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Oscar Rafael Carmo Aradjo

O carcinoma hepatocelular (CHC) € o segundo tipo de cancer mais letal no mundo.
Os principais agentes etioldgicos para o CHC sao os virus da hepatite B (HBV) e da
hepatite C (HCV). A hepatocarcinogénese € um processo de mudltiplas etapas
afetado por fatores genéticos e epigenéticos. O papel de diferentes genes, como
GSTT1, GSTM1, TP53, MDM2, RASSF1A e DOK1, tem sido avaliado nesse
processo. Estudos tem observado a associacdo de polimorfismos genéticos e da
hipermetilacdo de regides promotoras de genes com o desenvolvimento do CHC.
Entretanto, poucos estudos analisaram pacientes brasileiros até o momento. Os
objetivos deste estudo foram avaliar se a ocorréncia de polimorfismos genéticos e da
hipermetilacdo de DNA estdo associados a progressao da doenca hepética e o
desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC) em pacientes
brasileiros com hepatite cronica. Os polimorfirmos GSTT1 nulo (delegéo), GSTM1
nulo (delecdo), TP53 R72P (rs1042522) e MDM2 T309G (rs2279744) foram
genotipados por PCR multiplex ou PCR seguida por andlise do polimorfismo dos
fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) em 190 pacientes (60 com CHC, 83 com
cirrose e 47 com apenas hepatite cronica). Os niveis de metilacdo dos promotores
dos genes RASSF1A e DOK1 foram medidos por pirosequenciamento de DNA
extraido de 41 amostras de tecidos de figado conservadas em parafina (20 de CHC,
9 de cirrose e 12 de hepatite crbnica), apds tratamento com bisulfito de sodio e
amplificac@o das regides especificas por PCR. Nossos resultados demostraram que
a ocorréncia do genotipo polimérfico nulo para o gene GSTT1, em pacientes
cronicos para a hepatite C, esta associado a progressdo da doenca hepatica para
cirrose e indiretamente ao desenvolvimento de CHC (p = 0,032). Observamos
também que a ocorréncia do perfil genotipico simultaneo GSTT1 nulo e TP53
Pro/Pro, o perfil genotipico simultdineo GSTM1 nulo e TP53 Arg/Arg, além do perfil
genotipico simultaneo GSTM1 nulo, MDM2 T/T e TP53 Arg/Arg, em pacientes
cronicos para a hepatite C, estdo associados ao desenvolvimento de CHC (p <
0,050). Além disso, os niveis de metilacdo de DNA nos promotores dos genes DOK1
e RASSF1A, em tecido hepatico, foram associados a progressdo da doenca
hepatica, sendo encontrados niveis baixos em tecidos nao cirrgticos, intermediarios
em tecidos cirréticos e elevados em tecidos de CHC. Este € um estudo pioneiro no
Brasil e contribui para a identificacdo de fatores genéticos e epigenéticos que
poderdo ser utilizados futuramente para a selecéo de pacientes com hepatite cronica
em alto risco para o desenvolvimento do CHC.

Palavras-chave: carcinoma hepatocelular; cirrose; polimorfismo; metilacdo de DNA.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY

Oscar Rafael Carmo Araujo

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the second most lethal type of cancer worldwide.
The main etiological agents for CHC are hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus
(HCV). The hepatocarcinogenesis is a multistep process affected by both genetic
and epigenetic factors. The role of different genes, such as GSTT1, GSTM1, TP53
and MDM2, has been evaluated in this process. Studies have observed the
association of genetic polymorphisms and gene promoter hypermethylation with the
HCC development. However, few studies have analyzed Brazilian patients so far.
The aims of this study were to evaluate whether the occurrence of genetic
polymorphisms and DNA hypermethylation are associated with the progression of
hepatic disease and the development of cirrhosis and hepatocellular carcinoma
(HCC) in Brazilian patients with chronic hepatitis. The polymorphisms GSTT1 null
(deletion), GSTM1 null (deletion), TP53 R72P (rs1042522) and MDM2 T309G
(rs2279744) were genotyped by multiplex PCR or PCR followed by restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) analysis in 190 patients (60 with HCC,
83 with cirrhosis and 47 with only chronic hepatitis). Methylation levels of RASSF1A
and DOK1 gene promoters were measured by bisulfite pyrosequencing of DNA
extracted from 41 paraffin-embedded liver tissues samples (20 of HCC, 9 of cirrhosis
and 12 of chronic hepatitis), after treatment with sodium bisulfite and PCR
amplification of specific regions. Our results showed that the occurrence of GSTT1
null genotype in hepatitis C chronic patients is associated with the progression of
liver disease to cirrhosis and indirectly to HCC development (p = 0.032). We also
observed that the occurrence of the simultaneous genotypic profile GSTT1 null and
TP53 Pro/Pro, the simultaneous genotypic profile GSTM1 null and TP53 Arg/Arg,
and the simultaneous genotypic profile GSTM1 null, MDM2 T/T and TP53 Arg/Arg in
hepatitis C chronic patients, are associated with HCC development (p < 0,050). In
addition, the DNA methylation levels in DOK1 and RASSF1A gene promoters in liver
tissue were associated with liver disease progression, with low levels found in non-
cirrhotic tissues, intermediate levels in cirrhotic tissues and elevated levels in HCC
tissues. This is a pioneering study in Brazil and it contributes to the identification of
genetic and epigenetic factors that may be used in the future as a selection tool of
chronic hepatitis patients at high risk of HCC development.

Keywords: hepatocellular carcinoma; cirrhosis; polymorphism; DNA methylation.
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1 INTRODUCAO

1.1 O carcinoma hepatocelular

1.1.1 Epidemiologia do carcinoma hepatocelular

O hepatocarcinoma ou carcinoma hepatocelular (CHC) é a neoplasia maligna
primaria de figado mais frequente, representando cerca de 85% a 90% dos casos
(Nordenstedt et al., 2010). Devido a existéncia de multiplos fatores de risco, o CHC
apresenta uma alta incidéncia em muitos paises. Com cerca 782 mil novos casos a
cada ano, o CHC é o quinto tipo de cancer mais comum no mundo em homens
(figura 1) e a nona em mulheres (figura 2), segundo a Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). A taxa de
mortalidade deste tipo de cancer é elevada, com aproximadamente 746 mil mortes
por ano, sendo a segunda maior causa de morte por cancer no mundo (figura 3),
atrds apenas do céancer de pulmédo (Ervik et al., 2016). Isso ocorre principalmente
devido ao curto tempo de evolucdo do CHC, que faz com que muitas vezes o tumor
se encontre em fase avancada quando é feito o diagnéstico (Parkin et al., 2005).
Além disso, a deficiéncia na triagem seriada de pacientes com o diagnostico de
cirrose hepatica para identificacdo precoce de CHC é outro fator que contribui para
maior mortalidade desses pacientes. A estratégia mais utilizada para a deteccao
precoce, quando o tumor ainda nao produziu repercussao clinica, é a realizacao a
cada seis meses de ultrassonografia abdominal para a deteccdo de lesdes ainda
pequenas com a possiblidade de cura.

Incidéncia em Homens

Pulm&o (17%)

Outros (28%)

Rim (2,9%)
Linfoma ndo-Hodgkin (2,9%)

Eséfago (4,4%) '

Bexiga (4,5%)

Préstata (15%)

‘ Colorretal (10%)

Figado (7,5%) Estémago (8,5%)

Figura 1 - Incidéncia dos principais tipos de cancer no mundo em homens em 2012.
Dados obtidos do banco de dados online Cancer Today da IARC. Disponivel em:
<http://gco.iarc.fr/today>. Acesso em: 5 janeiro 2018. (Figura adaptada).
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Incidéncia em Mulheres

Outros (29%)

Mama (25%)
Figado (3,4%)
Tireoide (3,5%)
Ovério (3,6%) Colorretal (9,2%)
Corpo uterino (4,8%) ' ‘.’ Pulm&o (8,8%)
Estémago (4,8%) Cervical (7,9%)

Figura 2 - Incidéncia dos principais tipos de cancer no mundo em mulheres em 2012.
Dados obtidos do banco de dados online Cancer Today da IARC. Disponivel em:
<http://gco.iarc.fr/today>. Acesso em: 5 janeiro 2018. (Figura adaptada).

Mortalidade

Pulméo (19%)
Outros (32%) \
Figado (9,1%)
Estémago (8,8%)
Cervical (3,2%) ‘

Prostata (3,7%) Colorretal (8,5%)

Péancreas (4%)

Esofago (4,9%) Mama (6,4%)

Figura 3 - Mortalidade dos principais tipos de cancer no mundo em ambos os géneros em 2012.
Dados obtidos do banco de dados online Cancer Today da IARC. Disponivel em:
<http://gco.iarc.fr/today>. Acesso em: 5 janeiro 2018. (Figura adaptada).

O CHC apresenta maior taxa de incidéncia (83%) em paises em
desenvolvimento, especialmente no Sudeste Asiatico e na Africa subsaariana. A
China é o pais com maior nimero de casos, detendo 50% dos casos do mundo,
segundo a IARC (Ervik et al.,, 2016). No entanto, a incidéncia do CHC tem
aumentado nos paises ocidentais nos ultimos anos (figura 4). No Brasil, cerca de
9.500 novos casos de CHC séao registrados a cada ano, representando 2,2% de
todos os canceres e 4,5% das mortes relacionadas ao cancer é atribuida ao CHC
(Ervik et al., 2016).
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Figura 4 - Prevaléncia do carcinoma hepatocelular no mundo em 2012.
Dados obtidos do banco de dados online Cancer Today da IARC. Disponivel em:
<http://gco.iarc.fr/itoday>. Acesso em: 5 janeiro 2018. (Figura adaptada).

1.1.2 Diagnostico do carcinoma hepatocelular

Um documento desenvolvido em conjunto pela Associagdo Europeia para o
Estudo do Figado (EASL) e pela Organizacao Europeia para Pesquisa e Tratamento
do Cancer (EORTC), publicado em 2012 e utilizado em todo o mundo, preconiza as
diretrizes para a conduta com o CHC (Easl-Eortc, 2012). O objetivo do documento &
auxiliar no processo decisorio de acordo com dados baseados na evidéncia. Dentre
outros tdpicos, neste documento é abordado como deve ser realizado o diagndstico
do CHC. Essa € a versao mais atual do principal documento de manejo de CHC no
mundo, entretanto, possiveis adequacdes sdo aplicadas de acordo com as
caracteristicas epidemioldgicas, fatores de riscos mais frequentes e condi¢des
disponiveis no pais ou regido em questao.

Conforme as diretrizes do documento Normas de Orientacdo Clinica da EASL
e da EORTC: Abordagem do Carcinoma Hepatocelular, o diagndstico do CHC pode
ser realizado por meio de exame histopatoldégico através da analise de bidpsias
hepéaticas ou de forma nédo invasiva por meio de exames de imagem. A sensibilidade
da biépsia hepatica pode variar entre 70% e 90% para todas as dimensfes tumorais
e depende da localizacdo, tamanho e pericia. O diagndstico histolégico por meio de
biépsia é particularmente complexo para os ndédulos entre 1 e 2 cm, sendo
recomendada a avaliacdo por um hepatopatologista (Roskams&Kojiro, 2010). Os
métodos nao invasivos baseiam-se em técnicas de imagem obtidas por
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ultrassonografia, tomografia computadorizada ou ressonancia magnética dinamica
com contraste. O diagnéstico € baseado em indicios tipicos de CHC, como a
presenca de um nddulo hepéatico com hipervascularizacdo que obedecam a
determinados padrdes nos estudos dinamicos como a lavagem rapida de contraste
na fase arterial (Easl-Eortc, 2012).

Em pacientes cirrgticos, com deteccdo de ndédulos maiores de 2 cm de
didmetro, a identificacdo de indicios tipicos de CHC em um exame de imagem, na
grande maioria dos casos, € suficiente para o diagnostico de CHC. Apenas uma
técnica de imagem € necessaria para nédulos maiores de 2 cm de diametro, no
entanto, uma abordagem mais conservadora indica a utilizagdo de duas técnicas de
imagem para confirmag¢do. No caso de resultado inconclusivo ou detecgdo de
alteracdes atipicas em exame de imagem, o diagndéstico € confirmado por meio da
analise histopatolégica através de biopsia hepatica. Em pacientes cirréticos, com
deteccdo de nddulos de 1 a 2 cm de didmetro, o diagndstico de CHC é baseado em
critérios ndo invasivos, por meio de exames de imagem, quando possivel. A
confirmacédo histopatolégica por bidpsia deve ser considerada. Pacientes cirréticos,
com deteccdo de nédulos menores de 1 cm de diametro em exame de imagem, sédo
acompanhados com verificacdo periodica a cada 4 meses durante o primeiro ano e
posteriormente a cada 6 meses. No caso de resultados inconclusivos ou mudanga
no padrao identificado no exame histopatolégico durante o acompanhamento, uma
nova biopsia confirmatoria € realizada (Easl-Eortc, 2012).

A dosagem no sangue do marcador alfa-fetoproteina (AFP), classicamente
utilizada para triagem de CHC foi retirada das diretrizes mais atuais para a
diagnéstico do CHC, entretanto ainda € comumente utilizada como exame
complementar. No entanto, esse marcador € encontrado elevado em apenas 40 a
60% dos individuos com CHC, demonstrando baixa sensibilidade (Giannelli et al.,
2007; Giannelli et al., 2005; Hsia et al., 2007; Mao et al., 2010).

Diversos outros marcadores, como a proteina DCP (des-gama-carboxi
protrombina), GP73 (proteinas de Golgi 73) e AFP-L3 (alfafetoproteina L3), foram
investigados para utilizagcdo como diagnéstico de CHC de maneira minimamente
invasiva (Li et al., 2017; Ricco et al.,, 2017; Volk et al., 2007). Entretanto, a
sensibilidade e especificidade observadas n&do foram suficientemente relevantes
para adocdo na prética clinica. Um recente estudo observou também que a
performance da proteina DCP foi significativamente influenciada pela etiologia do
CHC (Ricco et al., 2017).

24



1.1.3 Fatores derisco para o carcinoma hepatocelular

O mais importante fator de risco para a hepatocarcinogénese é a cirrose
hepética, que acomete de 70 a 90% dos individuos que apresentam CHC (Fujiwara
et al., 2018; Trad et al., 2017). No Brasil, a incidéncia de CHC cumulativa de cinco
anos em pacientes cirroticos € estimada em 14,3% (Paranagua-Vezozzo et al.,
2014). Portanto, as causas para a cirrose estao estreitamente associadas ao risco
do desenvolvimento de CHC. Os fatores de risco mais conhecidos sao as infecgoes
cronicas pelo virus da hepatite B (HBV) e pelo virus da hepatite C (HCV), alcoolismo,
fatores relacionados ao metabolismo como diabetes e obesidade, consumo de
aflatoxina e fatores relacionados a imunidade do paciente como a hepatite
autoimune (Trad et al., 2017).

Atualmente, a esteatose hepatica ndo alcodlica (NAFLD) também é
considerada um importante fator de risco, uma vez que a NAFLD pode ocasionar a
esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH) e posteriormente a cirrose (Younossi et al.,
2016). A NAFLD é associada a obesidade, diabetes mellitus e a outros fatores
relacionados ao metabolismo. Cerca de 25% dos individuos adultos apresentam
NAFLD (Younossi et al., 2016) e 2 a 3% apresentam NASH (Neuschwander-Tetri,
2005). A prevaléncia de NASH em pacientes obesos pode variar de 20 a 80%
(Donato et al., 2006; Gholam et al., 2007; Huang et al., 2007). A progresséo de
NASH para cirrose ocorre em 41% dos casos e a incidéncia anual de CHC em
individuos com NASH é de aproximadamente 5,3% (Younossi et al., 2016). No
Brasil, 52,7% dos pacientes com CHC por NASH apresentam obesidade e 73,6%
apresentam diabetes (Cotrim et al., 2016).

As infeccdes pelo HBV e HCV sao responsaveis por aproximadamente 76%
dos casos de CHC no mundo (Maucort-Boulch et al., 2018). De forma geral, mais de
um quarto dos casos de cancer causados por agentes infecciosos no mundo sao
atribuidos ao HBV e HCV (figura 5) (Plummer et al., 2016). Atualmente, a infeccéo
cronica pelo HBV é a principal causa de CHC no mundo (Maucort-Boulch et al.,
2018; Plummer et al.,, 2016), entretanto com o aumento da cobertura vacinal, é
esperado que os casos de CHC por HBV diminuirdo significativamente nas préximas
décadas (Zidan et al., 2012). Nos paises em desenvolvimento, aproximadamente
67% do CHC tem como causa o0 HBV e nos paises desenvolvidos, cerca de 23%,
enquanto o HCV é responsavel por aproximadamente 12% dos casos de CHC em
paises em desenvolvimento e cerca de 44% em paises desenvolvidos (Maucort-

Boulch et al., 2018). O risco de CHC é aumentado de 5 a 15 vezes em portadores
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cronicos do HBV e de 11,5 a 17 vezes em pacientes infectados com o HCV
(Tsai&Chung, 2010). A coinfeccdo com HBV e HCV confere um aumento no risco do
desenvolvimento do CHC quando comparada com a monoinfec¢cdo por um destes
virus. Além disso, o CHC parece se desenvolver mais rapidamente nos casos de
coinfeccdo com HBV e o virus da hepatite Delta (HDV) (Fattovich et al., 2000;
Gomaa et al., 2008; Tamura et al., 1993). O mesmo ocorre nos casos de coinfec¢éo
do HIV e HCV (Gomaa et al., 2008).

Outros (8,1%)

HCV (7,7%)

Helicobacter Pylori (36%)

HBV (19%)

HPV (29%)

Figura 5 - Principais agentes infecciosos associados ao cancer no mundo em 2012.
Dados obtidos do banco de dados online Cancers Attributable to Infections da IARC Disponivel em:
<http://gco.iarc.fr/infections>. Acesso em: 5 janeiro 2018. (Figura adaptada).

Na América do Sul, o fator de risco mais importante € a infec¢céo crénica pelo
HCV (47%), seguida de alcoolismo (22%), infeccéo pelo HBV (14%) e NAFLD (9%),
segundo estudo recente que analisou 14 centros de saude de seis paises (Debes et
al., 2018). Mais especificamente no Brasil, um estudo de grande abrangéncia que
incluiu um total de 1.405 pacientes com diagnostico de CHC de diferentes regifes
brasileiras, revelou que 54% dos casos de CHC tinham como agente etioldgico a
infeccédo pelo HCV, 16% a infeccdo pelo HBV e 14% o alcoolismo. No entanto, a
prevaléncia desses agentes etioldgicos varia de acordo com a regido do Brasil
(figura 6). A infeccao pelo HCV é o agente etiologico mais comum na regido Norte e
Nordeste, sendo predominante na regido Sul e Sudeste, enquanto a infeccédo pelo
HBV é o agente etioldégico mais comum na regido Centro-Oeste. Neste estudo, foi
observada uma prevaléncia de 98% de cirrose nos pacientes brasileiros com CHC
(Carrilho et al., 2010).
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Figura 6 - Principais agentes etioldgicos para o carcinoma hepatocelular no Brasil de acordo
com as regides geogréaficas.
(Carrilho et al., 2010).

Poucos estudos analisaram a dindmica dos fatores de risco no Brasil, estando
estes concentrados na regido Sul e Sudeste. Um estudo recente em Porto Alegre,
regido Sul do Brasil, analisou 75 pacientes com CHC em um estudo retrospectivo de
dez anos, e observou que o principal fator de risco foi a infeccéo pelo HCV, presente
em 66,7% dos individuos, seguido do alcoolismo, presente em 21,3%, a infeccdo
pelo HBV, presente em apenas 2,7% e NASH presente em 1,3% (Appel-Da-Silva et
al., 2016).

Na regido Sudeste, um estudo realizado em S&o Paulo analisou
prospectivamente 72 pacientes com CHC durante pelo menos cinco anos. O
principal fator de risco observado foi a infeccdo pelo HCV (65,3%), seguida da
infeccdo pelo HBV (22,2%), alcoolismo (6,9%) e NASH (1,4%) (Paranagua-Vezozzo
et al., 2014). Um segundo estudo em S&o Paulo analisou 130 pacientes com CHC e
observou a infeccdo pelo HCV como principal fator de risco (56,8%), seguido do
alcoolismo (19,8%), infeccdo pelo HBV (15,3%) e NASH (0,9%) (Teixeira et al.,
2012). Teixeira e colaboradores observaram resultados semelhantes em um
segundo estudo do grupo (Teixeira et al., 2013a). Outro estudo realizado em Minas
Gerais, analisou dados de 215 pacientes em um estudo retrospectivo de doze anos.
O principal fator de risco foi a infeccdo pelo HCV com 43% dos casos, seguida de
alcoolismo com 32% e da infeccdo pelo HBV com 23% (Osorio et al., 2013). Por fim,
um estudo no Espirito Santo analisou 274 pacientes e observou que, diferente dos
outros estados do Sudeste, o principal fator de risco foi a infeccdo pelo HBV
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(37,6%), seguida da infec¢ao pelo HCV (24,6%), alcoolismo (17,1%) e NASH (2,6%)
(Goncalves et al., 2014).

Mais estudos nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste sd0 necessarios
para compreendermos melhor a diversidade e importancia da ocorréncia dos fatores

de risco para o CHC no Brasil.

1.2 Ovirus da hepatite B

1.2.1 Classificacdo e morfologia do virus da hepatite B

O HBV pertence a familia Hepadnaviridae, dentro da qual se inserem um
pequeno numero de virus de DNA que infectam preferencialmente células hepéticas.
A familia Hepadnaviridae engloba dois géneros: Orthohepadnavirus, que incluem os
virus que infectam humanos e outros mamiferos e Avihepadnavirus, que incluem os
virus que infectam aves. O HBV pertence ao género Orthohepadnavirus dentro do
gual se inserem virus que compartilham similaridades em sua organiza¢do genémica
(Fields et al., 2013; Ictv, 2016).

Dois tipos diferentes de particulas virais sao produzidos durante o processo
de replicacdo do HBV. Por meio de analise de microscopia eletrbnica de
preparacdes de soro de individuos infectados, pode-se observar particulas
completas infecciosas e particulas incompletas ndo infecciosas de dois diferentes
formatos: esférico e filamentoso (Mosley et al., 1996).

Conhecida como particula de Dane, a particula viral completa infecciosa,
(figura 7), mede aproximadamente 42 nm e apresenta envelope lipoprotéico
contendo glicoproteinas que constituem o seu antigeno de superficie (HBsAg). O
HBsAg é composto pelas proteinas S (Small), M (Middle) e L (Large) que estédo
presentes em quantidades distintas no envoltério viral. A particula de Dane, quando
comparada as particulas ndo infecciosas, possui um namero consideravelmente
maior de proteina L, proteina que expde os sitios de ligacdo do HBV aos receptores
dos hepatocitos. O virion apresenta um nucleocapsideo com simetria icosaédrica
formado pelo antigeno do core (HBcAg) que contém internamente o genoma do HBV

e uma polimerase, fundamental para a replicacédo viral (Fields et al., 2013).
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Figura 7 - Estrutura do virus da hepatite B. Modelo da particula de Dane.
Disponivel em: <http://people.rit.edu/japfaal/infectious.html>. Acesso em: 5 janeiro 2018. (Figura
adaptada)

Além das particulas virais completas e infecciosas, podem ser encontrados,
no soro dos pacientes infectados, as particulas ndo infecciosas esféricas e as
filamentosas, compostas exclusivamente pelo envelope lipoproteico sem o
nucleocapsideo (figura 8). As particulas esféricas possuem cerca de 22 nm de
diametro, enquanto as filamentosas possuem, aproximadamente, a mesma largura
das esféricas e comprimento variavel. Tais particulas se apresentam em
concentracdes superiores a 10'? particulas por ml de soro (Fields et al., 2013).
Apesar de ndo gerarem infecgéo, essas particulas sdo imunogénicas. Dessa forma,
funcionam como um mecanismo de escape viral da resposta humoral do hospedeiro,
uma vez que 0s anticorpos neutralizantes (anti-HBs) produzidos seriam adsorvidos
majoritariamente por essas particulas, devido a sua alta concentracdo no plasma

sanguineo (Rizzetto, 1998).
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Figura 8 - Microscopia eletronica das particulas infecciosas e néo infecciosas do virus da
hepatite B.

Disponivel em: <http://www.virology.uct.ac.za/vir/teaching/mbchb/hepatitis>. Acesso em 5 janeiro
2018. (Figura adaptada)

1.2.2 Organizac¢édo genémica do virus da hepatite B

O HBV possui genoma composto por uma molécula de DNA circular,
parcialmente fita dupla, com aproximadamente 3.200 pares de base (pb), sendo
considerado um dos menores genomas dentre o0s virus que infectam o homem. Sua
molécula de DNA é composta por duas fitas ndo simétricas: uma fita mais longa, a
qual é complementar aos RNAs virais e por conven¢do possui polaridade negativa
(fita negativa) e uma fita de polaridade positiva. Na fita de polaridade positiva, a
posicao da extremidade 5’ terminal é fixa, enquanto que a posi¢cao da extremidade 3’
terminal é variavel. Desta maneira, o comprimento da fita positiva varia de 50% a
90% do comprimento da fita complementar (Fields et al., 2013; Ganem, 1996).

O genoma do HBV é altamente compactado e contém quatro fases de leitura
abertas (open reading frames — ORFs) codificando o envelope viral (ORF pré-S/S), o
core da particula e o antigeno HBeAg (ORF pré-C/C), a polimerase viral (ORF P) e a
proteina regulatoria X (ORF X). As ORFs sado parcialmente sobrepostas e néao
apresentam regides nao-codificantes (figura 9). Tal sobreposi¢cdo dos genes permite
ao HBV codificar 50% mais proteinas do que seria esperado devido ao tamanho
reduzido de seu genoma (Fields et al., 2013; Heermann et al., 1984).
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Figura 9 - Modelo esquematico da organizacdo gendmica do virus da hepatite B
(Gomes, 2003)

A ORF pré-S/S é responsavel pela sintese das proteinas que constituem o
envelope viral, o HBsAg, e pode ser estruturalmente e funcionalmente dividida em
pré-Si, pré-S2 e S. Essa ORF apresenta trés codons de iniciacdo que originam trés
proteinas. A maior delas é a proteina L (Large) cujo coédon de iniciacdo esta
localizado no inicio da regido pré-S1 e é codificada pelas regides pré-S1, pré-S2 e S.
A proteina de tamanho intermediario, proteina M (Middle), é codificada pelas regides
pré-S2 e S, enquanto que € a partir do cédon de iniciacdo localizado no inicio da
regido S que a menor proteina (Small) é sintetizada. Essas proteinas apresentam o
mesmo cédon de terminacao localizado no final da regido S e estao distribuidas em
proporcdes desiguais entre os diferentes tipos de particulas virais (Fields et al.,
2013; Heermann et al., 1984). E comum a ocorréncia de dele¢bes na regido pré-S/S
do HBV em pacientes com CHC (Li-Shuai et al., 2017). Uma metanalise recente
mostrou associagdo dessa delegcdo com o desenvolvimento de CHC (Wang et al.,
2015).

A ORF pré-C/C é considerada a regido mais conservada do genoma, dentre
as quatro ORFs. Essa ORF possui dois cédons de iniciagdo na mesma fase de

leitura, separados por uma regido de 87 pb chamada pré-core. Os dois principais
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produtos génicos séo gerados por traducao alternada. Quando o cédon de iniciacédo
do core (segundo ATG) é traduzido, leva diretamente a sintese da proteina do core
HBcAg, com 21kD, que é automontada no citoplasma para formar o nucleocapsideo
viral. Quando a sintese de proteinas comeca no ATG da regido pré-core (primeiro
coédon de iniciacdo), uma proteina precursora, com 25kD, é sintetizada e secretada
com concomitante processamento nas extremidades amino e carboéxi-terminal
resultando em uma proteina de 17kD, o antigeno HBe (HBeAg) (Bhat et al., 1990;
Fields et al., 2013).

Cobrindo cerca de % do genoma total e sobreposta a todos os demais genes,
a ORF P constitui a sequéncia mais extensa e codifica uma enzima com atividade de
DNA polimerase-DNA dependente, de transcriptase reversa e de RNAse H. A ORF P
difere de um nucleotideo em relacdo a ORF pré-S/S. Existem quatro dominios na
polimerase viral: o dominio amino-terminal, que atua como proteina-terminal ou
primase, o qual € necessario para o inicio da sintese da fita de DNA de polaridade
negativa; uma regido conhecida como espagadora, que aparentemente nao possui
nenhuma funcdo em particular; o dominio da transcriptase reversa e o dominio C-
terminal, que possui atividade de RNAse H. Existe uma homologia entre a
polimerase do HBV e outras transcriptases reversas. Estas enzimas compartilham o
motivo Tyr-Met-Asp-Asp (YMDD), que € essencial para tal atividade (Fields et al.,
2013; Gomes, 2003).

A ORF X codifica a proteina viral HBx, um regulador viral multifuncional que
modula o processo de transcricdo, participa de diversas vias de sinalizagao,
degradacdo de proteinas e resposta celular a estresses, atribuicbes que afetam a
replicacdo e a proliferacdo viral direta ou indiretamente (Fields et al., 2013;
Murakami, 2001). A interacdo da proteina viral HBx com proteinas do hospedeiro
afeta vias biolégicas importantes associadas a oncogénese levando ao CHC. Além
disso, a integracdo de sequéncias da regidao X do HBV no genoma do hospedeiro
promove a instabilidade genética através de uma variedade de mecanismos e € um
evento frequente em casos de CHC (Lee et al.,, 2011a; Xu et al.,, 2017). Outro
mecanismo com potencial oncogénico inclui a interagdo com a DNA metiltransferase
(DNMT) induzindo modificagdes epigenéticas anbmalas associadas ao CHC (Park et
al., 2007; Zheng et al., 2009).

1.2.3 Variabilidade do virus da hepatite B
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Tradicionalmente, o HBV é classificado em 8 genadtipos bem conhecidos (A-H)
baseando-se na divergéncia maior que 8% do genoma completo das cepas virais
(Araujo et al., 2011; Sunbul, 2014). Mais recentemente, dois novos genétipos foram
propostos, genotipo | (Olinger et al., 2008) e gendtipo J (Tatematsu et al., 2009)
(figura 10). A classificacao do gendtipo | parece ser bem aceita (Colson et al., 2009;
Santos et al., 2010; Tran et al., 2008; Yu et al.,, 2010; Zhang et al., 2010b). No
entanto, alguns autores acreditam que ainda sdo necessarios mais estudos para que
sejam justificadas tais classificagbes (Cao, 2009; Kurbanov et al., 2010; Liu et al.,
2010).

B (81-Bs)
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Figura 10 - Modelo representativo dos genétipos do virus da hepatite B.
Figura adaptadada (Araujo et al., 2011).

Os diferentes gendtipos do HBV apresentam distribuicdo mundial
caracteristica, refletindo suas origens e fluxo migratorio das populacées infectadas
(figura 11). O gendtipo A € encontrado predominantemente na Africa, porém esta
presente também na Europa, Asia e Américas (Araujo et al., 2011; Kurbanov et al.,
2010; Sunbul, 2014). Os gendtipos B e C sao predominantes na China, Japao e
sudeste asiatico. O gendtipo D é muito difundido pelo mundo, predominando na
regido mediterranea e no Oriente Médio. O genotipo E circula na Africa ocidental e o

genodtipo F tem sido encontrado no Alaska, América Central e América do Sul e
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acredita-se ter se originado de populacdes aborigines das Américas. O genétipo H
tem sido encontrado na América Central e regido meridional dos Estados Unidos.
Andlises filogenéticas com genomas completos de cepas do HBV encontrados na
Nicaragua e Califérnia mostraram que o gendtipo H tem grande proximidade
gendmica com o gendtipo F, porém forma um ramo separado, denominado de
gendtipo H (Arauz-Ruiz et al., 2002; Kay&Zoulim, 2007; Norder et al., 2004,
Schaefer, 2007; Sunbul, 2014). O gendtipo G foi identificado pela primeira vez em
um estudo que analisou amostras de pacientes com hepatite B crénica da Franca e
dos Estados Unidos, porém ja foi encontrado em outras regibes como México
(Sanchez et al., 2007) e Brasil (Araujo et al., 2013; Bottecchia et al., 2008). Os
novos genotipos propostos | e J foram encontrados no Vietnd e Japao,

respectivamente.

“w = T O M M O O @ >

Figura 11 - Distribuic&o global dos gendétipos do virus da hepatite B.
(KURBANOQV et al., 2010).

A maioria dos gendtipos é dividida em subgendtipos com propriedades
viroldgicas e epidemioldgicas caracteristicas (Schaefer, 2007). E aceito como critério
para identificacdo de um subgendétipo, uma divergéncia que exceda 4%, porém nao
ultrapasse 8% na sequéncia de seu genoma completo. Quando a divergéncia é
menor que 4% deve ser designado como clado (Sunbul, 2014). O gendétipo A é

subdividido em pelo menos seis subgendtipos (A1-A6), oito para o gendtipo B (B1-
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B8), dez para o gendtipo C (C1-C10), sete para o genoétipo D (D1-D7) e quatro para
0 gendtipo F, alguns subdivididos em clados (Fla, Flb, F1d, F2a, F2b, F3 e F4). O
gendtipo E, assim como o genotipo G, H, | e J ndo possuem subgenadtipos (Araujo et
al., 2011; Chayama&Hayes, 2011).

No Brasil, os genoétipos mais comumente encontrados sdo A, D e F,
entretanto, os genotipos B, C, E e G circulam em menores propor¢des, o que reflete
o alto grau de miscigenacéo da populacdo brasileira (figura 12). Um recente estudo
multicéntrico, que analisou amostras de 24 dos 26 estados e Distrito Federal,
mostrou que o genotipo A é o mais prevalente com 58,7%, seguido do gendtipo B
com 23,4% e gendtipo F com 11,3% (Lampe et al.,, 2017). Em relacdo a
subgendtipos, Mello e colaboradores analisaram amostras HBsAg positivas em
doadores de sangue das cinco regides geograficas do Brasil encontrando o0s
subgenoétipos A1 ao A4, D1 ao D5 e subgendétipos F1, F2, F4. Neste estudo, foi
encontrada uma maior prevaléncia do genétipo A, com predominio do subgendétipo
Al (90%) (Mello et al., 2007), corroborando os resultados encontrados em um

estudo anterior (Araujo et al., 2004).

B Coinfeccao
[l Outros

Figura 12: Distribuicdo dos genétipos do virus da hepatite B no Brasil.
Figura adaptada (Lampe et al., 2017).
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As diferentes variantes virais do HBV influenciam na progressao da doenca
hepética de maneiras distintas. Em regides geograficas onde os genétipos B e C do
HBV sdo mais frequentes, o gendtipo C tem sido associado a um maior risco de
desenvolvimento de CHC (Wong et al., 2013). O gendtipo C apresenta uma maior
eficiéncia de integracdo no genoma do hospedeiro o que aumenta a instabilidade
gendmica, aumentando o risco de hepatocarcinogénese (Xu et al., 2017). As
infeccdes pelo gendtipo F (Livingston et al., 2007) e subgenodtipo Al (Kew et al.,

2005) também ja foram associadas a uma maior incidéncia de CHC.

1.2.4 Epidemiologia dainfeccéo pelo virus da hepatite B

A infeccdo causada pelo HBV consiste em um dos principais problemas de
saude publica mundial. Especula-se que sua infec¢do crénica atinja mais de 257
milhdes de pessoas (Who, 2017a). E considerada uma das principais causas de
doenca hepatica no mundo, com importancia ainda maior devido aos altos indices
de mortalidade e morbidade associados a doenca (Menendez et al., 1999). Estima-
se que ocorram, anualmente, 880.000 6bitos em funcdo de alguma doenca hepética
relacionada ao HBV (Who, 2017a). No Brasil, a estimativa confirmada pelo Ministério
da Saude em 2016 é de aproximadamente 14.199 casos notificados para a infeccdo
pelo HBV, sendo 217 casos apenas na cidade do Rio de Janeiro (Brasil, 2017).

A prevaléncia da infeccdo causada pelo HBV varia de acordo com a
localizacdo geografica. O estado epidemiolégico de um pais, referente a infeccao
pelo HBV, depende de fatores socioeconémicos, da propor¢do de individuos com
estilos de vida de risco, da disponibilidade da vacina contra o HBV e de medidas de
higiene (Magnius&Norder, 1995). Tradicionalmente, existem trés niveis de
classificacdo de acordo com a endemicidade do HBV. Regifes hiperendémicas,
onde a prevaléncia do HBsAg é maior que 8%, regides que apresentam
endemicidade intermediaria onde a prevaléncia varia entre 2 e 8% e regides que

apresentam baixa endemicidade onde a prevaléncia € menor que 2% (figura 13).

36



- 28%
N s~

[ R ,‘

Figura 13 - Prevaléncia global de infec¢éo pelo virus da hepatite B.
Disponivel em: <https://www.cdc.gov/travel-static/yellowbook/2018/map_3-04.pdf>. Acesso em: 5
janeiro 2018. (Figura adaptada).

Regides com altas taxas de prevaléncia sdo observadas na Asia e Africa
subsaariana. Prevaléncias intermediarias sdo encontradas na Asia Central e parte
do Oriente Médio, enquanto as regides de baixa prevaléncia estdo nos paises da
Europa, América do Norte e grade parte da América Latina (Who, 2017a).

No Brasil, a prevaléncia do marcador de infeccao presente pelo HBV (HBSAQ)
é de 0,37% da populacdo, segundo o ultimo Inquérito Nacional das Hepatites Virais
no Brasil, sendo classificado como um pais de baixa endemicidade para a infeccao
pelo HBV (Brasil, 2010).

Um estudo que analisou uma amostragem representativa (7.881 individuos)
da populagdo no Nordeste, Centro Oeste e Distrito Federal mostrou que, nessas
regides, a prevaléncia de HBsAg nao chegou a 1%, permitindo classifica-las como
areas de baixa endemicidade para o HBV (Pereira et al., 2009).

