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Resumo

Os Proteoglicanos de Sulfato de Heparano (HSPG) encontram-se presentes tanto na membrana
celular como na matriz extracelular (MEC), sendo libertados e mobilizados pela acdo das
metaloproteinases (MMPs) e da Heparanase (HPSE). Estes proteoglicanos caracterizam-se pela
sua carga negativa (conferida pelo grupo Sulfato de Heparano — HS) que lhes permite o
sequestro de agua e catides (sodio e calcio) e também pela capacidade de se ligarem a uma
grande variedade de moléculas (tais como, proteinas da matriz extracelular, fatores de
crescimento, citocinas e quimiocinas, tendo também sido demonstrado que funcionam como
correcetores celulares para um grande numero de virus) e assim regular diversas funcgoes
bioldgicas. Este trabalho tem como objetivo rever evidéncias do papel dos sulfatos de heparano
nos mecanismos patogénicos das infecGes viricas, com especial enfoque no virus da hepatite C.
Como exemplo basedmo-nos num estudo realizado no Laboratério de Genética da FMUL para
tentar entender a influéncia de um polimorfismo funcional (rs4693608) do gene da HPSE na
progressdo para os estadios de fibrose, numa amostra populacional com hepatite C crdnica
(HCC). Identificou-se que a idade e as atividades séricas dos enzimas ALP, AST, ALT e GGT se
encontravam mais elevadas e o numero de plaquetas diminuido, nos estadios de fibrose mais
elevados (F3/4). Na associacdo gendtipo e fendtipo intermédio, houve uma relagdo deste
polimorfismo com niveis mais elevados de IMC, GGT e RNA. Concluindo-se, assim, através dos
resultados obtidos das associagdes entre o fendtipo intermédio e o fendtipo distante, e também
do gendtipo com o fenédtipo intermédio, que este polimorfismo afeta a progressao da fibrose.

Palavras-chave: sulfatos de heparano; heparanase; infecdes viricas; virus da hepatite C; hepatite
C crdnica.

Abstract

Heparan sulfate proteoglycans (HSPG) are present both in the cell membrane and in the
extracellular matrix (ECM), being released and mobilized by the action of metalloproteinases
(MMPs) and heparanase (HPSE). These proteoglycans are characterized by their extreme
negative charge (conferred by the heparan sulfates - HS) which allows them to sequester water
and cations (sodium and calcium), and also by their ability to bind to a wide variety of molecules
(such as, extracellular matrix proteins, growth factors, cytokines and chemokines, and also serve
as cellular correctors for a wide variety of viruses) and thus regulate diverse biological functions.
This work aims to review evidence of the role of heparan sulfates in the pathogenic mechanisms
of viral infections, with a special focus on the hepatitis C virus (HCV).We used a study conducted
at the Laboratory of Genetics of FMUL as an example, which aims to understand the influence
of the HPSE gene functional polymorphism (rs4693608) in the progression to fibrosis stages in
chronic hepatitis C individuals. In the higher stages of fibrosis (F3/4), we observed that the age
and the serum activities of hepatic enzymes (ALP, AST, ALT and GGT) were higher, and the
number of platelets was lower. There was also an association between genotype and
intermediate phenotype with the aforementioned polymorphism and higher levels of BMI, GGT
and viral load (viral RNA). Our results provide evidence for an association between intermediate
and distant phenotypes, and also between genotype and intermediate phenotype, leading us to
conclude that the polymorphism investigated here affects the progression of fibrosis.

Keywords: heparan sulfates; heparanase; viral infections; hepatitis C virus; chronic hepatitis C.
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Introducao

As cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs) podem ser classificadas em 4 categorias
diferentes dependendo da natureza das unidades dissacaridicas repetidas (Koehler et
al., 2020). O sulfato de heparano é um GAG e é um dos principais constituintes de todos
os tecidos de mamiferos, sdo cadeias polissacarideas lineares, ndo ramificadas,
formadas por unidades alternadas (dissacaridicas) de acido urdnico e glicosamina,
sulfatadas. Existem, ndo tanto como entidades livres mas como cadeias laterais ligadas
covalentemente a proteinas “core” especificas presentes na superficie celular -

formando os proteoglicanos de sulfato de heparano (HSPG).

-00C -00C ﬂ -00C -00C
0 0 Q 0
o —0 o o o o—--
HO SO, HO SO, HO SO HO  SOS

Figura 1. Estrutura do Sulfato de Heparano (HS). Seta — local de clivagem pela HPSE. (Angelidis & Shukla, 2020)

Como resultado da sua alta sulfatacdo, o HS tem uma densidade de cargas negativas
extrema e, assim, liga-se a uma grande variedade de moléculas extracelulares, incluindo
fatores de crescimento, citocinas e enzimas. A quebra dessas liga¢des liberta os fatores
sequestrados para o meio e, por isso, ao envolver os seus respetivos recetores, provoca
efeitos a jusante. Varias enzimas estdo envolvidas na degradacdo dos HSPGs, em
particular a heparanase-1 (Figura 1) (Angelidis & Shukla, 2020; Esko & Lindahl, 2001;
Sampaio et al. 2021). Apesar da natureza generalizada do HS, pouco se sabe sobre como
as suas modificagdes e clivagem regulam processos celulares importantes e vias de

transducdo de sinal (Angelidis & Shukla, 2020).

Também pela sua alta sulfatacdo, os HS servem como um importante recetor, para um
grande numero de virus humanos, como o virus da dengue (DENV), virus da hepatite C
(HCV), virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus do papiloma humano (HPV),
coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-Cov-2) e para essencialmente

todos os herpesvirus (HSV) (Angelidis & Shukla, 2020; (Sampaio et al. 2021).

Isto ocorre tipicamente através de interacOes eletrostaticas entre as cargas negativas
dos HSPGs e as porgdes basicas de aminoacidos de proteinas da superficie viral (Sampaio

et al. 2021). Num estudo de referéncia, verificou-se que uma rara modificacdo do HS,
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descrita como 3-O-sulfatacao, pode interagir com uma proteina essencial do envelope
do virus herpes simplex (HSV) para desencadear a entrada viral nas células. Isso
expandiu o papel previamente estabelecido do HS de uma molécula de fixagdo viral para
um recetor essencial necessario para a entrada do virus na célula (Angelidis & Shukla,

2020).

A ligacdo viral a superficie celular e a entrada sdo as primeiras fases no processo de
infecdo viral e, como tal, tém sido objeto de numerosos estudos com o objetivo de
bloquear essa interagado inicial. Como existem multiplas formas de reduzir o contacto
viral com o HS da superficie celular (HPSE, heparinase, heparina, HS solivel e MMPs),
investigar esta ligacdo pode ajudar no conhecimento sobre a entrada na célula e

possiveis terapéuticas (Angelidis & Shukla, 2020; Sampaio et al. 2021).
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Sulfatos de Heparano

Um complexo processo de biossintese é responsdvel pela produ¢dao e modificagdo dos

HS, através de acbes coordenadas de varias glicosiltransferases e sulfotransferases.

Estes polissacarideos representam um tipo de glicosaminoglicanos (GAG), sendo

compostos pela repeticdo de unidades dissacaridicas de D-glucosamina (GLcN) e acido

uronico (acido D-glucurdnico (GLcA) ou acido L-idurdnico (IdoA)), com adi¢des varidveis

de grupos sulfato e outras modificagdes (Figura 2) (Angelidis & Shukla, 2020; Esko &

Lindahl, 2001).
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Figura 2. Esquema da biossintese da cadeia HS. Os dominios estruturais (NA, NA/NS, NS) sdo definidos em relagéo a

distribuicdo de N-substituintes de GLcN, conforme indicado. (N-acetilado e N-sulfatado). Também sdo mostradas

regides que foram implicadas na ligacdo de ligantes especificos, como FGF-1/FGF-2 e antitrombina. (Esko & Lindahl,

2001)
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Como ja referido, os HS ligam-se covalentemente a proteinas “core” especificas
constituindo assim a superfamilia dos HSPGs. Podemos distinguir duas subfamilias
principais de HSPGs membranares os sindecanos e os glipicanos (Figura 3). Existindo
também ja descritos varios HSPGs menores como o epicano, betaglicano e outros (Esko

& Lindahl, 2001; Sampaio et al. 2021).
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HO 0 Q"
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90004, o000,
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Figura 3. Estrutura dos sindecanos e glipicanos. Os HSPG contém tipicamente uma proteina central e
cadeias laterais de GAG. A proteina central dos SDC é composta por trés dominios (extracelular,
transmembranar e citoplasmatico), a dos GPC esta ancorada na membrana. (Sampaio et al. 2021)

Os varios tecidos do corpo humano contém diferentes isoformas de HSPGs e o seu papel
bioldgico vai estar entdo dependente das propriedades do seu nucleo proteico,
composi¢oes de GAGs, e modificagdes biossintéticas que estas cadeias recebem in-situ,
padrdes de sulfatacdo e localizagdo nas células e tecidos (Esko & Lindahl, 2001; Sampaio

etal. 2021).

Como componentes da MEC, os HSPGs contribuem para a organiza¢gdao da membrana
basal e medeiam a aderéncia e motilidade celular. Como parte das vesiculas secretoras
(em particular a serglicina), asseguram o correto funcionamento do seu conteudo (ou
seja, de proteases ou de proteinas matriciais). Na superficie celular ligam-se a citocinas,
guimiocinas e fatores de crescimento, impedindo a sua degradacao, criando assim locais
de armazenamento temporario ou gradientes de morfogéneos importantes no
desenvolvimento. Servem como recetores de endocitose regulando a degradacdo
lisossémica de recetores celulares e de moléculas extracelulares, fornecedoras de
nutrientes as células (o caso das lipoproteinas). S3o mediadores do transporte
transcelular de quimiocinas através das células endoteliais, servem como correcetores

do fator de crescimento do fibroblasto (FGF) e respetivo recetor, medeiam a sinalizacdo
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ou stress intracelular através do desprendimento proteolitico de sindecanos e tém um
papel importante no desenvolvimento e na manutengdo de nichos de células estaminais

(Sampaio et al. 2021).

Sindecanos

Os quatro sindecanos (sindecano-1, -2, -3 e -4) representam os HSPGs membranares
mais abundantes, tém uma proteina “core” composta por trés dominios estruturais
caracteristicos: extracelular (ectodominio), transmembranar e citoplasmatico (Esko &

Lindahl, 2001; Sampaio et al. 2021).

O ectodominio, exposto a matriz extracelular (MEC), contém 3 a 5 cadeias exclusivas de
HS embora, em alguns tecidos, sejam expressas formas hibridas contendo HS e outro
GAG (Esko & Lindahl, 2001). Este dominio é variavel e intrinsecamente desorganizado,
o que lhe permite interagir com uma imensa variedade de moléculas e dai exercer as
mais variadas func¢des bioldgicas. Na regido proximal existe um local de clivagem pelas
metaloproteinases (MMPs), e da protedlise resulta a descamacdo (com libertacdo e
mobilizacdo) dos ectodominios da superficie celular (Esko & Lindahl, 2001; Sampaio et

al. 2021).

Um curto segmento hidrofébico transmembranar fixa o PG a membrana plasmatica. Os
SDCs podem ainda ser internalizados por endocitose e degradados em lisossomas,
sugerindo que os dominios transmembranar e/ou citoplasmatico contém sequéncias
gue podem interagir com proteinas envolvidas na endocitose (Esko & Lindahl, 2001)
Assim, alguns SDCs sdo responsaveis pela endocitose, mediada por recetores, de
ligandos como lipoproteinas de baixa densidade, transferrina, fatores de crescimento,

virus, etc (Koehler et al., 2020).

O dominio citoplasmatico apresenta, também, sequéncias de peptideos que se ligam a
proteinas do citoesqueleto e que servem como substratos para cinases celulares (Esko
& Lindahl, 2001). Assim, os SDCs podem atuar como moléculas de sinalizagdo (Esko &

Lindahl, 2001; Koehler et al., 2020).

Sabe-se que os sindecano-3 tém um papel importante na regulacdo do balanco

energético, apesar do seu mecanismo ndo se encontrar ainda completamente
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esclarecido, Reyzes et al. sugeriram trés hipdteses para a influéncia do sindecano-3 na

ingesta alimentar e balango energético, sendo elas: (Reizes et al., 2006)
facilitar a acdo direta da AGRP no MC4R;
a acdo indireta dos sindecanos clivados;

interferir com o mecanismo que regula o gasto de energia, independentemente

da ingesta alimentar.

E possivel que a fun¢do do sindecano-3 no hipotalamo seja semelhante a sua fungdo nas
outras regides cerebrais, destacando-se o seu papel no hipocampo, na promocao da
plasticidade e desenvolvimento de sinapses. Este estudo apresentou, assim, uma
hipdtese para a funcdo dos sindecano-3, e possivel relagdo com os HSPG, no SNC, na

regulacdo sindptica da homeostasia energética. (Reizes et al., 2006)

Glipicanos

Os seis glipicanos sao distinguidos pelos seus ectodominios globulares ricos em cisteina,
e a presenca de 2 a 3 cadeias de HS ligadas apenas entre o dominio globular e a por¢ao
glicosilfosfatidilinositol (GPI) que o ancora ao folheto externo da membrana celular
(Esko & Lindahl, 2001; Sampaio et al., 2021). Comparativamente aos sindecanos, a
localizacdo das cadeias de GAGs nos glipicanos (perto do dominio justamembranar),

aproxima as particulas virais do seu recetor conhecido (Koehler et al., 2020).

A libertagdo de glipicanos por mecanismos do tipo fosfolipase C ainda ndo foi
documentada mas, tal como os SDCs, estes HSPGs podem ser degradados por

endocitose e degradacao lisossdmica (Esko & Lindahl, 2001).

A localizagcdo estratégica dos HSPGs nos tecidos é fundamental para o seu papel
funcional. A localizacdo de SDCs e GPCs na membrana citoplasmatica regula a sinalizacdo
intracelular e célula-MEC. A localizacdo dos HSPGs na membrana basal regula as suas
funcdes de barreira e coordena as interacdes célula-célula e célula-MEC (Sampaio et al.

2021).
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HS e as Infecdes Viricas

Para se replicarem e evitarem o reconhecimento pelo sistema imunitario na MEC que,
para além disso, podera apresentar condicdes hostis para certos virus, as particulas
virais devem iniciar a entrada nas células de forma relativamente rapida (Koehler et al.,

2020; Zhu et al., 2011).

