
do VHC depende da formagdo de um complexo de replicagcdo em “rede
membranosa” (Bader et al., 2008; Negro, 2010).

No interior deste complexo de replicacdo baseado no RE, existem
proteinas do hospedeiro intimamente associadas a proteinas nao estruturais do
VHC. O processo que liga estas proteinas do hospedeiro e do VHC, designado
por prenilagdo, parece depender de dois produtos proteicos da via de sintese
do colesterol, o farnesil e o geranilgeraniol. A prenilagdo € um processo
essencial para a formagdo da membrana celular, e um mecanismo bioquimico
que o VHC, aparentemente, ndo tem codificado no seu genoma, devendo,
portanto ser “emprestado” pela célula hospedeira (Bader et al., 2008; Ye et al.,
2003).

As estatinas inibem o HMG-CoA redutase, levando a reducdo do
mevalonato intracelular. Esta inibicdo, para além de diminuir as LDLs, leva a
uma redugdo no geranilgeraniol, conduzindo a redugdo das proteinas
intracelulares preniladas (Badder et al., 2008).

Assim, as estatinas, agentes que bloqueiam a formagao de precursores
lipidicos para a prenilagdo, podem teoricamente interferir com a replicagao viral
(Ye et al., 2003).
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Bader et al. (2008) sugerem que a fluvastatina (FLV), uma das estatinas
mais utilizadas, actua no plasma circulante ligada a particulas lipovirais (LVPs)
que consistem em LDLs, VLDLs e lipoproteinas apoB. O resultado da ligacéo
FLV-LVPs podera interferir directamente com o que se especula ser a
capacidade do virus em modular o sistema imunitario do hospedeiro. O
complexo FLV-LVPs podera também apresentar maior dificuldade em entrar
nos hepatdcitos pelo LDLR, levando a reducdo da carga viral. No hepatdcito,
pensa-se que a fluvastatina se liga aos “rafts” lipidicos, possiveis locais de
replicacao dentro da célula (Badder et al., 2008).

A associagdo do IFN-a com fluvastatina em modelos experimentais
exibiu fortes efeitos sinergéticos na inibicdo da replicagdo do RNA viral,
sugerindo que a FLV, em particular, mas potencialmente outras estatinas,
poderdo ser usadas como um adjuvante a terapéutica baseada no IFN-a
(Badder et al., 2008; lkeda et al., 2006).

1.6.1.2. Terapéutica tripla

Actualmente, existem novas terapéuticas medicamentosas que actuam
directamente contra a replicagdo do VHC, tais como, inibidores de protease e
polimerase, designados por DAAs (direct-acting antivirals) (Asselah et al,
2009). A combinagcao de DAAs tem como objectivo aumentar a eficacia
antiviral, diminuir a resisténcia e a toxicidade grave (Asselah & Marcellin, 2011).

Em pacientes portadores do gendtipo 1 do VHC, tém sido divulgados
resultados promissores quando o inibidor de protease telaprevir ou boceprevir é
adicionado a terapéutica padrdao. O telaprevir parece ser eficaz quando
administrado com IFN-a 2a ou 2b peguilado. Contudo, com a adigdo de um
inibidor de protease ao IFN peguilado e RBV, as taxas de resposta virolégica
sustentada (RS) aumentam de menos de 50% para 70%, em pacientes com o
gendtipo 1 (Asselah & Marcellin, 2011).

Com a disponibilizagdo de varias DAAs, as estratégias terapéuticas
tendem a incluir uma combinagao de varias drogas com diferentes mecanismos
de accgao (inibidores de protease e inibidores de polimerase).

Actualmente, estao disponiveis combinacdes de antivirais com poténcia
aditiva, as quais sao atribuidos bons perfis de seguranca e a inexisténcia de

resisténcia cruzada. Contudo, estas opcdes terapéuticas sdo bastante mais
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dispendiosas que a terapéutica padrao, e tém acopladas mais contra-

indicacdes (Asselah & Marcellin, 2011).

1.7. Farmacogenética

A farmacogenética define-se como a area cientifica que relaciona a
componente genética do individuo com a variacdo na resposta a terapéutica. A
farmacogenética considera o impacto da variagdo genética nos alvos
terapéuticos, como os receptores, mas também nos enzimas e proteinas
transportadoras que influenciam a farmacocinética das drogas. Assim, ambos
os factores farmacodindmicos e farmacocinéticos podem conter variantes
alélicas que influenciam a resposta terapéutica (Crettol et al., 2010).

O estudo de polimorfismos genéticos de enzimas metabolizadores de
drogas € de grande importancia para a compreensdo da variabilidade nas
respostas dos pacientes a terapéutica, embora nem toda a variabilidade tenha
uma base genética. Outros factores como a idade, uso concomitante de
drogas, situacdes relacionadas com a saude (alergias, tabagismo), peso, dieta
e outras co-morbilidades também influenciam a eficacia da droga. Assim, a
capacidade metabdlica de drogas depende tanto do genétipo como do fendétipo
(Crettol et al., 2010).

1.7.1. Enzimas do citocromo P450 (CYPs)

Os enzimas do complexo do citocromo P450 (CYP450) sdo assim
denominados porque estdo ligados as membranas de uma célula (cito) e
contém um pigmento heme (cromo e P) que absorve a luz num comprimento
de onda de 450 nm quando expostos ao mondxido de carbono (Lynch, T. &
Price, A. 2007).

Estes enzimas sdo agrupados em familias (designadas por numeros
arabes) e subfamilias (designadas por letras), baseadas no principio que “uma
sequéncia da proteina P450 de uma familia de genes é definida como tendo
normalmente <40% de semelhangcas com outra familia”. As subfamilias
agrupam proteinas com <60% de semelhanga na sequéncia (Hasler et al.,
1999).
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Existem mais de 50 enzimas do CYP450, mas os enzimas CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, e o CYP3A5 metabolizam 90% das
drogas. Estes CYPs sdo predominantemente expressos no figado, mas
também se encontram no intestino delgado (reduzindo a biodisponibilidade da
droga), pulmdes, placenta, e rins (Crettol, 2010; Hasler et al., 1999; Zanger,
2008).

Os CYPs sdao membros de uma classe de enzimas designadas por
oxigenases, mais especificamente, sdo monooxigenases ou oxidases de
funcao mista. Participam em muitas fungdes essenciais para a manutengao da
saude e bem-estar de um individuo, desempenhando um papel chave na
biologia humana e terapéuticas médicas (Hasler et al., 1999).

Esta superfamilia de enzimas intervém na protecgdo de organismos
biolégicos de compostos potencialmente tdxicos provenientes da sua
actividade ao biotransformar substratos lipdfilos de diversas estruturas em
metabolitos, posteriormente excretados do corpo. Os CYPs s&o também
essenciais para a vida eucariética devido aos seus papéis no metabolismo dos
esterdis tais como colesterol, acidos biliares, acidos gordos, prostaglandinas,
leucotrienos, retindides e aminas biogénicas (Chen & Raymond, 2006).
Algumas reaccoes catalisadas pelos CYPs, nos mamiferos, sao:

a) A conversao do colesterol em androgénios, estrogénios e corticoides;

b) A sintese e degradagdo das prostaglandinas e outros acidos gordos
insaturados;

c) A conversao de vitaminas nas suas formas bioactivas;

d) O metabolismo do colesterol em acidos biliares;

e) E um grande numero de reacg¢des envolvidas no metabolismo de
xenobidticos.

Os P450s desempenham um papel central no metabolismo celular e na
manutencado da homeostase celular. (Hasler et al., 1999)

Tendo em conta o seu envolvimento na biotransformacdo de
carcinogénios e procarcinogénios, polimorfismos genéticos desta familia de
enzimas estdo associados com a carcinogénese de varios cancros, incluindo o
carcinoma hepatocelular (Chen & Raymond, 2006).

A biotransformagdo de fase | é mediada principalmente por estes
enzimas (Crettol, 2010).
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O metabolismo das drogas através dos CYPs apresenta variabilidade
genética, influenciando a resposta do paciente a uma droga particular, o que
explica grande parte das diferengas interindividuais e interétnicas (Hasler et al.,
1999; Lynch & Price, 2007)

Todos os genes CYP das familias 1 a 3 sdo altamente polimorficos, os
enzimas codificados podem exibir diminuicdo, aumento ou auséncia de
actividade (Crettol, 2010).

Se o alelo mutante ocorre com uma frequéncia de pelo menos 1% na
populagdao normal e causa uma resposta a droga ou fenétipo diferentes, este
fendmeno é denominado como polimorfismo farmacogenético (Hasler et al.,
1999).

Os portadores de duas coépias do alelo variante sdo metabolizadores
lentos (PM), enquanto os portadores de um selvagem e de um alelo variante
(metabolizadores intermediarios) tém a actividade do enzima reduzida. O
fendtipo metabolizador “ultra-rapido” ocorre quando se herdam multiplas copias
dos alelos selvagens, resultando num excesso de actividade enzimatica. A
variancia na resposta a drogas entre pessoas de diferentes origens étnicas é,
principalmente, causada por polimorfismos do CYP450, podendo também
dever-se a variacbes (genéticas noutros enzimas metabolizadores,
transportadores e receptores de drogas (Lynch & Price, 2007).

A resposta variada € devida, em muitos casos, a diferencas na
quantidade de CYP expresso no intestino e no figado. A influéncia da dieta, a
exposicdo precoce a outras drogas que podem servir como indutores, e os
habitos pessoais, tais como, fumar e consumo de alcool, sdo causas da
mudanca do nivel de expressao dos CYPs. A presenca de formas polimodrficas
com actividades modificadas tem sido identificada como a origem das
diferengas da resposta a terapéutica (Hasler et al., 1999).

