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RESUMO

Introducéo - Cirrose, doenca hepatica caracterizada por fibrose, pode evoluir
para carcinoma hepatocelular (CHC). Deficiéncia de vitamina D tem sido relacionada a
gravidade de doencgas hepaticas cronicas. Ressalta-se o envolvimento de fatores
genéticos no transporte ¢ metabolismo da vitamina D, o que deve ser esclarecido na
cirrose ¢ CHC. Objetivo - Avaliar a associacao de polimorfismos genéticos da proteina
transportadora da vitamina D (DBP-1s4588 ¢ DBP-rs7041) e citocromo P450 familia 24
subfamilia A membro 1 (CYP2441-rs6013897), em pacientes com cirrose com ou sem
CHC, considerando perfil clinico-demogratico, nivel sérico de vitamina D e sobrevida.
Casuistica e Métodos - Foram estudados 383 individuos, incluindo Grupo Total de
pacientes (GTotal: N=158) com cirrose com ou sem CHC, distribuidos em Grupo 1
(G1): 60 com cirrose ¢ CHC e Grupo 2 (G2): 98 com cirrose, € grupo controle sem
hepatopatias (G3: N=225). Polimorfismos genéticos foram analisados por PCR em
tempo real. Perfil clinico-demografico e habitos de vida foram obtidos por questionario
e prontudrio médico. Admitiu-se erro o de 5%. Resultados — Sexo masculino destacou-
se em todos os grupos. Para DBP-rs4588 prevaleceu o genotipo homozigoto selvagem
(C/C), particularmente nas mulheres em G3 (56,1%; G1=20%; P=0,0440). Ainda, para
este polimorfismo, em GI1, prevaleceram genotipos com pelo menos um alelo
polimorfico (/A: 80%; G3=43,9%; P=0,0440), assim como alelo A (G1=0,50;
G2=0,21; P=0,0346). A frequéncia do polimorfismo DBP-rs7041 foi semelhante nos
grupos (P>0,05). Para CYP24A1-rs6013897, predominou o gendtipo homozigoto
selvagem (A/A) em G2 (11,2%) versus G1 (1,7%; P=0,0309), em cujos pacientes
destacaram-se também genotipos com pelo menos um alelo polimérfico ( /T:

G1=98,3%; G2=88,8%; P=0,0309). Desequilibrio de ligacdo mostrou associacgao alélica



XX

entre os pares DBP-rs4588-DBP-rs7041 em pacientes e controles (P=0,00000). O
haplotipo CG destacou-se em pacientes (45,9%) e controles (51,3%), seguido de AT e
CT (P>0,05). Subgrupos de pacientes e controles mostraram semelhanga para niveis
séricos de vitamina D e paratorménio (PTH) (P>0,05). Genotipos de DBP-rs4588 com
pelo menos um alelo polimérfico (_/A) associaram-se a niveis reduzidos de vitamina D
em pacientes (77,8%; controles: 14,3%; P=0,0406), ¢ aumentados de vitamina D nos
controles (76,9%) comparado ao gendtipo selvagem (C/C: 23,1%; P=0,0166). Houve
correlagdo positiva moderada entre vitamina D e PTH apenas no GTotal (R?= 0,3273).
Destacaram-se como fatores independentes para cirrose tabagismo, etilismo e diabetes
mellitus (DM), assim como para cirrose com CHC, exceto o tabagismo, acrescentando-
se também, avanco da idade, sexo masculino, alelo polimoérfico de CYP24A41-rs6013897
(_/T), hepatites virais e niveis séricos alterados de gama glutamil transpeptidase (GGT),
alfa fetoproteina (AFP) e creatinina. Observou-se acréscimo de sobrevida no GTotal na
presenca do alelo polimérfico de DBP-rs7041, entretanto, com significncia
(P=0,0282) apenas no grupo geral (com ou sem transplante). Conclusio -
Polimorfismos DBP-rs4588 (em mulheres) ¢ CYP24A41-rs6013897 associam-se com
cirrose ¢ CHC, confirmam-se também como possiveis preditores etilismo, DM, avango
de idade, CYP24A41-rs6013897, niveis elevados de GGT, AFP, creatinina e hepatites
virais; enquanto tabagismo, etilismo e DM para cirrose isolada. Polimorfismo DBP-
rs4588 associa-se com niveis reduzidos de vitamina D em pacientes € aumentados nos
controles, enquanto DBP-rs7041 confere acréscimo de sobrevida em pacientes com
cirrose com ou sem CHC.

Palavras-Chave: Figado, Polimorfismo de nucleotideo tinico, Neoplasia, Vitamina D.
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ABSTRACT

Introduction — Cirrhosis, liver disease characterized by fibrosis, may progress to
hepatocellular carcinoma (HCC). Vitamin D deficiency has been linked to the severity
of chronic liver disease. It is also worth mentioning the involvement of genetic factors
in the transport and metabolism of vitamin D, which should be clarified in cirrhosis and
HCC. Objective - To evaluate the association of genetic polymorphisms of the vitamin
D binding protein (DBP-rs4588 and DBP-rs7041) and the cytochrome P450 family 24
subfamily A member 1 (CYP24A1-rs6013897), in patients with cirrhosis with or
without CHC, considering profile clinical-demographic, serum vitamin D and survival.
Casuistic and Methods - We studied 383 subjects, including Group Total patients
(GTotal: N=158) with cirrhosis with or without CHC, distributed in Group 1 (G1): 60
with cirrhosis and CHC and Group 2 (G2): 98 with cirrhosis, and the control group
without hepatopathies (G3: N=225). Genetic polymorphisms were analyzed by real-
time PCR. Clinical-demographic profile and life habits were obtained by questionnaire
and medical record. A 5% error was acepted. Results — Male gender was highlighted in
all groups. For DBP-rs4588, the wild homozygous genotype (C/C) prevailed in the
groups, particularly in woman G3 (56.1%; G1=20%; P=0.0440). Also, for this
polymorphism, in GI, genotypes with at least one polymorphic allele ( /A: 80%;
G3=43.9%, P=0.0440), as well as allele A (G1=0.50 versus G2=0.21, P=0.0346). The
frequency of DBP-rs7041 polymorphism was similar in the groups (P>0.05). For
CYP24A41-rs6013897, the wild-type homozygous (A/A) genotype predominated in G2
(11.2%; G1=1.7%; P=0.0309), in which patients genotypes highlight with at least one
allele polymorphic (_/T: G1=98.3%; G2=88.8%, P=0.0309). Linkage disequilibrium

showed allelic association between DBP-rs4588-DBP-rs7041 pairs in patients and
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controls (P=0.00000). CG haplotype was observed in patients (45.9%) and controls
(51.3%), followed by AT and CT (P>0.05). Subgroups of patients and controls showed
similarity to serum levels of vitamin D and parathyroid hormone (PTH) (P>0.05).
Genotypes of DBP-rs4588 with at least one polymorphic allele (_/A) were associated
with reduced levels of vitamin D in patients (77.8%; controls=14.3%, P=0.0406), and
increased vitamin D in controls (76.9%) compared to the wild-type genotype (C/C:
23.1%, P=0.0166). There was a moderate positive correlation between vitamin D and
PTH only in GTotal (R?>=0.3273). Highlight as cirrhosis independent factors smoking,
alcoholism and diabetes mellitus (DM), as well as for cirrhosis with CHC, except
smoking, also adding age advancement, male gender, polymorphic allele of CYP24A41-
rs6013897 (_/T), viral hepatitis and altered serum levels of gamma-glutamyl
transpeptidase (GGT), alpha-fetoprotein (AFP) and creatinine. Survival increase in
GTotal was observed in the presence of the polymorphic allele of DBP-rs7041,
however, with significance (P=0.0282) only in the general group (with or without
transplantation). Conclusion - DBP-rs4588 (in women) and CYP24A1-rs6013897
polymorphisms are associated with cirrhosis and CHC, also confirm possible predictors
of alcoholism, DM, advanced age, CYP24A41-rs6013897, increased level of GGT, AFP,
creatinine and viral hepatitis; while smoking, alcoholism and DM for isolated cirrhosis.
DBP-rs4588 polymorphism is associated with reduced levels of vitamin D in patients
and increased in controls, whereas DBP-rs7041 confers increase survival in patients
with cirrhosis with or without CHC.

Keywords: Liver, Single nucleotide polymorphism, Neoplasia, Vitamin D.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Epidemioldégicos

Cirrose ¢ uma doenga hepdtica cronica irreversivel que se caracteriza por fibrose,
vérias lesdes estruturais hepéticas' e formacdo de nddulos regenerativos>*. Cerca de 633
mil pacientes com doengas cronicas desenvolvem cirrose por ano, correspondente a
prevaléncia mundial de 4,5% a 9%°. Representa uma das principais causas de
morbidade e mortalidade®, no entanto, sua prevaléncia é subestimada, pois muitos
pacientes permanecem assintomaticos”.

De acordo com o [nstitute for Health Metrics and Evaluation (IHME) da
Universidade de Washington, em 2017, a cirrose e outras doengas cronicas do figado
destacaram-se como a décima causa de morte no mundo (2,36% do total de mortes).
Nessa avalia¢do, a doenga ocupa a nona causa de morte no Brasil (2,69% do total de
mortes) e a sétima causa no Estado de Sao Paulo (2,93% do total de mortes) ’.

Ressalta-se que a cirrose estd diretamente associada ao desenvolvimento do
carcinoma hepatocelular (CHC)'®%, presente em 90% dos casos desse tipo tumoral®!!,
O CHC, tumor maligno encapsulado e bem vascularizado, representa a principal

1213 com alta taxa de mortalidade'®, sendo a terceira causa

neoplasia primaria do figado
mais comum de morte relacionado ao cancer no mundo, com 692 mil casos por ano. A
incidéncia mundial de CHC ¢ crescente, com 500 mil casos ao ano, isso decorre da alta
prevaléncia das hepatites B e C, particularmente na Asia e Africa’.

Nesse contexto, o diagndstico precoce e a identificacdo de pacientes de alto-risco
sdo favordveis para a prevencgio e tratamento®. Técnicas de imagem sdo utilizadas para o

diagnostico de CHC e cirrose, entretanto, a confirma¢ao da doenga ¢ realizada por

exame anatomo patoldgico'®. Em relagdo ao tratamento, ¢ efetivo nos estagios iniciais



da doenca. Destacando-se terapia ablativa local, ressec¢c@o ou transplante hepatico que ¢
o mais efetivo para CHC ou cirrose moderada e grave'®, com a remocio de tumores
identificados ou ndo pelo exame de imagem'®.

Os principais fatores de risco para cirrose ¢ CHC incluem habito etilista,
hepatites virais B e C, tabagismo e doengas metabdlicas’>*%1°. O consumo de 80g/dL
ou mais de alcool diario por mais de 10 anos, amplia a chance de adquirir cirrose e
CHC, pois aumenta o estresse oxidativo, causa alteracdes cronicas no figado e no
metabolismo e provoca inflamagdo'®. No Brasil, em 2016, 69,5% e 42,6% da cirrose em
homens e mulheres, respectivamente, associou-se ao consumo abusivo de alcool!’.
Ressalta-se que a progressao da doenca no estagio de fibrose para cirrose pode ocorrer
em um intervalo de 15 a 20 anos, considerando os fatores de risco associados. As
complicagdes mais frequentes sdo ascite, ictericia, encefalopatia, sindrome hepatorenal e
ma nutricdo®. Ressalta-se que o consumo do dlcool associa-se fortemente ao
tabagismo!’, conferindo maior risco para CHC!®!'!| principalmente na presenca de
hepatites virais B e C*!'6. Acrescenta-se, ainda, que ambos os habitos em conjunto estio
relacionados a pior prognostico da doencga'”.

A identificagdo de biomarcadores pode contribuir no esclarecimento da
fisiopatologia relacionada ao desenvolvimento do cancer®, destacando cirrose por
qualquer etiologia assim como fatores genéticos e ambientais*. Reconhecidamente,
eventos biomoleculares que desencadeiam a carcinogénese hepatica podem resultar de
alteragdes que interferem na sintese de acido desoxirribunucleico (DNA) como a cirrose
e infec¢do viral (VHB e VHC)!®. Além disso, ressalta-se o papel da vitamina D,
reconhecida por manter a homeostase do calcio, imunomodulacdo e pelo poder

inibitério no cancer!®. Acrescenta-se, ainda, sua participacio como modulador da



proliferacdo celular. Desse modo, a vitamina D vem sendo alvo de diversos estudos,
devido aos seus beneficios a saude e a possivel preven¢ao de doengas cronicas, como o
cancer?’.

1.2 Vitamina D

A vitamina D pertence a superfamilia dos hormdnios secosteroides, ¢
lipossoluvel e se subdivide em vitamina D; (origem vegetal), denominada
ergocalciferol, e vitamina D3 ou colecalciferol (origem animal). Ambos os tipos diferem
pela presenca de um atomo de carbono a mais na estrutura de D> (28C), além de um
grupo metil extra no carbono 24 e uma ligacdo dupla adicional entre os carbonos 22 e
23 (Figura 1). Considerando-se a quantidade de vitamina D necessaria a adequada
funcdo do organismo, 10% a 20% provém da dieta, e 80% a 90% sao sintetizados
endogenamente?!.

Portanto, a vitamina D pode ser adquirida de duas formas: a) ingestdo de
alimentos (D2 e D3), processo pelo qual a vitamina D ¢ absorvida no intestino e/ou
camadas basais epidérmicas; e, b) exposicdo aos raios ultra-violeta B (UVB), age na
pro-vitamina D3 (7-deidrocalciferol) convertendo em pré-vitamina D3, iniciando a
sintese da vitamina D3 pela pele (Figuras 1 e 2). A vitamina D (D> e D3) liga-se a
proteina transportadora da vitamina D (DBP) para ser levada ao figado. Entdo, ¢
hidroxilada pela 25-hidroxilase (25-OHase) em 25(OH)D [25(OH)D- — origem vegetal e
25(0OH)D3 — animal), denominada 25-hidroxivitamina D, 25-hidroxicolecalciferol ou
calcidiol, cujo transporte para os rins € realizado pela sua ligacdo com DBP, onde sera
transformada na forma ativa 1,25-dihidroxivitamina D [1a,25(OH).D] (calcitriol) pela
la-hidroxilase (1a-OHase). Ressalta-se que a maioria de 25(OH)D e 1,25(OH).D esta

ligada a DBP, aproximadamente 10—15% a albumina e livres representam apenas menos



de 1% das moléculas®?.

A degradagdo de 25(OH)D e da sua forma ativa ¢ realizada pela enzima 24-
OHase, codificada pelo gene do citocromo P450 da familia 24, subfamilia A, membro 1
(CYP24A1), sendo excretados em seguida®*?*?>2¢ (Figuras 2). A sintese da forma ativa
a partir de 25(OH)D ¢ estimulada pelo hormonio da paratiredide (paratormdnio-PTH) e
suprimida por calcio (Ca*"), ions fosfato livres (Pi) e pelo proprio 25(OH)D. Ja a
regulacdo do CYP24A1 ¢ mediada pela 1,25(OH).D, sendo que a regulacdo positiva
pode prevenir acimulo de niveis toxicos de 1,25(OH).D e 25(OH)D, e a regulagdo

negativa pode prolongar a meia-vida de 25(OH)D quando ha pouca vitamina D?’.

b. 7-Deidrocolesterol

ligac&o dupla entre

: / carbonos 22e 23
b ‘/
grupo metil no

carbono 24
d. Ergosterol - D,

c. Colecalciferol - [Ja

hidroxilagdo hidroxilagéo

do carbono 25 do carbono 25
e. 25(0H) Vitamina - D, f. 10,25(0H), Vitamina D,
] / hidroxilacdo do
Ho” HO" carbono 1

Figura 1. Representagdo das formulas esteroquimicas da via metabdlica da vitamina D.
O colesterol (a) ¢ apresentado como referéncia para a respectiva numeragdo dos atomos

de carbono. O 7-deidrocolesterol (b) origina-se na pele pela agao de raios ultra-violeta B



e inicia a sintese de colecalciferol - D3 (¢), enquanto o ergosterol — D> (d) tem origem
vegetal. As estruturas apresentadas para 25(OH)Ds (e) e 10,25(0OH)2D; (f) sdo aquelas
derivadas do colecalciferol. Modificado de Castro (2011)%,
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Figura 2. Representacio da via metabolica da vitamina D. Adaptado de Deeb et al. (2007)*. UVB= raio ultra-violeta B; PTH=

paratorménio; CYP24A 1= Cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1; Ca*'= célcio; Pi= ions fosfato livres; DBP= Vitamin D-
binding protein.



