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RESUMO

LIMA, Raul Emidio de. Fatores genéticos e epigenéticos associados ao
surgimento do carcinoma hepatocelular (CHC). 2021. Tese (Doutorado em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacgéo
Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

Em contraste com a maioria das outras neoplasias malignas, o carcinoma
hepatocelular (CHC), responsavel por aproximadamente 90% dos canceres primarios
do figado, surge quase exclusivamente no contexto de inflamacg&do cronica.
Independentemente da etiologia, uma sequéncia tipica de necroinflamacao crénica,
regeneracdo hepatica compensatodria, indugdo de fibrose hepatica e cirrose
subsequente muitas vezes precede a hepatocarcinogénese. Tais eventos sdo
fortemente influenciados por fatores de modulacdo genética e epigenética, por
exemplo, presenca de polimorfismos e expressdo diferencial de microRNAs,
respectivamente, deste modo, esta pesquisa teve como objetivo identificar o perfil de
expressao de microRNA’s, assim como, criar um classificador baseado em inteligéncia
artificial a partir de polimorfismos associados ao surgimento do Carcinoma
Hepatocelular. Para isso amostras de sangue, tecidos tumorais e ndo tumorais do
figado foram selecionados para analise de polimorfismos genéticos e sequenciamento
de nova geracéo, e posterior, validacdo por RT-gPCR. Comparamos expressdes de
microRNA entre areas hepaticas de CHC e nado-neoplasicas. Encontramos que 0s
polimorfismos rs1840680 e rs2305619 no gene PTX3, 0 -221 no MBL2, rs1800629 no
TNF-a e rs2333227 no gene MPO estdo associados ao risco de aparecimento de
CHC. Além disso, foram construidos algoritmos computacionais de predicdo do
surgimento do CHC, utilizando aprendizado de maquina com acuracia média de 70%.
Os microRNAs hsa-miR-26a/b, hsa-let-7a/c e hsa-miR-125a-5p foram encontrados
com niveis de expressdo maior em CHC, tais microRNAs atuam desregulando vias de
controle de ciclo celular, possivelmente potencializando o aparecimento do cancer
primario de células hepaticas. Deste modo, propde-se que genes PTX3, MBL2, TNFa
e MPO podem desempenhar fun¢des significativas na evolucao do processo fibrotico
em pacientes acometidos por esta hepatopatia. No entanto, mais amostras devem ser
investigadas para confirmar e compreender seu papel durante o desenvolvimento do
carcinoma hepatocelular.

Palavras-chave: biomarcadores tumorais; microRNA; polimorfismo de nucleotideo
anico; cirrose hepatica e neoplasias hepaticas.



ABSTRACT

LIMA, Raul Emidio de. Genetic and epigenetic factors associated with the
appearance of hepatocellular carcinoma (CHC). 2021. Thesis (PhD in Biosciences
and Biotechnology in Health) - Aggeu Magalh&es Institute, Oswaldo Cruz
Foundation, Recife, 2021.

In contrast to most other malignancies, hepatocellular carcinoma (CHC), responsible
for approximately 90% of primary liver cancers, appears almost exclusively in the
context of chronic inflammation. Regardless of the etiology, a typical sequence of
chronic necroinflammation, compensatory liver regeneration, induction of liver fibrosis,
and subsequent cirrhosis often precede hepatocarcinogenesis. Such events are
strongly influenced by factors of genetic and epigenetic modulation, for example, the
presence of polymorphisms and differential expression of microRNAs, respectively.
Thus, this research aimed to identify the expression profile of microRNA's, as well as
to create a classifier based on artificial intelligence from polymorphisms associated
with the appearance of Hepatocellular Carcinoma. For this, blood, tumor, and non-
tumor tissues of the liver were selected for analysis of genetic polymorphisms and
sequencing of new generation, and later, validation by RT-qPCR. We compared
microRNA expressions between liver areas of CHC and non-neoplastic. We found that
the rs1840680 and rs2305619 polymorphisms in the PTX3 gene, the -221 in MBL2,
rs1800629 in TNF-a, and rs2333227 in the MPO gene are associated with the risk of
developing CHC. In addition, computational algorithms were built to predict the onset
of CHC, using the machine with an average accuracy of 70%. The microRNAs hsa-
miR-26a / b, hsa-let-7a / ¢, and hsa-miR-125a-5p were found to have higher levels of
expression in CHC, such microRNAs act by deregulating cell cycle control pathways,
possibly potentiating or causing cancer primary liver cell. Thus, it is proposed that the
PTX3, MBL2, TNFa, and MPO genes can play important roles in the evolution of the
fibrotic process in patients affected by this liver disease. However, more should be
investigated to confirm and understand their role during the development of
hepatocellular carcinoma.

KEYWORDS: tumor biomarkers; microRNA, single nucleotide polymorphism, liver
cirrosis and liver neoplasms
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1 INTRODUCAO

O figado tem funcBes metabdlicas e de depuracdo vitais que envolvem a
absorcdo de nutrientes, produtos residuais e agentes patogénicos do sangue. Além
disso, as suas fun¢cfes imunorreguladoras singulares mediadas pela expressao local
de receptores coinibitérios e mediadores imunossupressores que ajudam a prevenir
danos inadvertidos ao 6rgéo, fazem do figado uma viscera de importancia Unica para
a manutencdo da vida humana (PROTZER; MAINI; KNOLLE, 2012). O cancer
hepatico corresponde a um importante conjunto de doencas que podem acometer o
figado, gerando um problema relevante no ambito da saude coletiva, causando
consideraveis morbidade e mortalidade em escala global (HALLIDAY; KLENERMAN;
BARNES, 2011; KIM; BOSE; RAY, 2014). Em contraste com a maioria das outras
neoplasias malignas, o carcinoma hepatocelular (CHC), que €é responsavel por
aproximadamente 90% dos casos de cancer de figado, surge quase exclusivamente
no contexto de inflamagao cronica (RINGERLHAN, 2019).

Considerado o principal tipo de cancer primario de figado, o CHC, possui uma
alta mortalidade e independentemente da etiologia ocorre uma sequéncia tipica de
necroinflamacéo croénica, regeneracdo hepatica compensatoria, inducdo de fibrose
hepatica e cirrose subsequente que frequentemente precedem a
hepatocarcinogénese (LAFARO; DEMIRJIAN; PAWLINK, 2015). E responsavel
globalmente por aproximadamente 800.000 mortes ao ano (GLOBAL BURDEN OF
DISEASE CANCER, 2017) e contribui fortemente para a crescente taxa de
mortalidade associada a neoplasias malignas e corresponde a principal causa de
morte relacionada ao cancer em muitas partes do mundo, sendo estimada como a
quinta causa mais comum de morte relacionada ao cancer em todo o mundo € o quinto
cancer mais comumente diagnosticado em todo o mundo (LAFARO; DEMIRJIAN;
PAWLINK, 2015).

Somente na China, pais mundialmente mais populoso, séo registrados metade
dos casos de céancer hepético de todo mundo (LAFARO; DEMIRJIAN; PAWLINK,
2015). No Brasil, os casos de CHC sao predominantes nos estados do Espirito Santo
e Bahia, porém, sédo escassos estudos que representem a real incidéncia de CHC
nacionalmente, se fazendo assim, necessarios maiores estudos relacionados a esse
tema (GOMES et al., 2013).
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Dentre as principais causas para o0 surgimento do carcinoma hepatocelular,
destacam-se as hepatites virais B e C, que séo responséaveis pela maioria dos casos
de cancer hepatico relatados em todo o mundo. Além das hepatites virais e da cirrose
hepatica, outros fatores também contribuem para surgimento do CHC, tais como o
consumo excessivo de alcool, a doenca hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA),
em especial sua forma mais grave, conhecida como, Esteatohepatite ndo alcodlica
(EHNA) (YANG et al., 2019).

Proveniente dos hepatdécitos, consideradas as principais células do parénquima
hepético, o CHC surge a partir de uma doenca hepatica cronica, pois ao final este
processo normalmente desencadeia-se em cirrose hepatica, que por sua vez é
considerada uma doenca pré-maligna. Modulando a hepatocarcinogénese existem
variacbes genéticas e epigenéticas, tais como mutacdes, metilacdo da regido
promotora e desregulagcbes nos RNAs ndo codificantes (ncRNAs), como o0s
microRNAs (miRNAs) (GOMES et al., 2013; WONG; TSANG,; OI-LIN, 2018). A soma
desses fatores pode tornar o paciente ainda mais suscetivel ao surgimento da doenca.

Nossa compreensdo acerca da patogénese molecular do carcinoma
hepatocelular melhorou significativamente na dltima década. Certamente, os dados
cumulativos advindos de analises de high-throughput realizadas em um montante
consideravel de amostras forneceram um panorama das alteracdes genéticas e
epigenéticas ocorridas no CHC. Sabe-se que a estratégia terapéutica utilizada no
manejo clinico deve ser avaliada de acordo com o0 estado da doenca e da
compreensao molecular do CHC dependente de etiologia (RINGERLAN, 2019).
Apesar das melhorias recentes nas intervencdes terapéuticas, o CHC ainda esta
associado a um mau progndstico em pacientes com doenca em estagio avancado.
Estudos anteriores relataram a influéncia benéfica da vigilancia regular para CHC em
populacdes de alto risco para detectar CHC em um estagio inicial (KUDO et al., 2016).

O montante de dados associados a compreensdo clinica, genética e
epigenética envolvidas com o CHC devem ser avaliados de maneira curada para
determinacdo da terapéutica (YANG et al, 2019). A complexidade da
hepatocarcinogénese ainda permanece um desafio para os cientistas devido a sua
heterogeneidade, deste modo, ao idealizar a medicina de precisao, como ferramenta

utilizada para elevar o sucesso na evolugdo clinica faz-se necessario desvendar



26
Lima, RE

possiveis padrdes biolégicos existentes no surgimento e progressdo do CHC
dependente de etiologia (SATO, 2019; XU et al., 2019).

O aprendizado de maquina € um campo multidisciplinar que combina ciéncia
da computacdo e matematica e € focado na implementacdo de algoritmos de
computador capazes de maximizar a precisdo preditiva de dados estaticos ou
dindmicos usando modelos analiticos ou probabilisticos. Combinar dados clinicos e/ou
genéticos usando esta ferramenta analitica pode permitir o desenvolvimento de um
novo modelo para a previsdo de CHC (SATO, 2019).

Dentro desta Gtica, o presente estudo se propde a investigar a influéncia entre
diferentes modificacbes genéticas e de regulacdo epigenética associadas ao
surgimento do CHC, empregando uma estratégia combinatéria entre analise de RNA-
Seq e biologia computacional afim de investigar novos ncRNA, em especial miRNA, e
seus potenciais mecanismos de acdo em CHC. Assim como, desenvolver uma
estrutura de aprendizado de méaquina para estabelecer o modelo mais apropriado,
baseado em dados genéticos, e aplicar este modelo aos dados existentes de
pacientes com CHC para desenvolver um modelo apropriado para predicdo de CHC.
Culminando na traducdo desse conhecimento para o desenvolvimento de novas
metas e biomarcadores que possam impactar a tomada de decisdo médica durante o
manejo clinico do paciente com CHC, e, finalmente, potencializando seus resultados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O céancer de figado pode ocorrer em dois tipos: primario (com inicio no proprio
0rgdo) e secundério ou metastatico (com origem em outro érgdo e, com a evolugéo
da doenca, atinge também o figado). Dentre os tumores iniciados no figado, o mais
comum é o carcinoma hepatocelular, que apresenta caracteristica agressiva. Nesta
secao do trabalho é feita uma breve apresentacdo dos principais assuntos pertinentes

a pesquisa

2.1 Epidemiologia Do Carcinoma Hepatocelular

O Carcinoma hepatocelular (CHC) é o principal tipo de cancer primario de
figado, correspondendo de 85% a 90% dos casos, sendo considerado o quinto cancer
mais comum no mundo, sendo o quinto tipo de cancer mais comum em homens e 0
nono em mulheres, e o terceiro quando se trata de mortalidade por neoplasias
malignas (LAFARO; DEMIRJIAN; PAWLIK, 2015). Encontramos substanciais
variacbes globais na incidéncia e mortalidade de CHC que existem devido a
diferencas como: o nivel de exposicado a fatores de risco ambientais e infecciosos,
disponibilidade de recursos de saude e capacidade de detectar CHC em estagio inicial
e fornecer tratamento potencialmente curativo (YANG et al., 2019).

Estima-se que quase 85% dos casos de CHC ocorram em paises de poucos
ou médios recursos, particularmente na Asia Oriental e na Africa Subsaariana
(GLOBAL BURDEN OF DISEASE CANCER, 2019). O pais com maior incidéncia de
cancer hepatico no mundo é a China, responsavel por mais da metade dos casos de
CHC existentes, seguido por paises também asiaticos como Mongdlia, Japao e Coréia
e paises da Africa subsaariana como Mocambique (FERLAY; SHUN, 2013; KULIK;
EL-SERAG, 2019).

Na América do Sul, do Norte e na Europa, a incidéncia de CHC ainda é
considerada baixa quando comparada aos paises asiaticos e africanos, no entanto o
namero de novos casos vem aumentando com o passar do tempo (GBDC, 2019). No
Brasil, os estados com maiores casos de CHC relatados sédo Espirito Santo e Bahia,
porém estudos relacionados a esse tema ainda sao escassos (ALMEIDA-CARVALHO
et al., 2017). Nacionalmente a taxa de incidéncia padronizada por idade € estimada
em 4,5 por 100.000 habitantes para o total de casos, de cancer hepatico, considerando

individuos de 0 a 85 anos e ambos os sexos (Figura 1A). O niumero estimado da taxa
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de prevaléncia é de 59 em 100.000 em todo o Brasil (Figura 1B), a taxa de
mortalidade estimada nacional esta em 4,3/100.000 habitantes, considerando ambos
os sexos (WHO, 2020).

Figura 1 - Taxas de incidéncia e prevaléncia de cancer hepatico.
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Dados obtidos do Global Cancer Observatory (www.gco.iarc.fr).
(A) Evidéncia a taxa de incidéncia padronizada por idade, considerando individuos de 0 a 74
anos e ambos os sexos. Para o Brasil esta taxa encontra-se em 3,7/100.000 habitantes. (B)
Numero estimado de casos prevalentes, de cancer hepatico, entre 2014 e 2018 para ambos 0s
sexos e todas as idades.

Dados de inquérito nacional brasileiro indicam predominio da doengca em
homens maiores de 50 anos com cirrose e infec¢cdo pelo VHC. No entanto, esses
achados diferem entre as diferentes regides do pais, principalmente entre
Norte/Nordeste e Sul/Sudeste (CARRILHO et al., 2010). Além disso, ha uma escassez

de dados dessas regides quanto ao diagnoéstico, tipo de populacdo de estudo (em
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servicos privados ou publicos) e tratamento (ALMEIDA-CARVALHO et al., 2017). E
noticiada a existéncia de quase duas vezes maior incidéncia de CHC entre homens
afrodescendentes em comparacdo aos homens caucasianos, uma proporcao similar
é observada entre individuos do género feminino (PARANAGUA-VEZOZZO et al.,
2014).

No Brasil, em 2019, foram registrados um total de 10.901 Obitos por cancer
hepatico, sendo 6.317 homens e 4.584 mulheres. (INCA, 2019). A mortalidade
relacionada ao cancer hepatico segue em taxa crescente juntamente com a
prevaléncia de casos, € previsto que 0 niumero de mortes continue a aumentar
vertiginosamente até 2040 tanto em ambito nacional, quanto mundial (Figura 2)
(WHO, 2020). A taxa de sobrevida de 5 anos para estes pacientes melhorou em 60%
de 1975 a 2005 (NJEI, et al, 2015).

Figura 2 - Nimero estimado de casos, de cancer hepatico, incidentes de 2018 a 2040, para ambos

0s sexos e todas as idades.
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Dados obtidos do Global Cancer Observatory (www.gco.iarc.fr).
(A) Grafico evidenciando o nimero de mortes por ano a nivel mundial. O gréafico (B) mostra
o0 mesmo dado, no entanto apenas para o Brasil.

Quando descoberto nos estados iniciais, o0 CHC tem maior potencial curativo,
porém, quando diagnosticado tardiamente, ou quando ndo é realizada nenhuma
intervencdo sobre o tumor, o paciente pode evoluir para 6bito em aproximadamente
10 meses (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2014). Os equipamentos de imagem Sao
fundamentais para o diagnoéstico de CHC e raros nos hospitais publicos brasileiros.
Além disso, o transplante de figado esta disponivel apenas nas grandes cidades
brasileiras. Deste modo, mais estudos sobre o CHC sdo necesséarios para a
elaboracdo de estratégias diagnosticas e terapéuticas para populacdo brasileira
(ALMEIDA-CARVALHO et al., 2017).

O CHC é uma doenca heterogénea que geralmente se desenvolve associada
a um evento de cirrose hepética, que por sua vez, pode ser o estagio final de varias
doencas hepaticas, por exemplo, a infec¢édo pelo virus da Hepatite B (VHB), com ou
sem a presenca do virus da hepatite Delta (VHD), exposicéo a Aflatoxina B1 (AFB1),
as quais sdo as etiologias mais frequentes na Asia e na Africa, ao passo que a
infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC), abuso crénico de alcool e sindrome
metabdlica estdo frequentemente relacionadas ao CHC nos paises ocidentais
(FORNER; LOVET; BRUIX, 2012; KULIK; EL-SERAG, 2019). Em casos raros, o CHC
desenvolve-se no figado normal, com alguns destes tumores resultando
potencialmente de transformagdo maligna de adenomas hepatocelulares (HCAS) (EL-
SERAG, et. Al,, 2012).

2.2 Etiologia Do Carcinoma Hepatocelular (CHC)

O CHC possui uma amplitude de fatores de risco etiolégicos, com alguns que
mostram ter uma forte associa¢cdo com o desenvolvimento de cancer hepéatico (KULIK;
EL-SERAG, 2019). Os principais fatores de riscos incluem infeccbes por virus
hepatotropicos, além destes, o consumo excessivo de alcool, a Doenca hepatica
gordurosa nao alcoodlica (DHGNA), bem como, sua forma mais grave chamada de
Esteatohepatite ndo alcoolica (EHNA), a exposicdo a Aflatoxinas, tabagismo e
Diabetes Mellitus podem ser considerados fatores de predisposicdo ao Cancer
hepatico (KUDO et al., 2016; RINGERLHAN, 2019). Cerca de 80% a 90% dos casos
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de CHC ocorrem no contexto de uma cirrose subjacente e de um microambiente
inflamatorio (RINGERLAN, 2019; ZHANG; FRIEDMAN, 2012).

Além disso, ha um efeito incremental da presenca de mais de um fator de risco
responsavel pelo CHC, pois a presenca de coinfeccbes VHB/VHC e VHB/VHD
aumenta o risco de CHC em duas a seis vezes, assim como, da mesma forma, o
abuso de alcool aumenta ainda mais esse risco (EL-SERAG et al., 2011). No entanto,
o estagio final para a maioria das doencas hepaticas cronicas € a cirrose do figado,
independentemente do fator causal da hepatopatia (Figura 3). O espectro limitado de
biomarcadores fiéis que demonstrem a evolucdo da cirrose hepatica até sua
manifestacdo mais grave, o CHC, dificulta um manejo clinico personalizado (LUO et
al., 2020; XU et al., 2019).

Figura 3 - Evolucéo da fibrose hepatica a cirrose por diferentes fatores etiol6gicos.
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Adaptado de Ramos-Lopez et al., 2015.
NAFLD — Non Alcoholic Fatty Liver Disease/Doenca gordurosa nao alcodlica.

A cirrose hepatica pode ser definida como a substituicdo do parénquima
hepatico por nédulos regenerativos e tecido fibroso, resultante de agressdes ao figado
causadas por diferentes etiologias de doencas hepaticas crbnicas (REIS et al., 2018).
Uma das principais consequéncias da cirrose € a hipertensao portal, e € a partir desse
guadro que surgem as maiores complicacdes, tais como o surgimento do CHC. Sabe-
se que em 80 a 90% dos casos o paciente com cancer de figado apresenta cirrose
hepatica, e a maioria dos fatores de risco podem levar a formacgéo e progresséo da
mesma (FATTOVICH; STROFOLINI; ZAGNI, 2004; GOMES, et al., 2013).
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2.2.1 Hepatite B

O virus da Hepatite B (VHB) pertence a familia Hepadnaviridae, possui um
pequeno genoma de DNA circular (3.2 kb), parcialmente em cadeia dupla que codifica
quatro quadros de leitura aberta (Open Reading Freme - ORFs) sobrepostas (Figura
4) (LAMONTAGNE; BAGGA; BOUCHARD, 2016). As formas de transmissao do virus
podem ser tanto por via parenteral, como o compartilhamento de agulhas, tatuagens,
piercings e procedimentos cirlrgicos, quanto por via sexual, através de relagbes
desprotegidas e de forma vertical. Atualmente, a vacinacdo € a forma principal de
prevencao e combate a hepatite B, além de reduzir o risco de Carcinoma hepatocelular
(GOMES et al., 2013). No Brasil, a vacina para prevencéo da Hepatite B faz parte do
calendario de vacinacao de criancas e € disponibilizada nos postos de saude pelo

governo brasileiro.

Figura 4 - Organizacéo Molecular do Virus da Hepatite B (VHB).

core protein

Adaptado de Lamontagne, Bagga e Bouchard, 2016.

(A) Representacdo em escala do genoma do VHB. O circulo interno mostra a posicao
gendmica em relacdo ao sitio EcoRI na posicdo 1. O genoma parcialmente de cadeia dupla
é representado com o iniciador de RNA ligado e a proteina polimerase. Os quadros de leitura
abertos (ORFs) sédo indicados pelas linhas coloridas mais espessas. Os circulos negros mais
externos representam 0s transcritos virais com o sitio de poliadenilagdo compartilhado; (B)
representacdo esquematica da natureza sobreposta das ORF do VHB; (C) o virion VHB
maduro consiste em duas partes principais: um nucleocapsideo (ou particula central)
consistindo de um genoma de DNA de fita dupla parcialmente ligado & polimerase (P), um
capsideo formado por dimeros de proteina do ndcleo, e um envelope viral consistindo
principalmente de S-HBsAg (S), com uma quantidade intermediaria de M-HBsAg (M) e niveis
mais baixos de L-HBsAg (L).
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O VHB possui uma grande variabilidade genética, apresentando 8 gendtipos
virais diferentes, do A ao H, com ampla distribuicdo geografica (BRASIL, 2018). Na
Africa Subsaariana, onde predominam casos de CHC relacionados com infecg&o por
hepatite B, o gendtipo predominante € o A. O gendtipo C é 0 mais associado a uma
lesdo hepética grave e com maiores riscos do desenvolvimento de CHC, sendo
predominantemente presente em paises como China, Coreia e Japdo (GOMES et al.,
2013). Ja no Brasil, a distribuicdo € considerada variada e podem ser encontrados os
genotipos A, D e F (ARAUJO et. al., 2004; BRASIL, 2018; MELLO et. al., 2007).

O VHB se diferencia dos outros fatores de risco pelo fato de tornar o paciente
suscetivel ao CHC com ou sem a presenca da cirrose, tal processo pode ocorrer de
diferentes formas. O papel da integracao do material genético do virus da hepatite B
ao da célula hospedeira no desenvolvimento do CHC ainda ndo € totalmente
compreendido. Além disso, o fenbmeno de CHCs induzidos por VHB que ocorrem no
contexto de um figado ndo cirrético em adultos jovens infectados cronicamente
suporta fortemente um papel especifico para integracdo do VHB na carcinogénese
hepatica (PROTZER; MAINI; KNOLLE, 2012). Quando ocorre a integracdo do genoma
viral, isto produz uma gama de alteracBes genéticas no genoma do hospedeiro,
criando uma instabilidade gendmica generalizada. Tais alteragdes presumivelmente
levam a selecdo de clones de células hepéaticas que tém uma vantagem de
crescimento e expansao. Dentro deste contexto, clones neoplasicos invasivos podem
entdo surgir, 0s quais tém um conjunto de alteracées que resultam em proliferacédo
celular desregulada e apoptose suprimida (BONILLA; ROBERTS, 2005; FERBER,
MONTOYA; YU, 2003).