Segundo o ultimo inquérito nacional do Ministério da Saude realizado em
2010, a regido Norte apresentou uma prevaléncia média variando de 0 a 0,9% de
acordo com a faixa etaria, a regido Nordeste apresentou uma prevaléncia média de
acordo com a faixa etaria variando de 0,1 a 0,5%, a regido Centro Oeste apresentou
uma prevaléncia média de acordo com a faixa etaria variando de 0,2 a 0,8%, a

regido Sudeste apresentou uma prevaléncia média de acordo com a faixa etéaria
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variando de 0 a 0,4%, ja regido Sul apresentou uma prevaléncia média de acordo
com a faixa etaria variando de 0,2 a 0,6%, enquanto o Distrito Federal apresentou
uma prevaléncia média de acordo com a faixa etaria variando de 0,2 a 0,4% (Brasil,
2010).

1.2.5 Aspectos clinicos e laboratoriais da infeccdo pelo virus da hepatite B

A infeccdo pelo HBV pode causar hepatite aguda, fulminante ou croénica.
Individuos que desenvolvem hepatite crénica podem evoluir para um quadro clinico
de cirrose hepatica ou CHC (Fields et al., 2013). O HBV nao ocasiona efeito
citopatico diretamente. As lesBes hepaticas sdo provocadas pelo sistema imune do
hospedeiro que produz os dois tipos de resposta, humoral e celular, diante da
infeccdo pelo virus, causando lesdo ou necrose hepatocelular caracteristicas da
hepatite B. Durante a infeccdo pelo HBV sdo produzidos os antigenos HBsSAg e
HBeAg e os anticorpos anti-HBs, anti-HBe e anti-HBc IgM/IgG, que se apresentam
de maneira diferente de acordo com a situagéo clinica do individuo (Trepo et al.,
2014).

A hepatite B aguda (figura 14A) é caracterizada pela presenca do antigeno de
superficie viral, HBsAg, pelo surgimento de anticorpos anti-HBc da classe IgM, pela
deteccdo do DNA do HBV e pela presenca do HBeAg, antigeno indicador de
replicacdo viral ativa no soro do paciente. A sintomatologia inicia-se juntamente com
a elevacao dos niveis das aminotransferases (ALT e AST) e bilirrubina no soro,
entretanto a maior parte dos individuos, estimado em 70%, sdo assintomaticos.
Durante o periodo de convalescenca, 0os antigenos HBsAg e HBeAg tendem a
desaparecer e surgem o0s anticorpos anti-HBe, anti-HBc IgG e anti-HBs. Os titulos de
anti-HBc IgM decaem ao passo que os titulos de anti-HBc IgG aumentam,
normalmente permanecendo detectaveis por toda a vida. Apenas uma pequena
parcela evolui para a hepatite fulminante devido a morte macica de hepatécitos por
acao imunocitopatica (Abara et al., 2017; Trepo et al., 2014).

A hepatite B crbnica é definida pela persisténcia de HBsAg no soro por mais
de 6 meses apds a exposicdo ao virus (figura 14B). Normalmente, 90% recém-
nascidos infectados pelo virus evoluem para a cronicidade, enquanto em adultos,
apenas 5%. Os niveis de anti-HBc IgM tornam-se indetectaveis, permanecendo a
deteccdo do DNA do HBV e dos anticorpos anti-HBc 1gG, que persiste por toda a
vida. O antigeno HBeAg, indicador de replicacédo viral e as manifestacdes clinicas
evoluem conforme a interacdo do virus com o hospedeiro. O aparecimento de
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anticorpos anti-HBe corre em 10 a 20% ap0s um ano de infec¢do. A progresséao da
doenca hepatica para cirrose em portadores crénicos para o HBV é estimada em 15
a 30% dos casos e a progressao para o CHC ocorre em 2 a 3% por ano (Abara et
al., 2017; Trepo et al., 2014).
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Figura 14 - Perfil soroldgico da hepatite B.
A. Infeccéo aguda. B. Infeccéo cronica. Figura adaptada. (Trepo et al., 2014).

Uma vez que, na maior parte dos casos, a infeccdo pelo HBV nédo gera
sintomas clinicos, o diagnéstico € normalmente realizado através de exames
laboratoriais por meio de técnicas sorolégicas e moleculares. Os testes sorolégicos
consistem na deteccdo de antigenos e anticorpos do HBV normalmente realizados
por meio de testes imunoenzimaticos, como o ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay). Esses testes sdo frequentemente utilizados devido ao menor custo e maior

eficiéncia. Apresentam excelente sensibilidade e especificidade, sendo maior que 94
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e 97%, respectivamente. A auséncia ou presenca de um ou mais marcadores
sorolégicos podem indicar as diferentes fases da infeccédo pelo HBV (fase aguda ou
cronica), determinar se o individuo € imune ao virus, como resultado de infeccao
prévia ou vacinagcao ou, ainda, se é suscetivel a infeccdo (tabela 1) (Abara et al.,
2017; Villar et al., 2015).

Tabela 1 - Interpretacdo dos marcadores sorolégicos da infeccéo pelo virus da hepatite B.

Marcadores Soroldgicos . .
Interpretac&o Sorologica

HBsAg anti-HBc anti-HBc IgM anti-HBs

Negativo Negativo Negativo Negativo Susceptiveis

Negativo Negativo Negativo Positivo Vacinados

Positivo Positivo Positivo Negativo Infeccdo aguda

Positivo Positivo Negativo Negativo Infeccao crénica

Negativo Positivo Negativo Positivo Imunidade apds contato
Provavel infeccéo resolvida

Negativo Positivo Negativo Negativo Falso positivo para anti-HBc

Infeccéo oculta
Resolvendo infec¢cdo aguda

O marcador sorologico HBsAg indica infeccdo presente pelo virus e é
frequentemente utilizado para o diagnéstico. A deteccdo do marcador anti-HBs é
geralmente interpretado como indicativo de recuperacéo e imunidade contra hepatite
B. A detecc¢do do anti-HBs como marcador isolado indica vacinacédo contra o HBV. A
deteccdo de anti-HBc indica infeccdo aguda ou crbnica pelo HBV. A hepatite B
aguda caracteriza-se pela deteccdo do antigeno HBsAg, de anticorpos anti-HBc da
classe IgM e do HBeAg. Quando os anticorpos anti-HBc da classe IgM tornam-se
indetectaveis, permanecendo a deteccéo de anti-HBc total e de HBsAg por mais de
6 meses caracteriza-se a infec¢éo cronica pelo HBV. A deteccao dos anticorpos anti-
HBc e anti-HBs de maneira concomitante caracteriza um quadro clinico de
imunidade gerada a partir de um contato prévio com o HBV. Ja a deteccao apenas
de anti-HBc pode ser interpretada como uma infec¢do resolvida. A auséncia de
qualguer marcador sorologico da infeccdo pela hepatite B em testes soroldgicos
indica que esses individuos estdo susceptiveis a infeccdo, sendo necessaria a
vacinacdo dos mesmos como meio de prevencdo a doenca (Abara et al., 2017,
Trepo et al., 2014; Villar et al., 2015).

Por outro lado, métodos de diagnéstico laboratoriais moleculares, como
ensaios de amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), podem ser
utilizados para detectar o material genético do HBV no soro ou figado de pacientes.

Os testes moleculares apresentam alta especificidade e sensibilidade, podendo
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chegar a 6 IU/mL, no entanto, sdo relativamente mais caros. Esses métodos
possuem uma série de vantagens como permitir a quantificacdo da carga viral, o
monitoramento da eficacia do tratamento, a identificacdo de mutacdes de escape ao
tratamento, a genotipagem viral, além da deteccdo de infeccdo em casos de
pacientes HBsSAg negativos. Podem ser utilizados métodos qualitativos ou
quantitativos, este ultimo utilizando PCR em tempo real, por exemplo (Villar et al.,
2015).

A persisténcia do genoma viral em individuos que sdo negativos para o
HBsAg foi primeiramente reportada em 1978, sendo caracterizada como hepatite B
oculta (Hoofnagle et al., 1978). A hepatite B oculta € definida pela detec¢cdo do DNA
do HBV em tecido hepético, independente da deteccdo em soro, em individuos
HBsAg negativos. A infeccédo oculta pelo HBV pode ocorrer mesmo com a presenca
de outros marcadores da infeccdo, entretanto a auséncia total dos marcadores é
frequentemente encontrada em mais de 20% dos casos de infeccdo oculta pelo
HBV. A ndo deteccdo do HBsAg pode ter como motivo a ocorréncia de baixos niveis
de replicacdo do virus ocasionando producéo insuficiente de HBsAg para a deteccéo
em ensaios soroldgicos, a presenca de mutacfes que diminuiam a afinidade do
HBsAg pelos testes comerciais de diagndstico ou a presenca de mutacbes que
possam ser responsaveis pela retencao intracelular do antigeno (Makvandi, 2016;
Raimondo et al., 2013).

1.3 Ovirus da hepatite C

1.3.1 Classificacdo e morfologia do virus da hepatite C

O HCV pertence a familia Flaviviridae, que engloba virus que compartilham
similaridades na sequéncia de RNA e na organizacdo gendmica. A familia
Flaviviridae esta dividida em quatro géneros: Flavivirus, Pegivirus, Pestivirus e
Hepacivirus. O HCV pertence ao género Hepacivirus (Ictv, 2016; Thiel et al., 2005).

O HCV foi caracterizado em 1989 por dois grupos de pesquisadores (Choo et
al., 1989; Kuo et al., 1989). E composto por particulas esféricas medindo
aproximadamente 30 a 80 nanbémetros (nm) de didmetro, possui um envelope
lipidico, onde sao encontradas as glicoproteinas virais E1 e E2, e um

nucleocapsideo com simetria icosaédrica formado pela proteina do Core que contém
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o genoma de RNA de fita simples de polaridade positiva (figura 15) (Fields et al.,
2013).

Envelope viral

Proteinas do envelope
RNA

Core

Figura 15 - Estrutura do virus da hepatite C.
Figura adaptada (Krekulova et al., 2006).

1.3.2 Organizacdo gen6mica do virus da hepatite C

O genoma do HCV é composto por uma fita simples de RNA de polaridade
positiva, atuando como um RNA-mensageiro, constituido por aproximadamente
9.600 nucleotideos (figura 16). Sua estrutura genémica contém uma Unica fase de
leitura aberta (ORF — Open reading frame) flanqueada em ambas as extremidades
pelas regides 5" e 3’ ndo traduziveis (UTRs — untranslated regions), que apresentam
estruturas altamente conservadas entre as diferentes variantes de HCV. Tais
estruturas apresentam funcdes importantes nas etapas de traducéo e replicacdo do
RNA gendmico (Bartenschlager et al., 2004; Irshad et al., 2017).

A regido gendmica 5’'UTR, constituida de aproximadamente 340 nucleotideos,
apresenta uma série descontinua de quatro dominios, denominados pelos nimeros
de | a IV. Esses dominios apresentam estruturas secundarias que fazem parte do
sitio interno de entrada ribossomal (IRES — Internal ribosome entry site), responsavel
pela traducdo da poliproteina que dard origem as proteinas estruturais e nao
estruturais (Lukavsky, 2009). Os dominios Il e Ill séo os principais dominios do IRES
(sitio interno de entrada ribossomal), possuindo elementos estruturais essenciais

para a traducao da fase de leitura aberta (Ji et al., 2004; Kieft et al., 1999).
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A regidao gendbmica 3’'UTR apresenta uma estrutura tripartida composta por
uma pequena regido gendtipo-especifica altamente variavel de aproximadamente 40
nucleotideos localizada proxima ao codon de terminagdo da ORF, um trecho
formado somente por pirimidina (poli-U ou poli-UC) de tamanho variavel e uma
regido altamente conservada, com cerca de 98 nucleotideos, denominada cauda X
(X-tail), que apresenta 3 estruturas secundarias, também conhecido como replicativo
intermediario e parecem estar envolvidas na sintese do RNA fita negativa
(Kolykhalov et al., 1996; Krekulova et al., 2006; Tanaka et al., 1996).

A Unica poliproteina, sintetizada pela traducdo do RNA gendmico, € clivada
pelas proteases virais e celulares, dando origem a trés proteinas estruturais e seis
nao estruturais (figura 16). As proteinas estruturais compreendem o nucleocapsideo
(core e genoma) e as glicoproteinas do envelope 1 (E1) e 2 (E2). As proteinas nao
estruturais (NS — nonstructural) sdo representadas por: NS2, NS3, NS4a, NS4b,
NS5a e NS5b. Entre E2 e NS2 est4 um canal de ions (uma viroporina) denominada
p7 (figura 16) (Irshad et al., 2017; Khaliq et al., 2011).

Virus da Hepatite C

5 UTR 3'UTR
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Figura 16 - Modelo esquematico da organizagcao gendmica e do processamento de proteinas
do virus da hepatite C e das vias bioldgicas para o desenvolvimento de CHC.
Figura adaptada (Irshad et al., 2017; Krekulova et al., 2006).
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A proteina core € altamente conservada e constitui a estrutura do
nucleocapsideo. Apresenta 191 aminoécidos e & composta por trés dominios
distintos (I-1ll) que foram classificados de acordo com a sua hidrofobicidade. O
dominio Ill (aminoacidos 175 ao 191) é uma regido altamente hidrofébica e atua
como sequéncia sinal para a proteina do envelope E1 (Bukh et al., 1994; Krekulova
et al., 2006). A interacdo da proteina core com inUmeras proteinas celulares pode
afetar algumas vias biolégicas no hospedeiro, podendo levar a esteatose, estresse
oxidativo, alteracdes no metabolismo lipidico, resisténcia insulinica, proliferacdo e
apoptose, aumentando o risco de CHC (Irshad et al., 2017).

As glicoproteinas E1 e E2 sdo proteinas transmembranas que constituem o
envelope viral e tem um papel fundamental na ligacéo do virus ao receptor celular e
entrada do virus na célula hospedeira. As complexas estruturas da E2 séo
necessarias para a interacdo com receptores e para a fusdo do virus com a
membrana celular (Albecka et al., 2011). Sua localizagdo na superficie viral como
um heterodimero facilita a ligacdo do virus aos receptores da célula hospedeira (Op
De Beeck et al., 2004; Vieyres et al., 2010). As estruturas e funcfes do dimero E1-
E2 sdo bastante conservadas, reforcando, portanto, a importancia das estruturas
destas proteinas na infeccao viral (Gottwein et al., 2009). Alguns estudos mostraram
que essas proteinas virais podem ocasionar, desregulacdo mitocondrial e
transdiferenciacdo epitelial-mesenquimal e proliferacdo celular, o que aumenta o
risco de desenvolvimento de CHC (Irshad et al., 2017).

A proteina p7 € um polipeptidio com aproximadamente 63 aminoacidos que
se localiza entre a regido estrutural (E2) e n&o estrutural (NS2) do genoma do HCV.
A proteina p7 é uma proteina integral de membrana e ainda néo esta claramente
identificada como uma proteina estrutural ou ndo estrutural. Devido as suas
caracteristicas estruturais, fatores topolégicos e atividade na formacao de canais de
ions na camada lipidica celular, a proteina p7 esta incluida na classe das viroporinas
(Griffin et al., 2003; Khalig et al., 2011). Estudos mostraram que a proteina p7 do
HCV é dispensavel na entrada do virus na célula e na replicagdo do RNA, porém, &
essencial para a montagem e liberagdo do virus infeccioso através dos poros
formados na membrana do reticulo endoplasmatico (Khalig et al., 2011; Sakai et al.,
2003; Steinmann et al., 2007).

A proteina NS2 é uma cisteina-protease de 21 a 23 kDa. Alguns estudos tém
demonstrado que a NS2 parece estar envolvida em varias interagdes com proteinas

estruturais e ndo estruturais as quais incluem E1-E2, p7, NS3 e a NS5A. Tais
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interacOes podem estar associadas ao recrutamento destas proteinas, resultando na
montagem da particula viral (Jirasko et al., 2010; Ma et al, 2011;
Stapleford&Lindenbach, 2011). Além disso, alguns estudos sugerem que a NS2
interfere em vias biolégicas do hospedeiro, como as do gene TP53, possivelmente
contribuindo para o desenvolvimento de CHC (Irshad et al., 2017).

A proteina NS3 é multifuncional e apresenta aproximadamente 69 kDa. Cerca
de um terco da porcao N-terminal é responsavel pela atividade serino-protease que,
com o auxilio do co-fator ndo covalentemente ligado da NS4A, cliva todas as outras
proteinas NS nas juncdes NS3/NS4, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B.
Cerca de dois tercos da porcao C-terminal tem atividade RNA-helicase e
nucleotideo-trifosfatase (NTPase) (Kolykhalov et al., 2000; Lam&Frick, 2006). A
atividade protease da NS3/NS4A tem uma importante influéncia no escape viral do
HCV, interferindo na sinalizacdo da resposta antiviral mediada pelo interferon-3
(Irshad et al.,, 2017; Seth et al., 2006). Além da interacdo na via da resposta
imunitaria, essa proteina viral modula vias de proliferacdo celular, podendo gerar
hepatocarcinogénese (Irshad et al., 2017).

A proteina NS4A, de 8 kDa, é formada por aproximadamente 54 aminoacidos,
que atua como um cofator para as atividades proteoliticas da NS3, capaz de clivar o
sitio que une as proteinas NS (Bartenschlager et al., 1994; Lin et al., 1995; Wolk et
al., 2000). A proteina NS4B é uma proteina integral de membrana de 27 kDa e sua
funcdo sido relacionada com a inducdo de alteracbes na membrana do reticulo
endoplasmatico onde é formado o complexo de replicagdo denominado rede
membranosa (Brass et al., 2006; Elazar et al., 2004; Lundin et al., 2003). Pouco se
sabe sobre a influéncia dessas proteinas virais no desenvolvimento de CHC,
entretanto, parecem estar envolvidas em vias que modulam a proliferacdo celular
(Irshad et al., 2017).

A proteina NS5A é uma fosfoproteina hidrofilica. Sua mobilidade eletroforética
permite a distingdo de uma forma basicamente fosforilada, de 56 kDa, e outra,
hiperfosforilada, de 58 kDa (Krekulova et al., 2006). A NS5A tem sua importancia na
replicacdo do RNA e na montagem do virion (Appel et al., 2008; Tellinghuisen et al.,
2008). A fosforilagcéao diferencial da NS5A esta associada a regulacdo da sua propria
funcéo durante a replicacdo do HCV. Além disso, tal mecanismo parece interferir na
interacdo e formacdo de complexos de proteina com outras proteinas (Evans et al.,
2004). A proteina NS5A ja foi descrita modulando diversas vias biologicas no

hospedeiro que podem levar ao desenvolvimento de CHC, como vias associadas ao
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metabolismo lipidico, estresse oxidativo, transdiferenciacdo epitelial-mesenquimal,
proliferacao e apoptose (Irshad et al., 2017).

A proteina NS5B, é uma fosfoproteina de 65 kDa, ligada a membrana do
reticulo endoplasmatico, que possui atividade de RNA polimerase RNA dependente
(RpRd), e possui um papel essencial no ciclo replicativo do HCV (Krekulova et al.,
2006). A RpRd apresenta especial predilecado para ligacdes com segmentos de poli
U, presente na extremidade 3° UTR do HCV. A ligacdo especifica da estrutura
secundaria da enzima com a extremidade 3" do genoma viral garante a iniciacdo da
replicacdo do genoma completo a partir da regido 3° UTR (Friebe et al., 2005).
Entretanto, ndo apresenta a capacidade de correcéo de erros (proofreading) durante
a incorporacao de nucleotideos na replicacao viral, ocasionando na formacédo de
variantes virais ou quasispecies (Mccormick et al., 2006). Além disso, a NS5B tem
um importante papel na progressédo para o CHC, uma vez que ja foi descrita sua

modulacao na proliferacdo celular e instabilidade genémica (Irshad et al., 2017)

1.3.3 Variabilidade do virus da hepatite C

O HCV apresenta grande variabilidade genética devido a sua alta taxa de
mutacgédo, estimada em 2,9-3,4 x 1072 substituicdes de base por sitio por ano. Dessa
maneira, ocorre o0 aparecimento de subpopulagbes variantes em um mesmo
hospedeiro, geneticamente relacionadas entre si, porém com divergéncias em sua
sequéncia de nucleotideos, sendo atribuido o conceito de quasispecies (Sede et al.,
2014).

Atualmente, o HCV esta classificado em sete genotipos bem conhecidos (1-7)
e em muitos subtipos (a, b, c...). As sequéncias de nucleotideos do HCV diferem em
torno de 15% entre os subtipos, e de 30% a 35% entre os gendtipos (Messina et al.,
2015). Os diferentes genétipos do HCV apresentam distribuicdo caracteristica no
mundo (figura 17). Enquanto os genatipos 1, 2 e 3 tem ampla distribuicdo mundial,
0s genotipos 4, 5 e 6 s&o mais frequentes na Africa e sudeste da Asia. O genétipo 4
é predominante no norte e centro-oeste da Africa, o genétipo 5 na Africa do Sul e o
gendétipo 6 no sudeste da Asia. O gendtipo 7 parece circular apenas no Canada e
Africa Central (Messina et al., 2015; Thrift et al., 2017).
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Figura 17 - Distribuicdo global dos genétipos do virus da hepatite C.
Figura adaptada (Messina et al., 2015).

No Brasil, os gendtipos mais comuns sdo os 1, 2 e 3, mas também ja foram
identificados em baixas frequéncias, os gendétipos 4 e 5, no Sudeste (Araujo et al.,
2014; Campiotto et al., 2005; Lampe et al., 2013; Scalioni et al., 2017). O genotipo
1 é o de maior prevaléncia em todos os estados. O gendétipo 2 foi mais encontrado
no Centro-Oeste, enquanto o genoétipo 3 na regido Sul. De uma forma geral, no
Brasil, o gendtipo 1 apresenta frequéncias mais altas (64,0-72,0%), seguido pelo 3
(25-30%) e 2 (2-5%) (Campiotto et al., 2005; Lampe et al., 2013; Martins et al.,
1998; Oliveira et al., 1999). Especificamente no Rio de Janeiro, tém sido
encontrados os subtipos 1b (39-64%), la (25-43%), 3a (9-18%) e eventualmente o 4
(0,9%) (Araujo et al., 2014; De Almeida et al., 2004; Delvaux et al., 2015; Peres-
Da-Silva et al., 2012; Scalioni et al., 2017).

Estudos tém demonstrado associacdo do genétipo 1 com um risco
aumentado de desenvolvimento de CHC. Mais especificamente o subtipo 1b j& foi
associado ao desenvolvimento de CHC em diversos estudos (El-Shamy et al., 2013;
Lee et al., 2014). Uma metanalise estimou um risco superior de desenvolvimento de
CHC em 2,5 vezes em pacientes com gendtipo 1b do HCV, quando comparados
com outros gendtipos, o que indica que o virus do gendétipo 1b tem um potencial
oncogénico mais elevado (Raimondi et al., 2009). Altera¢des na sequéncia da regiao
Core do HCV também ja foram associadas com o aumento do risco de CHC (Korba
et al., 2015). Outros estudos demonstraram que 0 genoétipo 3 esta associado a
esteatose hepatica mais severa (Hezode et al., 2004; Negro, 2006). Além disso, um
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estudo demostrou uma associagdo entre 0 genodtipo 3a e CHC em pacientes do

Paquistao (Idrees et al., 2009).

1.3.4 Epidemiologia da infeccdo pelo virus da hepatite C

A infeccdo causada pelo HCV consiste em uma das principais causas de
doenca hepatica no mundo, agravada devido a inexisténcia de vacinacdo, sendo
considerada um dos principais problemas de salude publica mundial. Estima-se que
a infeccéo crdnica pelo HCV atinja aproximadamente 71 milhées de pessoas e que
ocorram, anualmente, 400 mil 6bitos em funcdo de alguma doenca hepatica
relacionada ao HCV (Who, 2017b).

Baseando-se na prevaléncia de anticorpos anti-HCV, a prevaléncia global da
infeccdo pelo HCV é estimada em 2,35%. O Continente Americano apresenta uma
das mais baixas prevaléncias, estimada em 1,5%, juntamente com a Oceania com
prevaléncia de 1,2%. O Oriente Médio aparece com a maior prevaléncia da infeccéo
pelo HCV com 4,7%, seguido da Africa com 3,2%, Europa com 2,3%, e Asia com
2,1% (figura 18). Em termos de numero absoluto, a maior parte da populagédo
infectada esta localizada na Asia e Africa com uma estimativa de 111 milhdes de
infectados pelo HCV (Lavanchy, 2011; Mohd Hanafiah et al., 2013).

Devido ao aumento no uso de drogas injetaveis na China, na India e no
Oriente Médio, estas regides também estdo susceptiveis a um aumento substancial
na incidéncia de cirrose e CHC relacionados a infeccdo pelo HCV, na préoxima
década (Lavanchy, 2011). E esperado também que a incidéncia de cirrose e CHC
relacionados a infeccdo pelo HCV aumente drasticamente, em paises como
Australia (Dore et al., 2003), Canada (Zou et al., 2000), Franca (Deuffic-Burban et
al., 2009), Reino Unido (Hutchinson et al., 2005; Hutchinson et al., 2002; Sweeting
et al., 2007) e EUA (Deuffic-Burban et al., 2007). Apesar da excelente resposta ao
tratamento antiviral atingida recentemente, um aumento na prevaléncia global do
HCV ainda podera ocorrer, devido a China e a india serem os paises mais
populosos do mundo. Um aumento de 1% em ambos resultaria em um adicional de
25 milhdes de individuos infectados com HCV (Calvaruso et al., 2018; Lavanchy,
2011).
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Figura 18 - Prevaléncia global de infeccéo pelo virus da hepatite C.
Disponivel em: <https://www.cdc.gov/travel-static/yellowbook/2018/map_3-05.pdf>. Acesso em: 5
janeiro 2018. (Figura adaptada).

No Brasil, a estimativa confirmada pelo Ministério da Saude em 2016 é de
aproximadamente 27.358 casos notificados para a infec¢cdo pelo HCV, sendo
aproximadamente 873 casos apenas na cidade do Rio de Janeiro (Brasil, 2017).
Segundo o Inquérito Nacional das Hepatites Virais no Brasil, a prevaléncia do
marcador de infec¢céo pelo HCV (anti-HCV) é de 1,38% da populacédo, sendo o Brasil
classificado como um pais de baixa endemicidade para a infeccdo pelo HCV.
Segundo o inquérito, a regido Norte apresentou uma prevaléncia média variando de
1,0 a 3,2% de acordo com a faixa etaria, a regido Nordeste 0,4 a 1,0%, a regido
Centro Oeste 1,0 a 1,6%, a regido Sudeste 1,0 a 1,6%, a regido Sul 0,5 a 1,7%,
enquanto o Distrito Federal 0,6 a 1,1% (Pereira et al., 2013).

1.3.5 Aspectos clinicos e laboratoriais da infeccdo pelo virus da hepatite C

A infeccdo pelo HCV pode causar hepatite aguda, fulminante ou cronica,
podendo evoluir para um quadro clinico de cirrose hepatica e CHC. O curso
evolutivo da infeccdo pelo HCV é bastante varidvel e normalmente, ndo gera
sintomas clinicos ou ictericia, dificultando o seu diagndéstico. A evolugcédo natural para

a cura espontanea ocorre em cerca de 15 a 40% até o 6° més da infeccdo. Mulheres
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tem mais chances de cura espontanea que homens, apresentando ocorréncia média
de 40% contra 22% em média (Westbrook&Dusheiko, 2014). Além disso, altas taxas
de cura espontanea ja foram associadas a certos polimorfismos genéticos, como
rs12979860 (Ge et al., 2009), rs8099917 (Tanaka et al., 2009) e rs368234815
(Prokunina-Olsson et al., 2013).

O periodo de incubacgéo da infeccdo é de 6 a 7 semanas em média, podendo
chegar a 26 semanas em alguns casos. Quando os sintomas aparecem, geralmente
ocorrem durante a fase aguda da doenca e é observado em apenas 20 a 30% dos
casos (Sagnelli et al., 2014). O pico sérico de aminotransferases, atingindo 10 a 20
vezes 0s niveis usuais, normalmente ocorre entre a 82 a 102 semana, na fase aguda
da doenca, entretanto niveis normais persistentes sdo observados em 20 a 30% dos
individuos apos 6 meses de infec¢do (Lingala&Ghany, 2015). Casos graves de
hepatite aguda fulminante podem ocorrer, porém séo raros (Jayakumar et al., 2013).

A grande maioria dos casos (85%) evolui para a cronicidade, caracterizada
pela permanéncia do HCV-RNA circulante em niveis detectaveis por um periodo
superior a 6 meses (Sagnelli et al., 2014). Muitos individuos permanecem Vvarios
anos sem nenhuma evidéncia bioquimica de hepatite, apesar de muitos deles ja
apresentarem alteracfes histoldégicas compativeis com hepatite. Outros individuos
podem evoluir ao longo de 20 a 30 anos para a cirrose e o CHC. Nestes casos,
podem ser observados os indicativos de progressdo da doenca através de dados
clinicos, laboratoriais e histolégicos que indicam complicacBes da doenca hepatica
crdnica, como a cirrose hepatica descompensada e o CHC (Westbrook&Dusheiko,
2014).

Uma vez que a infeccdo pelo HCV, normalmente, ndo gera sintomas clinicos,
o diagndstico laboratorial deve ser realizado por meio de testes sorolégicos ou
moleculares. A abordagem sorolégica se baseia na detec¢éo de anticorpos anti-HCV
no soro de pacientes infectados através de testes imunoenzimaticos como o ELISA.
Esses testes sdo os mais utilizados em todo o mundo devido ao menor custo e
maior simplicidade, apresentando sensibilidade e especificidade maior que 99%. No
entanto, € menos sensivel em pacientes imunossuprimidos e pacientes que realizam
hemodialise. Nesses pacientes, um resultado negativo ndo exclui a possibilidade de
infeccdo pelo HCV, sendo necesséario um teste complementar para que se possa
confirmar o real estado do paciente com mais clareza. O teste RIBA (recombinant
immunoblot assay) é um ensaio suplementar que pode ser utilizado para confirmar o

resultado de um ELISA, especialmente nesse tipo de paciente (Villar et al., 2015).
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A abordagem molecular consiste predominantemente na deteccdo do RNA
viral do HCV no soro ou tecido do paciente infectado. A presenca do HCV-RNA pode
ser detectada no soro entre a 12 e 32 semana ap6s 0 contagio, um més antes do
aparecimento do anti-HCV. Os testes qualitativos podem ser realizados por meio da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase precedida pela transcricao reversa (RT-
PCR) de fragmentos de RNA viral e apresentam limite de detecgéo de 50 IU/mL. Os
testes quantitativos podem ser realizados por PCR em tempo real e apresentam
limite de deteccao de 10 IU/mL com especificidade de 99,5%. Os testes moleculares
apresentam alta sensibilidade e especificidade, entretanto sédo relativamente mais
caros. Por outro lado, possuem uma série de vantagens como permitir a deteccéo de
viremia em pacientes anti-HCV negativos, o monitoramento da eficacia do
tratamento, além da identificacdo de mutacdes de escape ao tratamento (Villar et al.,
2015).

1.4 Fatores genéticos e epigenéticos na Hepatocarcinogénese

1.4.1 Fatores genéticos associados ao desenvolvimento carcinoma

hepatocelular

A variabilidade genética tem sido bastante discutida como um importante fator
para o desenvolvimento de CHC, uma vez que muitos dos pacientes expostos a
fatores de risco conhecidos nunca chegam a desenvolver cirrose ou CHC. Assim
como, uma minoria significativa de casos desenvolve CHC sem apresentar nenhum
fator de risco (Baldissera et al., 2016; EI-Serag&Rudolph, 2007). Nesse sentido,
muitos estudos tém sido realizados buscando varidveis genéticas associadas ao
processo de hepatocarcinogénese.

Ao invés de ocorrer ao acaso, as mutacdes podem ocorrem em hot-spots,
pontos onde as mutacbes ocorrem com uma frequéncia mais elevada. Os
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) correspondem a uma modificacdo na
sequéncia de DNA devido a substituicio de um Unico nucleotideo e sé&o
responsaveis por mais de 90% das disparidades alélicas em seres humanos.
Embora a maior parte destas modificacdes genéticas ocorra em regides nao
codificantes, algumas podem modificar a expressao e funcdo de um gene, podendo

afetar diferentes vias bioldgicas (Nahon&Zucman-Rossi, 2012).
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O sequenciamento completo do exoma (WES) de amostras de CHC de
diversas etiologias tem identificado genes chaves associados ao aparecimento
desse tumor (Cleary et al., 2013; Schulze et al., 2015). No entanto, a maior parte
dos estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) tem apresentado baixa
reprodutibilidade devido a heterogeneidade da populacdo estudada (loannidis et al.,
2001; Nahon&Zucman-Rossi, 2012; Ringelhan et al., 2017). Porém, por outro ponto
de vista, esses estudos fornecem dados relevantes sobre genes candidatos que
podem ser validados por estudos posteriores (Nahon&Zucman-Rossi, 2012). Uma
revisdo recente analisou 0s quatro principais estudos GWAS com objetivo de
identificar SNPs associados ao CHC em pacientes cronicos para o HBV e HCV (Zhu
et al., 2017). Trés deles investigaram pacientes chineses e o quarto pacientes
japoneses e os principais genes identificados foram KIF1B (Zhang et al., 2010a),
GRIK1, HLA-DQA1, HLA-DRB1 (Li et al., 2012), HLA-DQA1, STAT4 (Jiang et al.,
2013) e MICA (Kumar et al., 2011).

Outra importante revisdo sistematica da literatura foi realizada recentemente
com objetivo de identificar os principais genes com SNPs associados ao
desenvolvimento de CHC em pacientes cronicos para o HCV (Walker et al., 2018).
Foram identificados 137 genes, sendo 17 genes classificados como tendo forte
evidéncia de uma associacdo com CHC (tabela 2). O estudo observou associacéo
para outros 37 genes, mas esse achado ainda nao foi replicado em outros estudos.
Observou também 56 genes que apresentaram evidéncia limitada de associacao,
além de 27 genes que nao apresentaram associagao.

Diversos polimorfismos genéticos ja foram associados ao desenvolvimento de
CHC, entretanto a maior parte dos resultados ndo foram replicados em estudos
posteriores (Walker et al., 2018). Nesse sentido, € extremamente relevante avaliar o
potencial das alteracdes genéticas identificadas em influenciar vias bioldgicas
importantes relacionadas a hepatocarcinogénese, como as envolvidas em processos
de detoxificacdo, inflamacdo, estresse oxidativo, reparo do DNA, fatores de
crescimento e ciclo celular (Baldissera et al.,, 2016; Llovet et al.,, 2016;
Nahon&Zucman-Rossi, 2012; Ochi et al., 2017; Schulze et al., 2015; Walker et al.,
2018; Zucman-Rossi et al., 2015).
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Tabela 2: Principais genes associados ao CHC.

Gene Etnia / Pais Numgro de Namero de Metanalises
individuos estudos
ALDH2 Japéo 638 2 Nao
CAT Caucasiano, Marrocos 482 2 N&o
EGF Japéo, China, Egito 578 3 Sim
GSTM1 Egito, india 189 2 Nao
GSTT1 Egito, india 189 2 N&o
HLA Espanha 293 3 Nao
HLA-Bw4+KIR3DS1 Espanha, Australia, Italia 776 3 N&o
HSPA1B China, india 666 2 N&o
IENL3 AS|a~t|co, Caucasiano, Egito, 3154 10 sim
Japéo, Marrocos, Espanha
IL-1b Caucasiano, Japao 1226 4 Nao
MDM?2 Afncanq, A5|at|co~, 745 > sim
Caucasiano, Japao, Marrocos
MICA Caucasiano, Japao, Espanha 15152 5 N&o
MnSOD Caucasiano, Egito, Marrocos 755 4 Nao
PNPLA3 Europeu, Italia, Japéo, 1252 3 Sim
Marrocos
TGF-R31 China, Egito 705 2 Néao
TNF Caucasiano, China, Egito 871 4 N&o
UGT1A7 China, Franca, Alemanha, 1450 6 No

Japdo, Taiwan

Dados obtidos de uma reviséo sistematica da literatura (Walker et al., 2018).

Dois importantes genes cuja associacdo com o CHC tem sido investigada,
sdo 0 GSTT1 e GSTM1, pois desempenham um papel critico na protecéo celular a
varios tipos de danos, e seu mau funcionamento pode resultar em carcinogénese
(Mcilwain et al., 2006; Shen et al., 2014). Os genes GSTT1 e GSTML1 codificam as
enzimas Glutationas S-transferases (GSTs) da classe thetal e mul,
respectivamente. Ao todo séo sete classes de enzimas GSTs: alpha, mu, omega, pi,
sigma, theta e zeta. As GSTs fazem parte da mais importante familia de enzimas
envolvidas na detoxificagcdo de carcindgenos, toxinas, quimioterapicos e produtos
gerados por danos de espécies reativas de oxigénio (Hayes et al., 2005; Shen et al.,
2014). A variante mais comum dos genes GSTM1 e GSTT1 em humanos € a
delecdo homozigotica, caracterizada pelo genoétipo nulo (figura 19), que ocasiona a

perda de atividade enzimatica, aumento da vulnerabilidade ao dano citogenético e
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ao dano oxidativo do DNA (Hayes&Strange, 2000). Diversos estudos tém
demonstrado associacdo entre o gendtipo polimorfico nulo dos genes GSTM1 e
GSTT1 e a hepatocarcinogénese. Entretanto, apesar da plausibilidade biol6gica do
envolvimento dos genotipos nulos dos genes GSTM1 e GSTT1 com o aumento do
risco de desenvolvimento de CHC, os resultados publicados ainda sao
inconsistentes, o que poderia ser explicado pela restricdo do tamanho da amostra e
diversidade étnica (Abd EI-Moneim et al., 2008; Asim et al., 2010; Covolo et al.,
2005; Deng et al., 2005; Kiran et al., 2008; Shen et al., 2014).
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Figura 19: Contexto gendmico dos gendtipos nulos dos genes GSTT1 e GSTML1.
Figura adaptada (Teixeira et al., 2013c).