Os HSPGs, devido a cadeias GAG altamente sulfatadas apresentam uma carga global
negativa que lhes permite interagir, electrostaticamente, com os residuos bdsicos das
glicoproteinas da superficie viral ou das proteinas capsuladas virais de virus ndo
envelopados. Estas intera¢des sdao geralmente de baixa afinidade, no entanto, como a
superficie das particulas virais é coberta com varias centenas de cépias destas proteinas,
permite que os virus formem multiplas interacdes em simultdneo com a superficie
celular — ligagdes multivalentes — permitindo compensar a fraca afinidade inerente
destas interacdOes e fortalecer a ligagao das particulas virais a superficie celular (Zhu et
al., 2011). O uso de oligossacarideos da superficie celular, como fatores iniciais de
ligacdo, aumenta a infecciosidade viral principalmente por concentrar particulas virais
na superficie celular e, desta forma, facilitar a subsequente ligacao a recetores virais
especificos para a internalizacdo. Em casos raros, os HSPGs servem diretamente como
recetores de entrada, tal como descrito para o HSV-1. No entanto, a definicdo e distin¢ao
entre fatores de ligacdo e recetores de entrada ndo é tdo clara na pratica, podendo-se

mesmo sobrepor (Sampaio et al. 2021; Koehler et al., 2020; Zhu et al., 2011).

A medida que o conhecimento sobre a entrada dos virus nas células aumenta, torna-se
evidente que a ligacdo a superficie celular é mais complexa do que se pensava

inicialmente (Koehler et al., 2020).

Fases de infecao

Grande parte do trabalho inicial sobre o importante papel dos HS no ciclo de vida dos
virus foi obtido do trabalho com o virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1), um virus
encapsulado, composto por uma cadeia dupla de DNA linear. A entrada do HSV-1 nas
células é um processo complexo com multiplas etapas, envolvendo varias glicoproteinas

virais e recetores das células hospedeiras. Na infecdo pelo HSV-1, a interacdo inicial com
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o HS é realizada através da ligagdo das glicoproteinas virais B e C (gB e gC). Esta é maior
nas projecdes da membrana celular, tais como os filopddios, que expressam maiores
guantidades de HS e permitem o transporte de virus para o corpo da célula num
processo dependente da actina denominado “viral surfing”. A adi¢ao de grupos sulfato,
por vdrias 3-O-sulfotransferases (3-OST), na posicdo 3-OH do HS confere-lhe a
capacidade de se ligar a glicoproteina D (gD), permitindo assim a entrada viral. Expressao
mais alta de recetores nectina-1 (recetor de gD), mediador de entrada do HSV na célula,
e de HS 3-O-sulfatado no corpo celular permitem a associacdo mais préxima com os
componentes do complexo de fusdo viral. Estudos pioneiros usando células de ovario de
hamsters chineses resistentes ao HSV-1 concluiram que bastava a sobrexpressao de 3-
OST-3b para tornar essas células suscetiveis a entrada viral. Posteriormente, constatou-
se que multiplas 3-OSTs, com expressao e func¢des especificas de tecido sdo capazes de
produzir essa modificacdo e tornar as células suscetiveis a infecdo (Angelidis & Shukla,

2020).

Apds a entrada na célula, por meio de fusdo de membranas ou “phagocytosis-like
uptake”, uma proteina do tegumento viral, “virus-host shut-off protein” (vhs), atua
imediatamente para degradar os mRNAs hospedeiros, diminuindo a sintese de proteinas
hospedeiras. Enquanto isso, o capsideo viral é transportado para o nucleo ao longo de
microtubulos, onde liberta o seu material genético para replicacao (Angelidis & Shukla,

2020).

Apds a replicagao viral e encapsidagao do genoma viral, milhares de novos virides
passam por processos de encapsulamento primario e desenvolvimento nas membranas
nucleares, seguida de tegumentacdo e encapsulamento secundario no citoplasma e
rede trans-Golgi e, em seguida, sdo exocitados, havendo disseminacao célula-a-célula
através da interacdo com a membrana plasmatica. Numa infecdo litica, milhares de
virides sdo produzidos e, apds a encapsidacado verifica-se a libertacdo destes através de
varias interagcdes com a membrana celular ou, nos estadios mais recentes da infecao,
através da lise celular (Angelidis & Shukla, 2020). Como as proteinas da membrana viral
sdo sintetizadas usando a maquinaria da célula hospedeira e atravessam a via secretora,
sdo modificadas com glicanos dependentes do hospedeiro. Esta glicosilacdo além de

afetar o reconhecimento imunoldgico, o enovelamento e conformacao proteica, é um
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importante modulador da ligacdo virus-célula. Dependendo da sua localizacdo, estes
glicanos podem, entao, influenciar a replicagcdo viral e a patogenicidade (Zhu et al.,

2011).

Sabe-se relativamente pouco sobre os passos e requisitos da saida viral das células.
Estudos recentes geraram uma maior compreensao desta fase final do ciclo de vida viral
com a descoberta da HPSE e HS como principais reguladores da libertagao viral

(Angelidis & Shukla, 2020).

Gene da Heparanase (HPSE)

O gene da heparanase (HPSE) foi clonado pela primeira vez em 1999 e é constituido por
treze exdes (Gaskin et al., 2020). Encontra-se localizado no brago longo do cromossoma

4, naregidao 21.23 (4921.23) (NationalCenter of Biotechnology Information, 2021).

Cromossoma 4- NC _000004.12

[ 535247157 p [ 53456110
LOC391674 LOC10S377313 Locinn2a7427 HEL®
LOC11299754) LOC112997542
cogz LOC112997541
HPSE_

Figura 4. Localizagdo genética da HPSE (Imagem adaptada do site NCBI)

O RNAm da HPSE codifica uma proteina de 61,2 kDa com 543 aminodcidos. Esta pro-
enzima é posteriormente clivada em subunidades de 8 e 50 kDa que se vao associar de
forma ndo covalente para originarem a HPSE ativa. A formacdo de heterodimeros vai ser
bastante importante para a atividade da HPSE (Gaskin et al., 2020; Ostrovsky et al.,

2007).
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Heparanase

A heparanase (HPSE) é uma endoglicosidase e é a Unica enzima conhecida, em
mamiferos, capaz de degradar o HS presente em multiplos locais celulares, incluindo a
matriz extracelular, membrana plasmatica e nuclear, libertando as citocinas e
guimiocinas pré-inflamatérias ligadas ao HS (Angelidis & Shukla, 2020; Vlodavsky et al.,
2012). Como tal, para além da sua fungdo enzimatica, a HPSE apresenta também fungdes
ndo enzimaticas como a promoc¢ao da adesao celular e a inducdo da fosforilagcdo do p38,
Akt e VEGF, sugerindo que possa ter efeitos numa grande variedade de processos
bioldgicos (Huang et al., 2012). Esta enzima encontra-se elevada em varias patologias e
esta envolvida na neovascularizagdo, inflamagao e autoimunidade. Tém sido relatadas
varias condicbes externas e sinais celulares que controlam a expressao e atividade da
HPSE, como a hipdxia, a inflamacao, o stresse oxidante e multiplos fatores de transcricdo

(Angelidis & Shukla, 2020).

Verifica-se a sua expressdao em varios tipos de células como os citotrofoblastos, células
endoteliais, queratindcitos, mastocitos e células hematopoiéticas, tais como,
mondcitos, macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, linfocitos ativados, eosinéfilos
e plaguetas (destacando-se, estas Uultimas, por serem as células com o maior
reservatério de HPSE) (Ostrovsky et al., 2007; Fridman et al., 1987; Hulett et al., 1999;
Vlodavsky et al.,1992a). Esta é capaz de ativar e polarizar os macréfagos, regular a
funcdo granulocitica dos neutréfilos, ativar os linfécitos T e os mondcitos (Caruana et

al., 2015; Gutter-Kapon et al., 2016; Kumar et al., 2015; Masola et al., 2018).

Como ja referido, esta enzima tem funcgdes e efeitos diferentes consoante o tecido em
gue se encontra, um exemplo deste fendmeno é encontrado no estudo por Hermano et
al. em que referem uma dicotomia na a¢do da HPSE na sindrome metabdlica/diabetes,
verificando que consoante a sua localizacdo (locais de producdo de insulina vs. locais
alvo da mesma) esta vai facilitar ou perturbar a regulacdo da glicose. Nos ilhéus de
Langerhans promove a infiltracdo pelos macrdofagos e a sua subsequente destruicdo
mas, por outro lado, no musculo esquelético é essencial para assegurar a sensibilidade

a insulina (Hermano et al., 2021).

A HPSE é essencial no crescimento tumoral (através da sobrexpressdo de VEGF, HGF e

19



MMP-9) e na invasdo tumoral, uma vez que vai degradar um dos principais componentes
da MEC, o heparano sulfato (HS), promovendo a adesdo endotelial e trombogénese e
posterior disseminacdo (Fridman et al., 1987; Hulett et al., 1999, Vlodavsky et al.,1992a;
Vlodavsky et al., 1992b; Vlodavsky & Friedmann, 2001; Eldor et al., 1987). As plaquetas
tém um papel essencial neste processo e, tendo niveis elevados de HPSE, quando
ativadas, libertam a HPSE do seu interior, contribuindo para a destruicdo a MEC, que é
um passo necessario para a invasdo tumoral das células endoteliais, tém maior potencial
de adesdo celular e trombogénese, promovendo assim a metastizacao (Cui et al., 2016;

Eldor et al., 1987).

Heparanase e a infe¢ao viral

O papel da HPSE no ciclo de vida viral foi compreendido pela primeira vez, num estudo,
por Hadigal et al. através da observagdo da exocitose do HSV-1, em que se verificou que
os niveis de HS na superficie celular diminuem drasticamente com a progressdo da
infecdo, estando praticamente ausentes na fase tardia de infecdo, e que este ocorre em
concordancia com um aumento na expressdao de HPSE. Hadigal et al. verificaram que a
delecdo do gene da HPSE resultava numa diminuicdo significativa da exocitose viral e a
sobrexpressao desta enzima traduzia-se numa libertagdo e exocitose viral, das células

hospedeiras, muito aumentada (Hadigal et al., 2015; Angelidis & Shukla, 2020).

Modo de ligagdo Modo de libertagdo

<!7<!7 (% s

~ o| ®lg
= ®

Figura 5. Modelo do papel da HPSE no descolamento e exocitose viral das células hospedeiras. As particulas virais
ligam-se aos HSPG para entrar nas células ndo infetadas. Apos a infegdo, a HPSE é transcricionalmente sobrexpressa.
Na superficie celular, a HPSE cliva residuos de HS permitindo que as particulas virais sejam libertadas para o ambiente
extracelular ou células vizinhas. (adaptado de Angelidis & Shukla, 2020)
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Hadigal et al. observaram um aumento significativo na expressao da HPSE numa
variedade de células de mamiferos e, também, na infecao viral. Esta sobregulacdo foi
observada ao nivel da transcricdo, tendo sido analisadas as multiplas formas da HPSE,
verificando-se a sobrexpressao significativa das formas ativas e latentes, de HPSE nas
células infetadas (com maior predominio da forma latente). Verificaram que a
transcricdo da HPSE era similarmente sobregulada por todos os outros herpesvirus
testados, incluindo HSV-2, CMV, BoHV e PRV. Concluiram, também, que um fator, no
hospedeiro, responsdvel por este fendmeno é o NF-kB, que aquando da infecdo é
translocado para o nucleo e se liga ao promotor da HPSE levando a transcricdo da mesma
(Hadigal et al., 2015; Angelidis & Shukla, 2020). Posteriormente, Hopkins et al.,,
demonstraram, em detalhe, que a infecdo por HSV-2 impulsiona a sobregulacdo
transcricional da HPSE, tendo também como principal mecanismo para o aumento da
expressao da HPSE, a translocacao nuclear do NF-kB, validando assim o amplo impacto

destes achados (Hopkins et al., 2018; Angelidis & Shukla, 2020).

Desde a publicacdo destas descobertas pioneiras, detalhando os novos papéis da HPSE
na infegdo viral, varios estudos relataram resultados semelhantes noutros sistemas
virais, indicando que a sobregulacdo e a ativacdo da HPSE pode ser uma estratégia
comum a uma ampla gama de espécies virais de forma a aumentar a sua dissemina¢ao

e transmissao (Angelidis & Shukla, 2020).

Virus da Hepatite C

Este € um virus encapsulado, de pequenas dimensdes, que faz parte do género
Hepacivirus, e da familia Flaviviridae (Bréchot, 1996; Lindenbach et al., 2007). Tem uma
conformacao icosaédrica com um envelope lipidico que advém das células hospedeiras
infetadas, ao qual se associam duas glicoproteinas virais (E1 e E2). No seu interior
encontra-se a nucleocdpside, constituida pela capside e o genoma viral. A capside é um
revestimento proteico, unicamente constituido por proteinas core do HCV, composto
por varios capsémeros e que envolve e protege o RNA viral. (Sharma, S.D., 2010;

Amboss, 2023).
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Figura 6. Estrutura da Particula do virus da Hepatite C. (adaptado de Sharma, S.D., 2010)
A replicacdo do HCV apenas é possivel no interior dos hepatécitos podendo, no entanto,
as outras células do hospedeiro funcionar como um reservatério. Para se dirigir as
células-alvo (os hepatdcitos) o virus aproveitar-se-a das lipoproteinas do organismo
hospedeiro. Desta forma, as glicoproteinas E1 e E2 em conjunto com lipidos e recetores
presentes nas membranas das células do hospedeiro serdo responsaveis pela entrada

celular do virus, num processo mediado pelas cinases (Ferreira & Pontarolo, 2017).

O seu genoma viral € composto por uma cadeia simples de RNA positiva que apresenta
um grande quadro de leitura (ORF) que codifica uma poliproteina, de 3010-3030
aminoacidos, ladeada por duas regides ndo codificantes em ambas extremidades (5’ e
3’). Esta poliproteina é, durante e apds a traducdo, processada em 3 proteinas
estruturais (core, E1 e E2) e 7 ndo estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B)
(Echeverria et al., 2021).