Por apresentar meia-vida de 10 a 50 dias, a 25(OH)D ¢ usada como um
biomarcador sérico de vitamina D, enquanto a 1,25(OH):D tem meia-vida de 4 a 6
horas?*?7. Indica-se a dosagem de 1,25(OH), D diante de suspeita de resisténcia a
vitamina D, como no raquitismo dependente e no resistente a vitamina D?®. Ainda ndo
ha consenso sobre os valores séricos de referéncia para a vitamina D. Nesse contexto, o
valor padrdo de avaliacdo no Brasil foi determinado pela Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML) em conjunto com a Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM). Considerou-se como
recomendavel valores >20 ng/mL para populagdo saudavel (até 60 anos), e valores entre
30 e 60 ng/mL para grupos de risco como idosos, gestantes, lactantes, pacientes com
raquitismo/osteomalacia, osteoporose, historia de quedas e fraturas, causas secundarias
de osteoporose (doencas e medicagdes), hiperparatiroidismo, doencas infamatorias,
autoimunes, renais cronicas e sindromes de ma-absor¢ao clinicas ou pds-cirirgicas.
Valores >100 ng/mL sdo considerados com risco de toxicidade e hipercalcemia®.
Entretanto, hé indicagdo de 30 ng/mL como o valor minimo desejavel para a saude
6ssea e reducdo de mortalidade por doencas cronicas na populagdo geral’'. Ha
referéncia que o nivel satisfatorio de 25(OH)D € o necessario para manter o PTH em
niveis adequados, tendo em vista que o PTH ¢ estimulado pela hipocalcemia decorrente
de nivel reduzido de 1,25(0OH),D?®.

Reconhecidamente, a vitamina D tem papel importante como reguladora da
fisiologia osteomineral, participando de varias etapas do ciclo celular e na regulacdo de
genes e vias de sinalizacdo que afetam a homeostase de calcio!**’. Tem sido crescente o
interesse pela vitamina D nas ultimas décadas, constatando-se o envolvimento de

1,25(OH)2D, mediado pelo receptor de vitamina D (VDR), com inflamacdo,



angiogénese, apoptose, diferenciacio, crescimento e inibi¢do da prolifera¢io celular®®*?,

como também em varios processos patologicos, incluindo doenga cardiovascular,
doengas autoimunes e diabetes mellitus tipo 2%, Sua forma ativa, com papel na
apoptose, contribui para inibi¢io do crescimento de células de cancer de prostata®>, além
de efeito antifibrotico, antiproliferativo e anti-inflamatorio no figado?2.

Estudos epidemioldgicos demostram baixos niveis de vitamina D em uma
parcela significativa da populagdo mundial, independente de idade, etnia e localizagdo

36,37

geografica’®”’. No Brasil, ha deficiéncisa de 25(OH)D ja entre os adolescentes (cerca

de 60%), além de adultos jovens (40% a 58%) e idosos (42% a 83%), com frequéncia

38-42

crescente em idades mais avangadas’®“. Ressalta-se que baixos niveis séricos e

nutricionais de vitamina D estdo associados com doencas cronicas, cardiovasculares,

r24,25,43

autoimunes, infecciosas e cance , assim como mortalidade em pacientes com

23,44

algum tipo de cancer Estudos relacionam a baixa concentracdo de 25-

hidroxivitamina D sérica como fator de risco para CHC e esteatose hepética’>**,
associada também com a progressdo da doenga**. No entanto, ainda ha polémica em
relagdo aos niveis adequados a populagio e os satisfatorios em casos de hepatopatias*®-
49

Reconhecidamente, a meia-vida de 25(OH)D ¢ determinada pela atividade das
enzimas CYP27B1 e CYP24Al, assim como de fatores que afetam o transporte e a
liberagdo de 25 (OH)D para as células, incluindo DBP*°. Nesse caso, a concentrag¢io € o
gendtipo de DBP podem alterar o metabolismo e a fungio da vitamina D3!2
influenciando a meia vida de 25(0OH)Ds e 25(0OH)D>>°. As variantes genéticas de DBP

estdo fortemente relacionadas com a circulagdo de 25(OH)D, tendo em vista que

codifica a proteina que transporta a vitamina D até o figado para ser convertida na forma



ativa e, entdo, transportada a outros orgios e tecidos do corpo®**>>3. As combinagdes
alélicas e fenotipicas do gene mostram variacdes nas concentragdes séricas entre as
etnias >,

Desse modo, alteragdes nos niveis plasmaticos de 25(OH)D podem estar
relacionadas a diferenca na afinidade das vitaminas D> e D3 ou de seus metabolitos pela
DBP ou, devido ainda, a hidroxilases ¢ VDR. Os metabolitos da vitamina D sao
principalmente transportados pelo plasma por DBP, cuja afinidade de ligagdo também
pode ser alterada pela variacdo genética de DBP, portanto, fatores determinantes para a
meia-vida plasmatica®. Nesse caso, ha referéncia de redugdo na meia vida de 25(OH)D>

comparado a 25(OH)Ds, com os valores de meia vida afetados pela concentragdo e

genotipo de DBP, o que pode divergir nas populacdes>’.

1.3 Variantes Genéticas
Proteina transportadora da vitamina D (DBP ou Gc-globulina)
O gene DBP, também conhecido como Gc-globulina (group-specific

3637 - Codifica uma

component), localiza-se no cromossomo 4ql2-ql3 humano
glicoproteina sérica, multifuncional, pertencente a familia da albumina, responsavel pelo
transporte da vitamina D da circulagdo até o figado, assim como também de seus
metabolitos. Essa proteina participa também de inimeras fungdes nas vias metabolicas e
bioldgicas, destacando-se a regulagdo do desenvolvimento dsseo, incluindo captura de
actina, e modulacdo de respostas imunes>6->*-

Acrescenta-se, ainda, seu papel na eliminagdao de células mortas ou lesadas,

ativacdo de macrofagos e quimiotaxia de neutrdfilos em condi¢des inflamatorias®.

Como a inflamag¢do ¢ considerada um importante contribuinte para carcinogénese, € as



células inflamatorias, como macrofagos e neutrofilos, sdo os principais componentes de
defesa contra as células cancerigenas®!, tem sido crescente o estudo de DBP em relagio
a carcinogénese e progressdo do cancer®.

E relatada relagdo inversa entre DBP circulante e risco de cdncer pancreatico e

carcinoma de células renais®*

, assim como a modulagdo da vitamina D pela DBP no
cancer de prostata®. Nesse contexto, por ser sintetizada no figado, os pacientes com
deficiéncia hepéatica como cirrose e CHC apresentam concentragdes séricas reduzidas de
DBP>"%, Reconhecidamente, a deficiéncia da vitamina D, identificada geralmente pela
quantificagdo sérica de 25(OH)D, esta associada a diversos tipos de doengas como
cancer, doencas imunoldgicas, diabetes, entre outras, além de mortalidade®***7.
Entretanto, sdo escassos os estudos eluciando o efeito de DBP relacionado a vitamina D
nas doencas hepéticas®’.

Ressalta-se que o gene DBP apresenta mais de 120 polimorfismos de
nucleotideo tinico (SNPs)®?, cuja distribui¢io pode variar com a etnia®*>767:%% Hj
referéncia, ainda, da influéncia de seus fendtipos na afinidade de ligagdo com
metabdlitos da vitamina D*-*%3768 Nesse caso, as variantes genéticas DBP-rs4588 e
DBP-1s7041, associam-se com niveis séricos reduzidos de 25(OH)D’*%* podendo

24,68

apresentar consequéncias clinicas”™®°, o que necessita esclarecimento para cirrose e

CHC.

Citocromo P450 familia 24 subfamilia A membro 1 (CYP24A1)
O CYP24A1 ¢ um componente do citocromo P450, cujo gene localizado no
cromossomo 20q13.2—q13.3 humano® codifica a 25-hidroxivitamina D3-24-hidroxilase.

Essa enzima catalisa a conversio de 25(OH)D3 e 1,25(OH);D3 em produtos



10

hidroxilados, que constituem a degradagio da molécula de vitamina D’° (Figura 3).

Pclc\ /Dicta
Vitamina D3
’ 25-OHase
Figado ' (CYP2R1)
y Rins 3

24(OH)ase
(CYP24A1)

_914-OHjase [Baixo cilcioPTH
(CYP27B1) |Baixa fosfatase

24 25(0H),D, —

1,25(0H),D, @
' Ecsposta

L PO, <— FGF23/kiotho — ‘ _
Tecido alvo — bathuica

1,25(0H),Ds

©24(0H)ase | 1,25(0H),D, @
(CYP24A1) | PTH®

Via da lactona C23 1 1 Via de oxidacio C24

1,23.25(0H)4D4 1,24,25(0H)4D5

; '

| ,4
1,25(OH)Ds3 Acido calcitroico
26,23 lactona (excregdo)

Figura 3. Representagdo da via metabdlica da vitamina D. O paratorménio (PTH),
FGF23/klotho ¢ 1,25(0OH);D3 regulam os niveis de 1,25(OH):Ds3, que suprimem a
expressao de CYP27B1 inibindo a sintese proteica e induzem CYP24A1 promovendo o
catabolismo da forma ativa da vitamina D. A partir da 1,25(OH)2D3, o CYP24A1 pode
catalisar a via da lactona C23 formando a 1,25(OH),D3-26,23 lactona assim como a via
de oxidacao C24, formando o 4cido calcitroico que sera excretado pelo corpo. Adaptado

de Christakos et al. (2016)"".
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Essa enzima mitocondrial age na hidroxilacdo dos atomos de carbono 23 e 24 e,
portanto, estd envolvida na regulacdo da concentragio de vitamina D?*72, Esse processo
estd relacionado com o excesso de 1,25(OH):D, que ¢ convertido no metabolito
24,25(OH)D3 nos rins, sendo excretado principalmente pelas fezes como acido
calcitroico!® (Figura 3). Isso ocorre como protegdo do organismo contra a
hipercalcemia, limitando os niveis da forma ativa da vitamina D nas células e mantendo
a homeostase da vitamina D®. Adicionalmente, o aumento da expressdo de CYP24A1 e
atividade da respectiva enzima 24-hidroxilase associa-se com a degradacdo de
25(0OH)D3 em 24,25(OH)2Ds3, o que pode estar relacionado com alteragdao do nivel
sérico de 25(OH)D3°7 (Figura 3).

Fator de crescimento fibroblastico (FGF23), PTH, klotho e 1,25(OH)>D3 estao
diretamente relacionados com a regulagcdo dos niveis de 1,25(OH).Ds (Figura 3). O
FGF23 juntamente com klotho, suprime a expressdo de CYP27B1 (inibindo a sintese) e
induz CYP24A1 (promovendo o catabolismo da forma ativa da vitamina D). A partir da
1,25(0OH)2D3, o CYP24A1 pode catalisar a via da lactona C23 formando a
1,25(0OH)2D3-26,23 lactona, assim como a via de oxidacdo C24, formando o acido
calcitroico’!.

Ressalta-se que a vitamina D, na sua forma ativa 1,25(OH).D, regula varios
genes incluindo o efetor chave de seu catabolismo, o CYP24A417 relacionado ao cancer
de prostata’, cuja expressdo apresenta-se aumentada nos pacientes em estagio avangado

da doenca®®. Além disso, variantes genéticas de CYP24A41 (rs6013897) associam-se a

rea¢des inflamatdrias’, o que deve ser esclarecido nas hepatopatias.
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1.4 Objetivos
Avaliar a associacdo de polimorfismos genéticos de DBP e CYP24A1 com
cirrose com ou sem CHC e sua relacdo com niveis séricos de vitamina D, considerando

perfil clinico, bioquimico e habitos de vida.

1.5 Objetivos Especificos

1. Analisar a distribui¢do alélica e genotipica de polimorfismos de DBP (rs4588
e 1s7041) e CYP2441 (rs6013897) em pacientes com cirrose com ou sem CHC,
comparado a individuos sem hepatopatias.

2. Identificar haplotipos derivados dos polimorfismos de DBP nos referidos
grupos.

3. Analisar a associagdo entre os referidos polimorfismos e os parametros
demograficos e clinicos, além de nivel sérico de vitamina D e sobrevida.

4. Avaliar a razdo de chance para as referidas hepatopatias, considerando os
gendtipos e haplotipos de risco e os parametros demograficos e clinicos, assim como

sobrevida.
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CASUISTICA E METODOS
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2. CASUISTICA E METODOS

2.1 Casuistica

Durante o periodo foram estudados 383 individuos, sendo 158 pacientes com
cirrose com ou sem CHC, independente da etiologia, e 225 individuos sem doencas
hepaticas (grupo controle). Os pacientes foram atendidos e selecionados nos
Ambulatoérios de Gastroenterologia e Transplante de Figado, e Instituto do Cancer do
Hospital de Base/Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto - HB/FAMERP. Os
pacientes foram distribuidos em: Grupo Total (GTotal) = 158, sendo subdivididos em
Grupo 1 (Gl) = 60 com diagndstico de cirrose com CHC (46 a 81 anos); Grupo 2
(G2) =98 com cirrose isolada (16 a 71 anos).

O grupo controle (G3: N= 225 individuos; 20 a 84 anos) foi selecionado no
Hemocentro — HB/FAMERP e incluiu também individuos voluntarios. Destes, foram
selecionados os que ja possuiam prontudrio de atendimento no Servigo de Referéncia
HB/FAMERP, cujos resultados de exames bioquimicos (aspartato aminotransferase -
AST, alanina aminotransferase - ALT, gama-glutamiltransferase - GGT) e ou de
imagem (ultrassom de abdomen) confirmaram a auséncia de doencas hepaticas.

Incluiram-se como critérios de exclusdo diabetes tipo 1, doenga de Crohn,

tuberculose’®””

, hanseniase’, esclerose multipla, hepatite autoimune’®, psoriase®’,
doenca de Graves®!, e o uso de suplementos vitaminicos com vitamina D.

O diagnostico de cirrose foi realizado pela combinagdo de critérios clinicos
(figado reduzido de volume, superficie irregular e consisténcia aumentada,
esplenomegalia e sinais periféricos de hepatopatia cronica e hipertensdo portal);

laboratoriais (plaquetopenia, hipoalbuminemia e distirbios da coagulacao) e

imagenologicos (figado reduzido de volume, superficie irregular, sinais de hipertensao
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portal) presentes na doenca, e por biopsia, quando necessario®?.

O diagnostico de CHC foi realizado de acordo com as diretrizes de pratica da
American Association for the Study of Liver Disease (AASLD), que incluem exames de
imagem (tomografia computadorizada, ressonancia magnética), sorologia de
alfafetoproteina (AFP) e biopsia, que ¢ indicada quando o exame de imagem for
inconclusivo®’.

O grau de estadiamento para cirrose e CHC foi classificado pelos métodos de
Child-Pugh e MELD (Model for End-Stage Liver Disease), ambos usados para
classificar a gravidade da doenga hepatica®®.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica - CEP/FAMERP — Processo
nimero 435/2011 e 6910/2011 (Anexo I). Todos os individuos foram informados e
aceitaram participar do estudo pela assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo II).

2.2 Métodos

Todos os participantes foram submetidos a coleta de uma amostra de sangue
periférico (5 mL) em tubos com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), para
extragdo de DNA genomico. Para os subgrupos de pacientes (N=30) e controles (N=20)
submetidos também a dosagem sérica de vitamina D e paratormdnio (PTH) foram
coletados 5 mL de sangue em tubo seco, para andlise no Laboratorio Central do
complexo HB/FAMERP. Os subgrupos foram assim constituidos: GTd = 30 pacientes
do grupo total, sendo 4 com cirrose ¢ CHC (G1d), e 26 com cirrose isolada (G2d); e
G3d = 20 individuos do grupo controle sem hepatopatias. Considerou-se valores

alterados para vitamina D, niveis séricos <30 ng/mL>! e para PTH <15 e >65 pg/mL*’.
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2.2.1 Extracdao de DNA

As amostras sanguineas foram processadas no laboratorio do Nucleo de Pesquisa
em Bioquimica e Biologia Molecular — NPBIM/FAMERP para a extragdo do DNA
genomico de sangue total. Essa técnica consiste de precipitacdo salina realizada em trés
etapas, compreendendo: (I) lise das células sanguineas, (II) desproteinizacdo e (III)
precipitacio do DNA e resuspensio®® (Anexo III). Em seguida, foi analisada a
integridade das amostras em gel de agarose 1%.

Apo6s extracdo, o DNA foi quantificado no espectrofotometro e
fluorospectrometro NanoDrop™ modelo ND-1000 (Thermo Scientific™ ) para anélise
de pureza e concentragdo das amostras, considerando-se razao de absorbancia entre 260
e 280 nm e 1,7 a 2,0 ng/uL, respectivamente. As amostras foram armazenadas em

freezer — 80 °C.

2.2.2 Genotipagem por reacio em cadeia da polimerase-PCR em tempo real

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) de DBP (rs4588 e 1s7041) e
CYP244A1 (rs6013897) foram genotipados com ensaios TagMan® SNP
Genotyping/Assays-on-Demand, com os primers e sondas descritos por Bailey et al.
(2007)%’, conforme as recomendagdes do fabricante (Applied Biosystems; Quadro 1).

A amplificagdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em
volume final de 5 pL de amostra em cada um dos 96 pogos da placa. A solugdo final,
em cada poco, foi composta pela mistura de 1,375 pL de 4gua Depc (dietil
pirocarbonato), 2,5 uL TagMan® Genotyping Master Mix (Applied Biosystems -

Thermo Scientific™), 0,125 uL da Sonda TagMan® SNP Genotyping Assays para cada
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polimorfismo e 1 pL de DNA diluido. A dilui¢do foi essencial devido a impossibilidade
do aparelho de PCR em tempo real ler valores acima de 20 ng, o que ocorreu com
frequéncia nas amostras analisadas. Este protocolo foi indicado para padronizagdo pela
empresa fornecedora (Thermo Fisher Scientific). As reagdes para amplificacdo dos
segmentos polimorficos foram conduzidas as seguintes termociclagens: 95°C por 10
minutos, seguido de 47 ciclos a 92 °C por 15 segundos cada e 60 °C por 1 minuto, no
equipamento StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems), para todos os
polimorfismos analisados de DBP (rs4588 e rs7041) e CYP24A1 (rs6013897). A analise

dos alelos foi realizada pelo programa StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems).

Quadro 1. Especificacdes para os polimorfismos da proteina transportadora da vitamina
D (DBP) e do citocromo P450 familia 24 subfamilia A membro 1 (CYP24AI)

analisados com os ensaios TagMan® SNP Genotyping (Applied Biosystems).

Localizaciao
Gene Identificaciao Polimorfismo Aminoacido NCBI Ensaio
SNP GRCh38

rs4588 C>A Lys 420 Thr | Chr.4: 71752606 | C__ 8278879 10
DBP (éxon)

rs7041 G>T Asp416Glu | Chr.4: 71752617 | C__ 3133594 30

(éxon) — -

CYP24A1 .356913897 . A>T Naio codificante | Chr 20: 54125940 | C_ 29958084 10
(regido intergénica)

NCBI: National Center for Biotechnology Information (Wwww.ncbi.nlm.nih.gov).

2.2.3 Perfil demografico, clinico, bioquimico e habitos de vida

Todos os participantes foram submetidos a um questiondrio (Anexo IV) para
coleta de perfil demografico (sexo e idade), bioquimico (AST, ALT, GGT, AFP,
bilirrubina e albumina), comorbidades (hipertensao arterial sist€émica - HAS e diabetes

mellitus - DM), e habitos de vida (tabagismo e etilismo). Os dados foram obtidos
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também em prontuario médico eletronico ou fisico e protocolos pré-estabelecidos para
seguimento de rotina dos pacientes nos referidos servicos.

Etilismo foi definido como consumo cronico continuo ou periédico de bebidas
alcodlicas >40g de alcool/dia, visto que ja € considerado risco significativo para a
satide!”. Considerou-se tabagismo, consumo passado ou presente de qualquer tipo ou
quantidade de tabaco diariamente®®,

Definiu-se HAS valores de pressdo sistolica > 140mmHg e/ou diastolica 90
mmHg®. Para diabetes mellitus, foram considerados niveis séricos de glicemia > 126

mg/dL (em jejum) e > 200 mg/dL (2 horas apos sobrecarga com 75 g de glicose)”.

2.2.4 Analise estatistica

Teste exato de Fisher ou Qui-quadrado foi aplicado para analisar varidveis
qualitativas, incluindo frequéncias genotipicas e alélicas, sexo, distribui¢do de valores
alterados para perfil bioquimico, comorbidades e habitos de vida. Teste-t ou Mann-
Whitney foi utilizado na analise de variaveis quantitativas (idade e perfil bioquimico).
As andlises foram realizadas no programa GraphPad Prism (versao 5.0). A curva
atuarial (Kaplan-Meier) de sobrevida foi analisada considerando os gendtipos com pelo
menos um alelo polimorfico e o gendtipo homozigoto selvagem, pelo software
StatsDirect Statistal Analysis.

Equilibrio de Hardy-Weinberg foi analisado para cada SNP, nos grupos caso e
controle, pelo uso do teste Qui-quadrado®!, disponivel no programa Arlequin v. 3.11%%
Utilizou-se também esse programa na associacao entre os SNPs por meio do teste de
)93

desequilibrio de ligacdo (DL) °. Os haplotipos derivados dos SNPs em LD, bem como

os demais haplétipos, foram analisados no programa Haploview®®. As diferengas nas
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frequéncias haplotipicas entre os grupos caso e controle foram determinadas pelo teste
Qui-quadrado ou Fisher, com o programa GraphPad Prism (versdo 5.0); nesta analise
foram removidos os haplotipos com frequéncia menor que 0,05. O célculo da regressao
logistica, no programa Stats Direct utilizando comparagdes multiplas, apontou os fatores
independentes e a razao de chance para o desenvolvimento da cirrose com ou sem CHC.
Para as analises comparativas entre os grupos, foi admitido nivel de significancia para

valor P<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Perfil Clinico-Demografico e Habitos de Vida (Tabela 1)

Houve prevaléncia do sexo masculino em todos os grupos (GTotal=78,5%;
G1=83,3%; G2=75,5% e G3=56,4%), destacando-se em pacientes com cirrose ¢ CHC
(G1) em comparagao ao grupo com cirrose (G2; P=0,0002) e controles (P=0,0018).
Tabagismo e etilismo foram mais frequentes em pacientes (GTotal=46,8% e 62,0%,
respectivamente) em relacdo a controles (G3=20,0%; 11,6%, respectivamente;
P<0,0001, para ambos), com semelhan¢a entre os grupos de pacientes (P>0,05); o
mesmo foi observado para diabetes mellitus (DM) (GTotal=26,0% versus G3=3,6%;
P<0,0001). Para hipertensdo arterial sistémica houve semelhanga entre os grupos

(P>0,05).

3.2 Perfil Genético

DBP-rs4588 (Tabela 2)

O gendtipo homozigoto selvagem (C/C) e o respectivo alelo C destacaram-se em
todos os grupos (P>0,05; Tabela 2). No entanto, prevaleceu em mulheres do grupo
controle (G3=56,1%), comparado aquelas com cirrose e CHC (G1=20%; P=0,0440) que
apresentaram, por outro lado, prevaléncia de genotipos com pelo menos um alelo
polimérfico (/A: G1=80% versus G3=43,9%; P=0,0440). Notou-se, ainda, maior
frequéncia do alelo polimoérfico (A) em pacientes com cirrose ¢ CHC (G1=0,50),
comparado ao grupo com cirrose isolada (G2=0,21; P=0,0346) e controles (G3=0,26;

P=0,0446).
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DBP-rs7041 (Tabela 3)

Houve semelhanca entre os grupos em todas as comparagdes para distribuicao
genotipica e alélica (P>0,05). Destacou-se, no entanto, o gendtipo heterozigoto (T/G)
em pacientes (GTotal=42,9%) e controles (G3=46,7%), enquanto o alelo selvagem (T)
em pacientes (GTotal=0,54) e o alelo polimérfico (G) nos controles (G3=0,51). Quanto
a distribuicao por sexo, nos homens destacou-se o genotipo homozigoto selvagem (T/T)
em G2 (40,5%), enquanto o heterozigoto (T/G) em G1 (48%) e G3 (44,1%); o alelo (T)
prevaleceu em pacientes (GTotal=0,54) e controles (G3=0,51). O sexo feminino
mostrou predominio do gendtipo heterozigoto (T/G) em pacientes (GTotal=58,8%) e
controles (G3=50%). O alelo selvagem (T) destacou-se em G1 (0,65), e o alelo

polimérfico (G) em G2 (0,56) e G3 (0,54).

CYP24A1 (Tabela 4)

O gendtipo homozigoto mutante (T/T) prevaleceu em todos os grupos (P>0,05),
assim como o alelo mutante (T). Por outro lado, o gendtipo homozigoto selvagem (A/A)
foi mais frequente em pacientes com cirrose isolada (G2=11,2%), comparado aqueles
com cirrose ¢ CHC (G1=1,7%; P=0,0309). Os gendtipos com pelo menos um alelo
polimorfico (_/T) predominaram em G1 (98,3%) versus G2 (88,8%; P=0,0309).

A anélise da combinacao dos gendtipos de risco para os polimorfismos de DBP
(rs4188 e 1s7041) e CYP24A1 (rs6013897), em relagdo a combinagdo dos respectivos
gendtipos selvagens, mostrou semelhanca entre os grupo (P=1,0000; dados nao

apresentados).



Tabela 1. Perfil demografico, habitos de vida e comorbidades no grupo total de pacientes (GTotal), pacientes com cirrose e carcinoma
hepatocelular (G1), com cirrose isolada (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Caracteristica (ﬂ‘l’;l) Gl (N=60)  G2(N=98) G3 (N=225) *Valor-P
GTotal xG3 G1xG2 G1xG3 G2xG3
Sexo N % N % N % N %
Masculino 124 785 50 833 74 755 127 564
. <0,0001 0,002  0,0018 0.3361
Feminino 34 21,5 10 16,7 24 24,5 98 43,6
Habito de vida N % N % N % N %
Tabagismo 74 468 27 450 47 480 45 200  <0,0001 08434  <0,0001  <0,0001
Etilismo 98 620 39650 59 602 26 116 <0,0001 06643  <0,0001  <0,0001
Comorbidade N % N % N % N %
DM 41 260 16 267 25 255 8 36 <0,0001 08721  <0,0001  <0,0001
HAS 53 335 18 300 35 357 70 3Ll 0,6959 05723 09934 0.4947

P=Nivel de significancia; *Teste Qui-quadrado ou Fisher; N=Numero de individuos; DM=Diabetes mellitus; HAS=Hipertensao
arterial sistémica.
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Tabela 2. Frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo DBP-rs4588 no grupo total de pacientes (GTotal), pacientes com cirrose € carcinoma
hepatocelular (G1), pacientes com cirrose isolada (G2) e individuos sem a doencga (G3).

i GTotal G1 G2 G3 «
Perfil Genético N= 158 N= 60 N= 908 N=1225 Valor-P
DBP
(rs4588) GTotal x G3 G1x G2 G1xG3 G2xG3
Genétipo N % N % N % N %
Cc/C 76 48,1 27 45,0 49 50,0 119 52,9 0,4129 0,6553 0,3468 0,7214
C/A 68 43,0 25 41,7 43 439 86 38,2 0,4007 09149 0,7360 0,4063
A/A 14 8,9 8 13,3 6 6,1 20 8,9 0,9924 0,2078 0,4333 0,5368
/A 82 51,9 33 55,0 49 50,0 106 47,1 0,4129 0,6553 0,3468 0,7214
Alelo N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs
C 220 0,70 79 0,65 141 0,72 324 0,72
A 9% 0.30 41 0.34 55 0.28 126 0.28 0,5262 03081 02278 09873
Masculino N (124) % N (50) % N (74) % N (127) %
Genétipo
C/C 60 48.4 25 50,0 35 473 64 50,4 0,8480 0,9106 0,9624 0,7816
C/A 52 42,0 19 38,0 33 44,6 51 40,2 0,8745 0,5861 0,9255 0,6406
A/A 12 9,7 6 12,0 6 8,1 12 9.4 0,9509 0,6822 0,8186 0,9482
/A 64 51,6 25 50,0 39 52,7 63 49,6 0,8480 0,9106 0,9624 0,7816
Alelo N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs
C 172 0,69 69 0,69 103 0,70 179 0,70
A 76 0,31 31 0,31 45 0,30 75 0,30 0,8606 0,9206 0.8859 0,9422
FEMININO N (34) % N (10) % N (249) % N (98) %
Genétipo
Cc/C 16 47,0 2 20,0 14 58,3 55 56,1 0,4754 0,0630 0,0440 0,8447
C/A 16 47,0 6 60,0 10 41,7 35 35,7 0,3340 0,4569 0,1746 0,7599
A/A 2 5,9 2 20,0 0 0 8 8,2 1,0000 0,0802 0,2319 0,3535
/A 18 53,0 8 80,0 10 41,7 43 439 0,4754 0,0630 0,0440 0,8447
Alelo N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs
C 48 0,70 10 0,50 38 0,79 145 0,74
’ ’ ’ ’ 0,7004 0,0346 0,0446 0,5769
A 20 0,30 10 0,50 10 0,21 51 0,26 ’ ’

DBP=Vitamin D-binding protein; P=Nivel de significancia; *Teste Qui-Quadrado ou Fisher; A/A=Genotipo homozigoto selvagem; A/T=Genotipo heterozigoto;
T/T=Genotipo homozigoto mutante; N=Numero de individuos; Freq. abs.=Frequéncia absoluta.
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Tabela 3. Frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo DBP-rs7041 no grupo total de pacientes (GTotal), em pacientes com cirrose e carcinoma
hepatocelular (G1), pacientes com cirrose isolada (G2) e individuos sem a doenca (G3).

”_ GTotal G1 G2 G3 «
Perfil Genético N= 158 N= 60 N= 98 N=1225 Valor-P
DBP
(rs7041) GTotal x G3 G1x G2 G1xG3 G2xG3
Genotipo N % N % N % N %
T/T 52 32,9 19 31,7 33 33,7 57 253 0,1328 0,9314 0,4114 0,1609
T/G 67 42,4 29 48,3 38 38,8 105 46,7 0,4708 0,3106 0,9328 0,2337
G/G 39 24,7 12 20,0 27 27,6 63 28,0 0,5449 0,3798 0,2777 0,9341
_IG 106 67,1 41 68,3 65 66,3 168 74,7 0,1328 0,9314 0,4114 0,1609
Alelo N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs
T 171 0,54 67 0,56 104 0,53 219 0,49
G 145 0.46 53 0.44 92 0.47 231 0.51 0,1582 07161 0,1962 0,346
Masculino N (124) % N (50) % N (74) % N (127) %
Genétipo
T/T 45 36,3 15 30,0 30 40,5 36 28,4 0,2259 0,3139 0,9726 0,1053
T/G 47 37,9 24 48,0 23 31,1 56 44,1 0,3850 0,0861 0,7624 0,0945
G/G 32 25,8 11 22,0 21 28,4 35 27,6 0,8641 0,5572 0,5694 0,9006
_IG 79 63,7 35 70,0 44 59,5 91 71,6 0,2259 0,3139 0,9726 0,1053
Alelo N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs
T 137 0,54 54 0,54 83 0,56 128 0,51
G 111 0,46 46 0,46 65 0,44 126 0,49 0,3181 0,8468 0,6219 0,3134
FEMININO N (34) % N (10) % N (24) % N (98) %
Genétipo
T/T 7 20,6 4 40,0 3 12,5 21 21,4 0,9177 0,1572 0,2356 0,4026
T/G 20 58,8 5 50,0 15 62,5 49 50,0 0,4913 0,7041 1,2583 0,3838
G/G 7 20,6 1 10,0 6 25,0 28 28,6 0,4945 0,6445 0,2824 0,9237
_IG 27 79,4 6 60,0 21 87,5 77 78,6 0,9177 0,1572 0,2356 0,4026
Alelo N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs
T 34 0,50 13 0,65 21 0,44 91 0,46
’ ’ ’ ’ 0,7134 0,1833 0,1775 0,8633
G 34 0,50 7 0,35 27 0,56 105 0,54 ’ ’ ’ ’

DBP=Vitamin D-binding protein, P=Nivel de significancia; *Teste Qui-Quadrado ou Fisher; A/A= Geno6tipo homozigoto selvagem; A/T= Genotipo heterozigoto;
T/T= Genotipo homozigoto mutante; N=Numero de individuos; Freq. abs.=Frequéncia absoluta.



Tabela 4. Frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo CYP24A41- rs6013897 no grupo total de pacientes (GTotal), em pacientes com cirrose e
carcinoma hepatocelular (G1), pacientes com cirrose isolada (G2) e individuos sem a doenga (G3).