Outro gene importante € o TP53, um supressor tumoral envolvido na
regulacdo do ciclo celular e integridade genémica. A perda da funcédo da proteina
p53, permite que ceélulas danificadas escapem ao controle do ciclo celular e se
tornem cancerigenas, o que coloca variantes do gene TP53 como candidatos dignos
de investigacdo para aumento do risco CHC (figura 20) (Meng et al., 2014; Staib et

al., 2003). A ocorréncia de uma mutacdo no codon 249 do gene TP53, devido a
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conversdo de uma guanina em uma timina, resultando em alteracdo do aminoacido
arginina para serina na proteina p53. Essa mutacao foi descrita como uma evidéncia
molecular para o CHC associado ao consumo de aflatoxina, bastante frequentes em

regides Asiaticas e Africanas (Ozturk, 1991).
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Figura 20: Mecanismo biolégico dos genes TP53 e MDM2 no carcinoma hepatocelular.
Figura adaptada (Meng et al., 2014).

Outro SNP importante no gene TP53 ocorre no codon 72 (rs1042522), que
codifica 0 aminoacido prolina (Pro ou P) no lugar de arginina (Arg ou R) por uma
transversdo de guanina (G) a citosina (C). Observou-se que em linhagens celulares
a variante Arg induz a apoptose mais acentuadamente do que a variante Pro,
indicando menor susceptibilidade ao desenvolvimento de tumor. Portanto, individuos
gue possuem a variante Pro estariam susceptiveis ao cancer (Dumont et al., 2003).
Diversos estudos foram conduzidos para investigar a associagao entre esse SNP no
codon 72 e a susceptibilidade ao CHC. (Di Vuolo et al., 2011; Ezzikouri et al., 2007,
Hu et al., 2014; Mah et al., 2011; Sumbul et al., 2012; Yoon et al., 2008; Zhu et al.,
2005). Algumas metanalises foram conduzidas e observaram a associacdo entre
esse SNP e o desenvolvimento do CHC (Ding et al., 2012; Lv et al., 2013).
Entretanto uma metanalise mais recente ndo observou associagédo (Peng et al.,
2013). Portanto, os resultados relatados ainda sao conflitantes, sendo necessarios
mais estudos em diferentes populagdes para investigar se essa associagdo ocorre
apenas em algumas etnias ou em conjunto com outro fator de risco.

Um importante regulador da proteina p53, o gene MDM2, tem sido descrito
como um acelerador da hepatocarcinogénese, inibindo a atividade da p53 e
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aumentando sua destruicdo proteolitica via ubiquitinacdo (figura 20) (Bond et al.,
2005; Meng et al., 2014). Um polimorfismo na regido promotora do gene MDM2,
caracterizado pela alteracdo de timina (T) para guanina (G) no nucleotideo 309
(rs2279744), foi associada a superexpressdo de MDM2 e, por conseguinte, a
inibicdo da atividade da p53 (Bond et al., 2004). Em conjunto, os dois polimorfismos
TP53 R72P e o MDM2 T309G podem induzir a carcinogénese diretamente afetando
a funcdo da p53 e indiretamente por regulagdo negativa da p53, por meio da
superexpressdao do gene MDM2. Por bastante tempo, diversos estudos tém
analisado a influéncia do SNP MDM2 T309G no desenvolvimento de CHC, porém os
resultados permanecem controversos (Peng et al., 2013). De acordo com uma
metandlise, realizada por Ma e colaboradores (2012), o SNP MDM2 T309G esta
associado ao aumento do risco de CHC em asiaticos e caucasianos, entretanto, o
mesmo foi questionado por ndo incluir na analise alguns estudos elegiveis (Tomoda
et al., 2012; Yang et al., 2013). Além disso, as etnias estudadas sao extremamente
limitadas. Dessa forma, novos estudos abordando a influéncia do SNP MDM2
T309G na hepatocarcinogénese em populacdes de diferentes regides geograficas e
expostas a fatores de risco diferentes sdo necessarios.

Diversos outros polimorfismos tém sido associados ao desenvolvimento do
CHC, entretanto a heterogeneidade tumoral, a diversidade étnica e a exposi¢do a
fatores de risco adicionais variados sdo desafios complexos enfrentados pela
comunidade cientifica na busca de um perfil genético associado a um maior risco de

desenvolvimento de CHC (Nahon&Zucman-Rossi, 2012; Ringelhan et al., 2017).

1.4.2 Fatores epigenéticos associados ao desenvolvimento carcinoma

hepatocelular

Em oposicdo as alteracdes genéticas, alteracdes epigenéticas nao alteram a
sequéncia dos nucleotideos, mas sdo capazes de modular a expressdo génica
interferindo nos niveis transcricional e pos-transcricional. Existem duas classes de
genes criticos para 0 cancer: protoncogenes e genes supressores de tumor.
Alteracdes epigenéticas frequentemente resultam na ativagdo de protoncogenes e
na inativacao de genes supressores de tumor (Momparler, 2003).

A metilagéo de DNA € o principal mecanismo epigenético de silenciamento de
genes e consiste na adigcdo covalente de um grupo metil na posicdo 5 de uma
citosina precedida de guanina (CpGs). Enquanto as CpGs metiladas estao
localizadas aleatoriamente em todo o genoma, as CpGs ndo metiladas normalmente
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sdo agrupados em ilhas CpG, encontradas principalmente nas regides promotoras
de muitos genes (Gros et al.,, 2012; Pechalrieu et al.,, 2017). Em células de
mamiferos, a metilacdo do DNA € catalisada por DNA metiltransferases (DNMTSs)
(figura 21) (Jurkowska et al., 2011).
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Figura 21: Representacdo do mecanismo de metilagcdo de DNA.
Figura adaptada (Pechalrieu et al., 2017).

Em muitos tipos de tumores, a ocorréncia de hipermetilacdo em regibes
promotoras tem sido associada a inativacdo de genes supressores de tumor (Lee et
al.,, 2003). Diversos estudos tém demonstrado um papel importante da
hipermetilagdo de promotores no silenciamento génico em casos de CHC e revelado
uma correlacdo positiva com sua progressdao (Tischoff&Tannapfe, 2008). A
hipermetilacdo esta entre as primeiras alteragcdes moleculares que ocorrem antes da
oncogénese e tem sido observada em diversos tipos de cancer, entre eles o CHC
(Issa, 2004; Jones&Baylin, 2002; Shen et al., 2002).

Andlises de tecido hepatico com CHC revelaram um padrdao anémalo de
hipermetilacdo de DNA em diversos genes (Hernandez-Vargas et al., 2010; Lambert
et al., 2011; Yang et al., 2003). Dentre eles, um gene humano frequentemente
hipermetilados em casos de CHC é o RASSF1A, um supressor de tumor envolvido
na via de sinalizacdo de Ras, que exerce um papel fundamental no controle do ciclo
celular, estabilizacdo de microtubulos, adeséo celular, motilidade celular e apoptose
(figura 22) (Agathanggelou et al., 2005; Donninger et al., 2007). Estudos anteriores
observaram, por diferentes metodologias, altas frequéncias de hipermetilacdo (76-
100%) no gene RASSF1A em amostras de CHC, apds andlise de diferentes ilhas
CpGs (Di Gioia et al., 2006; Lambert et al., 2011; Zhang et al., 2013; Zhang et al.,
2002).
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Figura 22: Mecanismos bioldgicos do gene RASSF1A no ciclo celular.
Figura adaptada (Donninger et al., 2007).

Além disso, Lambert e colaboradores (2011) demonstraram uma associacao
entre os niveis de metilacdo de RASSF1A e outros genes e a area geografica
analisada. Um dos genes analisados, o supressor tumoral DOK1, foi observado
hipermetilado em 62% dos tecidos de CHC analisados. Ao comparar pacientes de
duas localidades, ambos os genes RASSF1A e DOK1 apresentaram niveis de
metilacdo mais baixos em pacientes com CHC da Tailandia do que em pacientes
com CHC da Franca (Lambert et al., 2011). O supressor tumoral DOK1 é expresso
nas células B e T, assim como em macréfagos e neutrofilos, e estd envolvido em
uma ampla gama de vias de sinalizacdo de imunorreceptores (figura 23). Além
disso, DOK1 esta envolvido em vias de sinalizacdo de Ras, levando ao crescimento
e proliferagdo celular (Julien et al., 2011; Mashima et al., 2009). No entanto, poucos
dados estédo disponiveis na literatura cientifica sobre o perfil de metilacdo do gene
DOK1 em cancer hepatico. Dessa forma, estudos que analisem o perfil de metilagéo
desses genes em outras regides geograficas devem ser incentivados, jaA que a
identificacdo de genes associados a hepatocarcinogénese pode se tornar uma
ferramenta util para o rastreio do CHC no futuro.
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Figura 23: Mecanismos hioldgicos do gene DOK1 no ciclo celular.
Figura adaptada (Julien et al., 2011).

Para utilizar perfis de metilacdo de DNA de determinados genes como
biomarcadores para aplicacdo em pré-diagnéstico é essencial o desenvolvimento de
meétodos de analise ndo invasivos. Nesse sentido, a identificacdo de biomarcadores
epigenéticos em DNA livre circulante (cfDNA, do inglés cell-free DNA) no soro ou
plasma tem se tornado uma linha de pesquisa promissora, especialmente com o
recente desenvolvimento de métodos de sequenciamento de alto desempenho,
essencial para o avanco desta area.

O cfDNA consiste em pequenos fragmentos de cadeia dupla de DNA e sao
encontrados no sangue em quantidades variaveis entre diferentes individuos (Suzuki
et al., 2008). Entretanto, uma fracdo do cfDNA em particular, o DNA tumoral
circulante (ctDNA, do inglés circulating tumour DNA), possui grande potencial no
contexto de biomarcadores ndo invasivos para o diagnéstico precoce e para o
prognéstico (Chan et al., 2013; Dawson et al., 2013; Goto et al., 2012; Lee et al.,
2011b; Nakamura et al., 2011; Perkins et al., 2012; Taniguchi et al., 2011). A
presenca de ctDNA na corrente sanguinea parece estar relacionada a eventos de
necrose, apoptose e secre¢do de células tumorais (Schwarzenbach et al., 2011).
Além disso, a quantidade de cfDNA, assim como da fragcdo de ctDNA, aumenta com
a gravidade da doenca e o volume do tumor (Bettegowda et al., 2014; Newman et

al., 2014). No entanto, como o ctDNA pode representar apenas uma fracdo muito
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pequena do cfDNA, existem desafios metodoldgicos que limitam a sensibilidade de
deteccdo de ctDNA (Diehl et al., 2008).

O sequenciamento de alto desempenho apresenta uma alta sensibilidade e
tem grande potencial e aplicabilidade em estudos envolvendo o ctDNA em contextos
epidemioldgicos, clinicos e moleculares. Diversos estudos tém demonstrado que
essa tecnologia pode ser aplicada para a deteccdo de mutagBes somaticas
relacionadas com tumor em ctDNA, sugerindo que podem ser gradualmente trazidas
para o contexto clinico (Crowley et al., 2013; Diehl et al., 2008; Newman et al.,
2014). Por outro lado, praticamente todos os estudos que visaram a deteccdo de
metilacdo em ctDNA utilizaram PCR especifico ou métodos semelhantes que, além
de outras limitagdes, fornecem informacfes sobre a presenca de um numero restrito
de sitios metilados (Ammerpohl et al., 2012; Begum et al., 2011; Church et al.,
2014; lyer et al., 2010; Wong et al., 2000).

Embora as atuais evidéncias sugiram que as alteragdes na metilacdo do DNA
em amostras de soro ou plasma tem potencial para diagndostico e monitoramento em
varios tipos de cancer, incluindo o CHC, informacdes sobre a abordagem por
sequenciamento de alto desempenho para analise de metilacdo em cfDNA ainda
sdo escassas (Vaca-Paniagua et al., 2015). Entretanto, um grupo de pesquisadores
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC, International Agency for
Research on Cancer), em um trabalho pioneiro, analisou a regido promotora de seis
genes, por sequenciamento de alta vazao, e encontrou uma associacdo entre
presenca de CHC e niveis de metilacdo mais elevados do gene VIM ao comparar
cfDNA obtidos de pacientes com e sem CHC (Vaca-Paniagua et al., 2015). Nesse
contexto, estudos que instiguem fatores epigenéticos utilizando uma abordagem néo
invasiva sdo extremamente relevantes no sentido de identificar e validar possiveis

biomarcadores com potencial uso no contexto clinico.

1.5 Justificativa

O CHC é um importante problema de saude a nivel global, sendo considerado
a segunda causa de mortalidade por cancer. Os principais agentes etiolégicos para
0 desenvolvimento de CHC no mundo séo as infecgdes crbnicas pelo HBV e HCV,
gue juntos representam quase 80% dos casos de CHC. A infec¢cdo cronica por esses
virus atinge, atualmente, 328 milhdes de pessoas, e sao fortes indutores de leséo

hepética cronica, resultando frequentemente no desenvolvimento de cirrose hepética
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e CHC. Entretanto, os motivos pelos quais somente uma parte dos pacientes
desenvolvem cirrose e CHC ainda n&o estéo claros.

Diversas linhas de evidéncia indicam que o desenvolvimento do CHC é um
processo de multiplas etapas, influenciado por fatores hereditarios e adquiridos. O
acumulo de alteracbes genéticas em genes criticos para o0 cancer é capaz de
modificar vias celulares importantes e iniciar o processo de carcinogénese. Estudos
tém demonstrado a associacdo de diferentes polimorfismos genéticos com o
desenvolvimento do CHC. Entretanto, poucos estudos foram realizados com
pacientes brasileiros até o momento. Embora a maior parte destas modificacdes
ocorra em regides ndo codificantes, algumas podem modificar a expresséo e funcao
de um gene, podendo afetar diferentes vias biolégicas e levar ao CHC. Estudos de
associacdo gendmica ampla (GWAS) e de meta-analise tém demonstrado uma
associacdo entre a presenca de determinados polimorfismos genéticos com o
desenvolvimento do CHC, em individuos com hepatite cronica. Dessa maneira,
estudos que identifiquem possiveis polimorfismos genéticos associados ao
desenvolvimento de cirrose e CHC sdo de extrema importancia.

Por outro lado, tendo em vista os crescentes achados de alteracGes
epigenéticas em diversos tumores, estudos epigenéticos sdo de grande importancia
para o melhor entendimento do desenvolvimento dessas doencas e podem contribuir
para descobertas de possiveis marcadores tumorais, além do desenvolvimento de
terapias medicamentosas, uma vez que essas alteracbes epigenéticas sao
potencialmente reversiveis. A metilagdo de DNA € o principal mecanismo
epigenético de silenciamento de genes e tem sido observada em diferentes
canceres humanos. Alguns estudos tém demonstrado um papel importante da
hipermetilacdo de promotores no silenciamento génico em casos de CHC e revelado
uma correlagéo positiva com a progressao do tumor. Portanto, o perfil de metilagao
de determinados genes esta associado a evolucdo da doenca hepéatica e pode se
tornar uma ferramenta Gtil para o rastreio do CHC.

O padréo ouro para a analise da influéncia do perfil de metilagdo de genes
com a progressao da doenca hepatica é a analise de tecido hepéatico. Entretanto, no
sentido de identificar biomarcadores para possivel aplicacdo em pré-diagnostico é
essencial o desenvolvimento de métodos de andlise ndo invasivos. Nesse sentido, a
identificacdo de biomarcadores epigenéticos em cfDNA no soro ou plasma se torna
uma linha de pesquisa promissora, especialmente com o recente desenvolvimento

de métodos de sequenciamento de alto desempenho, essencial para o avanco desta
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area. Diversos estudos tém demonstrado que essa tecnologia pode ser aplicada
para a deteccdo de mutacdes soméaticas associadas ao tumor em cfDNA, sugerindo
que podem ser gradualmente trazidas para o contexto clinico. A grande maioria dos
estudos que analisam metilacdo em cfDNA utilizam PCR especifico ou métodos
semelhantes, obtendo dessa forma informacdes sobre a presenca de um numero
restrito de sitios metilados, dentre outras limitagBes. Portanto, apesar do potencial
das alteragcbes na metilagdo do DNA, em amostras de soro ou plasma para
diagnéstico e monitoramento em varios tipos de cancer, dentre eles o CHC,
informacBes sobre a abordagem por sequenciamento de alto desempenho para
andlise de metilacdo em cfDNA ainda s&o escassas.

Uma vez que o bom prognostico do CHC depende fundamentalmente da
deteccdo precoce do tumor, é de extrema relevancia a identificacdo de fatores
genéticos e epigenéticos que poderdo ser utilizados futuramente na rotina
laboratorial como biomarcadores de deteccdo precoce do CHC, bem como de
selecédo de pacientes com hepatite cronica em alto risco de desenvolver este tumor.
Até o momento, apenas dois estudos investigaram a relacdo do perfil de metilacédo
em cfDNA com o desenvolvimento de CHC utilizando a tecnologia de
sequenciamento de alto desempenho, destacando o pioneirismo dessa abordagem
no contexto mundial. Além disso, no Brasil poucos estudos investigaram a influéncia
de polimorfismos e nenhum estudo investigou alteracdes epigenéticas relacionadas
ao CHC. Portanto esse trabalho contribui com importantes dados em uma linha de
investigacao internacionalmente competitiva com a aplicacao de tecnologia de ponta
promovendo a participacdo mais efetiva do pais nesse campo da ciéncia

internacional.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se a ocorréncia de polimorfismos genéticos e da hipermetilacdo de

DNA estédo associados a progressado da doenca hepatica para o desenvolvimento de

cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC), em pacientes brasileiros com hepatite

cronica.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar o perfil demografico e a prevaléncia dos gendétipos do HCV em
pacientes crénicos de acordo com a presenca de cirrose e CHC,;
Determinar a frequéncia dos genotipos polimérficos GSTT1 nulo (dele¢éo),
GSTM1 nulo (delecdo), TP53 R72P (rs1042522) e MDM2 T309G
(rs2279744) em amostras de soro de pacientes infectados pelo HCV em
trés diferentes graus da doenca hepatica: hepatite crénica, cirrose e CHC;
Investigar a associacao entre os polimorfismos estudados e a progressao
da doenca hepéatica para o desenvolvimento de cirrose e CHC;

Determinar os niveis de metilacdo de DNA na regiao promotora dos genes
RASSF1A e DOK1l em amostras de tecido hepético com i) hepatite
cronica, i) cirrose e iii) CHC;

Investigar a associacao entre os perfis de metilagcdo de DNA encontrados
nos genes estudados e a progressdao da doenca hepéatica para o
desenvolvimento de cirrose e CHC;

Isolar e quantificar os niveis de DNA livre circulante (cfDNA) em soro de
pacientes infectados pelo HCV e investigar a associagdo com progressao
da doenca hepatica para o desenvolvimento de cirrose e CHC;

Determinar os niveis de metilacdo de cfDNA em amostras de soro de
pacientes infectados pelo HCV em trés diferentes graus da doenca
hepatica: hepatite cronica, cirrose e CHC;

Investigar a associacdo entre os perfis de metilacio em CcfDNA
encontrados e a progressao da doenca hepatica para o desenvolvimento

de cirrose e CHC.
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado por meio de colaboracdes entre o Laboratorio de
Virologia Molecular do Instituto Oswaldo Cruz (I0OC-FIOCRUZ) e o Departamento de
Anatomia Patolégica e o0 Servico de Hepatologia do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF-UFRJ, e o Epigenetics Group, Section of
Mechanisms of Carcinogenesis, da International Agency for Research on Cancer
(IARC), em Lyon, Franca. A descricdo metodolégica foi organizada em trés sessoes:
i) polimorfismos genéticos; ii) hipermetilacdo de DNA em tecido hepatico; e iii)

hipermetilacdo em DNA livre circulante em soro.

3.1 Polimorfismos genéticos

3.1.1 Amostragem

Para a analise da frequéncia de polimorfismos genéticos foram selecionados,
por meio de analise de prontuarios, 190 pacientes com hepatite C crbnica, atendidos
no ambulatério do Servico de Hepatologia do HUCFF-UFRJ durante o periodo de
fevereiro de 2011 a maio de 2015. Os individuos selecionados foram submetidos a
coleta de sangue e um questionario foi preenchido contendo dados demograficos,
clinicos e epidemiolégicos dos pacientes. Dentre eles, 47 pacientes tinham
diagnéstico apenas de hepatite crénica, 83 pacientes tinham diagndstico de cirrose e
60 pacientes tinham diagnostico de CHC.

Os critérios de inclusdo no estudo foram individuos maiores de 18 anos com
diagnéstico de hepatite C crénica, com e sem diagnostico de cirrose hepatica e
CHC, e que tenham aceitado participar do estudo ap6s a leitura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme Resolugcéo n° 466, de 12 de
dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude, Ministério da Saude, Brasil. O
diagnostico de hepatite C crbnica foi determinado pela presencga de anticorpo anti-
HCV e RNA viral por mais de seis meses. O diagnéstico de cirrose foi definido por
meio de exame histopatologico atraves da analise de biopsias hepaticas sendo
observado estagio 4 segundo a classificacdo de METAVIR ou por meio de
elastografia hepatica transitéria. O diagnéstico de CHC foi determinado segundo o

critério de Barcelona (Easl-Eortc, 2012).
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Os critérios de excluséao foram pacientes coinfectados com o virus da hepatite
B (HBV) e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pacientes com nédulo hepético
sem diagnostico, pacientes que ndo tiveram condi¢cdes de se submeter a coleta de
sangue e pacientes que ndo concordaram com o TCLE. O diagnéstico de hepatite B
e de infeccdo pelo HIV foram determinados pela presenca do antigeno HBsAg, e
presenca do anticorpo anti-HIV, respectivamente.

As amostras de sangue total obtidas na coleta de sangue periférico foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos para obtencdo do soro. Em seguida, as

amostras de soro foram aliquotadas e estocadas a - 20°C.

3.1.2 Isolamento de acido nucléico

A extracao simultanea de DNA e RNA foi realizada a partir de 200 pL de soro
utilizando-se o High Pure Viral Nucleic Acid kit (Roche Diagnostics, Basileia, Suica),
segundo protocolo do fabricante. As amostras extraidas foram armazenadas a

temperatura de - 70°C.

3.1.3 Genotipagem do virus da hepatite C

Para a genotipagem do HCV, foi realizada a amplificacdo da regido Core, em
duas etapas, através de uma nested-PCR, seguida de analise filogenética. Para a
amplificagéo foi utilizado o SuperScript Il One-Step RT-PCR System with Platinum
Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). A primeira etapa
corresponde a sintese de DNA complementar (cDNA) seguida de amplificacao,
realizada utilizando-se 4 yL do RNA extraido, 1 yL de Super script Ill e 10 pmol dos
oligonucleotideos Sc2 e Ac2 (tabela 3). Em um termociclador utilizou-se o seguinte
ciclo: 45°C por 30 minutos, 94°C por 2 minutos, 20 ciclos de 94°C por 1 minuto, 45°C
por 1 minuto e 68°C por 1 minuto, 20 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto
e 68°C por 1 minuto, seguido pelo alongamento final a 68°C durante 5 minutos. O
produto final obtido na primeira amplificacao foi de 440 pb. Para a segunda etapa de
amplificacdo, foi utilizado 2 yL do produto da primeira etapa, 1 U de Taq DNA
polimerase e 10 pmol dos oligonucleotideos S7 e A5 (tabela 3). No termociclador, o
ciclo utilizado foi 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 62°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto, seguido pelo alongamento final a 72°C por 7 minutos,
resultando um produto final de 354 pb. A genotipagem foi realizada por analise

filogenética pelo método de neighbor joining no software Mega 7.
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Tabela 3: Oligonucleotideos para amplificacdo da regido Core do virus da hepatite C.

Etapa Oligonucleotideo* Sequéncia nucleotidica Posu;ao# Fragmento
genoma Amplificado
Sc2 (senso) 5 GGG AGG TCT CGT AGA CCG TGCACCATG3 nt-24—nt 3
1 Ac2 (anti-senso) ?Aggcé (écezg%; (GT)AT (AG)TA CCC CAT GAG Nt 417 — nt 391 440 pb
S7 (senso) 5 AGA CCG TGC ACC ATG AGC AC 3’ nt-12-nt8
2 5 TAC GCC GGG GGT CA(TG) T(GA)G GGC CCC A 354 pb

A5 (anti-senso) 3 nt 343 — nt 319

*Oligonucleotideos (Ohno et al., 1997). “Posi¢cdo no genoma considerando a posigéo 0 o cédon de iniciagdo da fase de leitura
aberta.

3.1.4 Genotipagem dos polimorfismos

Os genes humanos GSTT1, GSTM1, TP53 e MDM2 foram analisados quanto
a presenca de polimorfismos genéticos. Foi analisada a presenca de delecbes nos
genes GSTT1 e GSTML, caracterizando o gendétipo polimdérfico nulo, por meio da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) multiplex, utilizando
oligonucleotideos especificos (tabela 4), conforme descrito em um estudo anterior
(Ueda et al., 2003). O gene da B-globina foi utilizado como controle positivo da PCR
e a genotipagem dos polimorfismos foi realizada com base na presenca ou auséncia
(delecéo) de bandas, apos eletroforese em gel de agarose a 3%.

A genotipagem do polimorfismo no cédon R72P (rs1042522) do gene TP53,
foi realizada por PCR seguida da andlise do polimorfismo dos fragmentos de
restricdo (RFLP), conforme descrito em estudo anterior (Ueda et al., 2006). Para
amplificagao, foi utilizado 2 yL do DNA extraido, 1 U de Taq DNA polimerase e 10
pmol dos oligonucleotideos (tabela 4) em 50 uL de reacdo. No termociclador, o ciclo
utilizado foi 96°C por 3 minutos, 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e
72°C por 2 minuto, seguido pelo alongamento final a 72°C por 7 minutos. O RFLP foi
realizado durante 3h a 37°C com a endonuclease BstUl e os gendtipos foram
determinados pelo padrdo de bandas em gel de agarose a 3%. O gendétipo Arg/Arg
foi determinado pela presenca de dois fragmentos em gel de agarose (113 e 86 pb),
devido a clivagem pela BstUI, o genoétipo Pro/Pro foi determinado pela presenca de
um unico fragmento (199 pb), devido a auséncia de clivagem, enquanto o genotipo
heterozigoto Arg/Pro foi determinado pela presenca de trés fragmentos no gel de
agarose (199, 113 e 86 pb).

A regido do gene MDM2 contendo o SNP T309G (rs2279744) foi amplificada
por PCR seguida de RFLP, conforme descrito em estudo anterior (Wang et al.,
2009). Na amplificacdo, foi utilizado 2 yL do DNA extraido, 1 U de Tag DNA
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polimerase e 10 pmol dos oligonucleotideos (tabela 4) em 50 pyL de reacdo. No
termociclador, o ciclo utilizado foi 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30
segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, seguido pelo
alongamento final a 72°C por 7 minutos. As digestbes enzimaticas foram realizadas
por 3 horas a 37°C utilizando a endonuclease MspALll. A genotipagem por analise do
perfil em gel de agarose a 3%. O gendtipo T/T foi determinado pela presenca de um
anico fragmento em gel de agarose (237 pb), o gendétipo G/G foi determinado pela
presenca de dois fragmentos em gel de agarose (189 e 48 pb), devido a clivagem
pela endonuclease, enquanto o gendétipo heterozigoto T/G foi determinado pela
presenca de trés fragmentos em gel de agarose (237, 189 e 48 pb).

Os gendtipos polimorficos em cada um dos quatro genes analisados foram
atribuidos aos pacientes e todos os polimorfismos foram analisados de maneira
individual e de forma simultanea, investigando possiveis associacdes com a
presenca de cirrose e CHC, sendo os principais resultados mostrados nos itens
4.1.2a4.1.4.

Tabela 4: Oligonucleotideos para amplificacdo dos genes GSTT1, GSTM1, TP53 e MDM2.

Gene Oligonucleotideo* Sequéncia nucleotidica Direcao

GSTT1-sense 5 TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC 3 Senso
GSTT1

GSTT1-anti 5 TCA CCG GAT CATGGC CAG CA 3’ Antissenso

GSTM1-sense 5 GAA CTC CCT GAA AAG CTAAAGC 3 Senso
GSTM1

GSTM1-anti 5 GTT GGG CTC AAA AAT ATACGG TG 3 Antissenso

B-globina-sense 5 CAA CTT CAT CCACGT TCACC ¥ Senso
B-globina

B-globina-anti 5 GAA GAG CCA AGG ACA GGTAC 3 Antissenso

TP53-sense 5 TTG CCG TCC CAA GCAATG GATGA 3’ Senso
TP53

TP53-anti 5 TCT GGG AAG GGA CAG AAG ATG AC 3 Antissenso

MDM2-sense 5 CGC GGG AGT TCA GGG TAAAG & Senso
MDM2

MDM2-anti 5 AGC TGG AGA CAAGTC AGG ACTTAAC 3 Antissenso

*Oligonucleotideos (Ueda et al., 2003; Ueda et al., 2006; Wang et al., 2009).
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3.2 Hipermetilacdo de DNA em tecido hepatico

3.2.1 Amostragem

Para a andlise dos niveis de metilacdo de DNA, foram selecionadas de forma
aleatéria 41 amostras de tecido hepatico tumoral e ndo-tumoral conservadas em
parafina de pacientes com hepatite crénica de qualquer etiologia, obtidas de um
banco de tecidos por meio da colaboragdo com o Departamento de Anatomia
Patolégica do HUCFF-UFRJ. Foi realizada analise histoldégica das amostras para
confirmar a caracterizacao de hepatite crbnica, caracterizada por inflamag¢do com ou
sem fibrose. As amostras foram obtidas de 36 pacientes, sendo 20 pacientes com
CHC, 4 com cirrose e 12 com apenas hepatite cronica. Adicionalmente, foram
obtidas 5 amostras de tecido cirrético adjacente de pacientes com CHC. Portanto,
foram obtidas 41 amostras dos 36 pacientes.

As amostras de tecido com CHC e amostras de tecido cirrético foram obtidas
a partir de explantes de figado ou resseccdo cirlrgica, enquanto tecidos com
hepatite crénica sem cirrose e cancer foram obtidos por bidpsia percutanea do
figado. Dados demogréficos e clinico-patolégicos, como idade, género, histologia e

infeccdes pelo HBV e HCV foram obtidos a partir de registros médicos.

3.2.2 Isolamento de acido nucléico de tecido hepatico

Para cada amostra foram obtidas cinco sec¢des de 10 ym do bloco de tecido
conservado em parafina. As amostras foram desparafinizadas em 1 mL de xileno
absoluto e centrifugadas a 13 200 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi removido e
1 mL de etanol 96% foi adicionado ao precipitado para remocéao do xileno. Uma nova
centrifugacdo a 13 200 rpm por 2 minutos foi realizada e o sobrenadante foi
removido. As amostras foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente
com a tampa do tubo aberta para evaporacdo dos residuos de etanol. Em seguida,
as amostras foram submetidas a extracdo do DNA celular utilizando-se o QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Valencia, CA), conforme protocolo do fabricante.

Posteriormente, foram armazenadas a temperatura de - 70°C.

3.2.3 Tratamento de DNA com bissulfito de sédio

O DNA extraido das amostras de tecido hepatico foi submetido ao tratamento
com bissulfito de sodio, utilizando o EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo

Research, Irvine, CA), seguindo o protocolo do fabricante. O principio dessa
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metodologia consiste na adicdo de ions bissulfito (HSO3") que seletivamente
desaminam as citosinas ndo metiladas, seguida da conversdo das citosinas néo
metiladas em uracilas. Dessa forma, as citosinas metiladas permanecem inalteradas,
permitindo a identificacdo e quantificacdo posterior de sitios metilados na regiao de
interesse. Apés tratamento com bissulfito, as amostras foram armazenadas a

temperatura de - 70°C.

3.2.4 Amplificacdo do DNA extraido do tecido

Apos o tratamento com bissulfito de sodio, o DNA extraido foi amplificado por
PCR para a regido promotora dos genes RASSF1A e DOK1, segundo condicdes
previamente descritas (Lambert et al., 2011). A regido de interesse abrange seis
dinucleotideos CpG para o gene RASSF1A e cinco dinucleotideos CpG para o gene
DOK1, e foram amplificadas utilizando oligonucleotideos especificos (tabela 5),
sendo um deles biotinilado. A modificacdo na regido 5’ pela adicdo de uma molécula
de biotina nos oligonucleotideos antissenso, gera uma alta afinidade por
estreptavidina, permitindo a utilizacdo da fita biotinilada como molde durante a
posterior etapa de sintese que ocorre no pirosequenciamento. A PCR foi realizada
utilizando 4 ul do DNA tratado com bissulfito de sddio, 10 pmol dos oligonucleotideo
e 1U de Platinum Taq DNA Polimerase High Fidelity (Invitrogen, San Diego, CA), em
um volume final de reagdo de 50 pl. As amostras foram levadas ao termociclador
utilizando-se o0 mesmo ciclo para ambos os genes: 94°C por 30 segundos, 35 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 68°C por 1 minuto, seguido por
uma extensdo final de 7 minutos a 68°C. Ap6s a amplificacdo, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2% para verificar o sucesso da

amplificacéo e posteriormente armazenadas a -20°C.

Tabela 5: Oligonucleotideos para amplificacdo da regido promotora dos genes RASSF1A e
DOK1.

Gene Oligonucleotideo* Sequéncia nucleotidica Direcéo
RAS-sense 5 AGT TTG GAT TTT GGG GGA GG 3 Senso
RASSF1A
RAS-bio* 5’ Bio-CAA CTC AAT AAA CTC AAACTC CCC ¥ Antissenso
DOK1-sense 5 GAG GTG GAG GAAGATTTG 3’ Senso
DOK1
DOK1-bio# 5’ Bio-CCA CAC TCA CAC ACT CAA 3 Antissenso

*Oligonucleotideos (Lambert et al., 2011). *Biotinilado.
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3.2.5 Analise da metilacdo de DNA

Para a quantificacdo dos niveis de metilacdo, os produtos amplificados foram
submetidos a reacao de pirosequenciamento no pirosequenciador PyroMark Q96 ID
(QIAGEN), utilizando o programa Pyro Q-CpG (QIAGEN). Essa técnica consiste em
sequenciamento por sintese com monitoramento da incorporacdo de nucleotideos
em tempo real e conversdo enzimética do pirofosfato liberado em sinal luminoso
quantitativamente  proporcional. Os oligonucleotideos utilizados para o
sequenciamento da regido promotora dos genes RASSF1A e DOK1 podem ser
vistos na tabela 6. Os resultados gerados podem ser avaliados em um pirograma e
0os niveis de metilacdo para cada gene foram obtidos pelas médias das
porcentagens de metilagdo de seis sitios CpG na regido promotora do gene
RASSF1A e cinco na regidao promotora do gene DOK1. Para avaliar as frequéncias
de hipermetilacdo de DNA em amostras de CHC e cirrose, foram definidos valores
de corte (cut-off) para os genes RASSF1A e DOKI, obtidos a partir do quantile
representando os 95% superiores em niveis de metilagdo de amostras sem cirrose e
sem CHC, conforme definido anteriormente (Lambert et al.,, 2011). Portanto, as
frequéncias de hipermetilacdo de DNA de individuos com cirrose e com CHC foram
representadas como a porcentagem de amostras com niveis de metilacdo acima do

valor de corte definido para cada gene.

Tabela 6: Oligonucleotideos para o pirosequenciamento da regido promotora dos genes
RASSF1A e DOK1.

Gene Oligonucleotideo* Sequéncia nucleotidica Concentracao
RASSF1A RAS-seq 5 GGG TTAGTTTTG TGG TTT 3'

0,4 uM
DOK1 DOK-seq 5 AGT TTT GGG GGT GGT 3'

*Oligonucleotideos (Lambert et al., 2011).

3.3 Hipermetilagdo em DNA livre circulante em soro

3.3.1 Amostragem

Para o estudo da hipermetilacdo em cfDNA circulante em soro, 115 individuos
foram selecionados de forma consecutiva durante o periodo de margo de 2011 a
marco de 2017. Por meio de analise de prontuarios, foram selecionados 95
pacientes com hepatite C crbnica atendidos no ambulatério do Servico de

Hepatologia do HUCFF-UFRJ. Destes, 26 pacientes apresentaram apenas hepatite
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C crbnica, 37 apresentaram cirrose e 32 apresentaram CHC. Adicionalmente, 20
individuos sem doenca hepatica também foram selecionados para este estudo.
Todos os individuos foram submetidos a coleta de sangue e um questionario foi
preenchido contendo dados demogréaficos, clinicos e epidemioldgicos.

Os critérios de inclusdo de pacientes com diagnostico de hepatite C crénica,
foram individuos maiores de 18 anos, com e sem diagndstico de cirrose hepatica e
CHC, e que tenham aceitado participar do estudo apés a leitura do TCLE. Os
critérios de inclusdo de individuos sem doenca hepatica foram idade superior a 18
anos, diagnodstico negativo para o anticorpo anti-HCV e ter aceitado participar do
estudo apés a leitura do TCLE. O diagnéstico de hepatite C crbnica foi determinado
pela presenca de anticorpo anti-HCV e RNA viral por mais de seis meses. O
diagnoéstico de cirrose foi definido por meio de exame histopatologico através da
analise de bidpsias hepaticas sendo observado estagio 4 segundo a classificacdo de
METAVIR ou por meio de elastografia hepatica transitoria. O diagndstico de CHC foi
determinado segundo o critério de Barcelona (Easl-Eortc, 2012).