2.2.2 Hepatite C

Outra hepatopatia viral relevante é causada pelo virus da hepatite C (VHC), o
qual é um virus de RNA pertencente ao género Hepacivirus, da familia Flaviviridae,
com genoma de RNA em fita simples de polaridade positiva, medindo 9,6 kb de
comprimento (Figura 5). Contém um uUnico quadro de codificagdo de leitura aberta
(ORF), para uma poliproteina, o qual é flanqueado por regifes 5' e 3' ndo-traduzidas
(UTR). As formas de transmissdo do virus podem ocorrer por via parenteral, pelo
compartilhamento de seringas como no uso de drogas injetaveis e por vias sexual e

vertical, apesar destas serem consideradas pouco frequentes. A hepatite C acomete
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hoje mais de 200 milhGes de pessoas mundialmente e a maioria dos pacientes, em
torno de 85%, evoluem para a forma crénica, atualmente é considerada uma das
principais causas de cirrose e de transplantes de figado no ocidente (BRASIL, 2018).

Existem sete genotipos do virus, que vao do 1 ao 7, capazes de se dividir em
subtipos, conferindo ao VHC uma grande variabilidade genética, assim como o VHB.
O gendtipo 1 é o mais prevalente na América do Norte e do Sul e na Asia, enquanto
0 4 domina o Egito e Africa central (MANNS et al., 2017). A eficacia no tratamento da
hepatite C varia de acordo com o gendétipo, o que dificultou por muito tempo uma boa
resposta virologica sustentada (SVR), porém, com o avango de novos medicamentos,
que evoluiu desde o tratamento com Interferon até os agentes antivirais de acao direta
(DAASs), hoje ja sé@o obtidos bons resultados. Assim como acontece com o VHB, o
tratamento contra a hepatite C também reduz as chances de o paciente desenvolver
CHC (MORGAN; BAACK; SMITH, 2013).

Apesar do vigente Plano de Erradicagdo da Hepatite C criado pelo Governo
Federal Brasileiro, que visa eliminar o surgimento de novos casos da doenca até 2030
e da distribuicdo dos DAAs para o tratamento via Sistema Unico de Salde, sabe-se
que o surgimento do CHC é gradual e silencioso, de modo que, os individuos que
atualmente apresentam fibrose avancada e cirrose apresentam grande risco do
aparecimento do cancer hepético, tornando-se assim uma populagdo de risco
(BRASIL, 2018).
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Figura 5 - Organizacéo genética e processamento de poliproteina do virus da hepatite C (VHC).
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O genoma de RNA de cadeia positiva de 9,6 kb esta representado esquematicamente no topo. Sdo
mostradas estruturas secundarias de RNA simplificadas nas regides nao codificadoras 5 'e 3' (NCR)
e 0 gene nuclear. A tradugdo mediada pelo sitio de entrada ribossomal interno (IRES) origina um
precursor de poliproteina que é processado nas proteinas estruturais e ndo estruturais maduras. Os
nameros de aminoacidos sdo apresentados acima de cada proteina. Os losangos pretos denotam
locais de clivagem do precursor de poliproteina de VHC pela peptidase de sinal do reticulo
endoplasmatico. O losango branco indica um processamento C-terminal adicional da proteina do
nacleo pelo peptideo-sinal. As setas indicam clivagens pelas proteases NS2-3 e NS3-4A do VHC.
Os pontos em E1 e E2 indicam a glicosilagdo das proteinas de envelope. Nota-se que o
processamento de poliproteinas, ilustrado aqui como um passo separado para simplicidade, ocorre
co- e pés-traducional.

O grau de agressividade em relacdo ao CHC é maior em pacientes infectados
por VHC do que por VHB, isso se deve ao fato da maioria dos pacientes com hepatite
C cronica desenvolverem cirrose (GOMES et al., 2013). Os mecanismos pelos quais
o VHC promove a hepatocarcinogénese ainda precisam ser elucidados. Se o VHC
provoca cancer de figado indiretamente, através de inflamacdo crénica, fibrose e
regeneracao hepéatica continua, ou diretamente, através da expressao de proteinas
virais promotoras de tumor, de maneira analoga a outros virus oncogénicos, como
papilomavirus humano e Virus Epstein—Barr, permanece desconhecido (HAROUAKA,;
ENGLE; WOLLENBERG, 2016). A hip6tese mais aceita € que as proteinas virais do
VHC contribuem para o desenvolvimento do cancer hepatico. Tais proteinas atuam
no evento de apoptose, transducdo de sinais, proliferacdo celular e resposta

imunoldgica, esse Ultimo através da regulacdo positiva de proteinas como interleucina
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1, interleucina 2 e o fator de necrose tumoral, que sdo moléculas pré-inflamatorias que
ajudam na formacédo cancer (LAFARO; DEMIRJIAN; PAWLIK, 2015; GOMES, et al.,
2013; ARAUJO, 2004).

2.2.3 Ingestao de Alcool

O alcool é metabolizado e eliminado primariamente por acdo do figado por meio
de uma série de reacbes metabdlicas oxidativas (THIELE; KLASSEN; TUMA, 2008;
TUMA; CASEY, 2013). As trés principais etapas sao: (1) oxidacao reversivel do etanol
em acetaldeido, o qual é toxico; (2) metabolismo irreversivel do acetaldeido toxico ao
acetato; e (3) decomposicéo do acetato em agua e didéxido de carbono. O metabolismo
oxidativo do alcool é efetuado por enzimas chave, incluindo a alcool desidrogenase
(ALD), o Citocromo P450 2E1 (CYP2EL) e a catalase. A ALD é a principal enzima
oxidante; tem alta afinidade pelo alcool e quebra o etanol no citoplasma. A CYP2EL1 é
utilizada por uma via distinta que é induzida pelo consumo crénico de alcool e resulta
na formacao de acetaldeido nos peroxissomas (FREEMAN; TUMA; THIELE, et. Al.,
2005).

Modelos experimentais em animais forneceram evidéncias convincentes de que
o alcool tem potencial mutagénico e que o acetaldeido deve ser considerado
carcinogénico. O papel do alcool/acetaldeido como carcinogénico € particularmente
relevante para a patogénese (SETSHEDI; WANDS; LA MONDE, 2005). O processo
de formacao do CHC associado a bebidas alcodlicas podem ocorrer de duas formas
diferentes: primeiro, o metabolismo oxidativo do alcool gera excesso da forma
reduzida da Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo (NADH), desequilibrando a
proporcado de NADH para NAD+ nas células hepaticas, promovendo assim a inibicéo
da oxidacdo de acidos graxos e o aumento de gordura. A segunda forma € a geracéo
de ROS (espécies reativas de oxigénio) nos hepatdcitos, aumentando também os
niveis de NADH no figado (SETSHEDI; WANDS; LA MONDE, 2005).

Assim como o VHC e os demais fatores de risco, 0 consumo excessivo de alcool
pode resultar em cirrose hepatica. Estudos mostraram que consumir mais de 80 g/dia
de bebida alcoodlica num periodo de 10 anos aumenta em 5 vezes a probabilidade de
desenvolver CHC (ZHU; JIA; MISRA, 2012; DONATO; TAGGER; GELATTI, 2002).
Além disso, cessar a ingestao de alcool reduz de 6 a 7% por ano o risco de carcinoma

hepatocelular, e que € necessario um periodo de 23 anos apos parar de beber para
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que o0 risco se iguale aos das pessoas que nao consomem (GREWAL,
VISWANATHEN; 2012).

2.2.4 Doenca hepatica gordurosa nao alcoodlica e Esteatohepatite ndo alcodlica

A Esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) é a forma mais grave da doenca
hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA), ambas sdo caracterizadas pela presenca
de dano significativo ao parénquima hepatico somado a auséncia significativa de
consumo de alcool e outras doencas hepéticas, tais como as hepatites virais (GOMES
etal., 2013). A DHGNA é resultante de uma sindrome metabdlica, nela, estdo inclusas
hipertenséo, resisténcia a insulina, obesidade e dislipidemia, que é o excesso de
colesterol e triglicerideos no sangue. Sabe-se que cerca de 20-25% dos individuos
com DHGNA evoluem para a EHNA, além disso, individuos com esteatose hepéatica
ou esteatohepatite leve também apresentam potencial de evolucdo para EHNA
(Figura 6) (YOUNOSSI et al., 2012).

Figura 6 - Historia Natural da DHGNA/EHNA associada ao CHC.

~ ESTEATOSE HEPATICA

~ ESTEATO-HEPATITE LEVE

TRANSPLANTE

CIRROSE

DESCOMPENSAGAO

Fonte: o autor.
A progressédo do processo de hepatocarcinogénese associada a Doenca Hepética Gordurosa N&o
Alcodlica (DHGNA ou NAFLD). A linha tracejada indica a possivel evolugao da Esteatohepatite N&o
Alcodlica (EHNA ou NASH) diretamente para o carcinoma hepatocelular, ndo passando pela cirrose.

A nova epidemia da doenca hepética cronica estd associada a DHGNA,
paralelamente com o aumento da obesidade ao redor do mundo. A prevaléncia global
de DHGNA atualmente é estimada em 24% variando de acordo com regiao e etnia,
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sendo altamente prevalente em todos os continentes. Entretanto, as taxas mais altas
relatadas sdo da América do Sul (31%) e do Oriente Médio (32%), seguido pela Asia
(27%), Estados Unidos (24%) e Europa (23%), seguida da Africa (14%) (YOUNOSSI
et al., 2018). No Brasil, estudos epidemioldgicos tém revelado que a DHGNA é um
problema de saude publica. Parise e Cotrim (2016), utilizando a ultrassonografia (US)
como método diagnostico, encontraram em torno de 20% de esteatose hepética na
populacao geral brasileira, sendo 2-3% EHNA. Estudos mostram que o nimero de
transplante hepatico por EHNA tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos,
ficando em equivaléncia com a Hepatite C, na maioria dos paises, e ja ultrapassando
em paises ocidentais (GADDIKERI; McNEELEY; WANG, 2014; PARISE E COTRIM
2016.

Diversos estudos tém relacionado a EHNA com o surgimento do CHC e a cirrose,
0 processo de hepatocarcinogénese classicamente perpassa por meio da cirrose,
através de alteracdes inflamatorias e da formacao de novos vasos que se da devido
ao desenvolvimento da doenca, no entanto estudos indicam a evolucdo direta de
NASH para CHC sem presenca de cirrose (ANSTEE et al.,, 2019; NEGRO, 2020).
Essas alteracdes inflamatdrias estdo ligadas ao fator de necrose tumoral (TNF-a) e a
interleucina 6 (IL-6) que sdo promotoras essenciais do cancer (GOMES, et. Al., 2013;
SETSHEDI; WANDS; LA MONDE, 2010).

2.3 Patogénese Do Carcinoma Hepatocelular

O cancer primario de figado compreende um grupo heterogéneo de tumores
malignos, que ndo incluem metastases para o figado de outros locais. A
carcinogénese hepética é um processo multifatorial, e os fatores predisponentes para
0s varios subtipos de cancer hepatico diferem a depender da etiologia do tumor (LUO
et al., 2020; RINGELHAN et al., 2018). No macroambiente tumoral, os hepatdcitos
sofrem transformacdo maligna através de mecanismos que impedem a destruicdo do
tumor, evitam a apoptose e promovem proliferacdo e neovascularizagdo tumoral. A
cirrose induz alteracdes carcinogénicas e € encontrada em 90% dos pacientes com
diagnéstico de CHC. Nos restantes 10% dos pacientes, mecanismos nao-cirréticos da
carcinogénese sao responsaveis por doencas malignas (PELLICORO et al., 2014;
ZHANG; FRIEDMAN, 2012).
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Estudos demonstram que o acompanhamento de pacientes com fatores de
risco para o desenvolvimento do CHC reduz a mortalidade de individuos com cirrose,
portanto, o rastreio é fundamental para evitar o surgimento do CHC e geralmente é
realizada atravées de ultrassonografia (ALMEIDA-CARVALHO et al., 2017;
GADDIKERI; McNEELEY; WANG, 2014), reforcando que marcadores biolégicos
poderiam intervir e auxiliar no rastreio e andlise prognostica. Para o diagnéstico do
carcinoma hepatocelular, sédo realizadas tomografia computadorizada (TC) e
ressonancia magnética (RM) ambas com contraste endovenoso (CLARK et al., 2015).
Pode ser, ainda, realizada uma bidpsia hepatica, porém a mesma deve ser evitada
devido a complicagBes que possam surgir, CoOmo 0 extravasamento de sangue para a
cavidade peritoneal (CLARK; MCNEELEY; MAKI, 2014).

O CHC provém das células do parénquima hepatico, conhecidas como
hepatdécitos, e, na maioria dos casos, é derivado de uma doenca hepética crénica, que
sdo consideradas fatores de risco para o surgimento desse tipo de cancer,
normalmente passando por um evento de cirrose hepatica (PROTZER; MAINI;
KNOLLE, 2012). Esses fatores de risco podem desencadear mutacfes génicas,
levando a multiplicacdo desordenada que resulta no processo de
hepatocarcinogénese (GOMES et al. 2013).

O modelo atualmente aceito de hepatocarcinogénese é um processo de varias
etapas desde o inicio do tumor até a malignidade estabelecida. A evidéncia para a
progressao do CHC é que os hepatdcitos normais sédo transformados em lesdes pré-
neoplasicas, que ocorrem sob a forma de focos e nédulos displéasicos (IOANNOU,
2021; FATTOVICH; STROFOLINI; ZAGNI, 2004). Com a inflamacdo crbnica em
curso, essas lesbes precoces progridem para displasia de baixo e alto grau, ambas
com o potencial de progredir para 0 CHC (FATTOVICH; STROFOLINI; ZAGNI, 2004;
HERNANDEZ-GEA; TOFANIN; FRIEDMAN, 2013).

O mecanismo subjacente da progressdo sequencial ainda ndo é
completamente entendido, mas é pensado ser devido a desdiferenciacdo progressiva
do hepatocito devido a diminuicdo da expressdo de genes tecido especifico e a
alteracdo de inumeras vias de sinalizacdo, levando a proliferacao celular desregulada
e resisténcia apoptose (LOVET, et al., 2016). Pacientes com CHC que apresentam
padrbes expressdo génica de marcadores de proliferagdo celular e genes

antiapoptoticos significativamente maiores, correspondem aos pacientes com pior
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prognostico, reforcando a sua significancia na patogénese do CHC. Ainda néo existem
biomarcadores eficazes para o diagnostico precoce e prognéstico do CHC.
Atualmente, apenas cerca de 30% a 40% dos pacientes com tumores hepaticos
podem receber tratamento efetivo no momento certo. E extremamente necessario
descobrir novos biomarcadores para diagndéstico preciso, prognostico e eficiéncia do
tratamento do CHC (LOU et al., 2020).

O figado possui uma singular e consideravel capacidade de reparacdo apos
um evento de dano agudo. Hepatdcitos ja diferenciados sdo capazes de iniciar
novamente o ciclo celular e servir como sua principal fonte de reposicédo (RINGELHAN
et al., 2018; SAI; VILLANUEVA; FRIEDMAN et al. 2017). No entanto, quando ocorre
uma situacdo de necroinflamacéao crbénica, a morte celular constante, a regeneracao
compensatoria e a ativacdo de células ndo-parenquimatosas, juntamente com uma
resposta imune alterada, promovem a fibrose hepética e a tumorigénese (Figura 7).
Assim como, alteracdo em sinais bioguimicos de sobrevivéncia e proliferacdo durante
a necroinflamacédo, estresse celular, modificacbes epigenéticas, alteracdes
mitocondriais e senescéncia promovem a tumorigénese, sendo assim, a
necroinflamacdo também induz estresse de replicacdo celular associado a
proliferacdo, dano ao DNA e instabilidade genética, que é detectavel antes que
ocorram alteracdes neoplasicas (SAIl; VILLANUEVA; FRIEDMAN et al., 2017).
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Figura 7 - Representacdo esquematica da progressao do processo da fibrose e promocéo da

tumorigénese hepatica.
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A fibrose hepatica é a resposta de cicatrizacdo do figado a muitas causas de leséo cronica, das
quais a infeccdo viral, o &lcool e a esteatohepatite ndo alcodlica (NASH) sdo os mais comuns.
Independentemente da causa subjacente, a lesdo iterativa causa dano inflamatério, deposicéo de
matriz, morte celular parenquimatosa e angiogénese levando a fibrose progressiva. A matriz
cicatricial normalmente se acumula muito lentamente, mas uma vez que a cirrose é estabelecida, o
potencial para reverter esse processo € diminuido e as complicacdes se desenvolvem.
Polimorfismos genéticos, marcas epigenéticas e co-fatores (como obesidade e alcool) podem
modular o risco de progressao da fibrose. Se a causa da fibrose for eliminada, pode ocorrer a
resolucdo de fibrose hepética precoce. Na cirrose, embora a resolucdo ndo seja possivel, a
regressao (isto é, a melhora, mas nao a reversao) da fibrose melhora os resultados clinicos. Estéo
surgindo terapias anti-fibréticas que podem retardar, parar ou reverter a progressdo da fibrose.
Atualmente, o transplante de figado é o Unico tratamento disponivel para insuficiéncia hepatica ou
em alguns casos de cancer primario do figado.

Os fatores genéticos e epigenéticos formam a base molecular do surgimento
do CHC, sabe-se que a patogénese das etiologias do CHC, € atualmente considerada
umas das principais areas de estudo dentro da Hepatologia, deste modo tal
conhecimento fornece uma compreensao adicional do background mutacional e do
panorama molecular do CHC. Além disso, técnicas como o0 sequenciamento de nova
geracdo aplicadas ao estudo de tumores solidos, tais como, o CHC traz novas
informacdes sobre a influéncia genética no surgimento do tumor.

A ocorréncia de CHC resulta de uma interacdo complexa entre fatores
genéticos e nao genéticos do hospedeiro, exposicdo a agentes carcinogénicos

ambientais e virus potencialmente oncogénicos, e desenvolvimento de doenca
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hepatica crdnica subjacente, que, em sua fase final € chamada de cirrose, torna-se
um certo campo procarcinogénico. Embora a cirrose seja a base onde a maioria dos
CHCs se desenvolvem, o surgimento em figado n&o cirrético indica-nos reavaliar os
fatores de risco e mecanismos que levam ao desenvolvimento de CHC sem danos
hepéticos (BONILLA; ROBERTS, 2005; PROTZER; MAINI; KNOLLE, 2012)

O requisito para a carcinogénese € um meio permissivo onde genes e vias de
sinalizacdo que regulam o destino de todas as células, ou seja, diferenciacéo,
proliferacdo e morte, sdo alterados. Nesse contexto, mutacdes de oncogenes e/ou
genes supressores tumorais no CHC tornam-se determinantes relevantes como

objetos de pesquisa (XU et al., 2019).

2.3.1 Aspectos genéticos do carcinoma hepatocelular

O figado € um alvo muito raro de sindromes classicas de predisposicdo ao
cancer. As sindromes monogénicas mais frequentes que predispdem ao cancer de
mama, ovario ou colorretal geralmente ndo estdo associadas ao desenvolvimento de
tumores hepéticos (TOMASO, 2010). Excepcionalmente, o CHC pode se desenvolver
em pacientes com mutagdes na linhagem germinativa dos genes HNF1A e APC (LlI;
GERBER; KORUDA, 2012; WILLSON; GODWIN; WIGGINS, 2013). No entanto,
predisposicdes para o CHC sdo observadas em varias doencas metabdlicas
genéticas, principalmente através do desenvolvimento de cirrose. Estas doencas
monogénicas raras incluem sobrecarga de ferro (hemocromatose, gene HFE1) ou
cobre (doenca de Wilson, gene ATP7B), tirosinemia tipo 1 (gene FAH), porfiria aguda
intermitente (gene HMBS) ou cutanea tarda (gene UROD) e deficiéncia de antitripsina
(Gene SERPINA1L) (ZUCMAN-ROSSI et al., 2015).

Ao se levar em consideracao a andlise de predisposi¢do ao CHC por um angulo
poligénico, sabe-se que varios polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) foram
identificados como associados ao risco de CHC. Entre eles, muitos polimorfismos
alteram as vias biologicas de carcinogénese, incluindo inflamacéo via TNFA, IL1B ou
TGFB (TARHUNI; RUFAT; SUTTON, 2014; WANG; KATO; HOSHIDA, 2014);
estresse oxidativo através de SOD2, LGALS3 e MPO (DO CARMO et al., 2014,
SOUSA et al., 2016); metabolismo do ferro com uma cooperacgao entre a ingestao de
alcool e a variante C282Y de HFE1 (LAURET; RODRIGUEZ; GONZALEZ, et al. 2002;
NAHON; SUTTON; RUFAT, 2008). Reconhecimento e atuacdo do sistema imune
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inato por meio de PTX3, MBL e C7(CARMO, 2016; DE LIMA, 2018; HALLA, 2010).
Reparo de DNA (MTHFR ou XRCC3) (LONG; MA; QU; et al, 2008); ciclo celular com
um papel importante de MDM2 (DHAREL, KATO; MUROYAMA, 2006) e TP53(YOON,;
CHANG; AHN, 2008); ou fator de crescimento com EGF (DAYYEH; YANG; FUCHS,
2011).

Polimorfismos possuem a capacidade de modular o risco para o CHC em
diferentes etapas da doenca, incluindo predisposicéo a fatores de risco, a gravidade
da doenca hepatica crénica e sua evolucao para cirrose, ou para a transformacéao
maligna e progressao tumoral (Figura 8) (NAHON; SUTTON; RUFAT, 2008). Eles
podem ser usados para estratificar os pacientes em politicas de vigilancia
personalizadas e atuar como alvos candidatos para estratégias de quimioprevencao
(YANG et al., 2019). A influéncia exercida pela maioria dos polimorfismos associados
ao desenvolvimento do CHC na doenca hepatica crénica esta relacionada a fatores
de risco especificos, ou seja, etiologia tumoral dependente. Esta observacdo destaca
as relacbes proximas entre a natureza da exposi¢cdo, o background genético e o
mecanismo de transformacédo/proliferacdo dos hepatécitos. Ambos, os fatores
genéticos e epigenéticos formam a base molecular do surgimento do CHC (LIU et al.,
2020).
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Figura 8 - Interacao entre a predisposi¢cdo genética, fatores ambientais e ocorréncia do CHC.
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Adaptado de Zucman-Rossi et al, 2015.
A imagem mostra o padrdo de heranca mendeliana (Laranja), polimorfismos envolvidos na
ocorréncia do CHC (azul), outras alteracdes genéticas, tais como mutacBes e variagbes de
expressdo (verde) e terapias potenciais utilizadas para reduzir a incidéncia do CHC (Roxo).

O CHC provoca impactos devastadores na sociedade, causando milhares de
mortes anualmente. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2016 colocou os
erros de diagndstico como um problema de alta prioridade. Para auxiliar profissionais
médicos no diagnostico do cancer de figado, sistemas de suporte a decisdo (SSD)
podem ser empregados para aumentar as chances de um diagnéstico correto, ja que
um diagnéstico da doenca no seu estagio inicial € crucial para a sobrevivéncia do
paciente (SATO, 2019)

Nos dias atuais, modelos de aprendizagem de maquina se tornaram
ferramentas centrais em estudos que envolvem a biologia computacional e a
medicina informética (MAGOULAS; PRENTZA, 2001). Com a popularizacao desses
modelos é possivel identificar padrdes em complexas bases de dados que envolvem
caracteristicas gendmicas, por exemplo, Cruz e Wishart (2006) construiram um
survey contendo um apanhado de técnicas e modelos amplamente utilizados em

estudos envolvendo o diagnéstico e a prevencdo de cancer. No estudo de Davi e
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colaboradores (2019) avaliou-se o uso de modelos como Support Vector Machine
(SVM) e Artificial Neural Networks (ANN) na predicado de casos de dengue severa.
Além disso, Chen e Ishwaran (2012) estudaram o modelo de Random Forests (RF)
nas construcbes de aplicacbes para a predicdo, classificacdo e selecdo de
caracteristicas a partir de base de dados contendo o genoma humano.

No campo da bioinformética o uso de modelos de aprendizagem de maquina
tem sido amplamente utilizado no que diz respeito ao reconhecimento de padrdes de
doencas genéticas. Estes modelos promovem discernimentos acerca das relacdes
entre gendtipo e fendtipo que até entdo eram dificeis de serem concebidas apenas
pelo uso da biologia e estatistica. Tais modelos preditivos estdo sendo cada vez mais
aplicados nos estudos das implicacbes de variantes genéticas e ambientais, ou
outros fatores ndo genéticos, possuem no surgimento de certas anomalias biolégicas
(OTKLEY, 2014).

Algoritmos genéticos sdo uma familia de modelos computacionais inspirados
na teoria da evolucao biolégica (WHITLEY, 1994). Uma das aplicacfes de algoritmos
genéticos € a selecdo de caracteristicas, para problemas de classificacdo. A
classificacao de padrdes e problemas de descoberta de conhecimento requerem um
subconjunto de caracteristicas para representar os padrbes a serem classificados.
Algoritmos genéticos oferecem uma opc¢do atrativa para encontrar uma solucao
guase Otima para tais problemas de otimizacdo (YANG; HONAVAR, 1998).