ORF

lTradugﬁo 3
Poliproteina i 2 3 4 5 6 7 8
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l Processamento

Proteinas
e ] o 2 | o s e
—> < >
Proteinas estruturais Proteinas ndo estruturais

Figura 7. Organizacdo do genoma do HCV. (adaptado de Sharma, S.D., 2010)
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Sabe-se, entdo, que os lipidos tém um papel crucial no ciclo de vida do HCV, uma vez
que este é um virus com uma estrutura rica em lipidos e que se liga as LDL e também as
HDL para chegar as células alvo e assim entrar nas células hospedeiras e iniciar a sua
replicacdo (Siagris et al., 2006; Petit et al., 2001; Dai et al., 2015, Hepatitis C Online, n.d.-
a). Por este motivo individuos infetados pelo HCV apresentam niveis de colesterol total,

triglicerideos, HDL e LDL diminuidos (Ferreira et al., 2022).

Gendtipos e as suas variantes

O HCV apresenta 8 gendtipos diferentes e 93 subtipos confirmados (em marco de 2022)

(ICTV. Flaviviridae: Hepacivirus C Classification, Smith et al., 2022).

Estes diferentes gendtipos (GT) e subtipos vao influenciar a patogenicidade, resposta a
terapia antiviral e duragdo do tratamento. A distribuicdo dos genétipos vai variar de
acordo com a rota de transmissao e também com a localizagao geografica (Taherkhani

etal, 2017).

Os gendtipos com maior distribuicdo global sdo o 1 e o 3 (Polaris Observatory HCV
Collaborators, 2017). Em Portugal, em particular, foi observada uma prevaléncia
relativamente alta do GT4 (4a, 4b, 4d, 4f e 4k), 16.1%, correspondendo a um valor cerca
de 3 vezes superior do que o estimado para toda a europa ocidental (Guntipalli et al.,

2021).

GT 1 - mais prevalente em individuos com historial de transfusdes sanguineas ou

procedimentos cirurgicos
GT 2 - associado principalmente a infe¢cGes hospitalares e tratamentos dentarios

GT 3 - mais frequente em individuos toxicodependentes que utilizam drogas

intravenosas
GT 4 - associado a praticas sexuais inseguras e utilizacdo de drogas intravenosas

(Taherkhani et al., 2017)
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Ciclo de vida do HCV

As células-alvo deste virus sdo os hepatdcitos podendo, no entanto, infetar as células
mononucleares do sangue periférico, linfécitos B e, também, as células dendriticas
(Moradpour et al., 2007). A infegao pelo HCV é um processo bastante dinamico e com
um tempo de semivida viral de poucas horas, havendo a producdo de aproximadamente

1012 virdes por dia em individuos infetados (Sabahi A., 2009).

O primeiro passo do ciclo de vida do virus é a entrada nas células hospedeiras por
endocitose mediada por recetores. Este endossoma é entdo transportado para o
reticulo endoplasmatico e, devido ao baixo pH no seu interior, da-se a fusdo entre
membranas (envelope viral e endossoma), seguida da desencapsidacdo e libertacdo do
genoma viral para o citoplasma para traducdo e replicacdo viral. (Meng et al., 2015;

Moradpour et al., 2007; Hepatitis C Online, n.d.-a).

E na altura da ligacdo das subunidades ribossomais ao RNA viral, no reticulo
endoplasmatico rugoso, que se inicia a sintese da poliproteina viral com a traducdo da
ORF do RNA viral e, o seu processamento (pelas proteases celulares e virais) em
proteinas estruturais e ndo estruturais, essenciais para a replicacdo viral. (Suzuki et al.,

2007; Echeverria et al., 2021, Hepatitis C Online, n.d.-a).

Areplicacdo do HCV comecga com a sintese de um RNA complementar de cadeia negativa
usando o genoma viral como molde que serd utilizado para a criagdo de numerosas
copias de RNA viral de cadeia positiva. Estes RNAs serdo ou incorporados em
nucleocapsides ou utilizados para tradugdo e replicagdo. O processo de replicagao é
apoiado por multiplas proteinas ndo estruturais do HCV (Suzuki et al., 2007; Hepatitis C

Online, n.d.-a).

De seguida, as proteinas virais e as copias de RNA viral tém de ser dispostas de modo a
produzirem virides que sejam infeciosos e encapsulados. Neste sentido é entdo
interrompida a replicacdo viral e inicia-se a encapsidacdo, que envolve uma
oligomerizacdo da proteina da capside e agregacdo do RNA (Suzuki et al., 2007; Hepatitis

C Online, n.d.-a).

Uma vez formada a nucleocdpside do virus, este adquire um envelope bilipidico, que

advém da célula hospedeira, ao qual se associam as duas glicoproteinas virais (E1 e E2),
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e é, posteriormente, libertado por exocitose. (Figura 8) (Sharma, S.D., 2010; Amboss,

2023; Ferreira & Pontarolo, 2017; Suzuki et al., 2007; Hepatitis C Online, n.d.-a).
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Figura 8. Ciclo de replicagdo do virus da hepatite C. (Adaptado de Suzuki et al., 2007)

Transmissao

O HCV transmite-se, principalmente, através do sangue, bastando para tal a exposicao
a pequenas quantidades de sangue contaminado. Muitos fatores podem estar
relacionados com a infecdo pelo HCV, podem ser demograficos (idade, sexo, profissao,
etc), comportamentais (uso de drogas intravenosas, praticas inseguras de injecdo, via
sexual ou transmissdo vertical, ndo sendo, no entanto, transmitido através do leite
materno), relacionados com os cuidados de salude e socioecondmicos (cuidados de
salde precarios, transfusdes de sangue e/ou hemoderivados sem a realizacdo de um

rastreio prévio, etc). (WHO, n.d.; Meng et al., 2015; Wuytack et al., 2018).
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Hepatite C aguda e crdnica

O virus da hepatite C causa tanto infe¢ao aguda como crénica.

Ainfegdo aguda é habitualmente assintomatica e na maioria dos casos ndo leva a doenga
com risco de morte. Cerca de 30% (15-45%) das pessoas infetadas eliminam
espontaneamente o virus num periodo de 6 meses apods a infecdo, sem qualquer tipo de
tratamento. Os restantes 70% (55-85%) irdo desenvolver infecdo crénica e, uma vez
neste estadio, a sua resolucao espontanea é rara. Estes individuos apresentam um risco
entre 15-30% de desenvolverem cirrose hepatica, num periodo de 20 anos, e uma vez
no estadio de cirrose, apresentam um risco de 1-4% por ano, de evoluir para carcinoma
hepatocelular (CHC). (Figura 9) (WHO, n.d.; Lingala & Ghany, 2015, Hepatitis C online,
n.d.-b)

Figado Normal

Hepatite Crdnica

Infecdo HCV Carcinoma

Hepatocelular

Cirrose

1-4%/ano

2

Figura 9. Evolugdo da infegdo pelo virus da hepatite C (HCV). (adaptado de U.S.V.A. Health Department, 2018)

A hepatite C crénica (HCC) é uma sindrome clinica e patoldgica, definida pela
persisténcia de RNA viral do HCV no sangue por mais de 6 meses ap0s a infe¢cdo aguda
(Lingala & Ghany, 2015; Desmet et al., 1994). E caracterizada por um conjunto de danos
crénicos no figado e acumulagdo de proteinas da MEC que distorcem a arquitetura
hepatica, levando a formacdo de cicatrizes e, subsequentemente, ao desenvolvimento
de nddulos, insuficiéncia hepdtica e hipertensdo portal (Bataller & Brenner, 2006). Esta
vai desde o estadio 0 (sem fibrose) ao estadio 4 (cirrose) e é, nestes individuos, o fator
de progndstico mais importante (Corchado et al., 2013). A cirrose é um dos principais

precursores para a grande maioria dos casos de cancro hepatocelular, pois a maioria
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destes desenvolvem-se em figados com cirrose estabelecida por varias décadas (Walter

et al., 2011; Bandiera et al., 2016).

O carcinoma hepatocelular (CHC) é uma neoplasia maligna bastante agressiva e com
uma taxa de mortalidade elevada, com origem nas células epiteliais do figado. A
incidéncia aumenta com a idade (com predominio entre os 50 - 60 anos) e é duas vezes

mais comum no sexo masculino (Chedid et al., 2017; Walter et al., 2011).

Fatores de risco para a evolucao da cronicidade

Os fatores de risco associados ao ritmo da progressao da fibrose e desenvolvimento de
CHC incluem fatores do hospedeiro (genética, idade, género, obesidade, esteatose,
resisténcia a insulina/diabetes e a coninfecdo por HBV e HIV), fatores virais (gendtipo e
carga viral) e fatores ambientais (consumo de dlcool, tabaco e atividade fisica). (Lingala

& Ghany, 2015; VA.gov., 2018; Bataller & Brenner, 2005, Ferreira et al., 2023)

Fatores do Hospedeiro

Idade

Sabe-se que o avancar da idade tem um papel importante na progressao e desfecho da
HCC, tendo sido, também, demostrado em alguns estudos que quando existe infecdo
pelo HCV em idades acima dos 40 anos a progressdo para estadios mais elevados de
fibrose é mais rapida (Lingala & Ghany, 2015; Nadir & Brenner, 2014). As raz0es para a
existéncia destas diferencas na progressao da fibrose ndo sdo claras, mas acredita-se
que pode ser devida as alteracdes que existem nos mecanismos fisioldgicos e/ou

imunoldgicos com o avancar da idade, tais como:
Diminuicdo do volume hepatico e do fluxo sanguineo hepatico;
Diminuicdo da resposta imunoldgica;

Menor biodisponibilidade dos sistemas antioxidantes, levando ao aumento do
stresse/sensibilidade hepatica aos compostos reativos de oxigénio e aos radicais
de aldeidos formados durante a peroxidacdo lipidica que, por sua vez, podem

induzir a expressdo de citocinas pré-fibrdéticas e pré-inflamatérias levando ao
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aumento da sintese de colagénio por parte das células estreladas hepaticas

(Minola et al.,2002).

Maior carga de comorbilidades ou exposicdo a fatores associados com a

progressao da fibrose (Lingala & Ghany, 2015).

Encurtamento dos teldémeros dos hepatdcitos, levando assim a sua senescéncia,
perda de func¢des, incapacidade de regeneracao hepatocelular e, como tal, uma

resposta fibrética maior em situagao de lesdao hepatica (Pradat et al., 2007).

Género

Também em varios estudos é demonstrado que o sexo feminino tem uma maior taxa de
resolugdo espontanea (45%) da infecao aguda, em comparagao com o sexo masculino
gue, por sua vez, apresenta também maior risco de progressdo para doenca hepatica
avancada, cirrose e CHC. Aponta-se para as diferencas hormonais entre sexos para
explicar estes resultados, estando os niveis séricos mais elevados de testosterona
associados a estadios mais graves de fibrose hepatica e, por outro lado, o papel protetor
do estrogénio. Resultados obtidos in vitro sugerem que o estrogénio modifica a
producdo da MEC e que, por sua vez, vai atenuar a ativacdo das células estreladas

hepaticas (Lingala & Ghany, 2015).

Em comparagdao com o sexo feminino, os individuos do sexo masculino tém niveis de
HDL bastante mais baixos, porém sem diferencas significativas no estadio e progressao
da doenca hepatica. Ramcharran D et al. verificaram correlacGes entre niveis séricos
baixos de LDL e a esteatose, a progressao da fibrose e com a ndo resposta a terapéutica,
sendo os niveis basais mais elevados de LDL bons preditores duma resposta sustentada

a terapéutica. (Ferreira et al., 2022)

A infecao por HCV esta associada a alteracdo da expressao dos genes envolvidos no

metabolismo lipidico e pode explicar algumas diferencas entre os géneros.

Obesidade

A obesidade é um fator de risco independente para a progressao da fibrose e o
desenvolvimento de cirrose, havendo estudos que demostraram que individuos com
IMC>25kg/m? tinham uma réapida progressdo da fibrose (Ortiz et al., 2002) e, também,
gue este contribuia para a ndo resposta a terapias antivirais (Bressler et al., 2003).
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Esteatose

E uma doenca, com alguma prevaléncia na populagdo em geral, sendo duas a trés vezes
mais comum em individuos com HCC, variando entre 42-70%. Esta promove o
desenvolvimento de fibrose e acelera a sua progressao para cirrose, aumenta o risco de
CHC e diminui a resposta a terapia com interferdo. A esteatose hepatica ndo alcodlica
(NASH) é uma forma mais avancada de esteatose e, por isso, quando associada a HCC
pode resultar numa ainda mais rdpida progressao da doencga hepdtica. Como tal, é
recomendado que individuos com HCC tentem manter um IMC ideal (Lingala & Ghany,

2015).

Resisténcia a insulina /Diabetes

A diabetes mellitus é uma comorbilidade comum em individuos com HCC tendo uma
prevaléncia entre 24-62%. O desenvolvimento de resisténcia a insulina/diabetes em
doentes com HCC é complexa e parece estar relacionada com a presenca de sindrome
metabdlico e também como resultado da infegao viral, ambas as quais podem

independentemente levar ao desenvolvimento de cirrose.

Duas meta-analises sugeriram uma forte associacdo entre a HCC e o desenvolvimento
de resisténcia a insulina (White et al., 2008; Naing et al., 2012). Contudo, estudos
posteriores ndo encontraram essa associagao, mas sim entre estas e niveis elevados de
ALT e GGT, sugerindo que a inflamacdo, por si s6, pode ser a causa da resisténcia a
insulina /diabetes (Ruhl et al., 2014). Curiosamente, a erradicacdo do HCV tem sido
associada a melhoria ou mesmo a reversao da resisténcia a insulina e diabetes (Romero-

Gomez et al., 2008; Butt et al., 2012; Delgado-Borrego et al., 2010; Kim et al., 2009).

Estas entidades estdo associadas a uma progressao mais rapida da fibrose, ao aumento
do risco de cirrose e suas complicagdes, incluindo CHC, e a uma menor resposta a terapia
em individuos com HCC. Outros estudos concluiram que a diabetes inaugural é um
preditor independente de cirrose e descompensacdo hepatica e também, em individuos
com cirrose, um fator de risco independente para transplante hepdtico e morte. Esses
achados sugerem que um melhor controlo da diabetes /resisténcia a insulina possa levar
a melhores desfechos em individuos com HCC, incluindo aqueles com cirrose. (Lingala

& Ghany, 2015)
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A esteatose hepdtica associada a obesidade e aumento dos niveis de insulina circulante
parecem contribuir para progressao da fibrose na HCC independentemente do gendtipo

(Lingala & Ghany, 2015).

Fatores Virais

Carga Viral

A carga viral tende a manter-se estdvel ao longo do tempo e, normalmente, em
individuos com HCC varia entre 104-108 cépias/ml. Existem poucas evidéncias que
indiquem que esta afeta a evolucdo da HCC, contudo, é um valor preditivo da resposta
ao tratamento, em que quanto menor a carga viral maior a taxa de resposta associada.