As principais fontes de variabilidade inter-individual e intra-individual na
actividade dos CYPs sao influéncias ambientais, incluindo a inibicdo ou indugao
por medicagdes concomitantes (interacgdes medicamentosas), factores
bioldgicos incluindo o sexo e determinantes fisiologicos, como o estado
hormonal, doenga e ritmos circadianos, e polimorfismos genéticos nos genes

do complexo do CYP450 e os seus reguladores. Existem grandes diferencas
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entre as isoformas individuais dos CYPs quanto a sua susceptibilidade a estes
mecanismos (Zanger et al., 2008).

Alteracbes dos CYPs podem também afectar o metabolismo de
hormonas sexuais, que desempenham um papel importante na carcinogénese

de varios cancros, como o carcinoma hepatocelular (Chen & Raymond, 2006).

1.7.1.1. CYP2C9

O CYP2C9, principal enzima da subfamilia 2C, €& expresso
abundantemente a nivel hepatico (aproximadamente 20% do conteudo
microssomal total de P450 no figado) e metaboliza cerca de 10% das drogas
com importancia terapéutica (Crettol et al., 2010; Xie et al., 2002; Zanger et al.,
2008).

O gene CYP2C9 ¢ altamente polimdrfico, localiza-se na regiéo
cromossdémica 10q%*, abrangendo aproximadamente 55 kb com 9 exdes e
codifica uma proteina com 490 residuos de aminoacidos (Babaoglu et al., 2004;
Xie et al., 2002).

As variantes alélicas deste gene exibem geralmente uma actividade
catalitica reduzida com valores de K, elevados (baixa afinidade para os
substratos) e/ou taxas maximas de metabolismo reduzidas (Vmax baixa),
resultando numa baixa depuragao intrinseca aparente (Vmax/Km) (Xie et al.,
2002).

O CYP2C9 exibe uma grande variabilidade inter-individual na sua
expressao e actividade catalitica devido a variagdes genéticas que podem
resultar em toxicidade clinicamente relevante da droga em alguns pacientes ou
eficacia inadequada da droga e falha terapéutica noutros; a interacgao de
factores como a inibigdo ou indugdo por drogas, assim como, a presenga de
numerosos polimorfismos de um unico nucleétido (SNPs). (Kirchheiner et al.,
2004; Xie et al; 2002).

As substituicdes de aminoacidos hereditarias, Arg'* (CGC) para Cys'
(TGC) (CYP2C9*2) e 11e*° (ATT) para Leu®® (CTT) (CYP2C9*3), afectam as
fungdes cataliticas do CYP2C9, contribuindo para a variabilidade
farmacocinética (Kirchheiner et al., 2004; Xie et al; 2002).

Os alelos CYP2C9*2 e *3 estdo associados a redugdes significativas

4

mas altamente variaveis na depuracdo intrinseca, dependendo dos préprios
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substratos. O alelo *3 é afectado mais fortemente que o *2, e a redugéo na
actividade atinge 90% para alguns substratos (Xie et al., 2002; Zanger et al.,
2008).

A baixa actividade dos alelos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 é relativamente
comum nos Caucasianos (frequéncias de 11% e 7%, respectivamente),
enquanto os alelos mais raros CYP2C9*5, *6, *8, *9 e *11 sdao mais prevalentes
nas populacgdes africanas (Crettol et al., 2010).

Entre subgrupos étnicos de populagbes, pode haver pequenas
diferencas nas frequéncias destes genétipos, sendo que a variante CYP2C9*2
esta quase ausente nas populagdes africanas e asiaticas. Estao identificadas,
pelo menos, 17 drogas cuja farmacocinética esta comprometida em portadores
destes alelos, incluindo a fluvastatina (FLV), S-varfarina, glipizida e ibuprofeno
(Crettol et al., 2010).

Para além dos CYP2C9*2 e *3, estdo descritas mais variaveis dentro do
CYP2C9, mas as suas frequéncias sédo, geralmente baixas ou os polimorfismos
nao sao responsaveis pela troca de um aminoacido (mutagdes silenciosas). O
CYP2C9 metaboliza todos os antagonistas da vitamina K (varfarina), varios
hipoglicemiantes orais (glipizida), anticoagulantes orais (varfarina), a maioria
das drogas anti-inflamatérias nao esteréides (AINEs) como o ibuprofeno, varios
antagonistas dos receptores da angiotensina Il (ARA) como o losartan, e outras
drogas, como a FLV (Crettol et al., 2010; Kirchheiner et al., 2004; Xie et al.,
2002).

O CYP2C9 tem como substratos endobidticos esterdides (estradiol,
estrona, progesterona e testosterona), hormonas sintéticas (desogestrel e
tamoxifeno) e acidos gordos (acidos araquiddnico e linolénico) (Kirchheiner et
al., 2004).

Na HCC, o estudo destas variantes genéticas do CYP2C9 é relevante,
de modo a avaliar se a resposta a uma futura terapia coadjuvante com FLV,
nestes doentes, estara relacionada com o efeito da droga que pode resultar da
variagao genética individual (Badder et al., 2008;Crettol et al., 2010).

Chen & Raymond (2006) demonstraram a existéncia do polimorfismo
CYP2C9*2 em linhas celulares derivadas de carcinoma hepatocelular humano
(HepG2), que corresponde ao identificado em pacientes com metabolismo lento

como os homozigoticos do CYP2C9*2. Assim, este polimorfismo do CYP2C9
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pode também estar envolvido na carcinogénese do carcinoma hepatocelular,

complicagcéo associada a cirrose hepatica (Chen & Raymond, 2006).

1.7.1.2. CYP2D6

O CYP2D6, localizado na regiao 22q13.1, foi o primeiro CYP para o qual
um polimorfismo farmacogenético classico se tornou conhecido. E expresso
principalmente no figado, mas também se encontra nos neurénios, onde pode
participar no metabolismo local de drogas e/ou em certas biotransformagdes de
substancias enddgenas (Sachse et al., 1997; Zanger et al., 2004).

O CYP2D6 tem uma grande influéncia genética e, como os factores
ambientais tém menor importancia, o fenétipo de oxidagao das drogas por este
CYP, normalmente determinado a partir da razdo metabdlica urinaria de um
teste, representa um parametro pessoal estavel e reproduzivel (Zanger et al.,
2004).

O CYP2D6 tem um papel importante no metabolismo de cerca de 25%
das drogas conhecidas. Os substratos tipicos incluem: neurolépticos, como a
risperidona, haloperidol e tioridazina, antiarritmicos, como o metoprolol e
propafenona, a maioria dos anti-depressivos ftriciclicos (ADT) e inibidores
selectivos da recaptacdo da serotonina (ISRS), B-bloqueantes, codeina,
tramadol e tamoxifeno (Crettol et al., 2010).

Em contraste com outros CYPs, a expressdo do CYP2D6 nao € induzida
por drogas nem outras substéncias quimicas. No entanto, € inibido por um
grande numero de drogas (Crettol et al., 2010; Ingelman-Sundberg, 2005).

O CYP2D6 é o CYP polimérfico mais estudado, com mais de 100
variantes alélicas descritas. O fenétipo PM (metabolizador lento) do CYP2D6
ocorre em 5-10% dos Caucasianos, mas em menos de 1% dos Asiaticos e
Africanos. Isto deve-se a varios alelos nulos, os mais frequentes o CYP2D6%*4,
que codifica um mRNA com uma mutagao no local de splicing e o CYP2D6*5,
sendo os alelos *3 e *6 menos comuns. O alelo mais comum entre os PM é o
CYP2D6*4, que representa mais de 70% dos alelos CYP2D6 em individuos PM
e tem uma frequéncia alélica de aproximadamente 21% nas popula¢des
caucasianas. Os restantes alelos referidos, CYP2D6*3, CYP2D6*5 e
CYP2D6*6, apresentam frequéncias alélicas de 2, 5 e 0,9%, respectivamente.

O fendtipo de metabolizador intermediario ocorre em 10-15% dos caucasianos
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e é atribuido a baixa actividade do alelo *41. Outros alelos comuns com
diminuicdo de actividade sao o CYP2D6*17 em Africanos e CYP2D6*10 em
Asiaticos, com frequéncias de cerca de 30% e 50% nestas populagdes (Crettol
et al., 2010).

O CYP2D6 apresenta duplicagdo de genes (2-13 copias), cuja frequéncia
varia entre 10% e mais de 50% em algumas étnias, como populagdes Arabes,
da Africa Oriental e Pacifico, enquanto na Europa é normalmente entre 1 e 5%
(Crettol et al., 2010).

A ingestdo de alimentos ricos em substratos alcaldides, metabolitos do
CYP2D6, por individuos do Norte de Africa Oriental e da regido Mediterranea
pode ter resultado na pressdo selectiva, que levou a duplicagdo do gene,
responsavel pelo fenétipo de metabolizador “ultra-rapido” (Crettol et al., 2010;
Zanger et al., 2004).

Os enzimas CYP2D6 localizam-se no RE dos hepatécitos e tém sido
associados com o metabolismo do &cido araquidonico (AA). O AA esta
envolvido na producao de colagénio pelas células estreladas hepaticas. Cinco
a dez por cento dos Caucasianos sdao PM devido a baixa actividade deste
enzima.

O polimorfismo CYP2D6*4 (substituicdo G-A na posicdao 1934) tem sido
associado com varios processos de carcinogénese, tais como, cancro dos
pulmdes e da laringe e o carcinoma hepatocelular, principalmente em pacientes
infectados pelo VHC. Além disso, tém sido encontradas frequéncias diferentes
dos alelos PM em pacientes com cirrose vs pacientes sem cirrose. Por isso,
surgiu a hipétese do alelo PM ter algum efeito na taxa de progressédo para
cirrose (Fishman et al., 2006).