Estudos recentes utilizaram técnicas de aprendizagem de maquina aplicadas
ao problema do cancer de figado. Sato em 2018 aplicou os classificadores: SVM,
Logistic Regression, Support Vector Machine (SVM), Gradient Boosting (GB)
Random Forest (RF), Artificial Neural Network e Deep Learning a classificacédo entre
individuos quanto a presenca CHC. Ksia e colaboradores em 2019 utilizou um 2level
genetic optimizer para otimizar os parametros dos classificadores e realizar selecéo
de caracteristicas com as entradas. Alguns dos classificadores usados foram: SVM,
MLP, K-nearest neighbors (KNN), classificador de Naive Bayes, Logistic Regression
e Random Forest.

Todavia, aplicacbes gendmicas que envolvem modelos preditivos estédo, na
maioria das vezes, associadas a bases de dados de alta dimensdo. Um conjunto
de dados com essa caracteristica apresenta uma série de desafios no processo de

aprendizagem, haja vista o grande espac¢o de busca, dificultando a extracao de
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padrbes altamente relevantes. Neste caso, a sele¢cdo das caracteristicas mais
expressivas nado so6 elimina informagdes redundantes e irrelevantes, como também
auxilia os algoritmos de classificacdo a se tornarem mais genéricos no dominio de
interesse (PES, 2019). Contudo, os métodos de selecdo de caracteristicas podem
ser classificados de acordo com a sua abordagem. Existem aqueles em que os
seus critérios de selecdo se baseiam na correlacdo que cada caracteristica possuli
com a variavel dependente (esta correlacdo é oriunda de céalculos estatisticos ou
entropicos). E também, existem aqueles que realizam buscas por subgrupos do
conjunto de dados a procura dos que promovem a melhor performance num dado
classificador (DENG et al., 2018).

2.3.2 Aspectos epigenéticos do carcinoma hepatocelular

O termo '"epigenética" refere-se a todas as alteracbes estaveis de
caracteristicas fenotipicas que ndo sdo codificadas diretamente por conta da
sequéncia de DNA (MORAN-SALVADOR; MANN, 2017). Mecanismos epigenéticos
podem ser vistos como uma interface entre 0 genoma, o fator de risco, estilo de vida
e influéncia ambiental. Diversos padrées de modificacdo epigenética podem afetar os
tipos e frequéncias de alteracfes genéticas nas regides de cromatina adjacentes (LIU;
JIN; ZHOU, 2015). A andlise integrativa do sequenciamento do genoma humano
somado ao sequenciamento do epigenoma identificaram como o0 panorama
epigenético influencia no acumulo de alteracbes genéticas durante a
hepatocarcinogénese (BERGER, 2007).

O epigenoma é regido por, ao menos 3 tipos principais de sistemas de
regulacdo, sado eles: metilacdo do DNA, modificacbes de histonas e silenciamento
génico mediado por RNAs nao codificantes (ncRNA) (Figura 9) (MORAN-SALVADOR,;
MANN, 2017). Esses mecanismos epigenéticos separados, porém interativos e que
se sobrepdem, sdo atualmente considerados fundamentais para iniciar e sustentar
modificacdes no DNA e na cromatina que conduzem ao fenoétipo celular, modulando

o controle da transcricdo génica por intermédio de fatores de transcricdo especificos.
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Figura 9 - Mecanismos epigenéticos de regulacéo hereditaria da expresséo génica.

Hidroximetilagao

Cromossomo

Adaptado de Moran-Salvador e Mann, 2017.
Existem varios mecanismos epigenéticos altamente interdependentes que sdo importantes no
controle da expresséo génica, por exemplo, metilacdo do DNA (e hidroximetilagcdo), modificagbes
pés-traducionais da histona e vias baseadas em RNAs nao codificantes (ncRNA), incluindo os tipos
pequenos e longos de ncRNA.

Estudos prévios e emergentes comecam a incorporar ncRNAs ao nosso
entendimento molecular acerca da patogénese e progressédo do CHC. Neste aspecto,
os miRNAs ganharam destaque, estes sdo moléculas que possuem ~22 nucleotideos
de comprimento, sendo as menores moléculas de RNAs eucaribticas funcionais
conhecidas (LIU; JIN; ZHOU, 2015). Foram descobertos em Caenorhabditis elegans,
e sdo capazes de reprimir muitos genes. O miRNA liga-se por complementariedade a
regido 3' ndo traduzida (3'-UTR) do RNA mensageiro alvo (MRNA) através da sua
seed sequence, que corresponde entre as posi¢cdes 2 a 8 da molécula de miRNA, para
mediar a readenilacdo do mMRNA ou o bloqueio total do processo de traducao
(BERGER, 2007).

2.3.3 microRNA’s e Hepatocarcinoma Celular

Tais moléculas sao conservadas entre as espécies, existem aproximadamente

500 genes de miRNA, e mais de 3000 destas moléculas, foram identificadas e
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encontrados para serem componentes importantes do complexo funcional de vias que
controlam cruciais processos celulares, como proliferacéo, diferenciagdo e apoptose
(RUPAIMOOLE; SLACK, 2017) . Cada tipo de miRNA é estavel e pode diminuir a
regulacédo de centenas de genes de cada vez, eles podem controlar grandes eventos
de transcricdo que determinam os recursos celulares fundamentais (VERDUCE et al.,
2019). Tal diversidade em fungbes permite que miRNAs possam ser usados como
ferramentas de diagnostico para a detec¢éo precoce do cancer, avaliacdo de risco e
prognaostico, e como novos alvos terapéuticos (ZHOU et al., 2020).

Os miRNAs associados ao desenvolvimento de CHC tém sido investigados
como biomarcadores para fins de diagndéstico. Alguns desses miRNAs demonstraram
prever com precisdo o mau progndéstico no CHC (NI, et al., 2018). Por exemplo,
estudos indicaram que miR-200a e miR-200b, estao desregulados durante o
desenvolvimento de CHC e fibrose hepatica (ZHANG et al., 2018). Os niveis
aumentados de miR-21 sérico tém sido usados para distinguir casos de CHC de
hepatite crbnica e controles saudaveis de maneira mais eficiente quando é feita a
mesma analise utilizando a alfafetoproteina como um biomarcador em CHC (CAO et
al., 2018). Os miR-15b e miR-130b, encontrados no soro dos pacientes, sdo potenciais
marcadores de miRNA adicionais que sao significativamente regulados positivamente
no CHC (WANG et al., 2019).

Neste contexto sabe-se que os miRNAs contribuem para 0s varios estagios
patolégicos da doenca hepatica e participam do controle da transdiferenciacdo de
células estreladas hepaticas (HSC), fundamentais para a progressao da fibrogénese
hepética, tornando-os potenciais biomarcadores e ferramentas terapéuticas
(HERCEG,; PALIWAL, 2011). O namero de publicacdes que descrevem o papel dos
mMiRNAs na fibrose hepatica cresceram exponencialmente na ultima década, criando,
portanto, uma lista de miRNAs profibréticos (miR-21, -221/222, -181b ou -150) e
antifibréticos (miR-29b, -101, -122 ou -214-3p) (HAN et al., 2018; ZHOU et al., 2020).

Wilson e colaboradores em 2014 compilaram a funcdo de miRNAs circulantes,
em uma metanalise que incluiu 14 estudos envolvendo 1848 casos com CHC e 1187
controles e concluiu que os painéis de miRNAs podem ser biomarcadores para o CHC
com AUC=0,99 (sensibilidade de 96% e especificidade de 96%). Muitos autores
recomendam prestar atencdo ao papel e a funcdo dos miRNAs no diagndéstico,
prognostico e terapia da doenca (SZABO; CSAK, 2016; WILSON et al., 2017;).
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Devido a estabilidade dos pequenos RNAs é possivel a realizagdo de analises
de high-throughput. No entanto, este tipo de abordagem enfrenta, alguns desafios a
frente, tais como o debate sobre o papel da heterogeneidade do tumor e sua avaliacédo
em estagios avancados tem alimentado certo ceticismo acerca do futuro dos
tratamentos. Entretanto, por fim, este trabalho visa investigar e compreender, de forma
abrangente o mecanismo patogénico e o valor clinico dos SNPs, da expresséo
diferencial de genes alvos e dos miRNAs associados ao CHC por diversas etiologias,
tornando-os biomarcadores de surgimento do CHC, assim como, propiciar uma viséo
geral das mudancas genéticas e epigenéticas envolvidas no desenvolvimento e
progressdo do CHC, e consequentemente, discutir o papel dos marcadores para
estratificar os pacientes com base em seu prognoéstico e resposta as terapias,
culminando em uma terapéutica eficaz e assim, em melhores condicdes clinicas para

os individuos acometidos pelo cancer de figado.
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3 JUSTIFICATIVA

O Carcinoma hepatocelular (CHC) € um dos mais comuns e mais letais tipos
de cancer no mundo. A sobrevida geral apos o diagnostico é frequentemente inferior
a 6 meses, pois o CHC apresenta-se frequentemente em estagio avancado, quando
as possibilidades terapéuticas s&o limitadas, deste modo, poucos pacientes se

beneficiam de um tratamento potencialmente curativo.

Os tratamentos para CHC sao considerados de alto custo e, principalmente,
quando o diagndstico acontece em estagio muito avancado onde as condi¢cfes de um
pior progndstico estdo mais presentes. As estratégias terapéuticas variam de acordo
com o estagio da doenca e da quantidade de recursos disponiveis, podendo variar
entre: cirurgias de resseccdo ou ablacdo da viscera, quimioembiolizacdo ou
radioembolizagao transarteriais, uso de Sorafenib ou Lenvatinib. No entanto em casos
mais graves o transplante do figado passa a ser a Unica opc¢éao terapéutica, porém,
grande parte dos pacientes ndo consegue o transplante devido ao baixo numero de
doadores. Dados da Associacdo Brasileira de Transplantes de Orgdos mostram que
no ano de 2019 no Brasil foram realizados 2.245 transplantes de figado (Associagcéo
Brasileira de Transplantes de Orgéos, 2019). E o custo médio total do transplante
hepatico em hospitais universitarios publicos brasileiros varia de US$ 11.384,30 a US$
54.698,34, com média de US$ 20.605,01 e € um procedimento de alta complexidade
realizado em poucas instituicdes do Brasil (PORTELA et al., 2010).

Seguindo os avancos em tecnologias moleculares e genémica, biomarcadores
de cancer, como microRNAs, mutacdes de DNA foi demonstrado que as regibes
diferencialmente expressas tém potencial para vigilancia e podem ser utilizadas para
deteccao precoce de CHC. No entanto, esses candidatos a biomarcadores ainda nao
foram usados na prética clinica. Sendo assim, encontrar marcadores bioldgicos
eficientes, especificos e baratos correspondem a uma estratégia para potencializar a
terapéutica administrada ao paciente, possuindo minimamente duas vantagens: (1)
Aumentar a eficiéncia da estratégia de terapia e (2) propiciar uma racionalizacéo das
politicas de saude objetivando uso consciente de recursos financeiros publicos. E

ainda melhorar os planos de rastreio para diagnéstico de CHC com maior brevidade.
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E ainda a fusdo da pesquisa biol6gica com a ciéncia de dados gera abordagens
Unicas as vantagens do aprendizado de maquina incluem flexibilidade e escalabilidade
em comparacdo com métodos bioestatisticos tradicionais, o0 que o0 torna
implementavel para muitas tarefas, como estratificacdo de risco, diagndéstico e
classificagdo e previsbes de sobrevivéncia. Outra vantagem dos algoritmos de
aprendizado de maquina € a capacidade de analisar diversos tipos de dados e
incorpora-los em previsdes de risco de doenca, diagndstico, prognaostico e tratamentos
apropriados, permitindo a identificacdo de pacientes propensos a progredir mais

brevemente para o cancer hepatico.

E assim, propiciando um evento de medicina personalizada melhorando a
terapéutica, de acordo com a etiologia do CHC e, consequentemente, ocasionando
um decréscimo nos pacientes onde o transplante hepético passa a ser considerada a
Unica opcdo terapéutica. O rastreio prévio de populacdes de risco para
desenvolvimento do céancer hepatico, mostra-se como um importante e eficaz
ferramenta bloquear o surgimento de novos casos, utilizando-se de uma terapéutica
eficiente, gerando assim, investimento eficiente e economia dos gastos publicos
direcionados a este setor. Bem como uma melhora no manejo clinico dos pacientes,
tornando-o0 mais adequado ocasionando uma melhoria na qualidade de vida dos

pacientes.
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4 OBJETIVO GERAL

Identificar o perfil de expressdo de microRNA’s candidatos criar um
classificador baseado em inteligéncia artificial a partir de polimorfismos associados ao
surgimento do Carcinoma Hepatocelular, atendidos em centros de referéncia do

estado de Pernambuco, no periodo de 2017 a 2020.

4.1 Objetivos Especificos:

e Determinar a frequéncia alélica e genotipica de SNPs nos genes PTX3, MBL2, IL-
10, TNFa, MPO, SOD2 e IFNL3 em genes da resposta imunoldgica em pacientes
com CHC;

e Desenvolver um algoritmo de inteligéncia artificial com base em polimorfismos
genéticos para a identificacdo de padrées de variacdo genética associados ao
desenvolvimento de doenca hepatica cronica.

e Determinar a expressdo de microRNA’s candidatos em tecidos hepaticos
(Tumoral e ndo Tumoral) de pacientes com carcinoma hepatocelular (CHC);

e Correlacionar o nivel de expressao de miRNA’s candidatos com a quantificagao

de marcadores bioquimicos para dano hepatico;
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5 METODOLOGIA

Esta pesquisa pode ser classificada como um estudo transversal analitico do
tipo caso- controle com comparacao de grupos.

5.1 Desenho de estudo

O presente trabalho trata-se de um estudo analitico transversal com grupos
de comparacéo, tem trés vertentes principais, na primeira verificou-se associacao
entre polimorfismos genéticos do tipo SNP (single nucleotide polymorphism) e a
gravidade da doenca hepatica. Na segunda etapa, com base nos SNP’s avaliados,
foi construido um algoritmo de inteligéncia artificial para reconhecimento de padrdes
genéticos. Em seguida, para a concretizacdo da Ultima etapa, a mesma, foi dividida
em duas fases: (1) Fase de descoberta, onde foi realizada a analise de expressao
diferencial de microRNAs por RNA-Seq e (2) fase de validacdo, onde os resultados

da fase de descoberta foram verificados por RT-gPCR.

5.2 Populacéao Alvo

A populacdo deste estudo é constituida por pacientes acima de 18 anos, com
cancer hepatico, tipo Carcinoma Hepatocelular (CHC) atendidos no Servigco de
Hepatologia do Instituto do Figado e Transplantes de Pernambuco, centro de
referéncia para tratamento de hepatopatas na cidade do Recife. Este servico tem uma
média de 900 (novecentos) atendimentos/més, na sua maioria, pacientes portadores
de doenca hepatica. Cabe destaque que ha ambulatério de seguimento de pacientes
portadores de nodulos e transplantes hepaticos (03 vezes por semana). Este estudo

sera realizado em um periodo de 2017 a 2020.

5.2.1 Grupos de Estudos

5.2.1.1 Para a primeira etapa do estudo:



54
Lima, RE

Grupo 01: Pacientes com fibrose leve (FO, F1, F2)

Critérios de inclusdo: pacientes diagnosticados com Hepatite C, maiores de 18 anos,
e acompanhados no ambulatério do Servico de Gastroenterologia do Instituto do
Figado de Pernambuco. Com pelo menos um exame de biopsia hepética para
estadiamento da fibrose.

Critérios de exclusdo: pacientes que apresentarem outras infec¢cdes cronicas

associadas.

Grupo 02: Pacientes com fibrose grave (F3 e F4)

Critérios de inclusdo: pacientes diagnosticados com Hepatite C, maiores de 18 anos,
e acompanhados no ambulatério do Servico de Gastroenterologia do Instituto do
Figado de Pernambuco. Com pelo menos um exame de biopsia hepética para
estadiamento da fibrose.

Critérios de exclusdo: pacientes que apresentarem outras infeccbes cronicas

associadas.

Grupo 03: Pacientes com Carcinoma Hepatocelular

Critérios de inclusado: pacientes diagnosticados com Hepatite C, maiores de 18 anos,
com diagnoéstico de CHC e acompanhados no ambulatério do Servico de
Gastrohepatologia do Instituto do Figado de Pernambuco.

Critérios de exclusdo: pacientes que apresentarem outras infeccbes cronicas

associadas.

5.2.1.2 Para a segunda etapa do estudo:

Para a fase de descoberta e para a fase de validacao

Grupo 01: Pacientes com Carcinoma Hepatocelular

Critérios de incluséo: pacientes, maiores de 18 anos, com diagnostico de CHC e
acompanhados no ambulatério do Servico de Gastrohepatologia do Instituto do
Figado de Pernambuco, com indicacéo para transplante hepatico.

Critérios de exclusdo: pacientes que apresentarem outras infec¢cdes cronicas

associadas.
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Grupo 02: Grupo controle

Critérios de inclusdo: Tecido hepatico saudavel oriundo do implante utilizado em
eventos de transplante hepatico.

Critérios de exclusdo: pacientes que apresentarem testes positivo para VHC, VHB,

HIV, HTLV e Doenca de Chagas, Sifilis e Citomegalovirus.

5.3 Tipo De Amostragem E Definicdo Do Tamanho Da Amostra

Os pacientes incluidos no estudo foram obtidos como amostra de conveniéncia
e foi formada por pacientes maiores de 18 anos com carcinoma hepatocelular,
atendidos no servico de referéncia citado acima. As amostras foram coletadas
mensalmente de todos 0s pacientes que concordaram em participar da pesquisa,
durante o periodo de marco de 2017 até outubro de 2020. O estudo do polimorfismo
dos genes, no que se refere a pacientes brasileiros com CHC sdo escassos e devido
a este fato, para definicdo do tamanho da amostra ndo temos uma prevaléncia da
frequéncia dos polimorfismos para calcular a amostragem, por este motivo, 0 N0SSO

estudo é considerado de caréater exploratorio.

5.4 Defini¢cdo e categorizacao das variaveis

Variavel dependente: Neste estudo foi considerada como variavel dependente a
doenca hepética crénica sendo seu desfecho mais grave do Carcinoma Hepatocelular
definida pelo grau de invasao celular e acumulo de matriz extracelular, no parénquima
hepatico, segundo os padrbes definidos pelo The International Consensus Group for
Hepatocellular Neoplasia (THE INTERNATIONAL CONSENSUS GROUP FOR
HEPATOCELLULAR NEOPLASIA, 2009). Assim como, os critérios definidos pelo
BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) para diagnoéstico de CHC (REIG et al., 2022)
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Varidveis Independentes
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Quadro 1. Definicao das variaveis independentes verificadas no estudo.

Nome da variavel

Definicao

Categorizacéo

SNPs

Idade Anos completos de vida do paciente, no Em 2 classes 1--240; 2--<40
momento do diagnostico do CHC

Sexo Categorizado como masculino e 1--masculino 2--feminino
feminino

Polimorfismos Alelo 1, Alelo 2 1--0; 2--1

Expressao dos

microRNAs

Quantificacdo relativa da expresséo dos
miRNAs quando
estudo (RQ-- Relative

comparados  0S
grupos de

quantification)

Variavel continua indicada

pela sigla RQ

Uso de bebida

alcodlica (etilismo)

Classificacdo de usuarios de bebidas
alcodlicas classificados de acordo com
a quantidade de drinks ingeridos por

dia, semana ou més.

Homens: 1-- >40g\dia --
Bebedor leve 2--
<40g\dia -- Bebedor

crénico

Mulheres: 1-- >20g\dia —
Bebedor leve 2--
<20g\dia — Bebedor

crénico

Diabetes mellitus

glicose alterada em jejum quando os

valores forem

>/=126mg/dl. SBEM (Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e

Metabologia)

1-sim 2--ndo

Uso contraceptivos

oral

1--sim; 2--nao

Tabagismo

Historia de tabagismo pregresso ou

atual.

1--nunca fumou; 2--ex--

fumante; 3--fumou até um
ano antes da pesquisa; 4--

fumante (fuma atualmente)
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A metodologia descrita abaixo foi planejada para contemplar os objetivos
especificos:
e Determinar a frequéncia alélica e genotipica de SNPs PTX3, MBL2, IL-10,
TNFa, MPO, SOD2 e IFNL3 em genes da resposta imunoldgica em pacientes
com CHC.

5.5 Métodos de coleta

O paciente foi convidado a participar do estudo, foi informado sobre os objetivos
da pesquisa e posteriormente assinou o termo de consentimento livre e esclarecido
(Apéndices A) confirmando sua aceitacdo em participar da pesquisa. Apos a
assinatura do termo, os dados clinicos e demograficos de cada paciente foram
coletados em uma ficha previamente elaborada para este estudo (Apéndice C). O
sangue foi coletado por punc¢do venosa a vacuo, em tubo contendo anticoagulante
(EDTA) para extracdo do DNA.

5.6 Extracéo de DNA

O DNA das amostras foi extraido a partir de sangue total coletado em tubo com
EDTA com kit QlAamp Mini Spin Columns (QIAGEN) seguindo as instru¢des do
fabricante, e apds a extracdo o material foi identificado e armazenado em refrigerador
-20° até o momento da identificacdo dos polimorfismos. A quantificacdo do DNA foi

feita por NanoDrop 2000 espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Waltham, MA).

5.7 Deteccdao das variantes polimérficas

Foi utilizada a metodologia de PCR em tempo real, através do sistema
TAQMAN®, para deteccdo dos polimorfismos (SNPs), que consiste de sondas
marcadas com fluorocromos desenhadas especificamente para ser complementar aos
alelos em estudo. O sistema funciona com um par de sondas especificas para a
variacdo quando presente ou ausente. As sondas tém em sua estrutura molecular um
Quencher que inibe o sinal emitido pelo fluorocromo ou repdrter, assim que ocorre 0
pareamento e hidrolise da sonda o composto fluorescente é liberado proporcionando

liberacdo de energia que é captado pela maquina e analisado em um grafico, dessa
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7

forma a deteccdo do polimorfismo é observada. Este tipo de sonda possui uma
tecnologia chamada de MGB (Minor Groove Binder) a qual tem a capacidade de se
ligar na cavidade menor do DNA aumentando a especificidade e diminuindo o

background da reagéo.

Todas as sondas e primers utilizados nesse estudo foram obtidas através de
ensaios previamente validados através da busca no site da Life Technologies/Thermo
Fisher Scientific que disponibiliza o banco de dados com os SNPs dos genes que
serdo utilizados. Para realizacdo desta técnica foi utilizado o PCR em tempo real
QuantStudio 5 (Applied Biosystens, CA, USA) com o0 seguinte protocolo:
Desnaturacéo Inicial de 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacédo a
95°C por 15 segundos e extensdo/anelamento a 60°C por 1 minuto e uma extensao

final de 60°C por 1 minuto.

A metodologia descrita abaixo foi planejada para contemplar o objetivo
especifico:

e Desenvolver um algoritmo de inteligéncia artificial com base em polimorfismos

genéticos para a identificacdo padrées de variacdo genética associados ao

desenvolvimento de doencga hepatica crénica.

5.8 Construcédo do algoritmo genético para selecdo de caracteristicas por meio

de aprendizado de maquina

5.8.1 Codificagéo
Os experimentos deste foram construidos a partir da biblioteca sklearn
escrita em Python. Entretanto, os modelos que ela dispfe aceitam somente
entradas numéricas. Como a base de dados é 100% categorica, foi preciso
converter cada uma das entradas para o formato numérico. Para tanto utilizamos a
codificagdo One-Hot, nele cada ocorréncia de uma categoria de um dado SNP se
transforma numa nova coluna de zeros e uns. Utilizamos também a recessive-
encoding, abordagem especifica para o cenario de dados genbmicos, cada
genotipo é codificado em duas novas colunas binarias, uma para cada alelo
possivel. Uma coluna é definida como 0 se o alelo correspondente ndo estiver

presente, e 1 se estiver presente pelo menos uma vez. A tabela 1 ilustra um
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exemplo.

Tabela 1 - Exemplo de codificacdo Recessiva e One-Hot para um dado SNP.