(Lingala & Ghany, 2015; U.S.V.A. Health Department, 2018)

Gendtipo do HCV

A depuragdo espontanea é observada com maior frequéncia na infecdo pelo GT1, no
entanto, quando tal ndo acontece existe uma progressdao mais agressiva da doenca
comparativamente aos outros genoétipos. Um estudo sugeriu que o GT3 pode estar
associado a um maior grau de esteatose e aceleracdo da progressdao da fibrose e,
também, a uma maior incidéncia de cirrose e CHC. Contudo, a associa¢do entre genétipo
e progressdo da doenca ainda nao é clara. (Lingala & Ghany, 2015; U.S.V.A. Health
Department, 2018)

A utilidade clinica mais importante do gendtipo é na escolha da terapéutica (Lingala &

Ghany, 2015).

Fatores Ambientais

Alcool

N3do existem evidéncias suficientes que determinem a existéncia de uma quantidade
segura de consumo de alcool. Por esse motivo, os pacientes devem ser informados sobre
os efeitos adversos do alcool na HCC e aconselhada a ndo ingestdo. O mecanismo pelo
qual o alcool causa a mais rapida progressao da doenca hepatica ndo é claro, porém,
alguns dos mecanismos que podem influenciar sdo a disfungdo imunoldgica, aumento
da replicacdo viral, surgimento de quasispecies de HCV, apoptose, esteatose e aumento

da sobrecarga de ferro. (Lingala & Ghany, 2015)
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Marcadores de doenca hepatica

Enzimologia hepdtica

A doenca hepdtica causada por HCV traduz-se em alteragOes estruturais do figado que
levam a diferentes estadios de fibrose e ao aumento de biomarcadores séricos de lesdo

hepatica, inflamacao, necrose e fibrose (Kim et al., 2008; Ferreira et al., 2023).

A AST normalmente esta relacionada com a ALT e esta demonstrado que um aumento
da proporcdo AST/ALT esta relacionada com estadios de fibrose mais avangados, sendo
por isso utilizada com ferramenta de avaliacdo do estadio de fibrose em varios estudos.
Por esse motivo, é recomendada a sua utilizagdo como ferramenta de diagndstico na
identificacdo de estadios elevados de fibrose em individuos com HCC. (Zechini et al.,

2004; Lingala & Ghany, 2015)

A ALT é uma enzima que se encontra em abundancia no citoplasma dos hepatdcitos e,
tal como a AST, é um biomarcador de lesdao hepatica (Kim et al., 2008; Lingala & Ghany,
2015). Individuos com HCV possuem, habitualmente, niveis elevados desta enzima que,
por sua vez, estdo associados a um risco aumentado da progressdao para HCC e
mortalidade (Lingala & Ghany, 2015). Fujiwara A., et al demostrou que niveis elevados
de ALT vao levar a uma rdpida progressao da fibrose, alcancando estadios avancados
num periodo de 4-5 anos. Por esse motivo a monitoriza¢cdao desta enzima é aconselhdvel

e bastante importante (Lingala & Ghany, 2015; Shahid et al., 2014; Fujiwara et al., 2008).

No estudo por Ferreira et al., foi reportado altos niveis de ALP, AST e ALT com estadios
de fibrose mais avangados, antes e apds terapéutica com antivirais de acao direta (DAA).

(Ferreira et al., 2023)

Plaguetas

Tém um papel fundamental na hemostasia, nomeadamente no inicio da cascata da
coagulacdo em resposta a lesdo vascular. Contudo, para além da coagulacdo, estas
células tém uma vasta variedade de fungbes que pode ser explicada pela grande
guantidade de proteinas que conseguem sintetizar. Quando existem lesdes hepaticas

estas sao ativamente recrutadas para o figado, tendo um papel fundamental na
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regeneracdo tecidual (Pavlovic et al., 2019; Ferreira et al.,, 2023). Um numero de
plaquetas mais elevado esta associado a melhoria da fibrose hepatica, salientando a
importancia destas na regeneracdo hepatica apds a eliminagdo do virus (Ferreira et al.,
2023). A trombocitopenia em individuos com HCC é causada pelo sequestro esplénico
condicionado pela hipertensdo portal, pela producao reduzida de trombopoietina e pela
diminuicdao da fungdao hematopoiética, da medula dssea, condicionada pelo consumo
excessivo de alcool ou pelo HCV, apresentando estas células um tempo de semi-vida

mais reduzido (Pereboom et al., 2008; Kurokawa & Ohkohchi, 2017; Ferreira et al., 2023).

IMC

Reyz et al., verificaram que, no caso do “agouti-related peptide” (AGRP), o sindecano-3
é expresso e liga-se a membrana celular em situacado de balango energético negativo e,
aquando da reingestdo alimentar e, possivelmente, pelos altos niveis plasmaticos de
leptina e insulina, o sindecano-3 é clivado da membrana celular o que poderd modificar
a estrutura dos terminais pré-sinapticos e diminuir a capacidade antagonista da AGRP
no MC4R. (Reizes et al., 2006). Posteriormente Karlsson-Lindahl et al. confirmaram que
a HPSE tem um efeito nervoso central anorexigénio, através do sistema da
melanocortina, atuando como um modulador negativo, através da quebra de cadeias de
HS que se pensa estarem ligadas ao sindecano-3. Nos ratinhos com dele¢cdo da HPSE
verificou-se um aumento da ingesta alimentar e obesidade relacionada com a idade,
com um aumento de até 40% da massa gorda. Por outro lado, a sobreexpressao de HPSE
traduziu-se em ratinhos com menor ingesta alimentar e com niveis de massa gorda

baixos (Karlsson-Lindahl et al., 2012).
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Variantes genéticas polimadrficas

Os polimorfismos genéticos sao variagdes na sequéncia de DNA e que ocorrem em mais
de 1% da populagdo. Este termo refere-se a presenca de diferentes genétipos/alelos de
um gene especifico e pode ocorrer como um polimorfismo de nucleétido Unico (SNP),
insercdo/delecdo, “variable number tandem repeat” (VNTRs) e variagdes microssatélites

(Karki et al., 2015).

Os SNPs sdo o tipo de polimorfismos mais comum e geralmente sdao encontrados em
areas que flanqueiam os genes codificadores de proteinas importantes para a ligacdo do
microRNA e, também, para a regulacdo da expressdo génica localizando-se nas
sequéncias de codificacdo, introes ou regides intergénicas. Este tipo de polimorfismo
pode influenciar a expressao génica, estabilidade do RNAm, processamento alternativo,
sequéncia alvo do microRNA, a exportacdo de proteinas para o reticulo endoplasmatico
e, também, alterar a fungdo das proteinas quando existe troca de um aminoacido
(Cebinelli et al., 2016; Shastry, B. S., 2006). SNPs localizados em regides de regulacao
génica frequentemente facilitam a progressdo de diversas doencas. S3o bons
marcadores genéticos quando correlacionados com o fendtipo das doencas, estando
localizados em genes conhecidos e associados a mutagGes causadas por estas. Também
ajudam a identificar genes ou loci que contribuem para a suscetibilidade de doencas
comuns complexas. A identificacdo de SNPs funcionais, incluindo os da HPSE, em
individuos saudaveis, permite a elucidagdao das normais funcdes dum gene em varias
células ativadas e nado ativadas e o envolvimento da proteina codificada por este gene
em processos normais. Os SNPs funcionais influenciam varios processos patoldgicos
como o desenvolvimento e progressdo do cancro, inflamacdo aguda e crdnica,
resisténcia a tratamentos e a risco elevado de complicacbes de tratamento (Viodavsky

et al., 2020, Chapter 8; Ostrovsky et al., 2020).
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Polimorfismos da HPSE

Até 2018 foram descobertos 9746 SNPs no gene da HPSE. Durante 12 anos foram
analisados 21 SNPs em amostras normais e patoldgicas. A Figura 10 mostra todos os

SNPs que foram investigados, apresentando a negrito os mais proeminentes.

Bloco 2 Bloco 1
| | | |
rs12501123
1512331678 rs1156201 rs11099594
rs4693602 rs1103 rsd434244 rs12512551 rs4693083
rs4693608
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154693612
rs10034682  rs4328905

< I

rs12503843

Figura 10. Mapa de SNPs do gene da HPSE. Rectangulos pretos representam os 12 exdes. Rectangulos brancos
representam as regiées ndo codificantes 5’ e 3’. A negrito estdo os SNPs mais proeminentes. As setas mostram a
localizagdo dos SNPs. (adaptado de Vlodavsky et al., 2020, chapter 8)

Verificou-se também desta andlise que a combina¢do dos SNPs rs4693608 e rs4364254
tem uma correlagao significativa com a expressdao do RNAm da HPSE e a expressao da

HPSE (Vlodavsky et al., 2020, Chapter 8; Ostrovsky et al., 2020).

Varios estudos sugerem que os SNPs no gene da HPSE e a sobrexpressao da HPSE estdo
associados a processos inflamatérios e autoimunes, fibrose, diabetes, disfungao renal e
a varias formas invasivas de cancro (Ostrovsky et al., 2018; Ostrovsky et al., 2020;
Vlodavsky et al., 2020, Chapter 8). A HPSE ao quebrar as membranas basais epiteliais e
endoteliais, produz maior permeabilidade vascular e extravasamento leucocitario e,
também, liberta as citocinas e fatores de crescimento ligados ao HS (normalmente
sequestrados na MEC), promovendo assim a angiogénese e inflamacdo na area
circundante. Ainda assim, a maioria dos estudos sobre HPSE tem-se focado no seu papel
no cancro, especialmente na metastizacdo, pela degradacdao de um dos principais
constituintes da MEC, os HS. (Vlodavsky et al., 2020, Chapter 32; Angelidis & Shukla,
2020; Ostrovsky et al., 2018).

Os resultados do estudo de Huang et al. (2012) demonstram que em varias variantes

genéticas a condicionar perda de heterozigotia, a reducdo das expressdes da HPSE
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(citoplasmatica e nuclear) e do RNAm, em células hepaticas cancerigenas, estdo
correlacionadas com a progressdo tumoral e um progndstico desfavoravel no carcinoma
hepatocelular (CHC), reportando também a HPSE nuclear como favoravel no
progndstico da doenca. No entanto, existem também varios estudos que relacionam a
elevada expressdao da HPSE em varios tumores. Estes resultados controversos podem
ser explicados devido as diferentes localizagdes subcelulares que a HPSE pode ter
(nucleo, citoplasma e superficie celular), niveis de expressao (baixa, moderada e alta) e
atividades da HPSE (enzimatica e ndo enzimdtica), porque podera ter efeitos, niveis de
expressao e atividades distintas em diferentes locais. (Huang et al., 2012; Vlodavsky et

al., 2020, Chapter 8; Ostrovsky et al., 2020)

Na hepatite C crénica, a HPSE é expressa em niveis elevados e estd relacionada com
estadios iniciais de fibrose (Lv et al., 2016). No CHC é relatada uma maior expressao da
HPSE em individuos com o HCV em comparag¢do com os individuos sem a presenca do
HCV, assim pode-se assumir que este virus favorece a expressao da HPSE (Dong S.,

2010).

Varios polimorfismos funcionais de nucledtideo uUnico (SNPs) foram identificados no
gene da HPSE, sendo o polimorfismo rs4693608 o mais proeminente. Este polimorfismo
tem a presenca de dois alelos, o alelo A e 0 alelo G, tendo o alelo A uma maior frequéncia

comparativamente ao alelo G.

Ostrovsky et al. verificaram que neste polimorfismo, a HPSE se liga ao intensificador, no
intrdo 2, e regula a sua expressdo via feedback negativo, o que permite explicar a
correlagdo inversa entre a expressdo de RNAm e os niveis de HPSE plasmatica.
Verificaram, também, que esta se liga a ambos os alelos (A e G) apresentando maior
afinidade pelo alelo G em comparagdo com o alelo A. Sendo o genétipo AA identificado
como o que apresenta maiores niveis de expressdo de RNAm da HPSE e baixos niveis de
HPSE plasmatica em contraste com o gendtipo GG que apresenta niveis menores de
expressao do RNAm da HPSE e altos niveis plasmaticos da HPSE. O gendtipo AG estd
associado a uma expressao intermediaria (Ostrovsky et al., 2018; Ostrovsky et al., 2020).
O nivel de HPSE nuclear estd também relacionado com o SNP rs4693608, encontrando-
se mais elevada nos individuos com genétipo GG comparativamente aos AA (Ostrovsky

et al., 2018; Ostrovsky et al., 2020).
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Figura 11. Modelo da regulagdo da expressdo do gene da HPSE. (adaptado de Ostrovsky et al., 2018)
A heparanase liga-se a regido de regulagdo da expressdo génica do intrdo 2 e regula a expressdo
por feedback negativo no polimorfismo HPSE A/G. Como a HPSE tem maior afinidade para o
alelo G, ha um maior nimero de moléculas ligadas a este. Como resultado a expressdo génica
de HPSE serd maior nos individuos AA vs. individuos GG. Correpressores adicionais poderdo ser
recrutados para o complexo proteina-DNA, suprimindo ainda mais a expressao génica da HPSE.

A analise da expressao da HPSE em células mononucleares ndo revelou diferengas entre
os individuos com diferentes gendétipos do gene da HPSE assumindo assim que este tipo
de correlacdo é restrita aos neutrofilos (Ostrovsky et al., 2020). S3o necessarios mais
estudos para esclarecer como a substituicdao A - G condiciona um feedback negativo na
regulacdo da expressdao da HPSE. Assumiu-se que correpressores adicionais podem
participar nesse regulamento e que a ligacdo da heparanase ao intensificador do préprio
gene da HPSE poderia explicar o efeito do RS4693608 SNP na sua expressao (Ostrovsky
et al., 2018).