Os critérios de exclusao de pacientes com diagndstico de hepatite C crbnica
foram coinfeccdo com HBV ou HIV, nddulo hepéatico sem diagnostico, além de
pacientes que nédo tiveram condi¢ces de se submeter a coleta de sangue e que ndo
concordaram com o TCLE. Os critérios de exclusdo de individuos sem doenca
hepatica foram diagndsticos prévios de hepatite C, hepatite B (anti-HCV, HBsSAg e
anti-HBc negativos) e infeccdo pelo HIV. O diagndstico de hepatite B e de infeccdo
pelo HIV foram determinados pela presenca do antigeno HBsAg e presenca do
anticorpo anti-HIV, respectivamente.

As amostras de sangue total, obtidas na coleta de sangue periférico, foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos para obtencéo do soro e em seguida, foram
aliquotadas e estocadas a - 20°C. Apods o periodo da coleta, as 115 amostras foram
transportadas ao laboratério da IARC, em Lyon, Franca.

3.3.2 Extracdo de DNA

No laboratério da IARC, as 115 amostras foram submetidas a extracdo de

DNA partindo de 1 mL de soro utilizando-se o QIAamp circulating nucleic acid kit

(QIAGEN) com o QlAvac 24 Plus vacuum manifold, de acordo com as instrucdes do

fabricante. Posteriormente, o DNA extraido foi quantificado pelo equipamento Qubit

2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific), que atua como um espectrofotbmetro,

possibilitando a quantificacdo utilizando apena 1 pl de DNA. Adicionalmente, o
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conteudo total de duas amostras extraidas foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 2%. Além disso, apos extracdo de DNA, uma amostra foi submetida ao
equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA), utilizando o
High Sensitivity DNA Chip (Agilent Technologies) para verificagdo dos tamanhos dos
fragmentos de DNA obtidos. Essa técnica consiste em eletroforese capilar baseada

em microfluidica com utilizag&o de chip.

3.3.3 Selecéo do cfDNA livre circulante

A etapa de selecdo do DNA livre circulante foi realizada para excluir possiveis
fragmentos de DNA maiores, oriundos de células sanguineas liberadas no soro
durante o processamento das amostras. Dessa forma, foram selecionados
fragmentos de DNA de menor tamanho, correspondentes ao cfDNA, por meio do
reagente AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA), utilizando o protocolo do
SPRIselect (Beckman) modificado (descrito no apéndice A).

Essa técnica foi padronizada utilizando os marcadores de peso molecular 1
kb DNA Ladder e 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA),
misturados na quantidade total de 200 ng, para simular as amostras, uma vez que
juntos apresentam fragmentos de DNA de 100 pares de bases até 10 mil pares de
bases. Adicionalmente, uma amostra de soro extraida (LCR 36), que apresentou a
maior quantidade de DNA apés extracao (585,6 ng), também foi utilizada na
padronizacao da técnica.

Utilizando marcadores de peso molecular como amostras, foram testadas trés
diferentes estratégias de acordo com as razfes entre beads e DNA, em duas etapas
do procedimento, conforme protocolo. Para a primeira estratégia, a quantidade de
beads utilizada foi de 0.55x a quantidade de DNA, na primeira etapa e de 1.25x na
segunda etapa. Para a segunda estratégia, a quantidade de beads utilizada foi de
0.65x seguida de 1.15x e para a terceira etapa a quantidade utilizada foi de 0.75x
seguida de 1.05x. Adicionalmente, a amostra LCR 36 foi homogeneizada e
aliguotada em dois tubos e, em seguida, os dois tubos foram submetidos a duas
estratégias de selecdo, com a razao entre beads e DNA de 0.55x, seguida de 1.25x
e com a razdo 0.75x seguida de 1.05x. A eficiéncia da selecdo de cfDNA foi
verificada por gel de agarose a 2% e pelo Qubit 2.0 Fluorometer.

Posteriormente, 48 amostras extraidas foram submetidas a selecdo de
fragmentos utilizando o protocolo ja padronizado. Para essa etapa, foram
selecionadas as 12 amostras com maior quantidade de DNA de cada um dos quatro
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grupos de estudo: individuos sem doenca hepatica, pacientes com hepatite C
cronica, pacientes com hepatite C cronica e cirrose e pacientes com CHC. Todas as
48 amostras foram quantificadas pelo Qubit 2.0 Fluorometer e 10 amostras foram
submetidas ao 2100 Bioanalyzer para verificacdo dos tamanhos dos fragmentos

selecionados.

3.3.4 Tratamento com bissulfito de sédio

Apés selecdo do cfDNA, as 24 amostras que apresentaram maior quantidade
de DNA apés a selecdo do cfDNA (> 6,56 ng) foram submetidas ao tratamento com
bissulfito de sddio pelo EpiTect Bisulfite Kit (QIAGEN), seguindo o protocolo do
fabricante. O tratamento citado promove a conversdo de todas as citosinas néo
metiladas em uracilas. Durante a conversdo, ocorre a adicdo de ions bissulfito
(HSO3) que seletivamente desaminam as citosinas ndo metiladas. Ao final do
tratamento, apenas as citosinas metiladas permanecem, permitindo sua posterior

identificacdo e quantificacao.

3.3.5 Construcédo da biblioteca de cfDNA

Para a construcdo da biblioteca de cfDNA foi utilizado o Nextera® XT DNA
Library Preparation (lllumina, San Diego, CA), segundo protocolo do fabricante. Essa
técnica permite a utilizacdo de 1 ng de DNA inicial, ideal para amostras com baixa
guantidade de DNA isolado e foi realizada por meio de duas estratégias. Como néo
€ possivel quantificar com confiabilidade o DNA das amostras ap0s o tratamento
com bissulfito de sédio, pois apresentam-se parcialmente fita dupla, foram testadas
diferentes quantidades de DNA inicial na etapa de tagmentacéo, primeira etapa para
a construcdo da biblioteca de DNA. Para isso, foi considerada a quantificacdo pelo
equipamento Qubit 2.0 Fluorometer antes da etapa de conversdo com bissulfito de
sodio, levando em conta uma perda de DNA ap0s essa etapa. Em uma primeira
estratégia, quatro diferentes amostras foram submetidas ao procedimento,
considerando a taxa de DNA recuperado ap06s a etapa de conversao com bissulfito
de sodio de 60%, 70%, 80% e 100%. Apos o calculo da taxa de DNA recuperado, foi
utilizado 1 ng de DNA de cada amostra na etapa de tagmentacdo e em seguida as
amostras foram submetidas ao Qubit 2.0 Fluorometer para quantificacdo e ao 2100
Bioanalyzer para verificagdo dos tamanhos dos fragmentos obtidos.

Em uma segunda estratégia, cinco amostras extraidas e ndo submetidas ao

tratamento com bissulfito de sédio foram utilizadas para checar a eficiéncia da
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tagmentacdo com diferentes concentracdes de DNA inicial. As amostras foram
utilizadas na concentracdo de 0,8 ng, 1 ng, 1,2 ng, 1,8 ng 2 ng e submetidas ao
procedimento segundo protocolo do fabricante. Em seguida, as amostras foram
submetidas ao equipamento Qubit 2.0 Fluorometer e ao equipamento 2100
Bioanalyzer para quantificacdo e verificacdo dos tamanhos dos fragmentos obtidos,
sendo esperado um aumento na quantidade de DNA, devido a etapa de
amplificagéo, e um tamanho do fragmento de 135 pb.

3.4 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software estatistico
SPSS versao 20 (Statistical Package for Social Sciences — IBM Corporation, NY,
EUA). O valor de significancia adotado foi de 5%. Para a analise dos polimorfismos,
as frequéncias genotipicas foram checadas quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg.
Na analise descritiva, as variaveis numéricas foram apresentadas sob a forma de
média e desvio padrdo, enquanto as variaveis categoricas foram expressas em
frequéncia. Na analise comparativa, foram utilizados os testes Chi-quadrado de
Pearson ou teste exato de Fisher para as variaveis categoricas, quando apropriado.
Apos teste de normalidade, todas as variaveis numéricas foram consideradas néo
normais e foram utilizados os testes de Mann-Whitney, quando analisados dois
grupos e Kruskal-Wallis quando analisados trés grupos. O erro de tipo 1 foi ajustado
para comparac¢des multiplas, quando necessario. Para o calculo do Odds Ratio (OR)

considerou-se um intervalo de confianca de 95%.

3.5 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Instituto Oswaldo Cruz (n° do parecer 1.358.935) e do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (n°® 139/10) e podem ser visualizados no

apéndice B.
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4 RESULTADOS

Para melhor compreenséao, a descricdo dos resultados foi organizada em trés
sessdes: i) polimorfismos genéticos; ii) hipermetilacdo de DNA em tecido hepatico; e

iif) hipermetilagdo em DNA livre circulante em soro.

4.1 Polimorfismos genéticos

4.1.1 Analise do perfil demografico e clinico-patolégico dos pacientes

analisados de acordo com a presenca de cirrose e CHC

Para analise do perfil dos pacientes no estudo da frequéncia de polimorfismos
genéticos, foram analisados 190 pacientes com infeccao crénica para o HCV quanto
as suas caracteristicas demograficas e clinico-patologicas (tabela 7). Destes, 47
pacientes tinham diagnostico de hepatite cronica (sem cirrose e sem céancer), 83
pacientes tinham diagndstico de cirrose, e 60 pacientes tinham diagnostico de CHC.

A média de idade dos pacientes foi de 60 anos (x 10,0). Ao comparar os trés
diferentes estagios da doenca hepatica, a presenca de CHC foi associada a idade
média mais avancada (64 anos, p < 0,001), enquanto ndo houve diferenca
significativa na idade média dos pacientes de acordo com a presenca ou auséncia
de cirrose, ambos com 59 anos.

A frequéncia de individuos do género masculino foi maior em pacientes com
CHC (53,3%), sendo 1,24 vezes maior que a presenca de homens no grupo de
pacientes sem CHC (43,1%). Além disso, ao comparar a frequéncia de individuos do
género masculino em pacientes em estagios mais avancados da doenca hepatica,
com presenca de cirrose ou CHC (51,7%), a mesma foi significativamente maior (p =
0,009) quando comparado com o grupo de pacientes com apenas hepatite cronica
(29,9%).

Os niveis médios de ALT, AST, FAL, GGT, BIL T. e AFP foram
significativamente mais elevados em pacientes em estagios de doenca hepética
mais avangados, com presenca de cirrose ou CHC (p < 0,025), enquanto os niveis
médios de ALB foram significativamente mais baixos (p = 0,021). Ao comparar a
presenca ou auséncia de CHC, apenas AST, FAL e AFP foram significativamente

mais elevados em pacientes com CHC.
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Tabela 7: Perfil demogréfico e clinico-patolégico dos pacientes de acordo com a presenca de cirrose e CHC.

Sem CHC p
pados CHC Cirrose Hepatite cronica sgmH cC:;SC heg{irtzssrgﬁica igga:}tgi::r%sneic\;s
Idade (ano, média + o) 63,7 + 1,5 (59) 59,2 + 1,4 (76) 59,3 + 3,5 (47) 0,000* 0,204 0,009*
Género masculino 53.3% (32/60) 50.6% (42/83) 29.8% (14/47) 0,188 0,021* 0,009*
ALT (U/L, média + o) 86,0 + 6,8 (42) 101,5 + 11,5 (62) 54,4 + 6,3 (32) 0,393 0,060 0,024*
AST (U/L, média + o) 99,2 + 9,9 (42) 90,4 + 11,6 (61) 46,9 + 7,8 (33) 0,026* 0,009* 0,001*
FAL (U/L, média * o) 167,3 + 23,4 (42) 118,0 + 6,4 (60) 89,7 + 9,7 (29) 0,008* 0,000* 0,000*
GGT (U/L, média £ o) 217,8 +52,8 (42) 176,7 £ 34,5 (62) 94,0 + 23,4 (29) 0,051 0,019* 0,004*
ALB (g/dL, média + o) 3,6 £0,1 (40) 3,6 £ 0,1 (58) 3,7+0,1(28) 0,609 0,021* 0,021*
BIL T. (mg/dL, média + o) 1,2+0,1 (41) 1,0+ 0,1 (59) 0,6 £0,1 (31) 0,059 0,010* 0,002*
AFP (ng/mL, média * o) 703,8 + 2775,1 (39) 15,6 + 21,3 (39) 5,6 £4,1(19) 0,000* 0,518 0,019*
Tratamento antiviral 55,8% (29/52) 72,1% (49/68) 75,6% (34/45) 0,024* 0,680 0,196

o: desvio padrdo. *p valor significativo. Testes Chi-quadrado de Pearson, teste exato de Fisher ou teste de Mann-Whitney, quando apropriado. CHC: carcinoma
hepatocelular. ALT: alanina aminotransferase. AST: aspartato aminotransferase. FAL: fosfatase alcalina. GGT: gama glutamil transpeptidase. ALB: albumina. BIL
T.: bilirrubina total. AFP: alfafetoproteina.
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O numero de individuos que nunca foram submetidos ao tratamento antiviral
para o HCV foi significativamente maior em pacientes com CHC (p = 0,024), quando
comparados a pacientes sem CHC.

Na analise molecular para o HCV, foi possivel determinar os subtipos do HCV
em 133 pacientes conforme a tabela 8. De forma geral, o subtipo mais frequente foi
0 la com 44,4%, seguido do 1b com 41,3% e do 3a com 14,3%. No grupo de
pacientes com CHC o subtipo mais frequente foi o 1b com 41,3%, no grupo de
pacientes com cirrose o subtipo mais frequente foi o 1a com 55,4% e no grupo de
pacientes com apenas hepatite C crbnica o subtipo mais frequente foi o 1b com
51,6%. A analise estatistica demonstrou a associacdo entre o subtipo la e a

presenca de cirrose hepatica (p = 0,039).

Tabela 8: Distribuicdo dos genétipos do virus da hepatite C de acordo com a presenca de
cirrose e CHC.

Sem CHC p
. Cirrose CHC +
Genétipos CHC Cirrose Hcfg r‘;’}g;e C\'/_'SC VS cirrose vs
do HCV (n = 46) (n = 56) (n=31) sem GHc Nepatite  hepatite
crbnica crbnica
1a 39,1% (18)  55,4% (31) 32,3% (10) 0,103 0,039 0,121
1b 41,3% (19)  35,7% (20) 51,6% (16) 0,563 0,149 0,185
3a 19,6% (9) 8,9% (5) 16,1% (5) 0120 0,319 0,772

*p valor significativo. Testes Chi-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher, quando apropriado.
CHC: carcinoma hepatocelular. HCV: virus da hepatite C.

4.1.2 Anélise do perfil genotipico de polimorfismos e presenca de CHC em

pacientes com HCV

Para a analise da frequéncia de polimorfismos genéticos quanto a presenca
de CHC, foram selecionados 190 pacientes com infec¢ao cronica para o HCV, sendo
60 destes pacientes com CHC e 130 pacientes sem CHC (figura 24 e tabela 9).

Pacientes com CHC apresentaram uma maior frequéncia do genotipo nulo
para 0os genes GSTT1 (21,7%) e GSTM1 (46,7%), quando comparados aos
pacientes sem CHC (15,4% e 43,1%, respectivamente). O mesmo ocorreu para

ambos 0s gendtipos homozigotos Pro/Pro e Arg/Arg para o gene TP53, encontrados
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em 15% e 53,3% em pacientes com CHC e em 7,7% e 41,5% em pacientes sem
CHC, respectivamente. Assim como o0 gendtipo TT para o gene MDM2, que
apresentou frequéncia de 56,7% no grupo de pacientes com CHC e 46,9% no grupo
sem CHC. Enquanto o gendtipo G/G para o gene MDM2 foi encontrado com maior
frequéncia em pacientes sem CHC (6,9% vs 5%). Entretanto, ndo houve associacéo

estatistica entre a presenca de CHC e os genétipos polimorficos analisados.

- GSTT Nulo GSMT Nulo
6 50%
20% 40% | 43,1%
15% |[— 30% |——
15,4%
10% |— 20% |—
5% [ 10% |—
0% — 0%
Sem CHC  ®CHC Sem CHC ™ CHC
TP53 (Codon 72 Arg/Pro) | MDM2 (SNP309 T/G)
100% 0 6,9% 5,0%
7.7% 15,0% 0
0, — I— S
80% | — SR ——| | 80% 16,290 38,3%
0 31, 7% ,2%
6% | 50,8% ] s00 - ]
40% |— — ] 40% — I -
56,7%
20% | 415% 933% || 000 | 469% S
0% : 0% ;
Sem CHC CHC Sem CHC CHC
Arg/Arg © Arg/Pro = Pro/Pro TT TG GG

Figura 24: Perfil genotipico dos polimorfismos analisados nos genes GSTT1, GSTM1, TP53 e

MDM2 de acordo com a presenca de CHC.
CHC: carcinoma hepatocelular. GSTT1: gene Glutathione S-transferase theta 1. GSTM1: gene
Glutathione S-transferase mu 1. TP53: gene Tumor protein p53. MDM2: gene MDM2 proto-oncogene.
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Tabela 9: Frequéncia genotipica dos polimorfismos analisados nos genes GSTT1, GSTM1, TP53 e MDM2 de acordo com a presenca de CHC.

SNP o CHC Sem CHC .
Gene rs number Gendtipo (n = 60) (n = 130) p OR 95%CI

GSTT1 - Nulo* 21,7% (13) 15,4% (20) 0,288 1,52 0,70 - 3,31
GSTM1 - Nulo* 46,7% (28) 43,1% (56) 0,643 1,16 0,63 —2,14
Pro/Pro 15,0% (9) 7,7% (10) 0,119 2,12 0,81 -5,52

TP53 rs1042522
Arg/Arg 53,3% (32) 41,5% (54) 0,129 1,61 0.87 —2,98
GIG 5,0% (3) 6,9% (9) 0,756 0,71 0,19-2,71

MDM2 rs2279744
TIT 56,7% (34) 46,9% (61) 0,212 1,48 0,80 - 2,74

Testes Chi-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher, quando apropriado. OR: calculo do Odds Ratio. 95%CI: intervalo de confianca de 95%. CHC: carcinoma
hepatocelular. GSTT1: gene Glutathione S-transferase theta 1. GSTM1: gene Glutathione S-transferase mu 1. TP53: gene Tumor protein p53. MDM2: gene MDM2

proto-oncogene. #*gendtipo nulo: delegéo.
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4.1.3 Analise do perfil genotipico de polimorfismos simultaneos e presenca de

CHC em pacientes com HCV

Na analise da frequéncia de polimorfismos genéticos de mais de um gene
simultaneamente, quanto a presenca de CHC, foram analisados 190 pacientes com
infeccdo cronica para o HCV. Destes, 60 foram pacientes com CHC e 130 pacientes
sem CHC (tabela 10).

Pacientes com CHC apresentaram uma maior frequéncia do genotipo nulo
(delec&o) para ambos os genes GSTT1 e GSTM1 (8,3%), quando comparados aos
pacientes sem CHC (3,1%). Os gendtipos simultaneos GSTT1 nulo e TP53 Pro/Pro
também foram encontrados com maior frequéncia em pacientes com CHC (6,7%),
ao comparar a pacientes com auséncia do tumor (0,8%). Ademais, 0s genétipos
simultaneos GSTM1 nulo e MDM2 T/T, foram encontrados com frequéncia maior em
pacientes com CHC (30%), quando comparados aos pacientes sem CHC (20,8%). O
mesmo ocorreu para 0s genétipos simultineos GSTM1 nulo e TP53 Arg/Arg,
encontrados em 26,7% dos pacientes com CHC e em 13,1% dos pacientes sem
CHC. Além disso, os genotipos simultaneos GSTML1 nulo, TP53 Arg/Arg e MDM2 T/T
foram encontrados em 15% dos pacientes com CHC e em apenas 5,4% dos
pacientes sem CHC. Ja a ocorréncia simultdnea dos genétipos TP53 Pro/Pro e
MDM2 G/G so foi observada em pacientes com CHC (3,3%).

Apoés analise estatistica, o perfil genotipico simultaneo GSTT1 nulo e TP53
Pro/Pro, o perfil genotipico simultdineo GSTM1 nulo e TP53 Arg/Arg, além do perfil
genotipico simultdneo GSTM1 nulo, TP53 Arg/Arg e MDM2 T/T, foram associados a
presenca de CHC (p < 0,050).
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Tabela 10: Frequéncia genotipica de polimorfismos simultaneos nos genes GSTT1, GSTM1, TP53 e MDM2 de acordo com a presenca de CHC.

Gene Genétipo (nC:HgO) S(ET f3HO)C p OR 95%ClI
GSTT1/GSTML Nulo* 8,3% (5) 3,1% (4) 0,144 2,86 0,74 — 11,07
GSTT1/TP53 Nulo* + Pro/Pro 6,7% (4) 0,8% (1) 0035 921 1,01 — 84,31
GSTM1/MDM2 Nulo*+ TT 30,0% (18) 20,8% (27) 0,164 1,64 0,82 - 3,28
GSTML/TPS3 Nulo® + Arg/Arg 26,7% (16) 13,1% (17) 0,022¢ 242 1,12 - 5,20
TP53/MDM2 Pro/Pro + GG 3,3% (2) 0% (0) 0099 11,15 0,53 — 236,00
GSTM1/TP53/MDM2 Nulo* + Arg/Arg + TT 15,0% (9) 5,4% (7) 0,027* 3,10 1,10-8,78

*p valor significativo. Testes Chi-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher, quando apropriado. OR: calculo do Odds Ratio. 95%CI: intervalo de confianga de
95%. CHC: carcinoma hepatocelular. GSTT1: gene Glutathione S-transferase theta 1. GSTM1: gene Glutathione S-transferase mu 1. TP53: gene Tumor protein

p53. MDM2: gene MDM2 proto-oncogene. #*gendtipo nulo: delecéo.
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4.1.4 Analise do perfil genotipico de polimorfismos e presenca de cirrose em

pacientes com HCV

Na andlise da frequéncia de polimorfismos genéticos quanto a presenca de
cirrose, foram analisados 130 pacientes com infeccdo crbnica para o HCV, dentre
eles 83 pacientes com cirrose e 47 pacientes sem cirrose (figura 25 e tabela 11).

Pacientes com cirrose apresentaram uma maior frequéncia do genotipo nulo
para o gene GSTT1, com frequéncia de 20,5%, quando comparados a pacientes
sem cirrose, com frequéncia de 6,4%. O gendtipo Arg/Arg para o gene TP53
também foi mais frequente em pacientes com cirrose, apresentando frequéncia de
44,6%, comparado com pacientes sem cirrose com frequéncia de 36,2%. Entretanto,
0 gendtipo nulo para o gene GSTM1 foi encontrado com menor frequéncia em
pacientes com cirrose (41%), quando comparados a pacientes sem cirrose (46,8%).
Além disso, o gendtipo Arg/Arg para o gene TP53 também foi encontrado em menor
frequéncia em pacientes com cirrose (6%), quando comparados a pacientes sem
cirrose (10,6%). O mesmo ocorreu para os genoétipos GG e TT do gene MDM2, que
apresentaram frequéncia de 4,8% e 44,6% em pacientes com cirrose,
respectivamente, e frequéncia de 10,6% e 51,1% em pacientes sem cirrose,
respectivamente. Entretanto, apds andlise estatistica, apenas o gendétipo nulo para o

gene GSTT1 foi associado a presenca de cirrose (p = 0,032).
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Figura 25: Perfil genotipico dos polimorfismos analisados nos genes GSTT1, GSTM1, TP53 e

MDM?2 de acordo com a presenca de cirrose.
CHC: carcinoma hepatocelular. GSTT1: gene Glutathione S-transferase theta 1. GSTM1: gene
Glutathione S-transferase mu 1. TP53: gene Tumor protein p53. MDM2: gene MDM2 proto-oncogene.
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Tabela 11: Frequéncia genotipica dos polimorfismos analisados nos genes GSTT1, GSTM1, TP53 e MDM2 de acordo com a presenca de cirrose.

SNP -~ Cirrose Sem Cirrose 0
Gene rs number Genotipo (n=83) (n = 47) p OR 95%CI

GSTT1 - Nulo* 20,5% (17) 6,4% (3) 0,032* 3,78 1,05 — 13,66
GSTM1 - Nulo# 41,0% (34) 46,8% (22) 0,518 0,79 0,38 — 1,62
Pro/Pro 6,0% (5) 10,6% (5) 0,495 0,54 0,15 -1,97

TP53 rs1042522
Arg/Arg 44,6% (37) 36,2% (17) 0,350 1,42 0,68 — 2,96
GG 4,8% (4) 10,6% (5) 0,283 0,43 0,11 -1,67

MDM2 rs2279744
TT 44.,6% (37) 51,1% (24) 0,477 0,77 0,38 -1,58

*p valor significativo. Testes Chi-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher, quando apropriado. OR: calculo do Odds Ratio. 95%CI: intervalo de confian¢a de

95%. CHC: carcinoma hepatocelular. GSTT1: gene Glutathione S-transferase theta 1. GSTM1: gene Glutathione S-transferase mu 1. TP53: gene Tumor protein
p53. MDM2: gene MDM2 proto-oncogene. #*gendtipo nulo: delecéo.
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4.2 Hipermetilacdo de DNA em tecido hepatico

Os resultados apresentados a seguir, sobre o estudo da hipermetilacéo de
DNA em tecido hepético tumoral e ndo tumoral, foram publicados na revista
cientifica PLOS ONE em 2016 (apéndice C).

4.2.1 Analise do perfil demografico e clinico-patolégico das amostras

analisadas

Dentre 36 pacientes incluidos no estudo, 41 amostras de tecidos foram
analisadas, 12 amostras de pacientes com hepatite crbnica sem cirrose, 4 de
pacientes com cirrose e 20 de pacientes com CHC. Adicionalmente, 5 amostras de
tecido cirrético adjacente foram analisadas de pacientes com CHC.

O perfil demografico e clinico-patolégico das amostras analisadas contendo
informacdes sobre idade, género, histologia e infeccdes pelo HBV e HCV pode ser
visto na tabela 12. A idade média dos pacientes foi de 57 anos (de 19 a 78 anos),
com 47% apresentando idade superior a 60 anos. A maior parte (72%) dos
pacientes eram homens. A infeccdo crénica pelo HCV foi o principal fator etioldgico,
representando 56% dos casos, seguida de infec¢éo crbénica pelo HBV com 19% dos
casos. A maior parte (70%) dos pacientes com CHC apresentava tumor
moderadamente diferenciado e metade apresentava tamanho de tumor superior a 5

cm.
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Tabela 12: Perfil demografico e clinico-patolégico dos pacientes analisados de acordo com a
presenca de cirrose e CHC.

CHC Cirrose Hepatite crbnica Total
(n=20) (n=4) (n=12) (n=36)
Idade (ano)
<40 3 (15%) 0 1 (8%) 4 (11%)
[40-60] 7 (35%) 1 (25%) 5 (42%) 13 (36%)
260 10 (50%) 3 (75%) 4 (33%) 17 (47%)
ND 0 0 2 (17%) 2 (6%)
Género
Feminino 4 (20%) 0 4 (33%) 8 (22%)
Masculino 16 (80%) 4 (100%) 6 (50%) 26 (72%)
ND 0 0 2 (17%) 2 (6%)
Infeccéo viral
HBV 5 (25%) 0 2 (17%) 7 (19%)
HCV 10 (50%) 1 (25%) 9 (75%) 20 (56%)
Sem virus 2 (10%) 3 (75%) 1 (8%) 6 (17%)
ND 3 (15%) 0 0 3 (8%)
Diferenciacéo do tumor
Alta 0 NA NA NA
Moderada 14 (70%)
Baixa 6 (30%)
Tamanho do tumor
<5cm 8 (40%) NA NA NA
>5cm 10 (50%)
ND 2 (10%)
Amostras de tecido
(n=41)
CHC 20 0 0 20
Cirrético 5 4 0 9
N&o Cirrdtico 0 0 12 12

NA: ndo aplicavel. ND: Nao determinado. CHC: carcinoma hepatocelular. HBV: virus da hepatite B.
HCV: virus da hepatite C.
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4.2.2 Anadlise dos niveis de metilacdo de DNA em tecido hepatico néo

cirrotico, cirrético e com CHC

Os niveis de metilacdo de DNA foram expressos como a porcentagem média
de todos as CpGs analisadas para cada gene. Para ambos os genes, foram
observados niveis de metilacdo mais baixos nos tecidos nao cirrgticos, moderados

em tecidos cirréticos e mais elevados em tecidos com CHC (Figura 26).
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Figura 26: Niveis de metilagdo de DNA nos genes RASSF1A e DOK1 em tecidos né&o cirréticos,
cirréticos e com CHC.

*Qutliers. CHC: carcinoma hepatocelular. RASSF1A: gene Ras association domain family member 1
isoform A. DOK1: gene Docking protein 1.

A média dos niveis de metilacdo de DNA para os genes RASSF1A e DOK1 foi
16,2% e 12,0% em tecido n&o cirrético, 26,1% e 19,6% em tecido cirrético e 59,1% e
56,0% em tecidos com CHC, respectivamente. Foi observada uma associacao entre
niveis de metilacdo mais elevados e a presenca de CHC para ambos os genes. No
entanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa nos niveis de

metilac@o entre tecidos cirréticos e ndo cirréticos nos genes analisados (tabela 13).
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Tabela 13: Média dos niveis de metilacdo de DNA para os genes RASSF1A e DOK1 em tecidos
nao cirrdticos, cirréticos e com CHC.

p
Gene Nao Cirrético Cirrotico CHC
Cirrético x CHC x Nao CHC x
Nao Cirrético Cirrético Cirrotico
RASSF1A,
L 16.2+9,4 26,1+11,7 59,1+19,3 0,165 <0,001* <0,001*
média £ o (%)
DOK1,
12,0+ 9,6 19,6 + 15,0 56,0+ 23,3 1,000 0,003* 0,012*

média £ o (%)

0. desvio padrdo. *p valor significativo. Teste de Mann-Whitney. CHC: carcinoma hepatocelular.

RASSF1A: gene Ras association domain family member 1 isoform A. DOK1: gene Docking protein 1.

Ao analisar amostras pareadas de tecidos com CHC e tecidos adjacentes
cirréticos, observou-se uma associagdo entre niveis de metilagdo de DNA mais
elevados e a presenca de CHC, para o gene DOK1. Entretanto essa associagao nao
foi observada para o gene RASSF1A. Os niveis de metilacdo de DNA em tecidos
cirroticos de pacientes sem CHC e tecidos cirréticos adjacentes de pacientes com
CHC também foram comparados, no entanto ndo houve diferenga significativa em
ambos os genes (RASSF1A, p = 0,652; DOK1, p = 0,231).

4.2.3 Anadlise comparativa entre os niveis de metilacdo de DNA em tecido

hepatico com CHC e caracteristicas demograficas e clinico-patolégicas

A andlise da associacdo entre os niveis de metilacdo de DNA determinados
em amostras de tecidos hepaticos com CHC e as caracteristicas demograficas e
clinico-patoldgicas idade, género, histologia e infeccdes pelo HBV e HCV, estéo
demonstradas na tabela 14. De forma geral, foram observados padrdes similares
para ambos os genes RASSF1A e DOK1, entretanto ndo foi observada associagéao
entre as caracteristicas analisadas e os niveis de metilagdo do gene RASSF1A.

Ao analisar a faixa etéria, observou-se uma diferenca estatisticamente
significativa ao comparar os niveis de metilacdo de DOK1 entre as faixas etarias
analisadas (p = 0,036), com maiores niveis de metilacdo de DNA no grupo de
pacientes mais jovens (<40 anos). Além disso, foi observada uma associagéo (p =
0,005) entre niveis mais elevados de metilagdo de DNA e amostras de tumor
classificadas como moderadamente diferenciados, ao comparar com amostras
classificadas como pouco diferenciados. Embora os niveis de metilagdo de DNA dos

88



genes RASSF1A e DOK1 tenham sido maiores no género feminino e em tumores
positivos para o HBV, nenhuma diferenca significativa foi observada. Além disso,
ndo foi encontrada associagdo entre o tamanho do tumor e os niveis de metilagéo

para ambos os genes.

Tabela 14: Média dos niveis de metilacdo de DNA para os genes RASSF1A e DOK1 em tecido
hepatico com CHC de acordo com as caracteristicas demograficas e clinico-patolégicas.

RASSF1A D DOK1 D
média (%) média (%)
Género
Mulher 68,0 0,116 78,1 0,001
Homem 56,9 51,2
Idade
<40 61,7 0,959 74,8 0,008
[40-60] 57,1 36,9
>60 59,7 60,3
Infecgéo viral
Sem virus 54,9 0,983 42,8 0,244
HBV 58,5 74,7
HCV 56,2 53,7
Diferenciacéo do tumor
Moderada 62,4 0,315 68,0 0,004
Baixa 51,4 34,0
Tamanho do tumor
<5cm 55,4 0,511 56,2 0,873
>5cm 61,9 57,9

Testes Chi-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher, quando apropriado. RASSF1A: gene Ras
association domain family member 1 isoform A. DOK1: gene Docking protein 1. HBV: virus da
hepatite B. HCV: virus da hepatite C.

4.2.4 Andlise da frequéncia de hipermetilacdo de DNA em tecido hepatico

cirrético e com CHC
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A analise das frequéncias de hipermetilacdo de DNA revelou que os genes
RASSF1A e DOK1 foram encontrados hipermetilados na maior parte (88%, 15/17)
dos tecidos de CHC analisados (tabela 15). Além disso, a hipermetilacdo simultanea
de ambos os genes foi observada em 82% (14/17) dos tecidos de CHC. No entanto,
ao analisar amostras de tecidos cirroticos, observou-se frequéncias mais baixas de
hipermetilagdo, 29% (2/7) para o gene RASSF1A, 43% (3/7) para o gene DOK1 e
29% (2/7) para ambos os genes. Ao analisar a presenca da infec¢ao para o HBV em
tecido com CHC, para o gene DOK1, todas as amostras foram consideradas
hipermetiladas. A hipermetilacdo concomitante dos genes RASSF1A e DOK1 foi
observada mais frequentemente nos tumores positivos para HBV (75%, 3/4) e HCV
(89%, 8/9) do que os negativos para ambos os virus (50%, 1/2). Da mesma forma, a
hipermetilacdo concomitante para ambos os genes foi observada em 67% (2/3) dos
tecidos cirréticos positivos para o HCV, porém em nenhum (0/4) dos tecidos
negativos para o HCV. Adicionalmente, as frequéncias de hipermetilacdo entre os
tecidos cirréticos de pacientes sem CHC e tecidos cirréticos adjacentes de pacientes

com CHC foram semelhantes.
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Tabela 15: Frequéncia de hipermetilagdo em tecidos com cirrose e CHC de acordo com presenca do HBV e HCV.

CHC Cirrético
Gene Total HBV HCV Sem virus Total HBV HCV Sem virus Cut-off
(n=17) (n =4) (n=9) (n =2) (n=7) (n=0) (n =3) (n=4)
RASSF1A 88% (15) 75% (3) 89% (8) 100% (2) 29% (2) NA 67% (2) 0% (0) 32,15%
DOK1 88% (15) 100% (4) 89% (8) 50% (1) 43% (3) NA 67% (2) 25% (1) 20,62%
Ambos os genes 82% (14) 75% (3) 89% (8) 50% (1) 29% (2) NA 67% (2) 0% (0) -

NA: ndo aplicavel. CHC: carcinoma hepatocelular. HBV: virus da hepatite B. HCV: virus da hepatite C. RASSF1A: gene Ras association domain family member 1
isoform A. DOK1: gene Docking protein 1. Cut-off: valor de corte para classificacdo como amostra hipermetilada, obtido a partir do quantile que representa os 95%

superiores em niveis de metilagdo nas amostras néo cirréticas, conforme descrito previamente (Lambert et al., 2011).
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4.3 Hipermetilacdo em DNA livre circulante em soro

4.3.1 Anélise da qualidade de DNA livre circulante extraido

No estudo da hipermetilagdo em cfDNA, as 115 amostras de soro obtidas
foram extraidas e submetidas a andlise de qualidade de forma quantitativa e
qualitativa. A analise da qualidade foi realizada por meio da quantificacdo pelo Qubit
2.0 Fluorometer e por eletroforese de duas amostras para visualizacdo dos
fragmentos de DNA obtidos pela extracao.

A guantidade total de DNA por amostra obtida variou de 11,94 ng a 585,60
ng. A média da quantidade de DNA no grupo de individuos sem doenca hepatica foi
133,69 ng, no grupo de pacientes com apenas hepatite C cronica foi 120,06 ng, no
grupo de pacientes com hepatite C cronica e cirrose foi 121,31 ng e no grupo de
pacientes com CHC foi 106,51 ng (tabela 16).

Tabela 16: Quantidade de DNA recuperado apoés extracdo de DNA.

Quantidade de DNA (ng, média + o) Maximo e minimo (ng)
CHC 106,51 + 70,36 402,60 32,82
Cirrose 121,31 £ 106,19 585,60 11,94
Hepatite C crbnica 120,06 + 84,24 408,40 22,26
Sem doenca hepatica 133,69 + 76,99 393,00 36,96

0: desvio padrao. CHC: carcinoma hepatocelular.

Para checar a presenca dos fragmentos de DNA de interesse e a possivel
presenca de fragmentos maiores, oriundos de células sanguineas destruidas
durante o processamento, duas amostras, com 210,6 ng e 314,4 ng de DNA, foram
submetidas a eletroforese por gel de agarose para a visualizagéo dos fragmentos de
DNA obtidos pela extracdo. Em ambas as amostras o padrdo observado foi de
smear, evidenciando a presenca de DNA de diferentes tamanhos, dentre eles os

fragmentos de interesse de tamanho aproximado de 180 pares de bases (figura 27).
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Figura 27: Eletroforese por gel de agarose ap6s extracédo de DNA.
Pocgo 1: Marcador 1 kb DNA Ladder. Pogo 2: Marcador 100 bp DNA Ladder. Pogos 3 e 4: Amostras.