Fishman et al. (2006) constataram que o CYP2D6*4 esta associado com
a taxa acelerada de fibrose em pacientes com HCC. A frequéncia do alelo é
significativamente maior nos individuos que progrediram mais rapidamente
para estadios de fibrose superiores (F3-F4) do que nos individuos com indices
de fibrose menores (F1-F2). O CYP2D6*4 pode, entdo, tornar-se um
biomarcador genético nao invasivo, permitindo a identificagdo de pacientes
infectados com VHC com maior susceptibilidade de progressao para cirrose

(F4) numa fase precoce da infeccao. O estudo desta variante alélica podera
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nao so direccionar o tratamento adequado aos pacientes atempadamente, mas

também prevenir tratamentos desnecessarios (Fishman et al, 2006).
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2. Objectivos

O principal objectivo deste trabalho é estudar a associagdo de alguns
biomarcadores genéticos com marcadores clinicos (esteatose, fibrose, genétipo

viral e a resposta a terapéutica) relativos a HCC.

2.1. Patogenia da HCC

Pretende-se analisar se o polimorfismo C8090T no gene da OPN esta
associado a HCC, podendo conferir uma maior susceptibilidade para o
desenvolvimento e progressdo de fibrose e correlacionar-se com o tipo de
resposta a terapéutica.

Através do estudo do polimorfismo CYP2D6*4, associado com a taxa de
progressao de fibrose hepatica, espera-se identificar a susceptibilidade para o

desenvolvimento de cirrose numa fase precoce da infecgao.

2.2. Terapéutica da HCC

Pretende-se prever o tipo de resposta a uma terapéutica coadjuvante
com fluvastatina através do estudo de polimorfismos genéticos do CYP2C9
(CYP2C9*2 e CYP2C9*3) associados ao fenétipo de metabolizador lento.
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3. Materiais e métodos

3.1. Populacao de estudo

3.1.1. Origem das amostras

As amostras de sangue utilizadas neste estudo provém de pacientes
seguidos na consulta de Hepatologia do Servico de Gastrenterologia do
Hospital de Santa Maria (Centro Hospitalar Lisboa Norte) / Centro Académico
de Medicina de Lisboa.

Neste estudo incluem-se pacientes com HCC, apds consentimento
informado. Como factores de exclusdo destacam-se: a presenca de outras
doengas metabdlicas (hemocromatose, diabetes mellitus, etc), co-infec¢oes
VHB/VIH, consumo de drogas e de alcool> 40mg/dia e recusa em participar no
estudo. O grupo de controlo é constituido por pacientes seguidos no Centro de
Endocrinologia e Metabolismo de Lisboa, apds consentimento informado.

Como factor de inclusido seleccionaram-se individuos com IMC <25,0.

3.1.2. Dimensao da amostra
A amostra de estudo é constituida por 270 doentes com HCC, enquanto

o grupo de controlo engloba 127 individuos.

3.2. Preparagao das amostras de sangue

O sangue total é colhido em tubos com acido etilenodiaminotetracético

(EDTA) e armazenado a -20°C até se proceder a extracgao de DNA.

3.3. Extrac¢ao de DNA genémico

O DNA gendmico é isolado a partir de 200 uL de sangue total através do
kit “Jetquick blood DNA spin mini kit”, conforme as recomendacgbes do

fabricante (Genomed).

3.4. Quantificagcao e determinagao da pureza do DNA
A quantificagdo (ng/pL) e determinagcdo da pureza do DNA gendmico
(razdo entre as absorvéncias a 260 e 280 nm) sao determinadas num

espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000).
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3.5. Genotipagem dos CYP2C9/2D6 e OPN por PCR-RFLP
A detecgao das variantes alélicas dos CYP2C9, CYP2D6 e OPN C8090T

€ realizada pelo método de reac¢cdo em cadeia da polimerase - polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo (PCR-RFLP), num termociclador
GeneAmp® PCR System 2700. A mutagdo do CYP2D6*6 necessita das
mesmas condigdes de PCR-RFLP que o polimorfismo CYP2D6*4, por esse
facto procedeu-se a sua genotipagem em paralelo (Gu et al., 2010; Niino et al.,
2003; Sachse et al., 1997).

3.5.1. Condigoes de PCR-RFLP - CYP2C9/2D6

Para a genotipagem dos CYP2C9/2D6, as sequéncias de interesse das
amostras de DNA sao amplificadas por PCR num volume final de 25 uL,
contendo 150 ng de DNA gendmico, 10 pmol de cada primer (foward e
reverse), 12,5 uL de 2x DyNAzyme Il PCR Master Mix (0,04 U/ul DyNAzyme Il
DNA Polymerase, 20 mM Tris-HCI (pH 8,8 a 25°C), 3 mM MgCl,, 100mM KClI e
400 pM de cada desoxirribonucleotido (dANTP) e um volume variavel de agua
bidestilada e desionisada (Tabela 1) (Gu et al., 2010; Sachse et al., 1997).

Tabela 1 - Primers utilizados para a amplificagdo dos fragmentos de interesse dos
CYP2C9, CYP2D6 e OPN (adaptado de Gu et al., 2010; Niino et al., 2003; Sachse et
al., 1997).

Variante alélica | Sequéncia do primer Fragmento de amplificagao
F: 5-TACAAATACAATGAAAATATCATG-3’

CYP2C9*2 690 pb
R: 5'-CTAACAACCAGGACTCATAAT-3’
F: 5-TGGTGCACGAGGTCCAGATG-3’

CYP2C9*3 159 pb
R: 5'-GATACTATGAATTTGGGGACTTCGA-3’
F: 5-CCTGGGCAAGAAGTCGTCGGACCAG-3’

CYP2D6*4/*6 353 pb
R: 5'-GAGACTCCTCGGTCTCTCG-3’

OPN F: 5'-CCCGGCCATCTTAATTTTCAGACCCTTC-3 110 ob

p

R: 5-GAGTCCTGGCTGTCCACATGGTG-3’

F- forward, R- reverse
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As condicdes de amplificagdo consistem numa desnaturacio inicial
(94°C, 2 min), seguida de 35 ciclos de desnaturacdo, emparelhamento e

extensdo; e uma extensao final (72°C, 7 min) (Tabela 2).

Tabela 2 - Condicdes de amplificagdo utilizadas no método de PCR para cada
polimorfismo/mutagéo (adaptado de Gu et al., 2010; Niino et al., 2003; Sachse et al.,
1997).

CYP2C9*2 CYP2C9*3 CYP2D6*4/*6 OPN
Desnaturagao 94°, 30s 94°, 30s 94°, 30s 94°, 30s
Emparelhamento 50°C, 30 s 60°C, 30 s 57°C, 30 s 61°C, 30 s
Extensao 72°C,45s 72°C,45s 72°C,45s 72°C,30s

Temperatura (°C), tempo (s)

A confirmacéao da pureza e mobilidade dos produtos de PCR é realizada
por electroforese (tina de electroforese BIO-RAD Sub-Cell GT, fonte Biorad
PowerPac 300) em gel de agarose (SeaKem® LE Agarose) a 2%, em
tampado TAE (20 Mm Tris-Acetato, 1mM EDTA, pH 8,0) com 1ug/mL de
brometo de etidio a 0,5 mg/mL.

Posteriormente, 10 yL de produto de PCR sao digeridos com 10U de
enzima de restricdo, 18 uL de agua livre de nuclease e 2uL de 10X buffer R,
overnight a 37°C. Apés inactivagao enzimatica a 65°C durante 20 min, os
produtos de digestdo sdo armazenados a 4°C até serem sujeitos a
electroforese.

A identificagdo dos produtos amplificados e digeridos é realizada numa
camara escura através de um transiluminador ultravioleta (UV) (GenoSmart,

VWR) apés electroforese em gel de agarose a 3% (Tabela 3).
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Tabela 3 - Enzimas de restricdo utilizados na digestdo dos fragmentos de interesse e
genotipos possiveis (adaptado de Gu et al., 2010; Niino et al., 2003; Sachse et al.,
1997).

Variante alélica | Enzima de restricdo | Fragmentos de digestao Genotipos

cC
CYP2C9*2 Eco47! 169 pb, 522 pb, 690 pb cT

—~

521pb + 169pb)
690pb + 521pb + 169pb)
690pb)

b~ o~

134pb + 25pb)
159pb + 134pb + 259pb)
159pb)

PN

CYP2C9*3 Mph1103| 25 pb, 134 pb, 159 pb

G)C)>';:j

OO0

190pb + 163pb)
CYP2D6*4 163 pb, 190 pb, 353 pb GA (353pb + 190pb + 163pb)
Myal AA (353pb)

—

Del/Del (25pb + 328pb)
CYP2D6*6 25 pb, 328 pb, 353 pb T/Del (353pb + 328pb +25pb)
TT (353pb)

TT (84 pb)
OPN Mbol 26 pb, 84 pb, 110 pb CC (110 pb)
CT (26 pb + 84 pb + 110 pb)

3.5.2. Condigoes de PCR-RFLP- OPN

Relativamente a genotipagem do gene OPN, a sequéncia de interesse &
amplificada por PCR, utilizando-se uma mistura reaccional com um volume final
de 50 pL, contendo 150 ng de DNA gendmico, 10 pmol de cada primer (foward
e reverse), 25 yL de 2x DyNAzyme Il PCR Master Mix, 2,5 yL de DMSO
(dimetilsulféxido) a 5% e um volume variavel de agua bidestilada e desionisada
(Tabelas 1 e 2) (Niino et al., 2003).

Os produtos amplificados (20 pL) sédo digeridos com 10 U de enzima de
restricdo, 7 yL de agua livre de nuclease e 2uL de 10X buffer R.. Os restantes
passos nao referidos para a OPN sao concordantes com os mencionados para
os CYP2C9/2D6 (Tabela 3).
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3.6. Analise estatistica

Os dados obtidos neste estudo foram tratados e analisados nos
programas SPSS versao 16.0 e Primer of Biostatistics verséo 5.0, sendo o nivel
de significancia estabelecido para p <0,05.