GTotal G1 G2 G3

s « }
Perfil Genético N= 158 N= 60 N=98 N=1225 Valor-P
CYP24A1
(rs6013897) GTotal x G3 Gl x G2 G1xG3 G2xG3
Genotipo N % N % N % N %
A/A 12 7,6 1 1,7 11 11,2 17 7,6 0,9886 0,0309 0,1347 0,3885
A/T 65 41,1 28 46,7 37 37,7 79 35,1 0,2749 0,3481 0,1356 0,7420
T/T 81 51,3 31 51,7 50 51,0 129 57,3 0,2845 0,9371 0,5225 0,3536
T 146 92,4 59 98,3 87 88,8 208 92,6 0,9886 0,0309 0,1347 0,3885
Alelo N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs
A 89 0,28 30 0,25 59 0,30 113 0,25
T 227 0.72 90 0.75 137 0,70 337 0,75 0,3893 03955 09801 0.2215
Masculino N (124) % N (50) % N (74) % N (127) %
Genétipo
A/A 9 7,3 1 2,0 8 10,8 12 9,5 0,6901 0,0829 0,1138 0,9467
A/T 53 42,7 24 48,0 29 39,2 47 37,0 0,4244 0,4308 0,2408 0,8754
T/T 62 50,0 25 50,0 37 50,0 68 53,5 0,6633 1,0000 0,7965 0,7349
T 115 92,7 49 98,0 66 89,2 115 90,5 0,6901 0,0829 0,1138 0,9467
Alelo N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs
A 71 0,28 26 0,26 45 0,30 71 0,28
T 177 0,72 74 0,74 103 0,70 183 0,72 0,449 05421 08115 0,6823
FEMININO N (34) % N (10) % N (24) % N (98) %
Genétipo
A/A 3 8,8 0 0 12,5 5 5,1 0,4239 0,5388 1,0000 0,1900
A/T 12 35,3 4 40,0 33,3 32 32,6 0,9439 0,7139 0,7284 0,9493
T/T 19 55,9 6 60,0 13 54,2 61 62,2 0,6523 1,0000 1,0000 0,6220
T 31 91,2 10 100 21 87,5 93 94,9 0,4239 0,5388 1,0000 0,1900
Alelo N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs N Freq. Abs
A 18 0,26 4 0,20 14 0,29 42 0,21
’ ’ ’ ’ 0,4921 0,5531 1,0000 0,3415
T 50 0,74 16 0,80 34 0,71 154 0,79 ’ ’ ’ ’

CYP24A1=Cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1; P=Nivel de significancia; *Teste Qui-Quadrado ou Fisher; A/A=Gendtipo homozigoto selvagem;
A/T=Gendtipo heterozigoto; T/T=Genodtipo homozigoto mutante; N=Numero de individuos; Freq. abs.=Frequéncia absoluta.
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3.3 Hardy-Weinberg (Tabela 5)
Foi observado equilibrio de Hardy-Weinberg para a distribui¢cdo de genotipos de

todos os SNPs, nos grupos de pacientes e controles (P>0,05).

Tabela 5. Distribuicdo genotipica observada (Ho) e esperada (He) para os
polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP) de DBP (vitamin D-binding protein) e
CYP24A1 (cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1), com os respectivos
valores de P para o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), em pacientes com

cirrose com ou sem carcinoma hepatocelular e individuos sem hepatopatias (controle).

Paciente (N=158) Controle (N=225)
SNP
Ho He P-HWE Ho He P-HWE

DBP
154588 0,43038 0,42435 1,00000 0,38222 0,40410 0,41186

157041 0,42405 0,49819 0,07755 0,46667 0,50076 0,35441

CYP24A1

rs6013897  0,41139 0,40593 1,00000 0,35111 0,37695 0,37402

N=numero de individuos.

3.4 Desequilibrio de Ligacao e Haplétipos de DBP (Tabela 6)

A andlise do desequilibrio de ligagdo (DL) para os SNPs de DBP, mostrou
associacdo alélica de rs4588-rs7041 em pacientes e controles (P=0,00000, para ambos,
dados ndo apresentados).

Os haplotipos foram reconstruidos para o conjunto de SNPs de DBP (1s4588 e
rs7041), e comparados entre pacientes com cirrose com ou sem CHC e controles. O

haplétipo CG destacou-se em pacientes (45,9%) e controles (51,3%), seguido de AT
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(30,4% e 28%, respectivamente) e CT (23,7% e 20,7%, respectivamente), sem diferenca

significante entre os grupos (P>0,05).

Tabela 6. Haplotipos dos genotipos para DBP em pacientes com cirrose com ou sem
carcinoma hepatocelular e individuos sem a doenga (controles).

Bloco Frequéncia Paciente Controle Qui- Valor-
Haplotico (N=383) (N = 158) (N=225) quadrado
N % N % N Y%
DBP
188 49,1 73 45,9 115 51,3 2,204 0,1376
111 29,0 48 30,4 63 28,0 0,511 0,4748
84 21,9 37 23,7 47 20,7 1,020 0,3125

Nivel de significancia; DBP=Vitamin D-binding protein.

3.5 Perfil Bioquimico (Tabelas 7 e 8)

Niveis séricos elevados de AST destacaram-se em pacientes do sexo masculino
com cirrose ¢ CHC (G1: mediana = 65,0 U/L), comparado aqueles com cirrose isolada
(G2: mediana=52,0U/L; P=0,0159; Tabela 7). O mesmo ocorreu para GGT
(G1=115U/L  versus G2=84U/L; P=0,0071) e AFP em homens (GI:
mediana=13.350ng/mL) e mulheres (Gl: mediana=1.416,0ng/mL), versus cirrose
isolada (G2=2,805ng/mL; P<0,0001 e 4,250ng/mL; P=0,0227, respectivamente; Tabela
7). Houve semelhanca entre os grupos para ALT, bilirrubina e albumina, em ambos
sexos (P>0,05; Tabela 7).

Valores alterados de GGT e AFP destacaram-se em homens com cirrose ¢ CHC
(G1=84% e 62%, respectivamente), comparado aqueles com cirrose (G2=60,8%:;

P=0,0102, e 20,3%, P<0,0001, respectivamente; Tabela 8).
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Tabela 7. Valores de mediana, minimo ¢ maximo para perfil bioquimico no grupo
total de pacientes (GTotal), pacientes com cirrose e carcinoma hepatocelular (G1) e
com cirrose isolada (G2), de acordo com o sexo.

Perfil Bioquimico GTotal Gl1 G2 Valor-P
q (N=158) (N= 60) (N=98) G1xG2
AST (U/L)
Masculino _ _ _
+(1-40U/L) N=124 N=50 N="74
Mediana 56,0 65,0 52,0
Minimo 14,0 17,0 14,0
Maximo 1.563,0 306,0 1.563,0 20,0159
Média 82,3 83,2 81,7
Desvio Padriao 1433 57,7 179,9
Feminino _ _ _
+(1-32U/L) N=34 N=10 N=24
Mediana 53,0 38,5 58,5
Minimo 11,0 13,0 11,0
Maximo 236,0 236,0 191,0 30,2338
Média 60,2 57,4 61,4
Desvio Padrido 47,4 66,7 38,4
ALT (U/L)
Masculino _ _ _
+(1-41U/L) N=124 N=50 N="74
Mediana 32,0 34,0 31,5
Minimo 6,0 6,0 8,0 20,4078
Maximo 790,0 255,0 790,0
Média 51,4 51,5 51,3
Desvio Padrao 77,9 499 92,5
Feminino _ _ _
+(1-33U/L) N=34 N=10 N=24
Mediana 33,5 33,5 33,5 50,0940

continua
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Perfil Bioquimico GT_otal 91 (_;2 Valor-P
(N=158) (N=60) (N=98) Glx G2
Minimo 4,0 16,0 4,0
Maximo 228,0 228,0 99,0
Média 45,7 64,9 37,7
Desvio Padriao 431 68,3 247
GGT (U/L)
1‘(412‘56“(;‘[1;/“]3 N=124 N=50 N="74
Mediana 95,00 115,0 84,0
Minimo 8,00 30,0 8,0
Maximo 1.452,00 1.452,0 1.229,0 20,0071
Média 157,47 201,52 127,70
Desvio Padrao 210,42 264,55 159,37
05?2:)%1/11?) N=34 N=10 N=24
Mediana 106,0 109,5 103,5
Minimo 6 28,0 6
Maximo 1.082,0 438,0 1.082,0 20,4963
Média 163,97 166,5 162,92
Desvio Padrao 213,27 145,73 238,63
AFP
(#0-7 ng/mL)
Masculino N=124 N=150 N=174
Mediana 4,595 13,350 2,805 2<0,0001
Minimo 0,60 0,90 0,60
Maximo 48.608,00 48.608,00 780,0
Média 1.040,26 2.529,07 34,30
Desvio Padrao 5.133,20 7895,1 119,44

continua
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Perfil Bioquimico GT_otal 91 (_;2 Valor-P
(N=158) (N=60) (N=98) G1xG2
Feminino N=34 N=10 N=24
Mediana 5,5 1.416,0 4,250 20,0227
Minimo 0,67 1,100 0,670
Maximo 107.040,00 107.040,0 10.540,0
Média 4.802,98 15.250,95 449,66
Desvio Padriao 18.715,0 3.3176,0 2.149.4
Bilirrubina
(¢#0-1mg/dL)
Masculino N=124 N=50 N=174
Mediana 1,70 1,53 1,99
Minimo 0,20 0,30 0,20 40,1755
Maximo 22,7 8,1 22,7
Média 2,58 1,87 3,07
Desvio Padrao 2912 1,356 3,531
Feminino N=34 N=10 N=24
Mediana 0,97 0,80 0,99
Minimo 0,50 0,50 0,50
Maximo 20,50 1,87 20,50 20,2338
Média 1,98 0,992 2,395
Desvio Padriao 3,492 0,4483 4,101
Albumina
(#3,5-5,2 g/dL)
Masculino N=123 N=49 N=174
Mediana 3,30 3,28 3,30 °0,6708
Minimo 1,60 2,20 1,60
Maximo 5,32 4,90 5,32
Meédia 3,41 3,37 3,43

continua
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Perfil Bioquimico GT_otal 91 (_;2 Valor-P
(N=158) (N=60) (N=98) G1xG2
Desvio Padrao 0,8201 0,6801 0,9046
Feminino N=34 N=10 N=24
Mediana 3,435 3,245 3,565 ®0,5313
Minimo 1,40 2,00 1,40
Maximo 4,60 4,50 4,60
Média 3,39 3,263 3,455
Desvio Padrao 0,8004 0,7251 0,8379

*Teste de Mann-Whitney; "Teste t; =Valor de referéncia; N=Numero de individuos; AST= Aspartato
aminotransferase; ALT=Alanina aminotransferase; GGT=Gamaglutamiltransferase; AFP=

Alfafetoproteina.

Tabela 8. Frequéncia de valores alterados para perfil bioquimico no grupo total de
pacientes (GTotal), em pacientes com cirrose e carcinoma hepatocelular (G1) e cirrose
isolada (G2), de acordo com o sexo.

GTotal (N=158) G1(N=60) G2 (N=98) *Valor-P
Perfil Bioquimico
N % N % N % G1x G2
AST (U/L)
Masculino >40U/L 88 71,0 40 80,0 48 649 0,1053
Feminino >32U/L 24 70,6 5 500 19 79,2 0,1156
ALT (U/L)
Masculino >41U/L 43 34,7 22 440 21 284 0,1095
Feminino >33U/L 17 50,0 5 50,0 12 50,0 >0,9999
GGT (U/L)
Masculino (N= 124) >60U/L 87 70,2 42 84,0 45 60,8 0,0102
Feminino (N=34) >40U/L 27 79,4 9 90,0 18 750 0,6445
AFP (>7ng/mL)
Masculino (N= 124) 46 37,1 31 62,0 15 203 <0,0001
Feminino (N=34) 16 47,1 7 70,0 9 375 0,1341
Bilirrubina (>1mg/dL)
Masculino (N= 124) 92 74,2 36 72,0 56 75,7 0,8028
Feminino (N=34) 15 44,1 4 40,0 11 458 1,0000
Albumina (>3,5 ou>5,2 g/dL)
Masculino (N= 123) 73 59,4 29 59,2 44 595 0,9757
Feminino (N=34) 18 53,0 7 70,0 11 458 0,2701

*Teste Qui-Quadrado ou Fisher; N= Numero de individuos; AST= Aspartato aminotransferase;
ALT= Alanina aminotransferase; GGT= Gama glutamiltranspeptidase; AFP= Alfafetoproteina.
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3.6 Vitamina D e PTH (Figuras 4 e 5, Tabelas 9 e 10 e Apeéndice I)

Niveis séricos de vitamina D mostraram decréscimo em controles (G3d: mediana
= 27,06ng/mL), em comparacdo a pacientes com cirrose com ou sem CHC (GTd:
mediana = 38,1ng/mL), embora sem diferenca significante entre os grupos (P=0,0934;
Figura 4A). Houve semelhanga também para valores de PTH (Figura 4B), mas com
acréscimo nos controles (G3d: mediana = 46,93pg/mL), comparado ao grupo de
pacientes (GTd: mediana =38,77pg/mL; P=0,3139). Quanto aos valores alterados para
vitamina D (<30ng/mL), correspondeu a 30% dos pacientes (GTd) e 35% dos
individuos sem hepatopatias (G3d), e para PTH (<15 ou >65ng/m) 16,7% e 15%,
respectivamente, com semelhanga entre os grupos (P>0,05; Tabela 9). Os dados
individuais para niveis de vitamina D e PTH sdo apresentados no Apéndice I.

A distribui¢ao de pacientes com cirrose com ou sem CHC e controles, de acordo
com os niveis plasmaticos alterados e recomendados de vitamina D, considerando
polimorfismos de DBP e CYP24Al esta representada na Tabela 10. Houve maior
frequéncia de pacientes portadores de genotipos com pelo menos um alelo mutante
(_/A) para DBP-rs4588 (77,8%) e niveis reduzidos de vitamina D, comparado aos
controles (14,3%; P=0,0406). Por outro lado, o grupo controle mostrou maior frequéncia
de individuos portadores de genotipos com o alelo mutante e niveis aumentados de
vitamina D (76,9%), comparado aqueles com genotipo homozigoto selvagem (C/C:
23,1%; P=0,0166). O Apéndice I mostra valores de vitamina D e gen6tipos com pelo
menos um alelo mutante individualmente nos grupos de pacientes e controles.

A analise de correlacdo entre valores séricos de vitamina D ¢ PTH mostrou
correlagdo positiva moderada em pacientes com cirrose com ou sem CHC (R?= 0,3273),

mas nio nos controles (R*= 0,0106 — Figura 5).
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Figura 4. Box plot dos valores de vitamina D (A) e paratormonio (B) em um subgrupo

total de pacientes (GTd), pacientes com cirrose e carcinoma hepatocelular (G1d),

pacientes com cirrose isolada (G2d), e individuos sem hepatopatias (G3d).
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Tabela 9. Distribui¢do de valores alterados e recomendados de vitamina D e paratorménio em subgrupo de pacientes (GTd) com cirrose com ou
sem carcinoma hepatocelular (CHC), com cirrose ¢ CHC (G1d) e com cirrose isolada (G2d), e individuos sem hepatopatias (G3d).

*Valor-P
GTd Gl1d G2d G3d
GTdxG3d GldxG2d GldxG3d G2dxG3d
Vitamina D N=30 % N=4 % N=26 % N=20 %
¢ <30 ng/mL 9 30,0 1 25,0 8 30,8 7 35,0 0,9507 1,0000 1,0000 0,7616
Suficiente 21 70,0 3 75,0 18 69,2 13 65,0
Paratormonio N=24 % =3 % N=21 % N=20 %
¢ <15>65 pg/mL 4 16,7 1 33,3 3 15,0 3 15,0 1,0000 0,4368 0,4529 1,0000
Suficiente 20 83,3 2 66,7 18 90,0 17 85,0

*Teste Fisher ou Qui-quadrado; P= Nivel de Significancia; N= Numero de Individuos; ¢=Valor alterado.
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Tabela 10. Distribui¢do de pacientes com cirrose com ou sem carcinoma hepatocelular e controles, considerando niveis plasmaticos alterados e recomendados
de vitamina D e polimorfismos genéticos de DBP (Vitamin D-binding protein) e CYP24A1 (Cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1).

Vitamina D <30 ng/mL Vitamina D > 30 ng/mL *Valor-P
(a) Paciente (b) Controle (¢) Paciente (d) Controle
(N=9) (N=7) (N=21) (N=13) axb axc bxd cxd
N % N % N % N %
DBP-
rs4588
C/C 2 22,2 6 85,7 9 42,9 3 23,1
0,0406 04189 0,0166 0,2919
/A 7 77,8 1 14,3 12 57,1 10 76,9
DBP-
rs7041
T/T 3 33,3 2 28,6 8 38,1 3 23,1
1,0000 1,0000 1,0000 0,4653
G 6 66,7 5 71,4 13 61,9 10 76,9
CYP24A1-
rs6013897
A/A 2 22,2 0 0 3 14,3 0 0
0,4750  0,6220 - 0,2701
/T 7 77,8 7 100,0 18 85,7 13 100,0

*Teste Fisher ou Qui-quadrado; P= Nivel de Significancia; N= Numero de Individuos.
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Figura 5 - Anélise de correlagdo de vitamina D e paratormonio (PTH) em (A)
pacientes com cirrose com ou sem carcinoma hepatocelular, e (B) individuos sem
hepatopatias.
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3.7 Fatores Independentes (Tabela 11)

A analise de regressao logistica mostrou fatores independentes para cirrose com
ou sem CHC (GTotal), como tabagismo (OR=2,05; IC=1,16-3,63; P=0,0129), etilismo
(OR=12,68; 1C=7,13-22,56; P<0,0001), DM (OR=11,11; 1C=4,58-26,97; P<0,0001) e
idade (OR=1,03; IC=1,01-1,05; P=0,0031). A equacdo da regressdao logistica foi
representada por: (logit Y = -3,426751 +0,721182 Tabagismo +2,54012 Etilismo
+2,40803 DM +0,03157 Idade).