4.3.2 Andlise da eficiéncia da selecdo de DNA livre circulante

No intuito de selecionar apenas fragmentos correspondentes ao cfDNA, foi
realizada a selecdo de tamanho dos fragmentos de DNA de 48 amostras extraidas,
12 amostras de cada um dos quatro grupos de estudo: individuos sem doenca
hepética, pacientes com hepatite C cronica, pacientes com hepatite C crbnica e
cirrose e pacientes com CHC.

Para a padronizacdo da técnica, foram utilizados os marcadores de peso
molecular 1 kb DNA Ladder e 100 bp DNA Ladder misturados, em trés diferentes
razdes entre beads e DNA (figura 28A). Foi verificado que, o protocolo | com a razao
entre beads e DNA 0.55x, na primeira etapa, seguida da razdo 1.25x, na segunda
etapa, foi adequado para a selecédo de fragmentos de DNA entre 200 e 700 pares de
bases (poco 2), o protocolo Il com a razédo 0.65x seguida de 1.15x foi adequado para
a selecdo de fragmentos de DNA entre 100 e 500 pares de bases (poco 3) e o
protocolo Il com a raz&o 0.75x seguida de 1.05x foi adequado para a selecdo de
fragmentos de DNA entre 100 e 300 pares de bases (poco 4), conforme analise em
gel de agarose.

Em seguida, ao analisar duas estratégias (protocolo | e Ill) utilizando uma
amostra de paciente extraida, foi possivel verificar, em gel de agarose, que ambas
foram eficientes para a selecdo de fragmentos no tamanho correspondente ao
cfDNA (figura 28B). Por meio da quantificagdo com o Qubit 2.0 Fluorometer, a

porcentagem de DNA recuperado apos selecao foi de 6,9% e 4,1% utilizando as
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estratégias com as razdes entre beads e DNA de 0.55x, seguida de 1.25x (protocolo
I) e com a razdo 0.75x seguida de 1.05x (protocolo lIl), respectivamente. Apds a
andlise qualitativa e quantitativa, foi determinado que a estratégia mais adequada
para a selecdo de fragmentos correspondentes ao tamanho do cfDNA foi a utilizacéo

do protocolo com a razdo entre beads e DNA de 0.65x seguida de 1.15x.

Figura 28: Eletroforese por gel de agarose apés selegcdo de tamanho.

Figura A: Pogo 1: Marcadores 1 kb DNA Ladder e 100 bp DNA Ladder misturados. Pogo 2: Protocolo
| (0.55x e 1.25x) para selecdo de tamanho de fragmentos utilizando os marcadores 1 kb DNA Ladder
e 100 bp DNA Ladder misturados. Poco 3: Protocolo 1l (0.65x e 1.15x) para selecdo de tamanho de
fragmentos utilizando os marcadores 1 kb DNA Ladder e 100 bp DNA Ladder misturados. Pogo 4:
Protocolo Il (0.75x e 1.05x) para selecéo de tamanho de fragmentos utilizando os marcadores 1 kb
DNA Ladder e 100 bp DNA Ladder misturados. Figura B: Pog¢o 1: Protocolo | (0.55x e 1.25x) para
selecdo de tamanho de fragmentos utilizando amostra de paciente. Po¢o 2: Protocolo Il (0.75x e
1.05x) para selecé@o de tamanho de fragmentos utilizando amostra de paciente. Po¢o 3: Marcador 100
bp DNA Ladder. Pogo 4: Marcador 1 kb DNA Ladder.

A partir da padronizacdo da metodologia de selecdo de cfDNA, o protocolo
selecionado foi utilizado para as 48 amostras (12 de cada grupo) que apresentaram
maior quantidade de DNA apos extracdo. A porcentagem media de DNA recuperado
apos selecéao foi de 8,2% e variou de 2,16 ng a 115,2 ng. A quantidade média de
cfDNA em soro no grupo de individuos sem doenca hepética foi de 7,98ng, no grupo
de pacientes com hepatite C crbnica foi de 11,01 ng, no grupo de pacientes com
cirrose foi de 15,11 ng e no grupo de pacientes com CHC foi de 25,01 ng (tabela 17).
Observamos niveis crescentes de cfDNA em soro de acordo o grau da doencga

hepatica.
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Tabela 17: Quantidade de cfDNA recuperado apés selegao de tamanho.

Quantidade de DNA apdés selecéo de

tamanho (ng, média + o) Maximo e minimo (ng)

CHC 25,01 + 28,94 115,20 4,40
Cirrose 15,11 £ 6,30 24,12 6,04
Hepatite C crbnica 11,01 + 3,66 20,84 7,28
Sem doenca hepatica 7,98 + 4,65 17,16 2,16

0: desvio padrdo. CHC: carcinoma hepatocelular.

Apos andlise estatistica comparativa entre 0s grupos, observamos uma
diferenca significativa na quantidade média de cfDNA (p = 0,009). Niveis mais altos
de cfDNA em soro foram associados a presenca de CHC, ao compararmos com
individuos sem CHC (p = 0,046) e ao compararmos com individuos sem doenca
hepatica (p = 0,006). Além disso, observamos uma diferenca significativa entre os
niveis de cfDNA, ao compararmos individuos sem doenca hepatica com pacientes
com apenas hepatite C cronica (auséncia de cirrose e CHC, p = 0,038), e ao
compararmos com pacientes com hepatite C crbénica, independente da presenca de
cirrose e CHC (p = 0,002). Por outro lado, ao analisarmos apenas 0 grupo de
pacientes com doenca hepatica, nao observamos diferenca significativa de acordo
com a presenca de cirrose ou CHC (p = 0,223).

Na analise da eficiéncia de selecdo do cfDNA, dez amostras foram
submetidas ao 2100 Bioanalyzer para verificacdo dos tamanhos dos fragmentos
selecionados e todas evidenciaram apenas a presenca de fragmentos com
tamanhos correspondentes ao cfDNA. Um exemplo de amostra apés selecao de
tamanho pode ser visto na figura 29, no qual é observado apenas a presenca de
fragmentos de tamanho aproximado a 174 pares de bases. E possivel comparar a
um exemplo de amostra apos extracdo de DNA (figura 30), no qual é observado a
presenca marcante de DNA gendmico, de tamanho aproximado a 10.112 pares de

bases, e de cfDNA, de tamanho aproximado a 167 pares de bases.
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Figura 29: Analise de tamanho de fragmentos apés selecédo de cfDNA.
Marcadores em verde e roxo de tamanhos 35 e 10.380 pares de bases, respectivamente.
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Figura 30: Anélise de tamanho de fragmentos ap6s extracdo de DNA.
Marcadores em verde e roxo de tamanhos 35 e 10.380 pares de bases, respectivamente.

4.3.3 Andlise da eficiéncia de construcdo da biblioteca de cfDNA

A construcdo da biblioteca de cfDNA foi realizada utilizando o Nextera® XT
DNA Library Preparation e para a analise da eficiéncia, as amostras foram
submetidas ao equipamento Qubit 2.0 Fluorometer para quantificacdo e ao
equipamento 2100 Bioanalyzer para verificagdo dos tamanhos dos fragmentos
obtidos. Previamente, 24 amostras foram submetidas ao tratamento com bissulfito
de sddio utilizando o EpiTect Bisulfite Kit (QIAGEN), logo apos selecdo do cfDNA.
Somente entdo, as amostras foram submetidas a construcéo da biblioteca de cfDNA,
que foi realizada utilizando duas estratégias.

Na primeira estratégia, foi utilizado 1 ng de DNA (conforme protocolo do
fabricante) de quatro amostras na etapa de tagmentagdo. Foram consideradas as
taxas de DNA recuperado apos a etapa de conversdao com bissulfito de sodio de
60%, 70%, 80% e 100%. As quatro amostras foram amplificadas com sucesso,

entretanto, o tamanho dos fragmentos obtidos variou de 53 pb a 76 pb, longe do
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fragmento esperado de 205 pb, calculado por 170 pb do cfDNA, menos 100 pb
eliminados pelos transposons, somados a 135 pb da Tag (sequéncia de
nucleotideos adicionada para identificacdo da amostra).

Em uma segunda estratégia, cinco amostras extraidas e ndo submetidas ao
tratamento com bissulfito de sodio foram submetidas a tagmentacao utilizando
diferentes concentragcdes de DNA inicial: 0,8 ng, 1 ng, 1,2 ng, 1,8 ng 2 ng. As
amostras foram amplificadas com sucesso, no entanto, novamente o tamanho dos
fragmentos obtidos ndo correspondeu ao fragmento esperado de 205 pb, variando
de 51 pb a 74 pb. A biblioteca de cfDNA construida, utilizado o Nextera® XT DNA
Library Preparation, ndo atingiu qualidade minima para o sequenciamento de alta
vazao, devido ao tamanho do fragmento gerado. O tamanho minimo dos fragmentos
€ de 200 pb.
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5 DISCUSSAO

5.1 Polimorfismos genéticos

O CHC é um dos principais tipos de cancer no mundo, sendo a segunda
causa de mortalidade por cancer, com aproximadamente 746 mil mortes anuais. No
entanto, a taxa de incidéncia e mortalidade difere de acordo com a regido
geografica, sendo maior em paises em desenvolvimento (Ervik et al., 2016). No
Brasil, cerca de 9.500 novos casos de CHC séo registrados a cada ano (Ervik et al.,
2016), entretanto, estudos envolvendo pacientes brasileiros com CHC ainda sé&o
escassos. Pouco se sabe sobre os aspectos clinicos, epidemiolégicos, genéticos e
epigenéticos destes pacientes.

Uma vez que o bom prognostico do CHC depende fundamentalmente da
deteccdo precoce do tumor, a identificacdo de fatores de risco para o
desenvolvimento de CHC é de extrema importancia. Sabe-se que estdo envolvidos
fatores relacionados ao hospedeiro, como a idade avancada, género, presenca de
cirrose hepatica, fatores genéticos e epigenéticos e fatores relacionados ao
ambiente, como alcoolismo, exposicdo a aflatoxina e presenca de infecgbes virais
pelo HBV e HCV, dentre outros (Fujiwara et al., 2018).

No presente estudo, analisamos o perfil demogréfico e clinico-patolégico de
pacientes cronicos para o HCV de acordo com a presenca de cirrose e CHC. A
média de idade dos individuos com CHC foi de 64 anos, significativamente maior
que a média de idade dos individuos sem CHC (p < 0,001), independente da
presenca ou auséncia de cirrose, ambos com média de 59 anos. Média de idade
elevada, como € comum a encontrada em paises desenvolvidos como os Estados
Unidos, onde a média de idade dos pacientes é de 62 anos (Yang et al., 2017) e o
Japao com idade média de 68 anos (Hiraoka et al., 2017).

No Brasil, dois estudos analisaram individuos com CHC de diferentes agentes
etiologicos e regides do pais. O primeiro estudo, publicado em 1997, analisou 287
individuos e encontrou a média de idade de 56 anos. No entanto, a média de idade
de individuos com CHC e HCV como agente etiolégico foi maior (63 anos) em
relacdo a individuos com HBV como agente etiologico (49 anos) (Goncalves et al.,
1997). O segundo estudo, publicado em 2010, analisou mais de 1400 individuos

com CHC de diferentes etiologias e encontrou a média de idade de 59 anos (Carrilho
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et al., 2010), entretanto, a média de idade nao foi analisada em apenas individuos
com HCV como agente etioldégico, conforme nosso estudo. Um terceiro estudo
expressivo, que analisou 540 pacientes de apenas dois estados (S&o Paulo e Rio
Grande do Sul), observou a média de idade de 61 anos e também néo analisou a
meédia de idade em apenas individuos com HCV (Debes et al., 2018).

Ao restringirmos a andlise apenas ao HCV como agente etiologico, e
compararmos o estudo brasileiro de Gongalves e colaboradores (1997) com nosso
estudo, a média de idade é bastante similar, 63 e 64 anos. De forma geral, os
estudos locais no Brasil demonstram médias de idade similares aos dois estudos de
abrangéncia nacional, entretanto apenas foram analisados pacientes da regido Sul e
Sudeste do Brasil, como Minas Gerais (Osorio et al., 2013) e Espirito Santo
(Goncalves et al.,, 2014) com média de idade de 57 anos, dois estudos em Sao
Paulo (Paranagua-Vezozzo et al., 2014; Teixeira et al., 2012) com média de idade
de 56 e 57 anos, Porto Alegre (Appel-Da-Silva et al., 2016) com média de idade de
55 anos e Rio de Janeiro (Araujo et al., 2014) com média de idade de 59 anos.
Apenas trés desses estudos compararam as médias de idade de acordo com a
etiologia do CHC (Araujo et al., 2014; Goncalves et al., 2014; Osorio et al., 2013) e
todos observaram uma maior média de idade em individuos com HCV como agente
etioldgico, quando comparado ao HBV, corroborando com estudos anteriores que
indicam o maior potencial oncogénico da infeccdo crénica pelo HBV (El-
Serag&Rudolph, 2007; Fattovich, 2003). O que pode explicar a média de idade
elevada (64 anos) encontrada no presente estudo, uma vez que foram analisados
apenas individuos com HCV.

Além da idade, a frequéncia de individuos do género masculino, em nosso
estudo, também foi superior em pacientes com CHC (53,3%), sendo 1,24 vezes
maior que a presenca de homens no grupo de pacientes sem CHC (43,1%).
Ademais, encontramos uma diferenga mais marcante, sendo significativamente
maior (p = 0,009), a0 compararmos pacientes em estagios mais avancados da
doenca hepatica, com presenca de cirrose ou CHC (51,7%), quando comparado
com o0 grupo de pacientes com apenas hepatite crénica (29,9%). No entanto, a
frequéncia de individuos do género masculino que observamos em pacientes com
CHC (53,3%) foi inferior a observada por nosso grupo em estudo anterior, no qual a
frequéncia foi de 57,5% em individuos com HCV como agente etiolégico do CHC
(Araujo et al., 2014). Da mesma forma, todos os demais estudos brasileiros, que

analisaram a frequéncia do género masculino em individuos com CHC e HCV como
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agente etiologico, observaram frequéncias maiores, como 67,1% no estado de
Minas Gerais (Osorio et al., 2013), 82,3% no Espirito Santo (Goncalves et al., 2014)
e 75% em estudo de abrangéncia nacional (Goncalves et al., 1997). No contexto
internacional, o relatério mais recente da Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC), estima que aproximadamente 71% dos 782 000 casos anuais de
CHC registrados no mundo sao do género masculino (Ervik et al., 2016). Entretanto,
os dados néo diferem por etiologia.

A diferenca da incidéncia entre os géneros poderia ser explicada por trés
hipéteses: 0s homens estariam mais expostos a infeccbes pelo HBV ou
carcindégenos hepéticos; os efeitos da testosterona poderiam aumentar a sinalizacao
de receptores androgenos nos homens, promovendo a proliferacdo de hepatdécitos;
os efeitos do estrogénio poderiam suprimir o processo inflamatério mediado pela
interleucina-6 (IL-6) em mulheres, reduzindo a lesdo hepética e a proliferacédo
compensatoria de hepatdcitos (Baldissera et al., 2016; Kalra et al., 2008).

Além de fatores de risco, o HBV e HCV, sdo os principais agentes etioldgicos
do CHC, sendo o HCV responsavel por mais de 50% dos casos de CHC no Brasil
(Appel-Da-Silva et al., 2016; Carrilho et al., 2010). No entanto, a progressao da
doenca hepatica difere de acordo com o gendtipo da infec¢éo pelo HCV (Thrift et al.,
2017). No estado do Rio de Janeiro, o subtipo mais frequente é o 1b (39-64%),
seguido do la (25-43%) e 3a (9-18%) (Araujo et al., 2014; De Almeida et al., 2004;
Delvaux et al., 2015; Peres-Da-Silva et al., 2012; Scalioni et al., 2017). De forma
geral, em nosso estudo, o subtipo mais frequente foi o 1a com 44,4%, seguido do 1b
com 41,3% e do 3a com 14,3%. No entanto, no grupo de pacientes com CHC o
subtipo mais frequente foi o 1b com 41,3%, o que corrobora com uma metanalise
gue demonstrou 0 maior potencial oncogénico do subtipo 1b do HCV, aumentando o
risco em até 2,5% (Raimondi et al., 2009).

Observamos também que no grupo de pacientes com cirrose 0 subtipo mais
frequente foi o 1a com 55,4%, sendo verificada uma associacdo com presenca de
cirrose hepatica (p = 0,039), enquanto no grupo de pacientes com apenas hepatite C
cronica o subtipo mais frequente foi o0 1b com 51,6%. Diversos estudos tém
demonstrado uma associagao entre o subtipo 1b e uma melhor resposta virologica
sustentada quando comparado a outros subtipos, ao mesmo tempo em que O
subtipo la estd associado a uma pior resposta ao tratamento com interferon e

ribavirina, aumentando as chances da progressao da doenca (Legrand-Abravanel et
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al., 2009; Nicot et al., 2011; Poveda et al.,, 2012; Rallon et al.,, 2012). O que
justificaria sua associagdo com a presenca de cirrose em nosso estudo.

Os fatores de risco para o desenvolvimento de CHC estado bem estabelecidos,
no entanto, uma grande parcela de individuos expostos a fatores de risco
conhecidos ndo desenvolve cirrose ou CHC, indicando possiveis fatores genéticos
protetores. Por outro lado, uma pequena parcela de individuos desenvolve CHC sem
apresentar nenhum fator de risco, indicando possiveis predisposicdes genéticas
(Baldissera et al.,, 2016; EI-Serag&Rudolph, 2007; Llovet et al., 2016). Nesse
sentido, um dos principais objetivos desse estudo foi avaliar a ocorréncia de
polimorfismos genéticos e possiveis associacdes com a progressao da doenca
hepética para o desenvolvimento de cirrose e CHC em pacientes brasileiros com
hepatite C cronica.

Diversas linhas de evidéncia tém demonstrado a associacdo de diferentes
polimorfismos genéticos com o desenvolvimento de cancer, dentre eles o CHC. As
principais vias envolvidas estdo relacionadas com processos de detoxificacao,
inflamacéo, estresse oxidativo, reparo do DNA, fatores de crescimento e ciclo celular
(Baldissera et al., 2016; Llovet et al., 2016; Nahon&Zucman-Rossi, 2012; Ochi et
al., 2017; Schulze et al., 2015; Zucman-Rossi et al., 2015). No Brasil poucos
estudos investigaram a influéncia de polimorfismos e o desenvolvimento de CHC, e
nenhum analisou os genes selecionados para 0 nosso estudo (Aroucha et al., 2016;
Carmo et al., 2016; Nogueira et al., 2009; Peres et al., 2016; Teixeira et al., 2013a;
Teixeira et al., 2013b).

Foram avaliados, no presente estudo, polimorfismos em quatro genes
(GSTT1, GSTM1, TP53 e MDM2) em individuos com hepatite C crdnica sem cirrose,
apos desenvolvimento de cirrose e apés desenvolvimento de CHC. Nos genes
GSTT1 e GSTM1 foram avaliadas as frequéncias do genoétipo polimérfico nulo e
observamos uma maior frequéncia desse genotipo, para ambos 0s genes, em
pacientes com CHC (21,7% para GSTT1l e 46,7% para GSTM1), quando
comparados aos pacientes sem CHC (15,4% para GSTT1 e 43,1% para GSTM1).
Tais genes desempenham um papel critico na protecdo celular a varios tipos de
danos, e seu mau funcionamento pode ocasionar a perda de atividade enzimatica,
aumento da vulnerabilidade ao dano citogenético e ao dano oxidativo do DNA,
podendo levar ao desenvolvimento de cancer (Hayes&Strange, 2000; Mcilwain et
al., 2006; Shen et al., 2014). Outros estudos tem demonstrado a associacéo entre a

ocorréncia dos genotipos nulos nos genes GSTT1 e GSTM1 e a
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hepatocarcinogénese, no entanto, os resultados publicados até o momento ainda
nao sao consistentes (Abd EI-Moneim et al., 2008; Asim et al., 2010; Covolo et al.,
2005; Deng et al.,, 2005; Kiran et al.,, 2008; Shen et al., 2014). Apds analise
estatistica, ndo encontramos associacdo entre os polimorfismos analisados e a
presenca de CHC, entretanto observamos que a ocorréncia do genoétipo polimaorfico
nulo para o gene GSTT1, em pacientes crénicos para a hepatite C, esta associado a
presenca de cirrose (p = 0,032). Isso pode indicar um envolvimento desse
polimorfismo com a progressdo da doenca hepética e indiretamente ao
desenvolvimento de CHC, ja que a cirrose hepatica é o principal fator de risco para a
hepatocarcinogénese (Blum, 2005; Carrilho et al., 2010; Fattovich et al., 1997).
Investigamos também a ocorréncia do SNP R72P (rs1042522) no gene TP53,
gue leva a codificacdo do aminoacido prolina (P) no lugar de arginina (R). O TP53 é
um importante gene supressor tumoral envolvido na regulacdo do ciclo celular e
integridade gendmica, portanto polimorfismos genéticos podem ocasionar a perda
da funcdo da proteina p53, permitindo que células danificadas escapem ao controle
do ciclo celular e se tornem cancerigenas (Marte, 2002; Meng et al., 2014; Staib et
al.,, 2003). Em nosso estudo, observamos uma maior frequéncia do gendétipo
homozigoto Arg/Arg em pacientes com CHC (53,3%), quando comparados a
pacientes sem CHC (41,5%). No entanto, o genétipo homozigoto Pro/Pro também
apresentou uma maior frequéncia em pacientes com CHC (15%) do que em
pacientes sem CHC (7,7%). Estudos em linhagens celulares demonstraram que a
variante Arg induz a apoptose mais acentuadamente do que a variante Pro,
indicando maior susceptibilidade ao desenvolvimento de tumor associada a variante
Pro (Dumont et al., 2003). Entretanto os resultados dos estudos que investigaram a
associacdo entre esse SNP no cddon 72 e a susceptibilidade ao CHC foram
conflitantes (Di Vuolo et al., 2011; Ezzikouri et al., 2007; Hu et al., 2014; Mah et al.,
2011; Sumbul et al., 2012; Yoon et al., 2008; Zhu et al., 2005). Ao analisarmos a
frequéncia do genotipo homozigoto Pro/Pro de acordo com a presenga de cirrose,
observamos uma menor frequéncia em pacientes com cirrose (6%) do que em
pacientes apenas com hepatite C crénica (10,6%). No nosso conhecimento, ndo ha
relato na literatura até o momento de dados sobre a frequéncia desse polimorfismo
de acordo com a presenca de cirrose. Em nosso estudo, ndo observamos diferenca
estatisticamente significativa entre a presenca de CHC ou cirrose e 0s gendtipos
polimorficos analisados no gene TP53. O que corrobora com uma metanalise mais

recente que também ndo observou associacdo com o CHC. O autor comenta que
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analisou um numero maior de estudos e, portanto, teria um maior poder estatistico
que as metandlises anteriores (Peng et al., 2013). Além disso, a analise de coortes
heterogéneas de pacientes também pode introduzir fatores de confusdo em
metandlises. Dessa maneira, mais estudos sdo necessarios estratificando a
populacao analisada por idade, género, genotipo viral e outros fatores de risco para
se entender melhor o papel desse polimorfismo (Nahon&Zucman-Rossi, 2012).

Analisamos também, o SNP T309G (rs2279744) no gene MDM2, um
importante regulador da proteina p53, inibindo sua atividade e promovendo sua
destruicdo proteolitica (Bond et al., 2005; Meng et al.,, 2014). O SNP T309G,
caracterizado pela alteracdo de timina para guanina no nucleotideo 309, ocorre na
regido promotora do gene MDM2 e foi associada a sua superexpressao, resultando,
desse modo, na inibicdo da atividade da p53, podendo induzir o CHC (Bond et al.,
2004). Observamos em nosso estudo uma menor frequéncia do genétipo GG para o
gene MDM2 em pacientes com CHC (5%) do que em pacientes sem CHC (6,9%).
Enquanto o genoétipo TT apresentou maior frequéncia no grupo de pacientes com
CHC (56,7%) do que no grupo sem CHC (46,9%). O gene MDM2, tem sido descrito
como um acelerador da hepatocarcinogénese em pacientes asiaticos, entretanto os
resultados permanecem controversos (Peng et al., 2013). Um estudo que analisou
583 pacientes com CHC por HBV na Coreia (Yoon et al., 2008) mostrou associacéo
com a presenca do tumor, entretanto o autor cita que a frequéncia do genétipo GG
encontrada (34%) foi maior do que em estudos anteriores que analisaram
populacdes diferentes, como japoneses (27%) (Dharel et al., 2006), chineses (25%)
(Hu et al., 2006) e caucasianos (12%) (Bond et al., 2004). A associagao encontrada
entre esse SNP e o maior risco de CHC tem sido descrita principalmente em grupos
de pacientes asiaticos, portanto, estudos de confirmacdo em outras populacdes de
pacientes sdo necessarios. Na analise da frequéncia do SNP T309G de acordo com
a presenca de cirrose, observamos menor frequéncia dos genotipos GG (4,8%) e TT
(44,6%) em pacientes com cirrose do que em pacientes sem cirrose (10,6% e
51,1%, respectivamente). No nosso conhecimento, ndo ha relato na literatura até o
momento de dados sobre a frequéncia desse polimorfismo de acordo com a
presenca de cirrose. Em nosso estudo, ndo encontramos diferenca estatisticamente
significativa entre a presencga de CHC ou cirrose e 0s genotipos polimorficos do SNP
T309G.

Com excecédo da associacdo do genotipo nulo para o gene GSTT1 com a

presenca de cirrose, ap0s andlise estatistica ndo observamos associacao direta
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entre os polimorfismos analisados, de forma isolada, nos quatro genes e a presenca
de CHC. A analise de polimorfismos com o desenho de estudo transversal,
observado na maior parte dos estudos, pode dificultar a observacao de diferengas
estatisticamente significativas e ser um fator limitante na nossa analise, visto que
uma parcela de individuos dos grupos controle muito provavelmente apresentam
polimorfismos genéticos que promovem o surgimento do CHC, o que interfere na
frequéncia dos polimorfismos nos grupos controle. Além disso, o nimero reduzido
de casos de cancer por populacdo, a heterogeneidade tumoral e a exposicao a
fatores de risco adicionais variados também sédo desafios na busca de um perfil
genético associado a um maior risco de desenvolvimento de CHC (Nahon&Zucman-
Rossi, 2012; Ringelhan et al., 2017).

No presente estudo, analisamos a presenca de polimorfismos de forma
simultdnea, ou seja, sua ocorréncia no mesmo paciente. Observamos o perfil
genotipico simultaneo MDM2 G/G e TP53 Pro/Pro apenas no grupo de pacientes
com CHC (p < 0,100), o que corrobora com uma metandlise que reportou
associacdo entre esse perfil genotipico simultaneo e o CHC (Peng et al., 2013).
Observamos também o gendtipo simultdneo GSTT1 nulo e GSTM1 nulo mais
frequente (p = 0,144) no grupo de pacientes com CHC (8,3%) do que sem CHC
(3,1%), o que corrobora com uma importante metanalise que relatou a associacao
entre perfil genotipico simultdneo para os genes GSTT1 e GSTM1 e o aumento de
risco de CHC (Shen et al., 2014). Além disso, ao analisarmos a ocorréncia de forma
simultanea dos perfis genotipicos nos genes analisados, observamos associacdo
com a presenca de CHC (p < 0,050) em alguns deles: perfil genotipico simultaneo
GSTT1 nulo e TP53 Pro/Pro, perfil genotipico simultaneo GSTM1 nulo e TP53
Arg/Arg, além do perfil genotipico simultaneo GSTM1 nulo, MDM2 T/T e TP53
Arg/Arg.

Esse € o primeiro estudo que relatou a associacao entre a ocorréncia desses
perfis genotipicos simultdneos e a presenca de CHC. Sabe-se que o acumulo de
alteracdes genéticas em genes criticos para o cancer é capaz de modificar vias
celulares importantes e iniciar o processo de carcinogénese (Momparler, 2003).
Além disso, estudos anteriores demonstraram o aumento do risco de CHC ao
analisar polimorfismos em conjunto (Tomoda et al., 2012; Yang et al.,, 2013). A
descricdo de SNPs associados a hepatocarcinogénese pode permitir uma melhor
selecdo de pacientes em alto risco de desenvolvimento de CHC, além de possibilitar

um futuro tratamento por meio de edicdo genética. Visto que, recentemente, foi
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descrita a primeira edicdo genética em um embrido humano para evitar uma doenca
genética cardiaca (Ma et al., 2017).

Em suma, esse trabalho contribuiu com informacdes relevantes sobre a
influéncia dos polimorfismos GSTT1 gendétipo nulo, GSTM1 gendtipo nulo, TP53
R72P (rs1042522) e MDM2 T309G (rs2279744) em individuos brasileiros com
hepatite C cronica. A descricdo de um panorama genético altamente associado a
hepatocarcinogénese, poderia contribuir para que esses individuos evitem exposi¢ao
a outros fatores de risco conhecidos, além de permitir o acompanhamento para a
identificacdo de CHC em estagio inicial e por ultimo possibilitar um futuro tratamento

por meio de edicao genética.

5.2 Hipermetilagcdo de DNA em tecido hepatico

Até o momento, nenhum estudo investigou alteracbes epigenéticas
relacionadas ao desenvolvimento de CHC no Brasil. Portanto, este € o primeiro
estudo que analisou fatores epigenéticos em pacientes brasileiros em busca de um
melhor entendimento sobre o desenvolvimento desse tumor. Neste estudo,
analisamos de maneira quantitativa o perfil de metilagcdo da regido promotora dos
genes RASSF1A e DOK1, em tecidos hepaticos com CHC, tecidos hepaticos
cirréticos e tecidos hepaticos nado cirréticos, assim como em amostras pareadas de
tecido com CHC e tecido cirrético adjacente. Ambos o0s genes tém propriedades de
supressdo de tumor e estdo envolvidos em varios processos celulares nesse
sentido. O gene RASSF1A esta envolvido na via de sinalizacdo de Ras, que
desempenha um papel fundamental no controle do ciclo celular, estabilizacdo de
microtUbulos, adesédo celular, motilidade celular e apoptose (Agathanggelou et al.,
2005). O gene DOK1 é expresso nas células B e T, assim como em macréfagos e
neutrofilos, e estd envolvido em uma ampla gama de vias de sinalizacdo de
imunorreceptores (Mashima et al., 2009).

No presente estudo, os niveis de metilacdo nos genes RASSF1A e DOK1
mostraram um aumento gradual de acordo com a progressdo da doenca hepatica,
com niveis significativamente maiores nos tecidos tumorais. Além disso, observamos
frequéncias de hipermetilacdo bastante altas nos genes RASSF1A (88%) e DOK1
(88%) em amostras de CHC, com frequéncias de hipermetilacdo concomitante de
82%. Estudos anteriores usando diferentes metodologias, assim como diferentes

ilhas CpGs, também encontraram altas frequéncias de hipermetilacdo (76-100%) no
105



gene RASSF1A em amostras de CHC (Di Gioia et al., 2006; Lambert et al., 2011;
Zhang et al.,, 2013; Zhang et al., 2002). Por outro lado, poucos dados estdo
disponiveis sobre o perfil de metilagdo do gene DOK1l em cancer hepatico.
Entretanto, um estudo mostrou a ocorréncia de hipermetilacdo na maior parte (62%)
dos tecidos de CHC analisados (Lambert et al., 2011).

Nossos resultados reforcam a hipdétese de uma associacdo entre o
silenciamento epigenético desses genes e a hepatocarcinogénese. Observamos
hipermetilacdo concomitante nos genes RASSF1A e DOK1 em quase 30% dos
tecidos cirroticos analisados. Niveis elevados de metilagcdo foram observados nao
apenas em amostras cirréticas de pacientes com CHC (amostras pareadas), mas
também em amostras cirréticas de pacientes sem CHC, sugerindo que o aumento
dos niveis de metilagdo em tecido cirrético devido apenas a presenca de células
tumorais adjacentes € improvavel. Esses achados indicam que niveis elevados de
metilacdo em hepatdcitos de tecidos cirréticos podem preceder a oncogénese e
promover o desenvolvimento do CHC.

A potencial influéncia da etnia na metilacdo do DNA ainda nao foi
amplamente estudada. No entanto, alguns trabalhos ja descreveram diferencas
significativas na metilagdo global do DNA gendmico de acordo com a etnia (Hsiung
et al.,, 2007; Zhang et al., 2011). Foi sugerido que alguns polimorfismos genéticos,
como os de enzimas metabolizadoras de folato, podem contribuir para as diferencas
étnicas na metilacdo do DNA (De Vogel et al., 2009). Lambert e colaboradores
(2011) demonstraram uma associacao entre 0s niveis de metilacdo em varios genes
e area geogréfica, com niveis de metilacdo dos genes RASSF1A e DOK1 mais
baixos em pacientes com CHC da Tailandia do que em pacientes com CHC da
Franca. O presente estudo baseou-se nas ilhas CpGs analisadas anteriormente pelo
grupo citado e os niveis de metilacdo de DNA obtidos foram determinados pela
mesma metodologia quantitativa de pirosequenciamento (Lambert et al., 2011).
Curiosamente, observamos maiores niveis de metilagdo nos genes RASSF1A e
DOK1 em amostras de CHC brasileiras em comparagcdo com 0s niveis encontrados
em amostras de CHC da Tailandia (2,7 e 3,1 vezes) e Franca (1,9 e 1,8 vezes),
respectivamente. Esses resultados corroboram com a hipotese de que fatores
genéticos e ambientais podem contribuir para as diferencas no perfil de metilacao de
DNA, em casos de CHC de diferentes etnias ou regides geograficas.

Vérios estudos investigaram possiveis associacfes entre fatores de risco,

como infeccdes por HBV e HCV, além de caracteristicas demograficas e clinicas,
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como idade, género e histologia do tumor com o perfil de metilacdo de DNA em
casos de CHC (Di Gioia et al., 2006; Gao et al., 2008; Hernandez-Vargas et al.,
2010; Lambert et al., 2011; Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2002). A metilacéo
anormal de ilhas CpGs associadas ao promotor génico foi considerada uma das
mudancas moleculares mais relevantes que podem ser observadas durante o
envelhecimento (Issa, 1999). Um estudo anterior mostrou que todos os pacientes
com mais de 40 anos tinham o promotor do gene RASSF1A metilado em células ndo
neoplasicas do figado (Waki et al., 2003). No entanto, observamos niveis mais
elevados de metilacdo nos promotores génicos de RASSF1A e DOK1 nos tecidos
com CHC do grupo de pacientes mais jovens (<40 anos), com diferenca
estatisticamente significativa na analise do gene DOK1 (p = 0,036). No presente
trabalho, todos os pacientes com CHC com idade inferior a 40 anos estavam
cronicamente infectados pelo HBV. Varios estudos mostraram que a proteina X do
HBV (HBx) modula positivamente a atividade de DNA metiltransferase (DNMT),
promovendo hipermetilacdo de genes supressores de tumores especificos (Park et
al., 2007; Zheng et al., 2009). Portanto, a presenca de infeccdo crénica pelo HBV
nos pacientes mais jovens (<40 anos) pode ter contribuido para os maiores niveis de
metilacdo observados em nosso estudo. Além disso, estudos anteriores também
encontraram niveis mais elevados de metilagdo nos genes RASSF1A e DOK1 em
amostras de CHC em grupos de pacientes mais jovens, embora as diferencas nao
tenham sido estatisticamente significativas (Gao et al., 2008; Lambert et al., 2011).
Além disso, foram relatados anteriormente niveis significativamente mais altos de
metilacdo no gene DOK1 em tecidos cirréticos na faixa etaria <40 anos (Lambert et
al., 2011).

Por fim, observamos que os niveis de metilacdo dos genes RASSF1A e
DOK1 foram maiores em tumores moderadamente diferenciados quando
comparados a tumores mal diferenciados, apresentando diferenga significativa em
DOK1 (p = 0,005). Nenhum dos pacientes com CHC incluidos em nosso estudo
apresentou tumores bem diferenciados, ndo sendo possivel obter uma comparacao
mais detalhada entre os niveis de metilacdo de DNA e o grau de diferenciacdo do
tumor. Em um trabalho anterior, ao serem analisados diferentes graus de
diferenciacdo do tumor em pacientes com CHC, os niveis de metilacdo do gene
RASSF1A foram semelhantes (Gao et al.,, 2008). Até 0 momento, ndo ha relatos
sobre a relacédo dos niveis de metilagcdo do gene DOKL1 e o grau de diferenciacdo do

tumor em pacientes com CHC.
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Nossos resultados confirmam que a hipermetilacdo dos promotores génicos
de RASSF1A e DOK1 contribui para a hepatocarcinogénese e € um evento inicial no
desenvolvimento do céancer, assim como sofre influéncia de fatores de risco como
infeccbes virais, além de caracteristicas demograficas e clinicas. Portanto, a
hipermetilacdo dos genes RASSF1A e DOK1 podera ser utilizada como um
biomarcador valioso para o diagnostico precoce de CHC e um potencial alvo
molecular para a terapia de base epigenética.

5.3 Hipermetilacdo em DNA livre circulante em soro

A andlise do perfil de metilacdo de DNA em tecido hepatico € o padrdo ouro
para estudos que investiguem a associacdo de fatores epigenéticos com a
hepatocarcinogénese. No entanto, no sentido de identificar biomarcadores para
possivel aplicagcdo em pré-diagndstico de CHC se torna essencial o desenvolvimento
de métodos de analise ndo invasivos. Nesse contexto, esse estudo tinha como
objetivo investigar a associacdo entre os perfis de metilacgo em cfDNA e a
progressdo da doenca hepatica para cirrose e CHC. Para isso, o cfDNA foi isolado
de soro de individuos sem doenca hepatica, de pacientes com hepatite C sem
cirrose, com cirrose e com CHC.