Recessive- One-Hot
encoding

SNP A B AA AB BB

AA 1 0 1 0 0
AB 1 1 0 1 0
BB 0 1 0 0 1

5.8.2 Subgrupos e Selecdo de Caracteristicas

Tendo em vista a frequéncia dos pacientes com CHC dentro da base de
dados, foi visto um cenario de configuracgio CHC e ndo-CHC bastante
desbalanceado. Neste caso, apenas 14.1% da base de dados sao pacientes CHC
positivos. Considerando-se detectar padrdes até mais diversos, combinacfes
balanceadas do banco de dados foram geradas tendo em vista encontrar indicios
sobre como o céancer esta relacionado a tipos mais brandos de fibrose. Os
algoritmos SVM-RFE e Chi2 sao as ferramentas indicadas quando se trata de
selecionar caracteristicas de dados categéricos. Portanto, ambos foram escolhidos
como responsaveis por remover as informacfes irrelevantes do conjunto de

entradas.

5.8.3 Classificadores
Para trabalhar com grupos que possuem poucas ocorréncias, torna-se
necessario a introducao de algumas abordagens que amplifique as capacidades de
classificacdo destes modelos. Para este fim, optou-se pela técnica de otimizagcao
de hiperparametros, aliada a validagéo cruzada, que encontra a melhor combinagéo

de parametros em um espaco de busca pré-definido. Ao encontrar tais parametros,
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0s modelos sao reavaliados em um conjunto de testes que representa um total de
15 ou 20% do subgrupo de dados em questdo (a proporcdo das ocorréncias das
classes € mantida nos conjuntos de treinamento e teste). Para tal, utiliza-se uma
série de métricas para enriquecer a etapa de avalicado de resultados deste trabalho.
Acurécia, Precisdo, Recall e F1 sdo métricas encontradas na biblioteca sklearn. A
Figura 10 ilustra como a arquitetura foi organizada.

Figura 10 - Arquitetura do sistema.

a 0

Selegdo de Codificagado

b (Recessiva ou
subgrupos One-hot)

Selec¢ao das
caracteristicas

Avaliacdo do Otimizagao de Divisao do
Hiperparametros subgrupo

[Treinamento (Treino/Teste)

S /

Fonte: Adaptado de Junior, et al, 2019.

conjunto de
testes

llustracdo demonstrando as etapas necessarias para codificacdo, organizacdo, categorizacdo e
avaliacdo do conjunto de testes e treino.

5.8.4 Métricas

As métricas que utilizamos para avaliar os experimentos deste trabalho

foram: Acuracia, Precisao, Recall, F1 e AUC/ROC.

5.8.4.1 Acurécia

Basicamente, corresponde ao percentual das previsdbes que foram
corretamente classificadas. Contudo, em casos em que ha disparidade entre
classes, um alto valor ndo necessariamente significa 0 melhor dos modelos. Esta
métrica deve ser levada em conta em cenarios onde a base de dados é balanceada.

Ela é definida pela seguinte equacéao.

Numero de previsdes corretas

Numero total de previsoes


http://../C:/Users/Raul/Downloads/tg-nilson-lima-junior.docx#_bookmark15

61
Lima, RE

5.8.4.2 Precisao

Existem quatro valores associados as previsdes de um modelo. A taxa de
verdadeiros positivos refere-se ao percentual das previsbes positivas que foram
corretamente classificadas. Além disso, a taxa de falsos positivos diz respeito a
fracdo de previsdes positivas que foram erroneamente classificadas. J& taxas de
verdadeiros e falsos negativos, referem-se as previsbes negativas que foram
corretamente e erroneamente classificadas, respectivamente. Em outras palavras,
esta métrica diz o quanto das previsdes positivas sdo de fato corretas. A métrica

de Preciséo é definida pela seguinte equacao.

Verdadeiros positivos

Verdadeiros positivos + falsos positivos

5.8.4.3 Recall

A métrica Recall é definida pela seguinte equacéo.

Verdadeiros positivos

Verdadeiros positivos + falsos negativos

Ela representa a fracdo dos reais positivos que foram identificados
corretamente, sendo um bom indicativo da performance de modelos onde hd um

alto custo associado a taxa de falsos negativos.

5.84.4F1

F1 € uma média harmbnica entre Precisdo e Recall, indicando o quanto

estas duas métricas estéo equilibradas.

2 * Precisao * Recall

Precisao + Recall

Valores altos de Acuracia ndo sdo uma regra para modelos precisos. Entéo

F1 serve como uma ferramenta para averiguar o real significado dessa métrica. Se
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um modelo apresenta um bom F1, entdo conclui-se haver baixas taxas de falsos

positivos e falsos negativos.

5.8.4.5 AUC/ROC

A sigla AUC, do inglés Area Under Curve, representa a area abaixo de uma
curva num espaco 2D. J& ROC, do inglés Receive Operation Characteristics,
representa uma curva de probabilidades entre a taxa de verdadeiros positivos
versus a taxa de falsos positivos conforme um limiar de discriminacdo varia.
Juntando essas duas definicdes obtém-se a area abaixo da curva ROC. A literatura
indica que modelos com esta métrica abaixo de 0.75 ndo sao classificadores uteis.
Ja aqueles com valores maiores que 0.97 tem um alto indice de acerto. Portanto,
estad métrica revela, num contexto geral, 0 quédo promissores os modelos preditivos

podem ser.

5.9 Protocolo Experimental para construcédo de algoritmo genético

Como alguns classificadores ndo dao suporte a caracteristicas categoricas,
€ necessario codificar o conjunto de dados em uma representacdo numérica. Um
Label Encoder é utilizado para transformar as SNPs em caracteristicas numéricas.
Os valores de um dado SNP passam de valores: AA, AB, BB para valores
numericos: 0.333, 0.667, 1.0. Foi escolhida a classificacéo binaria a partir do valor
da Fibrose separando as classes em dois grupos, em 3 diferentes configuragdes
do conjunto de dados. O objetivo do classificador € prever se um individuo do
conjunto possui cancer de figado ou ndo. As diferentes configuracdes podem ser
vistas na Tabela 2 A Figura 11 apresenta o digrama geral do protocolo

experimental.


http://../C:/Users/Raul/Downloads/tg_bfl2.docx#_bookmark25

Lima, RE

Figura 11 - Diagrama do protocolo experimental.

Conjunto de dados
pré-processados

Seletor de
Caracteristicas

Avaliagdo do
modelo

SIM

Modelo
Selecionado

Fonte: Adaptado de Leal, et. al., 2019
Protocolo utilizado para a selecdo do modelo.

Tabela 2 - Diferentes configuracdes do conjunto de dados classificadas neste trabalho.

Classe 0 Classe 1 Ocorréncias Classe 1
FO, F1, F2, CHC 14.1%
F3, F4
FO, F1, F2, F3 CHC 19.6%
F4 CHC 50.6%

63

Antes de classificar um modelo, aplicamos a técnica de KFold para criacao

dos pares de conjuntos de treinamento e teste,

sdo criados k pares

treinamento/teste de modo que estes conjuntos ndo possuem elementos em

comum com a finalidade de oferecer uma forma de avaliar o desempenho de um

classificador justamente. Na maioria dos modelos foi aplicado um 5Fold, com

excecdo do One Class SVM onde foi feita a aplicagcdo de um Leave One out. Para

cada par treinamento/teste do conjunto de Folds:
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1. E aplicada a selecéo de caracteristicas ao conjunto de dados.

2. O conjunto de treinamento € balanceado através de Oversampling, que
consiste em repetir de modo aleatério linhas da classe minoritaria até que
ambas as classes tenham a mesma proporcao.

3. O classificador €é treinado com o conjunto de treinamento balanceado. No
entanto, caso o classificador seja o0 One Class SVM, o treinamento ocorre
somente com as linhas da classe 1 do conjunto de treinamento.

4. O classificador é avaliado com o conjunto de teste, as métricas sédo

computadas.

ApOs essa etapa sao calculadas as médias e desvios padrao das métricas
para o conjunto de folds. Nossa abordagem para o prognastico do cancer hepatico
usando técnicas de Machine Learning pode ser dividida em quatro estagios:
Aquisicdo de dados, pré-processamento de dados, selecdo de recursos e

classificacdo do paciente. Todo o processo € ilustrado na Figura 12.

Figura 12 - Fluxograma do classificador gendémico SVM-ANN para CHC.

Discriminagdo O [] ‘ * '
Alélica e Genotipica [; .] j

r ] r ] Extragiods DNA Painel genotipico

Codificagdo das variaveis

Normalizacdo das caracteristicas L J
P T
numéricas Formagio

do Dataset

Processamentodo
Dataset

10 SNP's selecionados:
Rs1840680; rs2305619;
rs1800836;
rs1800871;rs1800872;
rs1800629;-221; rs4880;
rs2333227;rs12979860

Selegdo de
caracteristicas

SVM-RFE

Classificagdo dos

Adaptado de Davi, C. et al. 2019

1-A aquisi¢cdo dos dados foi realizada por meio da genotipagem em PCR em tempo real de
todos os pacientes com fibrose e CHC, em seguida, armazenada em um banco de dados. 2-
O pré-processamento de dados foi realizado para codificar e normalizar os dados em um
formato adequado para a etapa de aprendizado de maquina. 3- A selecdo de recursos foi
realizada para encontrar o melhor conjunto de combinagdo entre os SNP’s. 4- Um
classificador de ANN (Rede Neural Atrtificial) foi treinado para o prognéstico de CHC grave
com base nas caracteristicas recentemente selecionadas.
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A metodologia descrita abaixo foi planejada para contemplar os objetivos
especificos:
e Determinar a expressdo de microRNA’s candidatos em tecidos hepaticos

(Tumoral e ndo Tumoral) de pacientes com carcinoma hepatocelular (CHC);

e Correlacionar o nivel de expressao de miRNA'’s candidatos com a quantificacédo

de marcadores bioquimicos para dano hepético.

5.10 Obtencao das amostras para Sequenciamento de RNA

O paciente foi convidado a participar do estudo, foi informado sobre os objetivos da
pesquisa e posteriormente assinou o termo de consentimento livre e esclarecido
(Apéndice 02) confirmando sua aceitacdo em participar da pesquisa. A coleta do
material biologico (tecido hepatico) foi realizada, por equipe especializada, durante o
momento do transplante hepatico. Sdo 2 pontos de coleta por paciente, o primeiro
correspondente ao CHC e secundariamente em uma area do parénquima hepético
ndo acometida pela neoplasia. Os tecidos hepéticos saudaveis foram coletados de

implantes que foram utilizados em transplantes hepaticos.

5.11 Extrac&do de microRNA

Para a extracdo de miRNA Total foi utilizado o KIT RNAeasy Spin colum
(QIAGEN) a partir de tecido, a extracdo foi realizada, segundo orientacdes do
fabricante. A concentracdo de miRNA e a integridade do RNA serédo verificadas por
Qubit 3.0 (Applied Biosystens) e Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies),
respectivamente. O RNA extraido foi imediatamente armazenado em refrigerador -80°

até o momento da analise de expressao.

5.12 Sequenciamento de Small RNAs

Para o estudo de expressao diferencial dos microRNAs foi realizado um estudo
de comparacdo relativa via RNA-Seq, considerando 2 amostras por paciente,
referentes ao tecido do nodulo de CHC e area adjacente ndo acometida pela
neoplasia. A determinacdo do padrao de expressao foi feita por sequenciamento de
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nova geracao, pela técnica de RNA-Seq, através do sequenciador de nova geracao
MiSeq (llumina, USA), onde as bibliotecas foram construidas com o Nextflex Small
RNA-Seq kit v3 (Bioo Scientific, PerkinElmer, USA). Apds a remocéao dos adaptadores
dos dados brutos os “readslimpos” sdo comparados com o banco de dados conhecido
miRBase 19.0 para identificar miRNAs conservados. Para analise de expressao
diferencial foi utilizado o t-test com filtro de >1.5 de fold change, serd considerado
significativo p<0.05. Os Achados mais significativos serdo confirmados por qRT-PCR.
Para determinar as similaridades e diferencas entre os padrdes de expressao para as

diferentes etiologias sera construido o Diagrama de Venn.

5.13 Validacédo dos miRNAs por RT-gPCR

O miRNA extraido foi imediatamente armazenado em refrigerador -80°C até o
momento da analise de expressao. A concentracdo do miRNA foi determinada em
Qubit 3.0 (Applied Biosystens, CA, USA). Para obtencdo do cDNA foram utilizados
primers especificos para cada miRNA estudado de acordo com kit microRNA reverse
transcription (Applied Biosystens, CA, USA). Para a quantificacdo dos miRNAs
utilizamos a tecnologia TAQMAN MicroRNA Assays (Applied Biosystens, CA, USA)
que possui sondas especificas e sensiveis para deteccdo de forma quantitativa dos
mMiRNA estudados. Para normalizacao foi utilizado a estratégia de genes enddgenos
(RNU48) e calculo da expressao relativa através do método AACt pelo software
expression Suite v1.1 (Life Technologies, CA, USA) e DataAssist v3.0.1 (Applied
Biosystens, CA, USA).

5.14 Analise darede de interacdo mRNA-miRNA

As interacbes entre microRNAs e RNAs mensageiros foi predita utilizando o
miRWalk 2.0, o qual compreende 12 algoritmos (targetScan, RNAhybrid, RNA22,
PITA, Pictar2, miRWalk, Microt4, miRNAMap, miRDB, mirbridge, miRanda e miRMap).
Os miRNAs diferencialmente expressos foram determinados nos pacotes edgeR e
DeSeq2 do BioConductor, utilizamos o filtro de |log2(foldchange)] > 1 e p valor
ajustado <0,05. A rede de interacdo proteina-proteina (PPI) foi estabelecida pelo

STRING (v10.5) e visualizada pelo Cytoscape 3.6.1. As analises de enriquecimento
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foram realizadas utilizando o Gene Ontology (GO) e o KEGG e foram conduzidas no
clusterProfiler, um pacote do R para classificacdo funcional e enriquecimento de

agrupamentos génicos utilizando distribuicdo hipergeométrica.

Para verificar a rede de interacdo miRNAs-mRNA foi utilizado o software
miRNet e para a andlise da assinatura funcional de acordo com as manifestacdes
clinicas utilizaremos 0 miR2Disease e 0 PhenomiR. As redes funcionais de regulacao
MiIRNA-MmRNA serdo construidas usando o cytoHubba v2.1 baseado na analise de

enriquecimento do Cytoscape v3.6.1.

5.15 Plano de Tabulacéo e andlise estatistica dos dados

As andlises foram realizadas no programa GraphPad Prism v.7.0. Realizamos
a comparacao dos individuos positivos com CHC, oriundos de diferentes etiologias. A
prevaléncia de diferentes gendtipos foi comparada pelo teste Qui-quadrado. As
frequéncias alélicas foram estimadas pelo método da contagem génica e softwares
especificos como o Arlequim e Haploview e pLINK que foram utilizados para
montagem dos mapas de desequilibrio de ligacdo e testes estatisticos. O teste Qui-
guadrado foi utilizado para verificar se a distribuicdo genotipica esta de acordo com a
hipétese do equilibrio de Hardy-Weinberg. Para as analises de correlacdo foram
utilizados o teste de Correlacdo de Spermann ou de Pearson, a depender da
distribuicdo normal. A existéncia de associacdes entre varidveis categoricas foi
avaliada pelos testes Qui-quadrado de Pearson e exato de Fisher quando apropriado
para as Vvariaveis quantitativas foram utilizados o teste-t ou Mann-Whitney
obedecendo a regra de distribuicdo normal. As diferencas foram consideradas
significativas para valores de p<0,05. A magnitude destas associacfes foi estimada
como Odds ratio (OR), utilizando intervalos de confianca de 95%. Regresséo logistica

foi utilizada para o ajuste do OR de acordo com 0s possiveis fatores de confuséo.

5.16 Consideracdes Eticas

O projeto tem aprovacgdo do Comité de Etica do HUOC-UPE sob o protocolo
CAAE: 02755212.2.0000.5207 (Anexo A), assim como tem aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto Aggeu Magalhdes (CAAE: 34976619.4.0000.5190)
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(Anexo B). O estudo sera informado para o paciente atendido, segundo a rotina do
servico de Hepatologia, 0 mesmo, estando disposto a participar da pesquisa assinara
um termo de consentimento livre e esclarecido. Apos a assinatura do termo, os dados
de cada paciente serdo coletados em um questionario previamente elaborado para

este estudo.

O questionario contera dados pessoais como nome do paciente, prontudrio,
género, idade, procedéncia, fatores de risco, exame fisico e exames laboratoriais.
ApoOs a obtencao dos dados de cada paciente, sera iniciada a etapa de obtencao do
material biolégico para o uso especifico da pesquisa. Todos os dados obtidos serao

mantidos em sigilo e utilizados exclusivamente para os fins da pesquisa cientifica.
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6 RESULTADOS

Por conta das diferentes técnicas utilizadas para a construcéo do trabalho esta
secdo esta subdividida em topicos, que serdo apresentados na seguinte ordem:
Iniciaremos apresentando os resultados voltados para os ensaios de frequéncias dos
SNP’s, os quais foram utilizados para a construgdo do algoritmo genético de
classificagdo. Em seguida, versaremos sobre os principais achados referentes a
analise de transcriptoma, por fim, culminando na confirmacéo dos resultados do RNA-
Seq por RT-gPCR. E concatenando estas informacdes apresentaremos os resultados

de anotacao funcional.

Os dados referentes aos SNPs utilizados como objetos de pesquisa neste
trabalho foram selecionados com base em dados publicados na literatura e que
apresentassem significado bioldgico para a andlises dentro da ética de progressao do
processo fibrotico e, concomitantemente, possivel relevancia/influéncia para o
estabelecimento da doenca hepéatica crénica. Os dados de discriminacéo alélica foram
obtidos de base de dados prépria pré-existente. No entanto, a estratégia analitica,
considerando a utilizagdo destes dados para a construgéo de algoritmo computacional
€ inédita. A qual além desta tese gerou como produto dois trabalhos de concluséo de
curso: (1) Junior, N et al., 2019 e (2) Leal, B et al., 2019.

6.1 Anélise dos Polimorfismos

Dentre os 297 pacientes infectados por VHC, 144 foram classificados como
fibrose leve, correspondente aos niveis FO, F1 e F2, neste trabalho. 111 com fibrose
septal ou avancada e cirrose, e, por fim, 42 pacientes compunham o grupo CHC. A
caracterizacao da populacdo amostral encontra-se na tabela 01. Pacientes com CHC
foram significativamente mais idosos em comparacdo com os demais grupos (média
de idade 53.03+11.13, 57.86+9.37 e 61.29+7.98, respectivamente de acordo com 0s
niveis de acometimento hepéatico; p<0.0001). Foi visto também, no grupo CHC, a

prevaléncia do género masculino 66.6% (p<0.0061).

Em relacdo as caracteristicas bioquimicas, para as variaveis bilirrubina total,
AST (aspartato aminotransferase), yGT (Gama-Glutamiltranspeptidase), FA
(Fosfatase Alcalina) e AFP (alfafetoproteina) todas foram significativamente maiores

no grupo de pacientes em estado mais grave de doenca hepatica (p<0.0001). Como
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imaginado os indices bioquimicos de gravidade de doenca hepatica, APRI e FIB-4,

foram maiores em pacientes com fibrose avancada e CHC (p<0.0001). Entretanto, a

taxa plaquetaria foi maior em pacientes ainda em estagio inicial da doenca. Nao foram

encontradas diferencas significativas dentre a analise da carga viral, do genétipo viral,

ALT, presenca de Diabetes Mellitus e Hipertenséo Arterial. (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e bioquimicas relacionadas aos grupos com diferentes niveis de

fibrose hepatica.

Variaveis Fibrose Leve Fibrose CHC p-Value
Avancada
(n=144) (n=42)

(n=111)
Clinicas
Idade (anos) 53.03+11.13 57.86+9.37 61.29+7.98 <0.0001
Sexo masculino (%) 62 (43,05) 32 (28,82) 28 (66,66) 0.0061
IMC (kg/m?) 25.5(19.1-38.1)  26.9 (18.1-40.4) 25.3(17.3-37.1)  0,2967
Diabetes Mellitus 26 (18,05) 24 (21,62) 9 (21,42) 0,1784
Hipertenséo Arterial 53 (36,80) 51 (45,94) 10 (23,80) 0,1582
APRI 0.59 (017-4.11) 1.24 (0.12-5.89)  2.65 (0.35-10.23) <0.0001
FIB-4 1.65 (0.37-8.6) 3.42 (0.40- 6.62 (1.27-18.59) <0.0001

11.64)
Bioquimicas
Bt [mg/dL] (min-max) 0.68 (0.20-3.35)  0.90 (0.35-3.30)  1.10 (0.50-7.22)  <0.0001
AST (U/L) (min-max) 455 (8.0-254.0) 68.0 (12.0- 94.0 (16.0-235.0)  <0.0001

438.0)
ALT (U/L) (min-max) 69.0 (14.0-561.0)  74.0 (7.0-267.0)  72.5(18.0-491.0)  0,2435
yGT (U/L) (min-max) 56.0 (12.0-484.0) 93.5 (14.0- 172.0 (41.0-525) <0.0001

823.0)
FA (U/L) (min-max) 70.0 (13.0-410.0) 91.0 (23.0- 138.5 (51.0- <0.0001

332.0) 310.0)
Contagem de 196,000 (53,000- 141,500 100,500 (36,000- <0.0001
Plaquetas (min-max) 365,000 (58,000- 324,000)

370,000)
AFP (ng/mL) (min-max)  2.81 (0.50-82.0) 6.5 (0.92-155.0) 25.32 (1.97- <0.0001

9,352.0)
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Carga Viral 612,660 (539.0- 583,500 (277.0- 22,928 (4,400-  0,2435
28,900,000) 5,531,380) 1,130,000)
VHC gen6tipo 1 (%) 101(70,13) 74 (66,66) 20 (47,61) 0.91

Fonte: O autor.

Valores expressos em Média + Desvio Padrdo, Mediana (variagdes) ou nimero absoluto (%) AbreviagGes: Bt — Bilirrubina total;
AST aspartato aminotransferase; ALT — Alanina aminotransferase; yGT — Gama glutamil transpeptidase; FA — Fosfatase alcalina;
AFP: alfafetoproteina; IMC: indice de Massa Corpérea. p - Analise entre todos os grupos — ANOVA ou Kruskal-Wallis.

A Tabela 4 sintetiza as frequéncias alélicas e genotipicas das variantes
estudadas nos genes PTX3, MBL2, IL-10, TNFa, MPO, SOD2 e IFNL3 de acordo com
o nivel de evolucdo da fibrose e a ocorréncia de CHC. A distribuicdo de todos os
polimorfismos analisados encontra-se de acordo com a hipétese do equilibrio de
Hardy-Weinberg. A Figura 13 mostra todas as variantes em desequilibrio de ligacéo
acima de r?=0,8 em populacdo AMR (Ad Mixed American). Foi comprovado que as
variantes rs1800871/rs1800872 do gene IL-10 estdo em total desequilibrio, assim
como as variantes rs2305619 e rs1840680 ambas do gene PTX3 encontram-se em
r2=0.895.
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Tabela 4 - Frequéncia alélica e genotipica dos SNPs estudados, de acordo com a severidade da
fibrose hepatica.

Polimorfismos Fibrose Leve Fibrose Avancada CHC (42/84)

(144/288) (111/222)
rs1840680 PTX3
G 181 (62,84) 127 (57,20) 44 (52,38)
A 107 (37,16) 95 (42,80) 40 (47,62)
GG 58 (40,28) 33 (29,74) 12 (28,59)
GA 65 (45,14) 61 (54,95) 20 (47,61)
AA 21 (15,58) 17 (15,31) 10 (23,80)
rs2305619 PTX3
G 154 (54,47) 113 (50,90) 37 (44,04)
A 134 (46,53) 109 (49,10) 47 (55,96)
GG 43 (29,87) 23 (20,73) 9 (21,44)
GA 68 (47,22) 67 (60,36) 19 (45,23)
AA 33 (22,91) 21 (18,91) 14 (33,33)
-221 MBL2
Y 234 (81,25) 189 (85,13) 65 (77,38)
X 54 (18,75) 33 (14,87) 19 (22,62)
YY 96 (66,66) 79 (71,17) 26 (61,90)
YX 42 (29,16) 31 (27,92) 13 (30,95)
XX 6 (4,18) 1(0,91) 3(7,15)
rs1800896 IL-10
G 101 (35,06) 76 (34,23) 27 (32,14)
A 187 (64,94) 146 (65,77) 57 (67,87)
GG 18 (12,51) 14 (12,62) 4 (9,54)
GA 65 (45,13) 48 (43,24) 19 (45,23)
AA 61 (42,36) 49 (44,14) 19 (45,23)
rs1800871/rs1800872 IL-
10
C 199 (69.09) 147 (66,21) 51 (60,71)
TIA 89 (30,91) 75 (33,79) 33 (39,28)
cc 71(49,30) 47 (42,34) 15 (35,71)
CTICA 57 (39,58) 53 (47,74) 21 (50,00)
TT/AA 16 (11,12) 11 (9,92) 6 (14,29)
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rs1800629 TNFa

G
A
GG
GA
AA

rs4880 SOD2

G
A
GG
GA
AA

rs2333227 MPO

G
A
GG
GA
AA

rs12979860 IFNL3

C
T
CcC
CT
TT

243 (84,37)

45 (15,63)

102 (70,83)

39 (27,08)
3 (2,09)

145 (50,34)
143 (49,66)
40 (27,77)
65 (45,13)
39 (27,10)

208 (72,22)
80 (27,78)
74 (51,38)
60 (41,66)
10 (6,96)

151 (52,43)
137 (47,57)
34 (23,61)
83 (57,63)
27 (18,76)

197 (88,73)
25 (11,27)
87 (78,37)
23 (20,72)
1(0,91)

118 (53,15)
104 (46,85)
31 (27,92)
56 (50,45)
24 (21,63)

180 (81,08)
42 (18,92)
73 (65,76)
34 (30,63)
4 (3,61)

109 (49,10)
113 (50,90
23 (20,72)
63 (56,72)
25 (22,53)

77 (91,66)
7 (8,34)
35 (83,33)
7 (16,64)
0(0)

46 (54,76)
38 (45,24)
12 (28,57)
22 (52,38)
8 (19,05)

64 (76,19)
20 (23,80)
25 (59,52)
14 (33,33)
3 (7,15)

44 (52,38)
40 (47,61)
13 (30,95)
18 (42,85)
11 (26,20)

Fonte: O Autor

Dados apresentados em valor absoluto e (porcentagem).