Para cirrose com CHC (Gl), os fatores de risco independentes foram etilismo
(OR=24,36; 1C=10,25-57,91; P<0,0001), DM (OR=15,27; 1C=4,53-51,47; P<0,0001) e
idade (OR=1,08; IC=1,04-1,12; P<0,0001). A equagao foi assim representada: logit Y =
-7,188803 +3,193171 Etilismo +2,726192 DM +0,078054 Idade.

Em relagdo a cirrose isolada (G2) destacaram-se tabagismo (OR=2,50; IC=1,34-
4,65; P=0,004), etilismo (OR=10,51; 1C=5,65-19,57; P<0,0001) ¢ DM (OR=10,04;
1C=3,85-26,17; P<0,0001). A equagdao foi assim representada: logit Y = -2,158793
+0,914776 Tabagismo +2,352948 Etilismo +2,306957 DM.

A andlise comparativa entre os grupos de pacientes com cirrose ¢ CHC e cirrose
isolada mostrou fatores independentes para cirrose com CHC, como aumento de idade
(OR=1,08; 1C=1,03-1,13; P=0,0005), sexo masculino (OR=3,36; IC=1,17-9,59;
P=0,0237), presenca de pelo menos um alelo polimorfico de CYP24A41-rs6013897 (_/T:
OR=14,18; 1C=1,50-133,71; P=0,0205), hepatites virais (OR=3,09; 1C=1,22-7,81;
P=0,0169) e wvalores alterados de GGT (OR=3,85; 1C=1,40-10,58; P=0,009), AFP
(OR=5.,46; 1C=2,32-12,88; P=0,0001) e creatinina (OR=3,58; IC=1,41-9,07; P=0,0071).

A equacao foi representada por logit Y = -11,490118 +0,08035 Idade +1,211304
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Homem +2,651871 CYP24A1 rs6013897 /T +1,129416 Hepatites Virais +1,348192
GGT +1,698801 AFP +1,276579 Creatinina.

Andlise semelhante considerando os subgrupos com dosagem de vitamina D
apresentou como fatores independentes para cirrose com ou sem CHC (GTd) etilismo
(OR= 21,68; IC= 2,56-183,21; P=0,0047), representada pela equagdo: logit Y = -
0,305382 +3,076717 Etilismo; e para cirrose com CHC (G1d), tabagismo (OR=14,50;
IC=1,10-189,46; P=0,0414) e etilismo (OR=12,10; IC=1,09-1,10; P=0,0421). A equagdo

foi representada por: logit Y =-1,613143 +2,67415 Tabagismo +2,493242 Etilismo.

3.8 Analise de Sobrevida (Figuras 6, 7 e 8)

A sobrevida dos pacientes com cirrose com ou sem CHC (GTotal= 141) foi
avaliada pela curva atuarial de Kaplan-Meier, a partir do diagndstico e genotipos com
pelo menos um alelo polimérfico em comparagao ao gendtipo homozigoto selvagem.

O polimorfismo DBP-rs7041 associou-se a maior sobrevida no grupo de
pacientes com pelo menos um alelo polimoérfico ( /G = 66,5+6,0%) em 11 anos de
seguimento, comparado ao homozigoto selvagem (T/T = 50,348,7%; P=0,0282; Figura
6A). Entretanto, para pacientes sem transplante (Figura 6B) e no grupo com transplante
(Figura 6C) observou-se semelhanga entre os referidos gendtipos (P>0,05). O mesmo
ocorrreu para os polimorfismos DBP-rs4588 (Figura 7A a 7C) e CYP24A1-rs6013897

(Figura 8A a 8C) (P>0,05).
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Tabela 11. Perfil de risco por analise de regressdo logistica em grupo total de pacientes e subgrupos para analise de vitamina D (GTotal e GTd = cirrose com ou

sem carcinoma hepatocelular — CHC), pacientes com cirrose e CHC (G1 e G1d), com cirrose isolada (G2 e G2d), comparado a individuos sem hepatopatias.

GTotal G1 G2 G1x G2
Covariantes Od(!s Intervalo de *Valor-P Odds Ratio Intervalo de *Valor-P Od(?s Intervalo de *Valor-P Odds Ratio Intervalo de *Valor-P
Ratio Confian¢a Confianca Ratio Confian¢a Confianca
Tabagismo 2,05 1,16 — 3,63 0,0129 - - - 2,50 1,34 — 4,65 0,004 - - -
Etilismo 12,68 7,13 -22,56 <0,0001 24,36 10,25 - 57,91 <0,0001 10,51 5,65-19,57 <0,0001 - - -
DM 11,11 4,58 —26,97 <0,0001 15,27 4,53 -51,47 <0,0001 10,04 3,85-26,17 <0,0001 - - -
HAS - - - - - - - - - - - -
Idade 1,03 1,01 — 1,05 0,0031 1,08 1,04 — 1,12 <0,0001 - - - 1,08 1,03 -1,13 0,0005
Sexo masculino - - - - - - - - - 3,36 1,17 -9,59 0,0237

DBP-rs4588 /A - - - - - - - - - - - -

DBP-rs7041_/G - - - - ; - - ] . ] ] ;

CYP24A1-rs6013897 } ; . - - - - - - 14,18 1,50-133,71  0,0205

T
Hepatites virais - - - - - - - - - 3,09 1,22 - 7,81 0,0169
GGT - - - - - - - - - 3,85 1,40 - 10,58 0,009
AFP - - - - - - - - - 5,46 2,32-12,88  0,0001
Creatinina - - - - - - - - - 3,58 1,41 -9,07 0,0071
GTd G1d Gad Gld x G2d
Covariantes g:g(s) Ilg:;};zl::cge *Valor-P  Odds Ratio Igt(f:;;;:l::‘}ge *Valor-P g:g(s) hét:;;.;:l::‘;ge *Valor-P Odds Ratio Ilét(f;};zl::‘}:e *V&;)lor-
Tabagismo - - - 14,50 1,10 - 189,46 0,0414 - - - - - -
Etilismo 21,68 2,56 - 183,21 0,0047 12,10 1,09-1,10 0,0421 - - - - - -

*P=Nivel de significancia; DM=Diabetes mellitus; HAS=Hipertensao arterial sistémica; DBP=Vitamin D-binding protein; CYP24A1=Cytochrome P450 family 24 subfamily A
member 1; GGT= gama glutamil transferase, AFP= Alfa-fetoproteina, d= subgrupo de individuos com dosagem de vitamina D.
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Figura 6. Curva atuarial de Kaplan-Meier para pacientes com cirrose com ou sem
carcinoma hepatocelular livres de evento morte, considerando o polimorfismo DBP-rs7041
em: A- grupo total de pacientes (com e sem transplante); B- pacientes sem transplante; C-
pacientes com transplante; portadores de genotipos com pelo menos um alelo polimérfico
(_/G), comparado ao genotipo homozigoto selvagem (T/T). DBP= Vitamin D-binding

protein.
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Figura 7. Curva atuarial de

Kaplan-Meier para pacientes com cirrose com ou sem

carcinoma hepatocelular livres de evento morte, considerando o polimorfismo DBP-rs4588
em: A- grupo total de pacientes (com e sem transplante); B- pacientes sem transplante; C-
pacientes com transplante; portadores de genotipos com pelo menos um alelo polimérfico
(_/A), comparado ao genotipo homozigoto selvagem (C/C). DBP= Vitamin D-binding

proftein.
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Figura 8. Curva atuarial de Kaplan-Meier para pacientes com cirrose com ou sem
carcinoma hepatocelular livres de evento morte, considerando o polimorfismo CYP24A1-
rs6013897 em: A- grupo total de pacientes (com e sem transplante); B- pacientes sem
transplante; C- pacientes com transplante; portadores de gendtipos com pelo menos um
alelo polimorfico (_/T), comparado ao gendtipo homozigoto selvagem (A/A). CYP24A1=
Cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1.
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4. DISCUSSAO

Foram estudados pacientes com cirrose com ou sem CHC considerando
variantes genéticas de DBP e CYP24A1, envolvidos com transporte e metabolismo da
vitamina D, abrangendo também aspectos demograficos e bioquimicos, assim como
comorbidades e hébitos de vida. Destacaram-se entre os pacientes etilismo, tabagismo e
DM?, prevalecendo o sexo masculino®®. A anélise de regressio logistica mostrou os
referidos fatores como de risco independente para cirrose com ou sem CHC”7%, sendo
etilismo e DM para ambas, e tabagismo particularmente na cirrose. Acrescenta-se para
cirrose com CHC o avanco de idade ¢ sexo masculino, corroborando, mas também

100,101

discordante de outros estudos’®®”, bem como a presenca de hepatites virais e nivel

sérico elevado de creatinina'®,

Reconhecidamente, a ingestdo de alcool em excesso aumenta a inflamacdo e o
estresse oxidativo'?, provocando danos no tecido hepatico com desenvolvimento de
fibrose, cirrose e CHC!%, confirmado também neste estudo. O consumo de 80g/dL ou
mais de alcool por dia durante 10 anos eleva a chance dessas hepatopatias'®. Estudos
mostram que etilismo estd associado ao vicio de tabaco e ambos se encontram
frequentes em pacientes com cirrose ¢ CHC, atuando em conjunto para o
desenvolvimento da doenca!®*1% Com mais de 40 compostos ativos metabolizados
pelo figado, o uso do tabaco ¢ potencial fator de risco por causar dano ao DNA e
responsavel, assim, pela hepatocarcinogénese!%%-107:108,

Neste estudo, DM também se destacou nos pacientes. Esse distirbio metabdlico,
problema de saude publico em nivel global, confere risco para o desenvolvimento de

doenca hepato gordurosa nio-alcodlica, cirrose e CHC!%%103:106 Al¢m disso, a DM tipo

2 implica na resisténcia a insulina e hiperinsulinemia, que provoca inflamagao,
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proliferacdo celular, inibicdo da apoptose e mutacdo de genes supressores de tumores,
também responsdveis para o desenvolvimento do cancer'?.

Por outro lado, houve semelhanca entre pacientes e controles para HAS, que em
outro estudo associou-se com cirrose hepatica e CHC, relacionada com aumento da
incidéncia e evolugdo de pior progndstico''’. No entanto, na cirrose, em relacio a
pressao vascular sistémica, ¢ importante considerar o acoplamento fisiopatologico entre
insuficiéncia hepatica e hipertensao portal, com o desenvolvimento de vasodilatagao
sistémica e esplancnica'!l. Isso reflete em circulacdo hiperdindmica geralmente presente
nos pacientes com cirrose, caracterizada por aumento do débito cardiaco, aumento da
freqiiéncia cardiaca e baixa resisténcia vascular sistémica e baixa pressdo arterial''!-!15,
Nesse contexto, vasodilatadores escapam a degradacdo pelo figado lesado e, em
excesso, desempenham papel na vasodilatagdo esplancnica e sistémica.

Na circulagado sist€émica, a vasodilatagdo arterial ocasiona a redugdo do volume
sanguineo central, com hipovolemia fisioldgica efetiva''®. Apesar da ativacdo dos
sistemas vasoconstritores endogenos, os pacientes apresentam hipotensao arterial, um
marcador de disfuncdo circulatéria'!’, em parte devido a reducdo da resposta vascular
aos vasoconstritores''®!"”. Desse modo, a hipertensdo arterial raramente se manifesta
em pacientes com cirrose. No entanto, ainda ha controvérsia quanto a compreensao da
regulagdo homeostatica em pacientes com cirrose ¢ hipertensdo arterial. Isso
provavelmente inclui a combinagio de vasodilatagio e vasoconstri¢do em paralelo!!!.

Em relagdo as variantes genéticas, DBP-rs4588 mostrou relevancia no sexo
feminino, com frequéncia reduzida do genotipo homozigoto selvagem (C/C) no grupo
com cirrose ¢ CHC, comparado a controles. Neste grupo de pacientes prevaleceram

gendtipos com pelo menos um alelo mutante ( /A), comparado a controles,
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corroborando outro estudo'?°

, mas em casuistica com hepatite por virus C, independente
do sexo. Além disso, mulheres com cirrose e CHC mostraram também maior frequéncia
do alelo mutante (A), comparado a cirrose isolada e controles. Ressalta-se, a
importancia da andlise de subgrupos de risco, cujos resultados ora apresentados devem
ser confirmados em ampla casuistica. Por outro lado, estudo de meta andlise nao
detectou associacdo dos polimorfismos de DBP (rs4588 e rs7041) com risco para
diversos tipos de cancer, incluindo CHC'!.

Neste estudo, pacientes e controles mostraram semelhanga na distribuicao

44121 Por outro

genotipica e alélica de DBP-7041, assim como em outras casuisticas
lado, ha referéncia de associagio do alelo mutante (G) com CHC'?? que, no entanto,
neste estudo conferiu acréscimo de sobrevida para o grupo total de pacientes, com ou
sem transplante (grupo geral), comparado aqueles com genotipo selvagem (T/T), em 11
anos de seguimento, o que nao ocorreu quando estratificados em transplantados e nao
transplantados. Em contrapartida, o referido polimorfismo associou-se a decréscimo de
sobrevida em pacientes com cancer de pulmio ou doenga renal'?>'?*. E notavel a
polémica envolvendo os fatores genéticos e a fisiopatologia de doencas degenerativas,
cuja escassez de estudos, assim como casuisticas reduzidas, ¢ limitante na discussao e
esclarecimento de mecanismos moleculares relacionados a vias metabolicas complexas.

Além disso, € possivel que outros polimorfismos de DBP, além desses ora
analisados, influenciem o risco de cancer. Destaca-se o efeito de variantes genéticas na
estrutura e atividade de DBP?**3°%34 influenciando sua afinidade a vitamina D, assim
como a concentracdo de 25(OH)D, como relatado para os polimorfismos de DBP

1s7041 e rs4588%2. A propdsito, no presente estudo, constatou-se associa¢io de nivel

reduzido de vitamina D com presenca do alelo mutante de DBP-rs4588 (_/A) em
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pacientes com cirrose com ou sem CHC. Ha referéncia, ainda, da influéncia dos
polimorfismos de DBP-rs7041 e DBP-rs4588 afetando a afinidade de ligagdo de DBP
com vitamina D, o que poderia influenciar consequentemente, sua atividade
antitumorigénese®?.

Adicionalmente, a agdo de drogas pode influenciar também a expressao génica
de DBP, assim como o respectivo nivel proteico'?’. Desse modo, acredita-se que a
medicdo da proteina circulante ¢ biologicamente mais efetiva do que o papel de
polimorfismos que podem explicar apenas parte desse mecanismo'??. E importante
considerar, ainda, a influéncia da fase aguda na regulacao de genes especificos, cuja
expressao ¢ estimulada ou suprimida como resposta a estresse, inflamagdo, sepse e
destruicdo tecidual'®. No entanto, variagdes genéticas nas diferentes etnias podem
contribuir para divergéncias entre os estudos'?.

Neste estudo, o polimorfismo CYP2441-rs6013897 também se associou com
cirrose ¢ CHC, representado pelos gendtipos com pelo menos um alelo mutante (_/T).
Nesse caso, apresentou-se como fator independente para a doenga, enquanto o genotipo
homozigoto selvagem (A/A) prevaleceu nos controles. Ha referéncia de associagdo do
polimorfismo CYP24A41-rs6013897 com cancer colorretal'?’, além de reagdes
inflamatorias’. Entretanto, sdo escassos os estudos em cirrose com ou sem CHC e
CYP24A1, o que ¢ necessario esclarecer tendo em vista sua associacdo com reagoes
inflamatorias’>.

Ressalta-se que a subfamilia do citocromo P450 (CYP24Al) ¢ uma enzima
mitocondrial que age na hidroxilacdo dos carbonos 23 e 24 e apresenta-se envolvida na

D28,72

regulacdo da concentragdo de vitamina e prevencdo de doengas'?’. A remocio do

gene em camundongos mostrou niveis circulantes elevados de 1,25(OH):D3 e
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dificuldade na metabolizacdo da vitamina D. Mutag¢des nas regides codificantes do
gene, impedem a atividade da 24-hidroxilase e sdo responsaveis pela hipercalcemia!?®.