Estudos tém demonstrado que o sequenciamento de alta vazdo pode ser
aplicado para a deteccdo de mutacdes somaticas relacionadas com tumor em
ctDNA, sugerindo que podem ser gradualmente trazidas para o contexto clinico
(Crowley et al., 2013; Diehl et al., 2008; Newman et al., 2014). No entanto, como o
ctDNA pode representar apenas uma fragdo muito pequena do cfDNA, existem
desafios metodoldgicos que limitam a sensibilidade de deteccdo de ctDNA (Diehl et
al., 2008). O desenvolvimento de métodos utilizando o sequenciamento de alto
desempenho para andlise de metilacdo de DNA associadas ao desenvolvimento de
cancer é essencial para o avanco desta area.

No nosso estudo, apos o isolamento do cfDNA, observamos que a quantidade
média de cfDNA em soro parece estar relacionada com a progressdo da doenca
hepética, sendo encontrados niveis baixos em pacientes sem doenca hepética,
niveis intermediarios em pacientes com hepatite C cronica, niveis elevados em
pacientes com cirrose e niveis ainda mais elevados em pacientes com CHC.
Realizamos analise estatistica comparativa entre os diferentes grupos estudados e

observamos uma diferenca significativa na quantidade meédia de cfDNA (p = 0,009).
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A presenca de ctDNA na corrente sanguinea parece estar relacionada a eventos de
necrose, apoptose e secre¢do de células tumorais (Schwarzenbach et al., 2011).
Outros estudos demonstraram que a quantidade de cfDNA, assim como da fracao
de ctDNA, aumenta com a gravidade da doenca e o volume do tumor (Bettegowda et
al., 2014; Newman et al., 2014). Em nosso estudo, observamos niveis mais altos de
cfDNA em soro associados a presenca de CHC, ao compararmos com individuos
sem CHC (p = 0,046) e ao compararmos com individuos sem doenca hepatica (p =
0,006). Observamos também uma diferenca significativa entre os niveis de cfDNA,
ao compararmos individuos sem doenca hepatica com pacientes com apenas
hepatite C crbnica, ou seja, com auséncia de cirrose e CHC (p = 0,038). O mesmo
ocorreu ao compararmos com todos os pacientes com hepatite C cronica,
independente da presenca de cirrose e CHC (p = 0,002). Por outro lado, ao
analisarmos apenas o grupo de pacientes com doenca hepatica, ndo observamos
diferenca significativa de acordo com a presenca de cirrose ou CHC (p = 0,223).

Praticamente todos os estudos que visaram a deteccdo de metilacdo em
ctDNA utilizaram PCR especifico ou métodos similares que, além de outras
limitacBes, fornecem informacdes sobre a presenca de um numero restrito de sitios
metilados (Ammerpohl et al., 2012; Begum et al., 2011; Church et al., 2014; lyer et
al., 2010; Wong et al.,, 2000). Embora as atuais evidéncias sugiram 0 enorme
potencial da identificacdo de alteracdes epigenéticas em amostras de soro ou
plasma para diagndstico e monitoramento em varios tipos de cancer, incluindo o
CHC, informacdes sobre a abordagem por sequenciamento de alto desempenho
para analise de metilacdo em cfDNA ainda sdo escassas (Vaca-Paniagua et al.,
2015).

Em um trabalho pioneiro, um grupo de pesquisadores Agéncia Internacional
de Pesquisa em Céancer (IARC) analisou o perfil de metilacdo da regido promotora
de seis genes, por sequenciamento de alta vaz&o, e encontrou uma associacao
entre presenca de CHC e niveis de metilacdo mais elevados para o gene VIM ao
comparar amostras de cfDNA obtidos de pacientes com e sem CHC. O trabalho
demonstrou a aplicabilidade do sequenciamento de alto desempenho como uma
abordagem néo invasiva, de baixo custo e eficiente em termos de tempo para
identificar e validar novos biomarcadores com potencial uso no contexto clinico
(Vaca-Paniagua et al., 2015). No nosso trabalho, o isolamento do cfDNA foi
realizado com sucesso, entretanto, a biblioteca de cfDNA construida em nosso

estudo ndo atingiu qualidade minima para o sequenciamento de alta vazéo, devido
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ao tamanho reduzido do fragmento de cfDNA obtido (menos de 200 bp). Dessa
forma, ndo foi possivel analisar os niveis de metilacdo em cfDNA devido a limitacdes
metodolodgicas e, portanto, novas abordagens devem ser adotadas para analise dos
niveis de metilacdo de cfDNA a fim de investigar potenciais biomarcadores nao
invasivos, Uteis para o diagnostico precoce e prognostico de CHC. Nesse contexto,
abordagens nao-invasivas, como a utilizacdo de DNA livre circulante em soro ou
plasma, para avaliar o perfil de metilagdo de genes de interesse, como RASSF1A e

DOK1, devem ser mais amplamente estudadas.
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6 CONCLUSOES

e A presenca de CHC foi associada a idade média mais avancada (64 anos, p <
0,001). Além disso, individuos do género masculino foram significativamente
mais frequentes em estagios mais avancados da doenca hepatica, com
presenca de cirrose ou CHC quando comparado com o grupo de pacientes

com apenas hepatite crénica (p = 0,009).

e O HCV apresentou uma variabilidade genética diferente de acordo com o
estagio da progressdo da doenca hepatica. O subtipo mais frequente em
individuos com CHC foi o 1b e o subtipo 1a foi associado a presenca de

cirrose.

e A ocorréncia do genotipo polimorfico nulo para o gene GSTT1 esta associada
a progressdo da doenca hepatica para cirrose em pacientes brasileiros
cronicos para a hepatite C.

e A ocorréncia do perfil genotipico simultineo GSTT1 nulo e TP53 Pro/Pro
(rs1042522), o perfil genotipico simultaneo GSTM1 nulo e TP53 Arg/Arg
(rs1042522), além do perfil genotipico simultdneo GSTM1 nulo, MDM2 T/T
(rs2279744) e TP53 Arg/Arg (rs1042522) estdo associados ao
desenvolvimento de CHC em pacientes brasileiros cronicos para a hepatite C.

e A analise das diferentes combinacfes entre polimorfismos nos genes GSTT1,
GSTM1, TP53 e MDM2 é extremamente relevante para a identificacdo de
fatores genéticos associados a hepatocarcinogénese, uma vez que a
complexa relacdo entre eles pode mostrar associacdo de genotipos diferentes

para o mesmo polimorfismo com o desenvolvimento de CHC.

e Os niveis de metilagdo de DNA nos promotores dos genes RASSF1A e

DOK1, em tecido hepatico, foram associados ao desenvolvimento de CHC.
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Niveis crescentes de cfDNA em soro foram observados de acordo com a
progressdo da doenca hepatica, sendo encontrados niveis baixos em
pacientes sem doenca hepatica, niveis intermediarios em pacientes com
hepatite C crbnica, niveis elevados em pacientes com cirrose e niveis ainda
mais elevados em pacientes com CHC, indicando aumento de acordo com a

gravidade da doenca hepatica.

Niveis médios mais elevados de cfDNA em soro foram associados a presenca
de CHC e a hepatite C cronica ao serem comparados com individuos sem

doenca hepatica.

N&o foi possivel analisar os niveis de metilacdo em cfDNA devido a limitacdes
metodoldgicas. A biblioteca de cfDNA construida ndo atingiu qualidade
minima para o sequenciamento de alta vaz&o, devido ao tamanho reduzido
do fragmento de cfDNA obtido (menor que 200 pb). Novas abordagens devem

ser adotadas para analise dos niveis de metilacdo de cfDNA.

112



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abara WE, Qaseem A, Schillie S et al. Hepatitis B Vaccination, Screening, and
Linkage to Care: Best Practice Advice From the American College of Physicians and
the Centers for Disease Control and Prevention. Ann Intern Med. 2017; 167(11): 794-
804.

Abd EI-Moneim E, Younis FA, Allam N et al. Gene deletion of glutathione S-
transferase M1 and T1 and risk factors of hepatocellular carcinoma in Egyptian
patients. Egypt J Immunol. 2008; 15(2): 125-34.

Agathanggelou A, Cooper WN, Latif F. Role of the Ras-association domain family 1
tumor suppressor gene in human cancers. Cancer Res. 2005; 65(9): 3497-508.

Albecka A, Montserret R, Krey T et al. Identification of new functional regions in
hepatitis C virus envelope glycoprotein E2. J Virol. 2011; 85(4): 1777-92.

Ammerpohl O, Pratschke J, Schafmayer C et al. Distinct DNA methylation patterns in
cirrhotic liver and hepatocellular carcinoma. Int J Cancer. 2012; 130(6): 1319-28.

Appel-Da-Silva MC, Miozzo SA, Dossin IA et al. Incidence of hepatocellular
carcinoma in outpatients with cirrhosis in Brazil: A 10-year retrospective cohort study.
World J Gastroenterol. 2016; 22(46): 10219-10225.

Appel N, Zayas M, Miller S et al. Essential role of domain Il of nonstructural protein
5A for hepatitis C virus infectious particle assembly. PLoS Pathog. 2008; 4(3):
€1000035.

Araujo NM, Araujo OC, Silva EM et al. Identification of novel recombinants of
hepatitis B virus genotypes F and G in human immunodeficiency virus-positive
patients from Argentina and Brazil. J Gen Virol. 2013; 94(Pt 1): 150-8.

Araujo NM, Mello FC, Yoshida CF et al. High proportion of subgroup A' (genotype A)
among Brazilian isolates of Hepatitis B virus. Arch Virol. 2004; 149(7): 1383-95.

Araujo NM, Waizbort R, Kay A. Hepatitis B virus infection from an evolutionary point
of view: how viral, host, and environmental factors shape genotypes and
subgenotypes. Infect Genet Evol. 2011; 11(6): 1199-207.

Araujo OC, Barros JJ, Do OK et al. Genetic variability of hepatitis B and C viruses in
Brazilian patients with and without hepatocellular carcinoma. J Med Virol. 2014;
86(2): 217-23.

Arauz-Ruiz P, Norder H, Robertson BH et al. Genotype H: a new Amerindian
genotype of hepatitis B virus revealed in Central America. J Gen Virol. 2002; 83(Pt
8): 2059-73.

Aroucha DC, Carmo RF, Vasconcelos LR et al. TNF-alpha and IL-10 polymorphisms
increase the risk to hepatocellular carcinoma in HCV infected individuals. J Med Virol.
2016; 88(9): 1587-95.

113



Asim M, Khan LA, Husain SA et al. Genetic polymorphism of glutathione S
transferases M1 and T1 in Indian patients with hepatocellular carcinoma. Dis
Markers. 2010; 28(6): 369-76.

Baldissera VD, Alves AF, Almeida S et al. Hepatocellular carcinoma and estrogen
receptors: Polymorphisms and isoforms relations and implications. Med Hypotheses.
2016; 86 67-70.

Bartenschlager R, Ahlborn-Laake L, Mous J et al. Kinetic and structural analyses of
hepatitis C virus polyprotein processing. J Virol. 1994; 68(8): 5045-55.

Bartenschlager R, Frese M, Pietschmann T. Novel insights into hepatitis C virus
replication and persistence. Adv Virus Res. 2004; 63 71-180.

Begum S, Brait M, Dasgupta S et al. An epigenetic marker panel for detection of lung
cancer using cell-free serum DNA. Clin Cancer Res. 2011; 17(13): 4494-503.

Bettegowda C, Sausen M, Leary RJ et al. Detection of circulating tumor DNA in early-
and late-stage human malignancies. Sci Transl Med. 2014; 6(224): 224ra24.

Bhat RA, Ulrich PP, Vyas GN. Molecular characterization of a new variant of hepatitis
B virus in a persistently infected homosexual man. Hepatology. 1990; 11(2): 271-6.

Blum HE. Hepatocellular carcinoma: therapy and prevention. World J Gastroenterol.
2005; 11(47): 7391-400.

Bond GL, Hu W, Bond EE et al. A single nucleotide polymorphism in the MDM2
promoter attenuates the p53 tumor suppressor pathway and accelerates tumor
formation in humans. Cell. 2004; 119(5): 591-602.

Bond GL, Hu W, Levine AJ. MDM2 is a central node in the p53 pathway: 12 years
and counting. Curr Cancer Drug Targets. 2005; 5(1): 3-8.

Bottecchia M, Souto FJ, O KM et al. Hepatitis B virus genotypes and resistance
mutations in patients under long term lamivudine therapy: characterization of
genotype G in Brazil. BMC Microbiol. 2008; 8 11.

Brasil. Ministério da Saude. Estudo de Prevaléncia de Base Populacional das
Infeccdes pelos Virus das Hepatites A, B e C nas Capitais do Brasil. 2010.

Brasil. Ministério da Saude. Boletim Epidemiolégico de Hepatites Virais - 2017.

2017. Disponivel em: < http://www.aids.gov.br/pt-br/pub/2017/boletim-
epidemiologico-de-hepatites-virais-2017 >. Acesso em: 5 janeiro 2018.

Brass V, Moradpour D, Blum HE. Molecular virology of hepatitis C virus (HCV): 2006
update. Int J Med Sci. 2006; 3(2): 29-34.

Bukh J, Purcell RH, Miller RH. Sequence analysis of the core gene of 14 hepatitis C
virus genotypes. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994; 91(17): 8239-43.

114



Calvaruso V, Petta S, Craxi A. Is global elimination of HCV realistic? Liver Int. 2018;
38 Suppl 1 40-46.

Campiotto S, Pinho JR, Carrilho FJ et al. Geographic distribution of hepatitis C virus
genotypes in Brazil. Braz J Med Biol Res. 2005; 38(1): 41-9.

Cao GW. Clinical relevance and public health significance of hepatitis B virus
genomic variations. World J Gastroenterol. 2009; 15(46): 5761-9.

Carmo RF, Aroucha D, Vasconcelos LR et al. Genetic variation in PTX3 and plasma
levels associated with hepatocellular carcinoma in patients with HCV. J Viral Hepat.
2016; 23(2): 116-22.

Carrilho FJ, Kikuchi L, Branco F et al. Clinical and epidemiological aspects of
hepatocellular carcinoma in Brazil. Clinics (Sao Paulo). 2010; 65(12): 1285-90.

Chan KC, Jiang P, Zheng YW et al. Cancer genome scanning in plasma: detection of
tumor-associated copy number aberrations, single-nucleotide variants, and tumoral
heterogeneity by massively parallel sequencing. Clin Chem. 2013; 59(1): 211-24.

Chayama K, Hayes CN. Hepatitis C virus: How genetic variability affects
pathobiology of disease. J Gastroenterol Hepatol. 2011; 26 Suppl 1 83-95.

Choo QL, Kuo G, Weiner AJ et al. Isolation of a cDNA clone derived from a blood-
borne non-A, non-B viral hepatitis genome. Science. 1989; 244(4902): 359-62.

Church TR, Wandell M, Lofton-Day C et al. Prospective evaluation of methylated
SEPT9 in plasma for detection of asymptomatic colorectal cancer. Gut. 2014; 63(2):
317-25.

Cleary SP, Jeck WR, Zhao X et al. Identification of driver genes in hepatocellular
carcinoma by exome sequencing. Hepatology. 2013; 58(5): 1693-702.

Colson P, Roquelaure B, Tamalet C. Detection of a newly identified hepatitis B virus
genotype in southeastern France. J Clin Virol. 2009; 45(2): 165-7.

Cotrim HP, Oliveira CP, Coelho HS et al. Nonalcoholic steatohepatitis and
hepatocellular carcinoma: Brazilian survey. Clinics (Sao Paulo). 2016; 71(5): 281-4.

Covolo L, Gelatti U, Talamini R et al. Alcohol dehydrogenase 3, glutathione S-
transferase M1 and T1 polymorphisms, alcohol consumption and hepatocellular
carcinoma (Italy). Cancer Causes Control. 2005; 16(7): 831-8.

Crowley E, Di Nicolantonio F, Loupakis F et al. Liquid biopsy: monitoring cancer-
genetics in the blood. Nat Rev Clin Oncol. 2013; 10(8): 472-84.

Dawson SJ, Tsui DW, Murtaza M et al. Analysis of circulating tumor DNA to monitor
metastatic breast cancer. N Engl J Med. 2013; 368(13): 1199-2009.

De Almeida AJ, Campos-De-Magalhaes M, De Melo Marcal OP et al. Hepatitis C
virus-associated thrombocytopenia: a controlled prospective, virological study. Ann
Hematol. 2004; 83(7): 434-40.

115



De Vogel S, Wouters KA, Gottschalk RW et al. Genetic variants of methyl
metabolizing enzymes and epigenetic regulators: associations with promoter CpG
island hypermethylation in colorectal cancer. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev.
2009; 18(11): 3086-96.

Debes JD, Chan AJ, Balderramo D et al. Hepatocellular carcinoma in South America:
Evaluation of risk factors, demographics and therapy. Liver Int. 2018; 38(1): 136-143.

Delvaux N, Costa VD, Costa MM et al. Inosine triphosphatase allele frequency and
association with ribavirin-induced anaemia in Brazilian patients receiving antiviral
therapy for chronic hepatitis C. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2015; 110(5): 636-43.

Deng ZL, Wei YP, Ma Y. Polymorphism of glutathione S-transferase mu 1 and theta
1 genes and hepatocellular carcinoma in southern Guangxi, China. World J
Gastroenterol. 2005; 11(2): 272-4.

Deuffic-Burban S, Mathurin P, Valleron AJ. Modelling the past, current and future
HCV burden in France: detailed analysis and perspectives. Stat Methods Med Res.
2009; 18(3): 233-52.

Deuffic-Burban S, Poynard T, Sulkowski MS et al. Estimating the future health
burden of chronic hepatitis C and human immunodeficiency virus infections in the
United States. J Viral Hepat. 2007; 14(2): 107-15.

Dharel N, Kato N, Muroyama R et al. MDM2 promoter SNP309 is associated with the
risk of hepatocellular carcinoma in patients with chronic hepatitis C. Clin Cancer Res.
2006; 12(16): 4867-71.

Di Gioia S, Bianchi P, Destro A et al. Quantitative evaluation of RASSF1A
methylation in the non-lesional, regenerative and neoplastic liver. BMC Cancer.
2006; 6 89.

Di Vuolo V, Buonaguro L, Izzo F et al. TP53 and MDM2 gene polymorphisms and
risk of hepatocellular carcinoma among Italian patients. Infect Agent Cancer. 2011; 6
13.

Diehl F, Schmidt K, Choti MA et al. Circulating mutant DNA to assess tumor
dynamics. Nat Med. 2008; 14(9): 985-90.

Ding C, Yu H, Yu H et al. TP53 codon 72 polymorphism with hepatocellular
carcinoma: a metaanalysis. J Int Med Res. 2012; 40(2): 446-54.

Donato F, Gelatti U, Limina RM et al. Southern Europe as an example of interaction
between various environmental factors: a systematic review of the epidemiologic
evidence. Oncogene. 2006; 25(27): 3756-70.

Donninger H, Vos MD, Clark GJ. The RASSF1A tumor suppressor. J Cell Sci. 2007;
120(Pt 18): 3163-72.

Dore GJ, Law M, Macdonald M et al. Epidemiology of hepatitis C virus infection in
Australia. J Clin Virol. 2003; 26(2): 171-84.

116



Dumont P, Leu JI, Della Pietra AC, 3rd et al. The codon 72 polymorphic variants of
p53 have markedly different apoptotic potential. Nat Genet. 2003; 33(3): 357-65.

Easl-Eortc. EASL-EORTC clinical practice guidelines: management of hepatocellular
carcinoma. J Hepatol. 2012; 56(4): 908-43.

El-Serag HB, Rudolph KL. Hepatocellular carcinoma: epidemiology and molecular
carcinogenesis. Gastroenterology. 2007; 132(7): 2557-76.

El-Shamy A, Shindo M, Shoji | et al. Polymorphisms of the core, NS3, and NS5A
proteins of hepatitis C virus genotype 1b associate with development of
hepatocellular carcinoma. Hepatology. 2013; 58(2): 555-63.

Elazar M, Liu P, Rice CM et al. An N-terminal amphipathic helix in hepatitis C virus
(HCV) NS4B mediates membrane association, correct localization of replication
complex proteins, and HCV RNA replication. J Virol. 2004; 78(20): 11393-400.

Ervik M, Lam F, Ferlay J et al. Cancer Today. Lyon, France, 2016. Disponivel em: <
http://gco.iarc.fr/today >. Acesso em: 5 de janeiro de 2018.

Evans MJ, Rice CM, Goff SP. Phosphorylation of hepatitis C virus nonstructural
protein 5A modulates its protein interactions and viral RNA replication. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2004; 101(35): 13038-43.

Ezzikouri S, El Feydi AE, Chafik A et al. The Pro variant of the p53 codon 72
polymorphism is associated with hepatocellular carcinoma in Moroccan population.
Hepatol Res. 2007; 37(9): 748-54.

Fattovich G. Natural history and prognosis of hepatitis B. Semin Liver Dis. 2003;
23(1): 47-58.

Fattovich G, Giustina G, Christensen E et al. Influence of hepatitis delta virus
infection on morbidity and mortality in compensated cirrhosis type B. The European
Concerted Action on Viral Hepatitis (Eurohep). Gut. 2000; 46(3): 420-6.

Fattovich G, Giustina G, Degos F et al. Morbidity and mortality in compensated
cirrhosis type C: a retrospective follow-up study of 384 patients. Gastroenterology.
1997; 112(2): 463-72.

Fields BN, Knipe DM, Howley PM. Fields Virology. 6th. Philadelphia: Lippincott
Williams & Wilkins, 2013. 2456

Friebe P, Boudet J, Simorre JP et al. Kissing-loop interaction in the 3' end of the
hepatitis C virus genome essential for RNA replication. J Virol. 2005; 79(1): 380-92.

Fujiwara N, Friedman SL, Goossens N et al. Risk factors and prevention of

hepatocellular carcinoma in the era of precision medicine. J Hepatol. 2018; 68(3):
526-549.

117



Ganem D. Hepadnaviridae and their replication. In: FIELDS, B. N.;KNIPE, D. M., et al
(Ed.). Fields Virology. Philadelphia: Lippincott-Raven Publishers, 1996. p.2703-
2737.

Gao W, Kondo Y, Shen L et al. Variable DNA methylation patterns associated with
progression of disease in hepatocellular carcinomas. Carcinogenesis. 2008; 29(10):
1901-10.

Ge D, Fellay J, Thompson AJ et al. Genetic variation in IL28B predicts hepatitis C
treatment-induced viral clearance. Nature. 2009; 461(7262): 399-401.

Gholam PM, Flanchaum L, Machan JT et al. Nonalcoholic fatty liver disease in
severely obese subjects. Am J Gastroenterol. 2007; 102(2): 399-408.

Giannelli G, Fransvea E, Trerotoli P et al. Clinical validation of combined serological
biomarkers for improved hepatocellular carcinoma diagnosis in 961 patients. Clin
Chim Acta. 2007; 383(1-2): 147-52.

Giannelli G, Marinosci F, Trerotoli P et al. SCCA antigen combined with alpha-
fetoprotein as serologic markers of HCC. Int J Cancer. 2005; 117(3): 506-9.

Gomaa Al, Khan SA, Toledano MB et al. Hepatocellular carcinoma: epidemiology,
risk factors and pathogenesis. World J Gastroenterol. 2008; 14(27): 4300-8.

Gomes SA. O genoma do virus da hepatite B. In: FOCACCIA, R. (Ed.). Tratado das
Hepatites Virais. Sdo Paulo: Atheneu, 2003. p.119-125.

Goncalves CS, Pereira FEL, Gayotto LCC. Hepatocellular carcinoma in Brazil: report
of a national survey (Florianépolis, SC, 1995). Revista do Instituto de Medicina
Tropical de S&do Paulo. 1997; 39(3): 165-170.

Goncalves PL, Zago-Gomes Mda P, Goncalves CS et al. Hepatitis virus and
hepatocellular carcinoma in Brazil: a report from the State of Espirito Santo. Rev Soc
Bras Med Trop. 2014; 47(5): 559-63.

Goto K, Ichinose Y, Ohe Y et al. Epidermal growth factor receptor mutation status in
circulating free DNA in serum: from IPASS, a phase Il study of gefitinib or
carboplatin/paclitaxel in non-small cell lung cancer. J Thorac Oncol. 2012; 7(1): 115-
21.

Gottwein JM, Scheel TK, Jensen TB et al. Development and characterization of
hepatitis C virus genotype 1-7 cell culture systems: role of CD81 and scavenger
receptor class B type | and effect of antiviral drugs. Hepatology. 2009; 49(2): 364-77.

Griffin SD, Beales LP, Clarke DS et al. The p7 protein of hepatitis C virus forms an
ion channel that is blocked by the antiviral drug, Amantadine. FEBS Lett. 2003;
535(1-3): 34-8.

Gros C, Fahy J, Halby L et al. DNA methylation inhibitors in cancer: recent and future
approaches. Biochimie. 2012; 94(11): 2280-96.

118



Hayes JD, Flanagan JU, Jowsey IR. Glutathione transferases. Annu Rev Pharmacol
Toxicol. 2005; 45 51-88.

Hayes JD, Strange RC. Glutathione S-transferase polymorphisms and their biological
consequences. Pharmacology. 2000; 61(3): 154-66.

Heermann KH, Goldmann U, Schwartz W et al. Large surface proteins of hepatitis B
virus containing the pre-s sequence. J Virol. 1984; 52(2): 396-402.

Hernandez-Vargas H, Lambert MP, Le Calvez-Kelm F et al. Hepatocellular
carcinoma displays distinct DNA methylation signatures with potential as clinical
predictors. PLoS One. 2010; 5(3): €9749.

Hezode C, Roudot-Thoraval F, Zafrani ES et al. Different mechanisms of steatosis in
hepatitis C virus genotypes 1 and 3 infections. J Viral Hepat. 2004; 11(5): 455-8.

Hiraoka A, Michitaka K, Kumada T et al. Validation and Potential of Aloumin-Bilirubin
Grade and Prognostication in a Nationwide Survey of 46,681 Hepatocellular
Carcinoma Patients in Japan: The Need for a More Detailed Evaluation of Hepatic
Function. Liver Cancer. 2017; 6(4): 325-336.

Hoofnagle JH, Seeff LB, Bales ZB et al. Type B hepatitis after transfusion with blood
containing antibody to hepatitis B core antigen. N Engl J Med. 1978; 298(25): 1379-
83.

Hsia CY, Huo TI, Chiang SY et al. Evaluation of interleukin-6, interleukin-10 and
human hepatocyte growth factor as tumor markers for hepatocellular carcinoma. Eur
J Surg Oncol. 2007; 33(2): 208-12.

Hsiung DT, Marsit CJ, Houseman EA et al. Global DNA methylation level in whole
blood as a biomarker in head and neck squamous cell carcinoma. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev. 2007; 16(1): 108-14.

Hu S, Zhao L, Yang J et al. The association between polymorphism of P53 Codon72
Arg/Pro and hepatocellular carcinoma susceptibility: evidence from a meta-analysis
of 15 studies with 3,704 cases. Tumour Biol. 2014; 35(4): 3647-56.

Hu Z, Ma H, Lu D et al. Genetic variants in the MDM2 promoter and lung cancer risk
in a Chinese population. Int J Cancer. 2006; 118(5): 1275-8.

Huang HL, Lin WY, Lee LT et al. Metabolic syndrome is related to nonalcoholic
steatohepatitis in severely obese subjects. Obes Surg. 2007; 17(11): 1457-63.

Hutchinson SJ, Bird SM, Goldberg DJ. Modeling the current and future disease
burden of hepatitis C among injection drug users in Scotland. Hepatology. 2005;
42(3): 711-23.

Hutchinson SJ, Mcintyre PG, Molyneaux P et al. Prevalence of hepatitis C among

injectors in Scotland 1989-2000: declining trends among young injectors halt in the
late 1990s. Epidemiol Infect. 2002; 128(3): 473-7.

119



Ictv. Index of Viruses. Virus Taxonomy: 2016 relesae, Budapest, 2016. Disponivel
em: < https://talk.ictvonline.org/taxonomy/ >. Acesso em: Acesso em 5 janeiro 2018.

Idrees M, Rafique S, Rehman | et al. Hepatitis C virus genotype 3a infection and
hepatocellular carcinoma: Pakistan experience. World J Gastroenterol. 2009; 15(40):
5080-5.

Irshad M, Gupta P, Irshad K. Molecular basis of hepatocellular carcinoma induced by
hepatitis C virus infection. World J Hepatol. 2017; 9(36): 1305-1314.

Issa JP. Aging, DNA methylation and cancer. Crit Rev Oncol Hematol. 1999; 32(1):
31-43.

Issa JP. CpG island methylator phenotype in cancer. Nat Rev Cancer. 2004; 4(12):
988-93.

lyer P, Zekri AR, Hung CW et al. Concordance of DNA methylation pattern in plasma
and tumor DNA of Egyptian hepatocellular carcinoma patients. Exp Mol Pathol. 2010;
88(1): 107-11.

Jayakumar S, Chowdhury R, Ye C et al. Fulminant viral hepatitis. Crit Care Clin.
2013; 29(3): 677-97.

Ji H, Fraser CS, Yu Y et al. Coordinated assembly of human translation initiation
complexes by the hepatitis C virus internal ribosome entry site RNA. Proc Natl Acad
SciU S A. 2004; 101(49): 16990-5.

Jiang DK, Sun J, Cao G et al. Genetic variants in STAT4 and HLA-DQ genes confer
risk of hepatitis B virus-related hepatocellular carcinoma. Nat Genet. 2013; 45(1): 72-
5.

Jirasko V, Montserret R, Lee JY et al. Structural and functional studies of
nonstructural protein 2 of the hepatitis C virus reveal its key role as organizer of virion
assembly. PLoS Pathog. 2010; 6(12): e1001233.

Jones PA, Baylin SB. The fundamental role of epigenetic events in cancer. Nat Rev
Genet. 2002; 3(6): 415-28.

Julien SG, Dube N, Hardy S et al. Inside the human cancer tyrosine phosphatome.
Nat Rev Cancer. 2011; 11(1): 35-49.

Jurkowska RZ, Jurkowski TP, Jeltsch A. Structure and function of mammalian DNA
methyltransferases. Chembiochem. 2011; 12(2): 206-22.

Kalra M, Mayes J, Assefa S et al. Role of sex steroid receptors in pathobiology of
hepatocellular carcinoma. World J Gastroenterol. 2008; 14(39): 5945-61.

Kay A, Zoulim F. Hepatitis B virus genetic variability and evolution. Virus Res. 2007;
127(2): 164-76.

120



Kew MC, Kramvis A, Yu MC et al. Increased hepatocarcinogenic potential of hepatitis
B virus genotype A in Bantu-speaking sub-saharan Africans. J Med Virol. 2005;
75(4): 513-21.

Khalig S, Jahan S, Hassan S. Hepatitis C virus p7: molecular function and
importance in hepatitis C virus life cycle and potential antiviral target. Liver Int. 2011;
31(5): 606-17.

Kieft JS, Zhou K, Jubin R et al. The hepatitis C virus internal ribosome entry site
adopts an ion-dependent tertiary fold. J Mol Biol. 1999; 292(3): 513-29.

Kiran M, Chawla YK, Kaur J. Glutathione-S-transferase and microsomal epoxide
hydrolase polymorphism and viral-related hepatocellular carcinoma risk in India. DNA
Cell Biol. 2008; 27(12): 687-94.

Kolykhalov AA, Feinstone SM, Rice CM. Identification of a highly conserved
sequence element at the 3' terminus of hepatitis C virus genome RNA. J Virol. 1996;
70(6): 3363-71.

Kolykhalov AA, Mihalik K, Feinstone SM et al. Hepatitis C virus-encoded enzymatic
activities and conserved RNA elements in the 3' nontranslated region are essential
for virus replication in vivo. J Virol. 2000; 74(4): 2046-51.

Korba B, Shetty K, Medvedev A et al. Hepatitis C virus Genotype la core gene
nucleotide patterns associated with hepatocellular carcinoma risk. J Gen Virol. 2015;
96(9): 2928-37.

Krekulova L, Rehak V, Riley LW. Structure and functions of hepatitis C virus proteins:
15 years after. Folia Microbiol (Praha). 2006; 51(6): 665-80.

Kumar V, Kato N, Urabe Y et al. Genome-wide association study identifies a
susceptibility locus for HCV-induced hepatocellular carcinoma. Nat Genet. 2011;
43(5): 455-8.

Kuo G, Choo QL, Alter HJ et al. An assay for circulating antibodies to a major
etiologic virus of human non-A, non-B hepatitis. Science. 1989; 244(4902): 362-4.

Kurbanov F, Tanaka Y, Mizokami M. Geographical and genetic diversity of the
human hepatitis B virus. Hepatol Res. 2010; 40(1): 14-30.

Lam AM, Frick DN. Hepatitis C virus subgenomic replicon requires an active NS3
RNA helicase. J Virol. 2006; 80(1): 404-11.

Lambert MP, Paliwal A, Vaissiere T et al. Aberrant DNA methylation distinguishes
hepatocellular carcinoma associated with HBV and HCV infection and alcohol intake.
J Hepatol. 2011; 54(4): 705-15.

Lampe E, Lewis-Ximenez L, Espirito-Santo MP et al. Genetic diversity of HCV in
Brazil. Antivir Ther. 2013; 18(3 Pt B): 435-44.

121



Lampe E, Mello FCA, Do Espirito-Santo MP et al. Nationwide overview of the
distribution of hepatitis B virus genotypes in Brazil: a 1000-sample multicentre study.
J Gen Virol. 2017; 98(6): 1389-1398.

Lavanchy D. Evolving epidemiology of hepatitis C virus. Clin Microbiol Infect. 2011;
17(2): 107-15.

Lee MH, Yang HI, Lu SN et al. Hepatitis C virus genotype 1b increases cumulative
lifetime risk of hepatocellular carcinoma. Int J Cancer. 2014; 135(5): 1119-26.

Lee S, Lee HJ, Kim JH et al. Aberrant CpG island hypermethylation along multistep
hepatocarcinogenesis. Am J Pathol. 2003; 163(4): 1371-8.

Lee SA, Mun HS, Kim H et al. Naturally occurring hepatitis B virus X deletions and
insertions among Korean chronic patients. J Med Virol. 2011a; 83(1): 65-70.

Lee YJ, Yoon KA, Han JY et al. Circulating cell-free DNA in plasma of never smokers
with advanced lung adenocarcinoma receiving gefitinib or standard chemotherapy as
first-line therapy. Clin Cancer Res. 2011b; 17(15): 5179-87.

Legrand-Abravanel F, Colson P, Leguillou-Guillemette H et al. Influence of the HCV
subtype on the virological response to pegylated interferon and ribavirin therapy. J
Med Virol. 2009; 81(12): 2029-35.

Li-Shuai Q, Yu-Yan C, Hai-Feng Z et al. Pre-S deletions of hepatitis B virus predict
recurrence of hepatocellular carcinoma after curative resection. Medicine (Baltimore).
2017; 96(43): e8311.

Li B, Li B, Guo T et al. Artificial neural network models for early diagnosis of
hepatocellular carcinoma using serum levels of alpha-fetoprotein, alpha-fetoprotein-
L3, des-gamma-carboxy prothrombin, and Golgi protein 73. Oncotarget. 2017; 8(46):
80521-80530.

Li S, Qian J, Yang Y et al. GWAS identifies novel susceptibility loci on 6p21.32 and
21921.3 for hepatocellular carcinoma in chronic hepatitis B virus carriers. PL0OS
Genet. 2012; 8(7): e1002791.

Lin C, Thomson JA, Rice CM. A central region in the hepatitis C virus NS4A protein
allows formation of an active NS3-NS4A serine proteinase complex in vivo and in
vitro. J Virol. 1995; 69(7): 4373-80.

Lingala S, Ghany MG. Natural History of Hepatitis C. Gastroenterol Clin North Am.
2015; 44(4): 717-34.

Liu SF, Hsieh MH, Hou NJ et al. Hepatitis B virus genotyping by enzyme-linked
immunosorbent assay in Taiwan. Hepatol Int. 2010; 4(3): 601-7.

Livingston SE, Simonetti JP, Mcmahon BJ et al. Hepatitis B virus genotypes in

Alaska Native people with hepatocellular carcinoma: preponderance of genotype F. J
Infect Dis. 2007; 195(1): 5-11.

122



Llovet JM, Zucman-Rossi J, Pikarsky E et al. Hepatocellular carcinoma. Nat Rev Dis
Primers. 2016; 2 16018.

Lukavsky PJ. Structure and function of HCV IRES domains. Virus Res. 2009; 139(2):
166-71.

Lundin M, Monne M, Widell A et al. Topology of the membrane-associated hepatitis
C virus protein NS4B. J Virol. 2003; 77(9): 5428-38.

Lv L, Wang P, Zhou X et al. Association between the p53 codon 72 Arg/Pro
polymorphism and hepatocellular carcinoma risk. Tumour Biol. 2013; 34(3): 1451-9.

Ma H, Marti-Gutierrez N, Park SW et al. Correction of a pathogenic gene mutation in
human embryos. Nature. 2017; 548(7668): 413-419.

Ma HB, Huang T, Han F et al. Association between MDM2 promoter SNP309 T/G
polymorphism and liver cancer risk - a meta-analysis. Asian Pac J Cancer Prev.
2012; 13(6): 2841-6.

Ma Y, Anantpadma M, Timpe JM et al. Hepatitis C virus NS2 protein serves as a
scaffold for virus assembly by interacting with both structural and nonstructural
proteins. J Virol. 2011; 85(1): 86-97.

Magnius LO, Norder H. Subtypes, genotypes and molecular epidemiology of the
hepatitis B virus as reflected by sequence variability of the S-gene. Intervirology.
1995; 38(1-2): 24-34.

Mah YH, Hsu CS, Liu CH et al. Serum p53 gene polymorphisms and severity of
hepatitis B or C-related chronic liver diseases in Taiwan. Hepatol Int. 2011; 5(3): 814-
21.