73

Os resultados significativos para todas as combinagdes de grupos, assim como,

na tabela 5.

os modelos genéticos referentes as analises comparativas de risco estdo sumarizadas
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Figura 13 - Andlise do desequilibrio de ligacdo, em variantes proximais supostamente funcionais.
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Fonte: O autor
Imagem retratando os demais pontos de variagdo genética em desequilibrio com os SNPs alvos,
seguindo os paramétros Desequilibrio de ligacdo (LD) acima de R2 = 0,8 e taxa de recombinacao
acima de 80 Cm / Mb, representados pela linha vermelha tracejada. (A) Imagem representativa para
0 rs2305619, gene PTX3. (B) representa a analise feita para a regido -221 (rs7096206) do gene
MBL2, em (C) para o rs1800629 pertencente ao gene TNFa e (D) retrata o resultado para o
rs2333227, gene MPO. A andlise foi realizada no pacote LDproxy da ferramenta LDlink v3.3.0.

Para variantes polimérficas analisadas para o gene PTX3 foi observada
associacdo do rs1840680 em modelo alélico e dominante com p=0.0441 OR=1.33
95% IC 0.96-1.85 e p=0.032 OR=1.61 95% 1.004-2.64, respectivamente quando
comparado o grupo de fibrose leve vs. fibrose avangada somado ao grupo de
carcinoma hepatocelular. Mas também foram encontrados valores significativos para
0rs2305619 em modelos overdominant e GG vs GA (p=0.0251 OR=1.70 95% IC 1.01-
2.80 e p=0.0337 OR=1.84 95% IC 1,003-3.38, respectivamente) em combinagéo de
fibrose leve vs avancada. Assim como, evidenciando o CHC como desfecho positivo

em contrabalanco com estado avancado de fibrose hepatica com os valores p=0.0466
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OR=2.14 95% IC 0.96-4.76 e p=0.0375 OR=2.35 95% IC 1.002 - 5.48 para os modelos

recessivo e GA vs. AA, na devida ordem.

Tabela 5 - Modelos Genéticos utilizados para analise de associagéo ao risco de progressdo para

doencga hepética grave.

Modelos Fibrose Leve VS Fibrose Fibrose Leve Fibrose Leve
Genéticos Fibrose Avancada VS VS CHC VS Fibrose
Avancada CHC Avancada +
CHC
rs1840680
PTX3
Alélico 0.2302/1.26 0.5288/1.21 0.0548/1.54 0.0441/1.33
(0.65-3.07) (073-2.01) (0.94-2.51) (0.96-1.85)
Dominante 0.8934/0.89 0.9533/1,05 0.2313/1.68 0.032/1.61
(0.43-1.34) (0.48-2.31) (0.79-3.56) (1.004-2.64)
GG vs GA 0.0501/1.64 0.9756/0.90 0.4364/ 1.48 0.0502/1.33
(0.95-2.81) (0.39-2.07) (0.66-3.30) (0.96-1.85)
rs2305619
PTX3
Dominante 0.1315/1.62 0.8992/0.95 0.3809/1.56 0.0505 /1.60
(0.91-2.91) (0.40-2.28) (0.68-3.54) (0.94-2.73)
Recessivo 0.5351/0.78 0.0466/ 2.14 0.2439/1.68 0.8967/0.99
(0.42-1.44) (0.96-4.76) (0.79-3.56) (0.94-1.71)
Overdominant 0.0251/1.70 0.4938/1.32 0.9593/1.08 0.1518/1.69
(1.01-2.80) (0.69-2.52) (0.54-2.15) (0.97-2.96)
GG vs GA 0.0337/1.84 0.6589/0.72 0.6700/1.33 0.0416/1.69
(1,003-3.38) (0.28-1.82) (0.55-3.21) (0.97-2.96)
GA vs AA 0.2396/ 0.64 0.0375/2.35 0.5412/1.40 0.3757/0.94
(0.33-1.22) (1.002 - 5.48) (0.62-3.19) (0.94-1.43)
-221 MBL2
YY vs XX 0.2207 /0.20 0.0489/9.11 0.6727/1.84 0.6659/0.60
(0.02-1.71) (0.90-1.48) (0.43-7.88) (0.16-2.22)
YY vs YX 0.0354/0.54 0.1613/0.78 0.8812/1.14 0.9695/0.95
(0.32-0.93) (0.35-1.72) (0.53-2.43) (0.57-1.58)
rs1800629
TNFa
Alélico 0.1970/ 1.45 0.5908/0.71 0.0646 / 2.03 0.0399/1.58
(0.86-2.46) (0.29-1.72) (0.91-4.88) (0.97-2.57)
Dominante 0.2225/1.49 0.6490/1.37 0.1558/2.05 0.0498/1.62
(0.83-2.65) (0.54-3.49) (0.84-5.0) (0.95-2.76)

rs2333227 MPO
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Alélico 0.0263/ 1.64 0.4292/1.33 0.5605 / 0.81 0.0403/1.51
(1.07-2.51) (0.73-2.45) (0.46-1.42) (1.03-2.21)

Dominante 0.0295 /1.81 0.5966 / 0.87 0.4508 / 1.39 0.0364 / 1.68
(1.09-3.02) (0.36-1.58) (0.69-2.79) (1.05-2.68)

Overdominant 0.0464 / 1.61 0.8994/0.88 0.4285/0.70 0.0424 /1.56
(0.95-2.72) (0.41-1.88) (0.34-1.44) (0.97-2.51)

GG vs GA 0.0272 /1.74 0.7871/1.20 0.4222/0.69 0.0273/1.65
(1.02-2.95) (0.55-2.59) (0.33-1.44) (1.01-2.68)

GG vs GA vs AA 0.0305 0.5797 0.6146 0.0422

Fonte: O Autor

Dados apresentados em valor de p / Odds Ratio (Intervalo de confian¢a 95%) os valores considerados
significativos encontram-se destacados, e valores considerados proximos a significancia estédo
sublinhados. Para a analise de contingenciamento foi utilizado o teste de Qui-Quadrado com correcao
de Yattes, assim como, o teste Exato de Fisher quando necessario. (*) Teste unicaudal.

Para a variacdo presente na regido promotora -221 do gene MBL2 foram
encontrados os valores significativos comparando o modelo YY vs YX, na combinacao
de estagios de fibrose leve vs avancada, revelando a Unica associacdo onde o fator
de exposicdo positivo (apresentar a variacao genética) foi considerado fator protetivo
com p=0.0354 OR=0.54 95% IC 0.32-0.93. Ao passo que quando realizada a
combinacéo de Fibrose avancada vs CHC foi encontrado o fator de risco considerado
mais elevado, comparado com todos os demais deste estudo com p=0.0489 OR=9.11

95% IC 0.90-1.48, em modelo comparativo para os dois genotipos homozigaoticos.

Em relagéo a variante rs1800629 no gene TNFa foram encontrados resultados
relevantes apenas quando feita a combinacéo do estado mais leve de fibrose contra
0s grupos de fibrose avancada somado ao grupo CHC, revelando p=0.0399 OR=1.58
95% IC 0.97-2.57 para o modelo alélico e p=0.0498 OR=1.62 95% IC 0.95-2.76 para

0 modelo dominante.

No gene MPO foi avaliada a variac&o rs2333227, e para a combinacéo Leve vs
Avancada foram encontrados valores significativos para os modelos Alélico,
Dominante, Overdominant, GG vs GA e GG vs GA vs AA com os valores de p=0.0263
OR=1.64 95% IC 1.07-2.51, p=0.0295 OR=1.81 95% IC 1.09-3.02, p=0.0464 OR=1.61
95% 1C0.95-2.72, p=0.0272 OR=1.74 95% IC 1.02-2.95 e p=0.0305. Estes mesmos
modelos foram significativos para a combinacao de fibrose leve e em contrapartida os
pacientes com estado mais grave da doenca hepatica, com os valores p=0.0403
OR=1.5195% IC 1.03-2.21, p=0.0364 OR=1.68 95% IC 1.05-2.68, p=0.0424 OR=1.56
95% IC 0.97-2.51, p=0.0273 OR=1.65 95% IC 1.01-2.68 e p=0.0422. Nao foram
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encontrados valores estatisticamente relevantes nas demais combinacdes, tampouco,
para as variacdes rs1800896, rs1800871 e rs1800872 do gene IL-10, rs4880 do gene
SOD2 e rs12979860 do IFNL3.

6.2 Construcao da Rede Neural Artificial

A construcdo do modelo computacional se deu por meio de técnicas de
aprendizado de maquina, visando o reconhecimento de padrfes, no caso
combinacgdes de gendtipos que se apresentam de modo frequente e repetitivo em
grupo de doenca hepética crbnica e diferencial em grupo de individuos que nao
desenvolveram a forma mais grave da hepatopatia. Esta vertente do trabalho tem por
objetivos: (1) avaliar o desempenho de diferentes classificadores aplicados ao banco
de dados gerado a partir dos polimorfismos anteriormente avaliados frente ao
aparecimento do CHC. (2) E, por fim, propor uma abordagem de algoritmo genético

realizando selecéo de caracteristicas para melhorar a métrica AUROC dos modelos.
6.2.1 Conjunto de dados

Este conjunto possui 297 registros, cada registro tem caracteristicas genéticas
de um paciente e o diagnostico do grau de Fibrose correspondente (sendo
considerado o CHC como o estado de maior gravidade). As caracteristicas genéticas
correspondem a 10 SNPs, advindos da andlise anterior, de alguns genes associados
a resposta imune e com papel desicivo em doencas hepaticas. As distribuicbes das
classes no conjunto de dados e o significado de cada uma delas estdo presentes na
Tabela 06. Estes SNPs assumem valores sem ordem associada, e.g. AA, GG, GA, TT
etc., 0 que torna a base de dados 100% categorica. Como grande parte dos modelos
de aprendizagem de maquina foram construidos em funcéo de entradas continuas,
este trabalho esta inserido num cenario um tanto desafiador, oferecendo suporte a
natureza inovadora em que se encontra a ideia da geragdo de um classificador

baseado em inteligéncia artificial para reconhecimento de padrdes bioldgicos.
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Tabela 6. Especificacdo da proporcionalidade de classes presentes do conjunto de dados.

Classe Quantidade Proporcéo Nivel de Fibrose

(Estadiamento

Clinico)
FO 6 02.0% Sem fibrose
F1 58 19.5% Fibrose Leve
F2 80 26.9% Fibrose Intermediaria
F3 70 23.6% Fibrose Avancada
F4 41 13.8% Cirrose
CHC 42 14.1% Cancer Hepatico

Nota-se que a base de dados possui multiplas classes e poucas ocorréncias,
como é o caso de FO, CHC e F4 as quais possuem frequéncia menor que 50 cada.
Como o objetivo deste trabalho é discernir entre casos de cancer e ndo cancer, entao
alguns experimentos foram propostos tendo em vista utilizar apenas modelos de
classificacdo binéria, ao invés de alguma abordagem multiclasse. Segue-se o principio
de que qualquer entrada cuja classe seja CHC, € assumido o valor 1, caso contrario
0. Todavia, o conjunto de entradas apresenta-se bastante desbalanceado, com 42
ocorréncias positivas e 256 nao-positivas. Um total de 80 experimentos foram
executados. A grande maioria gerou resultados com acuracia menor que 50%, sendo
descartados deste trabalho. No fim, somente os experimentos com resultados mais
promissores serdo abordados aqui.

6.2.2 Melhores configuracdes

Em cada subgrupo, o modelo em questdo utiliza 85% das entradas como
conjunto de treino e 15% como conjunto de testes. A proporcdo entre ocorréncias
positivas e negativas se mantém a mesma para cada conjunto. A Tabela 7 traz os
resultados mais promissores e passiveis de serem explorados de forma mais
elaborada no futuro. Ao utilizar tais classificadores encontramos os melhores
resultados para os parametros analisados com a divisdo nos subgrupos CHC vs. F4
(realizado com classificador Random Forest) e CHC + F4 vs. FO + F1 (feito com o
classificador Support Vector Machine), ambos classificadores ja descritos para
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trabalhos com dados biol6gicos. Nota-se que de modo geral é possivel por meio dos
SNP’s avaliados separar formas graves e leves da hepatopatia, assim como,

individualizar cirrGticos e pacientes com cancer.

Os resultados obtidos nos experimentos anteriores foram utilizados como base
para a construcao do algoritmo genético proprio e personalizado para a nossa base
de dados. Tais experimentos apresentados aqui correspondem a analise dos
classificadores com a aplicacédo de selecéo de caracteristicas com a configuracédo do
conjunto de dados completa, isto € a configuracdo FO, F1, F2, F3, F4 vs CHC. Assim
como os resultados dos classificadores com a aplicagéo de sele¢céo de caracteristicas
com a configuragdo do conjunto de dados FO, F1, F2, F3 vs CHC e com os
classificadores com a aplicacédo de selecéo de caracteristicas com a configuracao do
conjunto de dados F4 X CHC.

Tabela 7 - Melhores configuracfes encontradas, demonstrando os parametros de Acuracia, F1,
Precisdo, Recall e AUC/ROC.

Experimento Acurécia F1 Preciséo Recall AUC\ROC
CHCvs F4 0.77 0.77 0.83 0.71 0.77
CHC e F3vs F2 0.56 0.65 0.56 0.77 0.55
CHC e F4 vs F3 0.65 0.69 0.64 0.75 0.65
CHC e F4vs FO 0.74 0.79 0.73 0.85 0.72
eFl

CHC vs FO, F1, 0.64 0.38 0.25 0.83 0.72
F2, F3, F4

Cada par classificador/subconjunto de caracteristicas é avaliado a partir de 2
diferentes métricas: Acuracia e a AUC\ROC. A matriz confuséo (Figura 14) também é

apresentada e fornece um quadro geral do desempenho do modelo.
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Figura 14 - Diagrama da matriz de confuséo

Matriz de
Confusdo
Classe

Prevista
1

Classe
Real

Fonte: Janior, et al., 2019
Diagrama da matriz de confuséo. llustracéo explicativa sobre o conceito interpretativo e construcdo da
matriz de confusdo. A classe 0 corresponde aos individuos sem CHC e a classe 1 corresponde aos
individuos com CHC.

6.2.3 Configuracao do conjunto de dados completo para classificagdo dos
modelos

Para classificacdo e avaliacdo dos modelos foram testadas 3 estratégias de
andlise: (1) aplicagcdo dos classificadores com o conjunto de dados sem aplicagédo
de selecdo de caracteristicas, (2) classificadores com a aplicacdo de selecédo de
caracteristicas e ainda (3) a execucado do algoritmo de selecdo de caracteristicas
aplicado ao classificador One Class SVM com Leave One Out.

A Tabela 08 apresenta os resultados da execucdo dos modelos com o
conjunto de dados completos. Nota-se que na estratégia onde néo foi feita a selecdo
de caracteristicas e foi possivel perceber que o modelo de Gradient Boosting
apresentou os melhores resultados tanto para acuracia quanto para AUC\ROC. Ao
passo que quando aplicada a execucdo dos modelos com a utilizacao de algoritmo
genético para selecao de caracteristicas, com foco na melhora da métrica AUC\ROC,
pode-se perceber que o modelo de SVM apresentou melhor indice para acuracia, no
entanto o0 modelo em MLP foi melhor para AUC\ROC.

Quanto a execucado do modelo One Class SVM em uma configuracdo de
conjunto treinamento/teste diferente dos demais experimentos, a Leave One Out,

equivalente ao KFold com k igual a 297. O treinamento do modelo One Class SVM
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é feito somente com a classe de individuos com CHC, que € um subconjunto com
42 individuos e o teste é feito por individuos das duas classes, onde foram

encontradas as melhores métricas.

Tabela 8 - Resultados dos classificadores com o conjunto de dados sem aplicacao de selecéo de

caracteristicas.

Modelo Acuracia AUC\ROC Matriz de Confuséo
Classificacdo sem selecdo de caracteristicas

SVM 0.677 (0.061) 0,499 (0,057) (192, 33)
(63, 9)

Random Forest 0,610 (0,039) 0,478 (0,036) (168, 29)
(87, 13)

MLP 0,704 (0,007) 0,501 (0,038) (201, 34)
(54, 8)

Gradient Boosting 0,744 (0,040) 0,504 (0,070) (215, 36)
(40, 6)

Classificacdo com selecdo de caracteristicas

SVM 0,667 (0,045) 0,605 (0,058) (177, 21)
(78, 21)

Random Forest 0,627 (0,114) 0,612 (0,135) (165, 21)
(90, 21)

MLP 0,643 (0,036) 0,615 (0,085) (169, 20)
(86, 22)

Gradient Boosting 0,647 (0,059) 0,609 (0,062) (169, 19)
(86, 23)

One Class Classification com selecdo de caracteristicas
One Class SVM 0,754 0,688 (199, 17)
Leave One Out (56, 25)

6.2.4 Conjunto de dados FO,F1,F2,F3 X CHC

Neste experimento, foi removida a classe F4 do conjunto de dados,
objetivando analisar fenétipos mais extremos. A Tabela 09 apresenta os resultados
da execucao dos modelos com a utilizacdo de algoritmo genético para selecao de

caracteristicas, com foco na melhora da métrica AUC\ROC.
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Tabela 9 - Resultados dos classificadores com a aplicacao de algoritmo genético para selecéo de
caracteristicas no conjunto (FO,F1,F2,F3 X CHC).

Modelo Acuracia AUC\ROC Matriz de Confuséo
SVM 0,629 (0,045) 0,577 (0,057) (139, 20)
(75, 22)
Random 0,660 (0,054) 0,587 (0,036) (148, 21)
Forest (66, 21)
MLP 0,609 (0,056) 0,634 (0,092) (130, 16)
(84, 26)
Gradient 0,617 (0,046) 0,592 (0,047) (134, 18)
Boosting (80, 24)

6.2.5 Conjunto de dados F4 X CHC

Neste experimento, foi mantida a classe F4 e removidas as classes FO, F1,

F2 e F3 do conjunto de dados, visando tentar melhorar os indices encontrados

anteriormente. A Tabela 10 apresenta os resultados da execucéo dos modelos com

a utilizacdo de algoritmo genético para selecao de caracteristicas, com foco na

melhora da métrica AUC\ROC. Onde os melhores resultados foram vistos com o

modelo do tipo multilayer perceptron (MLP).

Tabela 10 - Resultados dos classificadores com a aplicagédo de algoritmo genético para sele¢do de

caracteristicas no conjunto (F4 X CHC).

Modelo Acurécia AUC\ROC Matriz de Confusao
SVM 0,638 (0,055) 0,657 (0,068) (28, 17)
(13, 25)
Random 0,615 (0,054) 0,615 (0,062) (31, 22)
Forest

(10, 20)
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MLP 0,676 (0,106)
Gradient 0,615 (0,078)
Boosting

0,693 (0,100)

0,664 (0,083)

(31, 17)
(10, 25)

(28, 19)
(13, 23)

6.2.6 Melhores modelos em relagcdo a métrica de AUC\ROC

83

O classificador MLP obteve os melhores resultados na configuracdo de

treinamento 5Fold. No entanto, o melhor resultado geral foi o One Class SVM Leave

One Out, alcancando métrica AUC\ROC igual a 0.688, dados evidenciados na
tabela 11.

Uma hipétese inicial foi a de que individuos da classe F4, pacientes com

diagnéstico de cirrose, possuissem maior proximidade aos individuos com CHC, o

que tornaria a separacao entre F4 e CHC mais dificil. No entanto, observando os

resultados foi verificada uma piora na maioria dos resultados com a remoc¢éo da

classe F4 e os resultados da classificagcdo somente entre F4 e CHC obtiveram

métricas mais altas.

Tabela 11 - Resultados dos melhores classificadores para cada uma das configuracdes com a

aplicagdo de algoritmo genético para selegéo de caracteristicas.

Modelo Configuraca Configuracdo Acuracia AUC\ROC Matriz de
0 do dataset treinamento / Confuséo
teste
MLP FO,F1,F2,F3,F 5Fold 0,643 0,615 (169,20)
4 X CHC (0,036) (0,085)
(86, 22)
One FO,F1,F2,F3,F Leave One 0,754 0,688 (199, 17)
Class 4 X CHC Out
SVM (56, 25)
MLP FO,F1,F2,F3 5Fold 0,609 0,634 (130, 16)
X CHC (0,056) (0,092)
(84, 26)
MLP F4 X CHC 5Fold 0,676 0,693 (31, 17)
(0,106) (0,100)
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(10, 25)

Na Tabela 12 apresentamos a porcentagem de presenca de cada
caracteristica em cada um dos conjuntos de divisdo dos dados. As caracteristicas
com maior presenga no conjunto de caracteristicas selecionadas variam de uma
configuracéo de divisédo de dados para outra. Para a configuragao FO,F1,F2,F3,F4
X CHC destacam-se 4 caracteristicas com pelo menos 50% de incidéncia, para a
configuracéo FO,F1,F2,F3 X CHC esse numero é de 3 e para a configuracdo F4 X
CHC esse numero € de 6. Apenas 3 caracteristicas aparecem em todas as
configuracgodes, séo elas: IL-10-1082, TNF-308 e SOD?2.

Tabela 12 - Porcentagens de incidéncia das caracteristicas em cada conjunto de divisdo dos dados

nos diferentes classificadores.

Caracteristicas Configuracéo: FO, F1, Configuracgéo: FO, Configuracéo:
F2, F3, F4 X CHC F1,F2, F3 X CHC F4 X CHC
PTX3 rs1840680 00,00% 12,50% 75,00%
PTX3 rs2305619 00,00% 12,50% 00,00%
MBL -221 20,00% 00,00% 75,00%
IL-10 -1082 60,00% 12,50% 25,00%
IL-10 -819 80,00% 00,00% 50,00%
IL-10 -590 20,00% 00,00% 50,00%
TNF-308 60,00% 75,00% 25,00%
SOD2 20,00% 75,00% 75,00%
MPO C-463T 00,00% 12,50% 50,00%

IL-28b rs12979860 80,00% 75,00% 00,00%
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6.3 RNA-Seq e validacédo dos dados

Nesta secdo apresentamos os dados referentes a Ultima etapa de
experimentos, a mesma, foi dividida em duas fases: (1) Fase de descoberta, onde
foi realizada a andlise de expresséo diferencial de microRNAs por RNA-Seq e (2)
fase de validacéo, onde os resultados da fase de descoberta foram verificados por
RT-gPCR.

6.3.1 Caracterizagdo da amostra

Em relacéo a coorte de descoberta, homens com idade média de 60,88 + 5,02
anos, formaram a maior parte do nosso grupo amostral (75%). Todos apresentam
resultados negativos para Esquistossomose Hepatoesplénica e apenas 25% relatam
baixo consumo de alcool (< 40g/dia). Seis pacientes (75%) tém Diabetes Mellitus.
Observa-se que o0s parametros bioquimicos glicose, bilirrubina total, albumina, gama-
glutamil transferase, creatinina, tamanho do tumor, indice de massa corporal,
seguiram a distribuicdo normal e apresentaram média de 181,9 + 104,0, 2,77 + 0,92,
3,57 + 3,03, 109,0 £ 51,18, 0,77 + 0,17, 2,26 + 0,24 e 23,27 + 3,05, respectivamente.
Por outro lado, as variaveis Aspartato-Aminotransferase (AST), Alanina-
Aminotransferase (ALT), contagem de plaquetas, Alfa-fetoproteina estavam fora da
distribuicdo Gaussiana com mediana de 100,5 (59 - 2130), 66 (33 - 726), 121.000
(71.000 - 193.000) e 4,28 (1,30 - 1.590,0). Enquanto metade deles apresentava lesdes
uninodulares, porém, todos foram submetidos a tratamento cirdrgico por
guimioembolizacdo transarterial (TACE) e apenas uma amostra (12,5%) foi
classificada como Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) tipo A. Apresentamos todos
os dados referentes clinicos e caracterizacdo bioquimica de amostras utilizadas na

fase de descoberta na Tabela 13.