A 1,25(0OH)2Ds induz a expressdo e ¢ o principal regulador do excesso de
CYP24A1, que por sua vez age da mesma forma quando os niveis circulantes da
vitamina D ativa estdo fisiologicamente ou patologicamente elevados'>'?%. A atividade
antiproliferativa benéfica da 1,25(OH)>D3 pode afetar a expressao de CYP24A41 durante
o desenvolvimento tumoral. Isso indica que a inibicdo da atividade e expressdo de
CYP241 ¢ essencial para a prevencio eficaz®®.

O processo da hepatocarcinogénese ¢ complexo e multifatorial, no qual o
conjunto de interacOes genéticas e ambientais interfere influenciando o
desenvolvimento do tumor. A andlise de uma Unica variante genética pode ser incapaz
de predizer risco ou protecdo. Assim, a identificacdo de um conjunto de polimorfismos
ou haplotipos relacionados a doenga poderiam esclarecer mecanismos moleculares
envolvidos na hepatocarcinogénese'%.

A reconstru¢ao de hapldtipos para DBP em casos e controles mostrou
semelhanga entre pacientes e controles, indicando auséncia de relagdo com risco ou
protecio para a doenca. Houve concordancia com estudo de Azevedo et al. (2017)* em
casuistica com hepatite C cronica, cujos haplotipos ndo mostraram relacdo com risco
para a doenca. Adicionalmente, constatou-se também desequilibrio de ligagdo (DL) para
DBP-rs4588-DBP-rs7041, corroborando Mateos-Mufios et al. (2016)!?° em casuistica
com hepatite C cronica, como também em mulheres brasileiras com sindrome do ovério
poliscistico!®®. A analise de haplétipos e DL implica em avaliar a associagio nio-

aleatéria de alelos em dois ou mais loci. Utilizada para entendimento de eventos

evolutivos e demograficos passados, mapear genes associados com caracteres
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quantitativos e doengas hereditarias, e entender a evolugdo de conjuntos de genes
interligados'!, além de medir o desvio da frequéncia haplotipica dos alelos na

populagio!?,

Confirmou-se, ainda, EHW para todos os SNPs corroborando a
literatura'3®!*, Nesse caso, significa que frequéncias alélicas de uma populagio estdo
estaveis com o passar das geragdes, sem impacto de fatores evolutivos, entre outros
eventos, que podem alterar essas frequéncias'.

Em relacao ao perfil bioquimico, o grupo com cirrose ¢ CHC, particularmente os
homens, mostraram niveis séricos mais elevados de AST, GGT e AFP comparado ao
grupo com cirrose isolada, o que pode acarretar pior prognostico em diversos tipos de

136

cancer °°. Niveis séricos elevados de AST e GGT, assim como de ALT, podem induzir

a estresse oxidativo, lesdo e ou esteatose hepatica, sendo preditores de doenga e

mortalidade'’.

Reconhecidamente, enzimas hepaticas do soro, em juncdo com
bilirrubina e GGT, sdo marcadores preditivos para CHC e evolucdo da doenga'*®. Neste
estudo, ressalta-se que além de niveis mais elevados de GGT nos pacientes com cirrose

e CHC, como em outra casuistica'3®

, €sse grupo mostrou também maior frequéncia de
valores alterados. Além disso, na analise de regressdao logistica GGT foi identificada
como fator independente no agravamento da doenga. A enzima GGT ¢ um marcador
sérico encontrado em células hepaticas e biliares. Nivel sérico elevado associa-se ao
aumento do risco de desenvolvimento de doengas hepaticas, metabolicas,
cardiovasculares e diabetes!®. Células tumorais sintetizam GGT, aumentando também,
assim, os niveis séricos'>®.

Utilizada amplamente no diagnéstico de cancer hepatico, a AFP ¢ considerada

um importante marcador soroldgico. Neste estudo, prevaleceram valores aumentados de

AFP em pacientes com cirrose ¢ CHC, comparado ao grupo com cirrose, corroborando
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a literatura , apresentando-se também como fator independente para a doencga. No

entanto, aconselha-se a utilizar esse marcador apenas como método preventivo e ndo

C140,141

diagnostico de CH , tendo em vista que niveis elevados de AFP podem também

ser encontrados na doenca hepatica cronica'>®.

Valores elevados de bilirrubina presentes principalmente no grupo de homens
com cirrose com ou sem CHC, se destacaram também em outro estudo como marcador
para a disfuncdo hepatica'*?. Ressalta-se que a sintese de vitamina D e bilirrubina no
tecido hepético, embora ocorrendo independentemente, uma pode afetar a outra'*. Lee
et al. (2019)'** observaram deficiéncia nos niveis de vitamina D em criangas associada a
nivel sérico elevado de bilirrubina, sugerindo que o comprometimento da fungdo
excretora no figado, prejudica a absor¢do da vitamina D no intestino'**. Por outro lado,
a albumina, sintetizada no figado e a principal proteina do plasma sanguineo, mostrou
niveis reduzidos em ambos os grupos de pacientes, confirmando sua associagdo com

disfun¢do hepatica'®’.

Isso poderia comprometer a via de transporte das formas
25(OH)D e 1,25(0OH),D, que embora transportadas principalmente pela DBP, ligam-se
também a albumina (10 a 15%), o que, entretanto, necessita esclarecimento.

A respeito da vitamina D, houve decréscimo de niveis séricos nos controles,
comparado a pacientes, mas sem diferenga significante. Entretanto, outra casuistica
mostrou associagio de niveis reduzidos de vitamina D com varios tipos de cancer'#.
Além disso, em estudo de coorte associou-se deficiéncia da vitamina D a estdgios

avancados da doenca e mortalidade'*’

. No presente estudo, cerca de 30% de pacientes e
controles mostraram niveis séricos de vitamina D <30ng/mL. No entanto, ¢ relatado

que em torno de dois ter¢os dos pacientes com CHC manifestam deficiéncia de vitamina
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D, mostrando que niveis séricos tém correlagdo inversa com a progressao de doencas
hepéticas!*8-131,

Estudo epidemiologico brasileiro, da regido sudeste do pais, mostrou niveis
reduzidos de vitamina D na populacdo'?. Fatores como latitude, baixa exposigdo solar e
uso de protetor solar podem interferir nos niveis séricos de vitamina D. Ressalta-se,
ainda, que a faixa etaria de adultos jovens, representada em todos os grupos, em sua
jornada profissional frequentam geralmente ambientes restritos com pouca exposi¢ao
solar, contribuindo também para a variacdo nos niveis séricos de vitamina D.
Entretanto, ha limitagdes neste estudo que, além do tamanho amostral reduzido, embora
tenha permitido a analise estatistica entre os grupos, representa a populacao brasileira de

153,154

etnia miscigenada , assim como a flutuacdo dos niveis de 25(OH)Ds; durante as

estagdes do ano'?>1>.

Neste estudo, correlacionou-se niveis de vitamina D e PTH. Reconhecidamente,
mesmo em situagdes de deficiéncia de vitamina D, a forma ativa [1,25(OH).D] pode
apresentar niveis satisfatorios sob mediagao de PTH. Nesse caso, a hipovitaminose D
ocasiona hipocalcemia que influencia a sintese de PTH, o qual estimula a expressao da

2871 Desse

1-o-hidroxilase que participa da conversao de 25(OH)D na forma ativa
modo, € possivel que mesmo em quadros de deficiéncia de vitamina D, o calcitriol pode
estar em quantidade aparentemente normal, as custas de PTH. Nesse processo, o PTH
age sobre 0 0sso para aumentar o influxo de célcio e fosfato, com proposito de aumentar
a sintese de vitamina D que, por sua vez, suprime a producao e secrecao de PTH,
encerrando o ciclo de feedback negativo'>°.

Neste estudo, pacientes e controles mostraram semelhan¢a nos niveis de PTH,

corroborando outro estudo em cancer de mama'>’. Por outro lado, vitamina D e PTH
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apresentaram correlacdo positiva moderada apenas nos pacientes, enquanto em outra
casuistica!®® foi observada correlagdo negativa, sugerindo valores elevados de PTH em
deficiéncia de vitamina D e vice-versa. Nesse contexto, ressalta-se que alteragdes
genéticas em DBP, que participa ativamente da via metabdlica de vitamina D, poderia
influenciar seu nivel sérico, com secrecdo compensatéria de PTH em caso de
deficiéncia de vitamina D?®. A proposito, este estudo mostrou maior frequéncia de
niveis reduzidos de vitamina D em pacientes com cirrose com ou sem CHC portadores
de pelo menos um alelo mutante (_/A) para DBP-rs4588, comparado ao grupo controle,
concordante com Santos et al. (2017)"°. Entretanto, individuos do grupo controle com
niveis elevados de vitamina D mostraram também prevaléncia de gen6tipos com o alelo
mutante, sugerindo que outros fatores influenciam os niveis de vitamina D, o que deve

ser confirmado em casuisticas mais numerosas, incluindo outros fatores de risco.
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5. CONCLUSAO

Este estudo permite as seguintes conclusdes.

1. Variantes genéticas da via da vitamina D, representadas pelos gentipos com
o alelo mutante de DBP-rs4588, particularmente em mulheres, assim como, o0s
gendtipos com o alelo mutante de CYP2441-rs6013897 associam-se com cirrose e
CHC.

2. Os haplotipos de DBP-rs4588-rs7041, com semelhanca entre pacientes de

controles, ndo demonstram associa¢ao com cirrose com ou sem CHC.

3. Niveis séricos de vitamina D nao diferenciam pacientes de controles,
entretanto, ha associagdo do polimorfismo DBP-rs4588 com niveis reduzidos de
vitamina D em pacientes, ¢ aumentados nos controles, sugerindo que outros fatores
influenciam os niveis de vitamina D.

4. Sdo relevantes como fatores independentes e possiveis preditores para cirrose
com CHC etilismo, DM, avango de idade, CYP24A41-rs6013897, GGT, AFP, creatinina
e hepatites virais; enquanto tabagismo, etilismo e DM para cirrose isolada. Por outro
lado, o polimorfismo DBP-rs7041 confere acréscimo de sobrevida para pacientes com

cirrose com ou sem CHC, sugerindo seu carater protetor.
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APENDICE I - Distribui¢io de subgrupos de pacientes com cirrose com ou sem
carcinoma hepatocelular e individuos sem hepatopatias (controles), considerando
dosagem sérica de vitamina D, paratorménio (PTH), assim como genétipos com
um alelo mutante para polimorfismos de DBP (Vitamin D-binding protein) e

CYP24A1 (Cytochrome P450 family 24 subfamily A member).

Idade VitaminaD Valor PTH DBP-  DBP-— CYP24Al-

Individuo Sexo anos ng/mL pg/mL rs4588 rs7041 rs6013867
/A /G /T

1 Pac M 58 39,09 61,84 N S S
2 Pac M 62 49,59 32,83 S N S
3 Pac F 55 36,02 102,90 N S N
4 Pac M 33 33,70 46,91 S N S
5 Pac M 57 43,98 82,67 N S S
6 Pac M 41 35,88 28,42 S N S
7 Pac M 52 23,62 24,28 N S S
8 Pac M 56 65,10 172,00 S S S
9 Pac M 49 63,42 28,57 S S S
10 Pac F 64 36,99 45,82 N S S
11 Pac M 60 58,05 41,53 S N S
12 Pac M 61 8,58 35,91 S N S
13 Pac F 57 30,06 48,71 S S N
14 Pac M 55 19,10 17,41 N S S
15 Pac F 58 18,40 16,70 S S S
16 Pac M 53 54,69 22,39 S N S
17 Pac M 64 45,98 24,79 N S S
18 Pac M 57 65,2 214,6 N S S
19 Pac F 74 28,32 59,2 S S S
20 Pac M 49 22,32 41,25 S N N
21 Pac M 64 21,30 44,21 N S S
22 Pac M 52 49,33 36,3 S N S
23 Pac F 66 38,6 26,58 S S S
1 Cont M 49 35,20 37,90 N S S
2 Cont M 62 20,75 63,70 S N S
3 Cont M 67 22,64 50,14 N S S
4 Cont M 54 41,04 41,54 N S S
5 Cont F 65 42,78 76,78 N S S
6 Cont M 49 24,56 29,45 S N S
7 Cont M 53 50,59 41,91 S N S
8 Cont M 55 42,08 58,14 N S S
9 Cont F 73 28,05 20,28 S N S
10 Cont M 61 19,52 37,58 N N S
11 Cont F 54 27,51 42,29 S S S

Continua
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Idade VitaminaD ValorpTH DPBP-  DBP- CYP24Al-

Individuo Sexo anos ng/mL pg/mL rs4588 rs7041 rs6013867
/A /G /T
12 Cont M 60 21,47 35,96 S S S
13 Cont M 66 26,61 85,04 N S S
14 Cont M 49 14,63 61,19 S N S
15 Cont F 62 23,64 64,75 S S S
16 Cont M 64 29,09 30,39 N S S
17 Cont F 74 23,51 65,85 S S S
18 Cont M 65 42,21 49,85 N S S
19 Cont M 57 32,93 54,02 N S S
20 Cont M 67 18,19 44,02 S S S

Pac= Paciente; Cont= Controle; M= sexo masculino; F= sexo feminino; PTH=
paratormonio; DBP (Vitamin D-binding protein) e CYP24A1 (Cytochrome P450 family
24 subfamily A member); N= Nao; S= Sim; /A, /Ge /T= gendtipos com pelo menos

um alelo de risco.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar associa¢dao de polimorfismos genéticos da proteina transportadora da
vitamina D (DBP-1s4588 e DBP-rs7041) e do citocromo P450 familia 24 subfamilia A
membro 1 (CYP24A41-rs6013897), em pacientes com cirrose com ou sem carcinoma
hepatocelular (CHC), assim como perfil-demografico/clinico/bioquimico, incluindo
niveis séricos de vitamina D, além de sobrevida. Métodos: Foram estudados 383
individuos, incluindo Grupo Total de pacientes (GTotal: N=158) com cirrose com ou
sem CHC, distribuidos em Grupo 1 (G1): 60 com cirrose e CHC (46 a 81 anos) e Grupo
2 (G2): 98 com cirrose isolada (16 a 71 anos), e o grupo controle sem hepatopatias (G3:
N=225 - 20 a 84 anos). Os polimorfismos genéticos foram analisados por PCR
(polymerase chain reaction) em tempo real. Admitiu-se erro o de 5%. Resultados —
Prevaleceu sexo masculino, particularmente em G1(P<0,05). Tabagismo, etilismo e
diabetes mellitus (DM) destacaram-se em pacientes (P<0,0001). Para DBP-rs4588 ¢
DBP-rs7041 todos os grupos apresentaram semelhanca (P>0,05). Para CYP24Al-
rs6013897 o genotipo com pelo menos um alelo polimoérfico (/T) predominou em G1
(98,3%) versus G2 (88,8%;P=0,0309). Observou-se desequilibrio de ligacdo para
rs4588-rs7041 em pacientes e controles (P=0,00000). Houve semelhanca haplotipica
entre grupos (P>0,05). Niveis séricos de vitamina D e paratormonio (PTH) foram
semelhantes entre subgrupos de pacientes (N=30) e controles (N=20) (P>0,05).
Observou-se correlacdo positiva moderada entre vitamina D e PTH nos pacientes
(GTotal: R?=0,3273). Destacaram-se como fatores independentes para cirrose
tabagismo, etilismo e diabetes mellitus (DM), assim como para cirrose com CHC,
exceto o tabagismo, acrescentando-se também, nesse caso, avango da idade, sexo

masculino, alelo polimoérfico de CYP2441-rs6013897 (_/T), hepatites virais e niveis
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séricos alterados de gama glutamil transpeptidase (GGT), alfa fetoproteina (AFP) e
creatinina. Observou-se aumento de sobrevida na presenca do alelo polimoérfico de
DBP-rs7041 (P=0,0282). Conclusao — Polimorfismo CYP24A41-rs6013897 associa-se
com cirrose ¢ CHC, confirmando como preditores etilismo, DM, avango de idade,
CYP24A41-rs6013897, GGT, AFP, creatinina e hepatites virais, enquanto tabagismo,
etilismo e DM para cirrose isolada. Polimorfismo DBP-rs4588 associa-se com niveis
reduzidos de vitamina D em pacientes, enquanto DBP-rs7041 confere maior sobrevida
para pacientes com cirrose com ou sem CHC.

Palavras-Chave: Figado, Polimorfismo de nucleotideo tnico, Neoplasia, Vitamina D.

Introducio

Cirrose ¢ uma doenca hepatica crOnica irreversivel que se caracteriza por
fibrose, vérias lesdes estruturais hepaticas' e formacio de nddulos regenerativos’.
Representa uma das principais causas de morbidade e mortalidade®, no entanto, sua
prevaléncia é subestimada, pois muitos pacientes permanecem assintomaticos®. De
acordo com o Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME) da Universidade de
Washington, em 2017, a cirrose e outras doencas cronicas do figado destacaram-se
como a décima causa de morte no mundo (2,36% do total de mortes)’.