Makvandi M. Update on occult hepatitis B virus infection. World J Gastroenterol.
2016; 22(39): 8720-8734.

Mao Y, Yang H, Xu H et al. Golgi protein 73 (GOLPH?2) is a valuable serum marker
for hepatocellular carcinoma. Gut. 2010; 59(12): 1687-93.

Marte B. Cancer: super p53. Nature. 2002; 420(6913): 279.

Martins RM, Vanderborght BO, Yoshida CF. Hepatitis C virus genotypes among
blood donors from different regions of Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz. 1998; 93(3):
299-300.

Mashima R, Hishida Y, Tezuka T et al. The roles of Dok family adapters in
immunoreceptor signaling. Immunol Rev. 2009; 232(1): 273-85.

Maucort-Boulch D, De Martel C, Franceschi S et al. Fraction and incidence of liver
cancer attributable to hepatitis B and C viruses worldwide. Int J Cancer. 2018

Mccormick CJ, Brown D, Griffin S et al. A link between translation of the hepatitis C
virus polyprotein  and polymerase function; possible consequences for
hyperphosphorylation of NS5A. J Gen Virol. 2006; 87(Pt 1): 93-102.

123



Mcilwain CC, Townsend DM, Tew KD. Glutathione S-transferase polymorphisms:
cancer incidence and therapy. Oncogene. 2006; 25(11): 1639-48.

Mello FC, Souto FJ, Nabuco LC et al. Hepatitis B virus genotypes circulating in
Brazil: molecular characterization of genotype F isolates. BMC Microbiol. 2007; 7
103.

Menendez C, Sanchez-Tapias JM, Kahigwa E et al. Prevalence and mother-to-infant
transmission of hepatitis viruses B, C, and E in Southern Tanzania. J Med Virol.
1999; 58(3): 215-20.

Meng X, Franklin DA, Dong J et al. MDM2-p53 pathway in hepatocellular carcinoma.
Cancer Res. 2014; 74(24): 7161-7.

Messina JP, Humphreys |, Flaxman A et al. Global distribution and prevalence of
hepatitis C virus genotypes. Hepatology. 2015; 61(1): 77-87.

Mohd Hanafiah K, Groeger J, Flaxman AD et al. Global epidemiology of hepatitis C
virus infection: new estimates of age-specific antibody to HCV seroprevalence.
Hepatology. 2013; 57(4): 1333-42.

Momparler RL. Cancer epigenetics. Oncogene. 2003; 22(42): 6479-83.

Mosley JW, Huang W, Stram DO et al. Donor levels of serum alanine
aminotransferase activity and antibody to hepatitis B core antigen associated with
recipient hepatitis C and non-B, non-C outcomes. Transfusion. 1996; 36(9): 776-81.

Murakami S. Hepatitis B virus X protein: a multifunctional viral regulator. J
Gastroenterol. 2001; 36(10): 651-60.

Nahon P, Zucman-Rossi J. Single nucleotide polymorphisms and risk of
hepatocellular carcinoma in cirrhosis. J Hepatol. 2012; 57(3): 663-74.

Nakamura T, Sueoka-Aragane N, Iwanaga K et al. A noninvasive system for
monitoring resistance to epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitors
with plasma DNA. J Thorac Oncol. 2011; 6(10): 1639-48.

Negro F. Mechanisms and significance of liver steatosis in hepatitis C virus infection.
World J Gastroenterol. 2006; 12(42): 6756-65.

Neuschwander-Tetri BA. Nonalcoholic steatohepatitis and the metabolic syndrome.
Am J Med Sci. 2005; 330(6): 326-35.

Newman AM, Bratman SV, To J et al. An ultrasensitive method for quantitating
circulating tumor DNA with broad patient coverage. Nat Med. 2014; 20(5): 548-54.

Nicot F, Alric L, Barange K et al. Influence of HCV genotype 1 subtypes on the virus

response to PEG interferon alpha-2a plus ribavirin therapy. J Med Virol. 2011; 83(3):
437-44.

124



Nogueira JA, Ono-Nita SK, Nita ME et al. 249 TP53 mutation has high prevalence
and is correlated with larger and poorly differentiated HCC in Brazilian patients. BMC
Cancer. 2009; 9 204.

Nordenstedt H, White DL, El-Serag HB. The changing pattern of epidemiology in
hepatocellular carcinoma. Dig Liver Dis. 2010; 42 Suppl 3 S206-14.

Norder H, Courouce AM, Coursaget P et al. Genetic diversity of hepatitis B virus
strains derived worldwide: genotypes, subgenotypes, and HBSAg subtypes.
Intervirology. 2004; 47(6): 289-309.

Ochi Y, Hashimoto S, Kawabe N et al. HLA-DQ gene polymorphisms are associated
with hepatocellular carcinoma and hepatitis B surface antigen in chronic hepatitis B
virus infection. Hepatol Res. 2017; 47(8): 755-766.

Ohno O, Mizokami M, Wu R et al. New hepatitis C virus (HCV) genotyping system
that allows for identification of HCV genotypes 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4, 5a, and 6a.
Journal of clinical microbiology. 1997; 35(1): 201-207.

Olinger CM, Jutavijittum P, Hubschen JM et al. Possible new hepatitis B virus
genotype, southeast Asia. Emerg Infect Dis. 2008; 14(11): 1777-80.

Oliveira ML, Bastos FI, Sabino RR et al. Distribution of HCV genotypes among
different exposure categories in Brazil. Braz J Med Biol Res. 1999; 32(3): 279-82.

Op De Beeck A, Voisset C, Bartosch B et al. Characterization of functional hepatitis
C virus envelope glycoproteins. J Virol. 2004; 78(6): 2994-3002.

Osorio FM, Lauar GM, Lima AS et al. Epidemiological aspects of hepatocellular
carcinoma in a referral center of Minas Gerais, Brazil. Arq Gastroenterol. 2013; 50(2):
97-100.

Ozturk M. p53 mutation in hepatocellular carcinoma after aflatoxin exposure. Lancet.
1991; 338(8779): 1356-9.

Paranagua-Vezozzo DC, Ono SK, Alvarado-Mora MV et al. Epidemiology of HCC in
Brazil: incidence and risk factors in a ten-year cohort. Ann Hepatol. 2014; 13(4): 386-
93.

Park 1Y, Sohn BH, Yu E et al. Aberrant epigenetic modifications in
hepatocarcinogenesis induced by hepatitis B virus X protein. Gastroenterology. 2007,
132(4): 1476-94.

Parkin DM, Bray F, Ferlay J et al. Global cancer statistics, 2002. CA Cancer J Clin.
2005; 55(2): 74-108.

Pechalrieu D, Etievant C, Arimondo PB. DNA methyltransferase inhibitors in cancer:
From pharmacology to translational studies. Biochem Pharmacol. 2017; 129 1-13.

Peng Q, Lao X, Chen Z et al. TP53 and MDM2 gene polymorphisms, gene-gene
interaction, and hepatocellular carcinoma risk: evidence from an updated meta-
analysis. PLoS One. 2013; 8(12): e82773.

125



Pereira LM, Martelli CM, Merchan-Hamann E et al. Population-based multicentric
survey of hepatitis B infection and risk factor differences among three regions in
Brazil. Am J Trop Med Hyg. 2009; 81(2): 240-7.

Pereira LM, Martelli CM, Moreira RC et al. Prevalence and risk factors of Hepatitis C
virus infection in Brazil, 2005 through 2009: a cross-sectional study. BMC Infect Dis.
2013; 13 60.

Peres-Da-Silva A, Almeida AJ, Lampe E. Genetic diversity of NS3 protease from
Brazilian HCV isolates and possible implications for therapy with direct-acting
antiviral drugs. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2012; 107(2): 254-61.

Peres NP, Galbiatti-Dias AL, Castanhole-Nunes MM et al. Polymorphisms of folate
metabolism genes in patients with cirrhosis and hepatocellular carcinoma. World J
Hepatol. 2016; 8(29): 1234-1243.

Perkins G, Yap TA, Pope L et al. Multi-purpose utility of circulating plasma DNA
testing in patients with advanced cancers. PLoS One. 2012; 7(11): e47020.

Plummer M, De Martel C, Vignat J et al. Global burden of cancers attributable to
infections in 2012: a synthetic analysis. Lancet Glob Health. 2016; 4(9): e609-16.

Poveda E, Vispo E, Barreiro P et al. Predicted effect of direct acting antivirals in the
current HIV-HCV-coinfected population in Spain. Antivir Ther. 2012; 17(3): 571-5.

Prokunina-Olsson L, Muchmore B, Tang W et al. A variant upstream of IFNL3
(IL28B) creating a new interferon gene IFNL4 is associated with impaired clearance
of hepatitis C virus. Nat Genet. 2013; 45(2): 164-71.

Raimondi S, Bruno S, Mondelli MU et al. Hepatitis C virus genotype 1b as a risk
factor for hepatocellular carcinoma development: a meta-analysis. J Hepatol. 2009;
50(6): 1142-54.

Raimondo G, Caccamo G, Filomia R et al. Occult HBV infection. Semin
Immunopathol. 2013; 35(1): 39-52.

Rallon NI, Pineda JA, Soriano V et al. Differences in virological response to
peginterferon-alpha plus ribavirin in HIV-positive patients coinfected with HCV
subtypes l1la or 1b. J Acquir Immune Defic Syndr. 2012; 60(2): 117-23.

Ricco G, Cavallone D, Cosma C et al. Impact of etiology of chronic liver disease on
hepatocellular carcinoma biomarkers. Cancer Biomark. 2017

Ringelhan M, Mckeating JA, Protzer U. Viral hepatitis and liver cancer. Philos Trans
R Soc Lond B Biol Sci. 2017; 372(1732):

Rizzetto M. Viral hepatitis in the third millennium. Res Virol. 1998; 149(5): 251-6.

Roskams T, Kojiro M. Pathology of early hepatocellular carcinoma: conventional and
molecular diagnosis. Semin Liver Dis. 2010; 30(1): 17-25.

126



Sagnelli E, Santantonio T, Coppola N et al. Acute hepatitis C: clinical and laboratory
diagnosis, course of the disease, treatment. Infection. 2014; 42(4): 601-10.

Sakai A, Claire MS, Faulk K et al. The p7 polypeptide of hepatitis C virus is critical for
infectivity and contains functionally important genotype-specific sequences. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2003; 100(20): 11646-51.

Sanchez LV, Tanaka Y, Maldonado M et al. Difference of hepatitis B virus genotype
distribution in two groups of mexican patients with different risk factors. High
prevalence of genotype H and G. Intervirology. 2007; 50(1): 9-15.

Santos AO, Alvarado-Mora MV, Botelho L et al. Characterization of hepatitis B virus
(HBV) genotypes in patients from Rondonia, Brazil. Virol J. 2010; 7 315.

Scalioni LP, Da Silva AP, Miguel JC et al. Lack of Association between Hepatitis C
Virus core Gene Variation 70/91aa and Insulin Resistance. Int J Mol Sci. 2017; 18(7):

Schaefer S. Hepatitis B virus taxonomy and hepatitis B virus genotypes. World J
Gastroenterol. 2007; 13(1): 14-21.

Schulze K, Imbeaud S, Letouze E et al. Exome sequencing of hepatocellular
carcinomas identifies new mutational signatures and potential therapeutic targets.
Nat Genet. 2015; 47(5): 505-511.

Schwarzenbach H, Hoon DS, Pantel K. Cell-free nucleic acids as biomarkers in
cancer patients. Nat Rev Cancer. 2011; 11(6): 426-37.

Sede M, Jones LR, Moretti F et al. Inter and intra-host variability of hepatitis C virus
genotype la hypervariable envelope coding domains followed for a 4-11 year of
human immunodeficiency virus coinfection and highly active antiretroviral therapy.
Virology. 2014; 471-473 19-28.

Seth RB, Sun L, Chen ZJ. Antiviral innate immunity pathways. Cell Res. 2006; 16(2):
141-7.

Shen L, Ahuja N, Shen Y et al. DNA methylation and environmental exposures in
human hepatocellular carcinoma. J Natl Cancer Inst. 2002; 94(10): 755-61.

Shen YH, Chen S, Peng YF et al. Quantitative assessment of the effect of
glutathione S-transferase genes GSTM1 and GSTT1 on hepatocellular carcinoma
risk. Tumour Biol. 2014; 35(5): 4007-15.

Staib F, Hussain SP, Hofseth LJ et al. TP53 and liver carcinogenesis. Hum Mutat.
2003; 21(3): 201-16.

Stapleford KA, Lindenbach BD. Hepatitis C virus NS2 coordinates virus particle
assembly through physical interactions with the E1-E2 glycoprotein and NS3-NS4A
enzyme complexes. J Virol. 2011; 85(4): 1706-17.

Steinmann E, Penin F, Kallis S et al. Hepatitis C virus p7 protein is crucial for
assembly and release of infectious virions. PLoS Pathog. 2007; 3(7): e103.

127



Sumbul AT, Akkiz H, Bayram S et al. p53 codon 72 polymorphism is associated with
susceptibility to hepatocellular carcinoma in the Turkish population: a case-control
study. Mol Biol Rep. 2012; 39(2): 1639-47.

Sunbul M. Hepatitis B virus genotypes: global distribution and clinical importance.
World J Gastroenterol. 2014; 20(18): 5427-34.

Suzuki N, Kamataki A, Yamaki J et al. Characterization of circulating DNA in healthy
human plasma. Clin Chim Acta. 2008; 387(1-2): 55-8.

Sweeting MJ, De Angelis D, Brant LJ et al. The burden of hepatitis C in England. J
Viral Hepat. 2007; 14(8): 570-6.

Tamura |, Kurimura O, Koda T et al. Risk of liver cirrhosis and hepatocellular
carcinoma in subjects with hepatitis B and delta virus infection: a study from Kure,
Japan. J Gastroenterol Hepatol. 1993; 8(5): 433-6.

Tanaka T, Kato N, Cho MJ et al. Structure of the 3' terminus of the hepatitis C virus
genome. J Virol. 1996; 70(5): 3307-12.

Tanaka Y, Nishida N, Sugiyama M et al. Genome-wide association of IL28B with
response to pegylated interferon-alpha and ribavirin therapy for chronic hepatitis C.
Nat Genet. 2009; 41(10): 1105-9.

Taniguchi K, Uchida J, Nishino K et al. Quantitative detection of EGFR mutations in
circulating tumor DNA derived from lung adenocarcinomas. Clin Cancer Res. 2011;
17(24): 7808-15.

Tatematsu K, Tanaka Y, Kurbanov F et al. A genetic variant of hepatitis B virus
divergent from known human and ape genotypes isolated from a Japanese patient
and provisionally assigned to new genotype J. J Virol. 2009; 83(20): 10538-47.

Teixeira AC, Mendes-Junior CT, Souza FF et al. The 14bp-deletion allele in the HLA-
G gene confers susceptibility to the development of hepatocellular carcinoma in the
Brazilian population. Tissue Antigens. 2013a; 81(6): 408-13.

Teixeira AC, Mendes CT, Jr., Marano LA et al. Alleles and genotypes of
polymorphisms of IL-18, TNF-alpha and IFN-gamma are associated with a higher risk
and severity of hepatocellular carcinoma (HCC) in Brazil. Hum Immunol. 2013b;
74(8): 1024-9.

Teixeira AC, Mente ED, Cantao CaB et al. Clinical Characteristics of 130 Patients
With Hepatocellular Carcinoma Followed at a Tertiary Hospital From Brazil. World J
Oncol. 2012; 3(4): 165-172.

Teixeira RLF, Lopes MQP, Suff PN et al. Tuberculosis Pharmacogenetics: State of
The Art. In: MAHBOUB, B. H. e VATS, M. G. (Ed.). Tuberculosis - Current Issues in
Diagnosis and Management. Rijeka: InTech, 2013c. p.478.

Tellinghuisen TL, Foss KL, Treadaway JC et al. Identification of residues required for
RNA replication in domains Il and Il of the hepatitis C virus NS5A protein. J Virol.
2008; 82(3): 1073-83.

128



Thiel HJ, Collett MS, Gould EA et al. Flaviviridae. In: FAUQUET, C. M.;MAYO, M. A.,
et al (Ed.). Virus Taxonomy. London: Elsevier/Academic Press, 2005. p.979-996.

Thrift AP, El-Serag HB, Kanwal F. Global epidemiology and burden of HCV infection
and HCV-related disease. Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2017; 14(2): 122-132.

Tischoff I, Tannapfe A. DNA methylation in hepatocellular carcinoma. World J
Gastroenterol. 2008; 14(11): 1741-8.

Tomoda T, Nouso K, Sakai A et al. Genetic risk of hepatocellular carcinoma in
patients with hepatitis C virus: a case control study. J Gastroenterol Hepatol. 2012;
27(4): 797-804.

Trad D, Bibani N, Sabbah M et al. Known, new and emerging risk factors of
hepatocellular carcinoma (review). Presse Med. 2017; 46(11): 1000-1007.

Tran TT, Trinh TN, Abe K. New complex recombinant genotype of hepatitis B virus
identified in Vietham. J Virol. 2008; 82(11): 5657-63.

Trepo C, Chan HL, Lok A. Hepatitis B virus infection. Lancet. 2014; 384(9959): 2053-
63.

Tsai WL, Chung RT. Viral hepatocarcinogenesis. Oncogene. 2010; 29(16): 2309-24.

Ueda M, Hung YC, Terai Y et al. Glutathione S-transferase GSTM1, GSTT1 and p53
codon 72 polymorphisms in human tumor cells. Hum Cell. 2003; 16(4): 241-51.

Ueda M, Terai Y, Kanda K et al. Germline polymorphism of p53 codon 72 in
gynecological cancer. Gynecol Oncol. 2006; 100(1): 173-8.

Vaca-Paniagua F, Oliver J, Nogueira Da Costa A et al. Targeted deep DNA
methylation analysis of circulating cell-free DNA in plasma using massively parallel
semiconductor sequencing. Epigenomics. 2015; 7(3): 353-62.

Vieyres G, Thomas X, Descamps V et al. Characterization of the envelope
glycoproteins associated with infectious hepatitis C virus. J Virol. 2010; 84(19):
10159-68.

Villar LM, Cruz HM, Barbosa JR et al. Update on hepatitis B and C virus diagnosis.
World J Virol. 2015; 4(4): 323-42.

Volk ML, Hernandez JC, Su GL et al. Risk factors for hepatocellular carcinoma may
impair the performance of biomarkers: a comparison of AFP, DCP, and AFP-L3.
Cancer Biomark. 2007; 3(2): 79-87.

Waki T, Tamura G, Sato M et al. Age-related methylation of tumor suppressor and

tumor-related genes: an analysis of autopsy samples. Oncogene. 2003; 22(26):
4128-33.

129



Walker AJ, Peacock CJ, Pedergnana V et al. Host genetic factors associated with
hepatocellular carcinoma in patients with hepatitis C virus infection: A systematic
review. J Viral Hepat. 2018

Wang C, Teng Z, Zhu Y et al. Associations between pre-S deletion mutation of
hepatitis B virus and risk of hepatocellular carcinoma in the Asian population: a meta-
analysis. Med Sci Monit. 2015; 21 1072-7.

Wang X, Yang J, Ho B et al. Interaction of Helicobacter pylori with genetic variants in
the MDM2 promoter, is associated with gastric cancer susceptibility in Chinese
patients. Helicobacter. 2009; 14(5): 114-9.

Westbrook RH, Dusheiko G. Natural history of hepatitis C. J Hepatol. 2014; 61(1
Suppl): S58-68.

Who. Hepatitis B. World Health Organization Fact Sheet N°204. 2017a. Disponivel
em: < http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs204/en >. Acesso em: 5 janeiro
2018.

Who. Hepatitis C. World Health Organization Fact Sheet N°164. 2017b. Disponivel
em: < http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs164/en/ >. Acesso em: 5 janeiro
2018.

Wolk B, Sansonno D, Krausslich HG et al. Subcellular localization, stability, and
trans-cleavage competence of the hepatitis C virus NS3-NS4A complex expressed in
tetracycline-regulated cell lines. J Virol. 2000; 74(5): 2293-304.

Wong GL, Chan HL, Yiu KK et al. Meta-analysis: The association of hepatitis B virus
genotypes and hepatocellular carcinoma. Aliment Pharmacol Ther. 2013; 37(5): 517-
26.

Wong IH, Johnson PJ, Lai PB et al. Tumor-derived epigenetic changes in the plasma
and serum of liver cancer patients. Implications for cancer detection and monitoring.
Ann N Y Acad Sci. 2000; 906 102-5.

Xu W, Yu J, Wong VW. Mechanism and prediction of HCC development in HBV
infection. Best Pract Res Clin Gastroenterol. 2017; 31(3): 291-298.

Yang B, Guo M, Herman JG et al. Aberrant promoter methylation profiles of tumor
suppressor genes in hepatocellular carcinoma. Am J Pathol. 2003; 163(3): 1101-7.

Yang JD, Altekruse SF, Nguyen MH et al. Impact of country of birth on age at the
time of diagnosis of hepatocellular carcinoma in the United States. Cancer. 2017,
123(1): 81-89.

Yang Y, Xia T, Li N et al. Combined effects of p53 and MDM2 polymorphisms on
susceptibility and surgical prognosis in hepatitis B virus-related hepatocellular
carcinoma. Protein Cell. 2013; 4(1): 71-81.

Yoon YJ, Chang HY, Ahn SH et al. MDM2 and p53 polymorphisms are associated
with the development of hepatocellular carcinoma in patients with chronic hepatitis B
virus infection. Carcinogenesis. 2008; 29(6): 1192-6.

130



Younossi ZM, Koenig AB, Abdelatif D et al. Global epidemiology of nonalcoholic fatty
liver disease-Meta-analytic assessment of prevalence, incidence, and outcomes.
Hepatology. 2016; 64(1): 73-84.

Yu H, Yuan Q, Ge SX et al. Molecular and phylogenetic analyses suggest an
additional hepatitis B virus genotype "I". PLoS One. 2010; 5(2): €9297.

Zhang FF, Cardarelli R, Carroll J et al. Significant differences in global genomic DNA
methylation by gender and race/ethnicity in peripheral blood. Epigenetics. 2011; 6(5):
623-9.

Zhang H, Zhai Y, Hu Z et al. Genome-wide association study identifies 1p36.22 as a
new susceptibility locus for hepatocellular carcinoma in chronic hepatitis B virus
carriers. Nat Genet. 2010a; 42(9): 755-8.

Zhang X, Li HM, Liu Z et al. Loss of heterozygosity and methylation of multiple tumor
suppressor genes on chromosome 3 in hepatocellular carcinoma. J Gastroenterol.
2013; 48(1): 132-43.

Zhang YJ, Ahsan H, Chen Y et al. High frequency of promoter hypermethylation of
RASSF1A and pl16 and its relationship to aflatoxin B1-DNA adduct levels in human
hepatocellular carcinoma. Mol Carcinog. 2002; 35(2): 85-92.

Zhang YL, Cheng T, Cai YJ et al. RNA Interference inhibits hepatitis B virus of
different genotypes in vitro and in vivo. BMC Microbiol. 2010b; 10 214.

Zheng DL, Zhang L, Cheng N et al. Epigenetic modification induced by hepatitis B
virus X protein via interaction with de novo DNA methyltransferase DNMT3A. J
Hepatol. 2009; 50(2): 377-87.

Zhu H, Wu J, Shen X. Genome-wide association study: new genetic insights into
HBV/HCV-related hepatocellular carcinoma genomes. Scand J Gastroenterol. 2017;
52(2): 209-215.

Zhu ZZ, Cong WM, Liu SF et al. Homozygosity for Pro of p53 Arg72Pro as a potential
risk factor for hepatocellular carcinoma in Chinese population. World J Gastroenterol.
2005; 11(2): 289-92.

Zidan A, Scheuerlein H, Schule S et al. Epidemiological pattern of hepatitis B and
hepatitis C as etiological agents for hepatocellular carcinoma in iran and worldwide.
Hepat Mon. 2012; 12(10 HCC): e6894.

Zou S, Tepper M, El Saadany S. Prediction of hepatitis C burden in Canada. Can J
Gastroenterol. 2000; 14(7): 575-80.

Zucman-Rossi J, Villanueva A, Nault JC et al. Genetic Landscape and Biomarkers of
Hepatocellular Carcinoma. Gastroenterology. 2015; 149(5): 1226-1239 e4.

131



Apéndice A - Protocolo SPRIselect modificado

Protocolo SPRIselect (Beckman Coulter, Brea, CA) modificado utilizado no estudo:

1. Agite bem o frasco SPRIselect para ressuspender as microesferas SPRI
até o liquido ficar homogéneo. Adicione o volume necessario de SPRIselect para a o
volume de amostra utilizando o calculo abaixo:

Volume da amostra x Taxa = volume de SPRIselect.

Exemplo: 50 yL x 0,7 = 35 yL de SPRIselect

2. Misture cada tubo ou placa em um vortex por 30 segundos a uma
velocidade adequada até ficar homogéneo. Centrifugue brevemente (spin).

3. Coloque os tubos ou placa contendo a reacdo em um suporte magnético ou
placa magnética apropriada e aguarde a atuacdo do ima por 3 minutos.

4. Utilizando uma pipeta, transfira o sobrenadante claro, que contém a
amostra selecionada para um novo tubo ou placa. Deve-se ter cuidado para ndo
aspirar quantidades significativas de microesferas SPRI durante esta etapa para
evitar a presenca de tamanhos de fragmentos indesejados. Descartar os tubos ou
placa contendo as microesferas SPRI restantes com fragmentos indesejados.

5. Adicione o volume necessario de SPRIselect, usando o calculo abaixo, ao
sobrenadante da etapa 4 acima.

Volume de amostra x (1,8 - Taxa inicial) = volume de SPRIselect

Exemplo: 50 uL x (1,8 — 0,7) = 55 uL de SPRIselect

6. Execute o seguinte:

a. Misture cada tubo ou placa em um vortex por 30 segundos a uma
velocidade adequada até ficar homogéneo. Centrifugue brevemente (spin).

b. Coloque os tubos ou placa contendo a reagdo em um suporte magnético ou
placa magnética apropriada e aguarde a atuacdo do ima por 5 minutos.

c. Remova e descarte o sobrenadante transparente. Deve-se ter cuidado para
nao aspirar quantidades significativas de microesferas SPRI durante esta etapa para
evitar rendimento reduzido, pois a biblioteca desejada estd associada as
microesferas.

7. Com os tubos ou placa contendo a reacdo ainda no ima, adicione 180 pL
de etanol a 85% e incube a temperatura ambiente por 30 segundos. Remova e
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descarte o sobrenadante de etanol com cuidado para ndo aspirar quantidades
significativas de microesferas SPRI ja associadas a biblioteca.

8. Para eluir a amostra:

a. Remova os tubos ou placa contendo a reacdo do ima e adicione = 20 uL
agua ou solucao tampéo padréo, como Tris ou TE.

b. Misture cada tubo ou placa em um vortex por 1 minuto a uma velocidade
adequada até ficar homogéneo. Centrifugue brevemente (spin).

c. Cologue os tubos ou placa contendo a reagcdo em um suporte magnético ou
placa magnética apropriada e aguarde a atuacdo do ima por 1 minuto.

9. Transfira 0 eluato com a biblioteca de tamanho selecionada para um

recipiente de armazenamento apropriado.
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Apéndice B - Aprovacdo pelos Comités de Etica do
Instituto Oswaldo Cruz e do Hospital

Universitario Clementino Fraga Filho

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitdrio Clementino Fraga Filho
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

T Vol CEP - MEMO - n.° 898/10 Rio de Janeiro, 10 de dezembro de 2010,
M- Poll Assocido
“Eﬁ“;g"*;mfﬁmuw.n Da: Coordenadora do CEP
Aulopsoey—Prol Ao
[ Bt g Antmio A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Dr* Natalia Motta de Aratijo
) bk Waryedey
Dm&‘ﬁ;mmm;mm Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa.
Enhmeir?—MLsul:
q&:;’"“m Sr. (a) Pesquisador (a),
EMaiTeiantio
ﬂm@fiﬁm Informo a V. S.a. que o CEP constitnido nos Termos da
Wik~ ol Adinio Resolugfio n.° 196/96 do Conselho Nacional de Satde e, devidamente
G@ﬂrﬂﬁl'mu registrado na Comissio Nacicnal de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e
[l Rebaato Cuany s emitiu parecer sobre a documentagia referente ao protocolo de pesquisa
D’fﬂ;’;ﬁg;:ﬁm pdginas 001 a 024 e seu respectivo Termo de Consentimento Livre e
Meeelen-Prof Tl Esclarecido, conforme abaixo diseriminado:
Membros Suplentess
11w Peoky T Rodu Penseed .
Muricinista- Professor Ausiior Protocolo de Pesquisa: 139/10 - CEP
[ BVt Trope
s Al Cuineries Titulo: “Andlise da varizbilidade genética do virus da hepatite
mﬁﬁgﬁsﬁm“ B em pacientes com hepatocarcinoma dos padraes de metilagio do DNA em
Awisenie Socil tecidos de hepatocarcinoma de diferentes etiologias™.
[ Luciablekyiauiz Vicin Amim
[ Gilvan Rurkdo Muy deSeurm Pesquisador (a) responsavel: Di® Natalia Motia de Aratjo
MobTien— ol Asscindo
[ Wi Benuck e T iivanes Seces A
Repreamenisdos Useiriy Data de apreciagio do parecer: 18/11/2010
[CIMoeiada Conerigio Lopes Bumpue
Assionte Social
I MwieraficaOiiveimcaSiv Parecer: "APROVADQO™
Fremicin
[ M Jeadviuie ol . . , L.
Socdloga- ok Ao Informo ainda, que V. Sa. devera apresemtar  relatorio
wafp"‘““ﬁ I’“;fmﬁm semestral, previsto para 18/05/2011, anval e/ou relatério final para este
Cramiioie VimirRebigas Arcis—— Comité acompanhar o desenvalviniento do projeto. (item VIL 13.d., da
Engenlicin- Prafissor Adjunto ~ o _
[ Rufblakial Resolugdo n, ® 196/96 — CNS/MS).
Madioo-Prof Adfiai

Atenciosamente,

gz &A%{W@fﬁé& herig Guima
(. Alice Hel

Loidsnanes o Cluns dg Etim o,
Pro na Dy ARtz 1 HUCF{;';LF
Coordenadora de CEP
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO - n° 638/12 Rio de Janeiro, 29 de maio de 2012.
Do: Coordenador do CEP

A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Natalia Motta de Araujo

Assunto: Parecer sobre Emenda ao Protocolo e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Referéncia: Projeto n® 139/10 -~ CEP

Titulo: “Anélise da variabilidade genética dos virus da hepatite B e da hepatite G em
pacientes com hepatocarcinoma e comparagdo dos padroes de metilacio DNA em tacidos de
hepatocarcinoma de diferentes etiologias”

Sr.(a) Pesquisador(a),

Informo a V. 8.a., que em reunigo deste CEP realizada em 21/05/2012, foi apreciado e
considerado "APROVADO", o parecer referente ao Prajeto de Pasquisa acima referenciado.

Atenciosamente,

ﬁ '
rof. Carlds Alberto Guimarses

Coordenador do CEP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise da variabilidade genética dos virus da hepatite B e da hepatite C em pacientes
com hepatocarcinoma e comparacdo dos padroes de metilacdo de DNA em tecidos de
hepatocarcinoma de diferentes etiologias.

Pesquisador: Natalia Motta de Araujo

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEF;);

Versao: 3

CAAE: 45156315.0.0000.5248

Instituigao Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: Instituto Oswaldo Cruz-RJ

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.358 935

Apresentagdo do Projeto:

O hepatocarcinoma ou carcinoma hepatocelular (CHC) & o mais frequente tumor maligno primario de figado,
apresentando uma alta incidéncia em muitos paises devido principalmente ao seu diagnostico tardio e a
existéncia de multiplos fatores de risco [1, 2]. O CHC & o quinto tipo de cancer mais comum no mundo, com
cerca de 630 mil novos casos a cada ano. Devido ao curto tempo de evolucdo do CHC, geralmente o tumor
se encontra avancado quando € feito o diagndstico, fazendo com que a taxa de mortalidade desse tipo de
cancer seja elevada. [3]. No Brasil, um total de 6.995 mortes foi registrado no ano de 2008 em virtude do
cancer de figado [22]. Os fatores de risco conhecidos para o desenvolvimento de CHC sdo as infeccdes
cronicas pelos virus da hepatite B (HBV) e da hepatite C (HCV), alcoolismo e fatores relacionados ao
metabalismo e imunidade do paciente [4]. O CHC possui a possibilidade de prevencéo, sendo essa
classificada em primaria e secundaria. A prevencdo primaria do CHC é baseada principalmente na
interrupcao da transmissdo do HBY, através da utilizacdo da vacina. A prevencdo secundaria depende da
deteccdo precoce do tumor, constando da remocg&o cirdrgica quando o tumor ainda ndo produziu
repercussdo clinica, mas ja foi detectado pela dosagem no sangue de um marcador

Enderego:  Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)
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tumoral chamado alfafeto-proteina. Entretanto, essa substincia € produzida em apenas 40 a 70% dos
figados acometidos pelo cancer [22]. A infecgdo pelo HBY & uma das infecgdes virals mais prevalentes em

humanos e & um grave problema de sadde puablica em muitos paises, sobretudo nos paises Asiaticos.

Cerca de dois bilhfes de pessoas em todo o mundo (ou um terco da populacdo mundial) ja tiveram contato
com o HBV e cerca de 360 milhdes destes estdo cronicamente infectados e em risco de desenvolver cirrose
e CHC [5]. A infeccdo pelo HBV é comumente diagnosticada pela presenca do antigeno de superficie viral
(HBsAg) no soro do paciente infectado. Entretanto, o desenvolvimento de ensaios de PCR mais sensiveis
temMpemmitido a deteccao do DNA do HBY em soros de pacientes negativos para o HBsAg. A deteccao do
HBVDNA em pacientes com sorologia negativa para o HBsAg caracteriza a ocorréncia de infeccdo oculta
pelo HBV. Estudos prévios demonstraram uma prevaléncia de hepatite B oculta em pacientes com CHC
variandoMde 12% a 61% [24]. Estima-se que dos 360 milhdes de portadores crénicos para o HBV, 25%
deles desenvolvera CHC [8, 9]. O HBV pode ser classificado em ocito gendtipos distintos (designados de A-

H) de acordo com divergéncias encontradas entre as sequéncias nucleotidicas [10].

A infeccao pelo HCV atinge cerca de 2 a 3% da populacao mundial. Mais de 70% das infeccdes pelo HCV
se fornam crénicas, sendo que destas, 5 a 20% prognde para cimose e carcinoma hepatocelular [25]. Sendo
um virus identificado apenas em 1989 [26], acredita-se que um consideravel nimero de individuos ainda
desconhega o seu estado de portador cronico para esta infeccdo. Até o momento, ndo existe uma vacina
disponivel contra a infeccdo pelo HCV e o tratamento com drogas antivirais, séo eficazes em apenas 40%
dos pacientes [27]. O HCV & entre os virus de importancia clinica que infectam o homem, um dos que
possuem a maior taxa de mutacgdo, existindo dentro de um individuo como quasiespecies [28]. Atualmente
o HCV ¢ dividido em seis genotipos (1 a 6) e mualtiplos subtipos, os quais apresentam diferencas
significativas com relagdo a prevaléncia global, alguns com distribuicdo mundial, outros mais restritos a
certas regides [29]. No Brasil, os poucos estudos realizados nesta area tém demonstrado uma maior
prevaléncia para osMgendtipos 1, 2 e 3 [30, 31] (Bassit et al., 2000; Espirito-Santo et al_, 2007). As razdes
pelas quais alguns pacientes com hepatite B ou hepatite C crénica desenvolvem CHC e outros ndo, ainda
sdo desconhecidas. Entretanto, um crescente nimero de estudos tem revelado que o gendtipo da cepa
infectante e a presenca de determinadas
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mutagbes em regides gendmicas especificas do HBY e do HCV, sao fatores virologicos que podem estar
associados a ocorréncia do CHC [11, 12, 13, 14]. Além disso, estudos tém discutido um possivel papel da
infecgdo oculta pelo HBV no desenvolvimento do CHC [24]. A metilacdo de DNA & o principal mecanismo de
silenciamento de genes e tem sido observada em diferentes canceres humanos [15, 16]. Nas células
eucaridticas a metilacdo do DNA ocorre nos motivos CpG, que sdo frequentes nas regides promotoras dos
genes. Em muitos tipos de tumores, a ocorréncia de hipermetilagdo em regides promotoras tem sido

relacionada a inativacdo de genes supressores de tumor [17].

Varios estudos tém demonstrado um papel importante da hipermetilacdo de promotores no silenciamento
génico em casos de CHC e revelado uma correlacdo positiva com a progressao do tumor [18]. Importantes
genes supressores de tumor frequentemente hipermetilados em casos de CHC incluem RASSF1A e
p16INK4a [19, 20]. Além disso, um estudo recente, avaliando os padrées de metilagdo de inumeros
promotores de genes associados ao céncer, revelou padries de metilagdo de DNA especificos para os
diferentes fatores de risco e fases de progressdo do CHC [21]. Nesse sentido, um perfil de metilagéo

desregulado pode ser um marcador precoce da doenca e uma ferramenta Gtil para o rastreio do CHC.