Pensa-se que a paragem da normal autorregulacdo pela HPSE e ligacdo do HTLF a regido
intensificadora do gene da HPSE leva a translocacdo da HPSE do nucleo para o
citoplasma e MEC e pode funcionar como mecanismo de escape das células malignas a
morte celular imunomediada, contribuindo assim para a carcinogénese e progressao
tumoral. Esta hipotese é suportada por Cohen et al. mostrando que a HPSE
citoplasmatica esta associada a um pior progndstico enquanto a HPSE nuclear prediz um
prognostico mais favoravel em individuos com cancro do pulmao. (Ostrovsky et al.,

2018; Ostrovsky et al., 2020).
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Objetivos do trabalho

Como foi referido anteriormente, o virus da hepatite C é a causa mais comum de doenca
hepatica em todo o mundo. O HCV vai levar a um estado inflamatdrio do figado insidioso
e com tendéncia para estadios de fibrose bastante elevados, levando assim a doenca
crénica. Sabe-se que existem muitos fatores que influenciam o risco de fibrose hepatica,
tais como, fatores do hospedeiro (idade, sexo, genética, etc), fatores virais (carga viral,

genotipo, etc) e fatores ambientais (alcool, tabagismo, etc).

O estudo genético foi realizado no ambito do Mestrado em Biologia Humana e
Ambiente, da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa (FCUL), pela aluna
Mariana Oliveira, com supervisao laboratorial da Dr2. Joana Ferreira (estudante de
Doutoramento do ISAMB) e sob orienta¢do dos Professores Doutores Manuel Bicho e

Fatima Serejo.

Objetivo principal desta revisdao é determinar se o polimorfismo genético do gene da
HPSE (A/G) - rs4693608 - influencia a histéria natural da hepatite C com progressdo para

os estadios de fibrose mais avancados.
Objetivos especificos:

influéncia deste polimorfismo genético na suscetibilidade para a hepatite C
crénica

relagcdo dos parametros antropométricos, sociodemograficos, metabdlicos,
bioquimicos e celulares com o estadio de fibrose

relacdo destes parametros com o polimorfismo genético do gene da HPSE (A/G)

relacdo do IMC e carga viral com os gendtipos e estadio de fibrose
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Materiais e métodos

Caracterizacao da Amostra Populacional

Este estudo contou com a participacdo de 329 individuos com Hepatite C Crdnica,
seguidos nas consultas de Hepatologia, do Centro Hospitalar Lisboa Norte — Hospital
Santa Maria (CHLN-HSM), pela Prof2. Doutora Fatima Serejo. Apresentavam uma idade
média de 48,93 anos, IMC médio de 25,25 kg/m? e uma distribuicdo por sexo de 62,30%

homens e 37,70% mulheres.

Durante a avaliagdo clinica dos doentes foram recolhidos parametros antropomeétricos
e sociodemograficos e foi realizada a colheita de sangue periférico para avaliacbes

bioquimicas e genéticas.

Critérios de Inclusdo/Exclusdo

Critérios de inclusdo:
Hepatite C Croénica
Idade > 18 anos

Consentimento informado e esclarecido

Critérios de exclus@o:
Outras doencas crénicas do figado (hepatite viral A e B)
Doencas autoimunes e outras doencas genéticas e/ou metabdlicas
Coinfecdo por HIV
Consumo de alcool >40 g/dia
Mulheres gravidas

Individuos com capacidade intelectual comprometida
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Parametros recolhidos
Pardmetros Antropométricos e Sociodemogrdficos

Os parametros antropométricos recolhidos foram o peso, em quilogramas (kg) e a
altura, em metros (m), e com estes realizou-se o cdlculo do indice de massa corporal

(IMC), sendo categorizado, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como:

baixo peso — <18.5 kg/m?

peso normal — 18.5 a 24.9 kg/m?
excesso de peso — 25 a 29.9 kg/m?
obesidade — > 30 kg/m?

Os parametros sociodemograficos recolhidos foram o sexo e a idade.

Parédmetros Metabdlicos, Celulares e Virais

Os parametros metabdlicos recolhidos, abaixo mencionados, foram analisados através
de métodos de analise padronizados, considerando-se os seguintes valores de

referéncia e unidades de medida:

Genoétipo do HCV;

Carga viral (HCV-RNA) — Ul/mL

Plaquetas — [150.000; 450.000] U/uL;

Fosfatase alcalina (ALP) — [35; 105] UI/L
Aspartato aminotransferase (AST) — [0; 32] UI/L;
Alanina aminotransferase (ALT) — [0; 33] UI/L;

Gama-glutamil-transpeptidase (GGT) — [0; 40] UI/L;
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Avaliacao Fenotipica da fibrose

A avaliacdo do estadio de fibrose foi realizada por elastografia hepdtica transitoria,

recorrendo ao equipamento FibroScan® (Echosens, Paris, Franga).

O Fibroscan ® mede a elasticidade do tecido hepatico utilizando ondas de ultrassom
(5MHz) e ondas de baixa frequéncia (50Hz), cuja velocidade de propagacdo esta

diretamente relacionada com a elasticidade do tecido hepatico (Sandrine t al., 2003).

Foram utilizados valores de corte validados pelo Servico de Gastroenterologia e
Hepatologia, do CHLN-HSM (andlise de 110 pacientes, classificacdo Scheuer): (Serejo et
al., 2007)

5,43 kPa — F>2 (PPV 0,78; VPL0,67)

8,18 kPa — F>3 (PPV 0,95; NPV 0,93)

10,08 kPa — F=4 (PPV 0,93; NPV 0,93)
Caracterizando-se, assim, a fibrose em 4 estadios:

F1 - ligeira

F2 —moderada

F3 —intensa

F4 — cirrose

Estudos Genéticos

O DNA gendémico foi extraido utilizando um método de extracdo nao enzimatico,

adaptado do método descrito por Lahiri and Nurnberger (Lahiri & Nurnberger, 1991).

O polimorfismo do gene HPSE A/G foi determinado pela técnica de Endpoint genotyping,
gue combina a metodologia PCR com um mecanismo de detecdo e quantificacdo por

fluorescéncia.

A genotipagem foi realizada pela Dr2. Mariana Oliveira, MSC, sob supervisdo da Dr2.
Joana Ferreira, BSC, estudante de doutoramento do Programa Doutoral EnviHealth &Co
do Instituto de Saude Ambiental (Grupo Ecogenética e Saude Humana), no Laboratério

de Genética da FMUL e no Instituto de Investigacao Cientifica Bento da Rocha Cabral.
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Analise Estatistica
Realizada pela Dr2. Mariana Oliveira, MSC, sob supervisdo da Dr2. Joana Ferreira, BSC.

A andlise estatistica dos dados foi realizada por SPSS 24.0 para Windows (IBM, Nova
York, EUA). Os parametros metabdlicos foram tratados como varidveis continuas e,
também, transformados em varidveis categoricas, estabelecendo grupos estatisticos de

acordo com os valores de referéncia do laboratério de analises.

Foram estabelecidos dois grupos para a analise da fibrose hepatica:
F1/2 — agrupando os doentes com fibrose ligeira e moderada

F3/4 — agrupando os doentes com fibrose intensa e cirrose

O polimorfismo estudado foi analisado estatisticamente segundo trés modelos:
Codominante - trés grupos (GG, AG e AA)
Recessivo - agrupando os genodtipos heterozigoto (AG) e recessivo (AA)

Dominante - agrupando os genétipos heterozigoto (AG) e dominante (GG)

A analise descritiva foi realizada assumindo analise uni e bivariada. As varidveis
continuas foram analisadas recorrendo a testes ndao paramétricos e descritas utilizando
a média e o intervalo de confianga a 95%. As varidveis categdricas foram descritas
utilizando frequéncias absolutas e relativas. Na analise bivariada, as comparagdes entre
variaveis categoéricas foram realizadas pelo teste do Qui-Quadrado ou pelo teste exato
de Fisher e o Odds Ratio (OR) foi calculado com os seus respetivos intervalos de
confianca. Para as varidveis continuas as comparacdes estatisticas foram realizadas
pelos testes ndo paramétricos Mann-Whitney e Kruskal-Wallis e foram ainda efetuadas

correlagBes entre as variaveis continuas.

Foram considerados resultados estatisticamente significativos para um p-value <0,05.
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Resultados

As tabelas 1 a 3 resumem as caracteristicas da populagdao em estudo.

Tabela 1. Carateristicas sociodemograficas, virais e hepaticas (varidveis categoricas).

Parametros

Sexo

Gendtipos do
HCV

Esteatose

Fibrose

Masculino
Feminino

GTy
GT»
GTs
GT4
GTs

GT441
GT3+2

w N = O

0+1
2+3

F1
Fa
F3
Fa

Fi2
F3/a

n —numero de individuos analisados.

n

205
124
329

209

63
32

309
241
67
308
68
26
14
13
121
94
27
121
84
130
35
80
329
214
115
329

%

62,30
37,70
100
67,60
1,30
20,40
10,40
0,30
100
78,20
21,80
100
56,20
21,50
11,60
10,70
100
77,69
22,31
100
25,50
39,50
10,60
24,40
100
65,00
35,00
100

Tabela 2. Carateristicas sociodemograficas, antropométricas, virais, celulares e bioquimicas (variaveis continuas)

Parametros Unidades
de Medida
Idade Anos
IMC kg/m2
RNA Ul/mL
Plaquetas U/pL
ALP ul/L
AST ul/L
ALT ul/L
GGT ul/L

n

328
291
293
302
294
317
318
316

Média
48,93
25,25

2,16E+06

2,05E+05
79,52
63,06
92,53
77,48

n —numero de individuos; IC — intervalo de confianca

[1C 95%]

[47,57-50,28]
[24,80-25,06)
[1,51E+06-2,82E+06]
[1,97E+05-2,13E+05]
[75,73-83,31]
[57,98-68,15]
(83,71-101,36)
[67,93-87,03]
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Associacdo do polimorfismo HPSE A/G com a suscetibilidade para
o desenvolvimento de HCC

Recorreu-se aos testes de independéncia do qui-quadrado de Pearson e de Fisher para
identificar possiveis diferengas entre a distribui¢ao alélica e gendtipos do polimorfismo
da HPSE (A/G) na populagdo com HCC (estudo), populagdo europeia (valores obtidos na

literatura) e populacdo portuguesa (grupo controlo).

Tabela 3. Associagdo das populagdes (controlo, europeia e estudada) com os alelos do polimorfismo HPSE A/G

Grupo de Populagdo Populagdo *
Polimorfismo alelo controlo** Europeia estudada
n % n % n %
A 125 50,4 65383 52,90 109 47,81
HPSE A/G G 123 49,6 58215 47,10 119 52,19 0,225
T 248 100 123598 100 228 100

n —numero de individuos analisados; HPSE — Heparanase; T — total
* Teste de qui-quadrado de Pearson
**Estudo realizado por Silva, et al., 2023, Laboratdrio de genética da FMUL

Tabela 4. Associagcdo das populag8es (controlo e estudada) com os genétipos do polimorfismo HPSE A/G

Populagao Grupo de
Polimorfismo  genétipo estudada controlo** p*
n % n %
GG 32 28,07 33 26,61
AG 55 48,25 57 45,97 0,804
HPSE A/G AA 27 23,68 34 27,42
T 114 100 124 100

n —numero de individuos analisados; HPSE — Heparanase; T — total
* Teste de Fisher
**Estudo realizado por Silva, et al., 2023, Laboratdrio de genética da FMUL

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas na associagcdo deste

polimorfismo com a suscetibilidade para o desenvolvimento de HCC.
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Associacdao dos parametros sociodemograficos, antropométricos,
virais, celulares, metabdlicos e bioquimicos com o estadio de

fibrose

Tabela 5. Associagdo dos estadios de fibrose com os pardmetros sociodemograficos, antropométricos, virais,

celulares, metabdlicos e bioquimicos (variaveis continuas).

A Unidade de F1/2
Parametros dida
medi média [1IC 95%]
Idade anos 47,13 [45,49-48,77]
IMC Kg/m2 24,93 [24,38-25,48]
RNA ul/ml 2,12E+06  [1,21E*06-3,04E+06]

Plaquetas U/microl  2,22E*05  [2,13E*05-2,31E*%9]

ALP ul/L 72,06 [68,60-75,51]
AST ul/L 49,67 [45,48-53,86]
ALT ui/L 79,91 [70,34-89,48]
GGT uI/L 55,26 [48,86-61,66]

*Teste Mann-Whitney

média
52,25
25,85
2,23E+06
1,75E+05
93,15
88,26
116,07

118,53

F3/4
[IC 95%]
[49,95-54,55]

[25,07-26,64]
[1,43E+06-3,04E+06]
[1,61E+05-1,90E+05]

(85,03-101,28]

[77,27-99,26]

[98,79-133,36]

[95,74-141,33]

p*

0,001
0,080
0,073
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

<0.001

Verificaram-se resultados estatisticamente significativos, para os parametros: idade,

plaquetas, ALP, AST, ALT e GGT.

Individuos com estadios de fibrose mais elevados tém, em média, idade mais

avancada, valores aumentados de ALP, AST, ALT e GGT e diminuidos de

plaguetas.
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Tabela 6. Associagdo dos estadios de fibrose com os pardmetros sociodemograficos, antropométricos, virais,

celulares, metabdlicos e bioquimicos (varidveis categoricas).

. Valores F1/2 F3/4
Parametros A .
referéncia n % n %

Masculino 130 60,75 75 65,22

Sexo Feminino 84 39,25 40 34,78
T 214 100 115 100

<25 112 59,57 59 57,28

IMC 225 76 40,43 a4 42,72
T 188 100 103 100

Gendtipos do GT4+1 156 77,61 85 79,44

GT3+2 45 22,39 22 20,56
HCV T 201 100 107 100

<400.000 96 50,26 41 40,20

2400.000 95 49,74 61 59,80
T 191 100 102 100

RNA <600.000 81 42,41 35 34,31

2600.000 110 57,59 67 65,69
T 191 100 102 100

<150.000 21 10,94 42 38,18

Plaquetas >150.000 171 89,06 68 61,82
T 192 100 110 100

<105 186 97,89 91 87,50

ALP >105 4 2,11 13 12,50
T 190 100 104 100

<34 171 82,61 48 43,64

AST >34 36 17,39 62 56,36
T 207 100 110 100

<49 153 73,91 58 52,25

ALT >49 54 26,09 53 47,75
T 207 100 111 100

<38 96 46,83 18 16,22

GGT >38 109 53,17 93 83,78
T 205 100 111 100

*Teste de Fisher

Verificaram-se resultados estatisticamente significativos,
plaquetas, ALP, AST, ALT e GGT.

p*

0,475

0,711

0,773

0,111

0,210

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

OR [1C 95%]

NA =

NA —

NA =

NA —

0,199 [0,110- 0,360]

6,643 [2,107-20,945]

6,135 [3,645-10,327]

2,589 [1,595-4,204]

4,550 [2,562-8,082]

para os parametros:

Individuos com plagquetas <150.000 U/uL estdo associados a estadios de fibrose

mais elevados (F3/4).