Ressalta-se que a cirrose estd diretamente associada ao desenvolvimento do
carcinoma hepatocelular (CHC)!®, presente em 90% dos casos desse tipo tumoral®’. O
CHC, representa a principal neoplasia primaria do figado®® com alta taxa de
mortalidade'’, sendo a terceira causa mais comum de morte relacionado ao cancer no

mundo, com 692 mil casos por ano®.

Reconhecidamente, eventos biomoleculares que desencadeiam a carcinogénese
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hepatica podem resultar de alteracdes que interferem na sintese de 4cido
desoxirribunucleico (DNA) como a cirrose e infec¢do viral (VHB e VHC)!'. Além
disso, ressalta-se o papel da vitamina D, reconhecida por manter a homeostase do
calcio, imunomodulagdo e pelo poder inibitério no cancer'?. Acrescenta-se, ainda, sua
participagdo como modulador da proliferagdao celular. Desse modo, a vitamina D vem
sendo alvo de diversos estudos, devido aos seus beneficios a saude e a possivel
prevencido de doencas cronicas, como o cancer'>.

O gene da proteina transportadora da vitamina D (DBP) participa também de
inimeras fungdes nas vias metabolicas e biologicas, destacando-se a regulacdo do
desenvolvimento d0sseo, incluindo captura de actina, e modulacdo de respostas imunes
14151617 "por ser sintetizada no figado, os pacientes com deficiéncia hepatica como
cirrose e CHC apresentam concentragdes séricas reduzidas de DBP!%  As
combinagdes alélicas e fenotipicas do gene mostram variagdes nas concentragdes séricas
entre as etnias'”?°. Nesse caso, as variantes genéticas DBP-rs4588 e DBP-rs7041,
associam-se com niveis séricos reduzidos de 25(OH)D?*2! podendo apresentar

consequéncias clinicas?!?

, 0 que necessita esclarecimento para cirrose e CHC.

O gene do citocromo P450 da familia 24, subfamilia A, membro 1 (CYP24A1)
codifica a 25-hidroxivitamina D3-24-hidroxilase. Essa enzima catalisa a conversao de
25(OH)D3 e 1,25(0OH)2D3 em produtos hidroxilados, que constituem a degradagdo da
molécula de vitamina D?. Adicionalmente, o aumento da expressio de CYP24AI e
atividade da respectiva enzima 24-hidroxilase associa-se com a degradagdo de
25(OH)D3 em 24,25(OH):D3, o que pode estar relacionado com alteragdo do nivel
sérico de 25(OH)Ds!”. Ressalta-se que a vitamina D, na sua forma ativa 1,25(0OH).D,

regula varios genes incluindo o efetor chave de seu catabolismo, o CYP24A1%*
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relacionado ao cancer de prostata®®, cuja expressio apresenta-se aumentada nos

pacientes em estagio avancado da doenga®®.

Além disso, variantes genéticas de
CYP24A1 (rs6013897) associam-se a rea¢des inflamatorias’’, o que deve ser esclarecido
nas hepatopatias.

Desse modo, este estudo teve como objetivo avaliar a associagdo de
polimorfismos genéticos da proteina de ligacdo da vitamina D (DBP-rs4588 ¢ DBP-
rs7041) e do citocromo P450 familia 24 subfamilia A membro 1 (CYP24A41-rs6013897)

na cirrose com ou sem CHC, considerando perfil demografico-clinico-bioquimico,

assim como habitos de vida e sobrevida.

Métodos

Foram estudados 383 individuos, distribuidos em: Grupo Total (GTotal) = 158,
sendo subdivididos em Grupo 1 (G1) = 60 (46 a 81 anos) com diagnostico de cirrose
com CHC; Grupo 2 (G2) =98 (16 a 71 anos) com cirrose isolada, acomapanhados no
Servico de Transplante de Figado e Instituto do Cancer de Gastroenterologia do
Hospital de Base/Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto-HB/FAMERP, e 225
individuos sem doencgas hepaticas (grupo controle — G3; 20 a 84 anos) selecionados no
Hemocentro — HB/FAMERP e por voluntarios sem evidéncias clinicas e laboratoriais
(niveis séricos de aspartato aminotransferase — AST, alanina aminotrasferase — ALT,
gama-glutamiltransferase - GGT) que confirmaram a auséncia de doengas hepaticas. Os
participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Aprovado pelo
Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto

(CEP/FAMERP; Processo nimero 435/2011 e 6910/2011).
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Incluiram-se como critérios de exclusdao doencas correlacionadas a niveis séricos

reduzidos de vitamina D, como diabetes tipo 1, doenca de Crohn, tuberculose’®%,

30 esclerose multipla, hepatite autoimune’!, psoriase’?, doenca de Graves™, e

hanseniase
o uso de suplementos vitaminicos com vitamina D.

O diagnoéstico de cirrose foi realizado pela combinagdo de critérios clinicos
(figado reduzido de volume, superficie irregular e consisténcia aumentada,
esplenomegalia e sinais periféricos de hepatopatia cronica e hipertensao portal);
laboratoriais (plaquetopenia, hipoalbuminemia e distirbios da coagulagdo) e
imagenologicos (figado reduzido de volume, superficie irregular, sinais de hipertensao
portal) presentes na doenga, e por biopsia, quando necessario*.

O diagnoéstico de CHC foi realizado de acordo com as diretrizes de pratica da
American Association for the Study of Liver Disease (AASLD), que incluem exames de
imagem (tomografia computadorizada, ressonancia magnética), sorologia de
alfafetoproteina (AFP) e biopsia, indicada por nodulos hepaticos de diametro <1 cm,
e/ou diagndstico por imagem inconclusivo®®>. O grau de estadiamento para cirrose e
CHC foi classificado pelos métodos de Child-Pugh e MELD (Model for End-Stage
Liver Disease), ambos usados para classificar a prioridade dos pacientes para o
transplante de figado®®.

Dados sobre comorbidades (hipertensdo arterial sistémica - HAS e diabetes
mellitus - DM), hdbitos de vida (tabagismo e etilismo) e perfil demografico (sexo e
idade), bioquimico (AST, ALT, GGT, alfafetoproteina - AFP, bilirrubina e albumina)
foram obtidos por questionario, prontuario médico eletronico ou fisico e protocolos pré-
estabelecidos para seguimento de rotina dos pacientes nos referidos servigos.

Todos os participantes foram submetidos a coleta de uma amostra de sangue
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periférico (5 mL) em tubos com 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), para
extracdo de DNA gendmico. Para dosagem sérica de vitamina D e paratorménio (PTH)
foram coletados 5 mL de sangue em tubo seco, realizado no Laboratério Central do
complexo HB/FAMERP, com subgrupos constituidos: GTd = 30 pacientes do grupo
total, sendo 4 com cirrose e CHC (G1d), e 26 com cirrose isolada (G2d); e G3d = 20
individuos do grupo controle sem hepatopatias. Considerou-se valores alterados para
vitamina D, niveis séricos <30 ng/mL*7 e para PTH <15 e >65 ng/mL*.

Apos a extragio de DNA gendmico® os polimorfismos de nucleotideo tinico
(SNPs) dos genes DBP-rs4588 (C__ 8278879 10), DBP-rs7041 (C___ 3133594 30) e
CYP24A1-rs6013897 (C_ 29958084 10) foram genotipados com ensaios TagMan® por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, realizada em volume final de 5
uL de amostra em cada um dos 96 pogos da placa, composta pela mistura de 1,375 uL
de 4gua Depc (dietil pirocarbonato), 2,5 pL TagMan® Genotyping Master Mix (Applied
Biosystems - Thermo Scientific™), 0,125 pL da Sonda TagMan® SNP Genotyping
Assays para cada polimorfismo e 1 pL de DNA diluido. As reagdes para amplificagao
dos segmentos polimorficos foram conduzidas as seguintes termociclagens: 95°C por 10
minutos, seguido de 47 ciclos a 92 °C por 15 segundos cada e 60 °C por 1 minuto, no
equipamento StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). A anélise
dos alelos foi realizada pelo programa StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems).

Teste exato de Fisher ou Qui-quadrado foi aplicado para analisar varidveis
qualitativas, incluindo frequéncias genotipicas e alélicas, sexo, distribui¢do de valores
alterados para perfil bioquimico, comorbidades, héabitos de vida. Teste-t ou Mann-
Whitney foi utilizado na analise de variaveis quantitativas (idade e perfil bioquimico)

no programa GraphPad Prism (versdao 5.0). Curva atuarial (Kaplan-Meier) de sobrevida
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foi analisada considerando pelo menos um alelo polimorfico, assim como, analise de
regressao logistica (StatsDirect Statistal Analysis). Para os SNP foram analisados o
equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) e desequilibrio de ligagdo (DL) pelo programa

Arlequin v. 3.114041

, além de diferencas nas frequéncias haplotipicas entre os grupos
pelo programa GraphPadPism (versdao 5.0). Admitiu-se nivel de significancia para valor

P<0,05.

Resultados

Houve prevaléncia do sexo masculino em todos os grupos, destacando-se em
pacientes com cirrose ¢ CHC (Gl) em comparacdo ao grupo com cirrose (G2;
P=0,0002) e G3 (P=0,0018). Tabagismo, etilismo ¢ DM prevaleceram em pacientes
comparado a controles (P<0,0001; Tabela 1). Observou-se equilibrio de Hardy-
Weinberg para todos os SNPs, em pacientes e controles (P>0,05). Com relacio ao perfil
genético, para DBP-rs4588 e DBP-rs7041, houve semelhanga entre os grupos em todas
as comparacdes para distribuicdo genotipica e alélica (P>0,05). Para CYP24A1-
rs6013897, o gendtipo com pelo menos um alelo polimoérfico (/T) predominou em G1
(98,3%) versus G2 (88,8%;P=0,0309).

A andlise de desequilibrio de ligacdo (LD) mostrou significancia de rs4588-
rs7041 em pacientes e controles (P=0,00000, para ambos). Os haplotipos foram
reconstruidos para o conjunto de SNPs de DBP (rs4588 e rs7041) e comparados entre
GTotal e G3, sem diferenga significante entre os grupos (P>0,05).

Houve semelhanca para niveis séricos de vitamina D e PTH. No entanto,
vitamina D mostrou decréscimo, e PTH acréscimo, respectivamente, em controle

comparado ao grupo de pacientes. Valores alterados para vitamina D (<30ng/mL),



81

correspondeu a 30% dos pacientes (GTd) e 35% dos individuos sem hepatopatias (G3d),
e para PTH (<15 ou >65ng/m) 16,7% e 15%, respectivamente, com semelhanga entre os
grupos (P>0,05).

De acordo com os niveis plasmaticos alterados e recomendados de vitamina D,
houve maior prevaléncia de alelos mutantes ( /A) para DBP-rs4588 associado a niveis
reduzidos de vitamina D no GTotal (77,8%) comparado ao G3 (14,3%; P=0,0406).

Houve correlagao positiva moderada em pacientes com cirrose com ou sem CHC
(R?= 0,3273) entre valores séricos de vitamina D e PTH, no entanto, o mesmo nio foi
observado em controles (R*= 0,0106).

Destacaram-se como fatores independentes para G2 o tabagismo, etilismo e
diabetes mellitus (DM) Para G1, destacaram-se etilismo, DM avango da idade, sexo
masculino, alelo polimorfico de CYP24A41-rs6013897 (_/T), hepatites virais e niveis
séricos alterados de gama glutamil transpeptidase (GGT), alfa fetoproteina (AFP) e
creatinina, comparado ao G2 (Tabela 2).

O polimorfismo DBP-rs7041 destacou maior sobrevida no grupo de pacientes
com pelo menos um alelo polimérfico (/G = 66,5+6,0%) em 11 anos de seguimento,
comparado ao homozigoto selvagem (T/T = 50,348,7%; P=0,0282). DBP-rs4588
também mostrou acréscimo na sobrevida em portadores de genotipos com pelo menos
um alelo polimorfico em 13 anos de seguimento, assim como CYP24A41-rs6013897 para
o gendtipo homozigoto selvagem em 5 anos de seguimento, porém sem diferenca

significante para ambos (P>0,05; Figura 1 e 2).
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Discussao

Foram estudados pacientes com cirrose com ou sem CHC considerando
variantes genéticas de DBP e CYP24A1, envolvidos com transporte e metabolismo da
vitamina D, abrangendo também aspectos demograficos e bioquimicos, assim como
comorbidades e héabitos de vida. Destacaram-se entre os pacientes etilismo, tabagismo e
DM*, prevalecendo o sexo masculino®. A analise de regressdo logistica mostrou os

C**, sendo

referidos fatores como de risco independente para cirrose com ou sem CH
etilismo ¢ DM para ambas, e tabagismo particularmente na cirrose. Acrescenta-se para
cirrose com CHC o avango de idade e sexo masculino, corroborando, mas também

4748 & nivel sérico

discordando, de outros estudos**. A presenca de hepatites virais
elevado de creatinina*’ em pacientes com CHC também foi observada neste estudo.
Reconhecidamente, a ingestdo de alcool em excesso aumenta a inflamagdo e o
estresse oxidativo*’, provocando danos no tecido hepatico com desenvolvimento de
fibrose, cirrose e CHC™, confirmado também neste estudo. Estudos mostram que
etilismo estd associado ao vicio de tabaco e ambos se encontram frequentes em
pacientes com cirrose ¢ CHC, atuando em conjunto para o desenvolvimento da

51-53

doenga”'~°, sendo potencial fator de risco por causar dano ao DNA e responsavel,

assim, pela hepatocarcinogénese*’>*>>,

Neste estudo, DM também se destacou nos pacientes. Esse distirbio metabdlico,
problema de saude publico em nivel global, confere risco para o desenvolvimento de
doenca hepato gordurosa ndo-alcodlica, cirrose e CHC**12, Além disso, a DM tipo 2
implica na resisténcia a insulina e hiperinsulinemia, provocando inflamagao,

proliferacdo celular, inibicdo da apoptose e mutacdo de genes supressores de tumores,

também responsaveis para o desenvolvimento do cancer>.
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Confirmou-se, ainda, EHW para todos os SNPs corroborando a literatura®’-,

Constatou-se também, desequilibrio de ligacdo (DL) para DBP-rs4588-DBP-rs7041,
corroborando Mateos-Muiios et al. (2016)>° em casuistica com hepatite C crénica, como
também em mulheres brasileiras com sindrome do ovério poliscistico®. A reconstrugio
de haplotipos para DBP mostrou semelhanca entre pacientes e controles, indicando
auséncia de relacdo com risco ou protecdo para a doenga, concordando com estudo de
Azevedo et al. (2017)%! em casuistica com hepatite C cronica.

Neste estudo, pacientes e controles mostraram semelhanga na distribuicao
genotipica e alélica de DBP-rs4588 e DBP-7041, assim como em outras casuisticas®!¢2,
Por outro lado, ha referéncia de associagao do alelo mutante de DBP-7041 (G) com
CHC® que, no entanto, neste estudo conferiu aumento de sobrevida em pacientes com
cirrose com ou sem CHC, comparado aqueles com gendtipo selvagem (T/T), em 11
anos de seguimento. Todavia, o referido polimorfismo associou-se a decréscimo de
sobrevida em pacientes com cancer de pulméio ou doenca renal®®.

Destaca-se o efeito de variantes genéticas na estrutura e atividade de DBP!%-2%:22,
influenciando sua afinidade a vitamina D, assim como a concentragdao de 25(OH)D,
como relatado para os polimorfismos de DBP rs7041 e rs4588%¢. A proposito, no
presente estudo, constatou-se associagdao de nivel reduzido de vitamina D com presenga
do alelo mutante de DBP-rs4588 (_/A) em pacientes com cirrose com ou sem CHC®,
Ha referéncia, ainda, de sua influéncia reduzindo a funcdo de DBP e,
consequentemente, sua atividade antitumorigénese®®. No entanto, variagdes genéticas
nas diferentes etnias podem contribuir para divergéncias entre os estudos®’.

Neste estudo, o polimorfismo CYP2441-rs6013897 também se associou com

cirrose ¢ CHC, representado pelos gendtipos com pelo menos um alelo mutante (_/T).
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Nesse caso, apresentou-se como fator independente para a doenga, enquanto o genotipo
homozigoto selvagem (A/A) prevaleceu nos controles. Ha referéncia de associagdo do
polimorfismo CYP24A1-rs6013897 com cancer colorretal®’, além de reagdes
inflamatorias, entretanto, sdo escassos os estudos em cirrose com ou sem CHC?’.

Na analise de regressao logistica GGT foi identificada como fator independente
no agravamento do CHC. A enzima GGT ¢ um marcador sérico encontrado em células
hepaticas e biliares. Nivel sérico elevado associa-se ao aumento do risco de
desenvolvimento de doencas hepaticas, metabdlicas, cardiovasculares e diabetes®.