Para verificar se uma populacao esta em Equilibrio de Hardy-Weinberg
utilizou-se o teste do qui-quadrado de Pearson.

O teste nao paramétrico de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para testar
a normalidade da distribuicdo das variaveis. Para averiguar a existéncia de
diferencas significativas entre variaveis continuas normais entre os trés grupos
de respondedores a terapéutica, recorreu-se ao teste paramétrico de analise de
variancia (ANOVA); e ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para as
variaveis continuas n&o normais.

Para testar a semelhanga entre variaveis categédricas discretas, por
exemplo, o numero de individuos com determinado polimorfismo na populagao
de estudo e na populacido controlo, utilizou-se o teste do qui-quadrado de
Pearson.

Com o objectivo de calcular o risco dos portadores de um determinado
gendtipo, calculou-se o odds ratio (OR). O OR define-se como a razdo de
probabilidades de ocorréncia de determinado gendtipo/alelo nos casos e nos
controlos, permitindo obter uma estimativa do risco relativo.

O programa Epi Info versao 6 foi utilizado para a analise da tendéncia
linear dos riscos, com o objectivo de determinar o risco relativo entre a
associacao do numero de cépias de um alelo e o risco/susceptibilidade para a
hepatite C croénica.

O teste t de Student é utilizado para comparar as médias entre
parametros bioquimicos avaliados antes e apds a terapéutica nos individuos

com resposta sustentada.
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4. Resultados

Os resultados apresentados correspondem ao estudo realizado no grupo
de pacientes com HCC, seguidos na consulta de Hepatologia do Servigo de
Gastrenterologia do Hospital de Santa Maria; e ao grupo de pacientes seguidos
no Centro de Endocrinologia e Metabolismo de Lisboa, utilizados como grupo
de controlo.

Inicialmente, os individuos foram seleccionados de acordo com os
critérios mencionados, contudo nem todos foram incluidos na analise de
resultados devido a problemas técnicos na obtencao de resultados ou por falta

de material bioldgico.

4.1. Caracteristicas dos pacientes

4.1.1. Caracteristicas demograficas e bioquimicas

As caracteristicas demograficas e bioquimicas dos 263 pacientes com
HC e dos 127 controlos, disponiveis e relevantes para este estudo, estao
referidas na Tabela 4. Entre os dois grupos de estudo existem diferencas
significativas em relacado ao sexo, idade, IMC, homeostatic model assessment
(HOMA), colesterol total, colesterol das HDL e triglicéridos (p <0,05). Por outro
lado, ndo se observaram diferengas significativas relativamente a glicémia e
colesterol das LDL (p <0,05).
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Tabela 4 - Carateristicas demograficas e bioquimicas dos grupos de estudo e controlo.

Variaveis Pacientes (n=263) Controlos (n=127) p (qui-quadrado)
Feminino 96 (35,60%) 108 (85,00%)
Sexo 0,000
Masculino 174 (64,40%) 19 (15,00%)
Idade 44,98+11,39 47,23+14,94 0,006
IMC (kg/m?) 25,31+3,78 22,43+2,14 0,000
Glicémia (mg/dl) 86,0 (61,00-288,00) | 79,02 (59,94-279,72) | 0,165
Insulina (mcU/ml) 11.21+7,98 N/A N/A
HOMA (mcU/ml-mg.dl) 2.61+2,07 1,12+0,63 0,000
Colesterol total (mmol/l) 444 +1,00 4.,96+0,90 0,000
Colesterol das LDL (mmol/l) |[2.52 £ 0,96 1,69+0,40 0,053
Colesterol das HDL (mmol/l) | 1.30 + 0,54 2,83+0,81 0,000
Triglicéridos (mmol/l) 1,13 (0,33-13,57) 0,97+0,45 0,000
GGT (1U/) 46 (8-1139) N/A N/A
FA (pg/dl) 67 (27-395) N/A N/A
ALT (1UN) 73 (15-505) N/A N/A
AST (1U/) 45 (16-654) N/A N/A

N/A - n&o aplicavel

4.1.2. Caracteristicas fisiopatolégicas e resposta a terapéutica

Neste grupo de estudo, destacam-se diferentes modos de transmissao

da infecgdo: parentérico (57,0%), espontaneo (26,7), sexual (3,0%), vertical
(1,5%), e é desconhecido em 11,5% dos individuos (N=270).

A esteatose hepatica, ou figado gordo, é classificada como moderada

(graus 1-2) e grave (graus 3-4). A esteatose foi diagnosticada em 73,7% dos

individuos, dos quais 51,4% apresentavam graus de esteatose mais baixos (1-

2) e 21,7% graus mais elevados 3-4 (N=270).

A progressao da fibrose é avaliada do estadio 0 (sem fibrose) ao estadio

4 (cirrose). A distribuicdo dos individuos por estadio de fibrose é o seguinte:

grau 1- 29,2%; grau 2- 45,4%; grau 3- 11,1% e grau 4- 14,4%. Verifica-se que a

maioria dos individuos apresenta estadios de fibrose mais baixos antes da

terapéutica (N=216).
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Nestes individuos, a distribuicdo dos gendtipos 1, 2, 3 e 4 do VHC é
63,4%, 2,6%, 24,7% e 8,5%, respectivamente; e 0,9% dos individuos estéo
infectados com os gendtipos 1+3 (N=235).

Os doentes foram previamente submetidos a terapéutica com IFN-a (2a
ou 2b) peguilado e RBV de acordo com as Linhas de Orientacao.

Como nao respondedores (NR) definem-se aqueles com virémia
detectavel no final do tratamento. Os respondedores podem sofrer recidiva
(RR), se a virémia for indetectavel no final do tratamento mas detectavel apos 6
meses; ou apresentar uma resposta viral sustentada (RS), sendo a virémia
indetectavel no final do tratamento e nos 6 meses seguintes.

No tratamento e andlise dos dados compararam-se os trés tipos de
respondedores separadamente (NR, RR e RS) (Tabela 5). As caracteristicas
clinicas e bioquimicas sao semelhantes entre os trés grupos. Nesta amostra
ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas nas variaveis IMC,
fosfatase acida (FA), ALT, AST, colesterol total, colesterol das LDL, colesterol
das HDL, triglicéridos, glicémia, insulina e HOMA. Relativamente a idade e a
GGT, verificaram-se diferengas estaticamente significativas entre os 3 grupos

de respondedores, registando-se os valores mais elevados no grupo dos NR.
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Tabela 5 - Caracteristicas demograficas e bioquimicas consoante a resposta a

terapéutica.
Tipo de resposta

Variaveis N |Rs N |[RR N |[NR p
'(:ﬁgg) 86 | 40,49:8,67 22 | 45,77410,63 55 | 46,49+12,22 | 0,002
'(':'g‘;mz) 86 | 25,26+3,10 22 | 24,04+3,62 52 | 25,89+4,35 0,134
SSAT) 87 | 40 (8-326) 22 |35 (14-124) 46 |63(17-361) | 0,000
zg " 69 | 64 (27-188) 20 | 62 (39-95) 40 | 67 (34-395) 0,338
ﬁ‘b/Tl) 87 |80 (19-471) 22 |74 (35-393) 47 | 80 (29-505) 0,607
ﬁ‘LSJ/TI) 85 | 49 (16-235) 22 | 44 (24-194) 47 |48 (24-243) | 0,527
Colesterol total 77 | 4.34+1,08 21 | 4,08+0,92 40 | 4,45+0,83 0,401
(mmol/l)
Colesterol
das LDL (mmol/l) 33 | 2294097 19 | 200x0.81 20 | 275085 0242
Colesterol
das HDL (mmol/l) 41| 120051 19 0964054 2 |10 e
(anq'r?q'(')‘ljg”d“ 76 | 1,16 (0,46-9,61) |21 | 0,94 (0,54-3,44) | 40 | 1,20 (0,53-5,36) | 0,222
?n:;fj?)“a 29 [83,00(61-126) |8 |86,00(69-92) |23 |85,00(66-277) |0,874
Insulina 23 | 9,5816,22 7 |9,53%4,19 20 |11,29¢7,17 0,784
(mcU/ml)
HOMA 23 |2,12+1,59 7| 2,00£0,97 19 | 2,5041,76 0,654

(mcU/ml.mg.dl)

Valores correspondentes a média + desvio padréo ou a mediana (minimo - maximo)

Analisando os dados referentes aos graus de esteatose e estadios de

fiborose nao existem diferengas significativas entre os 3 grupos de

respondedores a terapéutica (Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6 - Grau de esteatose consoante a resposta a terapéutica.

4. Resultados

Tipo de resposta

RS RR NR Total
n (esteatose) 12 (41,4%) | 7 (24,1%) 10 (34,5%) | 29 (100,0%)
0 Com resposta 26,1% 50,0% 25,6% 29,3%
Total (esteatose) 12,1% 7,1% 10,1% 29,3%
n (esteatose) 12 (46,2%) | 5 (19,2%) 9 (34,6%) |26 (100,0%)
1 Com resposta 26,1% 35,7% 23,1% 26,3%
° Total (esteatose) 12,1% 5,1% 9,1% 26,3%
§ n (esteatose) 8 (38,1%) |[2(9,5%) 11 (52,4%) | 21 (100,0%)
E 2 Com resposta 17,4% 14,3% 28,2% 21,2%
Ch Total (esteatose) | 8,1% 2,0% 11,1% 21,2%
§ n (esteatose) 12 (60,0%) | 0 (0,0%) 8 (40,0%) |20 (100,0%)
© 3 Com resposta 26,1% 0,0% 20,5% 20,2%
© Total (esteatose) | 12,1% 0,0% 8,1% 20,2%
n (esteatose) 2 (66,7%) |0 (0,0%) 1(33,3%) |3(100,0%)
4 Com resposta 4,3% 0,0% 2,6% 3,0%
Total (esteatose) 2,0% 0,0% 1,0% 3,0%
Total N (esteatose) 46 (46,5%) | 14 (14,1%) | 39 (39,4%) | 99 (100,0%)
Com resposta 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Qui-quadrado de Pearson, p= 0,352
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Tabela 7- Estadio de fibrose consoante a resposta a terapéutica.