Ja no que se refere a coorte de validacdo, a mesma, foi composta por 40
amostras (20 CHC e 20 tecidos adjacentes pareados) e 10 tecidos hepaticos
saudaveis. Homens com idade média de 61,75 + 7,82 anos formaram a maioria de
nossa amostra (70%). A principal etiologia encontrada foi a infecgéo pelo VHC (55%),
seguida por NASH (Esteatohepatite Nao Alcodlica) com 20% das amostras. A infeccéo
pelo VHB e a esquistossomose hepatoesplénica foram encontradas em 10%, além do
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CHC para alto consumo de alcool (5%). O grupo controle foi equacionado por sexo
para ambas fase de descoberta e validacdo, os tecidos saudaveis foram obtidos por
meio de implantes hepaticos utilizados em transplantes, cujos pacientes sofreram
morte encefalica por Acidente Vascular Encefalico Hemorragico (AVEH) ou
Traumatismo Craniano Encefalico (TCE) todos os constituintes desde grupo foram
negativos para os testes Anti-VHC, Anti-HBs, Anti-HBc, Anti-HBS-Ag, Anti-HIV, Anti-
HTLV I/ll, Toxoplasmose, Citomegalovirus, VDRL e Chagas.

Tabela 13 - Caracteristicas clinicas e bioquimicas relacionadas as amostras utilizadas na fase de

descoberta (experimento RNA-Seq).

Caso (8) Controle (8) p(Value)

Género Masculino 6 (75%) 5 (62,5%) >0,9999
Idade 60.8 + 5.02 45.11 + 15.73 0,0073
Consumo de Alcool 8 (100%) 7 (87.5%) >0,9999
negativo 1 (12.5%)
EHE (+) 2 (25%) (-) 8 (100%) 0,0070

() 6 (75%)
DM () 2 (25%) (+) 2 (25%) 0,1319

(+) 6 (75%) (-) 6 (75%)
HAS (-) 4 (50%) - -

(+) 4 (50%)
Glicose 140.50 (79 — 331) - -
Albumina 3.80(2.3-4.2) - -
Bilirrubina Total 1.97 (0.57 - 5.24) - -
Fosfatase Alcalina 90.00 (64 — 180) - -
GGT 109.00 (46 — 208) 37 (14 - 116) 0,0258
INR 1.55+0.54 - -
Creatinina 0.77 (0.6 — 1.02) - -
AST 100.5 (59 — 2122.00) 49 (27 - 217) 0.0354
ALT 66 (33 — 726) 50 (22 - 100) 0.1036
Contagem de 121.108(71.106 - - -
Plaquetas 159.109)
AFP 4.28 (1.3 —1590) - -
BCLC A-7(87,5%) - -

B -1 (12,5%)

Numero de Nodulos 2.12+1.72 - -
Tamanho médio do 2.26+0.24 - -
Tumor
IMC 23.26+3.04 - -

Tipo de Tratamento

TACE - 8 (100%)

Fonte: O Autor

Valores expressos como Média + Desvio Padrdo, Mediana (alteragBes) ou numero absoluto (%)
Abreviacdes: Bt - Bilirrubina total; AST aspartato aminotransferase; ALT - Alanina aminotransferase;
gama de yGT - glutamil transpeptidase; FA - fosfatase alcalina; AFP: alfa-fetoproteina; IMC: indice de
Massa Corporal. BCLC - Barcelona Clinic Liver Cancer, TACE - quimioembolizacéo transarterial. Testes
utilizados: Mann-Whitney, Teste T-Student e Qui-Quadrado
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6.3.2 Analise diferencial de miRNAs em CHC, tecido adjacente e controles

Depois de carregar os dados, verificamos o dataset criado, 0 mesmo contém
valores de contagem brutos que representam o nimero de reads mapeadas para 0s
alvos. Para este projeto, existem 2883 features na tabela de dados de contagem, para
melhor analise normalizamos os dados visando corrigir vieses técnicos sistematicos
nos dados, a fim de tornar as contagens de reads comparaveis entre as amostras
(Figura 15). Nota-se que a principal variabilidade no experimento é advinda de
diferencas biolégicas entre as amostras. A analise de agrupamento mostra que 0s
tecidos saudaveis usados como grupo de controle sdo semelhantes entre si,
evidenciado pela técnica de VST (Variance Stabilizing Transformayion) (Figura 16),
outra forma de visualizar a variabilidade do experimento foi realizado uma PCA

(Principal Component Analysis), conforme mostrado na figura 17.

Figura 15 - Boxplots de contagens de leitura bruta (esquerda) e normalizada (direita).
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Fonte: O autor:
Os boxplots sdo frequentemente usados como uma medida qualitativa da qualidade do processo de
normalizacdo, pois mostram como as distribuicbes séo afetadas globalmente durante esse processo.
Percebe-se que a normalizacéo estabiliza as distribuicbes entre as amostras. Na imagem séo exibidos
os graficos referentes aos dados brutos (a esquerda) e normalizados (a direita), respectivamente. Os
dados sao exibidos de acordo com o material bioldgico: Tecido normal (D), tecido adjacente (AT) ou
carcinoma hepatocelular (CHC) e o niumero correspondente da amostra.
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Figura 16 - Distribuicdo das amostras baseada nos dados normalizados.
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Fonte: O autor
A Figura 16 mostra o dendrograma obtido a partir de dados transformados com VST (Variance
Stabilizing Transformation). Uma distancia euclidiana é calculada entre as amostras, e o dendrograma
€ construido com base no critério de Ward. Pode-se perceber um agrupamento das réplicas e uma
separacao das condi¢des biolégicas. Os dados séo exibidos de acordo com o material biol6gico: Tecido
normal (D), tecido adjacente (AT) ou carcinoma hepatocelular (CHC) e o nimero correspondente da
amostra.

Figura 17 - Analise de variacdo dos dados realizada via PCA (Principal Component Analysis).
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Fonte: O autor

Nesta figura, percebe-se que o primeiro componente principal (PC1) separa as amostras das diferentes
condicdes bioldgicas, o que significa que a variabilidade biolégica corresponde a principal fonte de
variancia dos dados.

Depois de normalizar os dados, encontramos 29 miRNAs expressos de forma
diferencial. Entre esses 17 miRNAs sdo expressos diferenciais quando analisamos
tecido CHC versus tecido hepético saudavel, enquanto 27 miRNAs sao diferenciais
entre tecido adjacente e tecido hepatico saudavel e 15 miRNAs sédo diferencialmente

expressos em ambas as analises (Tabela 14 e Figura 18).

Figura 18 - MA-plot (s) e Volcano plot (s) em cada tipo de estratégia de analise.
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Fonte: O autor
(A) A ilustragdo representa o MA-Plot para as comparag0es feitas, onde as caracteristicas expressas
diferencialmente sao destacadas em vermelho. Um MA-Plot representa a razao logaritmica da
expressao diferencial como uma funcao da intensidade média para cada caracteristica. Os triangulos
correspondem a caracteristicas com um log2(FC) muito baixo/alto para serem exibidos no gréfico. (B)
Esta figura mostra os Volcano-Plot para as comparagfes realizadas e as caracteristicas expressas
diferencialmente ainda estdo destacadas em vermelho. O Volcano-Plot representa o log do valor P
ajustado como uma funcéo da razao log da expressao diferencial. Os dados sao exibidos de acordo
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com o material biolégico: Tecido normal (D), tecido adjacente (AT) ou carcinoma hepatocelular (CHC)
e 0 numero correspondente da amostra.

Entre os 17 analisados para CHC, observamos 7 regulados positivamente e 10
regulados negativamente. Em relagdo aos 27 miRNAs diferencialmente expressos no
tecido adjacente, 13 foram regulados positivamente e 14 regulados negativamente em
comparacao com tecidos saudaveis. Um diagrama de Venn representa os miRNA
diferencialmente expressos (Figura 19 e Figura 20). Depois de remover as contagens
de leitura abaixo de 10, encontramos os 10 principais microRNA usados para validar
a expressao (hsa-miR-1291, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-26a, hsa-miR-125a-5p, hsa-let-
7a-5p, hsa-miR-193b, hsa-miR-26b, hsa-miR-27b, hsa-let-7c, hsa-miR-148b). O
heatmap evidenciou uma diferenciacdo entre as amostras de tumor hepatico e os

controles que formaram 2 grupos distintos (Figura 21).

Tabela 14 - MicroRNAs diferencialmente expressos em ambos os tecidos, apenas no CHC e apenas
no tecido do tumor adjacente.

mMiRNA CHC vs Tecido Saudavel Tecido Adjacente vs Tecido
Saudavel

FC Log2FC p-value adj FC Log2FC p-value adj
Ambos
hsa-miR-1291 0.001 -9,831 9,26E-29 0.001 -10.315 4,33E-31
hsa-miR-4449 0.006 -7,338 1,13E-03 0.002 -8,668 2,04E-07
hsa-miR-3609 0.01 -6,671 2,57E-02 0.009 -6,735 9,68E-01
hsa-miR-3651 0.003 -8,201 3,26E+01 0.002 -8,853 9,68E-01
hsa-miR-4521 0.003 -8,273 2,17E+04 0.002 -9,14 2,42E+03
hsa-miR-6516-5p  0.006 -7,269 1,81E+03 0.007 -7,184 2,42E+03
hsa-miR-1248 0.018 -5,83 0.00010 0.009 -6,774 6,44E+05
hsa-miR-21-3p 0.14 -2,836 0.00016 0.085 -3,549 1,35E+07
hsa-miR-10395- 0.063 -3,983 0.00807 0.018 -5,812 1,28E+08
3p
hsa-miR-26a 2.345 1,23 0.00563 2.804 1,487 5,84E+09
hsa-let-7b-5p 6.531 2,707 0.01958 12.181 3,607 6,68E+09
hsa-miR-125a-5p  3.656 1,87 0.03080 5.592 2,483 0.00016
hsa-miR-150 8.365 3,064 0.02119 11.672 3,545 0.00095
hsa-miR-26b 3.191 1,674 0.01207 3.024 1,597 0.00812

hsa-miR-27b 0.41 -1,288 0.00563 0.452 -1,145 0.00812
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Apenas no CHC

hsa-miR-224 14.608 3,869 0.00563 3.131 1.647 0.358021
hsa-miR-221 9.923 3,311 0.00789 4.498 2.169 0.101457
Apenas no

Tecido

Adjacente

hsa-let-7a-5p 2.187 1.129 0.397408 4.01 2,004 0.001934
hsa-miR-451a 5.806 2.537 0.397408 17612 4,138 0.001934
hsa-miR-193b 0.486 -1.04 0.397408 0.174 -2,527 0.003077
hsa-miR-23a 2.487 1.314 0.144871 3.18 1,669 0.003588
hsa-let-7d-5p 3.389 1.761 0.371152 5.324 2,412 0.009443
hsa-miR-130b-3b  0.591 -0.759 0.642592 0.097 -3,363 0.011136
hsa-let-7a-5p 3.189 1.673 0.397408 5.234 2,388 0.021231
hsa-miR-30e-3p 2.194 1.133 0.397408 3.536 1,822 0.021231
hsa-let-7c 1.082 0.85 0.425871 4.028 2,01 0.030325
hsa-miR-1843 0.239 -2.067 0.397408 0.122 -3,034 0.034515
hsa-miR-99b-5p 2.088 1.062 0.397408 3.383 1,758 0.043750
hsa-miR-148b 0.579 -0.787 0.066016 0.425 -1.235 0.048725

Fonte: O autor
FC (Fold Change); Log2FC (Log2 Fold Change); p-value adj (p-value adjusted with False Discovery
Rate Test)

A figura 22 detalha a contagem absoluta de reads para cada microRNA em
cada grupo, comparando o numero medio de leituras, na maioria das andlises feitas
entre pares de grupos: tecido hepético saudavel vs CHC e tecido hepético saudavel
vs tecido adjacente. No entanto, ndo observamos a mesma diferenca na comparacao
entre o tecido tumoral e o tecido adjacente, novamente indicando a semelhanca
biologica entre o centro e a adjacéncia do tumor. Da mesma forma, foi observada
significancia quando os trés grupos foram comparados, mostrando que ha diferenca

entre as contagens da sequéncia absoluta.
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Figura 19 - Diagrama de Venn para microRNAs expressos diferencialmente.
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Fonte: O autor
Observamos que dos 29 miRNAs expressos diferencialmente, apenas 2 apresentaram expressao
diferencial apenas no carcinoma hepatocelular (CHC), enquanto 12 sdo exclusivos do tecido
adjacente (AT) e 15 em ambas as condi¢des. A imagem foi construida usando o pacote VennDiagram
em linguagem R.
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Figura 20 - Gréfico evidenciando os miRNAs diferencialmente expressos considerando todas as
combinacdes de analises.
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Fonte: O autor
Imagem representativa dos miRNAs expressos de modo diferencial entre o CHC vs. Tecido Normal e
Tecido Adjacente vs Tecido Normal. Evidenciando 14 microRNAs regulados negativamente e 15
regulados positivamente.
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Figura 21 - Mapa de calor evidenciando o miRNA expresso diferencial Top10.
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Fonte: O autor
As amostras biol6gicas foram agrupadas de acordo com o padrédo de expresséo dos 10 miRNA's mais
diferencialmente expressos apds exclusdo dos miRNA com contagem de reads menor que 10. O
agrupamento foi feito por distribuicdo euclidiana usando StarTools. Os dados séo exibidos de acordo
com o material bioloégico: Tecido normal (D), tecido adjacente (AT) ou carcinoma hepatocelular (CHC)
€ 0 numero correspondente da amostra.
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Figura 22 - Contagem de reads no tecido do figado por RNA-Seq.
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Normalized counts (log10)

Normalized counts (log10)

hsa-let-7a-5p

0.0065

Normal

hsa-miR-1291

0.0008

Normal

AT

Normalized counts (log10)

Normalized counts (log10)

hsa-miR-193b

0.0157

Normal AT

hsa-miR-21-3p

0.0009

95

Normal

AT

Na imagem evidenciamos a contagem normalizada absoluta de reads para tecido normal, tecido adjacente (AT) e carcinoma hepatocelular (CHC) visando
representar o padrédo de expressdo de cada miRNA. A diferenca entre os grupos foi calculada usando o teste de Kruskal-Wallis para 3 grupos e o teste de

Mann-Whitney para 2 grupos.
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6.4 Validagc&o dos miRNAs candidatos por RT-qPCR

Usamos o Topl0 dos microRNAs mais diferencialmente expressos, em ambas
as condi¢des (CHC vs tecido saudavel e Tecido Adjacente vs Tecido saudavel) em
RT-gPCR. Pode-se perceber no heatmap que existem 3 subgrupos principais que
compdem a amostra (Figura 23). Curiosamente, verificou-se que nao existe um
agrupamento completo de acordo com o0s grupos biolégicos estudados, porém
existem preponderancias que permitem perceber a formacgéo de pequenos grupos de
amostras de CHC, tecidos adjacentes e tecidos saudaveis. A Figura 24 representa o
nivel de expresséo relativa para o microRNA alvo estudado e os valores da taxa de
variacdo sdo mostrados na tabela 15, notamos uma concordancia entre o nivel de
expressao para a maioria dos alvos estudados em ambas as técnicas, porém alguns
MiRNAs, como hsa-miR-1291 e hsa-miR-27b n&o mostraram diferenca
estatisticamente significativa. Todas as outras analises mostraram resultados

significativos.

Diante disso, investimos em 5 microRNAs que foram validados via RT-qPCR:
miR-26a, MiR-26b, miR-125a-5p, miR-let-7a-5p e miR-let-7c. Em nosso estudo foi
possivel encontrar também correlacdo entre tais microRNAs e as variaveis
bioquimicas de relevancia clinica Tempo de Protrombina (TP) e Aspartato amino-
transferase (AST), dados evidenciados na tabela 16, para as demais variaveis nao foi

encontrado resultado significativo.

Para verificar a intersecao entre as fases de descoberta e a fase da validacéo
decidimos analisar a existéncia de correlacdo entre os valores de Ct (Cycling
Threshold) obtidos na Rt-gPCR e a contagem bruta de reads obtidas no RNA-Seq,
tais parametros foram analisados por demostrar os resultados mais brutos para ambas
as técnicas. Foram colocados na analise os dados referentes ao CHC, tecido
adjacente e tecido saudavel dos mesmos pacientes submetidos a ambas as analises.
Foi encontrada significancia estatistica para os miRNAs validados miR-26a/b, miR-let-
7alc e miR-125a-5p (Figura 25). Os demais microRNAs foram testados, porém sem

significancia estatistica.
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Figura 23 - Heatmap evidenciando o0 miRNA expresso diferencial Top10 por RT-gPCR.
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Fonte: O autor
A analise de agrupamento de miRNAs regulados negativamente (verde) e regulados positivamente (vermelho) identificados em tecido de carcinoma
hepatocelular, tecido hepatico adjacente e tecido hepatico saudavel. Os dados sdo exibidos de acordo com o material biolégico: Tecido normal (D), tecido
adjacente (AT) ou carcinoma hepatocelular (CHC) e o nUmero correspondente da amostra.
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Figura 24 - Expressao relativa de microRNAs validados por RT-gPCR.
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Fonte: O autor
Validac&o de dados utilizando usando a reacdo em cadeia da polimerase de transcricdo reversa quantitativa (RT-PCR) com detec¢éo via sistema Tagman para
os principais miRNAs diferencialmente expressos na Fase de descoberta via RNA-Seq, desta forma, podemos ver perfis de miRNA diferenciados entre o
carcinoma hepatocelular de tecidos tumorais adjacentes e tecido hepatico saudavel. A diferenca entre os grupos foi calculada usando o teste de Kruskal-Wallis

para 3 grupos e o teste de Mann-Whitney para 2 grupos.
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Tabela 15 - MicroRNAs diferencialmente expressos em cada material biolégico, comparando a taxa de variacdo para cada técnica.

99

CHC vs Controles

Tecido Adjacente vs Tecido Saudavel

FC (qPCR) p value adj FC (RNA-Seq) p value adj FC (qPCR) p value adj FC (RNA-Seq) p value adj
hsa-miR-21-3p 42.82 0.0043 0.14 0.00016 27.52 0.0209 0.085 1,35E+07
hsa-miR-1291 7.043 0.0447 0.001 9,26E-29 6.268 0.3171 0.001 4,33E-31
hsa-miR-let-7c 757.6 0.0080 1.082 0.425871 646.0 0.0480 4.028 0.030325
hsa-miR-26a 78.0 0.0117 2.345 0.00563 73.0 0.0026 2.084 5,84E+09
hsa-miR-193b 1581.0 0.0094 0.486 0.397408 255.9 0.0159 0.174 0.003077
hsa-miR-26b 52.89 0.0187 3.191 0.0120 25.56 0.0338 0.452 0.00812
hsa-miR-27b 51.17 0.1155 0.410 0.00563 95.53 0.4722 0.452 0.00812
hsa-miR-125a-5p 8.823 0.5014 3.656 0.03080 3.997 0.0491 5.592 0.00016
hsa-miR-148b 84.00 0.0037 0.579 0.066016 161.7 0.0023 0.425 0.048725
hsa-miR-let-7a 96.17 0.0134 2.187 0.397408 59.2 0.0175 0.085 0.001934

Fonte: O autor

Comparativo entre os valores de Fold Change (FC) advindo das técnicas utilizadas na fase de descoberta e na fase de validagédo.
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Tabela 16 - Correlagdo entre os microRNAs validados e variaveis bioquimicas.

Tempo de protrombina

Aspartato amino-transferase

r2 p(value) r2 p(value)
hsa-miR-26a 0.6768 <0.0001 0.3381 0.0144
hsa-miR-26b 0.6950 <0.0001 0.4507 0.0032
hsa-let-7a 0.5426 0.0007 0.2944 0.0244
hsa-let-7c 0.6674 <0.0001 0.4469 0.0034
hsa-miR-125a-5p 0.5967 0.0003 0.3941 0.0074

Fonte: O autor

Figura 25 - Correlacéo entre o nimero de reads e o Cycling Treshold.
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Fonte: O autor

A imagem demonstra que existe uma forte correlacéo entre os dados obtidos no RNA-Seq, utilizado na
fase de descoberta, e os valores de Ct (Cycling Treshold) obtidos na RT-qPCR, durante a fase de
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validacéo. Pode-se perceber que de maneira geral existe uma correlagdo oposta entre as variaveis. Foi
utilizado a Correlacdo de Pearson.

6.5 Determinagdo funcional via anélise de enriquecimento

Essas andlises foram feitas a fim de descobrir quais rotas bioldgicas estédo
sendo influenciadas pela expressao diferencial dos microRNAs observados
anteriormente. Inicialmente, uma rede de interacdo miRNA-mRNA foi construida, por
predicdo computacional de complementaridade, entre as sequéncias dos microRNAs
e as regides 3 'e 5-UTR de RNA’s mensageiros, 7693 genes foram preditos regulados
pelos 5 miRNAs diferenciais, validados por RT-gPCR (Figura 26). As principais vias
bioldgicas influenciadas foram relacionadas ao evento do ciclo celular, bem como, as

vias regulatorias da divisao celular (Figura 27).

Figura 26 - Rede de interacdo mRNA-miRNA de miRNAs diferenciais validados por RT-gPCR.

Fonte: O autor
Os miRNAs (quadrados azuis), que foram expressos diferencialmente e os mRNAs preditos para
ocorréncia da interagéo, sao indicados com circulos laranja. A rede de interacdo € composta por mMRNA
7963 alvos. A rede foi construida utilizando a ferramenta miRNet (www.mirnet.ca), sob parametros
padrdo de predicéo, cutoff = 1,0 e grau de proximidade néo limitado.
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Figura 27 - Andlise de enriquecimento funcional de mRNAs previstos regulados pelos 5 miRNAs
validados em RT-gPCR.
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Fonte: O autor
Os eventos mais significativos no processo biolégico enriquecidos pela analise GO (A). As principais
rotas séo enriquecidas significativamente pela analise da rota KEGG (B). GO — Gene Onthology; KEGG
- Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. A linha tracejada vermelha indica o limite de
significancia.
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho, combinamos estudos de associacao de polimorfismos de
base Unica, desenvolvimento de algoritmos computacionais de classificacdo e de
MIRNA e interacdo de vias miRNA-mRNA, com o objetivo de melhorar nossa
compreensao acerca mecanismos moleculares envolvidos no processo de
hepatocarcinogénese e ainda possibilitar a descoberta de biomarcadores associados
a progressao da doenca hepatica e, consequentemente, o surgimento do carcinoma
hepatocelular.

Os nossos achados em relacdo a caracterizacdo clinica e laboratorial,
correspondem ao que vem sendo reportado na literatura. Estudos de Sousa et. al.,
(2016) e Karagoz et. al., (2016) mostram que os niveis mais elevados de
transaminases hepéticas sdo encontrados em pacientes mais cronicos, devido a um
maior estabelecimento da doenca o que ocasiona demasiadas lesdes nas células do
ambiente hepatico, resultando em perda de funcdo do 6rgdo e exacerbacdo do
processo fibrético de reparo tecidual fisioldgico.

Em relacdo a contagem da taxa plaguetaria nossa pesquisa corrobora com o
estudo de Karagoz et. al., (2016), o qual também observou reducéo deste componente
hematoldgico em pacientes com cirrose e cancer de figado. No entanto, no estudo de
Girleanu, et. al., (2016), apesar de também relatarem trombocitopenia em pacientes
crdnicos, constatam que o volume plaquetario médio (VPM) encontra-se aumentado
em pacientes com fibrose hepatica avancada, afirmando que em estagios elevados
de fibrose a diminuicdo da taxa de trombdcitos € um evento multifatorial atribuido ao
sequestro de plaquetas pelo baco, destruicdo plaquetéria, supressédo da medula 6ssea
e diminuicdo de trombopoetina, que regula a maturacdo dos megacariocitos, por
conseguinte, a producéo plaquetaria.