Individuos com ALP >105 UI/L tém um risco 6,64 vezes maior de apresentar um

estadio de fibrose F3/4 do que os individuos dentro do VR;

Individuos com AST >34 UI/L tém um risco 6,14 vezes maior de apresentar um

estadio de fibrose F3/4 do que os individuos dentro do VR;

Individuos com ALT >49 UI/L tém um risco 2,59 vezes maior de apresentar um

estadio de fibrose F3/4 do que os individuos dentro do VR;

Individuos com GGT >38 UL/mL tém um risco 4,55 vezes maior de apresentar um

estadio de fibrose F3/4 do que os individuos dentro do VR.
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Associacdao polimorfismo genético da HPSE com o estadio de

fibrose
Tabela 7. Associagdo do estadio de fibrose com os parametros genéticos
. . ‘o F1/2 F3/4
Polimorfismo Genétipo / / p* OR [IC 95%]
n % n %
GG 24 33,33 8 19,05
HPSE A/G AG 35 48,61 20 47,62 0,103 — —
AA 13 18,06 14 33,33
T 72 100 42 100

*Teste de independéncia do qui-quadrado de Pearson

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na associacdo deste

polimorfismo com o estadio de fibrose.

Foi realizado o agrupamento dos genétipos segundo os modelos dominante e recessivo,

e apesar de ndo terem sido também observadas diferencas estatisticamente

significativas, verificou-se uma tendéncia para um aumento de individuos GG/AG

(modelo dominante) no grupo F1/2 (p=0,060).
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Associacdao dos parametros sociodemograficos, antropométricos,
virais, celulares, metabdlicos e bioquimicos com o polimorfismo

HPSE A/G

Tabela 8. Associagdo do polimorfismo HPSE A/G com os parametros sociodemograficos, antropométricos, virais,

celulares, metabdlicos e bioquimicos (varidveis categoéricas)

Parametros

Sexo

IMC

RNA

Plaquetas

ALP

AST

ALT

GGT

Valores

referéncia

Masculino
Feminino

<25
225

<400.000
2400.000

<150.000
>150.000

<105
>105

<34
>34

<49
>49

<38
>38

T

n

15
17
32
25
3
28
9
23
32
8
24
32
31
1
32
25
7
32
26
6
32
15
17
32

GG

%
46,875
53,125

100
89,286
10,714
100
28,125
71,875
100
25,00
75,00
100
96,875
3,125
100
78,125
21,875
100
81,250
18,750
100
46,875
53,125
100

*Teste de independéncia do qui-quadrado de Pearson

Verificaram-se resultados estatisticamente significativos para o parametro do IMC.

HPSE A/G
AG

n %
34 61,818
21 38,182

55 100
24 52,174
22 47,826

46 100
19 35,185
35 64,815

54 100
10 18,182
45 81,818

55 100
51 94,444
3 5,556

54 100
42 76,364
13 23,636

55 100
40 72,727
15 27,273

55 100
13 23,636
42 76,364

55 100

16
11
27
12
12
24

22
27
10
17
27
24

27
17
10

27
19

27

20
27

AA

%
59,259
40,741

100
50,000
50,000
100
18,519
81,481
100
37,037
62,963
100
88,889
11,111
100
62,963
37,037
100
70,370
29,630
100
25,926
74,074
100

0,384

0,002

0,295

0,176

0,432

0,345

0,576

0,063

Gendtipos AA e AG apresentam uma maior frequéncia relativa de individuos com

IMC225kg/m2. AA (50%), AG (47,83%), GG (10,71%).
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Foi realizado o agrupamento dos gendtipos segundo os modelos dominante e recessivo,

sendo apenas apresentados os resultados estatisticamente significativos. (Tabela 9)

Tabela 9. Associacdo do polimorfismo HPSE A/G com os pardametros sociodemograficos, antropométricos, virais,

celulares, metabdlicos e bioquimicos (varidveis categoricas).

Parametros Variaveis

IMC

GGT

<25
>25

<38
>38

* Teste de Fisher

25

28
15
17

32

GG

HPSE A/G

% n

89,286 36

10,714 34
100

46,875 20

53,125 62
100

p*
AG/AA
%
51,429
<

48,571 0,001
70 100

24,390

75,610 0,025
82 100

OR

7,870

2,735

[IC 95%]

[2,175-28,478]

[1,160-6,451]

Individuos com os gendtipos AG ou AA tém um risco 7,87 vezes maior de

apresentar IMC >25 kg/m? comparativamente aos individuos homozigéticos para

o alelo G.

Individuos com os gendtipos AG ou AA tém um risco 2,74 vezes maior de

apresentar GGT >38 Ul/L comparativamente aos individuos homozigdticos para

o alelo G.
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Tabela 10. Associagdo do polimorfismo HPSE A/G com os parametros sociodemograficos, antropométricos, virais,
celulares, metabdlicos e bioquimicos (varidveis continuas).

. HPSE A/G
Parametros Unldaqe de p*
medida GG AG AA
n média [1IC 95%] n média [1IC 95%)] n média [1IC 95%]
Idade anos 32 56,00 [51,73-60,27] 54 51,56 [48,24-54,87) 27 56,00 [51,89-60,11] 0,075
IMC Kg/m2 28 23,00 [22,06-23,94] 46 26,17 [24,94-27,40] 24 25,63 [23,74-27,51] 0,002
RNA Ul/ml 32 1,77E%% [9,92E*%%-2 55E*%] 54  1,91E*06 [1,23E*%6-2,59E*%] 27  4,20E'%  [1,61E*%-6,79E*%] 0,079
Plaquetas U/microL 32 1,96E'5 [1,70E**-2,22E*%] 55  2,09E'%S [1,91E**-2,27E*%] 27  1,90E'*  [1,53E'%-2,27E'%] 0,372
ALP ul/L 32 79,59 [63,73-95,46] 54 78,06 [70,76-85,35] 27 85,00 [71,47-98,53] 0,618
AST ul/L 32 52,81 [41,61-64,02] 55 54,18 [45,73-62,63] 27 68,00 [51,37-84,63] 0,278
ALT ul/L 32 67,06 [44,81-89,32] 55 76,45 [62,93-89,98] 27 73,22 [57,82-88,62] 0,299
GGT ul/L 32 59,81 [39,46-80,17] 55 9525  [67,79-122,72] 27 98,04  [59,51-136,56] 0,054

* Teste Kruskal Wallis

Verificaram-se diferencas estatisticamente significativas para o parametro IMC.

Individuos com o gendtipo AG e AA apresentam valores de IMCmedio Mais

elevados. AG (26,17kg/m?), AA(25,63kg/m?), GG (23kg/m?)
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Foi realizado o agrupamento dos gendtipos segundo os modelos dominante e recessivo,
sendo apenas apresentados os resultados estatisticamente significativos. (Tabelas 11 e

12)

Tabela 11. Associagdo do polimorfismo HPSE A/G com os pardmetros sociodemogréficos, antropométricos, virais,
celulares, metabdlicos e bioquimicos (varidveis continuas).

HPSE A/G
Parametros Unidade de *
medida GG/AG AA P
n média [1IC 95%] n média [IC 95%]
RNA Ul/ml 86 1,86E*6  [1,35E*06-2,37E*6] 27  4,20E*%6  [1,61E*%-6,79E*06] 0,025

* Teste Mann-Whitney

Individuos com o gendtipo AA apresentam uma carga viral média mais elevada

(4,20E*°® copias) em comparacdo com os individuos GG/AG (1,86E*% cépias).

Tabela 12. Associagdo do polimorfismo HPSE A/G com os parametros sociodemograficos, antropométricos, virais,
celulares, metabdlicos e bioquimicos (varidveis continuas).

HPSE A/G
Parametros Unidade de *
medida GG AG/AA P
n média [1IC 95%] n média [1IC 95%]
IMC Kg/mz 28 23,00 [22,06-23,94] 70 25,99 [24,98-26,99] 0,001
GGT U|/L 32 59,81 [39,46-80,17] 82 96,17 [74,28-118,06] 0,016

* Teste Mann-Whitney

Individuos com os gendtipos AG/AA apresentam um IMCmedic Mais elevado

(25,99 kg/m?) em comparacdo com os individuos GG (23 kg/m?).

Individuos com os gendtipos AG/AA apresentam niveis de GGTmedia Mais elevada

(96,17 Ul/L) em comparagdo com os individuos GG (59,81 UI/L).
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Associacdao dos parametros sociodemograficos, antropomeétricos,
virais, celulares, metabdlicos e biogquimicos com o estadio de
fibrose para os gendtipos do polimorfismo HPSE A/G

Tabela 13. Associagdo do estadio de fibrose com os parametros sociodemograficos, antropométricos, virais, celulares,
metabdlicos e bioquimicos (variaveis categdricas) no genétipo GG do polimorfismo HPSE A/G.

Parametros

Sexo

IMC

RNA

Plaquetas

ALP

AST

ALT

GGT

Valores
referéncia

Masculino
Feminino

<25
>25

<400.000
>400.000

<600.000
>600.000

<150.000
>150.000

<105
>105

<34
>34

<49
>49

<38
>38

* Teste de Fisher

15
24
18

21

17
24

20
24

21
24
24

24
21

24
22

24
13
11

24

HPSE A/G (GG)
F1/2 F3/4
% n %
37,50 6 75,00
62,50 2 25,00
100 100
85,714 7 100,00
14,286 0 0,00
100 100
29,167 2 25,00
70,833 6 75,00
100 100
16,667 1 12,50
83,333 7 87,50
100 100
12,5 5 62,50
87,5 3 37,50
100 100
100 7 87,50
0 1 12,50
100 100
87,50 4 50,00
12,50 4 50,00
100 100
91,667 4 50,00
8,333 4 50,00
100 100
54,167 2 25,00
45,833 6 75,00
100 100

NA =

NA —

NA =

NA =

0,012 0,086

NA =

0,047 7,000

0,023 11,000

NA —

[1C 95%]

[0,013-0,558]

[1,112-44,058]

[1,483-81,606]

Verificaram-se resultados estatisticamente significativos para os parametros: plaquetas,

AST e ALT.

Individuos com plaguetas<150.000 U/uL apresentam maior risco para o0s

estadios de fibrose mais avancados (F3/4)

Individuos com AST>34 UI/L tém um risco 7 vezes maior de apresentar um

estadio de fibrose F3/4 comparativamente aos individuos com AST dentro do VR

Individuos com ALT>49 UI/L tém um risco 11 vezes maior de apresentar um

estadio de fibrose F3/4 comparativamente aos individuos com ALT dentro do VR
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Tabela 14. Associacdo do estadio de fibrose com os parametros sociodemograficos, antropométricos, virais, celulares,
metabdlicos e bioquimicos (variaveis categdricas) no genétipo AG do polimorfismo HPSE A/G.

HPSE A/G (AG)
Valores

Parametros referancia F1/2 F3/4 p* OR [IC 95%]
n % n %
Masculino 20 57,143 14 70,00 NA _ _
Sexo Feminino 15 42,857 6 30,00
T 35 100 20 100
<25 14 50,00 10 55,56 NA _ _
IMC 225 14 50,00 8 44,44
T 28 100 18 100
<400.000 14 41,176 5 25,00 NA _ _
>400.000 20 58,824 15 75,00
T 34 100 20 100
RNA <600.000 12 35,294 5 25,00 NA _ _
>600.000 22 64,706 15 75,00
T 34 100 20 100
<150.000 3 8,571 7 35,00
Plaquetas >150.000 32 91,429 13 65,00 0,026 0,174 [0,035-0,779]
T 35 100 20 100
<105 34 97,143 17 89,47 NA _ _
ALP >105 1 2,857 2 10,53
T 35 100 19 100
AST ii 323 9;’721846 191 ‘5‘;88 <0,001 20,167  [3,769-107,909]
T 35 100 20 100
<49 29 82,857 11 55,00
ALT 49 6 17,143 9 45,00 0,033 3,955 [1,139-13,727]
T 35 100 20 100
<38 11 31,429 2 10,00 NA B _
GGT >38 24 68,571 18 90,00
T 35 100 20 100

*Teste de Fisher

Verificaram-se resultados estatisticamente significativos para os parametros: plaquetas,

AST e ALT.

Individuos com plaquetas<150.000 U/uL apresentam maior risco para estadio de

fibrose mais avangados (F3/4)

Individuos com AST>34 UI/L tém um risco 20,17 vezes maior de apresentar um

estadio de fibrose F3/4 comparativamente aos individuos com AST dentro do VR

Individuos com ALT>49 UI/L tém um risco 3,955 vezes maior de apresentar um

estadio de fibrose F3/4 comparativamente aos individuos com ALT dentro do VR
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Tabela 15. Associacdo do estadio de fibrose com os parametros sociodemograficos, antropométricos, virais, celulares,
metabdlicos e bioquimicos (variaveis categéricas) no gendtipo AA do polimorfismo HPSE A/G.

HPSE A/G (AA)
Valores

Parametros referancia F1/2 F3/4 p* OR [IC 95%]
% n %
Masculino 9 69,231 7 50,00 NA _ _
Sexo Feminino 4 30,769 7 50,00
T 13 100 14 100
<25 4 33,333 8 66,667 NA _ _
IMC 225 8 66,667 4 33,333
T 12 100 12 100
<400.000 2 15,385 3 21,429 NA _ _
>400.000 11 84,615 11 78,571
T 13 100 14 100
RNA <600.000 2 15,385 3 21,429 NA _ _
>600.000 11 84,615 11 78,571
T 13 100 14 100
<150.000 3 23,077 7 50,00 NA _ _
Plaquetas >150.000 10 76,923 7 50,00
T 13 100 14 100
<105 13 100,00 11 78,571 NA _ _
ALP >105 0 0,00 3 21,429
T 13 100 14 100
<34 11 84,615 6 42,857
AST >34 2 15,385 8 57,143 0,046 7,333 [1,163-46,235]
T 13 100 14 100
<49 10 76,923 9 64,286 NA _ _
ALT >49 3 23,077 5 35,714
T 13 100 14 100
<38 5 38,462 2 14,286 NA _ _
GGT >38 8 61,538 12 85,714
T 13 100 14 100

* Teste de Fisher

Verificaram-se resultados estatisticamente significativos para o parametro AST.