4. Resultados

Tipo de resposta

RS RR NR Total
n (fibrose) 22 (48,9%) |5(11,1%) |18 (40,0%) | 45(100,0%)
1 Com resposta 28,9% 25,0% 36,0% 30,8%
Total (fibrose) 15,1% 3,4% 12,3% 30,8%
n (fibrose) 37 (56,9%) |[12(18,5%) | 16 (24,6%) | 65 (100,0%)
o 2 Com resposta 48,7% 60,0% 32,0% 44,5%
_g Total (fibrose) 25,3% 8,2% 11,0% 44,5%
© n (fibrose) 8 (50,0%) 2(12,5%) |6(37,5%) |16(100,0%)
Z 3 Com resposta 10,5% 10,0% 12,0% 11,0%
g Total (fibrose) 5,5% 1,4% 4.1% 11,0%
w n (fibrose) 9 (45,0%) 1(5,0%) 10 (50,0%) | 20 (100,0%)
4 Com resposta 11,8% 5,0% 20,0% 13,7%
Total (fibrose) 6,2% 0,7% 6,8% 13,7%
Total N (fibrose) 76 (52,1%) |20 (13,7%) | 50 (34,2%) | 146 (100,0%)
Com resposta 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Qui-quadrado de Pearson, p= 0,350

Os genotipos do VHC foram agrupados consoante a sua sensibilidade ou

resisténcia a terapéutica, sendo os gendtipos 1 e 4 associados a uma maior

resisténcia e os genodtipos 2 e 3 a uma maior sensibilidade. Verificou-se a

existéncia de diferencgas significativas entre o tipo de genétipo do VHC e o tipo

de resposta a terapéutica, RS versus RR+NR (p=0,000) (Tabela 8).

-41-




4. Resultados

Tabela 8 - Genotipos do VHC dos diferentes tipos de respondedores; genotipos do

VHC 3+2 (mais sensiveis a terapéutica) versus 1+4 (mais resistentes a terapéutica).

Tipo de reposta

Genoétipo do VHC RS RR+NR Total

n (gendtipo 1+4) 44 (40,4%) |65 (59,6%) |109 (100,0%)
1+4 Com resposta 53,7% 90,3% 70,8%

Total (gendtipo 1+4) 28,6% 42,2% 70,8%

n (gendtipo 2+3) 38 (84,4%) |7 (15,6%) 45 (100,0%)
2+3 Com resposta 46,3% 9,7% 29,2%

Total (gendtipo 2+3) 24,7% 4,5% 29,2%
Total N (gendtipos 1+4 e 2+3) | 82 (53,2%) | 72 (46,8%) | 154 (100,0%)

Com resposta (%) 100,0% 100,0% 100,0%

Qui-quadrado de Pearson, p= 0,000

No grupo dos RR+NR, 90,3% dos individuos sédo portadores dos
genodtipos 1+4, o que coincide com dados teéricos que relacionam estes
genotipos com uma maior resisténcia a terapéutica. Através da determinacao
do OR, verificou-se que os individuos portadores dos genotipos 1+4 tém um
risco acrescido de n&o responderem ao tratamento em comparagido com os
portadores dos gendtipos 2 e 3. O que é concordante com dados tedricos ja
referidos.

Apesar de nao existirem diferencas significativas entre individuos
portadores de diferentes gendtipos do VHC e o grau de esteatose, neste
estudo verificou-se uma tendéncia para os portadores do gendtipo 3
apresentarem niveis de esteatose mais altos antes da terapéutica (resultados
ndo mencionados). Este facto coincide com evidéncias virolégicas e clinicas,
mencionadas no estado da arte, que referem que a esteatose hepatica é a
expressao morfologica do efeito citopatico viral em pacientes infectados com o
gendtipo 3 do VHC (Rubbia-Brandt et al., 2000).

No grupo de individuos com RS a terapéutica avaliaram-se os
parametros bioquimicos mais relevantes para o estudo, com o intuito de
averiguar se existiam diferengas significativas antes e apos a terapéutica. O

grupo de pacientes com HCC apresenta diferengas significativas, nos
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parametros AST, ALT, GGT, triglicéridos e colesterol total, avaliados antes e
apos a terapéutica. Os valores das transaminases AST e ALT e da GGT sao
mais elevados antes da terapéutica. Estes niveis elevados das transaminases
sdo indicadores de necrose hepatocelular e, juntamente com a y-
glutamiltransferase (GGT), tém sido utilizados como marcadores de lesao
hepatica (Coban et al., 2011; Haren et al., 2010; Sanai et al., 2008). Pelo
contrario, os ftriglicéridos e o colesterol total tém valores acrescidos apés a
terapéutica. Os valores do colesterol das HDL e LDL, glicémia, insulina e
HOMA, apesar de nao apresentarem diferencas significativas antes e apos a
terapéutica, sao também mais elevados apds a terapéutica. Estes pacientes
tém caracteristicas bioquimicas que evidenciam a presenca de sindrome
metabdlica (Tabela 9).

O grau de esteatose e estadio de fibrose também foram avaliados antes
e apds a terapéutica. Observaram-se diferengas significativas entre o estadio
de fibrose (p=0,010), mas o0 mesmo néo se verificou em relagéo a presenga de
esteatose (p=0,809). Nos individuos RR e NR nao se verificaram diferengas

significativas relativamente a fibrose (p=0,288) e esteatose (p=0,949).
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Tabela 9 - Avaliacdo dos parametros bioquimicos, antes e apods a terapéutica, dos

pacientes com resposta sustentada.

Variaveis N Média * desvio padrdao | p (Teste T de Student)
AST' (1UN) 84 64,96 + 47,16
0,000
AST? (1UN) 84 21,33 £ 5,59
ALT' (1U/1) 85 120,98 + 96,79 0.000
ALTZ (1U/1) 85 22,82 + 9,66 ’
GGT' (1UN) 86 58,26 + 53,90 0. 000
GGT? (IUN) 86 27,19 + 18,98 ’
HDL' (mmol/l) 30 1,20 + 0,46
" 0,255
HDL?Z (mmol/l) 30 1,29 + 0,39
LDL' (mmol/l) 19 2,22 +0,97
5 0,232
LDL? (mmol/l) 19 2,53+ 0,99
Triglicéridos' (mmol/l) 63 1,61+ 1,39 0.004
Triglicéridos2 (mmol/l) 63 2,04 £1,41 ’
Colesterol' (mmol/l) 65 4,25 + 1,07 0.002
Colesterol? (mmol/l) 65 4,69 + 1,23 ’
Glicémia' (mg/dl) 21 83,57+ 11,89 0.157
Glicémia? (mg/dl) 21 87,14 £ 12,13 ’
Insulina' (mcU/ml) 16 8,33 + 3,80
e 0,423
Insulina® (mcU/ml) 16 9,59 £ 8,21
HOMA' (mcU/ml.mg.dl) 14 1,71 + 0,90 0,366
HOMA? (mcU/ml-mg.dl) 14 2,13 £217 ’

" antes da terapéutica; * - apés a terapéutica

4.2. Genotipagem dos polimorfismos por PCR-RFLP

4.2.1. ldentificagao dos polimorfismos/mutacao

A identificacdo dos produtos amplificados e digeridos é realizada numa

camara escura através de um transiluminador UV ap6s electroforese em gel de

agarose a 3%. Para a identificagdo do peso molecular das bandas sao

utilizados os marcadores A e B (Figura 6).
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Figura 6 - Marcadores de peso molecular.
A- GeneRuler™ Low Range DNA Ladder, 25-700 pb; B - GeneRuler™ 50 pb DNA

Ladder, 50-1000 pb (http://www.fermentas.com/en/products/all/dna-electrophoresis).

4.21.1. Identificagdao do polimorfismo C8090T do gene da OPN
Na Figura 7 estdo representados os diferentes gendétipos resultantes da
genotipagem do /locus 8090 do gene da OPN. A banda de 110 pb corresponde
ao produto de PCR nao digerido do alelo C, enquanto as bandas de 84 pb e 26
pb (ndo visivel) correspondem a digestao do alelo C com Mbol.

— 110 pb
—84pb

Figura 7 - Electroforese em gel de agarose a 3% de fragmentos de PCR-RFLP do
OPN C8090T. Linha 1 - Marcador A, linha 2 - homozigético CC; linhas 3,4,5,6 -

homozigoticos TT; linha 7 - heterozigotico CT.
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4.2.1.2. Identificagao do polimorfismo CYP2C9*2

Na Figura 8 estdo representados os diferentes gendétipos resultantes da
genotipagem do CYP2C9*2. A banda de 690 pb corresponde ao produto de
PCR nao digerido do alelo T, enquanto as bandas de 521 pb e 169 pb
correspondem a digestdo do alelo T com Eco471.

— 169 pb

Figura 8 - Electroforese em gel de agarose a 3% de fragmentos de PCR-RFLP do
CYP2C9*2. Linha 1 - Marcador B, linhas 2, 3 e 5 - homozigéticos CC; linha 4 -
heterozigético CT; linha 6 - homozigético TT.