Deste modo, foi possivel conceber uma diferenciacdo do quadro imunol6gico
presente nos pacientes quando, os mesmos, apresentam fibrose leve/moderada,
fibrose intensa e CHC. No caso, dos pacientes em estagio grave, sabe-se que estes
apresentam um infiltrado linfocitario, células de Kupffer ativadas, células estreladas
hepéticas ativadas e deposi¢éo de proteinas de matriz extracelular (PELLICORO et.
al. 2014). Neste contexto, tal estado diferencial pode ser resultante de pontos de
variacdo geneética, que de algum modo podem estar associados ao agravamento da

doenca hepatica.
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Como o gendtipo A/A PTX3 (tanto para o rs1840680 quanto para o rs2305619)
conduz o CHC a sua ocorréncia ndo é clara. Encontramos uma frequéncia maior
desse gendtipo no grupo CHC, assim como, valores de associacao de risco para o
modelo recessivo. Alguns estudos mostraram associacédo deste gendtipo com niveis
plasméticos mais elevados em pacientes com CHC (CARMO, RF. 2016) e a literatura
sugere que a proteina pentraxina 3, codificada pelo gene PTX3 tem um importante
papel como mediador inflamatério envolvendo a ocorréncia de tumores (GIRLEANU
et. al., 2016; CHOI, LEE & PARK, 2015). Portanto, pacientes infectados pelo VHC com
gendtipo A/A podem ativar mediadores mais pro-inflamatérios do que aqueles com
G/A ou Gendtipos G/G e, consequentemente, aumentar o risco de desenvolver CHC.

Assim como para a pentraxina 3, a lectina ligadora de manose (MBL) € uma
proteina de reconhecimento do sistema imune inato, atuando como receptor de
reconhecimento de padrdes, 0s quais estdo associados aos patdgenos. O
polimorfismo -221 na regido promotora do gene MBL2 estd associado aos niveis
plasmaticos da proteina, onde o gendtipo X/X esta associado a um quantitativo menor
de proteina circulante. Estudos anteriores encontraram também associagao entre esta
variacdo genética e o risco do agravamento da Hepatite C, por conta disso,
acreditamos que a MBL emite um papel importante no estabelecimento da doenca
hepatica, com um quantitativo menor da proteina resulta em uma menor ativagédo do
sistema complemento, e por conseguinte, favorecendo a replicacdo viral e o
estabelecimento da doenca (HALLA et. al, 2010; STALLONE et al, 2014)

Sabe-se que o0 CHC compde um grupo de tumores sélidos que necessitam que
um microambiente inflamatdrio ideal para o seu aparecimento, deste modo moléculas
que propiciem inflamacdo em modo exacerbado podem contribuir para o seu
surgimento, como é o caso do fator de necrose tumoral-a (TNF-a), que induz
inflamacéo crénica e perfil de atuacéo de linfécitos T CD4+ de perfil Thl, conduzindo
assim eventos inflamatorios com tendéncia a cronicidade EURICH et. al, 2011.
Aroucha, et al, 2016 e Tharwat et al. 2018 também encontraram associacao entre o
mesmo ponto de variagdo genética e a progresséao da fibrose hepética e, ainda, com
o surgimento do carcinoma hepatocelular em populacdo brasileira e egipcia,
respectivamente.

O sistema imune mune-se de diversos fatores para combater uma infeccao

viral, além dos supracitados, é sabido que outro mecanismo eficaz para a eliminacéo
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de patégenos € a formacédo da condicéo bioldgica conhecida como stress oxidativo,
caracterizado por perturbactes equilibrio redox intracelular que podem provocar a
producdo de peroxidos e radicais livres que danificam todos os componentes
celulares, incluindo proteinas, lipidios e 0 DNA. Uma proteina muito importante nesta
condicdo chama-se mieloperoxidase (MPO), codificada por gene de mesmo nome.
Em nosso estudo encontramos uma associacao entre o genétipo G/G do rs2333227
com as formas avancadas da Hepatite C (incluindo o CHC), em modelo alélico e em
outras combinac¢des de modelos genotipicos.

Nahon et al., 2012 verificou a mesma variante genética e encontrou associacao
do genotipo G/G com niveis mais elevados de MPO circulante, portanto, propomos
que individuos G/G podem responder ao estimulo patogénico de modo exacerbado,
na condicdo do stress oxidativo, gerando assim o desequilibrio entre as espécies
reativas de oxigénio e sua remocdo por enzimas especificas gerando, assim, um
ambiente propicio para a ocorréncia de eventos de mutacdo a nivel de DNA,
possibilitando o aparecimento do CHC.

Estudos que buscam a associagao de varia¢cdes pontuais sdo bastante aceitos
e bem quistos pela comunidade cientifica, e bastante realizados quando visamos
buscar um fator causal para um desfecho especifico, assim deste modo possibilitando
incriminar tal variagdo como biomarcador, no entanto, do ponto de vista bioldgico
sabe-se que todas as moléculas estéo sujeitas a uma ampla gama de interacdes, onde
uma condicao biolégica passa a ser o resultado de tais interacdes. Buscando ampliar
nossa analise, construimos um classificador, utilizando aprendizado de maquina,
baseado exclusivamente em dados genéticos, no caso os 10 SNPs supracitados.

Técnicas de classificacao ja foram aplicadas ao problema de prever se um
individuo possui uma doenca. Austin et al., 2013 aplicou Support Vector Machine
(SVM), Random Forest (RF) e regressao logistica para a predi¢cao de caracteristica
relacionada a insuficiéncia cardiaca. LG; AT 2013 aplicou Decision Tree (DT), SVM
e Multi Layer Perceptron (MLP) na predicao de reincidéncia de cancer de mama.
Técnicas de otimizacdo podem ser utilizadas em conjunto com técnicas de
classificacdo, melhorando suas métricas de desempenho. Wang et al. 2005 aplicou
as técnicas de cuckoo optimization algorithm e harmony search para construir um
método de selecdo de genes para o problema de classificacdo de cancer utilizando
SVM.
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Algoritmos genéticos sdo uma familia de modelos computacionais
inspirados na teoria da evolucao biolégica. Uma das aplicagbes de algoritmos
genéticos é a selecdo de caracteristicas, para problemas de classificacdo. A
classificacdo de padrBes e problemas de descoberta de conhecimento requerem
um subconjunto de caracteristicas para representar os padres a serem
classificados.

Estudos recentes utilizaram técnicas de aprendizagem de maquina
aplicadas ao problema do cancer de figado. Sato, 2018 aplicou os classificadores:
SVM, Logistic Regression, Support Vector Machine (SVM), Gradient Boosting (GB)
Random Forest (RF), Artificial Neural Network e Deep Learning a classificacéo entre
individuos quanto a presenca CHC. Ksia, et al. 2019 utilizou um 2level genetic
optimizer para otimizar os parametros dos classificadores e realizar selecdo de
caracteristicas com as entradas. Alguns dos classificadores usados foram: SVM,
MLP, K-nearest neighbors (KNN), classificador de Naive Bayes, Logistic Regression
e Random Forest.

Compreender a influéncia da carga genética no CHC é de fundamental
importancia para descobrir de que forma alguns genes atuam na formacdo e na
evolucéo tumoral, assim como para buscar novas formas de preven¢ao mais precisas
e diretas.

Atualmente sabe-se que devido a sua estabilidade em fluidos corporais e sua
variacdo decorrente de eventos biolégicos definidos, os microRNAs vem sendo
apontados como potenciais moléculas Uteis para a refletir um estado clinico de
individuos submetidos as mais diversas condi¢des clinicas (YOUNOSSI et al., 2018).
Nas ultimas décadas, com o desenvolvimento de métodos de sequenciamento de alta
produtividade, bioquimica e biologia computacional, um grande nimero de miRNAs
tiveram suas funcgbes reveladas em vérios tecidos e células. Um estudo recente
revelou os importantes papéis dos miRNAs em uma miriade de doencas humanas,
incluindo tumores malignos (YUAN; LU; VAN DEN BERG, 2018). Além disso, devido
a alta especificidade celular e tecidual dos miRNAs, seus papeis em diferentes
neoplasias ndo estdo completamente elucidadas. No CHC, um numero crescente de
MiRNAs, como miR-21 (ZHANG P. et., 2018), miR-182 (ZHANG; FRIEDMAN, 2012)
miR-197-3p (ZHU; JIA; MISRA, 2012) e miR-139 (ZUCMAN-ROSSI et al., 2015), tem

exercido papéis importantes na regulagdo do processo fisiopatoldgico e na orientacéo


http://../C:/Users/Raul/Downloads/tg_bfl2.docx#_bookmark67
http://../C:/Users/Raul/Downloads/tg_bfl2.docx#_bookmark59
http://../C:/Users/Raul/Downloads/tg_bfl2.docx#_bookmark59
http://../C:/Users/Raul/Downloads/tg_bfl2.docx#_bookmark59

Lima, RE 104

do diagnéstico clinico e tratamento. No entanto, ainda ha muitos miRNAs que
precisam ser desvendados.

A identificacdo e validacdo de novos biomarcadores, como assinaturas de
MIiRNA, tém sido um foco de pesquisa na pesquisa do cancer. No presente estudo,
identificamos uma assinatura de miRNA especifica de tumor que consiste em cinco
MiRNAs (has-miR-26a, has-miR-125a-5p, has-let-7a-5p, has-miR-26b, has-let-7c)
que foram significativamente associados a ocorréncia e desenvolvimento em
pacientes com CHC. Na fase de validacao, avaliamos 20 CHC, 20 tecidos adjacentes
e 10 figados saudaveis como controle, a dire¢cdo ndo era consistente com os dados
da fase de descoberta. Na fase de descoberta, usamos apenas CHC causado por
infeccdo por VHC. Em contrato, na fase de validacdo, avaliamos varias etiologias
diferentes.

A falha na replicacao dos resultados da fase de descoberta também pode ser
em parte devido aos diferentes métodos de analise nas fases de descoberta e
validacdo, como ocorreu com outros estudos. Na fase de descoberta usamos o
sequenciamento de nova geracdo, entdo, o numero de reads de miRNAs individuais
foi usado para quantificacdo. No entanto, ndo h& consenso sobre a aplicacdo de
métodos de quantificacdo para resultados de sequenciamento de microRNA’s com
métodos desenvolvidos para lidar de forma adequada com a variacdo esperada
proveniente de RNA-Seq experimental. Em estudos comparativos anteriores de
técnicas de expressao diferencial de RNA-Seq, DESeq, o método de anélise aplicado
em nosso estudo, mostrou-se mais conservador em comparagao com outros pacotes
e é recomendado se o numero de falso-positivos for uma grande preocupacéo. Além
disso, os resultados da expressao do transcriptoma sdo geralmente estimativas justas
para alvos que sao expressos abundantemente em um determinado tecido. Em nosso
estudo, observamos que, para transcritos raros, as estimativas de expressao
fornecidas pelo sequenciamento de RNA néo se correlacionam com qRT-PCR.

Em contrapartida, para a fase de validacdo onde utilizamos ensaios TagMan
individuais, foi necessario padronizar os dados para um controle, em nosso caso
usamos RNU48 porque tem alta abundancia e baixa variabilidade entre os tecidos
normais. No entanto, ndo esta claro se o U48 € um controle interno adequado para
identificar com precisdo miRNAs especificamente no tecido hepatico, além disso, o

uso de primers personalizados parece ser importante para reduzir a divergéncia entre
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as técnicas uma vez, quando os primers sao projetados a partir de juncbes que
participam de splicing alternativo resulta em correlagdo néo ideais. E é preferivel o
design primer ter como modelo ndo apenas a anotacdo de referéncia, porque é
possivel que 0s primers comerciais possam atingir variantes de emenda para causar
tal discrepancia.

Nossos resultados mostraram que ao comparar a area central do tumor com o
tecido circundante, uma variacdo biolégica ndo € perceptivel nem na fase de
descoberta ou validacdo, ambas as amostras de casos foram agrupadas no mesmo
cluster. Tal semelhanca entre esses pontos no figado pode ser explicada pela
necessidade de criar um microambiente inflamatério para aparecimento e
estabelecimento do Carcinoma Hepatocelular, por isso 0 microambiente hepéatico
deve ser totalmente afetado durante a ocorréncia de tumor hepatico (RINGELHAN et
al., 2018). Além disso, o fato de a hepatocarcinogénese alterar a maioria das vias
imunometabdlicas hepéaticas em favor do estabelecimento de CHC contribui para a
indiferenciacdo dessas amostras (LI et al., 2018; LIN et al., 2016).

Pode-se perceber que 5 miRNA's elevados em tecidos tumorais atuam
sincronicamente principalmente em vias metabdlicas relacionadas ao ciclo celular de
forma integral ou ao longo de seus estagios, como interfase e transicao entre as fases
Gle S, bem como, em vias moleculares associadas a suscetibilidade a ocorrer divisdo
celular, como modificacdes nas histonas. Recentemente, o miR-125a-5p foi estudado
para hepatopatia, porém ainda ndo ha consenso sobre a real funcédo, uma vez que
aparentemente a etiologia da hepatopatia crénica modula e é singularmente modulada
em cada situacdo. Li et al., 2019 mostraram que o nivel de miR-125a-5p foi
drasticamente regulado para baixo em tecidos de VHB-CHC e linhagens celulares
como HepG2.2.15 e HepG3X em comparacdo com seu controle, sugerindo que o
baixo nivel de miR-125a-5p confere uma proliferacéo inibida e apoptose induzida. Em
relacdo aos nossos resultados, com base nessa premissa, podemos supor que o alto
nivel de miR-125a-5p pode atuar na inducdo da proliferacdo celular e resisténcia a
apoptose, duas caracteristicas basicas para o estabelecimento do cancer.

Da mesma forma, miRNA-26a/b também estéo ligados a manutencao do ciclo
celular. Nossos resultados mostram um nivel aumentado de expressao de ambos
MiRNA-26a e miRNA-26b. Por outro lado, Zhu et al., 2012 mostraram em cultura de

células de CHC gque os baixos niveis de MicroRNA-26a/b, cooperam para inibir a
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transicdo G1/ S pela ativacao da proteina PRb, uma vez que baixos niveis de miRNA-
26a/b suprimiu diretamente a expressao de CDKG6 e ciclina E1. Em estudos anteriores,
miR-26a também foi associado a conter eventos de metastases por meio da
supressao da expresséo de IL6 no CHC (Yang et al., 2013). Também foi relatado que
miR-26a/b induz a apoptose celular por direcionamento de MTDH, EZH2 e SLC7A1l
em células de céancer de mama e sinalizagdo de NF-kB e aumenta a
guimiossensibilidade de células de carcinoma hepatocelular por direcionamento de
TAK1 e TAB3 (ZHAO et al., 2014)

Em todos os estudos acima mencionados, onde o microRNA-26a/b foi regulado
negativamente, foram realizados em culturas de células. Nossos resultados sugerem
um aumento na expressdo desses microRNA no tecido CHC e tecido tumoral
adjacente. Dessa forma, podemos projetar que as vias citadas anteriormente podem
ser ativadas e, assim, contribuir para o estabelecimento da hepatocarcinogénese. Indo
de acordo com o que foi proposto por (WANG et al., 2016) que niveis elevados de
MiRNA-26b estdo associados a regulacdo positiva da proliferacdo, angiogénese
induzida e resisténcia a apoptose no carcinoma hepatocelular.

Estudos anteriores relataram que let-7 € amplamente visto como um miRNA
supressor de tumor (ALY et al., 2020; BALZEAU et al., 2017; BUSSING et al., 2008).
Além disso, também foi demonstrado que os membros da familia let-7 sédo regulados
positivamente em certos tipos de cancer. Por exemplo, Lawrie et al., 2009 mostraram
que let-7b e let-7i foram regulados positivamente e associados a transformacéo de
alto grau no linfoma, enquanto Lu et al., 2007 descobriram que let-7a-3 estava elevado
no cancer epitelial de ovario. Esses dados indicam que a expressao de membros da
familia de miRNA let-7 difere entre diferentes tecidos e pode ser regulada por muitos
fatores.

Nossos resultados mostraram aumento da expressao de dois membros da
familia let-7 (let-7a e let-7¢) em tecido neoplasico. Roush e Slack, 2008 revelaram que
os niveis do miRNA let-7c miRNA foram significativamente mais baixos em tecidos de
CHC do que em tecidos tumorais adjacentes normais correspondentes, fato
reproduzido em nossas amostras também, mas diferentemente quando comparamos
com tecido hepatico normal, revelamos uma superexpressao de let -7c. Zhu et al.,
2015 indica que a superexpressao de let-7c diminuiu os niveis de proteina CyclinD1,

CDKB®6, pRb e E2F2, desta forma, let-7c suprime a progressao de CHC, possivelmente
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por direcionar diretamente o regulador do ciclo celular CDC25A e afetar indiretamente
suas moléculas alvo a jusante bem como, foi proposto por Liu et al., 2017 que miR-
199a-5p e let-7c inibem de forma cooperativa a migracéo e a invasao ao direcionar
MAP4K3 em carcinoma hepatocelular.

O uso terapéutico desse microRNA vem sendo estudado ha algum tempo
(GILLES E SLACK, 2018). Possivelmente, o alto nivel de expressdo no tecido
adjacente pode ser um reflexo de ser uma zona marginal que esta passando por um
evento constante de modificacao/diferenciacdo celular. Porém, a menor taxa de
expressdo do CHC pode indicar uma modulacdo e/ou controle imunolégico a fim de
se obter um equilibrio imune para o estabelecimento cronico da doenca ou um
mecanismo de defesa do hospedeiro para lidar com essa condicdo patoldgica
(RINGELHAN et al., 2018).

Atualmente, os genes alvo do let-7a estdo envolvidos no crescimento,
diferenciacao, renovacao e tumorigénese celular, incluindo K-RAS, c-myc, CCR7 e
HMGAL (BALZEAU et al., 2017; BUSSING et al., 2008). Aly et al., 2020 colocaram a
expressao diferencial de miRNA let-7a como um potencial biomarcador sérico para
CHC induzido por VHC, onde a diminuicdo dos niveis séricos de let-7a ocorre em
pacientes com CHC estabelecido, e sua expresséo seria maior em casos de cirrose
hepatica, resultados semelhantes aos encontrados por Gramantieri et al., 2007, que
mostram que let-7a foi regulado negativamente em tecidos de CHC em comparacgao
com tecido n&do tumoral. Da mesma forma, Shi et al., 2017, em seu estudo com tecidos
de CHC, descobriram que os niveis de expressédo de let-7 foram menores em tecidos
de CHC quando comparados com tecido ndo tumoral e o nivel de expresséao foi maior
em tecidos de cirrose hepatica. Nossos resultados mostram uma diminuicdo na
expressao de let-7a em tecidos de CHC, quando comparados ao tecido adjacente ao
tumor, porém maior que o tecido hepatico normal, mas sem significancia estatistica.

A hepatocarcinogénese € um processo complexo associado ao acumulo de
alteracdes genéticas e epigenéticas que ocorrem durante o inicio, promocéo e
progressdo da doenca (RINGELHAN et al., 2018). As etapas iniciais envolvem a
interrupcdo de um conjunto de vias interdependentes que controlam a homeostase
entre o crescimento celular e a apoptose. Em estagios posteriores, as células podem
adquirir propriedades angiogénicas, invasivas e metastaticas (BATALLER E
BRENNER, 2005; TANA E MUIR, 2018). Como o0s genes que codificam proteinas,
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alguns microRNAs também funcionam como oncogenes ou supressores de tumor no
hepatoma humano. Varios estudos relataram as liga¢des funcionais moleculares entre
a expressdo anormal de miRNA e as marcas da transformacao maligna: crescimento
celular aberrante, morte celular, diferenciacdo, angiogénese, invasdo e metastase
(INOKAWA et al.,, 2016; LIN et al., 2016; XU et al., 2016; YAO et al.,, 2017).
Notavelmente, alguns miRNAs podem regular simultaneamente a expresséao de varios
genes alvo.

Em suma, a diferenciacdo entre o padrao de expressao dos microRNA's nos
proprios tecidos neoplasicos ou diretamente influenciados pelo tumor (borda ou tecido
adjacente ao cancer), quando comparado ao tecido hepético saudavel. Este trabalho
traz de forma inédita a abordagem metodoldgica aplicada ao tecido humano ex vivo
de CHC. Acreditamos retratar com mais proximidade a condicédo clinica do paciente,
visto que a maioria dos estudos séo feitos em cultura de células, o que pode enviesar
os resultados, uma vez que o fator etiolégico é capaz de modular o aparecimento e
estabelecimento da doenca hepatica cronica, assim como do cancer primario de
figado células. No entanto, estudos com coorte maior de amostras sao indicados para

validar os resultados.
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8 CONCLUSAO

Em sintese, os resultados desta pesquisa possibilitam afirmar que:

e Os genes PTX3, MBL2, TNFa e MPO podem desempenhar funcdes
significativas na evolucao do processo fibrético em pacientes acometidos pela
Hepatite C.

e A construcao de um algoritmo computacional com base em dados genéticos, o
qual apresenta uma ferramenta promissora para a classificacdo de pacientes
em diferentes grupos de risco.

e Apesar dos experimentos abordarem distintos subgrupos da base de dados
original, algumas caracteristicas mostraram-se recorrentes, como € o caso dos
SNPs Pentraxin 3 rs1840680 e Interleukin-10 -592 que aparecem trés vezes
cada como os melhores SNPs entre os experimentos analisados, evidenciando
sua relevancia para a evolucao da doenca hepatica;

e No que diz respeito aos classificadores Random Forests e SVM, ambos
apresentaram performances parecidas. Apesar do SVM estar presente em trés
dos cinco melhores experimentos, ndo € seguro afirmar que este classificador
€ o melhor, porém se apresenta como 0 mais promissor;

e A selecdo de caracteristicas de modo geral aumentou o valor da métrica
AUC\ROC dos classificadores, porém em contrapartida diminuiu a métrica de
acuracia. Pode-se concluir que o One Class SVM é o melhor classificador,
utilizando a abordagem Leave One Out, foi obtida uma Acuracia de 0,754 e
AUC\ROC de 0,688 com a configuracéo do conjunto de dados completa.

e Os microRNA’s 26a/b, let-7a/c e 125a-5p se mostraram importantes no
processo de estabelecimento e surgimento do CHC, sofrendo modulagcbes
durante este processo. Porém permanecendo detectavel no decorrer do
estabelecimento mais agressivo da doenca hepatica. Sendo assim,

promissores biomarcadores para prognostico.
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Z DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DOS FATORES GENETICOS DE PREDISPOSIGAO A DOENCA
HEPATICA GRAVE CAUSADA PELO VIRUS DA HEPATITE C (HCV)

Pesquisador: Patricia Muniz Mendes Freire de Moura

= Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer material biologico
humano para obtengdo de material genético.);
Area 8. Pesquisa com cooperacao estrangeira.

Versao: 3
CAAE: 07283812.1.0000.5207
Instituicao Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO (FESP-UPE )

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
= FUNDACAO DE AMPARO A CIENCIA E TECNOLOGIA - FACEPE
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico ((CNPq))

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 212.100
Data da Relatoria: 05/03/2013

Apresentacao do Projeto:

O presente estudo é do tipo analitico exploratério com grupos de comparagéo. Este desenho de estudo tem
como objetivo avaliar a existéncia de associagédo entre transcritos expressos de genes e uma determinada
caracteristica (estudo de associagao virus da hepatite C e gravidade da doenga hepatica), através das
diferenéas entre os genes expressos entre os grupos, indicando uma possivel associagédo entre as vias
diferencialmente expressas e o mecanismo fisiopatolégico. A implicagdo dessas vias no mecanismo da
doenga sera confirmada por analise genética, avaliando a associagdo dos polimorfismos nos genes dessas
vias e o grau da doenga hepatica. Serao definidos como grupos de comparag&o para os diversos estagios
da doenga hepatica o Grupo 1 (Fibrose escala METAVIR 0-1-2), Grupo 2 (Fibrose escala METAVIR 3-4) e
Grupo 3 (HCC, carcinoma hepatocelular). O projeto contara com as instalagdes presentes no Laboratério
INSERM- UMR 906 dirigido pelo Prof. Alain Dessein - Université Aix-Marseille para as analises de
transcriptoma e polimorfismos genéticos.

O estudo da expressao génica do enxerto pode fornecer evidéncias sobre os mecanismos envolvidos na
lesdo hepatica durante a recorréncia da hepatite pelo virus C apos o transplante

Enderego: Av. Agamenon Magalhdes, s/n°®

Bairro: Santo Amaro CEP: 50.100-010

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone:. (81)3183-3775 Fax: (81)3183-3775 E-mail: comite.etica@upe.br
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hepatico e, ainda, permitir a identificagao de pacientes que tém um risco maior de desenvolver doenca
grave. Um dos possiveis beneficios da pesquisa é a possibilidade de empregar os achados para construir
um conjunto de preditores que possam evitar procedimentos invasivos. Além disso, poderia auxiliar no
processo de transplante hepatico, indicando determinada intervengdo no aloenxerto ou no controle da
replicagdo do HCV no receptor e também no figado enxertado.