Individuos com AST>34 UI/L tém um risco 7,33 vezes maior de apresentar um

estadio de fibrose F3/4 comparativamente aos individuos com AST dentro do VR
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Parametros Fibrose

Idade
IMC
RNA

Plaquetas
ALP
AST
ALT

GGT

Recorreu-se aos testes de Mann-Whitney para identificar possiveis associacdes entre os
parametros antropométricos, sociodemograficos, metabdlicos e bioquimicos e o estadio
de fibrose para cada gendtipo do polimorfismo HPSE A/G, e ao teste Kruskal Wallis para

verificar a existéncia de associagGes entre os gendtipos deste polimorfismo dentro do

mesmo grupo de estadio de fibrose para cada parametro. (Tabela 16)

Tabela 16. Associagdo do estadio de fibrose com os parametros antropométricos, sociodemograficos, metabdlicos e
bioquimicos (varidveis continuas) com o estadio de fibrose para cada um dos genétipos do polimorfismo HPSE A/G e

associagdo entre gendtipos dentro do mesmo grupo de estadio de fibrose para cada parametro.

F1/2
F3/4
F1/2
F3/4
F1/2
F3/4
F1/2
F3/4
F1/2
F3/4
F1/2
F3/4
F1/2
F3/4
F1/2
F3/4

*Teste Mann-Whitney,; **Teste Kruskal Wallis

Verificaram-se resultados estatisticamente significativos, por gendtipo, na associacdao de

n
24
8
21
7
24
8
24
8
24
8
24
8
24
8
24
8

média
56,33
55,00
23,05
22,86
1,64E+06
2,15E+06
2,02E+05
1,77E+05
73,58
97,63
43,21
81,63
48,83
121,75
48,50
93,75

GG

[IC 95%]
[51,49-61,17]
[43,51-66,49]
[21,80-24,30]
[21,73-23,98]

[8,95E*95-2,39E+06]
[5,01E+95-4,80E*%6]
[1,78E*95-2,26E+05)]
[8,47E*%4-2,69E+05]
[65,90-81,27]
[27,73-167,52]
[35,72-50,70]
[44,46-118,79]
[35,95-61,71]
[41,30-202,20]
[29,55-67,45]
[30,36-157,14]

p*
0,879
0,893
0,695
0,151
0,711
0,029

0,005

0,053

34
20
28
18
34
20
35
20
35
19
35
20
35
20
35
20

média
50,88
52,70
25,50
27,22
1,56E+06
2,50E*%
2,26E*%5
1,78E+05
74,14
85,26
40,80
77,60
61,31
102,95
63,43
150,95

HPSE A/G

AG

[IC 95%]
[46,28-55,48]
[47,85-57,55]
[24,07-26,93]
[24,89-29,55]

[8,71E*95-2,26E+%]
[1,02E+96-3,98E+05]
[2,07E%95-2,46E+05)]
[1,45E%95-2,12E+05]
[65,88-82,41]
[70,61-99,91]
[35,44-46,16]
[59,88-95,32]
[46,43-76,20]
[79,13-126,77]
[47,55-79,31]
[84,13-217,77]

diferentes parametros com o estadio de fibrose:

Verificaram-se diferencas estatisticamente significativas entre os gendtipos para os

p*
0,795
0,366
0,162
0,005
0,117

<0,001

0,001

0,002

13
14
12
12
13
14
13
14
13
14
13
14
13
14
13
14

média
52,38
59,36
26,42
24,83
3,99E+06
4,39E*06
2,20E%05
1,62E+0
67,23
101,50
44,23
90,07
64,08
81,71
60,23
133,14

AA

[IC 95%]
[47,68-57,09]
[52,65-66,06]
[23,21-29,63]
[22,40-27,27]

[1,65E+%6-6,33E+05]
[5,00E*95-9,29E+06]
[1,72E%95-2,67E+05)]
[1,04E*95-2,20E+05]
[51,59-82,87]
[82,25-120,75]
[31,44-57,02]
[64,04-116,10]
[38,01-90,15]
[62,12-101,31]
[29,54-90,92]
[65,24-201,05)

Genotipo GG — valores médios de AST e ALT superiores nos estadios F3/4

Gendtipo AG — valores médios de plaquetas inferiores e de AST, ALT e GGT

superiores nos estadios F3/4

Gendtipo AA — valores médios de ALP, AST e GGT superiores nos estadios F3/4

parametros IMC (em ambos os grupos de estadios de fibrose) e carga viral (nos F1/2):

F1/2 — IMCmédio mais elevado nos individuos AA (26,42 kg/m?), seguidos dos AG

(25,5 kg/m?) e por fim os GG (23,05 kg/m?)

F3/4 — IMCmedioc mais elevado nos AG (27,22 kg/m?), seguidos dos AA (24,83
kg/m?) e por fim os GG (22,86 kg/m?)

Individuos AA tém, em média, cargas virais significativamente maiores (3,99E*°°

cbpias), seguidos dos GG (1,64E*) e por fim os AG (1,56E*%°)
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p*
0,075
0,620
0,438
0,073
0,006
0,002

0,072

0,039

p**

0,185
0,135
0,028
0,029
0,048
0,716
0,327
0,632
0,319
0,124
0,920
0,707
0,496
0,361
0,267
0,547



Correlagao entre oS parametros sociodemograficos,
antropométricos, virais, celulares, metabdlicos e bioquimicos

Tabela 17. Correlagdo de Pearson entre os parametros sociodemograficos, antropométricos, virais, celulares,
metabdlicos e bioquimicos (variaveis continuas).

Plaquetas ALP AST ALT GGT

C. de Pearson -0,151 0,227 0,136 -0,075 0,099

Idade p 0,009 0,000 0,015 0,186 0,079
n 301 293 316 317 315

C. de Pearson -0,109 0,121 0,051 0,139 0,220

IMC p 0,071 0,050 0,396 0,019 0,000
n 275 263 284 285 284

C. de Pearson -0,012 0,064 0,001 -0,062 0,194

RNA o] 0,839 0,297 0,984 0,291 0,001
n 277 271 290 290 288

C. de Pearson -0,101 -0,264 -0,197 -0,107

Plaquetas o] 0,092 0,000 0,001 0,066
n 279 297 297 296

C. de Pearson 0,297 0,113 0,275

ALP p 0,000 0,053 0,000
n 293 293 292

C. de Pearson 0,816 0,420

AST o] 0,000 0,000
n 317 315

C. de Pearson 0,320

ALT p 0,000
n 316

Verificaram-se varios resultados estatisticamente significativos nas correlacGes entre os

diferentes parametros.

As plaquetas estabelecem uma correlagao inversa com a AST, ALT e a idade. A idade
apresenta uma correla¢do direta com a ALP e AST que, por sua vez, apresentam também
uma correlacdo direta entre si. A carga viral estabelece uma correlagdo direta com a GGT
gue, por sua vez, apresenta uma correlacdo direta com a ALP, AST, ALT e o IMC. Este

ultimo apresenta, também, uma correlacdo direta com a ALT.
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Correlagao entre 0s parametros sociodemograficos,
antropométricos, virais, celulares, metabdlicos e bioquimicos por
genotipo

Tabela 18. Correlagdo de Pearson entre os parametros sociodemograficos, antropométricos, virais, celulares,
metabdlicos e bioquimicos (variaveis continuas) no gendtipo GG do polimorfismo HPSE A/G

HPSE A/G (GG)

Plaquetas ALP AST ALT GGT

C. de Pearson 0,055 -0,074 0,165 0,032 -0,136

Idade p 0,764 0,686 0,367 0,862 0,457
n 32 32 32 32 32

C. de Pearson 0,028 0,018 0,113 0,227 0,169

IMC P 0,886 0,927 0,565 0,246 0,391
n 28 28 28 28 28

C. de Pearson -0,186 0,301 0,020 0,038 0,296

RNA P 0,307 0,094 0,915 0,837 0,100
n 32 32 32 32 32

C. de Pearson 0,166 -0,397 -0,387 -0,372

Plaquetas P 0,363 0,025 0,029 0,036
n 32 32 32 32

C. de Pearson 0,100 0,156 0,075

ALP P 0,586 0,394 0,685
n 32 32 32

C. de Pearson 0,767 0,281

AST P 0,000 0,119
n 32 32

C. de Pearson 0,399

ALT P 0,024
n 32

Verificaram-se varios resultados estatisticamente significativos nas correlacées entre os

diferentes parametros dentro dos individuos com genétipo GG.

As plaguetas estabelecem uma correlagdo inversa com a AST, ALT e GGT. Esta ultima
estabelece uma correlacdo direta com a ALT, que por sua vez, estabelece uma correlacao

direta com a AST.
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Tabela 19. Correlagdo de Pearson entre os parametros sociodemograficos, antropométricos, virais, celulares,
metabdlicos e bioquimicos (variaveis continuas) no gendtipo AG do polimorfismo HPSE A/G.

Idade

IMC

RNA

Plaquetas

ALP

AST

ALT

. de Pearson

p
n

. de Pearson

p
n

. de Pearson

p
n

. de Pearson

p
n

. de Pearson

P
n

. de Pearson

P
n

. de Pearson

p
n

HPSE A/G (AG)
Plaquetas ALP
-0,095 0,293
0,494 0,033
54 53
-0,081 0,178
0,593 0,241
46 45
0,007 -0,212
0,960 0,127
54 53
-0,039
0,778
54

AST

0,195
0,157
54
0,208
0,166
46
0,064
0,648
54
0,379
0,004
55
0,336
0,013
54

ALT

0,019
0,890
54
0,173
0,250
46
0,139
0,317
54
-0,331
0,013
55
0,121
0,382
54
0,834
0,000
55

GGT

0,160
0,247
54
0,318
0,031
46
0,287
0,035
54
-0,092
0,504
55
0,418
0,002
54
0,528
0,000
55
0,398
0,003
55

Verificaram-se varios resultados estatisticamente significativos nas correlacées entre os

diferentes parametros dentro dos individuos com genétipo AG.

A idade apresenta uma correlag¢do direta com a ALP que, por sua vez, apresenta uma

correlacdo direta com a AST e GGT. Este ultimo apresenta, também, uma correlacao

direta com a carga viral, IMC, ALP, AST e ALT. Estes dois ultimos apresentam ainda uma

correlacdo direta entre si. As plaquetas estabelecem uma correlacdo inversa com a AST

e ALT.
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Tabela 20. Correlagdo de Pearson entre os parametros sociodemograficos, antropométricos, virais, celulares,
metabdlicos e bioquimicos (variaveis continuas) no genétipo AA do polimorfismo HPSE A/G

Idade

IMC

RNA

Plaquetas

ALP

AST

ALT

. de Pearson

p
n

. de Pearson

p
n

. de Pearson

p
n

. de Pearson

p
n

. de Pearson

P
n

. de Pearson

P
n

. de Pearson

p
n

Plaquetas

-0,235
0,237
27
-0,045
0,834
24
0,511
0,006
27

HPSE A/G (AA)

ALP

0,096
0,632
27
-0,131
0,541
24
-0,204
0,307
27
-0,350
0,073
27

AST

-0,019
0,924
27
-0,058
0,788
24
-0,390
0,044
27
-0,574
0,002
27
0,361
0,064
27

ALT

-0,170
0,396
27
-0,094
0,663
24
-0,252
0,205
27
-0,317
0,107
27
0,194
0,333
27
0,852
0,000
27

GGT

-0,123
0,540
27
-0,079
0,715
24
0,158
0,430
27
0,161
0,423
27
0,323
0,100
27
0,362
0,063
27
0,325
0,099
27

Verificaram-se varios resultados estatisticamente significativos nas correlacées entre os

diferentes parametros dentro dos individuos com genétipo AA.

A AST estabelece uma correlagdo direta com a ALT e uma correlagdo inversa com a carga

viral e as plaquetas. Estes dois ultimos, por sua vez, estabelecem uma correlacdo direta

entre si.
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Resumo dos resultados

Polimorfismo Gendtipo Fendtipo intermédio

TGGT e GGT>38Ul/I

AA ou AG

MMC e IMC=25kg/m?

HPSE A/G

rs4693608

Figura 12. Associagdo dos parametros antropométricos, sociodemograficos, virais, celulares, metabdlicos,
bioquimicos e genéticos com o polimorfismo da HPSE rs4693608. (gendtipo com fendétipo intermédio)

Fendtipo distante Fendtipo intermédio

Mdade
MNALP e ALP>105Ul/I
MAST e AST>34U1/I
MNALT e ALT>49U1/I
Fibrose intensa e Cirrose MNGGT e GGT>38UlI/I
F3/4

J Plaguetas e
Plaguetas<150.000

Figura 13. Associagdo dos parametros antropométricos, sociodemograficos, virais, celulares, metabdlicos,
bioquimicos e morfolégicos com o estadio de fibrose. (fendtipo distante e fenétipo intermédio)
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Discussao

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na frequéncia alélica,
deste polimorfismo, entre a populagdo com HCC e os grupos de controlo e europeu. E
também ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas na associagao

entre os gendtipos, deste polimorfismo, na populacdo com HCC e o grupo de controlo.

De que haja conhecimento, este é o primeiro trabalho sobre a expressao do
polimorfismo rs4693608 da HPSE na HCC e, como tal, tendo em conta os resultados aqui
obtidos parece ndo haver uma associacdo entre este polimorfismo da HPSE com a

suscetibilidade para o desenvolvimento de HCC.

Verificaram-se diferencas estatisticamente significativas na associacdo dos estadios de
fibrose mais avangados (F3/4) com idades mais avanc¢adas, valores aumentados de ALP,
AST, ALT e GGT, e niumero diminuido de plaquetas.
Gendtipo GG

Verificaram-se resultados estatisticamente significativos na associacdo com o

estadio da fibrose nos parametros: plaquetas, AST e ALT.

Apresentam valores médios superiores de AST e ALT nos estadios F3/4

comparativamente aos estadios mais leves.

Genotipo AG
Verificaram-se resultados estatisticamente significativos na associacdo com o

estadio da fibrose nos parametros: plaquetas, AST e ALT.

Apresentam numero médio de plaquetas inferior e de AST, ALT e GGT superiores

nos estadios F3/4 comparativamente aos estadios mais leves de fibrose.

Gendtipo AA
Verificaram-se resultados estatisticamente significativos na associagdo com o

estadio da fibrose no parametro AST

Estes individuos apresentavam valores médios de ALP, AST e GGT superiores nos
estadios F3/4 comparativamente aos estadios mais leves de fibrose.
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Idade
Os individuos com uma idade mais elevada estdao associados a estadios de fibrose mais

avancados (F3/4), segundo o estudo realizado.