4.2.1.3. Identificagao do polimorfismo CYP2C9*3

Na Figura 9 estdo representados os diferentes gendétipos resultantes da
genotipagem do CYP2C9*3. A banda de 159 pb corresponde ao produto de
PCR né&o digerido do alelo C, enquanto as bandas de 134 pb e 25 pb

correspondem a digestédo do alelo C com Mph1103l.
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— 159 pb
— 134 pb

Figura 9 - Electroforese em gel de agarose a 3% de fragmentos de PCR-RFLP do
CYP2C9*3. Linha 1 - Marcador B, linhas 2 e 4 - heterozigoticos AC; linha 3 e 5 -

homozigotico AA, linha 6 - homozigético CC.

4.2.1.4. Identificagao do polimorfismo/mutagao CYP2D6*4/*6

Na Figura 10 estdo representados os gendtipos resultantes da
genotipagem do CYP2D6*4/*6. A banda de 353 pb corresponde ao produto de
PCR nao digerido dos alelos A (CYP2D6*4) e T (CYP2D6*6), os outros
fragmentos resultam da digestdo com Mval.
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— 353 pb

— 190 pb
— 163 pb
— 138 pb

Figura 10 - Electroforese em gel de agarose a 3% de fragmentos de PCR-RFLP do
CYP2D6*4/*6. Linha 1 - Marcador B, linhas 2, 3 e 5 - heterozigoticos GA (CYP2D6*4)
e homozigéticos TT (CYP2D6%6); linha 4 e 7 - homozigoticos GG (CYP2D6*4) e TT
(CYP2D6*6); linha 6 - homozigoticos AA (CYP2D6*4) e TT (CYP2D6*6), linha 8 -
homozigotico GG e heterozigético T Delecgao (CYP2D6*6).

4.2.2. Estudo caso/controlo dos polimorfismos/mutagao

Através de um estudo de associagdo caso/controlo, averiguou-se a
possivel existéncia ou ndo de associacao relativa, para cada polimorfismo,
entre o grupo de pacientes com HCC e o grupo de controlo. A populagéo
controlo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg no que respeita a distribuicdo na
populagao portuguesa.
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4. Resultados

Polimorfismo/mutacgao e Pacientes | Controlos p
Genoétipo | n (%) n (%)
OPN C8090T CcC 35 (23,3) 10 (10,3) 0,018
CT 65 (43,3) 56(57,7)
TT 50 (33,3) 31(32,0)
N=150 N=97
CYP2C9*2 cC 150 (73,9) | 78 (66,1) 0,326
CT 47 (23,2) 36 (30,5)
TT 6 (3,0) 4 (3,4)
N=203 N=118
CYP2C9*3 AA 108 (61,7) | 60 (55,0) 0,402
AC 62 (35,4) 47 (43,1)
cC 5(2,9) 2(1,8)
N=175 N=109
CYP2D6*4 AA 4 (2,4) 2 (2,0) 0,169
GA 32 (18,8) 29 (28,7)
GG 134 (78,8) | 70 (69,3)
N=170 N=101
CYP2D6*6 DelDel 0 (0) 0 (0) N/A
TDel 0 (0) 1(1)
1T 170 (100) | 100 (99)
N=170 N=101

Del - delecgao; N/A - ndo aplicavel

Em relacdo ao polimorfismo OPN C8090T, existem diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos de estudo e controlo (p=0,018)
(Tabela 10). O gendtipo CT é o mais frequente nos dois grupos e aquele que
apresenta um menor risco relativo associado a HC.

Por outro lado, o gendtipo CC é o que esta associado a um maior risco
relativo comparativamente com os outros gendétipos (p=0,008, OR=3,02, 95%
IC=1,371-6,634). Existe uma relagdo linear estatisticamente significativa
entre os genodtipos da OPN e a susceptibilidade associada a HCC (p=0,006)
(Tabela 11).
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Tabela 11- Risco relativo para associagcdo entre os genotipos da OPN e a

susceptibilidade associada a HCC.

Pacientes | Controlos | OR 95% IC p
Genoétipos | n (%) n (%)
CT 65 (43,3) |56 (57,7) 1,00
1T 50 (33,3) |31(32,0) 1,39 0,783-2,465 | 0,326
cC 35(23,3) |10(10,3) 3,02 1,371-6,634 | 0,008
N=150 N=97

Qui-quadrado para tendéncia linear=7,641, p=0,006

Para além do estudo caso/controlo para cada polimorfismo, estudou-se a
possivel relacao entre estes e o tipo de resposta a terapéutica, a existéncia de
esteatose, os graus de esteatose e estadios de fibrose. Nao se verificaram
diferengas significativas entre os diferentes gendtipos (CC, CT, TT) e o tipo de
resposta a terapéutica quer analisando-se os trés tipos separadamente
(p=0,455), quer agrupando os pacientes RR e NR versus os RS (p=0,688). O
mesmo se verificou em relacdo ao estadio de fibrose, presenga e grau de
esteatose (p=0,468; p=0,102; p=0,530, respectivamente).

Para os restantes polimorfismos estudados, CYP2C9*2, CYP2C9*3 e
CYP2D6*4 nao se observaram diferengas significativas entre os grupos de
pacientes com HC e de controlo (p=0,326; p=0,402; p=0,169, respectivamente)
(Tabela 10).

No estudo dos polimorfismos CYP2C9*2 e CYP2C9*3, quando
analisados isoladamente, também n&o se observaram diferencas significativas
entre os diferentes gendtipos (CC, TT, CT; AA, CC, AC; respectivamente) e o
tipo de resposta a terapéutica quer analisando-se os trés tipos separadamente
(CYP2C9*2, p=0,775; CYP2C9*3, p=0,641), quer agrupando os pacientes RR e
NR versus os RS (CYP2C9*2, p=0,754; CYP2C9*3, p=0,356) (Tabela 10). O
mesmo se verificou em relagdo ao estadio de fibrose (CYP2C9*2, p=0,669;
CYP2C9*3, p=0,276) presenca de esteatose (CYP2C9*2, p=0,448); e grau de
esteatose (CYP2C9*2, p=0,448; CYP2C9*3, p=0,436).

Ao agrupar-se os individuos heterozigéticos para os polimorfismos
CYP2C9*2 e CYP2C9*3 (haplétipo CTAC), verificou-se a existéncia de
diferencas significativas entre estes individuos versus os individuos nao
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heterozigéticos para ambos os polimorfismos, relativamente a existéncia e grau
de esteatose e estadio de fibrose (p=0,001; p=0,005; p=0,033;
respectivamente) (Tabelas 12, 13 e 14).

Tabela 12 - Grau de esteatose em individuos heterozigéticos e em portadores de
outros gendtipos para os polimorfismos CYP2C9*2 e CYP2C9*3.

Genotipos Grau de esteatose
CYP2C9*2/*3

0 1 2 3 4 Total
CT/AC 5 1 0 0 0 6
Outros 13 24 25 13 3 78
Total 18 25 25 13 3 84

Qui-quadrado de Pearson, p=0,005

Tabela 13 - Existéncia ou ndo de esteatose em individuos heterozigéticos e em
portadores de outros genotipos para os polimorfismos CYP2C9*2 e CYP2C9*3.

35232%2251*3 Sem esteatose Com esteatose Total
CT/IAC 5 2 7
Outros 14 70 84
Total 19 72 91

Qui-quadrado de Pearson, p=0,001

Tabela 14 - Estadio de fibrose em individuos heterozigéticos e em portadores de

outros gendtipos para os polimorfismos CYP2C9*2 e CYP2C9*3.

Genétipos Estadio de fibrose
CYP2C9'2I'3 | 1 2 3 4 Total
CT/AC 1 8 0 0 9
Outros 38 50 15 25 128
Total 39 58 15 25 137

Qui-quadrado de Pearson, p=0,033
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O haplétipo estudado parece ser protector em relacdo a existéncia de
esteatose, e a progressao para graus e estadio mais avangados de esteatose e
fibrose.

No estudo do polimorfismo CYP2D6*4 também nado se observaram
diferencas significativas entre os diferentes gendétipos (AA, GG, GA) e o tipo de
resposta a terapéutica quer analisando-se os trés tipos separadamente
(p=0,954), quer agrupando os pacientes RR e NR versus os RS (p=0,842). O
mesmo se verificou em relagdo ao estadio de fibrose (p=0,174) presenca de
esteatose (p=0,593); e grau de esteatose (p=0,723).
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A infecgao pelo VHC afecta aproximadamente 3% da populagdo mundial.
O VHC desencadeia infec¢gdes agudas e cronicas que podem levar a fibrose,
cirrose e carcinoma hepatocelular, o que constitui um problema de saude e
socioeconomico global (Pezacki et al., 2010; Tang & Grisé, 2009).

A terapéutica padrao, baseada na combinacao do interferdo-a peguilado
com ribavirina, durante 24 a 48 semanas, apresenta uma taxa de resposta
viroldgica sustentada de 44-54%, variando amplamente consoante o gendtipo,
etnia e histologia subjacente. Apesar de uma melhoria na eficacia da
terapéutica antiviral, nos ultimos anos, na pratica a taxa de resposta ao
tratamento € de 20% para o gendtipo 1 e de 43-52% para os gendétipos 2 e 3
(Burlone & Budkowska, 2009; Forde et al., 2009; Hwang et al., 2011; Negro,
2010; Walsh et al., 2006; Wohnsland et al., 2007).

Neste estudo, a taxa de resposta sustentada (RS) ao tratamento foi de
48,2% para o gendtipo 1, e de 46,3% para os gendtipos 2-3. A taxa de RS para
portadores do gendtipo 1 € bastante superior a referida no estado da arte

(20%), enquanto a referente aos gendtipos 2-3 é concordante (44-54%).

5.1. Patogenia da HCC

Histologicamente, diversos acontecimentos patologicos caracterizam a
HCC, tais como, danos em ductos biliares, formacéo de foliculos linféides e
esteatose. A esteatose € um factor crucial e determinante na progressédo da
fibrose hepatica, sendo também, e juntamente com o perfil lipidico, associada
com a RS a terapéutica padrao (Miyoshi et al., 2011).

A esteatose metabdlica, consequéncia da disfungdo mitocondrial
envolvida no processo de -oxidacado dos acidos gordos, esta relacionada com
factores de risco como a obesidade, a dislipidémia, a diabetes mellitus e a
sindrome metabdlica. A combinacao deste tipo de esteatose com a presenca
do virus estda associada a uma progressdo acelerada para fibrose
(Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009). A resisténcia a insulina (RI) resulta em
alteragdes no metabolismo dos lipidos (lipdlise periférica, aumento da sintese

de triglicéridos, aumento da absorgdo hepatica de acidos gordos), podendo
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contribuir para a acumulagéo de triglicéridos hepatocelulares (Fierbinteaunu-
Braticevici et al., 2009; Sanyal et al., 2001). A excessiva acumulagao de lipidos
no figado estd sujeita ao ataque pelas EROs, levando a peroxidagao lipidica
(Ciriolo et al., 1997, Fierbinteaunu-Braticevici et al., 2009).

A associacdo entre a Rl e a esteatose é bastante relevante dado o risco
acumulado para fibrose e a redugdo na resposta viroldégica a terapéutica
antiviral (Letteron et al., 1996).

Os enzimas CYP2D6 localizam-se no RE dos hepatécitos e tém sido
associados com o metabolismo do AA. O AA esta envolvido na produgao de
colagénio pelas células estreladas hepaticas. Fishman et al. (2006) associaram
o CYP2D6*4 com a taxa acelerada de fibrose em pacientes com HCC,
verificando que a frequéncia deste alelo, na populacdo caucasiana estudada,
era significativamente maior nos individuos que progrediam mais rapidamente
para estadios de fibrose superiores (F3-F4) do que nos individuos com indices
de fibrose menores (F1-F2). Com base neste estudo, o CYP2D6*4 poderia
tornar-se um marcador genético ndo invasivo, permitindo a identificacao de
pacientes infectados com VHC com maior susceptibilidade para a progressao
para cirrose (F4) numa fase precoce da infecgdo. Este polimorfismo tem sido
associado com varios processos carcinogénicos, tais como, cancro dos
pulmdes e da laringe e o carcinoma hepatocelular, principalmente em pacientes
infectados pelo VHC (Fishman et al, 2006).

O CYP2D6 é o CYP polimérfico mais estudado, com mais de 100
variantes alélicas descritas. O seu fenotipo metabolizador lento (PM) ocorre em
5-10% dos Caucasianos, mas em menos de 1% dos Asiaticos e Africanos
(Crettol et al., 2010). O alelo mais comum entre os PM é o CYP2D6*4, com
uma frequéncia alélica de aproximadamente 21% nas populagdes caucasianas.
Os alelos CYP2D6*3, CYP2D6*5 e CYP2D6*6 apresentam frequéncias alélicas
de 2,0%, 5,0% e 0,9%, respectivamente.

Neste estudo, as frequéncias alélicas do CYP2D6*4 para ambos os
grupos de estudo (grupo de controlo, 16,3%; grupo de pacientes com HCC,
11,8%) sao inferiores as referidas no estado da arte para os Caucasianos
(21%) (Crettol et al., 2010). Com os dados disponiveis para a populagao
europeia, verifica-se que o grupo de controlo tem uma frequéncia alélica

semelhante a da populagéo espanhola (16,5%) (Crescenti et al., 2007). Por sua
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vez, o grupo de pacientes com HCC apresenta uma maior semelhanga com a
populacao turca (11,3%) (Ayanacioglu et al., 1999; Crescenti et al., 2007). Os
resultados deste estudo s&o discordantes com os de Fishman et al (2006) que
associam o CYP2D6*4 com a taxa acelerada de fibrose em pacientes com
HCC. (Fishman et al, 2006)

A frequéncia alélica do CYP2D6*6 foi de 0,5% no grupo de controlo e de
0% no grupo de pacientes com HCC; menor que a frequéncia mencionada por
Crettol et al para os Caucasianos, 0,9%. Dos dados existentes para a
populacdo europeia, constata-se que o grupo de controlo deste estudo
apresenta semelhangas com a populagao holandesa (0,4%) (Crescenti et al.,
2007; Tamminga et al., 2001).

No estudo do polimorfismo CYP2D6*4 também nao se observaram
diferencgas significativas entre os diferentes gendtipos e o tipo de resposta a
terapéutica. O mesmo se verificou em relacao ao estadio de fibrose (p=0,174),
presenca de esteatose (p=0,593) e grau de esteatose (p=0,723).

Contrariamente ao estudo de Fishman et al. (2006), no presente estudo
verifica-se que os individuos metabolizadores lentos (PM) apresentam estadios
de fibrose mais baixos. Num estudo referente a polimorfismos dos CYPs e a
susceptibilidade para doenga hepatica crénica e carcinoma hepatocelular, o
CYP2D6*4 foi considerado como factor protector relativamente as lesdes
hepaticas (Silvestri et al., 2003) Tendo em conta a discordancia de resultados,
serd necessario efectuar mais estudos e repensar a aplicabilidade desta
variante para fins terapéuticos, na HCC (Fishman, et al., 2006).

A resolucdo da infeccao pelo VHC tem sido associada com respostas
intensas e extensas das células T com a produgdo de IFN-y, que estao
diminuidas em pacientes com HCC (Dustin & Rice, 2007).

A OPN esta envolvida na patogénese de varias doencgas inflamatérias e
fibréticas. Induz a acumulagao das matrizes extracelulares (ECMs) através da
ligagdo ao colagénio, fibronectina, e a osteocalcina, contribuindo para a fibrose
dos tecidos (Honsawek et al., 2010). Também estimula a proliferagdo das
células T e induz as células T e os macrofagos a expressar outras citocinas
Th1 durante a inflamacdo (Honsawek et al., 2010). E responsavel pela
conversao da polaridade das células T naif a Th1. Também tem sido associada

ao aparecimento de doengas auto-imunes, como a artrite reumatoide e
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esclerose multipla e doengas granulomatosas como a sarcoidose (Hummelshoj
et al., 2006; Niino et al., 2003).

O polimorfismo no nucleétido-443 da regido promotora do gene da OPN
foi considerado util como marcador para prever a resposta a terapéuticas com
IFN em pacientes com HCC. No entanto, € necessaria uma investigacao mais
aprofundada sobre a sua verdadeira relevancia (Naito et al., 2005).

Neste trabalho pretendia-se analisar se o polimorfismo genético C8090T
do gene da osteopontina, conhecido por promover a polarizagdo da resposta
imunitaria a Th1, estaria associado a HCC, conferindo susceptibilidade para a
progressao de fibrose e explicando diferentes respostas a terapéutica. Neste
estudo encontraram-se diferencgas significativas nas frequéncias genotipicas do
polimorfismo C8090T entre o grupo de pacientes com HCC e o grupo de
controlo. A distribuicdo dos gendtipos nos grupos de controlo e de pacientes
portugueses foi: CC-10,3% e 23,3%; TT-32,0% e 33,3%; CT-57,7% e 43,3%,
respectivamente.

No presente estudo verificou-se a existéncia de diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos de estudo e controlo (p=0,018)
(Tabela 10). O gendtipo CT, o mais frequente nos dois grupos, apresenta um
menor risco relativo associado a HC (heterose negativa). Por outro lado, o
gendtipo CC é o que esta associado a um maior risco relativo (p=0,008,
OR=3,02, IC 95%= 1,371-6,634). Existe uma relagéo linear estatisticamente
significativa entre os gendtipos da OPN e a susceptibilidade associada a HC
(p=0,006).

No estudo do mesmo polimorfismo (C8090T) numa populagéo japonesa
com esclerose multipla, o gendtipo CC era mais prevalente no grupo de
pacientes do que no grupo de controlo, estando associado com a
susceptibilidade para esclerose multipla. No grupo de controlo portugués, a
distribuicdo dos gendétipos do polimorfismo C8090T do gene da OPN é bastante
diferente da populagdo controlo japonesa. As frequéncias genotipicas nos
grupos de controlo japonés e portugués sdo: CC- 48,4% e 10,3%; CT-41,9% e
57,7%; TT- 97% e 32,0%, respectivamente; havendo diferencas
estatisticamente significativas entre estas duas populagées (p=0,000).

Ao comparar os dois grupos de pacientes, verifica-se que as frequéncias

genotipicas nos individuos japoneses com EM e nos individuos portugueses
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com HCC sao: CC- 77,6% e 23,3%; CT- 15,5% e 43,3%; TT- 6,9% e 33,3%,
respectivamente. Nos dois grupos japoneses, o genétipo CC é o mais
frequente enquanto nas portuguesas € o CT (Niino et al., 2003).

A distribuicdo alélica nos grupos de controlo portugués e japonés, em
comparagdao com a referente a populagdo americana é a seguinte: C- 43%,
69% e 24%; T- 57%, 31% e 76%, respectivamente. A populagdo portuguesa,
assim como, a americana apresentam uma maior frequéncia do alelo T,
enquanto na populagéo japonesa predomina o alelo C (lwasaki et al., 2001).

A falta de concordancia com outros estudos pode ser devida, em parte, a

diferengas no background dos polimorfismos nas diferentes etnias.

5.2. Resposta a terapéutica na HCC

As estatinas, mas principalmente a fluvastatina (FLV), tém apresentado
um potencial papel terapéutico na infecgdo cronica pelo VHC (Bader et al,,
2008; Forde et al., 2009). Neste contexto, os estudos baseiam-se em
observagdoes do ciclo de vida do VHC: os viribes circulam no plasma
associados a particulas LDL; o LDLR e o SR-Bl das HDLs facilitam
putativamente a entrada do VHC nos hepatécitos; e a replicagdo do VHC
depende da formacdo de um complexo de replicagdo em “rede membranar”
(Bader et al., 2008; Negro, 2010). As estatinas, agentes que bloqueiam a
formacado de precursores lipidicos para a prenilacdo, podem teoricamente
interferir com a replicagéo viral (Ye et al., 2003).