Objetivo da Pesquisa:

Este projeto tera como objetivos identificar vias de expresséo génica em aloenxertos de figado relacionadas
com o processo fibrogénico e investigar polimorfismos de genes que possam ser marcadores da fibrose em
pacientes transplantados; Investigar a diferenca nas assinaturas de expresséo génica em tecido hepatico de
pacientes transplantados que evoluiram com diferentes graus de fibrose hepatica: Notificar as vias
fisiolgicas relacionadas aos genes, cuja expressao esta aumentada ou diminuida na doencga hepatica de
paciente transplantado; Verificar a relagdo entre as assinaturas de expressao génica em tecido hepatico de
pacientes transplantados e a recorréncia da infecgdo pelo HCV, e determinar as diferencas de frequéncias
alélicas e genotipicas entre pacientes com estagios de fibrose leve vs. grave.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos

A amostra para o estudo do transcriptoma sera obtida uma pequena parte do fragmento (aprox. 0,5 cm) que
€ retirado para o exame histopatolégico de rotina requisitado pelo médico para orientar o tratamento do
paciente. Este procedimento é obrigatério para que o paciente seja avaliado quanto sua necessidade de
tratamento e oferece riscos inerentes ao procedimento, dessa forma nao sera realizada uma biopsia
especificamente para esse estudo. Além disso, sera retirada uma Unica coleta de 10 ml de sangue por
pungao venosa, por profissionais habilitados e treinados para tal, entretanto, um risco de maior gravidade
para o paciente seria a ndo coleta por dificuldade em puncionar a veia do paciente e esse fato pode
representar um pequeno risco de ocasionar um pequeno hematoma no paciente no local da pungao, mesmo
que esse acontecimento seja muito raro de acontecer.

Beneficios

O presente estudo apresenta os seguintes beneficios: Fornecer subsidios para o desenho de estratégias
terapéuticas empregando as moléculas estudadas; Fornecer subsidios para estabelecer o melhor manejo
clinico dos pacientes infectados por HCV; Incrementar a produgao cientifica do

Enderego: Av. Agamenon Magalhaes, s/n®

Bairro: Santo Amaro CEP: 50.100-010
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3183-3775 * Fax: (81)3183-3775 E-mail: comite.etica@upe.br
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grupo de pesquisa em gastrohepatologia da UPE; Formar novos pesquisadores na area de imunogenética e
pesquisa clinica; Consolidar parcerias com outros centros de pesquisa de exceléncia na area do estudo
entre infecgéo pelo HCV e a doenga hepatica cronica; Fortalecer a pés-graduagéo no Estado representada
pelos Programas de Mestrado em Ciéncias da Saide (FCM/ICB), Biologia Celular e Molecular Aplicada
(ICB) da UPE e os Programas de Doutorado em Medicina Tropical e Rede Nordeste de Biotecnologia
(RENORBIO).

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O estudo em tela é pertinente e apresenta significativo valor cientifico e social. O pesquisador apresentou o
documento solicitado no Parecer n. 162.533.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O pesquisador apresentou todos os documentos obrigatérios.

Recomendacoes:

Recomendo a aprovagéo do projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O estudo possui pertinéncia, valor cientifico e apresentou toda documentagéo solicitada.

Sendo assim, recomendo a aprovagdo do mesmo.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Sim

Consideragées Finais a critério do CEP:

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu inicio autorizado apés a
aprovagao pela mesma.

RECIFE, 05 de Margo de 2013

Assinador por:
Nelson Rubens Mendes Loretto

(Coordenador)
Endereco: Av. Agamenon Magalh3es, s/n®
Bairro: Santo Amaro CEP: 50.100-010
UF: PE Municipio: RECIFE .-
Telefone:” (81)3183-3775 Fax: (81)3183-3775 E-mail: comite.etica@upe.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titwle da Pesquisa: Falores genéticos e epigensticos envolvidos no surgimento de Carcinoma
Hepatocelular em pacientes acometidos por diversas hepatopatias

Pesquizador: LUYDSOMN RICHARDSOMN SILVA VASCONCELDS

Area Tematica: Genédtica Hurnana:
(Trata-se de pesquisa envelvendo Gendtica Humana que ndo necessita de andlise

ética por parte da COMER; |
Vergdo: 5
CAAE: 34976610.4.0000.5180
Instituig8o Proponente: FUNDACAD OSWALDD CRUZ
Patrocinador Principal: MIMISTERIO DA CIEMNCLA, TECHOLOGLA E INOVACAD

DADOS DO PARECER

Mimers do Parecer: 4. 397 038

Apresentacio do Projeto:
As informagies dos campos Apresentagio do Projeto, Objetive da Pesguisa e Avallagio dos Riscos e
Beneficios foram retiradas do documento PE_INFORMACOES BASICAS DO PROJETO 1247014 pof de

12.11.2020, de preenchimeanto pelo pesguisador responsdvel.

Trate-se de um estudo analitico ransversal com grupos de comparagdo gue visa identificar o perfil de
exprassho de microRMA's e polimorfismos assoclados a0 surgimento do Carcinoma Hepatocelular em
pacienies com diferentes hepatopatias. Tem como hipdtese que “Existem diferentes assinaturas genéticas e
epigenaiicas que gheam no desenvalvimenio/aparecimento do carcinoma hepatocelular, a depender de sua
ebologla®. A pesquisa ocommerd tam duas etapas principats, na primeira sers realizada a analise de
expressdo diferencial de mifNAs e ern seguida uma andlise em ampla cone de paclentes. Para Bso, serd
utilizade amosiras de tecidos de blopsias hepdticas e de sor de paclentes e de individuos saudéavels
rmialores de 18 anos.

Objetive da Pesquisa:
Objetivo primrio:
Identificar o perfil de expressso de microfNA's & mRMNA's candidatos & polimorfismos associados

Emdoropn: Av. Frof. Moraes Rego, sin®

Badrre:  Chdades Universitina CEP: 50.670-420

UF: PE Munitipio: RECIFE

Talofona: [B4) 202535 Fax:z (21)2101-Z2633 E-mall: comissSoafficpgam. kocno br
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ao surgimento do Carcinoma Hepatocelular em pacientes com diferentes hepatopatias, atendidos am
centros de referéncla do estado de Permambuco. no periedo de 2019 a 2022,

Objetivos secundanos:

« Determinar a expressio de microRMNA's candidatos em tecidos hepaticos (Tumoral @ n8o Tumoral) de
paclenies com carcinoma hepatocelular (CHC), por diferentes etiologlas;

= Determinar a expressio de RNA'S mensageiros (mRNA's) candidatos em tecidos hepdticos (Tumoral & n&o
Twmoral) de pacientes com carcinoma hepatocehdar (CHC), por diferentes eticloglas;

+ Confirmar os microRNAs maks diferencialmente expressos em soro de pacientes com CHC, por diferentes
etiokogias;

« Dieterminar a frequéncia alélica & genotipica de SMPs ern genes da resposta imunoldgica em paclentes
com CHC e grupo controbe;

= Aszociar os SMPs detectados com a expressdo dos miRMAS em soro e blopsias de pacientes com CHE,
por diversas etiologias;

+ Correlacionar o perfil de expressso dos mRMAS sivos com o perfll expressac dos miRNAS em blopsias de
pacientes com CHE, por diversas etiologias:

= Verificar associagbes entre hapldtipos & gendtipos dos SMPs encontradas e os criténos clinicos em
paclentes com CHC;

= Verificar & associagdo enre & varagao de expressio de miRNAs candidatos em soro de pacentes com
diferentes etiologlas de CHC.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Fiscos:

O principal desconforte relacionade a coleta sanguinea a picada da agulha durante & puncSo de um vaso
periférico realizado para a avaliagdo de resposta 8o ratamenio. Mo ocante & oblencio do tecido hepatiea,
urn peguena fragmento do explante ser encaminhado para a pesquisa, apds o ransplante hepatico.
Entretanto, smbos procedimentos ocomem rolineiramente, independents do projeto. Informamos gue para
esse estudo no ser necessana nenhwma cutra cobeta de amostra, usaremos um fragments do explante
hepatico que encaminhado a histopatokegia, procediments comum em situagbes de transplantes de drglos
sdlidos. Esclarecemos que os resultados desse estudo serdo repassados ao seu médico, mas poderdo n&o
beneaficiar o pacients diretamernts.

Enmderegn: Ay, Frol. Moraes Rego, sin®

Bainro: Cdacs Universibing CEPF: s50.670-420
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Beneficios:

Fornecer subsidies para o desenho de estratéglas terapluticas empregando a5 mokéculas estudadas.
Fomecer subsidios para estabelecer o melhor manejo clinico dos pacientes scometidos pelo cincer
hepatico. Os resultados do estudo sero divulgados com a garantia de sigllo sobre a identidade dos
participantes.

Comentarios & Consideragtes sobre a Pesguisa:

A pesguisa & de relevancia clentifica para pesguisa basica uma vez que propbe estudar os polimarfismos
genéticos assoclades ao carcinoma hepatocelular, podendo subsidiar Informactes relevantes para o
desenho de estratéglas terapluticas.

Conslderagbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

Todos apresentados sem pendéncias.

Recomendagbes:

Entregas de relatérios parciais e final devemn ser feitas via notificacdo. Os relatdrics parclais devem ser
apresentados, pelo menos, semestralmente. Qualquer alteragio no protocolo no decorrer da pesquisa,
como tamibém mudanga de equipe, devem ser informades via emenda. Todas as agbes deve ser realizadas
via Plataforma Brasi.

Conclustes ou Pendénclas & Lista de inadequagbes:

O Comité avaliou e considers que os procedimentos metodoldgicos do Projeto em questo estdo
condizentes com a conduta ética que deve norear pesquisses envolvendo seres humanos, de acordo com o
Cédigo de Efica, ResolugBo 466/12 do Conselho Macional de Sadde, de 12 de dezembro de 2012 &
complementares.

0 progeto estd aprovedo para ser realizado em sua ditma formatagdo spresentada ao CEP.

Conslderacbes Finals a critério do CEP:

‘fale ressaltar gue, em relagso ao protocolo de pesquisa, & previsio na Resolucio 4662012 no item X1 - DO
PESQOUISADOR RESPOMNSAVEL. gue o pesquisador deve apresentar a0 CEP ralatbrios parcials a finals
{subitem: d) elaborar & apresentar o8 relatdrios parciais e final). Pede-se que o pesguisador entregue os
relatdrios como presisto o texdo da resolugBo. Informamos gue a entrega dos relaténios parcists precisam
sar feltas & cada semesire, conforme cronograma de execucdo da pesquisa_ via Plataforrma Brasil.

Emderegn:  Av. Frod. Moraes Rego, sin®™

Bainro: Cidade Universitana CEP: 50.670-420
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Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Qe

[~ Tipo Documents Arguive Prostagem ALtor BaLacED
Informagtes Baskcas| PE_INFORMACOES BASICAS DO P | 12M11/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1247914 pdf 14:15:57
Cwitros Carta_resposta_3.doc 12112020 | LUYDSOM Acsito
14:15:34 RICHARDSOM
TCLE | Termos e | TGLE_WO6_com_modificacess,_evidenc| m% Ao
Aasantimento | aoles b 11:43:30  |RICHARDSOM
Justificativa de SILVA
Aarséncia VASCONCELOS
TCLE [ Termos de | TGLE_ W06 _firel.doc Do 172020 LU ACeltn
Aasantimento | 114233 |RICHARDSOM
Justificativa de SILVA
Aassdncia VASCONCELOS
Progeto Detalnado | | Progeta CEP com_modificacoes_ewviden| 18010582020 |LUYDSO0M ACsito
Brochura cladas.docx 15:33:30  |RICHARDSOM
!Ejﬁmpw
g TCLE_com_moOficAcoes_evidenciadas, 1m% Aceiio
docx 15:30:46 | RICHARDSOM
[Frojeio Detalnado | | Progto_GEFR_W05_final.docx 1mﬁ"\’r‘&ma ACHIn
Brochura 1829221  |RICHARDSOM
 Inyestigadar N SILVA
TCLE { Termas ge | TCLE_\W0S_finel docx 181 052020 | LUYDSOM Acsito
Azzentimento | 15:28:0d | RICHARDSOM
Justificativa de SILVA
| Ausancia WASCONCELOG
Dedaracso de Blomrepoaitanic. doe 181 072020 | LUYDSOM Acsito
Manuseio Material 15:26:50 |RICHARDSOM
Biobdégico | SILVA
Biorepositdria / VASCONCELOS
Biobanco
Folha de Fosto Tolha_de_Rosto_|LYDSOM. paf 13072020 |LUYDSOM Acsito
14:08:15 |RICHARDSOM
SILVA
Siuacho do Paracer:
Aprovado
Mecessita Apreciacio da CONEP:
MNao
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DA
UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da pesquisa: AVALIACAO DOS FATORES GENETICOS DE PREDISPOSICAO A
DOENGA HEPATICA GRAVE CAUSADA PELO VIiRUS DA HEPATITE C (VHC)

Responsavel: Patricia Muniz Mendes Freire de Moura

Eu, paciente abaixo assinado, portador do virus da hepatite C, atendido no ambulatério deste
servigo concordo em participar voluntariamente desta pesquisa sobre a AVALIAGCAO DOS FATORES
GENETICOS DE PREDISPOSICAO A DOENGA HEPATICA GRAVE CAUSADA PELO VIRUS DA HEPATITE C (VHC)

apos ter sido informado que:

e a razdo deste estudo, segundo o pesquisador, € saber se eu tenho uma alteragao
genética que poderia piorar a doenca do figado;

e 0 material da pesquisa serda um fragmento do tecido do figado que é retirado quando
eu fizer o exame para a avaliacdo histopatoldgica para o tratamento e a retirada de uma
Gnica coleta de 10 ml de sangue por punc¢do venosa, por profissionais no
acompanhamento ambulatorial;

e essa pesquisa pode trazer beneficios se for aprovado que o problema genético relacionado ao sistema
imunoldgico é importante, mas no momento, esse fato esta sendo avaliado;

e 0s resultados da pesquisa serdo utilizados para publicar informacgfes cientificas importantes para
melhorar o conhecimento da doenga no figado e que meus dados serdo mantidos em segredo ndo sendo
divulgada nenhuma informagéo que possa me identificar;

e tenho a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo,
sem que isso traga qualquer prejuizo para mim.

e Estou ciente que o material bioldgico coletado pode ser enviado para pesquisa fora do Brasil nos
laboratérios incluidos neste projeto de colaboracéo.

Visto que nada tenho contra a pesquisa, concordo em assinar o presente termo de

consentimento. Recife, de de20__ .

Assinatura do paciente

Assinatura testemunha

Assinatura do Pesquisador
Patricia Moura (e-mail: patmoura@pg.cnp.br) Fone: 81 3241 4952/ 81 96469951

Contato assistente: Raul Emidio de Lima — Fone: 81 8104 8909/ 9514 2126

CEP UPE
Fone: 3183-3775

E-mail: comite.etica@upe.pe.gov.br
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO

INSTITUTO AGGEU MAGALHAES

INSTITUTO AGGEU MAGALHAES / FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ /
MINISTERIO DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) senhor (a) a participar da Pesquisa: “Fatores genéticos e epigenéticos envolvidos
no surgimento de Carcinoma Hepatocelular em pacientes acometidos por diversas
hepatopatias”, sob responsabilidade do Pesquisador Dr. Luydson Richardson Silva Vasconcelos

Se decidir participar dela, por favor, leia este documento com bastante atencdo antes de assina-lo.
Caso haja alguma palavra ou frase que o senhor (a) ndo consiga entender, converse com o(a)
pesquisador(a) responsavel pelo estudo ou com um membro da equipe desta pesquisa para esclarecé-
los. A proposta deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) é explicar o estudo e solicitar
a sua permissao para participar do mesmo.

Nesta pesquisa, propomos estudar o Cancer Hepatico, tendo como objetivo a identificagdo de fatores
existentes nos genes que possam estar relacionados ao surgimento do mesmo, podendo também
contribuir para o desenvolvimento de testes para diagnostico da doenca.

O participante podera se recusar e/ou retirar este consentimento a qualquer momento que desejar,
sem prejuizo a ambas as partes. Todos os seus dados também serdo removidos da pesquisa, a nao
ser que o Sr (a) autorize a permanéncia desses na nossa andlise. A sua contribuicdo na pesquisa
ocorrerd através da participacdo de uma entrevista, realizada antes da consulta médica para
acompanhamento clinico, realizada com a pesquisador(a) responsavel ou um membro da equipe de
pesquisa. Além disso, sera utilizado parte do material biolégico coletado no Instituto do Figado de
Pernambuco/ Hospital Oswaldo Cruz. Sera coletado dos pacientes com carcinoma hepatocelular 4ml
de sangue, em sistema de tubos a vacuo com anticoagulante EDTA com o objetivo de extrair o DNA,
também coletado antes da consulta médica para acompanhamento clinico, além de um pedaco do
fragmento do figado retirado em exame de biépsia hepatica (0,5mm32), que normalmente é solicitada
pelo médico para a realizacdo de exame patoldgico.

Quanto aos riscos e desconfortos, a metodologia utilizada para esta coleta de dados, até a presente
fase e diante dos procedimentos utilizados, nos mostra que o que pode vir a ocorrer, durante ou apds
o trabalho, é a possibilidade de surgir algum desconforto tais como dor, hematoma ou outro desconforto
no local da coleta de sangue. Para evitar os aparentes riscos € necessaria uma boa pratica de
biosseguranca durante o procedimento. Caso haja o aparecimento de hematoma, € necessario fazer
uma compressa de gelo por quinze minutos a cada hora, durante as primeiras seis horas, caso 0
hematoma persista ou se houver qualquer outra reacdo ou dor local, o paciente deve entrar em contato
com a pesquisadora para que sejam tomadas as devidas providéncias.

Os beneficios esperados com o resultado desta pesquisa séo: possibilitar um maior entendimento a
respeito das variacdes das formas dos genes estudados e sua relacdo com o carcinoma hepatocelular,
podendo contribuir para o diagnostico diferencial da doenca.

O senhor(a) terd os seguintes direitos: a garantia de esclarecimento e resposta a qualquer pergunta;
a liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer momento sem prejuizo para si ou para seu
tratamento (se for o caso); a garantia de privacidade a sua identidade e do sigilo de suas informagdes;
a garantia de que caso haja algum dano a sua pessoa (ou 0 dependente), 0s prejuizos serdo assumidos
pelos pesquisadores ou pela instituicdo responsavel inclusive acompanhamento médico e hospitalar.
Caso haja gastos adicionais serao absorvidos pelo pesquisador responséavel.



Lima, RE 132

Os resultados dessa pesquisa ficardo disponiveis para o Sr (a). Entretanto, os beneficios esperados
com o resultado desta pesquisa séo: Fornecer subsidios para o desenho de estratégias terapéuticas
empregando as moléculas estudadas. Fornecer subsidios para estabelecer o melhor manejo clinico
dos pacientes acometidos pelo cancer hepatico. Os resultados do estudo serdo divulgados com a
garantia de sigilo sobre a identidade dos participantes.

Todas as informacfes colhidas serdo analisadas, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do
paciente a todo o momento, ou seja, em nenhum momento os dados que o identifique serdo divulgados,
a menos que seja exigido por lei. Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides
ou publicagdes, contudo, sua identidade ndo sera revelada nessas apresentacoes.

Este projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Aggeu Magalhdes da Fundag&o
Oswaldo Cruz do Ministério da Saude. Caso exista qualquer tipo de problema, davidas gerais ou
guestionamentos sobre o estudo, entrar em contato com os pesquisadores responsaveis, Dr. Luydson
Vasconcelos, pelos telefones (81) 2101-2574 ou (81) 99645-2018 / Raul Emidio de Lima, MSc.,
pelos telefones (81) 98104.8909 ou (81) 99514.2126.

Em caso de duvidas ou preocupag¢des quanto aos seus direitos como participante deste estudo,
o (a) senhor (a) pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) deste centro
de pesquisas, localizado na Av. Professor Moraes Rego, s/n — Campus da UFPE - Cidade
Universitaria, Recife/PE, CEP: 50.670-420, através do telefone (81) 2101-2639 ou pelo e-mail:
comiteetica@cpgam.fiocruz.br. O horario de funcionamento é das 8—-12h edas 13-17h. O CEP
€ responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos.

Apés a leitura desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, dou meu consentimento de
livre e espontanea vontade, para participar como voluntario, deste estudo, assinando esse
termo em duas vias, pois uma via pertencerd a mim e a outra a (0) pesquisador(a).

O Senhor (a) estara livre para suspender essa autorizacdo de participacdo no estudo a
qualguer momento, sem que haja nenhum prejuizo.

Rubricas

Pesquisador(a) Participante
Endereco do participante para contato futuro.
Rua NO.
Bairro Cidade
Telefone

ASSINATURA DO PARTICIPANTE

ASSINATURA (1° TESTEMUNHA)

Recife, / /

PESQUISADOR RESPONSAVEL
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Investigacdo sobre a relacio de gravidade da doenca hepética com polimorfismos genéticos

Data (coleta): | / / | Prontuario HUOC: IFP:
Nome completo: ‘
Estado atual de 1. SEM TRATAMENTO 2. EM TRATAMENTO 3.TRATADO (Follow-Up)
Idade ( da bibpsia) 1 | Qual a data do seu nasci | / /
Sexor 11 Mase 9 Fen | Cordepele: |. Branca 2.Parda 3.Negro 4.Indio 5. Outro J:
Cidade/Estado (mora): I | Cidade/Estado (origem): |
Telefone ional para | [ Celular:
Antecedentes: |
1. Hemotransfusdo Ano: 3. Medicagdo por seringa de vidro 5.Cirurgias
2. Drogas Injetaveis 4. Tatuagens
Consumo de dlcool (antes de descobrir a doenga): 1. Sim 2. Nao |
Homem Mulher
() Maior que 40 g/dia () Maior que 20 g/dia
() Mcnor que 40 g/dia () Menor que 20 g/dia
Tabagi | 1. Nunca fumou 2. Ex-fi 3. Fumou até 1 ano antes da pesquisa 4. Fumante |
igaciio clinica.
Além da Hepatite C o (a) senhor (a) tem ou teve alguma outra doenga. [ 1. Sim 2. Nao 9. Nio sabe |
Se sim, qual a outra doenga que o (a) senhor (a) tem ou teve. 1
1. Hipertensdo
2. Diabetes

3. Esquistossomose
4. Outra. Especifique

Exame fisico

Peso: (quilo, gramas) [ Altura. N (metro, centimetro)

IMC [peso/ (altl;ra/mZ)]:
Circunferéncia abdominal + quadril (cm): P.A:

Exames Laboratoriais

Glicemia: TG: HDL: i Albumina: Ferro: > Ferritina:

CFs LDL:_ Insulina: Na: K: TR - INRY

Sindrome Metabélica (PA; Glic.; Cintura abdm; TG; HDL): () Sim ( )Ndo j

AST: ALT: Alfa-fetoproteina: Bilirr. total: ~~ Bilirr. Diz ~ Bilirr. Indi:

gGT: A= Hgb: Htc: Plaquetas: Uréia:  Creatinina:

Gendtipo viral: Carga viral (ab ) Carga viral (log):

Histopatologico () Bidpsia ( )Fibroscan = Kpa:

Grau de fibrose (1* Biépsia) Grau de fibrose (2° Biopsia)
()F1 ()F2 ( )F3 ( )F4 ( )HCC Data: / / _ |( )F1 ( )F2 ( )F3 ( )F4 ( )HCC Data: / /

Grau de inflamagio (1" Biopsia) % Grau de inflamagio (2* Biopsia)
()A0 ()Al ()A2 ()A3 ()A4 ()A0 ()Al ()A2 ()A3 ()Ad

Grau de esteatose (1* Biopsia) Grau de esteatose (2* Biopsia)

( ) Leve (_)Moderada () Intensa () E: hepatite (NASH) [( ) Leve () Moderada () Intensa () E hepatite (NASH)

Regime de tratamento
() Sofosbuvir + Simeprevir () Sofosbuyir + Dacl i () Sofosbuyir + Ribavirina

Resposta ao tratamento

Week 4: POS NEG

Week 12: POS NEG

Week 24: POS NEG

RVS SIM NAO

Observacoes:

ENTREVISTADOR:
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APENDICE C - QUESTIONARIO AVALIATIVO ELABORADO PARA O ESTUDO