Esta afirmacdo esta de acordo com o artigo de Lingala & Ghany, 2015, o estudo realizado

por Minola et al.,2002, e o estudo realizado por Pradat et al., 2007.

Plaguetas
Neste estudo verificou-se resultados estatisticamente significativos para
individuos com estadios de fibrose mais avancados (F3/4) e baixos valores de

plaguetas.

Os individuos com plaquetas abaixo do VR (<150.000 U/uL) poderdo estar
associados a um desenvolvimento de fibrose em estadios mais avancados (F3/4)

comparativamente aos individuos dentro do VR.

Genotipo GG ou AG: Individuos com plaquetas<150.000 U/uL apresentam maior

risco para os estadios de fibrose mais avancados (F3/4)

Estes resultados sdao corroborados por Murawaki Y., et al. Lima B., et al., Pereboom et
al., Kurokawa & Ohkohchi e Ferreira et al., onde é demostrado que baixos valores de
plaquetas estdo associados a estadios de fibrose mais elevados (Pereboom et al., 2008;

Kurokawa & Ohkohchi, 2017; Ferreira et al., 2023).

Fosfatase Alcalina (ALP)

Esta presente numa grande variedade de tecidos, sendo eles os ossos, os intestinos, o

figado, a placenta e os glébulos brancos (Kaplan, M.M., 1972).

Verificaram-se resultados estatisticamente significativos entre estadios de

fibrose mais avancados (F3/4) e valores aumentados de ALP

Os individuos com valores de ALP superiores ao VR (>105 Ul/L) poderdo estar

associados ao desenvolvimento de fibrose em estadios mais avangados (F3/4),
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apresentando um risco 6,64 vezes maior, comparativamente aos individuos

dentro do VR.

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com o estudo realizado por Shahid
M., et al. onde se verifica que o aumento da ALP esta associado a estadios mais graves
de fibrose. No entanto, ndo existe ainda literatura que explique a influéncia dos niveis

elevados de ALP nos estadios de fibrose hepatica (Shahid et al., 2014).

Aspartato aminotransferase (AST)
Foi verificada uma relacdo estatisticamente significativa entre estadios de

fibrose mais avancados (F3/4) e valores elevados de AST.

Os individuos com valores de AST superiores ao VR (>34 Ul/L) poderdo estar
associados ao desenvolvimento de fibrose em estadios mais avangados (F3/4),
apresentando um risco 6,14 vezes maior, comparativamente com os individuos

cujos valores se encontram dentro do VR.

Genotipo GG: Individuos com AST>34 Ul/L tém um risco 7 vezes maior de
apresentar um estadio de fibrose F3/4 comparativamente aos individuos com

AST dentro do VR

Genotipo AG: Individuos com AST>34 UI/L tém um risco 20,17 vezes maior de
apresentar um estadio de fibrose F3/4 comparativamente aos individuos com

AST dentro do VR

Genotipo AA: Individuos com AST>34 UI/L tém um risco 7,33 vezes maior de
apresentar um estadio de fibrose F3/4 comparativamente aos individuos com

AST dentro do VR

Estes resultados vao ao encontro dos resultados do estudo por Shahid M., et al. onde se
verificou que elevados niveis séricos de AST estdo associados a lesdo hepatica (Shahid

et al., 2014).
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Alanina aminotransferase (ALT)

Verificaram-se resultados estatisticamente significativos entre estadios de

fibrose mais avangados (F3/4) e valores aumentados de ALT.

Os individuos com valores de ALT superiores ao VR (>49 Ul/L) poderdo estar
associados ao desenvolvimento de fibrose em estadios mais avangados (F3/4),
apresentando um risco 2,59 vezes maior, comparativamente aos individuos

dentro do VR (<49 UI/L).

Genotipo GG: Individuos com ALT>49 UI/L tém um risco 11 vezes maior de
apresentar um estadio de fibrose F3/4 comparativamente aos individuos com

ALT dentro do VR.

Genotipo AG: Individuos com ALT>49 UI/L tém um risco 3,96 vezes maior de
apresentar um estadio de fibrose F3/4 comparativamente aos individuos com

ALT dentro do VR.

Estes resultados estdao de acordo com o artigo de Lingala & Ghany, a pesquisa por Shahid

M., et al. e também com o estudo de Fujiwara A., et al. (Lingala & Ghany, 2015; Shahid

et al., 2014, Fujiwara et al., 2008).

IMC

Individuos portadores do alelo A (AA e AG) apresentam valores de IMC e GGT

mais elevados, comparativamente aos com genétipo GG.

50% dos individuos AA e 47,83% dos individuos AG apresentavam IMC>25kg/m?,

contrastando com apenas 10,71% dos individuos GG.

O IMCmedio dos individuos AA era de 25,63kg/m?, dos individuos AG 26,17kg/m?
e dos individuos GG 23kg/m?.

Individuos portadores do alelo A apresentam um IMCmedio Mais elevado (25,99

kg/m?) em comparacdo com os individuos GG (23 kg/m?).
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Os individuos com gendtipos AG/AA poderdo estar associados ao excesso de
peso/obesidade (IMC>25kg/m2), apresentando um risco 7,87 vezes maior para

tal, comparativamente aos individuos com genétipo GG.

Verificaram-se também diferencas estatisticamente significativas no IMC, entre os

gendtipos e o estadio de fibrose:

F1/2 — IMCmedio mais elevado nos individuos AA (26,42 kg/m?), seguidos dos AG
(25,5 kg/m?) e por fim os GG (23,05 kg/m?)

F3/4 — IMCmeadic mais elevado nos AG (27,22 kg/m?), seguidos dos AA (24,83
kg/m?) e por fim os GG (22,86 kg/m?)

Como ja referido os individuos portadores do alelo A apresentam uma menor expressao

de HPSE plasmatica quando em compara¢dao com os de gendtipo GG.

E, também, de acordo com o estudo Reyz et al. e Karlsson-Lindahl et al. que verificaram
que a HPSE, através da quebra de cadeias de HS ligadas ao sindecano-3 e o sistema da
melanocortina, funciona como um modulador negativo, tendo um efeito anorexigénio
no sistema nervoso central, o que apoia os resultados obtidos neste trabalho, na medida
em que se verificou uma associacdo entre os individuos com menor expressdo de HPSE
plasmatica (portadores do alelo A) com IMCs mais elevados (Reyz et al., 2006, Karlsson-

Lindahl et al., 2012).

Gama-glutamil-transpeptidase (GGT)
Foi verificada uma relagdo estatisticamente significativa entre elevados estadios

de fibrose (F3/4) e valores elevados de GGT.

Os individuos com valores de GGT superiores ao VR (>38 Ul/L) poderdo estar
associados ao desenvolvimento de fibrose em estadios mais avangados (F3/4),
apresentando um risco 4,55 vezes maior, comparativamente aos individuos

dentro do VR (<38 UI/L).

Individuos portadores do alelo A (AA e AG) apresentam valores de IMC e GGT

mais elevados, comparativamente aos com gendtipo GG.
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Individuos AG/AA apresentam niveis de GGTmedia Mais elevados (96,17 UI/L)

comparativamente aos individuos GG (59,81 UI/L).

Os individuos portadores do alelo A poderao estar associados a valores de GGT
superiores ao VR (>38UlI/L), apresentando um risco 2,74 vezes maior,

comparativamente aos individuos com gendtipo GG.

Os resultados obtidos neste estudo sdo apoiados pelos estudos realizados por Lima et
al.; Myers R.P., et al.; Eminler et al. e o estudo por Ferreira et al., que reportaram niveis
de GGT mais elevados nos estadios de fibrose mais avancados, e o estudo por Everhart
& Wright que demonstra uma associacdao entre fibrose grave, esteatose, insuficiéncia
hepatica, CHC e morte entre individuos com niveis mais elevados de GGT. Estando
também os niveis plasmaticos mais baixos de HPSE nestes individuos (portadores do
alelo A) a favorecer um maior aumento do IMC, sindrome metabdlico e inflamagdo com
maior lesdo hepatica e fibrose e como tal niveis superiores de GGT comparativamente a
individuos GG. (Lima et al., 2008; Myers et al., 2003; Eminler et al., 2014; Ferreira et al.,
2023; Ferreira et al., 2022; Everhart & Wright, 2013; Latha & Ganesan, 2015).

Carga viral
Verificaram-se resultados estatisticamente significativos entre individuos com o

gendtipo AA e cargas virais mais elevadas.
Individuos com o gendtipo AA apresentam uma carga viral média mais elevada
(4,20E*% cdpias) em comparacdo com os individuos GG/AG (1,86E°° cépias).

E, também, entre os gendtipos e carga viral nos estadios de fibrose mais leves:
Individuos AA tém, em média, cargas virais significativamente maiores (3,99E*%

cdpias), seguidos dos GG (1,64E*°°) e por fim os AG (1,56E*)

Para os individuos com o genétipo AA verificou-se uma relacdo estatisticamente

significativa com os elevados valores de RNA viral.

Sabe-se através do artigo de Thakkar N., et al. que o HCV vai usar o recetor de superficie

celular da HPSE para entrar dentro da celular hospedeira (Thakkar et al., 2017). Como
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referido anteriormente, sabe-se que o alelo A condiciona uma maior expressdo de

RNAm de HPSE mas uma menor expressao de HPSE sérica (Ostrovsky et al., 2018).

Colocando-se a hipdtese para a existéncia de cargas virais mais elevadas nos individuos
com o gendtipo AA, estar relacionada com o facto de, por existir menos HPSE plasmatica,
haver uma menor competicao entre esta e o virus para a ligacdo ao recetor. Havendo,
por isso, uma maior ligacdo do virus ao recetor da HPSE e, consequentemente, uma

maior entrada do mesmo nas células levando, assim, a um aumento da replicacao viral.

Correlagbes entre os pard@metros estudados na populacdo com HCC e nos
diferentes gendtipos do polimorfismo

As correlagOes na populacdo estudada e também nos gendtipos GG e AG foram ao

encontro do esperado.

Verificaram-se correlacdes indiretas com as plaquetas e correlacdes diretas para
marcadores de lesdo hepatica, marcadores associados a sindrome metabdlica, a idade
e carga viral. Como sabemos o HCV influéncia o metabolismo lipidico, como tal, uma
maior carga viral vai ter uma maior influencia no metabolismo dos lipidos que, por sua
vez, favorece a sindrome metabdlica, obesidade e esteatose que favorece a progressao
da fibrose levando a uma maior lesdao hepatica e, como tal, a um menor nimero de

plaguetas.

No gendtipo AA destacamos a correlacao direta encontrada entre a carga viral e o
numero de plaquetas. Este resultado pode encontrar explicacdao no facto da HPSE estar
envolvida na producdo de plaquetas para além de elas préprias exprimirem quantidades

elevadas deste enzima (Tan et al.,2018).
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Conclusao

O HS e a HPSE sdo conhecidos como sendo reguladores major da MEC, mas mais

recentemente tém sido implicados como cruciais na patogénese dos mais diversos virus.

O estudo da HPSE nas infe¢Bes viricas veio salientar que estas sdao processos
multifatoriais e complexos que requerem que se tenha em consideracdo tanto os
aspetos biolégicos do agente patogénico invasor como também do hospedeiro,
realcando a importancia deste Ultimo em determinar o desfecho da infecdo. E, ent3o,
esperado que a HPSE continue a surgir como um fator chave de viruléncia do hospedeiro
gue uma vez ativado potencia a disseminacdo viral e desencadeia as cascatas de

inflamacao.

Neste trabalho verificou-se uma associacdo fenédtipo intermédio e fendtipo distante
tendo sido identificados alguns parametros relacionados com a progressao dos estadios
de fibrose: idade, plaquetas, ALP, AST, ALT e GGT. Sendo que a idade, ALP, AST, ALT e
GGT se encontravam aumentados e as plaguetas diminuidas, nos estadios de fibrose
mais elevados (F3/4). Estes resultados sdo os esperados pois aquando de infecdo crénica
por HCV é expectdvel que os parametros de lesdo hepatica estejam aumentados, e como
tal, que exista uma diminui¢cdo das plaquetas pelo recrutamento ativo destas células
para o figado, pelo seu papel crucial na regeneracao tecidular e, também, pelo sequestro
esplénico resultante da hipertensao portal. Na associacdo gendtipo e fendtipo
intermédio, houve uma relagdo deste polimorfismo com maior carga viral, confirmando
a importancia da HPSE na replicacdo viral, e também com maiores niveis de IMC e GGT
confirmando a sua grande influéncia na sindrome metabdlica e balan¢o energético e

indiretamente a sua influéncia no metabolismo dos lipidos.

Com isto podemos também concluir que os resultados obtidos neste estudo vao ter uma
elevada relevancia na aplicacdo clinica, pois através deles vai ser possivel prever os riscos
individuais da progressao da doenca hepatica e também individualizar o diagndstico e

assim aplicar-se o tratamento mais adequado para o quadro clinico do paciente.
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Perspetivas futuras

Como ainda nao é claro o mecanismo pelo qual a HPSE controla esta enorme variedade
de processos bioldgicos, seria importante a realizacdo de mais estudos. A investigacao
focada nos polimorfismos da HPSE permite-nos estudar os multiplos e complexos niveis
da regulacdo e funcdes da HPSE, obter mais pistas sobre os importantes ligantes da HPSE
e a sua funcdo na regulacdo génica, o papel desta nas infecdes virais, a sua relacdo com
0s mecanismos de evasdo da morte celular imunomediada pelas células cancerigenas e
elucidar como a modificacdo na regido do intensificador do gene da HPSE altera a sua
expressao, podendo desta forma ajudar no desenvolvimento de novas e mais dirigidas

terapias.

A identificacdo precoce e o tratamento adequado para a infecio podem mudar a
progressao natural da doenca. Como tal, a existéncia de mais estudos epidemiolégicos
em humanos e com amostras mais significativas, que examinem a associacdo entre os
polimorfismos genéticos do gene da HPSE e a progressdo nos estadios de fibrose em
individuos com hepatite C crénica, é de elevada relevancia, para que se consiga prever
os riscos individuais da progressao da doenca e, assim, ter um diagndstico e tratamento

mais adequado a cada individuo.

Seria entdo importante no futuro fazer o estudo sobre impacto deste polimorfismo no
metabolismo dos lipidos e também na resposta as novas terapéuticas antivirais de acdo
direta na populagao com HCC, e também a influéncia da HPSE e deste polimorfismo nas

infecdes por outros virus emergentes como, por exemplo, o HPV.
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