Bader et al. (2008) sugerem que a fluvastatina (FLV) actua no plasma
circulante ligada a particulas lipovirais (LVPs) que consistem em LDLs, VLDLs
e lipoproteinas apoB. O resultado desta ligacdo FLV-LVPs podera interferir
directamente com a capacidade do virus em modular o sistema imunitario do
hospedeiro. O complexo FLV-LVP podera também apresentar maior dificuldade
em entrar nos hepatécitos pelo LDLR, levando a reducdo da carga viral. No
hepatdcito, pensa-se que a fluvastatina se liga aos “rafts” lipidicos, possiveis
locais de replicagao dentro da célula (Badder et al., 2008).

A associagdo do interferdao-a com a fluvastatina em modelos
experimentais exibiu fortes efeitos sinérgicos no que respeita a inibicdo da

replicacdo do RNA viral, sugerindo que a FLV, em particular, mas
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potencialmente outras estatinas, poderdo ser usadas como um adjuvante a
terapéutica com interferdo-a (IFN-a) (Badder et al., 2008; lkeda et al., 2006).

Sezaki et al. (2009), num estudo que abordou a eficacia da terapéutica
com fluvastatina, IFN-a e ribavirina em pacientes infectados pelo VHC
(gendtipo 1b) com cargas virais elevadas, sugerem a utilizagcao de FLV como
adjuvante a terapéutica padrao, especialmente em individuos do sexo feminino
com idade avangada que respondem pior a terapéutica (Sezaki et al., 2009).

Sendo a FLV metabolizada pelo CYP2C9, o estudo das variantes
genéticas deste CYP permite avaliar se a resposta a uma possivel terapia
coadjuvante com FLV, podera estar relacionada ou ndo com o efeito da droga
que pode resultar da variagao genética individual (Badder et al., 2008;Crettol et
al., 2010). Se um individuo é metabolizador rapido, apresenta um excesso de
actividade enzimatica, e o efeito da droga sera sub-6ptimo ou perdido (Lynch &
Price, 2007).

Nos Caucasianos, os polimorfismos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 tém
frequéncias de 11% e 7%, respectivamente. Enquanto os alelos mais raros
CYP2C9*5, *6, *8, *9 e *11 tém uma maior prevaléncia nas populacdes
africanas. Entre subgrupos étnicos de populagdes, podem existir pequenas
diferencas nas frequéncias destes genétipos, sendo que a variante CYP2C9*2
esta quase ausente nas populacdes africanas e asiaticas (Crettol et al., 2010).

Neste estudo, as frequéncias genotipicas do CYP2C9*2 foram: CC-
66,1% e 73,9%; TT- 3,4% e 3,0%; CT- 30,5% e 23,2%, para os grupos de
controlo e de pacientes. Para o CYP2C9*3, as frequéncias genotipicas sao:
AA- 55,0% e 61,7%; CC-1,8% e 2,9%; AC-43,1% e 35,4%. A cada gendtipo
corresponde um tipo de metabolizador: gendtipos CC e AA - metabolizador
extensivo (normal); gendtipo TT e CC - metabolizador lento, CT e AC -
metabolizadores intermediarios com diminuicdo de actividade enzimatica; para
os CYP2C9*2 e *3 respectivamente (Lynch & Price, 2007). Os dois grupos sao
constituidos principalmente por individuos metabolizadores extensivos
(normais). Como o grupo de pacientes com HCC, tem uma predominancia de
individuos metabolizadores extensivos, seguindo-se o0s metabolizadores
intermediarios que apresentam diminuicdo da actividade enzimatica, e por fim
com uma prevaléncia muito baixa, os metabolizadores rapidos; parece

adequada a utilizacdo de fluvastatina como adjuvante a terapéutica padrao,
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nao s6 tendo em vista a eliminacao do virus como também o melhoramento do
perfil lipidico

A frequéncia alélica do CYP2C9*2 foi de 18,6% e 14,5%, nos grupos de
controlo e de pacientes com HCC, respectivamente. Estas frequéncias sao
superiores a referida por Crettol et al, para os Caucasianos (11%). A
inexisténcia de estudos referentes a populacdo portuguesa, ou a individuos
com HCC, impossibilita a comparagdo com os resultados obtidos. Recorrendo
aos dados disponiveis, verifica-se que a frequéncia alélica do grupo de controlo
(18,6%) é semelhante a da populagao italiana (18,3%) (Margaglione et al.,
2000; Xie et al., 2002) e que a do grupo de pacientes (14,5%) é idéntica a da
populagao holandesa (14,2%) (van der Weide et al., 2001; Xie et al., 2002).

A frequéncia alélica do CYP2C9*3 foi de 23,4% e 20,6%, nos grupos de
controlo e de pacientes com HCC, respectivamente. Estas frequéncias sao,
uma vez mais, superiores as mencionadas por Crettol et al, para os
Caucasianos (7%). A populagédo espanhola é aquela que tem uma frequéncia
alélica (16,2%) mais semelhante aos grupos estudados na populagcédo
portuguesa (Garcia-Martin et al., 2001;Xie et al., 2002).

Entre os diferentes gendtipos do CYP2C9*3 e a presencga de esteatose
existem diferengas significativas; a maioria dos individuos CYP2C9*3 tinha
esteatose antes do tratamento (p=0,041).

Entre os individuos heterozigéticos para ambos os polimorfismos do
CYP2C9 (haplotipo CTAC) e os portadores de outros haplétipos, existem
diferencas significativas relativamente aos graus de esteatose e estadios de
fibrose. Os individuos CYP2C9*2 e *3 apresentam graus de esteatose e
estadios de fibrose inferiores antes da terapéutica. O haplétipo estudado
parece ser protector em relagao a existéncia de esteatose, e a progresséao para
graus e estadios mais avangados de esteatose e fibrose. A associacédo com a
esteatose podera estar relacionada com a intervencdo do CYP2C9 no
metabolismo de acidos gordos (acido araquiddnico e acido linolénico)
(Kirchheiner et al., 2004).

Chen & Raymond (2006) sugeriram que o CYP2C9*2 pode estar
envolvido na carcinogénese do carcinoma hepatocelular, complicagcao
associada a fibrose hepatica (Chen & Raymond, 2006) Tendo isto em

consideracao, poderia esperar-se que os individuos CYP2C9*2 apresentassem
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estadios de fibrose superiores. Contudo, neste estudo o mesmo nao se
verificou, ndo sendo possivel inferir qualquer conclusdo entre esta variante
genética e a susceptibilidade para o desenvolvimento de estadios de fibrose

mais avangados numa fase precoce da infecgao.
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O principal objectivo deste trabalho incidia no estudo da contribuicéo
genética de polimorfismos genéticos dos CYP2C9, CYP2D6 e OPN na historia
natural (infecgédo, progressédo e resposta a terapéutica) da hepatite C cronica
(HCC).

Tendo por base a relacdo descrita entre o CYP2D6*4 e a previsdo da
taxa de progressao de fibrose hepatica, esperava-se uma associagdo entre
este polimorfismo e a presenga de fibrose em estadios mais avangados.
Contudo, neste estudo:

- Os resultados ndo sao concordantes com a hipdtese delineada, nao
sendo possivel associar o CYP2D6*4 a progresséao da fibrose, nem com outros
aspectos relacionados com a histéria natural da HCC.

A discordancia de resultados provenientes de varios estudos n&o torna
viavel a utilizagdo desta variante genética como marcador na identificacao da
susceptibilidade para o desenvolvimento de cirrose numa fase precoce da
infeccdo. Sao necessarios estudos mais abrangentes em termos clinicos e
demograficos, nos quais seja conhecido o tempo entre o diagnostico da
infeccao e dos diferentes estadios de fibrose na progressao da doenca.

A OPN esta envolvida na patogénese de varias doencgas inflamatérias e
fibréticas. E conhecida a correlagdo de polimorfismos da OPN com a fibrose, a
susceptibilidade para o desenvolvimento de cirrose hepatica, e com a resposta
a terapéutica na HCC. Neste estudo:

- Verificou-se que o gendtipo CC do polimorfismo OPN C8090T estava
associado a uma maior susceptibilidade na HCC e o gendtipo CT a um factor
protector. No entanto, nao foi possivel estabelecer qualquer relagao entre este
polimorfismo e a resposta a terapéutica.

As estatinas e principalmente a FLV tém um efeito supressor viral. Tendo
em conta que a FLV é metabolizada pelo CYP2C9, considerou-se relevante o
estudo das suas variantes como forma de avaliar se a resposta a uma futura
terapia coadjuvante com FLV estaria relacionada com o efeito da estatina, que
podera resultar da variagédo genética individual. Neste contexto, verificou-se

que:
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- A utilizacdo de FLV como adjuvante a terapéutica padrdao parece
adequada, dado que o grupo de pacientes com HCC €& constituido
predominantemente por metabolizadores extensivos (normais).

- A heterozigotia para as variantes genéticas CYP2C9*2 e CYP2C9*3
confere protec¢cao em relagao a existéncia de esteatose, e a progressao para

graus mais avangados de esteatose e estadios de fibrose.

Neste trabalho foi feita uma abordagem genética e epidemioldgica de
uma amostra da populagao portuguesa: um grupo de pacientes com HCC e um
grupo de individuos controlo. E importante salientar que, até a data, ndo esta
publicado qualquer estudo referente a estes polimorfismos na populacao
portuguesa. Apds a pesquisa bibliografica verificou-se que também néo estao
disponiveis estudos a nivel internacional que relacionem os polimorfismos
CYP2C9*2, CYP2C9*3 e OPN C8090T com a HCC.
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