Metodologia Proposta:

Amostragem: A pesquisa sera realizada em colaboragdo com o Servico de Hepatologia do Hospital
Universitario da UFRJ (HUCFF) onde as amostras de soro de pacientes acompanhados ambulatornialmente
ou internados serdo coletadas. Serdo convidados a participar desse estudo 100 pacientes com diagnastico
de CHC atendidos no HUCFF. Como grupo controle, serdo convidados para participar do estudo um total de
100 pacientes com hepatite B crénica sem CHC e 100 pacientes com hepatite C crénica sem CHC, também
atendidos no HUCFF. Para o estudo da metilagdo, serdo utilizadas as amostras de soro coletadas e
amostras de tecido hepatico tumoral e pareado normal oriundas de casos de CHC de qualquer etiologia,
conservadas em parafina, provenientes do Departamento de Anatomia Patolégica do HUCFF-UFRJ. Um
banco de dados sera formulado contendo dados epidemiolagicos e clinicos dos individuos que aceitarem
participar do projeto. As informacdes para a formulacdo do banco de dados serdo colhidas através de um

questionario elaborado especificamente para esse projeto (Ficha do paciente em anexo).

Extracdo dos genomas viral e humano: Os genomas do HBV, HCV e humano serdo exfraidos a
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partir do soro dos pacientes com e sem CHC, utilizando High Pure Viral Nucleic Acid kit (Roche Diagnostics,
Alemanha). As amostras de tecido hepatico serdo submetidas a extracdo do DNA humano atravées do
QlAamp DNA Mini kit (QIAGEN, Valencia, CA). Amplificacdo dos genomas viral e humano: Os acidos
nucleicos extraidos serao submetidos a PCR (Reac@o da Polimerase em Cadeia) em um termociclador,

utilizando oligonucleotideos especificos para as diferentes regides gendmicas de interesse dos genomas
viral e humano.

Sequenciamento do DNA: O sequenciamento sera realizado na Plataforma de Sequenciamento de DNA
PDTIS/FIOCRUZ, usando-se BigDye Terminator mix em sequenciador automatico de 48 capilares, modelo
ABI3730 (Applied Biosystems, Foster City, CA). A analise das sequéncias de DNA para a determinacdo dos
gendtipos e mutacdes do HBY e do HCV sera realizada através do programa MEGA3. - Quantificacdo da
metilacdo do DNA humano: O DNA humano das amostras de tecido hepatico sera submetido ao tratamento
com bissulfito de sddio para conversao das citosinas ndo metiladas em uracilas, utilizando o EZ DNA
Methylation-Gold kit (Zymo Research, Orange, CA). Apos modificacdo pelo bissulfito, a quantificacéo da
metilacdo do DNA sera feita atraves da técnica de pirosequenciamento (PyroMark Q96, QIAGEN), utilizando
o programa Pyro Q-CpG (QIAGEN). Alem disso, os niveis de metilacdo do DNA humano livre no soro serdo
avaliados em um painel de genes atraves do lllumina GoldenGate methylation assay (lllumina, San Diego,
CA), de acordo com metodologia estabelecida por Hernandez-Vargas et al., 2010 [32]. Esta etapa sera
realizada no laboratorio do Dr. Zdenko Herceg, na International Agency for Research on Cancer (IARC) em
Lyon, Franca, através de um doutorado sanduiche previsto para 2016, do aluno Oscar Rafael Carmo Aradjo,
que esta desenvolvendo a sua tese pelo curso de pds-graduacédo em Biologia Parasitana do IOC/FIOCRUZ.

- Determinacdo da carga viral: A quantificacdo da carga viral nas amosfras de soro sera realizada através
datécnica de PCR em tempo real.

Analise estatistica: Para comparar as frequéncias dos genotipos e mutacdes virais entre os pacientes com
e sem CHC sera utilizado o teste de qui-quadrado (2) de Pearson ou teste exato de Fisher, quando
apropriado. Para comparar os niveis de metilagdo de DNA em amostras de tecido hepatico tumoral e ndo
tumoral sera utilizado o teste de Mann-Whitney ou teste T de student, quando apropriado e ao
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comparar 0s
grupos com CHC e sem CHC serao utilizados os testes de Kruskal-Wallis e ANOVA, quando apropriado. O
Odds Ratio (OR) sera calculado considerando- se um intervalo de confianca de 95%. Adicionalmente sera
realizada a analise multivariada por meio do método de regresséo logistica.

Critério de Inclusao:
Serdo incluidos na pesquisa individuos com idade entre 18 e 70 anos com ou sem CHC, atendidos no
ambulatério do Servico de Hepatologia do HUCFF, e que concordarem em participar da pesquisa apos a

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

Critério de Exclusao:
Serdo excluidos da pesquisa individuos com idade inferior a 18 anos e os individuos que ndo concordarem

em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivos:

1- Comparar as prevaléncias dos genétipos do HBV e do HCV e de determinadas mutagdes nos genomas
do HBV e HCV encontradas em um grupo de pacientes com CHC (grupo de estudo) com as prevaléncias
encontradas em um grupo de pacientes com hepatite B ou hepatite C crénica sem CHC (grupo controle);

2- Avaliar a prevaléncia de infeccao oculta pelo HBY no grupo de pacientes com CHC;

3- Analisar e comparar os padrdes de metilacdo de DNA humano em amostras de tecido hepatico tumoral e

pareado normal oriundas de casos de CHC de qualquer etiologia, buscando assim padrdes caracteristicos
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para os diferentes fatores de risco e fases de progresséo da doenca;

4- Analisar e comparar os padries de metilacdo do DNA humano livre no soro em um painel de genes de

pacientes com e sem CHC.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Segundo a pesquisadora principal, os Unicos riscos estdo associados a possiveis desconfortos durante o
procedimento de coleta de sangue, fato gue pode ser minimizado pela alta qualificacdo e experiéncia dos
membros da equipe médica colaboradora do projeto.

Beneficios:
Individualmente, os beneficios aos sujeitos gue aderirem ao projeto serdo, a identificacdo da carga viral e do
genotipo do HBV ou do HCV e a identificagdo de cepas mutantes associadas a resisténcia aos antivirais,

que poderdo auxiliar no tratamento da hepatite B.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

(O projeto esta claro em seus propdsitos, devidamente fundamentado, e tem relevancia cientifica. Nessa
versao do projeto, a pesquisadora responsavel respondeu as pendéncias apontadas no parecer anterior!

O projeto também deveria ter sido qualificado na PB como de cooperagdo estrangeira, uma vez que uma
etapa do estudo sera realizada no laboratério do Dr. Zdenko Herceg, na International Agency for Research
on Cancer (IARC) em Lyon, Franca, através de um doutorado sanduiche previsto para 2016, do aluno Oscar
Rafael Carmo Aradjo, que estad desenvolvendo a sua tese pelo curso de pés-graduacdo em Biologia
Parasitaria do IOC/FIOCRUZ. Entretanto, se enquadra no grupo de pesquisas com cooperacao

estrangeira,mas com copatrocinic do Governo Brasileiro
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Consideragées sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Pendéncias em relacdo ao TCLE:

O termo de consentimento livre e esclarecido devera ser redigido na terceira pessoa e ndo na primeira, ou
seja, vocé esta sendo convidado para participar deste estudo. Devera se elaborado em duas vias
Jrubricadas em todas as suas paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa,
ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela (s) pessoa (s) por ele
delegada (s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em ambas as vias deverao constar
o endereco e contato telefénico ou outro, dos responsaveis pela pesquisa e do CEP local e da CONEP,
quando pertinente.

Garantir plena liberdade ao participante da pesquisa de recusar-se a participar, ou retirar seu
consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma.

Pendéncia atendida.

(No TCLE ndo consta o nome da pessoa gue devera ser contactada caso o participante tenha alguma
duvida ou necessite esclarecimetnos). Explicitacdo da garantia de ressarcimento e como serdo cobertas as
despesas tidas pelos participantes da pesquisa e dela decormrentes.

Pendéncia atendida.

(O participante tem direito ao ressarcimento do transporte no dia da avaliacdo clinica). Se néo for o caso,
esclarecer que somente os paciente regularmente agendados para o acompanhamento clinico no servigco
serdao convidados a participar da pesquisa, e que nao serdo agendadas visitas somente pela pesquisa.

Pendéncia decorrente da auséncia da identificacdo clara do(s) risco(s) no TCLE:

Os riscos envolvidos neste estudo ndo foram apresentados no TCLE (nem no Projeto). Cabe ressaltar que
de acordo com a Resolugdo CNS 466/12, considera-se que toda pesquisa envolvendo seres humanos
envolve risco. O dano eventual podera ser imediato ou tardio, comprometendo o individuo ou a coletividade.
Ressalte-se ainda que a resolucdo define como risco da pesquisa - possibilidade de danos a dimens&o
fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano, em qualquer fase de uma
pesquisa e dela decorrente. Solicitamos adequacéa.

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expans&o)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-3680
UF: Rd Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-3011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc fiocruz.br
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Continuagdo do Parecer: 1.358.935
Pendéncia atendida.

Todas as cartas anexadas a PB deverdo estar assinadas pela pesquisador proponente.
Pendéncia atendida.

Anexar carta de anuéncia da instituicdo co-participante (UFRJ).

Pendéncia atendida.

Necessita atualizacdo do cronograma.
Pendéncia atendida.

O projeto também deveria ter sido gualificado na PB como de cooperacdo estrangeira, uma vez que uma
etapa do estudo sera realizada no laboratério do Dr. Zdenko Herceg, na International Agency for Research
on Cancer (IARC) em Lyan, Franga, através de um doutorado sanduiche previsto para 2016, do aluno Oscar
Rafael Carmo Aragjo, que esta desenvolvendo a sua tese pelo curso de pdsgraduacdo em Biologia
Parasitana do IOC/FIOCRUZ. Esclarecer se o projeto aprovado em 2010 ja previa colaboracdo estrangeira.
Foi aprovado pela CONEP?

Pendéncia atendida.

Recomendagdes:
Apresentar relatorios parciais (anuais) e relatorio final do projeto de pesquisa é responsabilidade indelegavel
do pesquisador principal.

Qualquer modificagdo ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida a apreciacdo do
CEP Fiocruz/IOC.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswalda Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), em sua
211a Reunido Ordinaria, realizada em 08.12.2015, de acordo com as atribuigdes definidas na Resolucdo

CNS 466/12, manifesta-se pela aprovacdo do projeto de pesquisa proposto

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expans3o)

Bairro:  Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc fiocruz.br
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Continuagdo do Parecer: 1.358.935

Consideragoes Finais a critério do CEP:

.

O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido -TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Terma.

O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura na Gltima pagina do referido Termo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo

Outros carta_anuencia_|ARC_traduzida.docx 26/10/2015 | Anselmo Gomes de Aceito
14:42:54 | Araujo

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 20/10/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 510940.pdf 16:52:14

Outros carta_anuencia_|lARC docx 20/10/2015 |Natalia Motta de Aceito
16:45:25 | Araujo

Qutros carta_resposta.pdf 20/10/2015 | Natalia Motta de Aceito
16:43:32 | Araujo

Projeto Detalhado / | Projeto.doc 20/10/2015 |Natalia Motta de Aceito

Brochura 16:35:14 | Araujo

Investigador

TCLE/Termosde |TCLE.doc 14/10/2015 |Natalia Motta de Aceito

Assentimento / 13:33:11 | Araujo

Justificativa de

Auséncia

Qutros Carta solicitacdo de emenda 10/08/2015 Aceito

(assinada).docx 13:47:53

Outros Carta de anuéncia_Patologia.pdf 10/08/2015 Aceito
13:32:48

Qutros Carta de anuéncia_Hepatologia.pdf 10/08/2015 Aceito
13:32:29

Folha de Rosto Folha de rosto pdf 07/05/2015 Aceito
10:08:35

FParecer Anterior Parecer sobre Relatdrio Anual.jpg 05/05/2015 Aceito
14:13:56

Parecer Anterior Parecer sobre projeto de pesquisa.jpg 05/05/2015 Aceito
14:13:44

Parecer Anterior Parecer sobre Emenda.jpg 05/05/2015 Aceito

Endereco:
Bairro: Manguinhos
UF: RJ

Telefone: (21)3882-9011

Municipio:

Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expansdo)

CEP: 21.040-360
RIO DE JANEIRO

Fax: (21)2561-4815 E-mail:
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Rz

Parecer Anterior Parecer sobre Emenda.jpg 14:13:27 Aceito

Outros FICHA DO PACIENTE.doc 05/05/2015 Aceito
13:59:09

Qutros Pedido de isen¢do de TCLE.doc 05/05/2015 Aceito
13:58:51

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

RIO DE JANEIRO, 09 de Dezembro de 2015

Assinado por:

José Henrique da Silva Pilotto

(Coordenador)
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RASSF1A and DOK1 Promoter Methylation
Levels in Hepatocellular Carcinoma, Cirrhotic
and Non-Cirrhotic Liver, and Correlation with
Liver Cancer in Brazilian Patients

Oscar C. Araijo’, Agatha S. Rosa’, Arlete Fernandes®, Christian Miel', Cristiane A. Villela-
Mogueira®, Vera Pannain®, Natalia M. Araujo’*

1 Laboratony of Molecular Virology, Oswaldo Cruz Insttuie, FIOCRUZ, Rio de Jansiro, Bral, 2 Department
of Pathology, Clementing Fraga Filho Unive sity Hospital, Federal University of Rio de Janeino, Rio de
Janeino, Brazil, 3 Hepato b gy Division, Clementing Fraga Filho University Hospital, Federal University of Rio
de Janeir, Rio de Janeiro, Brazil

* nmamujo @ ioc fiocruz br

Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the second most commeon cause of cancer mortality
worddwide. Most cases of HCC are associated with cirhesis related to chronic hepatitis B
virus or hepatitis C virus infections. Hyparmethylation of promoter regicns is the main epige-
natic mechanism of gene silencing and has been involved in HCC development. The aim of
this study was to determine whether aberrant methyation of RASSF 14 and DOK T gene pro-
moters isassociated with the progressicn of liver disease in Brazilian patients. Methylation
levels were measured by pyroseguencing in 41 (20 HCC, 9 cirthotic, and 12 non-cirhotic)
liver tissue samples. Mean rates of methylation in RASSF1A and DOKT were 16.2% and
12.0%% in non-cirthotic, 26.1% and 19.6% in drhotic, and 59.1% and 56.0% in HCC tissues,
respectively, showing a gradual increase according to the progression of the disease, with
significantly higherlewvels in tumor tissues. In addition, hypermethyation of RASSFTA and
DOKT was foundin the vast majority (B8%:) of the HCC cases. Interestingly, DOKT methyla-
ticn levels in HCC samples wene significantly higher in the group of younger (<40 years)
patients, and higher in moderately differentiated than in poorly differentiated tumors (o <
0.05). Our results reinforce the hypothesis that hypemethylation of RASSF1A and DOK'T
contributes to hepatocarcinogenesis and is assocdiated to clinicopathological characteris-
tics. RASSF1A and DOK T promoter hy permethylation may be a valuable biomarker for
eary diagnesis of HCC and a potential molecular target for epigena tic-based themapy.

Introduction

Liver mncer is the second leading canse of cancer-related mortality, with an estimated 700,000
deaths each year worldwide [1]. Hepatocellular carcinoma (HCC) is by far the most common
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Competng Intemets: The aumors havs dedamd type of primary liver cancer and one of the fow @neers with wdl-defined major risk factors.

it gl Inkemensk elol. Approximatdy 80% of all HOC cases are associated with chronic hepatitis Bvirus (HEV) or
hepatitis C virus (HCV) infections [2], although chronic alcoholism and nonalccholic steato-
hepatitis (N ASH) are also major anses [3, 4]. These risk factors induce chronic bver damage
often leading to cirrhosis, which is present in 80-90% of patients with HCC [4, 5]. Since HOC
prognosis depends on tumor stage at diagnosis, lower survival rates have been ohserved among
patients at the advanced stage [6], highlighting the importance of the identification of biomark-
ers for early liver @ncer detetion and therapeutic interventions.

The molecular mechanisms underlying hepatocarcinogenesis remain unclear. Similar to
other tumors, the development and progression of HCC are due to a multistep process
including accumulation of genetic and epigenetic alterations in regulatory genes, which lead
to the activation of different oncogenes and inactivation of tumor suppressor genes. Hyper-
methylation of promoter CpG islands is an epigenetic mechanism of gene silencing involved
in a wide range of human cancers, including HCC [Z, 8]. Aberrant DN A methylationhas
also been demonstrated in premalignant conditions such as dysplastic nodules or circhotic
liver [9-11], suggesting that it isan early event in hepatocarcinogenesis and a valuable
marker for risk assessment. The Ras association domain family 1A (RASSFIA) and down-
stream of tyrosine kinases 1 (DK ) are tumor suppressor genes frequently silenced through
epigenetic mechanism in a variety of human malignancies [12, 13]. Aberrant methylation of
these genes has been proposed to play an important role in the malignant transformation of
the hepatocyte [10, 14]. Motably, hypermethylation of these genes in HCC hasbeen reported
to show geographical variations, suggesting that ethnicity may influence DMA methylation
lewels [10].

Brazilian people are the result ofan intense admixture between European colonizers or
immigrants, African slaves, and native Amerindians. In Brazil, almost 9,000 deaths were attrib-
uted to HCC in 2013 [15], and chronic HCV infection is the major risk factor, accounting for
maore than 50% of the cases [16]. To our knowledge, no report has been published so far on the
epigenetic factors assodated to HOC in Brazil

In this study, we performed a quantitative DNA methylation analysis by pyrosequendng
in Brazilian patients at HCC, cirrhotic, and non-cirrhotic stages, and assessed the relation-
ship between methylation levels and dinicopathalogical characteristics, with the aim of
examining the relevance of the hypermethylation of RASSFIA and DOKT as a molecular
marker of HCC.

Materials and Methods
Ethics Statement

The study protoo] was approved by the Research Ethics Committee of the Clementino Fraga
Filho University Hospital (approval mumber 1349/10) and performed in accordance with the
dedaration of Helsinld. Due to the retrospective nature of the study, the Ethics Committee con-
chuded that no written informed consent was required from the patients.

Patients and tissue samples

Archived formalin-fixed paraffin-embedded tissue blocks were obtained at the Department
of Pathology of the Clementino Fraga Filho University Hospital, Rio de Janeiro, Brazil.

Liver samples from 20 patients with HCC, four with cirrhosis without HCC, and 12 with
chronic hepatitis {( non-cirrhotic) were analyzed (Table 1). Additionally, the surrounding
cirrhatic tissue was analyzed for five HOC patients (total = 41 samples). Histological analysis
revealed features compatible with chronic hepatitis (inflammation with or without fibrosis)
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Tabde 1. Clinicopathological characterstics of the patients.

HEGE (n = 20) Cirrhosis only® (n = 4) Chronic hepatitis only™ {n = 12) Total (m = 36)
Age (years)
=40 3 (15%) 1] 1(8%) 4(11%)
4060 7 (35%) 1 (25%) 5 (42%) 13 (36%)
=60 10 (50%) 3 (75%) 4 (33%) 17 (47%)
ND 0 0 2 (17%%) 2 (&%)
Gender
Male 16 (BO%G) 4 (100%%) & (507%) 26 (729%)
Female 4 (20%) 0 4 (33%) 8 (2%}
ND 4] 4] 2 (17%) 2 (6%)
Viral status®
HEV 5 (25%) 0 2 (17%) 7 (19%)
HCV 10 (50r%) 1 25%) 9 [75%) 20 (567%)
N virus 2 (10r55) 3 (75%) 1 (8%} 6(175%)
ND 3 (15%) 4] [1] 3(8%)
Tumar differentiation
Well [4] NA NA A
Moderaisly 14 (7035}
Poorly & (30%)
Tumar size
<5 cm & (dirss) NA NA NA
=5 cm 10 (50rsc)
ND 2 (10%)
Tissue samples (n= 41)
HCC 20 1] 1] 20
Cimhotic 5 i a a
Non-cirrhotic 1] 1] 12 12
“Withowut HOG;

BWithout HCC or dimhosis;

“HEV, HBsAg positive; HCV, anti-HCW and HOW-RANA positive; No vins, HBsAg, ant-HCW and HCV-ANA negative; NA, not applicable; MO, not

determined.

daic 101137 fournal pane 0153796 001

in all non-cirrhotic liver tissues. HOC and crrhotic tissue samples were obtained from liver
explants or surgical resection, while tissues from patients with chronic hepatitis were
obtained by percutaneous liver biopsy. All HCC patients included in this study had cirrhotic
livers.

Demographic and clinicopathological data were obtained from medical records in order to
evaluate the association of age, gender, histalogy, and HEV and HCV infections with DN A
methylation. The viral status of the patients was established as follows: HEV infection, HEs Ag
positive; HCV infection, anti-HCV and HCV-RN A positive no virus, HBsAg, anti-HCV and
HCV-EM A negative.

The mean age of the patients was 57 (range 19-78) years, with 47% of them aged = 60
years. Twenty-six (72%) patients were men. HCV infection was the main etiological factor of
liver disease (56% of the cases), followed by HEV (19% ). Fourteen (70% ) HCC patients had a
moderately differentiated tumor, and ten (50%) had a tumor size =5 cm (Table 1).
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DMNA isolation and sodium bisulfite conversion

Five sections of 10 pm were cut from each block, deparaffinized in 1 mL of absolute xylene,
and rehydrated in 1 mL of 96% ethanal. Genomic DN A extraction was carried out by using the
QlAamp DM A FFPE Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA), according to the manufacturer’s pro-
tocol Approximately 500 ng of genomic DN A was subjected to bisulfite modifiation treat-
ment to convert all unmethylated cytosines to thymines. This was performed by wsing the EZ
DN A Methylation-Ligh tning Kit (Zymo Research, Irvine, CA). The modified DN A was stored
at -20°C for further analysis.

DNA methylation analysis by pyrosequencing

DN A methylation levds of RASSFIA and DOKI promoter regions were measured by the
highly sensitive pyrosequencing technology (PyroMark (96 ID, Qiagen ) at multiple Cp(G sites.
Bisulfite-treated DMA was PCR amplified in a volume of 50 plL. reation, which contained 10U
of Platinum Tag DM A Polymerase, High Fidelity (Invitrogen, Carlshad, CA)and 0.2 pM of
each oligonucleotide primer [10], under the following conditions: 94°C for 30 seq 35 cycles at
W°C for 30 sec, 55°C for 30 sec, and 68°C for 1 min, followed by a final elongation step at 68°C
for 7 min. Ten microliters of PCR produat was analyzed on agarose gel by dectrophoresis. The
remaining 40 pL of the biotinylated PCR product was captured on streptavidin-coated beads
(GE Healthcare, Milwaukee, WT) and the pyrosequendng reaction was set up using the Pyro-
Mark Gold 96 kit (Qiagen), according to the manufacturer’s instructions. The set of sequenc-
ing primers has been previously designed [10]. The percentages of methylation were measured
at six and five CpG sites in the RASSF1A and DOKT promoters, respectively, and expressed as
the means of all CpGs analyzed at a given gene. To assess DNA hypermethylation frequendes
in HCC and drrhotic samples, ant-off values for RASSFIA and DOK ] were obtained from the
quantile representing the upper 95% of methylation leves in non-cirrthotic samples, as previ-
ously defined [10]. Therefore, the frequendes of DNA hypermethylation were represented as
the percentage of HOC and cirrhotic samples with methylation levels above the cut-off value
for each gene.

Statistical analysis

All statistica] analyses were performed using the SPSS 200 software (IBM, Armonk, NY ). The
Kruskal-Wallis test (or Mann-Whitney U test, when appropriate) was used to compare methyl-
ation levds in HCC, darrhotic, and non-drrhotic liver samples, as well as to test associations
batween methylation levels and dinicopathological characteristics. Type 1 error was adjusted
for multiple comparisons. Differences were considered statistically significant for p values less
than 005,

Results

DNA methylation levels in non-cirrhotic, cirrhotic and HCC tissue
samples

Pyrosequencing analysis was successfully performed in41 (20 HOC, 9 cirrhotic and 12 non-dr-
rhotic) and 31 (17 HCOC, 7 cirrhotic and 7 non-drrhotic) tissue samples for RASSFIA and
DOKD, respectively. The results of the quantitative analysis of DN A methylation, expressed as
the mean percentage of all CpGs analyzed at a given gene, are shown in Fig 1 Overall, methyla-
tion levels were lower in non-cirrhotic, moderate in drrhotic, and higher in HOC tissues for
both genes. Mean rates of methylation in RASSFIA and DOK T were as follows: 16.2% and
12.0% in non-circhotic, 26.1% and 196% in cirrhotic, and 59.1% and 56.0% in HOC tissues,
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Fig 1. Boxplot showing RASSF1A and DOK 1 promoter methylation levels in non-cimrhotic, cirthotic, and HCC tissues. Methydation levels were
me asured by pyrosequencing atdifieent CpG sites and eopressed a5 the mean percentage of il CpGs analyzed ata given gene. The statistical significance
for DNA methylation level in non-cimrhotic and drhotic tissues was calculsied by comparnson o HOC samples.

o 101371 e o e 1153796 9 001

respectively (Table 2). No statistical difference in methylation leveds was detected between cir-
rhotic and non-cirrhotic tissues (RASSFIA, p = 0.165; DOKI, p = 1.000). However, we observed
a highly significant difference of methylation levels between HCC and non-HOC tissues for
both genes (Table 2). Methylation levels in cirthotic tissues from patients without HCC and

Table 2. Correlation betwesn tissue type and DNA methylation levels.

p values
Gene Mon-cirhotic Cirrhotic HCC Cirrhotic x Non-cimhotic HCC x Non-cirthotic HCC x Cirrhotic
RASSF1A, mean + 50 (%) 16.2+ 04 261+ 117 5011193 0.165 < 0.001 < 0001
DOK1, mean £ 50 (%) 120+ 98 196+ 150 560+ 233 1.000 0.003 0012
5D, standard deviation
doa 101371 fournal pone 0153796 1002
5710
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adjacent cirrhotic tissues from patients with HCOC were also compared. The differences
between these two groups were not statistically significant (RASSFIA, p = 0,652 DOK,
p=0231). A corrdation of DOK] methylation levels was observed between HOC- and cir-
rhotic paired samples, with HOC/drrhotic paired tissues displaying simultaneously the highest
or the lowest levels of methylation. However, such a correlation was not ohserved for RASSFIA
methylation (data not shown).

DNA methylation status and clinicopathological parameters

The associations between clinicopathological characteristics (age, gender, and histology) and
risk factors (HBV and HCV infections ) on one hand, and methylation levels in HCC tissues on
the other hand, are shown in Table 3, Overall, RASSFI A and DOK? exhibited similar methyla-
tion patterns according to the parameters analyzed. We found a statistically significant differ-
ence in DOKI methylation levds from an age group to another (p = 0.036), with higher
methylation levels in the group of younger (<40 years) patients. In addition, signifiantly
higher levds (p = 0.005) of DOKD methylation were observed in moderately differentiated-
than in poorly differentiated HCCs. Although RASSFIA and DOKD methylation leves were
higher in women and n HEV positive tumors, no statistical difference could be ohserved. Also,
no association was found between tumor size and methylation levels (Table 3).

DMNA hypermethylation frequencies in cirthotic and HCC tissues

Analysis of the DNA hypermethylation frequencies revealed that RASSFI1A and DOKT genes
were hypermethylated in the vast majority (15/17, 88%) of the HCC tissues (Table 4). More-
aver, the simultancous hypermethylation of both genes was detected in 14017 (82%) HCC tis-
sues. However, lower frequencies of hypermethylation were observed among cirrhotic tissues
(247, 29% in RASSFIA; 3/7, 43% DOKD; and 2/7, 29% both genes). With respect to viral status,
all HBV positive HOCs showed hypermethylation in DOK L. The concomitant

Table 3. DNA methy lation levels in HCC sam ple s stratified by clinicopathological charecteristics and viral status.

RASSF1A DOK1
mean (%) P value mean (%) p value
Age
<40 61.7 0945 74.8 0038
4080 571 36.9
=60 0.7 60.3
Gender
Men 56.9 0395 51.2 0058
Women 68.0 T8.1
Viral status
HBY 585 ora2 747 o227
HCV 56.2 537
Mo wvirus 549 428
Tumor differentiation
Modarately E2.4 0284 68.0 0005
Poarty 51.4 34.0
Tumar size
<5 cm 55.4 0374 56.2 0540
>5em 1.9 578
doic 1013 fournal pone 0153796003
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Table 4. Frequency of DNA hypermethylation eccording to tissue type and viral staus.

HCC* Cirrhotic®
Gene APS(n=17) HEV (n=4) HEV(n=8) MNovirus(n=2) AI®n=7) HEV(n=0) HCVin=3) MNovirus(n=4) Cut-off
RASSFIA 15 (B8%) 3 (75%) 8 (B59%) 2 (100%) 2 (289) NA 2 (6755) 0 32 15%
DOK1 15 (88%) 4(100%) & (86 1 (50%) 3 (439) NA 2 (67%) 1(25%) 20 62%
Bath 14 (823) 375w B(E®E) 1(50%) 2(2%)  NA 2(6™) o -

“Samples with methylation levels above the quantile representing the upper 95% of metylation in non-crhotic samples.
B0nly samples having both RASS5F1A and DOKT metidation levels were included in the analysis.

“Wiral status is not availzble for two samples.

WA, not applicable.

doi- 10157 fournal pone 0153795 004

hypermethylation of these genes was more frequently observed in HEV (3/4, 75%) and HCV
(879, 89%) positive tumors than HBV and HCV negative ones (1/2, 50% ). Similarly, concurrent
hypermethylation was detected in 2/3 (67%) HCV positive cirrhotic tissues, but in none (0/4)
ofthe HCV negative ones (Table 4). Frequencies of hypermethylation were similar between dr-
rhotic tissues from patients without HOC and adjacent cirrhotic tissues from patients with
HCC (data not shown).

Discussion

Inthe present study, we have analyzed quantitatively the methylation profile of RASSFIA and
DOK] promoter genes innon-cirrchotic and cirthotic livers without HOC, as well as in HOC
and drrhotic paired samples. Both genes have tumor suppressor properties and are involved in
several key cellular processes. RASSFIA is implicated in the Ras signaling pathway, which plays
a pivotal role in cell oycle control, microtubule stabilization, cellular adhesion, cell motility, and
apoptosis [17]. DOKT is expressed in B- and T cells as well as in myeloid cdls (macrophages
and neutrophils), and is involved in a wide range of immunoreceptor signaling pathways [18].
Herein, RASSF1 A and DOK 1 methylation levels showed a gradual increase according to the
progression of the disease, with significantly higher levels in tumor tissues. Additionally, we
ohserved very high rates of RASSFI1A (88%) and DOK] (88%) hypermethylation in HCC
samples, with a concomitant hypermethylation of 82%. Previous studies using different meth -
odologies, as wdl as different sets of CpGs, have also found high (76-100% ) frequendes of
RASSFIA hypermethylation in HOC [10, 19-21]. On the other hand, few data are available

on the methylation profile of DOKD in liver cancer. One study reported the ocoaurrence of
hypermethylation in the majority (62%) of the HOC tissues [10]. Our results thus reinforce the
hypothesis of an assodation between epigenctic silencing of these ey cellular genes and hepa-
tocarcinogenesis. Of note, we found concomitant RASSFIA and DOKT hypermethylation in
almaost 30% of the drrhotic tissues analyzed. Aberrant methylation was found not only in dr-
rhotic samples of patients with HCC, but also in those without HCC, suggesting that the
increase of methylation levels in a subset of drrhotic tissues doe to the presence of some tumor
cdls is unlikely. These findings are in keeping with the notion that aberrant methylationin
non-transformed hepatocytes may precede their oncogenic transformation and promote the
development of liver ancer.

The potential influence of ethnicity in DNA methylation has not been extensively studied.
However, previous reports have desaribed signficant differences in global genomic DMA meth-
ylation acoording to ethnicity [22, 23]. It has been suggested that some genetic palymorphisms,
such as those of folate metabolizing enzymes, may contribute to the ethnic differences in DN A
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methylation [24]. Lambert et al. [10] have shown an association between methylation levels in
several genes and geographical area, with HCCs exhibiting RASSF1A and DOKT methylation
levds lower in Thailand than in France Ourstudy rdied on a set of CpGs analyzed previously,
and measured DNA methylation leveds by the quantitative pyrosequendng methodology [10].
Interestingly, we ohserved higher RASSF1 A and DOKI methylation levels in Brazlian HOC
samples as compared to those from Thailand (2.7 and 3.1 fold) and France (1.9 and 1.8 fold),
respectivedy. These results corroborate the notion that genetic and/or environmental factors
may contribute to the ethnicd'geographical differences of DNA methylation among HOC ases.

Several studies have investigated potential associations between risk factors (HEV and HCV
infections) or clinical features (age, gender, and histology) and DNA methylationin HOC [9,
10, 19-21, 25]. Promoter-assodated CpG island methylation has been considered one of the
most prominent malecular changes that can be observed in aging [26]. NMoteworthy, a previous
study has shown that all patients over 40 years had the RASSF1 A promoter methylated in non-
neoplastic cells of the liver [27]. However, we observed higher levds of RASSFIA and DOKT
methylation in HCC tissues of the younger group (=40 years ), with a statistically significant
difference between DOKI methylation and age (p = 0.036). Herein, all HCC patients under 40
years of age were chronically infected with HBV, and one may suppose that these patients were
infected along time ago, probably through vertical transmission. Several studies have shown
that the HEV X protein (HEx) increases total DN A methyltransferase (DNMT) activities by
upregulation of DNMTs, promoting hypermethylation of spedfic tumor suppressor genes
[28]. Therefore, the viral status of the youngest patients may have contributed to the higher
methylation levels observed in our study. Nevertheless, previous studies have also found higher
levds of RASSFIA and DOK] methylation in HOC samples in the younger groups, although
the differences were not statistically signifiant [9, 10]. In addition, significantly higher levels
of DOK T methylation in cirrhotic tissues in the age group <40 years have been previously
reported [10]. Finally, we found that levels of RASSFIA and DOKI methylation were higher in
moderately differentiated- than in poorly differentiated HCCs, with a significant difference in
DOKI (p=0005). None of the HOC patients included in our study had wdl differentiated
tumars, so that a better comparison between DN A methylation and tumor grade of differentia-
tion could not be achieved. In a previous work, RASSF1A methylation was almost equal regard-
less of HOC differentiation [9], whereas there are no reports about DOK 1 methylation and
HCC grade of differentiation to date.

In conchusion, this is the first report on the epigenetic factors associated to HCC in Brazil.
Our results confirm that hypermethylation of RASSFIA and DOK 1 contributes to hepatocarci-
nogenesis and is an early event in cancer development, likely assodated to clinical characteris-
tics as well as major risk factors. Therefore, RASSFI1A and DOK] aberrant methylation may be
avaluable biomarker for early diagnosis of HCC and an attractive molecular target for epige-
netic-based therapy. Non-invasive approaches, such as those measuring hypermethylation of
the draulating cell-free DM A in serumy/plasma, should be encouraged.
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Genetic polymorphism in GSTT1, GSTM1, TP53 and MDM2 genes
associated with liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma development in

chronic hepatitis C Brazilian patients
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Abstract

Development of hepatitis C virus (HCV)-induced hepatocellular carcinoma (HCC) is a
multistep process influenced by genetic factors. The aim of this study was to
determine whether polymorphisms in GSTT1, GSTM1 (null genotypes), TP53
(Pro72Arg), and MDM2 (T309G) genes are associated with the progression of liver

disease in Brazilian patients infected with HCV. A total of 190 patients infected with
156
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HCV (60 with HCC, 83 with cirrhosis, and 47 with chronic hepatitis) were enrolled in
this study. Polymorphism were genotyped by multiplex PCR or PCR followed by
restriction fragment length polymorphism (RFLP). GSTT1 null genotype was more
frequent among patients with HCC (21.7%) or cirrhosis (20.5%) than chronic hepatitis
(6.4%) and was associated with cirrhosis (p = 0.032). We also observed that the
occurrence of the simultaneous genotypic profile GSTT1 null and TP53 Pro/Pro, the
simultaneous genotypic profile GSTM1 null and TP53 Arg/Arg, and the simultaneous
genotypic profile GSTM1 null, MDM2 T/T and TP53 Arg/Arg in hepatitis C chronic
patients, are associated with HCC development (p < 0,050). In conclusion, a
statistically significant association was found between polymorphism analyzed and
severity of liver disease (cirrhosis with or without HCC). Genetic factors as
polymorphism may be predictors of disease progression and therefore useful for the

early detection of HCC in HCV chronic patients.
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Prevalence of occult hepatitis B virus infection and Torque teno virus infection and their
association with hepatocellular carcinoma in chronic hepatitis C patients.

#® Author information @ ReadCube

Abstract
BACKGROUND: The role of occult hepatitis B virus (HBV) infection and Torque teno virus (TTV) infection in the development of
hepatoceliular carcinoma (HCC) in chronic hepatitis C patients is still uncertain.

AIM: The aim of the present study was to investigate the prevalence and significance of OBl and TTV infection, and to examine the genetic
diversity of these viruses, in chronic hepatitis C patients with and without HCC.

METHODS: Sera from 131 hepatitis C virus (HCV)-infected patients (49 patients with HCC and 102 without HCC) negative for HBY surface
antigen (HBsAg) were tested for the presence of OBl and TTV infection by semi-nested and group-specific multiplex PCR assays,
respectively. Nucleotide sequencing of HBV S region was further performed.

RESULTS: OBl and TTV infection were detected in 5 (3.3%) and 65 {45%) patients, respectively. HBV isolates were classified into genotypes
A (4/5, B0%) and D (1/5, 20%), and no HBsAg escape mutation was observed. TTV phylogenetic group 3 was the most prevalent among
both HCC and non-HCC patients. OBl and TTV infection were significantly more frequent in patients with HCC than patients without HCC
(p=0.003, and p=0.009, respectively). Moreover, TTV infection was associated with HCC (OR=2 23, 95%CI=1.04-4.80. p=0.040),
independently of liver cirrhosis.

CONCLUSIONS: A low prevalence of OBl was observed in patients with HCV-related chronic liver disease, and TTV infection was an
independent factor associated with the occurrence of HCC. Whether TTV influences the progression of liver disease in chronic hepatitis C
patients remains to be elucidated.

Copyright @ 2017 Elsevier B.V. Al rights reserved.
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