Utilizada amplamente no diagnéstico de cancer hepatico, a AFP ¢ considerada
um importante marcador soroldgico. Neste estudo, prevaleceram valores aumentados de
AFP em pacientes com cirrose ¢ CHC, comparado ao grupo com cirrose, corroborando

a literatura®-7°

, apresentando-se também como fator independente para a doenca. No
entanto, aconselha-se utilizar esse marcador apenas como método preventivo € nao
diagndstico de CHC®*"!, tendo em vista que niveis elevados de AFP podem também ser
encontrados na doenca hepéatica cronica’®.

A respeito da vitamina D, houve decréscimo de niveis sé€ricos nos controles,
comparado a pacientes, mas sem diferenca significante. Entretanto, outra casuistica
mostrou associa¢do de niveis reduzidos de vitamina D com varios tipos de cancer’?.
Além disso, em estudo de coorte associou-se deficiéncia da vitamina D a estdgios
avangados da doenca e mortalidade”. No presente estudo, cerca de 30% de pacientes e
controles mostraram niveis séricos de vitamina D <30ng/mL. No entanto, ¢ relatado
que em torno de dois ter¢os dos pacientes com CHC manifestam deficiéncia de vitamina
D, mostrando que niveis séricos tém correlagdo inversa com a progressdo de doengas

hepaticas’"’.
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Estudo epidemiolégico brasileiro, da regido sudeste do pais, mostrou niveis
reduzidos de vitamina D na populagdo’®. Entretanto, a populagio brasileira de etnia
miscigenada e a flutuagdo dos niveis de 25(OH)D3 durante as estagdes do ano devem

ser consideradas’®%?

, assim como no presente estudo.

Neste estudo, correlacionou-se niveis de vitamina D e PTH. Reconhecidamente,
mesmo em situacdes de deficiéncia de vitamina D, a forma ativa [1,25(OH).D] pode
apresentar niveis satisfatorios sob mediagdo de PTH**®. Nesse processo, o PTH age
sobre o 0sso para aumentar o influxo de célcio e fosfato, com proposito de aumentar a
sintese de vitamina D que, por sua vez, suprime a producdo e secre¢do de PTH,
encerrando o ciclo de feedback negativo®.

Neste estudo, pacientes e controles mostraram semelhanga nos niveis de PTH,
corroborando outro estudo em cancer de mama®®. Por outro lado, vitamina D e PTH
apresentaram correlacdo positiva moderada apenas nos pacientes, enquanto em outra
casuistica®’ foi observada correlacdo negativa, sugerindo valores elevados de PTH em
deficiéncia de vitamina D e vice-versa. Nesse contexto, ressalta-se que alteragdes
genéticas em DBP, que participa ativamente da via metabdlica de vitamina D, poderia
influenciar seu nivel sérico, com secrecdo compensatéria de PTH em caso de
deficiéncia de vitamina D%,

Em conclusdo, polimorfismo de CYP24A1-rs6013897 associa-se com cirrose €
CHC, destacando-se também como possiveis preditores etilismo, DM, avango de idade,
GGT, AFP, creatinina e hepatites virais; enquanto tabagismo, etilismo e DM para
cirrose isolada. Polimorfismo DBP-rs4588 associa-se com niveis reduzidos de vitamina
D em pacientes enquanto DBP-rs7041 confere aumento de sobrevida para pacientes

com cirrose com ou sem CHC.
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Figura 1. Curva atuarial de Kaplan-Meier para livres de evento (morte), considerando

os polimorfismos (A) DBP-rs7041 e (B) DBP-rs4588 em pacientes com cirrose com ou

sem carcinoma hepatocelular, portadores de genotipos com pelo menos um alelo

polimorfico (/G e /A, respectivamente), comparado ao genotipo homozigoto

selvagem (T/T, para ambos). DBP=Vitamin D-binding protein.
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Figura 2 Curva atuarial de Kaplan-Meier para livre de evento (morte), considerando o

polimorfismo CYP24A41-rs6013897 em pacientes com cirrose com ou sem carcinoma

hepatocelular, portadores de gendtipos com pelo menos um alelo polimérfico (_/T),

comparado ao genotipo homozigoto selvagem (A/A). CYP24A1= Cytochrome P450

family 24 subfamily A member 1.



Tabela 1. Perfil demografico, habitos de vida e comorbidades no grupo total de pacientes (GTotal), pacientes com cirrose e carcinoma
hepatocelular (G1), com cirrose isolada (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Caracteristica (ﬂ‘l’% G1(N=60) G2 (N=98) G3 (N=225) *Valor-P
GTotal x G3 G1xG2 G1xG3 G2xG3
Sexo N % N % N % N %
Masculino 124 78.5 50 83,3 74 75,5 127 564
L <0,0001 0,0002 0,0018 0,3361
Feminino 34 21,5 10 16,7 24 24,5 98 43,6
Habito de vida N % N % N % N %
Tabagismo 74 46,8 27 45,0 47 48,0 45 20,0 <0,0001 0,8434 <0,0001 <0,0001
Etilismo 98 62,0 39 65,0 59 60,2 26 11,6 <0,0001 0,6643 <0,0001 <0,0001
Comorbidade N % N % N % N %
DM 41 26,0 16 26,7 25 25,5 8 3,6 <0,0001 0,8721 <0,0001 <0,0001
HAS 53 33,5 18 30,0 35 35,7 70 31,1 0,6959 0,5723 0,9934 0,4947

P=Nivel de significancia; *Teste Qui-quadrado ou Fisher; N=Numero de individuos; DM=Diabetes mellitus; HAS=Hipertensao
arterial sistémica.
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Tabela 2. Perfil de risco por analise de regressao logistica em grupo total de pacientes (GTotal = cirrose com ou sem carcinoma hepatocelular — CHC),
pacientes com cirrose ¢ CHC (G1), com cirrose isolada (G2) comparado a individuos saudaveis e subgrupo com individuos com dosagem de vitamina D.

GTotal

G1

G2

G1xG2

Covariantes Od(?s Intervalo de *Valor-P Odds Ratio Intervalo de *Valor-P Od(.ls Intervalo de *Valor-P Odds Ratio Intervalo de *Valor-P
Ratio Confianc¢a Confianca Ratio Confianca Confianca
Tabagismo 2,05 1,16 — 3,63 0,0129 - - - 2,50 1,34 — 4,65 0,004 - - -
Etilismo 12,68 7,13 -22,56 <0,0001 24,36 10,25 -57,91 <0,0001 10,51 5,65 -19,57 <0,0001 - - -
DM 11,11 4,58 —26,97 <0,0001 15,27 4,53 -51,47 <0,0001 10,04 3,85-26,17 <0,0001 - - -
HAS - - - - - - - - - - - -
Idade 1,03 1,01 — 1,05 0,0031 1,08 1,04 -1,12 <0,0001 - - - 1,08 1,03-1,13 0,0005
Sexo masculino - - - - - - - - - 3,36 1,17-9,59 0,0237
DBP-rs4588 /A - - - - - - - - - - - -
DBP-rs7041_/G - - - - - - - - - - - -
CYP24Al ;?6013897 ] ] ] ] ] ) ; ; ] 1418 150-13371  0,0205
Hepatites virais - - - - - - - - - 3,09 1,22 - 17,81 0,0169
GGT - - - - - - - - - 3,85 1,40 — 10,58 0,009
AFP - - - - - - - - - 5,46 2,32 -12,88 0,0001
Creatinina - - - - - - - - - 3,58 1,41 -9,07 0,0071
GTd Gl1d G2d Gl1d x G2d
. Odds Intervalo de % . Intervalo de % Odds Intervalo de . Intervalo de  *Valor-
Covariantes Ratio Confianca Valor-P Odds Ratio Confianca Valor-P Ratio Confianca Valor-P Odds Ratio Confianca P
Tabagismo - - - 14,50 1,10 - 189,46 0,0414 - - - - - -
Etilismo 21,68 2,56 — 183,21 0,0047 12,10 1,09 -1,10 0,0421 - - - - - -

*Nivel de significancia=P<0,05; DM=Diabetes mellitus; HAS=Hipertensao arterial sistémica; DBP=Vitamin D-binding protein; CYP24A1=Cytochrome P450 family 24
subfamily A member 1;GGT= gama glutamil transferase, AFP= Alfa-fetoproteina, d= subgrupo de individuos com dosagem de vitamina D.
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ANEXO I — Aprovagido do Comité de Etica

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto aprova a extensdo de
projeto intitulada "Expressdo génica e haplétipos de genes envolvidos na
sinalizagio celular & o risco para carcinoma hepatocelular”, referente ao
protacolo CEP n® 6910/2011 sob a responsabilidade de Rita de Cdssia
Martins Alves da Silva, com o titule "Influéncia de fatores clinicos,
genéticos e bioguimices no Carcinoma Hepatocelular”,

580 José do Rio Preto, 14 de fevereiro de 2014,

e WWTETe 0N L‘p..«.\.'-.d. G A i iAo

Vice-Presidente do CEP/FAMERP
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ANEXO II - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE ESCLARECIMENTO LIVRE E POS-ESCLARECIDO

1) Dados de identificacdo do paciente

Amostra: Prontuario:

Nome:

Sexo: Data de Nascimento: Telefone:
Endereco: Bairro:

Cidade: Estado: CEP:

2) Dados sobre a pesquisa cientifica:

Titulo do projeto: “Influéncia de Fatores Clinicos, Genéticos e Bioquimicos no
Carcinoma Hepatocelular”

Pesquisador: Profa. Dra. Rita de Cassia Martins Alves da Silva

Institui¢do: Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto

Endereco: Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa intitulada:*“Influéncia de
Fatores Clinicos, Genéticos e Bioquimicos no Carcinoma Hepatocelular”

Essa pesquisa inclui pacientes com diagnodstico de cancer e também pacientes sem a
doenga, e ¢ importante para verificar se existem substancias alteradas nas suas células
relacionadas com problemas no figado. Sua participacdo consiste doar uma pequena
amostra de sangue e/ou autorizar a utilizacdo da amostra de biopsia ja realizada (no caso
de paciente em tratamento, feita por médico responsavel) para fazer exames
bioquimicos e genéticos. O material bioldgico coletado serd armazenado para estudos
futuros. Os riscos sao minimos e conhecidos, como discreta dor de picada de agulha e,
as vezes, uma mancha arroxeada no local que desaparece em poucos dias. No caso de
anormalidades nos exames vocé sera comunicado e orientado para tratamento, se
necessario. Queremos deixar claro que o seu nome nunca serd divulgado, nem a origem
das informagdes que vocé fornecer. Este projeto ¢ coordenado pela Profa. Dra. Rita de
Céssia Martins Alves da Silva e durante a pesquisa vocé podera tirar qualquer divida a

respeito do trabalho e se necessario, entrar em contato pelo telefone (17) 3201-5864, na
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Faculdade de Medicina de Sao Jos¢ do Rio Preto — FAMERP. Vocé ndo terd nenhuma
despesa com a pesquisa. Caso vocé ndo aceite ou desista de participar da nossa
pesquisa, isto ndo influenciard em hipdtese alguma no seu atendimento e tratamento. Se
vocé tiver alguma duvida sobre esse acordo ou sobre seus direitos, vocé podera ainda

entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sio

José do Rio Preto, pelo telefone (17) 3201-5813.

Data:............. e, [,

Pesquisador responsavel ) )
q P Assinatura do paciente ou

responsavel.



ANEXO III - Extragdo de DNA

100

Ntcleo de Pesquisa em Bioquimica e Biologia Molecular — NPBIM

Faculdade de Medicina de S3o José do Rio Preto — FAMERP

EXTRAGAO DE DNA DE SANGUE

O DNA gendmico (total) é extraido de sangue periférico (1 mL) coletados com o anticoagulante

EDTA,

segundo o protocolo de Extragdo Salina ou “salting-out” (Salazar et. al., 1998). O

método consiste em trés etapas, compreendendo: a) Lise das células sanguineas e
desproteinizagdo; b) Precipitagdo do DNA; c) Ressuspensdo. O procedimento é descrito a

seguir:

12 ETAPA

10.

11.

12,

13.

14.

15.

Obter o sangue periférico total colhido em tudo vacutainer contando EDTA ( 1mg/mL
de sangue), identificando cada amostra.

Transferir 2 mL de sangue para 2 tubos de microcentrifuga estéril, sendo 1 mL em
cada. Identificar os tubos na tampa e lateral.

Centrifugar a 5000 rotagdes por minuto (rpm) por 5 minutos, a temperatura ambiente
(TA) e desprezar o plasma.

Adicionar ao sedimento 900 uL de Tampdo 1x com Triton (lise da membrana
plasmatica e liberagdo de hemoglobina).

Homogeneizar utilizando o Vortex por 1 minuto.

Centrifugar a 5000 rpm a TA por 5 minutos.

Descartar o sobrenadante por inversdo (devagar e constantemente) e adicionar ao
sedimento 1 mL de Tampao 1x.

Repetir os 3 passos anteriores por 3 vezes, ou até que o sedimento contendo os
leucdcitos esteja branco (isento de hemoglobina).

Descartar o sobrenadante por inversdo. Ressuspender o sedimento com 200 uL de
Tamp3@o 2 1x e homogeneizar bem a suspensdo.

Adicionar 20 pL de solug3o de SDS 10%. Misturar a suspensdo utilizando a pipeta, de
forma a ndo fazer espuma.

Incubar a amostra a 56 °C em banho-maria por 15 minutos (lise do envoltério nuclear e
liberagdo do DNA).

Retirar do banho-maria e adicionar 100 L de NaCl 5M, homogeneizar bem.
Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos a TA (precipitagdo das proteinas).

Transferir o sobrenadante (DNA) para um novo tubo de microcentrifuga estéril com
identificagdo da amostra, descartando o precipitado juntamente com o tubo.
Adicionar a solugdo 1 mL de Etanol absoluto gelado e homogeneizar por inversdo lenta

do tubo por vérias vezes. Nota-se a precipitagao do DNA.
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16. Incubar as amostras no congelador (- 20 °C) overnight. Identifica-las.
22 ETAPA

Retirar a amostra do congelador e centrifuga-las a 12000 rpm por 5 minutos a TA.
Descartar o sobrenadante (Etanol) cuidadosamente por invers3o.

Adicionar ao precipitado 1 mL Etanol 70 % gelado e homogeneizar bem.

1.
2
3
4. Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos a TA.
5. Repetir os trés passos anteriores.

6. Remover o Etanol por inversdo, cuidando para ndo descartar o precipitado.

7. Acondicionar o tudo de microcentrifuga em papel absorvente limpo, até que o Etanol

evapore (aproximadamente 5 horas).
32 ETAPA

1. Ressuspender o precipitado em 100 L de Tamp3o TE (pH 8,0).
2. Incubar em banho-maria a 56 °C por 15 minutos, reidratando o DNA.
3. Identificar as amostras escrevendo no suporte: “Correr gendmico”, data, nome do

responsavel.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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ANEXO IV - Questionario

() Caso (Cirrose) ( ) Controle Amostra:

1. IDENTIFICACAO

Nome:

Prontuario: Data de Nascimento e Idade:
Sexo Naturalidade:

Endereco
Telefone:
Bairro Cidade: CEP:

2. HISTORICO MEDICO
Fatores de risco:
L.( )Cirrético II. ()Virus B III. ()Virus C IV. ()Esteatohepatite V.( ) Alcool
>20gr\diaVI. ( )Hemocromatose VII. ()Doenca de Wilson VIII. ()Hepatite auto-imune
IX. Outra doenga hepatica: ( ) Sim, qual?
Viveu no campo: por quanto tempo? Teve contato com agrotoxicos:
X. Hipertensao: XI.Diabetes: XII.Outras doengas:
Medicamentos em Uso:
Exame Fisico Geral

Peso: kg Altura: m IMC: Qual foi o0 maior peso? kg
Hé quanto tempo? Por quanto tempo?
PAS: PAD:

3. DADOS DO TUMOR:

I) Diagnéstico:

1. () Imagem

2. Wash Out? () sim [J () Diagnéstico
() ndo [ 3. Dosagem de a-fetoproteina
() Menor que 200 [J () Diagnoéstico
() Menor que 200 [J () Biopsia

IT) Localizacao e Tipo
Segmentos: Invasdo Vascular? () Sim (') Nao
Tipo: () nodular: n°. de nodulos: Diametro dos nodulos:

() infiltrativo

III) Tratamento recebido:
() Transplante () Resseccao () Quimioembolizacao (TACE) () Alcoolizagao
() Sorafenib () RF (Radio Freqiiéncia) ( ) Medidas de suporte ( ) Metéastase?
Onde:

4. HISTORIA FAMILIAR

Apresenta familiares em 1° grau (pais, irmaos) com CHC:
Outros tipos de canceres:
Pesquisador responsavel pela entrevista:




