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RESUMO

Introducao: A infeccéo pelo virus da hepatite C (HCV) pode resultar em inflamacao
cronica do figado, que pode causar doenca hepatica terminal e carcinoma
hepatocelular (HCC). A apolipoproteina E (proteina = ApoE, gene = APOE), que é
principalmente sintetizada no figado, € um participante fundamental no metabolismo
do colesterol. Os polimorfismos da APOE podem influenciar o dano hepético induzido
pelo HCV. Portanto, investigamos se alelos especificos da apolipoproteina E estao
associados a diferentes desfechos em pacientes infectados pelo HCV com cirrose
hepatica associada ou ndo ao HCC em uma populacao brasileira. Métodos: Um total
de 179 pacientes, de ambos os sexos, com idades entre 34 e 70 anos, foram incluidos
antes ou apos (até 10 anos de seguimento) do transplante ortotépico de figado (TOF).
A gravidade da doenga hepética foi avaliada utilizando diferentes critérios, incluindo
os critérios de Mildo, METAVIR, MELD, Child-Pugh e niveis plasmaticos de alfa-
fetoproteina. Os polimorfismos da APOE foram analisados por qRT-PCR.
Resultados: O alelo APOES foi 0 alelo mais comum (67,3%), enquanto a frequéncia
de APOEZ2 foi surpreendentemente alta nessa populacao (17,1%). O gendtipo 1 do
HCV foi o mais prevalente (61,9%). A severidade da inflamacéo das biépsias de 89
explantes do TOF e 2 pacientes no pré-transplante foi menos frequente em portadores
de APOE4 (< A2F4, 87,9% versus A3F4,12,1%, p=0,002) e extrema (A1F4, 71,1%
versus A3F4, 28,9 %, p=0,007). Esses resultados também foram significantes
naqueles pacientes portadores do APOE4, com doenca hepatica menos grave (MELD
< 25), quando comparados a aqueles ndo APOE4 conforme o escore de METAVIR (<
A2F4, 88.9% versus A3F4, 11.1%; p=0.004) and METAVIR extremo escores (A1F4,
73.0% versus A3F4, 27.0%; p=0.012). O grau de fibrose de bidpsias do enxerto
hepatico de 91 pacientes po6s-TOF, que apresentaram alteracbes clinicas e
laboratoriais de rejei¢do ou recidiva do HCV, nos ndo-E4, foi moderadamente alto (F2)
(p=0,006). Conclusao: Nossos achados apoiam ainda mais a protecao da APOE4
contra cirrose hepatica induzida por HCV, em uma populagéao brasileira, com presenca
de fibrose e inflamagao hepatica. Além disso, 0 APOEZ2 foi super-representado nessa
amostra, sugerindo que os portadores de E2 apresentam risco aumentado e
resultados desfavoraveis em pacientes com cirrose crénica por HCV.

Palavras-chaves: Apolipoproteina E; Cirrose hepatica; Hepatite C; Hepatocarcinoma;

Transplante de figado.



ABSTRACT

Introduction: Hepatitis C virus (HCV) infection is responsible for a chronic liver
inflammation, that may cause life-threatening end stage liver disease and carcinoma
hepatocellular (HCC). Apolipoprotein E (protein=ApoE, gene=APOE), which is mainly
synthesized in the liver, is a key player in cholesterol metabolism. APOE
polymorphisms may influence HCV-induced liver disease. Therefore, we investigated
whether specific apolipoprotein E alleles were associated with different outcomes in
HCV-infected patients with liver cirrhosis associated or not with HCC in a Brazilian
population. Methods: A total of 179 patients, both genders, aged 34-70 years, were
included before or after (up to 10 years follow-up) orthotopic liver transplantation
(OLT). Liver injury severity was assessed using different criteria, including Milan,
METAVIR, MELD, Child's-Pugh and alpha-fetoprotein serum levels. APOE
polymorphisms were analyzed by qRT-PCR. Results: The APOE3 allele was the most
common allele (67.3%). HCV genotype 1 was the most prevalent (61.9%). APOE2
frequency was found surprisingly high in this population (17.1%). The inflammation
severity of biopsies from 89 OLT explants and 2 patients in the pre-transplant was less
frequent in APOE4 carriers (< A2F4, 87.9% versus A3F4,12.1%, p=0.002), and
extreme (A1F4, 71.1% versus A3F4, 28.9%, p=0.007). These results were also
significant in those patients APOE4 positive carriers, with less severe liver disease
(MELD = 25), when compared to APOE4 negative patients based on METAVIR (<
A2F4, 88.9% versus A3F4, 11.1%; p=0.004) and METAVIR extreme scores (A1F4,
73.0% versus A3F4, 27.0%; p=0.012). The fibrosis degree of the liver graft biopsies of
91 post-TOF patients, who evolved with clinical and laboratory rejection changes, the
lack of E4 allele associated with higher moderate fibrosis (F2) (p=0.006). Conclusion:
Our findings further support the APOE4 protection against HCV-induced liver cirrhosis
in a Brazilian population and related hepatic fibrosis and inflammation. In addition, the
APOE2 was over-represented in this HCV sample, suggesting that E2 carriers show
increased risk and worse outcomes following HCV.

Keywords: Apolipoprotein E; Liver cirrhosis; Hepatitis C; carcinoma hepatocellular;
Liver transplantation.
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1. INTRODUCAO
1.1. Infeccao hepatica por virus da hepatite C
1.1.1. Epidemiologia e impacto da infeccao por HCV na populacao

Hepatite C é a inflamacao do figado decorrente de infeccdo pelo virus da
hepatite C (HCV), com transmissao através da exposi¢cao ao sangue contaminado ou
transmissdo sexual ou através do compartiihamento de agulhas e seringas entre
usuarios de drogas injetaveis e de forma vertical (FAUTEUX-DANIEL et al. 2017;
WESTBROOK AND DUSHEIKO, 2014). Levantamentos recentes estimam que em
torno de 185 milhdes de pessoas estao infectadas com o HCV no mundo, e que por
volta de 657 mil pessoas estejam cronicamente infectadas (GOWER et al., 2014;
CENTER FOR DISEASE ANALYSIS, 2017; CONITEC, 2018). A prevaléncia e o
namero de infecgdes decorrente do HCV, incluindo todos os paises do mundo, foi
superior no continente Asiatico (Figuras 1A and B) (POLARIS OBSERVATORY HCV
COLLABORATORS, 2015).

Figura 1. Estimativa de prevaléncia do HCV em todos os paises do globo em 2015.

Prevaléncia virémica

[10.0-<0.6%
EN0.6 -<0.8%
[CJ0.8-<1.3%
[11.3-<29%
29 —-6.7%

Infeccéao virémica

10 - 200.000

I8 200.001 - 500.000
[1500.001 - 1000.000
[——11000.001 - 4500.000
I > 4500.000

Prevaléncia virémica em todos os paises (A) e nUmero de pessoas virémicas infectadas em todos
paises (B).
Fonte: POLARIS OBSERVATORY HCV COLLABORATORS, 2015.
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De acordo com os dados de 1999 a 2017, no Brasil, autoridades sanitarias
identificaram e notificaram 331.855 casos de hepatite C, através dos marcadores (anti-
HCV reagente ou HCV-RNA detectavel). No entanto, quando consideraram ambos os
marcadores (anti-HCV reagente e HCV-RNA detectavel), de 2007 a 2017,
identificaram 160.105 casos, sendo 63,2% no Sudeste, 25,2% no Sul, 5,9% no
Nordeste, 3,2% no Centro-Oeste e 2,5% no Norte (Figura 2). A partir de 2015, passou-
se a nao ser necessario considerar esses dois marcadores reagentes para notificacao
de hepatite C, sendo suficiente apenas um deles (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO,
2018).

Figura 2. Taxa de deteccao (1) de casos de hepatite C segundo regiao de residéncia

e ano de notificacéo. Brasil, 2007 a 2017.
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Fonte: Sistema de informacao de agravos de notificacédo / Secretaria de Vigilancia em Saude /
Ministério da Saude.

NOTA: (1) Até 2014 eram considerados casos confirmados de hepatite C aqueles com
ambos os testes anti-HCV e HCV-RNA reagentes; em 2015, modificaram para pelo

menos um dos testes anti-HCV ou HCV-RNA reagente.

Em 2017, a maior taxa de deteccédo de HCV foi na faixa etaria de 55 a 59 anos,
sendo 42,4 casos por 100 mil habitantes nos homens e 25,2 nas mulheres (Figura 3).
A mortalidade por hepatite C é superior entre as hepatites virais. Entre 2006 a 2016,
O Sul (1,7 por 100.000 habitantes) e Sudeste (1,2) foram as regides brasileiras que
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apresentaram o0s maiores coeficientes de mortalidade (Figura 4) (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2018).

Figura 3. Taxa de detecgéo de casos de hepatite C segundo faixa etéria e sexo. Brasil,
2017.
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Fonte: Sistema de informacao de agravos de notificacdo / Secretaria de Vigilancia em Saude / Ministério
da Saude.

Figura 4. Coeficiente de mortalidade por hepatite C segundo regido de residéncia e
ano do obito.
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A taxa de incidéncia de hepatite A foi superior a taxa de incidéncia das demais
etiologias como (B, C e D), no Brasil, em 2007. No entanto, no periodo de 2007 a
2016, enquanto houve diminuicao da incidéncia de hepatite A, as taxas das hepatites
B e C aumentaram, sendo que a taxa de hepatite C ultrapassou a taxa da B a partir
de 2015. A hepatite D apresentou as menores taxas em todo o periodo (Figura 5)
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2018).

Figura 5. Taxa de incidéncia/deteccao de hepatites virais segundo agente etiologico

e ano de notificacéo. Brasil, 2007 a 2017.
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Fonte: Sistema de informacao de agravos de notificacdo / Secretaria de Vigilancia em Saude / Ministério
da Saude.

A hepatite C é responsavel pela maioria dos ébitos por hepatites virais no Brasil.
De 2000 a 2016, através do Sistema de Informacdo de Mortalidade (SIM), foram
levantados 66.196 ébitos, no Brasil, associadas as hepatites virais como A, B, C e D.
Sendo,1,7% decorrente da hepatite A; 21,4% da hepatite B; 75,8% da hepatite C e
1,1% da hepatite D (Figura 6). A evolucao da hepatite C aguda para crbénica ocorre
quando a infecg¢ao pelo HCV se prolonga por mais de seis meses, sendo comum em
até 80% dos casos. Sem sintomas caracteristicos, evolui lentamente, durante anos,
podendo em torno de 20% dos infectados cronicamente progredir para cirrose, e de
1% a 5% para carcinoma hepatocelular (HCC). A hepatopatia crénica decorrente do
HCV é a principal indicacao de transplante ortotdpico de figado (TOF) no mundo. Em
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pacientes transplantados hepaticos, antes do tratamento da infeccdo do HCV com os
antivirais de acao direta (AADs), arecorréncia da hepatite C era acentuada e a
maioria dos pacientes progredia rapidamente para cirrose e perda do enxerto. Veja a
Figura 7, que descreve a historia natural apés infeccdo pelo virus da hepatite C
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2018; GUPTA et al., 2014; TOSHIKUNI et al., 2014).

Figura 6. DistribuicAdo dos Obitos por causa basica e associada as hepatites virais
segundo agente etiolégico. Brasil, 2000 a 2016.
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Fonte: Sistema de informagao de agravos de notificagdo / Secretaria de Vigilancia em Salde / Ministério
da Saude.
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Figura 7. Histdria natural apos infecgcéo pelo virus da hepatite C.
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1.1.2. Agente etiologico, morfologia e estrutura do HCV

O HCV foi descoberto em 1988 e tem origem do género Hepacivirus, familia
Flaviviridae. Sua estrutura genémica é constituida por uma fita simples de acido
ribonucleico (RNA), com cerca de 9.600 nucleotideos e apresenta polaridade positiva
(KREKULOVA et al., 2006; SIMMONDS et al., 2017). H4 em torno de 7 gendtipos e
67 subtipos do HCV (SMITH et al., 2014).

Os tratamentos com antivirais orais de acdo direta sado efetivos em
determinados gendtipos que em outros. Contudo, € recomendado identificar o tipo do
genotipo antes do tratamento. Os gendtipos 1 e 3 sdo os mais prevalentes no mundo
nas infeccdes por HCV (44% e 25%, respectivamente), seguidos pelo genétipo 4
(15%) (MESSINA et al., 2015; POLARIS OBSERVATORY HCV COLLABORATORS,
2017; WHO, 2016). No Brasil, autores tém levantado que o genétipo 1 é o mais
frequente, seguido pelos gendtipos 3 e 2, e depois com menor prevaléncia, os
gendtipos 4 e 5 (CONITEC, 2018; FREITAS et al., 2014; HOLZMANN et al., 2018;
PEREIRA et al., 2013).
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O virion da hepatite C tem estrutura esférica com um envelope lipidico
contendo glicoproteinas e um unico capsideo proteico (Figura 8). O genoma tem 40
a 60 nm e cerca de 9.0-13 Kb de RNA n&o segmentado de sentido positivo. A
replicagdo do genoma ocorre no citoplasma em combinagcdo com membranas
celulares modificadas, através da sintese de intermediarios de cadeia negativa. As
particulas virais sdo conduzidas através de vesiculas (SIMMONDS et al., 2017).

Figura 8. Estrutura do virus da hepatite C.

Envelope de Glicoproteinas

Envelope RNA Viral

Aproximadamente 60 nm

* >

Fonte: https://alchetron.com/Hepatitis-C-virus

O genoma do hepacivirus tem uma uUnica estrutura de leitura aberta longa
(ORF) composta por locais nao codificantes (NCRs) de terminal 5’ e 3' que terminam
em estruturas secundarias especificas importantes para a replicagéo e traducao do
genoma (Figura 9). A ordem do gene é 5'-C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-
NS5B-3'. Ap6s a jusante das proteinas estruturais (C, E1, E2), ha a proteina p7 no
HCV, p13 no virus da hepatite B e outras proteinas em outros hepacivirus, seguidas
pelas proteinas nao estruturais na porgcdao 3' ORF. Contudo, proteinas virais sao
produzidas a partir de uma poliproteina que é co- e pés-translacionalmente degradada
por proteases celulares e virais. A peptidase sinalase encontrada no reticulo
endoplasmatico (RE) das células hospedeiras é responsavel pela hidrélise das
ligagdes peptidicas da poliproteina na jungédo entre C-prM, prM-E, E-NS1 e NS4A-
NS4B, a serina protease viral NS3 é utilizada na hidrélise das ligacoes peptidicas na
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jungao entre NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A e NS4BNS5, e uma protease
desconhecida situada no RE atua na hidrélise na jungdo NS1-NS2A . (LIN et al., 2004;
SIMMONDS et al., 2017; PFAENDER et al., 2015).

Figura 9. Genoma do Flaviviridae.
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Fonte: SIMMONDS et al., 2017.

1.1.3. Diagnéstico e tratamento do HCV

Em pacientes com suspeita clinica de infec¢ao por HCV, a recomendacgao para
o diagndstico € que sejam utilizados pelo menos dois testes soroldgicos laboratoriais.
Iniciando com a pesquisa de anticorpos contra esse virus, utilizando o ensaio enzyme-
linked immunosorbent assays (ELISA), que identifica anticorpos anti-HCV no soro do
paciente infectado em uma a duas semanas da infeccéo viral, na fase aguda da
doenca. No entanto, a infec¢ao crbnica é confirmada com identificacdo dos anticorpos
anti-HCV e HCV-RNA ou replicacao viral por mais de seis meses (CHEVALIES, 2011;
CONITEC, 2018; HAJARZADEH et al., 2012).

O segundo teste a ser realizado, € o teste molecular para diagnosticar a
replicacédo viral através da identificacdo do HCV-RNA na circulacdo sanguinea do
paciente, sendo importante para confirmar o diagndstico e na escolha da terapia
antiviral, por amplificar as regides especificas do genoma viral. Esse teste molecular
pode ser qualitativo, quando identifica a presenca ou a auséncia do HCV-RNA, por
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meio da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) ou dos testes de transcricdo mediada
por amplificacdo (TMA) ou quantitativo, também chamado de carga viral, quando
quantifica o nimero de cépias de genomas virais na circulacao sanguinea, através da
PCR em tempo real ou ensaio de amplificacao de sinal por DNA ramificado (Branched-
DNA) (CONITEC, 2018; GUPTA et al., 2014).

O tratamento do HCV esta indicado para todos os pacientes diagnosticados,
tanto na forma aguda como na crdnica, tendo como meta reduzir a progressao da
doenca hepatica e a transmisséo viral. Além disso, o tratamento da hepatite C crénica
também tem importancia na prevengao da mortalidade precoce. O tratamento do HCV
sem interferon, na vigéncia de HCC, € controverso, pois o tumor pode recidivar apés
o tratamento, sendo recomendado adiar o tratamento para o pds-transplante,
naqueles pacientes com possibilidade de serem transplantados em menos de 6
meses. Os pacientes com HCC e tratados com AADs precisam ser seguidos
periodicamente para o diagnostico precoce de eventuais recidivas ou de avanco do
tumor. A eliminagéo do virus apdés a finalizagcao da terapéutica € confirmada através
do HCV-RNA indetectavel na 122 ou na 242 semana (AASLD-IDSA HCV, 2018;
CONITEC, 2018; EUROPEAN ASSOCIATION FOR THE STUDY OF THE LIVER,
2018; TERRAULT et al., 2017).

No entanto, nem sempre os pacientes portadores do HCV podem ser tratados
no tempo de um ano, sendo importante estabelecer prioridades como em pacientes
com fibrose avancada (F3 e F4 de METAVIR), risco de evoluir para doenga mais
grave, risco de transmissdo do HCV e presenca de alteracbes extra-hepéticas da
infecédo pelo HCV (Tabela 1) (EASL, 2015).
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Tabela 1. Indicagdes para o tratamento da hepatite C cronica em 2015.

Prioridade para o tratamento Grupo de pacientes

Tratamento indicado » Todos os pacientes naive ao tratamento e com experiéncia
terapéutica com doenca hepatica compensada e
descompensada

Tratamento deve ser prioritario * Doentes com fibrose (F3) ou cirrose (F4) significativas,

incluindo cirrose descompensada

» Doentes com coinfegéo por virus da imunodeficiéncia humana.

* Doentes com coinfegéo por VHB

* Doentes com indicagao para transplante hepatico

* Doentes com recidiva de HCV apds transplante hepatico

» Doentes com manifestagbes extra-hepaticas clinicamente
significativas

» Doentes com fadiga debilitante

* Individuos com risco de transmissao do HCV (incluindo
consumidores ativos de drogas injetaveis, homens que fazem
sexo com homens com praticas sexuais de alto risco, mulheres
em idade fértil que desejam engravidar, doentes em
hemodialise e populagéao prisional)

Tratamento justificado * Doentes com fibrose moderada (F2)

Tratamento pode ser diferido  + Doentes sem doenga ou com doenga ligeira (FO-F1) e
nenhuma das manifestacoes extra-hepaticas acima men-
cionadas

Tratamento ndao recomendado - Doentes com esperanca de vida limitada devido a
comorbilidades nao hepaticas

Fonte: Adaptado de EASL, 2015.

A terapéutica mais comum até 2011 para o tratamento do HCV foi a
combinacao do interferon peguilado (PEG-IFN) e ribavirina (RBV), em pacientes
portadores do gendétipo 1, onde o indice de resposta viroldgica sustentada (RVS), que
é definida como RNA do HCV indetectavel em 12 semanas (SVR12) ou 24 semanas
(SVR24) apds o término do tratamento, variava em torno de 40% a 50% (CONITEC,
2012; SIRQUEIRA, 2017). O tratamento com PEG-IFN/RBV tinha uma melhor
resposta nos gendétipos virais 2 e 3, com um indice de RVS em torno de 80%. No
entanto, altera¢des laboratoriais e efeitos colaterais como cardiopatia grave, disfuncao
tireoidiana ndo controlada, disturbios psiquiatricos ndo tratados, neoplasia recente,
insuficiéncia hepatica, antecedente de transplante nao hepatico, disturbios
hematoldgicos (anemia, leucopenia e plaguetopenia) e doenca autoimune foram
frequentes com essa terapéutica, sendo necessario monitoramento clinico e
laboratorial rigoroso e frequente. Além do que, por causa dos intensos efeitos
colaterais, a duracédo do tratamento em torno de 12 semanas e a incerteza na cura,
era comum a interrupcao do tratamento por parte dos pacientes (CONITEC, 2012;
EASL, 2015)

No Brasil, a partir de 2011, foram implementadas as primeiros farmacos de

acao direta (Boceprevir e Telaprevir), classificados como inibidores de protease de 12
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geracao, apresentando melhores respostas e menos efeitos colaterais. O indice da
RVS com essa terapia aumentou para em torno de 80% e o tempo de tratamento foi
reduzido para 48 semanas. Por outro lado, esses farmacos apresentaram alto custo e
importante potencial mutagénico com baixa barreira genética a resisténcia viral,
levando a resisténcia ao farmaco por alguns subtipos do virus. No entanto, para o
tratamento com esse esquema terapéutico, o paciente precisa preencher todos 0s
critérios como: fibrose hepatica avancada (METAVIR F3 ou F4) ou F2 ha mais de trés
anos, monoinfeccdo pelo genétipo 1 do HCV, auséncia de tratamento prévio com
inibidores de protease e doenca hepatica compensada (CONITEC, 2012; EASL,
2015).

A partir de 2015, houve a aprovacao pela ANVISA do sofosbuvir, declatasvir e o
simeprevir para o tratamento do HCV, tanto na fase aguda como na crénica. Esse
novo tratamento superou os medicamentos utilizados anteriormente, tanto na redugéo
dos efeitos colaterais, do tempo de tratamento, da solicitacdo de exames de biologia
molecular para avaliacdo, como também apresentou um RVS superior, alcancando
100% de efetividade em alguns subgrupos de pacientes. (EASL, 2015; RIBEIRO et
al., 2017; SIRQUEIRA, 2017)

O tratamento da infeccdo pelo HCV tem avancado com a liberacdo de
numerosos farmacos de diferentes mecanismos de acéao, pois em 2018, o Food and
Drug Administration (FDA) e a European Medicines Agency (EMA) aprovaram 13
AADs incluidos em quatro classes (Tabela 2), e varios AADs que combinam doses
fixas para a terapéutica de pacientes infectados pelo HCV.

Tabela 2. Antivirais de acao direta (AADs) conforme a classe

Inibidores de Inibidores de Inibidor da polimerase Inibidor da polimerase
NS3/4A (protease) NS5A de NS5B (Analogo de de NS5B (Analogo nao
nucleotideo) de nucleotideo)

Glecaprevir Daclatasvir Sofosbuvir Dasabuvir

Voxilaprevir Velpatasvir

Grazoprevir Ledipasvir

Paritaprevir Ombitasvir

Simeprevir Pibrentasvir

Elbasvir

Fonte: Adaptado do WHO, 2018.

A terapia AADs foi bem aceita no tratamento do HCV por ser mais simples, ter
melhor tolerancia, apresentar menor duragdo, menor necessidade de exames de

biologia molecular para avaliacdo do tratamento, e ser mais eficaz quando comparado
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com os farmacos anteriormente indicados. Esses farmacos também fornecem a
oportunidade de cura em mais de 90% dos casos de pessoas infectadas pelo HCV
(AASLD-IDSA HCV, 2018; CONITEC, 2018; EASL, 2018).

A RVS é o melhor método de avaliar o sucesso do tratamento, resultando na
reducao da possibilidade de progressao para insuficiéncia hepatica, cirrose, HCC e
transplante hepatico. No entanto, mesmo com RVS, em pacientes classificados com
grau de fibrose F3 ou F4 de METAVIR, esses pacientes precisam ser acompanhados
periodicamente, pois, podem desenvolver complicacées da doenca hepatica como
HCC (VAN DER MEER et al., 2012; EASL, 2015; AASLD-IDSA HCV, 2018).

A organizagdo mundial de saude (OMS) tem recomendado o uso de AADs
pangenotipicos, que € definido como uma taxa de RVS > 85% em todos os seis
principais genétipos do HCV, para o tratamento de pessoas infectadas com o HCV de
18 anos de idade ou mais, em adultos sem cirrose (Quadro 1) e adultos com cirrose
(Quadro 2) (AASLD-IDSA HCV, 2018; CONITEC, 2018; EASL, 2018; WHO, 2018).

Quadro 1. AADs pangenotipicos disponiveis para o tratamento de pacientes
infectados pelo HCV sem cirrose.

e Sofosbuvir / velpatasvir por 12 semanas
e Sofosbuvir / daclatasvir por 12 semanas
e Glecaprevir / pibrentasvir por 8 semanas (16 semanas para pacientes com infeccao pelo
gendtipo 3 que receberam interferon e / ou ribavirina no passado).
Fonte: Adaptado do WHO, 2018.

Quadro 2. AADs pangenotipicos disponiveis para o tratamento de pacientes
infectados pelo HCV com cirrose compensada.

e Sofosbuvir / velpatasvir por 12 semanas
o Glecaprevir / pibrentasvir por 12 semanas (Para pacientes com infec¢ao pelo gendtipo 3 que
receberam interferon e / ou ribavirina no passado).
e Sofosbuvir / daclatasvir por 24 semanas
o Sofosbuvir / daclatasvir por 12 semanas (Esse tratamento pode ser acrescentado em paises
onde a distribuicdo do gendtipo é conhecida e a prevaléncia do genoétipo 3 é < 5%).
Fonte: Adaptado do WHO, 2018.

1.2. Cirrose hepatica por virus da hepatite C

A cirrose hepética é caracterizada como o estdgio terminal de muitas doencas
hepaticas cronicas e definida como um processo difuso caracterizado pelo estagio
final da fibrose hepatica avancada, progredindo para septos fibrosos em ponte que
substituem multiplos I6bulos adjacentes e nodulos parenquimatosos decorrentes da
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regeneracao de hepatdcitos, finalizando na perda normal da arquitetura do figado
(CRAWFORD, 2000) (Figura 10). Essa patologia é causada por diferentes causas
como: HCV e virus da hepatite B crénica (VHB), HCC, doengcas metabdlicas
hereditarias (hemocromatose, doenca de Wilson, deficiéncia de alfa-1-antitripsina),
esteatose hepatica n&o alcodlica, hepatite autoimune, hepatite medicamentosa,
sindrome de Budd-Chiari, cirrose biliar primaria, colangite esclerosante primaria,
trombose da artéria hepatica e veia porta, e etc. (PARKIN et al., 2005; MANCUSO et
al., 2014).

Figura 10. Caracteristicas macroscopicas do figado cirrético

Explante do transplante ortotépico de figado do Hospital Geral de Fortaleza.
Arquivo préprio.

A cirrose é uma patologia que em relacao ao prognéstico é classificada em dois
estagios principais: cirrose compensada e descompensada. A descompensacao
ocorre na presenca de caracteristicas clinicas descompensadoras como ascite,
hemorragia de varizes esofagicas e encefalopatia hepatica. A sobrevida mediana em
pacientes compensados supera os 12 anos, ja naqueles com quadro clinico
descompensado € em torno de 1,8 anos. No entanto, também, ha complicacdes
menos importante como sindrome hepatopulmonar, prurido generalizado intratavel e
sindrome hepatorrenal (GARCIA-TSAO et al., 2017).
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A avaliagao clinica consiste nos fatores de risco e no exame fisico detalhado
para identificar estigmas de doenga hepatica crénica. O diagnéstico é conduzido
através da avaliacao laboratorial, endoscopia digestiva alta, métodos de imagem
(Tomografia computadorizada e ressonancia nuclear magnética) e bidpsia hepatica.

1.2.1. Estadiamento e prognodstico da cirrose hepatica

A identificacdo e o estadiamento da cirrose hepatica poderdo ser realizados
através da utilizacdo da bidpsia hepatica, da elastografia hepatica ou dos escores
APRI e FIB4 (CONITEC, 2017).

A biopsia hepatica € o exame de eleigcdo para avaliar o estadiamento da cirrose
hepatica crénica por virus C, dano tecidual e grau de inflamagéo. Consiste em um
procedimento cirdrgico invasivo e de alto custo para a retirada de fragmentos do tecido
hepatico, podendo causar dor no local da puncao e sangramento (apesar de ser raro),
podendo acontecer em 0,8% a 1,7% dos casos. A mortalidade € baixa, variando de
0% a 0,4%. Também nao € isento de limitacbes como erros no local da bidpsia,
tamanho insuficiente e discrepancia na classificacdo do fragmento. (OLGA et al.,
2003; SALUDES et al., 2014).

Ha varios modelos para classificar a gradacao e o estadiamento das hepatites
cronicas. No entanto, nesse estudo, na avaliacao histolégica da hepatite C, utilizamos
a classificacdo de METAVIR, por ser o0 método mais indicado em pacientes com
hepatite C cronica, proposta pelo French METAVIR Cooperative Study Group, que
avalia a necroinflamagdo numa escala de 0 até 3 e a fibrose numa escala de 0 até 4,
computando até 7 pontos. A leséo histolégica pode ser avaliada utilizando o algoritmo
que considera a necrose fragmentada (0 = ausente, 1 = alteracdo focal da placa
periportal em alguns tratos portais, 2 = alteracéo difusa da placa periportal em alguns
tratos portais ou lesdes focais em todos os tratos portais, 3 = alteracéo difusa da placa
periportal em todos os tratos portais) e necrose lobular (0 = menor que um foco
necroinflamatério por Iébulo, 1 = pelo menos um foco necroinflamatério por I6bulo, 2
= varios focos necroinflamatérios por I6bulo ou necrose confluente ou em ponte)
(Tabela 3) (BEDOSSA et al., 1994; BEDOSSA et al., 1996).
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Tabela 3. Classificagdo de METAVIR conforme a atividade histolégica e fibrose.

Atividade Infiltrado inflamatoério Fibrose Fibrose

histologica

AO Sem atividade FO Sem fibrose

A1 Atividade minima: F1 Fibrose portal sem septos

*Necrose fragmentada— grau: 1
**Necrose lobular—grau: 0 a 1
A2 Atividade moderada: F2 Fibrose portal com poucos septos
*Necrose fragmentada — grau: 2
**Necrose lobular — grau: 0 a 1
A3 Atividade severa: F3 Numerosos septos sem cirrose
*Necrose fragmentada— grau: 3
**Necrose lobular— grau: 0 a 2
F4 Cirrose
*Necrose fragmentada (0 = ausente, 1 = alteragdo focal da placa periportal em alguns tratos portais, 2
= alteragdo difusa da placa periportal em alguns tratos portais ou lesbes focais em todos os tratos
portais, 3 = alteragéo difusa da placa periportal em todos os tratos portais).
**Necrose lobular (0 = menor que um foco necroinflamatério por I6bulo, 1 = pelo menos um foco
necroinflamatério por I6bulo, 2 = varios focos necroinflamatérios por I6bulo ou necrose confluente ou
em ponte)
Fonte: BEDOSSA et al., 1994; BEDOSSA et al., 1996.

A elastografia hepatica € um método diagnostico da fibrose hepatica nao
invasivo, que mede a velocidade de propagacao de ondas ultrassonograficas de baixa
frequéncia quando atravessam o figado, determinando o grau de fibrose hepatica. A
velocidade de propagacdao da onda de ultrassom associa-se diretamente com a
elasticidade, ou seja, quanto mais endurecido for o tecido, mais rapida é a propagacao
das vibragbes, veja Figura 11. Assim, quanto mais elevado é o resultado em kilo
Pascals (kPa), maior € o grau de fibrose do parénquima hepatico. Esse exame
correlaciona a velocidade de propagacao com o escore METAVIR, tendo possibilidade
de diagnosticar o estagio de fibrose no figado. A Tabela 4 descreve a correlacdo com
as medidas em kPa e m/s (CONITEC, 2015; FRULIO et al., 2013; TSOCHATZIS et
al.,, 2011).
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Figura 11. Equipamento Fibroscan e o principio de funcionamento da elastografia

transitoria.
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Figado

Fibroscan®: (a) instrumento Fibroscan®; (b) sonda Fibroscan®; (c¢) diagrama resumindo o principio de
uma medicao; (d) exemplo do resultado produzido pelo dispositivo.

Fonte: adaptado de FRULIO et al., 2013.

Esse exame correlaciona a velocidade de propagac¢ao com o escore METAVIR,
tendo possibilidade de diagnosticar o estagio de fibrose no figado. A Tabela 4
descreve a correlacdo com as medidas em kPa e m/s (CONITEC, 2015; TSOCHATZIS
etal., 2011).

Tabela 4. Correlagédo do score de METAVIR com as medidas em kPa e m/s.

METAVIR kPa m/s

FO 2,0-4,5 0,81-1,22
FO-F1 4,5-5,7 1,22-1,37
F2-F3 5,7-12,0 1,37-2,00
F3-F4 12,0-21,0+ 2,00-2,64+

Fonte: CONITEC, 2015.
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Esse teste tem vantagens como a identificacdo de uma area superior a area
analisada pelo fragmento da biopsia hepatica e resultados que informe a real situagéo
do parénquima hepatico. No entanto, ha limitacbes como a especificidade da
tecnologia, o custo, o treinamento insuficiente do profissional de saude que realiza o
exame, e potenciais interferéncias em situagdes que aumentam a rigidez hepatica
independentemente da fibrose e de atividade necroinflamatdria (colestase e ascite).
O tratamento da hepatite cronica deve ser considerado em pacientes com elastografia
de onda transitoria = 9,5 kPa, pois esse valor de corte se correlaciona com o estagio
F3 de fibrose hepatica (CONITEC, 2015; TSOCHATZIS et al., 2011).

Na nao disponibilizacdo de métodos como a bidpsia e a elastografia, os indices
de APRI e FIB4 podem ser usados, tendo vantagens em nao serem invasivos, tém
boa reproducao e baixo custo, de facil execucao, possibilitando a deteccao de fibrose
avancada, assim como o direcionamento do tratamento utilizando exames
laboratoriais simples (BRASIL, 2017; CONITEC, 2018). Esses métodos s&o validados
pela OMS e fornece o diagnéstico dos graus de estagio da fibrose. Quando esses
testes sdo realizados combinados, detém maior sensibilidade e confiabilidade
(CONITEC, 2018; WHO, 2014).

O indice da relacdo de aspartato aminotransferase (AST) sobre plaquetas
(APRI) (Quadro 3) é um teste simples, que apresenta elevada acurécia, usando
resultados laboratoriais de AST e contagem de plaquetas, podendo identificar
pacientes com hepatite C crbnica, apresentando significado grau de fibrose e cirrose
com elevado grau de precisdo. Sendo util para o seguimento dos pacientes durante e
apdés o tratamento do HCV, reduzindo a necessidade de amostras de bidpsias
hepaticas (YILMAZ et al., 2011; WAI et al., 2003). A interpretacao do grau de fibrose
esta relacionada a valores numéricos: Valores de APRI < 0,5 apontam para
probabilidade de fibrose FO-F1 conforme METAVIR de 72,7%, indicando que as
chances de fibrose sdo reduzidas e valores de APRI = 1,5, apontam para
probabilidade de fibrose F3-F4 conforme METAVIR de 54,2%, indicando a presenca
de fibrose significativa (WAI et al., 2003).
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Quadro 3. Calculo do indice da relacao de aspartato aminotransferase (AST) sobre
plaquetas (APRI).

e APRI = [AST (U/L) / 35 (ULN*)] / plaquetas x 100
*ULN: O limite superior da AST normal é estimado a 35

Fonte: WAI et al., 2003

O fibrosis-4 (FIB4), que é um indice para fibrose hepatica, utiliza valores de
cortes FO-F1 (FIB4 < 1,45) e F3-F4 (FIB4 > 3,25). No entanto, uma pontuagéao de FIB-
4 < 1,45 apresentou um valor preditivo negativo de 90% para fibrose avangada (escore
de fibrose de Ishak de 4-6 que diagnostica fibrose de ponte precoce para cirrose)
(ISHAK et al., 1995). Por outro lado, um FIB-4 > 3,25 apresentou uma especificidade
de 97% e um valor preditivo positivo de 65% para fibrose avancada. No estudo clinico
em que essa férmula foi validada pela primeira vez, em torno de 70% dos pacientes
apresentaram valores < 1,45 ou > 3,25. Os autores levantaram que esses pacientes
poderiam ter evitado a realiza¢ao da biépsia hepatica com uma precisao de 86%. Esse
teste é calculado usando a idade e resultados de AST, alanina aminotransferase (ALT)
e plaquetas (Quadro 4) (STERLING et al., 2006; VALLET-PICHARD et al., 2007).

Quadro 4. Fibrosis-4 (FIB4), indice para fibrose hepatica

e FIB4 = (Idade x AST) / (Plaquetas x VALT)

Fonte: STERLING et al., 2006 e VALLET-PICHARD et al., 2007.

E recomendado o tratamento para pacientes monoinfectados pelo HCV com
APRI > 1,5 ou FIB4 > 3,25, correlacionado com METAVIR = F3 (CONITEC, 2017).

Na Tabela 5 esta descrita a correlacdo dos resultados de APRI e FIB4 com a
escala METAVIR.
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Tabela 5. Descricao de fibrose hepatica de acordo com valores de APRI e FIB4.

APRI (avaliacao de fibrose hepatica avancada)

Resultado <0,5 0,5-1,49 =215

Interpretacdo Baixa probabilidade de N&ao é possivel determinar Alta probabilidade de
fibrose hepética F2, F3 ou o estagio de fibrose fibrose hepatica F3 ou F4

F4 hepatica
APRI (avaliacao de cirrose hepatica)
Resultado <1,0 1,0-1,49 22,0
Interpretacdo Baixa probabilidade de N&ao é possivel determinar Alta probabilidade de
cirrose (F4) o estagio de fibrose cirrose (F4)
hepatica
FIB4 (avaliacdo de fibrose hepatica avancada ou cirrose)
Resultado < 1,45 1,45 - 3,24 = 3,25

Interpretacdo Baixa probabilidade de Nao é possivel determinar Alta probabilidade de
fibrose hepatica F2, F3 ou o estagio de fibrose fibrose hepatica F3 ou F4
F4 hepatica

Fonte: CONITEC, 2018.

Para o prognéstico, os modelos mais utilizados sao o de Child-Pugh e o MELD
ou Modelo para Doenca Hepatica Terminal, do inglés Model for End-Stage Liver
Disease (SILVA, 2010; FARNSWORTH et al., 2004; CHOLONGITAS et al., 2006).

A cirrose compensada é diferenciada da cirrose descompensada através do
escore de Child-Pugh, que é importante na definicdo do prognéstico e na avaliagao
do grau de comprometimento da funcao hepatica, baseado no grau de encefalopatia,
ascite, bilirrubina sérica, tempo de protrombina (TP) e albumina sérica, conforme
descrito na Tabela 6 (PENG et al., 2016; TSORIS et al., 2020).

Tabela 6. Classificagdo Modificada Child-Pugh.

Critérios 1 Ponto 2 Pontos 3 Pontos
Bilirrubina total (mg/dL") <2 2a3 >3
Albumina sérica(g/dL™") > 3,5 28a35 <28

TP (s) /INR 1a3/<17 3a6/1,7a23 >6/>2,3
Ascite Nenhuma Leve Moderada/Grave
Encefalopatia hepatica Nenhuma Grau I-lI Grau llI-IV

Fonte: Adaptado de FARNSWORTH et al., 2004.

A classificacdo de hepatopatia por Child-Pugh tem correlacdo com a
mortalidade p6s-operatéria. Na classe A, sao incluidos os pacientes com 5 a 6 pontos,
tendo uma mortalidade pds-operatéria estimada de até 10%. Na classe B, entram os
pacientes com 7 a 9 pontos, com estimativa de 30% e na classe C, com pontuagao de
10 a 15, a mortalidade pode ser bastante elevada chegando a 80%. Um escore de
Child-Pugh > 7 (classe B de Child-Pugh) aponta para descompensacdo hepatica,
sendo um critério para inclusdo do paciente na fila de transplante hepéatico (FRANCOZ
et al., 2008; MANSOUR et al., 1997; TSORIS et al., 2020).
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O modelo matematico MELD é um sistema de pontuacdo que quantifica a
urgéncia de transplante hepéatico em pacientes maiores de 12 anos. Ele foi
inicialmente descrito em 2000 por MALINCHOC et al. (2000), para predizer sobrevida
no periodo de trés meses de pacientes cirroticos submetidos a shunt portossistémico
intra-hepatico via transjugular (TIPS). Posteriormente, foi validado como preditor de
sobrevida de pacientes cirréticos, incluindo os cirréticos candidatos a transplante
hepatico (KAMATH et al., 2001; WIESNER et al., 2001). Em 2002, a Rede Unida para
Compartilhamento de Orgdos (UNOS) utilizou, pela primeira vez, a escala MELD
como escore para alocacao de pacientes na lista de espera para transplante hepatico
(MARTIN et al., 2007). No Brasil, esse escore comegou a ser utilizado com esse
proposito a partir de 2006 (BRASIL, 2006). Ele usa em seu calculo o logaritmo de
valores de creatinina, bilirrubina total e international normalized ratio (INR) (Quadro
5) (BARBOSA et al., 2010; KAMATH et al., 2001; TELEM et al., 2010).

Quadro 5. Célculo do escore de MELD

MELD = 3,78[Ln bilirrubina sérica (mg/dL-1)] + 11,2[Ln INR] + 9,57[Ln creatinina sérica (mg/dL-
"] + 6,43
Ln = Logaritmo natural

Fonte: Adaptado de BARBOSA et al., 2010.

O MELD ¢ usado atualmente por muitos paises como critério de gravidade para
posicionamento de pacientes na lista de transplante de figado e sua pontuacgéao varia
de 6 a 40. Faz-se necessario o minimo de 10 pontos para o paciente ser alocado em
lista para transplante (BRASIL, 2006) e sua priorizacdo para realizagdo do
procedimento € maior quanto maior for o escore de MELD. Os pacientes com MELD
de 0 a 11 evoluem com mortalidade pés-operatéria de 5-10%, um MELD de 12 a 25
associa-se a mortalidades de 25 a 54% e quando o MELD é maior que 25, a
mortalidade chega a 90% (BARBOSA et al., 2010; KAMATH et al., 2001; TELEM et
al., 2010; PENG et al., 2016).

1.3. Carcinoma hepatocelular
1.3.1. Epidemiologia e fatores de riscos

O HCC é o tumor maligno priméario mais frequente do figado e a terceira causa
mais prevalente de mortalidade associada ao cancer, sendo um problema de saude
mundialmente consideravel (Figura 12). A incidéncia de HCC na populacédo em geral
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tende a aumentar com o avango da idade, tendo maior frequéncia no sexo masculino
e nas regides menos desenvolvidas. Autores tém levantado que a sobrevida em
pacientes diagnosticados com HCC é de menos de 10% em 5 anos (CHAGAS et al.,
2019; EL-SERAG et al., 1999; PARKIN et al., 2005; TINKLE E HAAS-KOGAN, 2012).

Figura 12. Aspecto macroscépico do carcinoma hepatocelular avancado

Fonte: PARK et al., 2011.

Ha mudltiplos fatores de risco para o surgimento do HCC como hepatopatia
cronica por virus (B, C e D), hepatopatias hereditarias metabdlicas (hemocromatose
hereditaria, alfa-1- antitripsina), obesidade, hepatite autoimune, esteato-hepatite ndo
alcodlica. Podendo, também, o HCC ocorrer nas condicdes sem fatores de risco
conhecidos. Dificilmente, o HCC aparece na auséncia de cirrose, sendo que todas as
causas etiolégicas da mesma podem ter complicacées pelo desenvolvimento do
tumor, apresentando risco maior nos pacientes com hepatite por infecgéo,
principalmente, hepatite por virus C (DE LOPE et al., 2012; MANCUSO et al., 2014;
PARKIN et al., 2005).

1.3.2. Rastreamento e diagnéstico

O rastreamento do HCC é realizado com ultrassonografia de abdome total e
alfa-fetoproteina (AFP) a cada 6 meses, em pacientes com fatores de risco. A



40

identificagdo precoce aumenta as chances de cura com redugdo da mortalidade.
(CONITEC, 2017; DE LOPE et al., 2012).

A AFP é uma glicoproteina secretada por hepatocitos em regeneracéo, tanto
em doencga hepatica em atividade como em HCC, e extra-hepaticas, como processos
inflamatérios, gestacéo e outras neoplasias (cancer testicular, colangiocarcinoma e
etc.) (GIANNINI et al., 2012; TREVISANI et al., 2001). Seus niveis séricos podem ser
alterados pela etiologia e atividade da doenca, como também pela agressividade
(invaséo vascular) e tamanho do tumor (GIANNINI et al.,2012; ZHANG AND YANG,
1999). A AFP foi implementada na pratica clinica como marcador tumoral para
diagnéstico de HCC em 1970, quando os exames de imagens ainda nao estavam
completamente disponiveis. Pacientes, geralmente, eram diagnosticados com tumor
avancado, com sintomas, e com niveis de AFP em torno de 500 ng/mL, pois apenas
niveis superiores a 500 ng/mL podem ser considerados especificos para HCC (uma
vez que os valores normais varia de 10 a 20 ng/mL) (MARRERO et al., 2018; WU,
1990).

Autores tém documentado que a anadlise isolada de AFP tem baixa
sensibilidade para o diagnéstico de HCC (EASL-EORTC, 2012; BRUIXAND
SHERMAN, 2011). A AFP > 20ng/mL apresentou sensibilidade de 65,9% e
especificidade de 90,5% para lesdo hepatica e a ultrassonografia de abdome
apresentou sensibilidade de 43,9% e especificidade de 91,5%. No entanto, na
utilizacado combinada da AFP e da ultrassonografia, a sensibilidade foi para 90,2%,
com discreta diminuicdo da especificidade (83,3%). Assim, os autores sugeriram que
o rastreamento seria mais efetivo quando usado combinado, descartando o uso
isolado nos niveis de AFP (BRUIX E SHERMAN, 2011; GIANNINI et al., 2012;
MARRERO et al., 2018).

O diagnéstico pode ser realizado com ultrassonografia, ultrassonografia com
doppler, tomografia computadorizada (TC), ressonancia nuclear magnética (RNM) e
angiografia. Porém, o diagnéstico definitivo é realizado por meio da TC, que tem
sensibilidade de 68% e especificidade de 93%, quando comparado ao exame
anatomopatoldgico, e da RNM, que apresenta sensibilidade de 81% e especificidade
de 85% (COLLI et al., 2006)
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O diagnostico com biopsia hepatica deve ser reservado para pacientes sem
cirrose hepatica e nos casos com exames de imagem inconclusivos (CLAVIEN et al.,
2012; MARRERO et al., 2018). A American Association for the Study of Liver Diseases
recomenda o diagnéstico do HCC, conforme o tamanho do ndédulo hepatico em
pacientes com diagndstico de hepatite B ou cirrose, de acordo com os critérios de

estagio descritos no Quadro 6.

Quadro 6. Critérios de estagio de diagnéstico recomendado pela American

Association for the Study of Liver Diseases.

a) Nodulos < 1 cm diagnosticados por ultrassonografia precisam ser acompanhados a cada 3 meses
e nao havendo crescimento em 2 anos, é considerado como nédulo regenerativo;

b) Nédulos >1 cm devem ser analisados por 2 exames contrastado - TC ou RM - com objetivo de
identificar caracteristicas tipicas, como impregnacao marcada nas fases arteriais com lavagem do
meio de contraste em fase venosa;

b1) Caso as caracteristicas tipicas sejam identificadas, nao ha necessidade de métodos adicionais,

pois tem o diagnéstico de CHC;

b2) Caso nao haja as caracteristicas tipicas ao estudo de imagem, pode ser realizado um segundo

estudo dindmico ou mesmo bidpsia.
Fonte: MARRERQO et al., 2018.

1.3.3. Estadiamento e tratamento

O estadiamento pré-operatério do HCC é importante para definir o tratamento.
No entanto, ha alguns sistemas de estadiamento como Cancer of the Liver Italian
Program, Okuda e Barcelona Clinic Liver Cancer, veja Quadro 7 e Figura 13, que
estratificam os pacientes conforme a doenca hepatica, as caracteristicas do tumor e
o status de desempenho, tornando o prognostico e o tratamento mais apropriados
(FORNER et al.,, 2012; MARRERO et al.,, 2018). A maioria dos estudos utiliza a

classificacao de Barcelona por ser amplamente adaptada e divulgada.

Quadro 7. Estadiamento conforme a classificacdo de Barcelona Clinic Liver Cancer.

e Estagio 0 ou muito precoce: tumor Unico < 2 cm, em paciente sem sintoma (PS 0), sem
ascite, com bilirrubina total < 3 mg/dL e albumina > 3 g/dL;
e Estagio A ou precoce: tumor Unico, 5 cm ou até trés tumores com até 3 cm de didametro, em
paciente sem sintomas (PS 0), Child-Pugh A ou B;
o Estagio B ou intermediario: tumor comprometendo mais de 50% do figado ou multinodular,
em paciente sem sintomas (PS 0), Child-Pugh A ou B;
e Estagio C ou avancado: presenca de pelo menos um dos seguintes critérios: invasao
vascular, disseminagao extra-hepatica, em paciente sintomatico (PS 1 ou 2), Child-Pugh A
ou B;
e Estagio D ou terminal: paciente incapacitado (PS 3 ou 4), qualquer que seja a extensao do
tumor ou a funcao hepatica (Child-Pugh A, B ou C);
PS, estatus de desempenho.
Fonte: FORNER et al., 2012 e MARRERO et al., 2018.
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Figura 13. Sistema de estadiamento da Barcelona Clinic Liver Cancer.

HCC

L v 1
Child-Pugh A, Child-Pugh A-B Child-PughC
Tumor tnico<2cm
USG 05 0-1 / l \ l
Tumor Gnico ou 2-3 Multinodular, Invas3o veia porta Qualquer T, N ou M,
nédulos < 3 em, USG PS 0-1 N1, M1, USGPS>2
USG PS 0-1 USG PS 0-2
Muito precoce Precoce Intermediario Avancado Terminal
Estagio 0 Estagio A Estagio B Estagio Estagio D

HCC, carcinoma hepatocelular; N, nodal metastase; M, metastase extra-hepatica; OS, estatus de
desempenho.
Fonte: MARRERO et al., 2018.

Atualmente, ha terapias curativas para o tratamento do HCC como ressecgao,
ablagéo e transplante hepatico, que podem aumentar a sobrevida desses pacientes
em estagio precoce do tumor no estadiamento da Barcelona Clinic Liver Cancer e
promover a cura em um longo prazo. A quimioembolizagdo tem indicagdo no
tratamento do HCC no estagio intermediario e ja no estagio avangado, o tratamento é
realizado com sorafenibe, que é um inibidor de multiquinase com efeitos
antiangiogénicos e antiproliferativos (Figura 14) (CARRILHO et al., 2015; DE LOPE

et al., 2012; MARRERO et al., 2018).

O TOF é o método de eleigcédo para tratar o HCC com cirrose hepética, sendo
uma técnica adequada em estagios precoces com potencial de cura e aumento da
sobrevida (BRUIX E LLOVET, 2009; BRUIX E SHERMAN, 2011; PARKIN et al., 2005).
Em um estudo, MAZZAFERRO et al. (1996), reportaram sobrevida de 85% em 5 anos
com taxa de recorréncia menor que 10% em um grupo de pacientes com HCC nao
ressecavel, mas com nddulo Unico menor que 5 cm de diametro ou até trés nddulos
de até 3 cm de didmetro, sem invasao macrovascular ou metastases detectaveis, que
ficou conhecido como critério de Mildo. Pacientes com HCC que estdo fora dos
critérios de Mildo, podem ser submetidos a tratamento como quimioembolizagéo ou
embolizacao arterial, nesses casos, havendo a redugéo do tumor, eles passam a ser
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incluidos nos critérios de Mildo (down-staging), sendo posteriormente listados na fila
de espera para transplante hepatico.

Varios centros transplantadores hepaticos tém discutido e implementado os
critérios de Milao expandido, que tem mostrado taxa de sobrevida em 5 anos
semelhantes aqueles que foram incluidos nos critérios de Mildo, possibilitando o
tratamento com TOF de pacientes com a doenga em um estagio mais avangado
(DUFFY et al., 2007; LEE et al., 2008; YAO et al., 2002). YAO et al. (2001) relataram
em um estudo, sobrevida em 5 anos de 75% usando critérios de Mildo expandido.
Tais critérios de Mildo expandido sao: critérios da Universidade de Sao Francisco (1
nddulo < 6,5 cm; < 3 nddulos, cada < 4,5 cm com didmetro total < 8 cm) (YAO et al.,
2001), os critérios de Barcelona (1 ndédulo < 7 cm, sem satélites; < 3 nédulos <5 cm
ou < 5 nédulos < 3 cm down-staging = OK, = 6 meses) (LLOVET et al., 2004) e o
critério até 7 que foi desenvolvido pelo mesmo autor que implementou os critérios de
Mildo em 1996 (1 nédulo <7 cm; 2 nédulos <5 cm ou 3 nédulos <4 cm ou 4 nédulos
< 3 cm ou 5 nédulos <2 cm) (MAZZAFERRO E SCHIAVO, 2007).

Figura 14. Recomendagdes de tratamento conforme os estagios da Barcelona Clinic

Liver Cancer.

Estagios de Barcelona

[ ! b
o P
| Estagio 0 | | Estagio A | m Estagio D

| | | |

Nivel de evidéncia

Sorafenibe (1L)

1 Resseccéao TACE Lenvatinibe (1L)
Regorafenibe (2L)
Cabozantinibe (2L)

Ressecdo
2 RFA TOF, SRBT TARE Nivolumabe TOF
MWA RFA, MWA, Reduzir MCS
TARE, TACE paraTOF
3 TARE

Abreviagdes: TACE, quimioembolizacdo transarterial; 1L, terapia de primeira linha; 2L, terapia de
segunda linha; RFA, ablacao percuténea por radiofrequéncia; MWA, ablac¢do por micro-ondas; TOF,
transplante ortotopico de figado; SBRT, radioterapia estereotéxica corporal; TARE, radioembolizacéo;
MCS, melhor cuidado de suporte.

Fonte: MARRERO et al., 2018.




44

O critério de MELD para seguimento de gravidade na fila de espera de
transplante hepatico ndo beneficia algumas doencas graves hepatica como ascite
refrataria, encefalopatia crénica, colangite recorrente, prurido refratario e HCC
(COELHO et al., 2018; FREITAS et al., 2016). No entanto, especificamente para o
HCC, foram implementadas as situagbes especiais ao calculo do MELD como a
inclusao na fila de transplante (20 pontos), ap6s 3 meses (24 pontos), apos 6 meses
(29 pontos) e o desempate € através do MELD “puro”, que desconsidera a pontuagao
adicional prevista em lei acrescentada conforme o diagnéstico do paciente (MELD
corrigido). Essa pontuacéo extra de pacientes portadores de HCC, para a alocagéo
na fila de espera de TOF, & importante, pois a neoplasia pode levar a morte por
disseminacgao tumoral (BRASIL, 2006; FREITAS et al., 2016).

Em um estudo de um centro de transplantes do Ceard, os autores perceberam
um beneficio para os pacientes com HCC, apés a implementagéo do escore MELD no
Brasil, com sobrevivéncia superior do que na era pré-MELD (COSTA et al., 2014).

1.4. Transplante ortotopico de figado

O TOF é o tratamento de eleicao para pacientes portadores de doencas agudas
ou crénicas em que os tratamentos conservadores nao foram efetivos (Figura 15). Em
marco de 1963 foi realizado o primeiro TOF em humanos pela equipe de Thomas
Starzl. As varias anastomoses foram realizadas de forma semelhante as dos
experimentos em cédo. Porém, nas condicdes técnico-cientificas existentes na época,
a cirurgia foi considerada como tendo execugado extremamente dificil, com risco
transoperatério tdo elevado que néo permitiria a aplicagao clinica imediata, ja que os
primeiros pacientes transplantados foram a 6bito durante o intraoperatério ou no pos-
operatério, decorrente de disturbio de coagulacao com complicagdes hemorragicas e
infeccdo. Ao mesmo tempo, ficou evidente que as condicdes disponiveis, tanto para a
preservacao do enxerto durante o periodo de isquemia quanto para o controle da
rejeicdo eram inadequadas e insuficientes (STARZL et al., 1963; SONG et al., 2014).
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Figura 15. Imagem de resseccao do figado cirrético e do figado transplantado.

(A) resseccao do figado cirrético; (B) figado transplantado.
https://www.vascularitajuba.com.br/cirurgia-endovascular/intervencao-no-transplante-hepatico

O advento da ciclosporina A, um potente agente imunossupressor, € sua
aprovacao pelo FDA em novembro de 1983, revolucionou o controle da rejeicéo e
permitiu que, a partir daquele ano, o transplante de figado deixasse de ser uma
modalidade experimental para ser uma alternativa terapéutica para os pacientes
portadores de doencga hepatica terminal (STARZL et al., 1988).

O primeiro TOF bem-sucedido na América Latina foi realizado no Hospital das
Clinicas de Sao Paulo, pela equipe da unidade de figado do Dr. Silvano Raia, em
1985. Tratava-se de uma paciente portadora de um tumor primario de figado que teve
uma evolugdo pos-operatéria satisfatoria, mas faleceu 13 meses depois em
decorréncia de recidiva da doenca original. Essa mesmo grupo realizou o primeiro
TOF intervivos do mundo, em 1988 (RAIA et al., 1989). No Ceara, na madrugada do
dia 18 de maio de 2002, foi realizado o primeiro TOF com sucesso pela equipe do Dr.
José Huygens Parente Garcia no Hospital Universitario Walter Cantidio da
Universidade Federal do Ceard (HUWC-UFC) (GARCIA et al., 2002). No dia 11 de
dezembro de 2009 foi realizado o primeiro TOF também com sucesso no Hospital
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Geral de Fortaleza (HGF) pela equipe chefiada pela Dra. Ivelise Regina Canitio Brasil,
tratava-se de um paciente masculino, de 61 anos, que foi listado no dia anterior ao
procedimento com diagnéstico de hepatite fulminante, o transplante durou cerca de 4

horas e esse paciente permanece vivo até os dias atuais.

No Brasil, segundo dados do Registro Brasileiro de Transplantes (2019),
durante o ano de 2019, em 14 estados, foram registrados 72 centros transplantadores
atuantes com a realizacao de 2.245 TOF, sendo 229 realizados no estado do Ceara
em 2 centros transplantadores, o qual permaneceu em quarto lugar atras de Sao
Paulo, Rio de Janeiro e Parana. Nesse mesmo periodo, no Ceara, o numero de
pacientes ativos em lista de espera foram 148 com 42 evoluindo para o obito antes da
realizacdo do TOF (RBT, 2019).

A indicagédo do TOF esta relacionada a numerosas causas de faléncia hepatica
aguda e crbnica como: doenga hepatica aguda medicamentosa, hepatite autoimune,
doencas colestaticas crbnicas (cirrose biliar primaria e colangite esclerosante),
hepatites virais cronicas, doencas metabdlicas hereditarias (hemocromatose, doenca
de Wilson, deficiéncia de alfa-1-antitripsina), esteatose hepatica ndo alcodlica,
sindrome de Budd-Chiari primaria, trombose de artéria hepatica e veia porta, HCC e
etc (PARKIN et al., 2005; MANCUSO et al., 2014).

O TOF pode ser realizado por algumas técnicas cirurgicas como a convencional
(com ou sem circulacao extracorpérea) ou a de Piggyback. A primeira técnica,
convencional com circulacdo extracorpdérea, envolve a ressec¢do e completa
substituicdo da veia cava retro hepatica. Durante a fase anepatica, ha diminuicdo
importante do retorno venoso, causando alteragbes metabdlicas, instabilidade
hemodinamica e reducao global do fluxo renal. A segurancga da cirurgia avangcou com
a utilizacdo de um desvio veno-venoso, que permite a descompressao da veia cava
obstruida e do sistema venoso esplancnico por meio da utilizacdo de um circuito que
drena 0 sangue proveniente da veia cava inferior e veia porta para a veia cava
superior, por uma canula introduzida geralmente na veia axilar esquerda, isto oferece
varias vantagens na medida em que evita distirbios cardiovasculares graves,
principalmente hipotensado, que as vezes esta associada ao clampeamento da veia
cava antes da hepatectomia. Na anastomose da veia cava infra-hepatica e portal, o
sangue rico em potassio e hidrogénio é devolvido a circulagdo sistémica dos leitos
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capilares, anteriormente estagnados na parte inferior do corpo e circulagao
esplancnica (DENMARK et al., 1983; GRIFFITH et al., 1985; OHKOHCHI et al., 1987;
HALL et al., 2013).

A segunda técnica, também convencional, difere da primeira por ndo utilizar a
circulagdo extracorporea, e na resseccao da veia cava juntamente com o figado,
alguns pacientes podem n&o suportar o clampeamento da veia cava supra-hepatica e
apresentar hipotensdo importante. Por outro lado, os pacientes que suportam o
clampeamento da veia cava, normalmente necessitam de aporte maior de reposi¢cao
volémica, que pode levar a efeitos adversos apos a revasculariza¢ao do enxerto, como
sobrecarga cardiaca e congestao do figado (HALL et al., 2013; SONG et al., 2014).

A terceira técnica chamada de Piggyback, evita a interrupcéo do fluxo da veia
cava inferior e a enxertia é realizada como em técnicas convencionais, exceto para a
reconstrucdo de saida, que € realizada entre o enxerto supra-hepatico e a superficie
anterior da veia cava (um orificio formado usando as grandes veias hepaticas). Esta
técnica é, atualmente, a mais amplamente utilizada e uma das principais
preocupacoes sobre este modelo é o risco de obstrugao do fluxo venoso relacionado
com o pequeno calibre da anastomose ou dobras da veia supra-hepética, a grande
vantagem é nao necessitar de circulagdo extracorpdrea, evitando complicacdes
relacionadas a mesma como embolia gasosa, tromboembolismo pulmonar, hemdlise
e coagulopatias (HALL et al., 2013; SONG et al., 2014).

1.5. Apolipoproteina E

A apolipoproteina E humana (ApoE) consiste em uma glicoproteina de 34 kDa,
contendo 299 residuos de amino&cidos, que é um importante componente proteico de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e um ligante para o receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDL-R). (ZANNIS et al., 1982; MAHLEY et al., 1999;
MAHLEY E RALL, 2000).

A ApoE é sintetizada principalmente no figado, mas também no baco, cérebro,
rim, pulmoes, glandula adrenal, macréfagos-mondécitos, tecidos musculares, sistema
nervoso central e periférico. Possui agbes importantes no reparo neuronal, na
regulacdo da homeostase lipidica e no transporte e metabolismo de triglicérides e

colesterol. Também possui fungdes anti-inflamatérias, convertendo o fendtipo



48

macrofagico proé-inflamatério M1 em M2 anti-inflamatério e diminuindo a sintese de
interleucina-2 (IL-2), bem como em atividades imunomoduladoras, como a ativagéao e
proliferagao de linfocitos T. (DRISCOLL E GETZ, 1984; KRAFT et al., 1989; MAHLEY
E RALL, 2000; TUDORACHE et al., 2017).

Alguns estudos documentaram a associagdo entre as isoformas da ApoE e
doencas como doenca de Alzheimer, aterosclerose, doenga hepatica causada pelo
HCV, infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), deméncia associada ao
HIV, tuberculose pulmonar, diarreia infantil e infeccdo pelo virus herpes simplex
(MAHLEY E RALL, 2000; ORIA et al., 2007; SCHMITZ et al., 2007).

O gene da APOE humana € polimoérfico. Em humanos, este polimorfismo é
responsavel por diferentes isoformas de ApoE, por causa da substituicdo de uma
Unica base nitrogenada (timina por citosina) em duas posicoes relevantes da regiao
que codifica a APOE nas posi¢des 112 e 158 (LINTON et al., 1991; 1980; ZANNIS et
al., 1982). Existem trés alelos comuns do gene APOE, localizados no cromossomo 19
(19913); estes sao chamados E2, E3 e E4, com seis possiveis gendétipos: E2/E2,
E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4 e E4/E4. O alelo E3 é a isoforma mais frequente,
representando 70-80% dos alelos na maioria da populacéo, codificando a isoforma
ApoE3 com um residuo de cisteina na posi¢cdo 112 e um residuo de arginina na
posicao 158. O alelo E4 codifica a isoforma ApoE4, com um residuo de arginina nas
duas posicoes 112 e 158, enquanto o alelo E2 codifica a isoforma ApoE2, com um
residuo de arginina nas duas posi¢cdes do cromossomo (E2 = cis-112, cis-158; E3 =
cis-112, arg-158; E4 = arg-112, arg-158) (Figuras 16 e 17). A frequéncia do alelo E4
é de 10-15%, ja a do alelo E2 € de 5-10%, sendo 0 mais raro na maioria da populacao
(HUEBBE e RIMBACH, 2017; KRAFT et al., 1989; MAHLEY E RALL, 2000; ZANNIS
et al., 1982).
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Figura 16. Estrutura tridimensional de regides de ApoE destacando diferengas de

isoformas.

Helix 2 Helix 1 Helix 2

Helix 3 i
—— Helix 4 Holix 3

(A) regido da hélice 4 em que um rearranjo critico da ponte salina na ApoE2 reduz o potencial de ions
positivos do local de ligagao ao receptor de LDL (em caixa). O acido aspartico 154 altera sua interagao
ibnica na arginina150 na ApoE2 por causa da substituicdo da cisteina158, puxando a cadeia da
arginina150 da nuvem de positividade, reduzindo seu potencial e causando uma redugao de 100 vezes
na ligagéao ao receptor de ApoE. (B) o feixe de quatro hélices da ApoE mostrando o rearranjo critico da
cadeia lateral da arginina 61. A substituicao da arginina 112 na ApoE4 leva a uma interacdo ibnica com
o acido glutamico 109 que exclui a cadeia lateral da arginina 61 de sua posi¢édo habitual, fazendo com
que a arginina 61 figue mais exposta ao lado da hélice 2 e permitindo que ela fique disponivel para
interagdo com &cido glutdmico 255 no dominio carboxil-terminal da apoE (ndo mostrado aqui).

Fonte: adaptado de MAHLEY E RALL, 2000.
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Figura 17. Separacéo isoelétrica de VLDL delipidada que mostra os trés fenoétipos de
ApoE E2, E3 e E4.
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As isoformas de apoE2, E3 e E4 diferem sequencialmente por uma unidade de carga como resultado
das substituicbes de aminoacidos mostradas no quadro. As isoformas menores abaixo de cada
isoforma principal de ApoE séo as isoformas sialiladas. O catodo (-) e o anodo (+) séo indicados, bem
como as posicoes das isoformas ApoC do VLDL.

Fonte: adaptado de MAHLEY E RALL, 2000.

As diferencas nos aminoacidos das trés isoformas ApoE resulta em diferentes
afinidades de ligacao aos receptores especificos. Logo a ApoE3 assim como a ApoE4
pode se ligar com alta afinidade ao receptor LDL colesterol, enquanto a ApoE2 tem
uma ligacdo menos efetiva (ZHANG et al., 2007). A ApoE2 tem menos de 99% de
capacidade de ligacao ao receptor quando comparada a isoforma ApoE3 (MALAVAZI
et al, 2004), contudo a isoforma ApoE2 apresentou intima associacdo com
hipertrigliceridemia e hipocolesterolemia (EICHNER et al., 2002), sendo importante
enfatizar que 15% dos E2/E2 homozigotos podem desenvolver disbetalipoproteinemia
familiar (também conhecida como hiperlipoproteinemia do tipo Ill), que leva a
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia e pode estar associada a obesidade e a
resisténcia a insulina (KOOPAL et al., 2017; SCHNEIDER et al., 1981).
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1.5.1 Apolipoproteina E, e HCV, TOF e HCC

Estudos tém sugerido que a APOE4 atua como um fator protetor contra a
infeccdo pelo HCV (WOZNIAK et al., 2016; WELLER et al., 2017). No entanto, a
entrada do HCV nos hepatécitos humanos € um mecanismo de varias etapas no qual
varios fatores do hospedeiro estdo envolvidos, incluindo o LDL-R e proteoglicanas de
heparansulfato (HSPGs). A particula lipoviral (LVP), que é importante para a
infectividade viral, inicialmente se liga ao LDL-R e HSPGs através da ApoE (ANDRE
et al., 2002; FELMLEE DJ et al., 2013; POPESCU et al, 2009). Também, foi
reconhecido que o LDL-R € regulado negativamente em portadores de ApoE4. Em
pacientes ApoE4, a entrada do virus nos hepatécitos pode ser reduzida
(TUDORACHE et al., 2017). A Figura 18 ilustra o potencial mecanismo protetor da
APOE4 contra o HCV nos hepatécitos.

Figura 18. Comparacao dos efeitos da ApoE3 e ApoE4 na infecgéo pelo HCV nos
hepatocitos.

Receptor
downregulation

(A) Ciclo normal de entrada do virus da hepatite C (HCV) em hepatécitos via receptor de lipoproteina
de baixa densidade (LDL-R). O HCV compete com as particulas da Apolipoproteina E (ApoE) (ApoE3,
nesse caso) pela ligagcdo do LDL-R, terminando na formacdo da particula lipoviral (LVP), que é
importante para a infectividade do virus. (B) ApoE4 prop6s prote¢éo contra a entrada de HCV. Além da
ApoE e competicdo de virus pela entrada celular via LDL-R, os portadores de ApoE4 mostraram
regulacao negativa dos receptores de LDL nos hepatécitos e menos capsulamento viral.

Fonte: Adaptado de NASCIMENTO et al., 2020.

A ApoE seria o unico fator especifico para a producéo de particulas infecciosas
de HCV; portanto, a ApoE pode influenciar no estagio tardio da infectividade viral apés
o envoltério do capsideo viral, sendo essencial para a transmiss&o viral célula a célula
(HUEGING et al.,, 2014). Uma das hipdteses é que ApoE4 afeta indiretamente a
expressao do receptor LDL aumentando a ligacao e a internalizacao das lipoproteinas
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(MUELLER et al, 2016; YANG et al, 2016). A outra hip6tese, é que a
hiperbetalipoproteinemia induzida pela APOE4 poderia interferir diretamente na
captacdo do virus mediado pelo LDL-R, devido a competicdo forcada entre
betalipoproteinas livres e particulas de lipoproteinas do virus para receptores locais
de LDL (MONAZAHIAN M et al, 1999). Assim, as propriedades funcionais
relacionadas a APOE4 no metabolismo lipidico e na regulagdo negativa de receptores
de LDL hepatica, podem fornecer uma explicacdo (corroborando com evidéncia
epidemioldgica) de como os portadores da APOE4 sao protegidos contra a infeccao
pelo HCV.

O TOF é o tratamento de eleicdo para doenga hepatica terminal (STARZL et
al., 1989) e pode também contribuir para a investigacado da sintese e degradacéao de
proteinas plasmaticas geneticamente polimérficas. Assim, como a ApoE é uma
proteina polimorfica em humanos, alguns estudos ja relatam que € possivel detectar
e quantificar alteragbes nessas proteinas em pacientes submetidos a transplante de
figado. (KRAFT et al., 1989; LINTON et al., 1991).

LINTON et al. (1991) realizaram um estudo amostral de 29 pacientes e
relataram que o fenétipo ApoE do soro pos-operatério do receptor foi convertido para
o doador. Isto indica que > 90% da ApoE no plasma é sintetizada no sistema hepatico.
Por outro lado, ndo houve alteragédo no fendtipo ApoE do liquido cefalorraquidiano
(LCR) do doador para o fenétipo do receptor apds o transplante hepatico, indicando
que a maior parte do ApoE no LCR é sintetizado localmente e ndo derivado do plasma.
KRAFT et al. (1989) também enfatizaram que mais de 90% da ApoE em humanos é
de origem hepatica, uma vez que o novo fenétipo da ApoE ap0és transplante de figado

correspondia ao do 6rgao doador.

Alguns estudos também demonstraram que a APOE possui agdo antioxidante
e estd aumentada em tumores malignos como gastrico, préstata, ovariano e HCC,
principalmente devido ao estresse oxidativo gerado pelas células tumorais (OUE N et
al., 2004; CHEN YC et al, 2005; LIU et al, 2003). YOKOYAMA et al. (2006)
descobriram que os niveis de ApoE em tecidos tumorais eram significativamente
maiores do que em tecidos normais ndo tumorais em 88% dos pacientes, sem
qualquer aumento no plasma, e que a ApoE pode ser um marcador bioquimico para
o HCC. Eles também mostraram que 72,7% dos pacientes com HCC eram E3/ES.



53

AHN et al. (2012) verificaram que o nivel plasmatico da ApoE era
significativamente maior no grupo de pacientes com cirrose hepatica e no grupo com
HCC. Eles também observaram que o alelo E3 e o genétipo E3/E3 foram os mais
frequentes em ambos os grupos e que o grupo portador do alelo E4 foi o que

apresentou menor probabilidade de desenvolver cirrose hepatica.
1.5.2. Papel da Apolipoproteina E na fibrose do figado

A inflamacéo crénica hepatica e a esteatose hepética podem aumentar as taxas
de apoptose de hepatdcitos e aumentar significativamente a expressao do fator de
crescimento derivado de plagquetas BB (PDGF-BB) e do fator de crescimento
transformador B (TGFB) que levam a ativacao de células Ito e pro-fibrogénese, e
genes ativados (MEKALA et al., 2018). Células estreladas hepaticas (células Ito), que
representam células armazenadoras de vitamina A no figado em estado fisiolégico,
sdo ativadas durante a inflamacédo crénica do figado. Essas células sédo trans
diferenciadas a miofibroblastos que produzem colagenos de matriz extracelular e
varias sinais inflamatérios que levam a fibrose hepéatica e a perda de armazenamento
de vitamina A (TSUCHIDA et al., 2017). Células Ito sao capazes de sintetizar e liberar
peptideos ApoE (RAMADORI et al., 1989).

Em um estudo de STACHOWSKA et al. (2013) avaliando doencga hepatica
gordurosa nao alcodlica (NAFLD), o alelo E4 foi significativamente associado ao
desenvolvimento de fibrose avancada, para o metabolismo hepatico do acido graxo e
aumento da producdo de acido 5-o0x0-6,8,11,14-eicosatetraenoico (YANG et al.,
2005).

A ApoE pode facilitar o efluxo de colesterol de macréfagos periféricos e outras
células para formar lipoproteina de alta densidade (HDL). apds interacdo com
transportadores ABC. As particulas de HDL liberam o colesterol para os hepatocitos
por meio da interagéo com os receptores de eliminacao B1 (SR-BI) ou LDL e posterior
conversao em acidos biliares contendo colesterol, contribuindo para o transporte
reverso de colesterol da periferia para hepatécitos e para excrecao fecal (GETZ et al.,
2018).

Os hepatocitos podem ser esteatéticos por dietas prolongadas com alto teor de
gordura, indicando que os hepatécitos podem estar sobrecarregados pelo excesso de
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colesterol. O aumento da lipdlise com diminuicdo da oxidagédo dos triglicerideos ou
aumento da lipogénese, € a redugao da secrecao de VLDL pelos hepatocitos também
estao envolvidos nesse processo. (KOYAMA et al., 2017) Por outro lado, a ApoE tem
sido reconhecida como um importante fator contribuinte para melhorar a esteatose
hepatica. Foi demonstrado que camundongos deficientes em APOE, cronicamente
alimentados com dietas ocidentais, desenvolvem esteato-hepatite nao alcodlica e
fibrose hepatica. (SCHIERWAGEN et al., 2015).
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1.6. Justificativa

Apesar de alguns estudos evidenciarem a influéncia da ApoE em hepatopatias,
ainda ha escassez de pesquisas que investiguem se o alelo da APOE4 é associado a
uma doenca hepatica menos grave relacionada ao HCV no pré- e p6s-TOF em
comparagao com outros alelos da APOE, além também da efetividade do tratamento
com farmacos antivirais. Assim, como a ApoE é um marcador na monitorizagao dessa
populacédo especifica € de fundamental importancia conhecer melhor a sua agéo e

relevancia clinica.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Avaliar a relagdo dos trés alelos principais (E2, E3 e E4) do gene da
apolipoproteina E na cirrose hepatica crbnica por virus C associado ou nado a

carcinoma hepatocelular no perioperatério de TOF.
2.2. Especificos

e Analisar a influéncia dos alelos (E2, E3 e E4) da APOE na cirrose hepatica crénica
por virus C no perioperatério de TOF, conforme:

1. As classificagées de MELD e Child-Pugh.

2. O estadiamento do grau de inflamacdo de biopsias de explante hepatico
categorizados pela classificacao de METAVIR.

3. O estadiamento do grau de fibrose de biépsias do enxerto hepatico e escores
de APRI e FIB4 no pés-TOF, categorizados pela classificagdo de METAVIR.

e Analisar a influéncia dos alelos (E2, E3 e E4) da APOE em carcinomas

hepatocelulares no pré-operatério de TOF, conforme:

1. Os tumores incluidos ou fora dos critérios de Milao.

2. O estadiamento através da alfa-fetoproteina.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Delineamento e populacao do estudo

Trata-se de um estudo descritivo, transversal, prospectivo e retrospectivo, onde
dados demogréficos, clinicos e laboratoriais foram coletados apdés uma revisao
minuciosa dos prontuarios meédicos durante o periodo pré-operatdrio ou apds o TOF,
e a coleta de células bucais da populagao total.

O estudo incluiu pacientes adultos com doenca hepéatica terminal relacionada
ao HCV com ou sem HCC, listados para transplante de figado ou transplantados de
maio de 2017 a julho de 2019, no HUWC e do HGF.

Os critérios de exclusao foram pacientes com idade inferior a 18 anos, dados
incompletos ou auséncia de dados, paciente inconsciente, recusa do paciente, HCC
associado a disseminagdo metastatica e malignidade extra-hepatica.

Um total de 179 pacientes foram incluidos neste estudo com uma idade média
de 61 anos (variacdo = 34-70). Todos foram diagnosticados com cirrose hepatica
cronica induzida pelo HCV, 105 deles (58,6%) complicados com HCC. A anélise dos
dados foi realizada em dois momentos: antes do periodo pré-transplante e apds o
TOF, com acompanhamento de 144 pacientes transplantados, veja o fluxograma
descrito na Figura 19.

Figura 19. Fluxograma de patrticipagéo no estudo.

Pacientes diagnosticados com cirrose hepatica cronica por virus C associado ou nao a HCC
na fila de TOF ou transplantados.
(n=180)

Pacientes excluidos do estudo
(n=1)

Recusa em patrticipar do estudo

v

v

Pacientes incluidos do estudo

(n=179)
Candidatos a TOF (n = 35) l Etiologia
Transplantados hepaticos (n = 144) ' HCV (n = 74)
HCV + HCC (n = 105)

Abreviagdes: TOF= transplante ortotépico de figado; HCV= virus de hepatite C; HCC= carcinoma
hepatocelular.
Fonte Prépria
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3.3. Coleta e analise de dados

Os dados foram obtidos por meio de entrevistas realizadas por 2 pesquisadores
previamente treinados para realiza-las, e registrados em questionarios especificos,
que, juntamente com os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), estao
descritos nos anexos 1 a 3. Todos os pacientes foram voluntariamente entrevistados
e submetidos a coleta de células bucais, com duracdo de no maximo 30 minutos.
Dados adicionais foram coletados dos prontuarios.

3.3.1. Anamnese

Cada paciente, apds assinado o termo de consentimento livre e esclarecido de
participacdo, respondeu ao entrevistador previamente treinado o questionario. A
identificacdo de cada paciente foi realizada por cédigo, sendo registrados os dados
demograficos e antropométricos. Foram colhidos dados da histéria mérbida pregressa
e social como diabetes mellitus, hipertensao arterial sistémica, cardiopatias, doencas
renais, portador de HCV com ou sem hepatocarcinoma, transfusdes sanguineas,
tratamento para hepatite C, quimioembolizacao hepatica, transplantados ou nao,
doencas virais, procedimento cirurgicos, tromboembolismo, internacées prévias e

seus motivos, habitos, alcool, tabagismo e drogas ilicitas.
3.3.2. Dados coletados dos prontuarios

Os dados foram coletados apéds revisao dos prontuarios de pacientes na lista
de espera de transplante hepatico e daqueles que foram transplantados até um
periodo de 10 anos no p6s do TOF (Figura 20), como:

Marcador sorolégico como o anti-HCV, para definicao do agente e a pesquisa
quantitativa de HCV-RNA, para identificar a presenga do virus.

e Marcadores de gravidade da cirrose hepatica como escores MELD e o Child-Pugh.
o Alfa-fetoproteina: Para o estadiamento do tumor.

e Exames de imagem: Tomografia computadorizada, ressonancia nuclear
magnética e ultrassonografia, para identificacao de tumor hepatico e classificagao
conforme os critérios de Mildo.
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Obs. Todos os pacientes submetidos a TOF estavam dentro dos critérios de Milao,
ou seja, aqueles que estavam na lista de espera fora dos critérios de Mildo, foram
submetidos a uma sessao ou mais de quimioembolizacdo para reducao do tumor
e posteriormente foram submetidos ao transplante.

e Exames laboratoriais e bioquimicos: Hemograma, bilirrubinas, coagulograma,
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), sédio,

potassio, fosfatase alcalina, gama GT, albumina, ureia, creatinina, colesterol total,
HDL, LDL, triglicerideos.

e Bidpsias hepaticas dos explantes e enxertos hepaticos, usando a escala de
METAVIR e dos carcinomas hepatocelulares no perioperatorio do TOF.

Figura 20. Distribuicao dos pacientes do pré- e pés-TOF imediato, e seguimento até
10 anos apés o TOF.
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PRE, pré-operatério; POI, pés-operatério imediato.
Fonte: propria.

Analisamos a gravidade da doenca hepatica com diferentes critérios. Os casos
menos graves foram identificados pelos seguintes escores: Mildo (nédulo Unico < 5
cm ou até 3 nédulos < 3 cm) (MAZZAFERRO et al., 1996), METAVIR (< A2 e < F2),
MELD < 25, classificacdo AB de Child-Pugh e estadiamento com alfa-fetoproteina <
500 ng/ml; Os pacientes com doenca hepatica mais grave foram pontuados de acordo
com os critérios expandidos de Milao da Universidade de Sao Francisco (1 nédulo <
6,5 cm; < 3 nddulos, cada < 4,5 cm com didmetro total < 8 cm) (YAO et al., 2001),
escore METAVIR (A3 e = F3), MELD > 25, classificagdo Child-Pugh C e alfa-
fetoproteina > 500 ng/ml.
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3.3.3. Estadiamento do grau de fibrose hepatica no p6s-TOF

Para o estadiamento do grau de fibrose hepatica no pés-TOF, além de bidpsias
hepaticas, também foram calculados os indices de APRI e FIB4, e considerado a
classificacdo de METAVIR. O APRI e FIB4 foram calculados conforme as férmulas,
abaixo, respectivamente (STERLING et al., 2006; YEN et al., 2018):

APRI = [AST (U/L) / 35 (ULN *)] / plaquetas x 100

FIB4 = (Idade x AST) / (Platelets x VALT)

e APRI (indice da relacédo de aspartato aminotransferase (AST) sobre plaquetas).
- APRI <0,5: Fibrose de Probabilidade FO-F1 de 72,7% *

- APRI > 1.5: Fibrose de Probabilidade F3-F4 de 54,2%"

* Nos estudos de validagao.

ULN: O limite superior da AST normal é estimado a 35

e Fibrosis-4 (FIB4) - indice para fibrose hepatica.

- Fibrose FO-F1 (FIB4 < 1,45), F2 (FIB4 > 1,45 e < 3,25), F3-F4 (FIB4 > 3,25)
e C(Classificacao de METAVIR.

FO = sem fibrose

F1 = fibrose portal sem septos

F2 = fibrose portal com poucos septos

F3 = numerosos septos sem cirrose

F4 = cirrose. (STERLING et al., 2006).
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3.3.4. Polimorfismo genético

As amostras de células bucais para a genotipagem da APOE foram colhidas no
pré-operatério ou apés o TOF, e depois foram identificadas somente por cédigo,
permanecendo o sigilo de informagdes do paciente.

O método de coleta de células bucais tem importancia por ser uma fonte nao
invasiva, um método simples e eficaz para a realizagdo da extracdo de &cido
desoxirribonucleico (DNA), para posterior realizagdo da genotipagem em variados

estudos, com vantagem, por nao oferecer riscos € nao causar dor ao examinado.

As coletas de células bucais para extragédo de DNA foram obtidas dos pacientes
na fila de espera de transplante hepatico e aqueles que foram transplantados de
figado, durante as consultas de rotina no ambulatério de TOF do HUWC e HGF, por
dois pesquisadores previamente treinados para realizacdo dessa coleta, orientando
0s pacientes quanto as instrugdes durante a coleta, que seguiu o protocolo sugerido
no kit para purificacdo de DNA utilizando uma escova bucal estéril (cytobrush),
sugerido pela Gentra Puregene® (Qiagen®- Gentra System, Minneapolis MN).

O procedimento inicial para coleta de células bucais foi raspar o interior da boca
10 vezes com a escova bucal estéril, por pelo menos, uma hora apés comer ou beber
algo. O DNA poder ser purificado imediatamente apos a coleta ou ser armazenado na
propria escova por até um més a temperatura ambiente (15 a 25°C). Assim, como néao
foi possivel a realizacdo da extracdo de DNA imediatamente apds a coleta, o
armazenamento foi realizado em temperatura controlada, a 4°C em geladeira. As
amostras foram colocadas dentro de microtubos de centrifuga de 1,5 mL, com 300 uL
de solucéo de lise celular em cada ou até um pouco mais, dependendo se a escova
estava totalmente imersa dentro da solucao.

O DNA de amostras de células bucais foi extraido utilizando o protocolo
modificado Gentra Puregene (Gentra System, Minneapolis MN), a partir de etapas de
lise celular, tratamento com ribonuclease (RNAse), precipitacdo de proteinas,
precipitacao do DNA e hidratagdo do DNA (LONDON et al., 2001).

Como cada tubo ja continha a escova bucal pds-coleta imersa em 300 uL de
solucdo de lise, foi adicionado 1,5 pL de proteinase K (20 mg/ml), sendo retiradas
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apés incubacao por 55°C por 1 h. As escovas foram, entao, retiradas e adicionou-se
100 pL de solugdo de precipitagdo de proteina. As escovas retiradas foram

armazenadas em outro microtubo, mantendo um microtubo de estoque.

Foi acrescido 1,5 pL de solucdo de RNAse, misturando suavemente e
incubando por 15 min a 37°C, sendo, depois, colocado 1 min no gelo, para resfriar
rapidamente. ApOs essa etapa, foram adicionados 100 uL de solugao de precipitagéo
de proteinas e agitado fortemente por 20 s em alta velocidade, sendo, posteriormente,
incubados por 5 min no gelo. Ap6s centrifugar por 3 min a 15.000xg, as proteinas
formaram um pellet sedimentado no fundo do microtubo. O sobrenadante foi
desprezado e o tubo invertido sobre papel absorvente, e em seguida foram
adicionados 300 pul de etanol 70% para lavagem do DNA.

Os tubos permaneceram abertos por 15 min para evaporacao do etanol residual
e, a seguir, o DNA foi dissolvido em 20 ul de solugdo de hidratacdo do DNA, e
armazenado até a andlise de genotipagem em congelador a -20°C, devidamente
identificados com o cédigo do paciente.

As extragbes de DNA foram realizadas no Laboratério de Biologia da
Cicatrizacdo, Ontogenia e Nutricdo de Tecidos (LABICONTE) do Centro de
Biomedicina da Universidade Federal do Ceara.

A descricao dos primers iniciadores oligonucleotideos da sequéncia APOE
humana para a frente e reversos e seus nucleotideos de extremidade 3', utilizados

nesse estudo estao descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Sequéncia de primers da APOE humana.

Primers Orientacdo Sequéncia Nucleotidica 5-3° Temperatura % Guanosina Comprimento
(°C) + Citosina (pb)
APOE_112C Forward CGGACATGGAGGACGTGT 68 61 18
APOE_112R Forward CGGACATGGAGGACGTGC 59,6 67 18
APOE_158C Reverse CTGGTACACTGCCAGGCA 68 61 18
APOE_158R Reverse CTGGTACACTGCCAGGCG 69 67 18

Fonte prépria

A genotipagem da APOE de cada participante foi detectado por reagcédo de
cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR), por meio da amplificacdo de um sinal
fluorescente, que podem estar intercalados na dupla fita do DNA amplificado (SYBR®
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Green), utilizando o método experimental de quantificagdo (ACT) (CALERO et al.,
2009).

Os primers foram combinados em trés misturas de reacao para produzir uma
amplificagdo: Reagdo APOE2" (primers APOE_112C e APOE_158C); Reacéo
APOE3" (primers APOE_112C e APOE_158R) e Reacdo APOE4" (primers
APOE_112R e APOE_158R) (CALERO et al., 2009). Cada mistura da reacao de PCR
continha: 2 x SYBR Green Master mix: 10 pl; primer forward: 1 pl; primer reverse: 1
MI; H20 livre de DNA: 7 ul e DNA: 1 ul; totalizando: 20 pl. Controles negativos foram
realizados usando as mesmas misturas de reacdo sem DNA. Todas as reag¢des foram
executadas em duplicata.

O protocolo de amplificacdo do PCR foi: AmpliTag Gold DNA Polymerase inicial
- ativacao a 95 °C por 10 min, seguido por 40 ciclos com desnaturagéo a 95 °C por 15
s, anelagao a 62 °C por 30 s e extensdo a 62 °C por 30 s (CALERO et al., 2009). A
amplificagéo foi realizada em um LightCycler® Nano em Real Time PCR System com
32 pocos.

O limiar do ciclo ou valor de Ct, que corresponde ao numero do ciclo em que a
quantidade de fluorescéncia atinge um determinado nivel, indicando que a amostra é
positiva, sendo que quanto menor é o valor de Ct, melhor € a expressao dos gendtipos
foi selecionado como a leitura de PCR em Tempo Real para a andlise dos resultados
da genotipagem. A presenca ou auséncia de alelos foi analisada por amplificacdo a
partir das configuracdes especificas de amplificacéo para os alelos E2, E3 ou E4. Por
exemplo, um APOE EB/E4 heterozigético produziu valores de Ct para “Reacgao
APOE3” e “Reacao APOE4” significativamente menores (ACt = 5 ciclos) em
comparagdo com “Reacdo APOE2”. Considerando que, um APOE E3/E3
homozigético identificou um valor de Ct para "Reacdo APOES" significativamente
menor do que o Ct obtido para as outras duas reacdes. Se os valores mais baixos de
Ct ndo estavam na faixa desejada (15 < ACt < 25 ciclos), o ensaio foi considerado
insuficiente. Valores de Ct menores que 25 indicaram uma reacao de amplificacao
positiva (CALERO et al., 2009).

A maioria das amostras do presente estudo foi analisada com Ct < 25,
identificando trés grupos de genétipos como: APOE2 (portadores dos genétipos E2/E2
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e E2/E3), APOES (portadores do gendtipo E3/E3) e APOE4 (portadores dos genétipos
E3/E4 e E4/E4) (PETKEVICIENE et al., 2012).

3.3.5 Analises estatisticas

Os dados foram analisados com o software estatistico SPSS (SPSS, Inc., EUA)
e com o GraphPad Prism versao 7.0 (La Jolla, Califérnia, EUA). Para a normalidade
foram realizados os testes de D'Agostino & Pearson e Shapiro-Wilk. Calculou-se a
média + desvio padrdo para as varidaveis continuas. As frequéncias alélicas foram
determinadas contando diferentes alelos e calculando suas proporgdes. As
caracteristicas demograficas foram descritas em termos de taxas e porcentagens.
Analises de tabelas de contingéncia foram utilizadas para investigar variaveis
categdricas usando o teste do x2 corrigido pelo teste exato de Fisher. Andlises de
regressao e correlagcdo multilineares foram realizadas para evitar outros fatores de
confus@o em potencial e buscar varidveis independentes significativas associadas aos
efeitos da APOE na lesdo hepatica. O teste ANOVA unidirecional ou bidirecional,
seguido pelo teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis e Dunn’s, foram utilizados para

comparacdes multiplas, quando necessario. P<0,05 foi estatisticamente significante.

3.3.6 Consideracoes éticas

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara (UFC), protocolo no. 2.018.768 e do protocolo HGF
no. 2.062.278. Todos os pacientes foram abordados pela equipe de pesquisa, que
explicou o protocolo do estudo e esclareceu que a nao participacdo do estudo nao
causaria descontinuacdo dos cuidados ou tratamento meédico. Depois disso, 0s
pacientes leram e assinaram o termo de consentimento informado (Anexos 4 e 5).
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4. RESULTADOS
4.1. Perfil demografico e clinico

Um total de 179 pacientes diagnosticados com cirrose hepética crénica por
HCV associada ou ndo ao HCC, tratados ou ndo com antivirais, foram incluidos dos
ambulatorios de transplante de figado do HUWC ou HGF, de maio de 2017 a julho de
2019, dos quais 35 eram candidatos a TOF e 144 receberam transplante de figado.

4.1.1. Analise estatistica de dados do pré-TOF de toda a populacao

Exceto pela carga viral, obtida no pré- ou pdés-TOF, os demais dados
demogréficos e clinicos foram coletados apenas de pacientes que estavam na lista de
espera para transplante. Uma maior porcentagem de pacientes foi curada para o HCV
(sorologia negativa), ap6s o tratamento com terapia antiviral. Entre esses portadores
ndao-APOEZ2, a presenca de pacientes com sorologia positiva para o HCV foi menos
encontrada quando comparado com aqueles com sorologia negativa (p=0,006). A
infeccado pelo genétipo 1 do HCV foi mais prevalente (61,9%), seguida pelo genétipo
3 (35,7%) e pelo gendtipo 2 (2,4%) na populacéo geral. Os portadores de APOE2 e
APOE4 também apresentaram alta frequéncia do gendtipo 1 do HCV (Tabela 8).
Quanta a diferenciacdo histoldégica de biépsias do HCC, o tipo moderadamente
diferenciado foi mais frequente (58,9%), seguido pelo pouco diferenciado (34,2%). Em
pacientes portadores nao-APOE4, a frequéncia do HCC do tipo pouco diferenciado foi
significativamente maior quando comparado ao bem diferenciado (p=0,028) (Tabela

9). Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada em outras comparacoes.

A frequéncia do alelo APOE de acordo com a etiologia da cirrose hepatica,
sorologia do HCV e a carga viral da populacao total estao representadas na Tabela
10. A frequéncia dos alelos E3 e E4 da APOE foi de (67,3%) e (15,6%),
respectivamente. A frequéncia do alelo E2 foi surpreendentemente alta (17,1%). O
gendtipo mais frequente na populacao total foi E3/E3 (92 de 179) (51,4%). Nao foi
encontrada diferenca estatistica nos alelos e gendtipos de APOE em relacdo a
etiologia da cirrose, carga viral e severidade da inflamacao hepatica pelo escore de
METAVIR.



Tabela 8. Perfil demografico e clinico dos pacientes candidatos a TOF conforme a estratificacdo dos alelos E2 e E4

Variaveis APOE2 APOE4
Pacientes Sim Nao P Sim Nao p
(n=179) n=46 n=133 n=47 n=132
Idade (anos) (Média + DP) 60,34+7,16 60,8+7,26 602+7,18 0,717 60,3+7,44 603+7,08 0,875
Género n (%)
Masculino 145 (81,0) 76 (26,2) 214 (73,8) 0,758 74 (25,5) 216 (74,5) 0,541
Feminino 34 (19,0) 16 (23,5) 52 (76,5) 20 (29,4) 48 (70,6)
IMC (Média = DP) 26,8+488 276+436 265+503 0,132 27,0+481 26,7+4,92 0,506
Etiologia n (%)
HCV 74 (41,3) 36 (24,3) 112 (75,7) 0,713 46 (31,1) 102 (68,9) 0,089
HCV + HCC 105 (58,7) 56 (26,7) 154 (73,3) 48 (22,9) 162 (77,1)
Carga viral n (%)
HCV + 34 (19,2) 28 (41,2) 40 (58,8) 0,006 16 (23,5) 52 (76,5) 0,876
HCV - 143 (80,8) 68 (23,8) 218 (76,2) 72 (25,2) 214 (74,8)
MELD n (%)
<25 157 (88,7) 78 (24,8) 236 (75,2) 0,563 84 (26,8) 230 (73,2) 1,000
=225 20 (11,3) 12 (30,0) 28 (70,0) 30 (75,0) 10 (25,0)
Child-Pugh n (%)
AeB 131 (76,2) 68 (25,9) 194 (74,1) 0,885 72 (27,5) 190 (72,5) 0,669
C 41(23,8) 20 (24,4) 62 (75,6) 20 (24,4) 62 (75,6)
Child-Pugh n (%)
A 55 (57,3) 30 (27,3) 80 (72,7) 0,740 34 (30,9) 76 (69,1) 0,336
C 41(42,7) 20 (24,4) 62 (75,6) 20 (24,4) 62 (75,6)
Genoétipo HCV n (%)
1 78 (61,9) 34 (51,5) 122 (65,6) 0,129 48 (70,6) 108 (58,7) 0,175
2 3 (2,4) 2 (3,0) 4(2,2) 2 (2,9) 4(2,2)
3 45 (35,7) 30 (45,5) 60 (32,2) 18 (26,5) 72 (39,1)

Teste de Mann-Whitney, teste exato de Fisher e qui-quadrado. DP= desvio padrido; n= frequéncias alélicas. 2b-cestatisticamente significante (p<0,05).
APQOE-= Apolipoproteina E; IMC= indice de massa corporal; HCV= virus de hepatite C; MELD= modelo para doenga hepatica em estagio terminal.



Tabela 9. Caracteristicas clinicas e histol6gica do carcinoma hepatocelular dos pacientes candidatos a TOF
conforme a estratificacao dos alelos E2 e E4

APOE2 APOE4
Variaveis para HCC Pacientes Sim Nao p Sim Nao p
(n=179) n=46 n=133 n=47 n=132
Critérios de Milao n (%)
Dentro dos critérios 84 (79,2) 44 (26,2) 124 (73,8) 0,850 38(22,6) 130(77,4) 0,551
Fora dos critérios 22 (20,8) 12 (27,3) 32 (72,7) 12 (27,3) 32 (72,7)
Marcador HCC n (%)
AFP <500 92 (90,2) 46 (25,00 138 (75,0) 0,182 38(20,7) 146 (79,3) 0,389
AFP 2 500 10 (9,8) 8 (40,0) 12(60,0) 6 (30,00 14 (70,0)
Diferenciacao histologica do HCC n (%)
Bem diferenciado 3(4,2) 0 (0,0) 6 (100,00 0,309 4(66,7)2 2(33,3) 0,028
Moderadamente diferenciado 43 (58 9 22 (25 6) 64 (74,4) 24 (27,9) 62 (72,1)
Pouco diferenciado 25(34,2) 10(20,0) 40 (80,0) 8 (16,0) 42 (84,0)b
Indiferenciado / anaplasico 2(2,7) 0 (0,0) 4 (100,0) 2 (50,0) 2 (50,0)

Teste de Mann-Whitney, teste exato de Fisher e qui-quadrado. DP desvio padrao; n= frequéncias alélicas.
abgstatisticamente significante (p<0,05).
APOE= Apolipoproteina E; HCC= carcinoma hepatocelular; AFP= alfa-fetoproteina.
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Tabela 10. Distribuicdo genotipica e alélica da apolipoproteina E de acordo com a etiologia da cirrose,

sorologia para HCV e carga viral da populacao total.

APOE Genotipos  Todos Etiologia de Cirrose HCV-RNA METAVIR
n (179)

Extremo METAVIR

HCV  HCV + HCC + - <A2F4  A3F4
n (74) n (105) n(34)  n(143) n (80) n (11)

A1F4 A3F4
n (27) n(11)

E2/E2 15 (8,4) 6 (8,1) 9 (8,6) 2(5,9) 13 (9,1) 9(11,2) 1(9,1) 4 (14,8) 1(9,1)
E2/E3 25(14,00 9(12,2) 16 (15,2) 11(32,4) 16(11,2) 11(13,8)  2(18,2) 4(14,8) 2(18,2)
E2/E4 6 (3,3) 3(4,1) 3(2,9) 1(2,9) 5(3,5) 2(2,5) 0 (0,0) 1(3,7) 0(0,0)
E3/E3 92 (51,4) 36 (48,6) 56 (53,3) 13(38,2) 78(54,5) 39(48,8) 8(72,7) 12(44,5) 8(72,7)
E3/E4 32(17,9) 15(20,3) 17 (16,2) 5(14,7)  24(16,8) 14 (17,5) 0 (0,0) 3(11,1) 0 (0,0)
E4/E4 9 (5,0) 5 (6,7) 4 (3,8) 2(5.9) 7 (4,9) 5 (6,2) 0(0,0) 3(11,1) 0(0,0)
APOE Alelos n (°/<.>) n (°/<>) n (°/o) n (o/o) n (°/o) n (o/o) n (o/o) n (o/o) n (o/o)
E2 61 (17,1) 24 (16,2) 37 (17,6) 16 (23,5) 47 (16,4) 31(19,4) 4(18,2) 13(24,1) 4(18,2)
E3 241 (67,3) 96 (64,9) 145 (69,1) 42 (61,8) 196 (68,5 103 (64,4) 18(81,8) 31(57,4) 18 (81,8)
E4 56 (15,6) 28(18,9) 28(13,3) 10(147) 43(151) 26(16,2) 0(0,0) 10(18,5)  0(0,0)
Todos 358 148 210 68 286 160 22 54 22

n= frequéncias alélicas.
APOE= Apolipoproteina E; HCV= virus da hepatite C; HCC= carcinoma hepatocelular.
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Comparamos a inflamacao hepatica dos explantes e bidpsias hepéticas dos
pacientes pré-TOF conforme os alelos E2 e E4, incluindo aqueles tratados com terapia
antiviral no pré e/ou pés-TOF. A frequéncia de pacientes portadores do alelo E2 com
um grau minimo de inflamacao (A1), tratados no po6s-TOF com antivirais, foi
significativamente menor (p=0,013) quando comparados a aqueles tratados com
antivirais no pré-TOF. Em portadores nao-E4 com um grau minimo de inflamacéao (A1),
o tratamento do HCV com antivirais foi significativamente maior nos pacientes no pré-
TOF (p=0,023) quando comparados ao tratamento com antivirais no pés-TOF. Em
pacientes ndo-E2 com um grau minimo e moderado de inflamacédo (A1A2), o
tratamento do HCV com antivirais foi significativamente maior no p6s-TOF (p=0,042).
Além disso, todos os pacientes com inflamagéo hepética avancada (A3) foram

tratados com antivirais no pés-TOF (Tabela 11).

Em seguida, comparamos pacientes no pés-TOF com fibrose hepatica tratados
com antivirais no pré e/ou pés-TOF. No entanto, de acordo com a estratificacdo dos
alelos E2 e E4, nao houve diferenca estatistica entre os pacientes tratados ou nao
com terapia antiviral no pds-TOF quando comparados a aqueles tratados com
antivirais no pré-TOF. No entanto, os pacientes que evoluiram para fibrose moderada
(METAVIR F2), no seguimento pés-TOF, foram tratados com terapia antiviral somente
no periodo pds-TOF (Tabela 11).

As frequéncias alélicas da APOE foram associadas a inflamacdo hepatica
categorizada pelo escore de METAVIR (leve/moderado < A2F4 versus severo (A3F4)
e METAVIR extremo: A1F4 versus A3F4), de bidpsias de 89 explantes hepaticos e de
2 pacientes com cirrose hepatica aguardando na fila de TOF. O grau de inflamacéao
severa categorizado pelo escore de METAVIR [ A2F4, 80 (87,9%) versus A3F4, 11
(12,1%); p=0,003] e METAVIR extremo [A1F4, 27 (71,1%) versus A3F4, 11 (28,9%);
p=0,007], foi significativamente menos frequente nos pacientes portadores do alelo
APOE4 (Tabela 11). Esses resultados também foram significantes naqueles pacientes
portadores do alelo APOE4, com doenca hepatica menos grave (MELD < 25),
categorizados pelo escore de METAVIR [ A2F4, 80 (88.9%) versus A3F4, 10 (11.1%);
p=0.004] and METAVIR extremo [A1F4, 27 (73.0%) versus A3F4, 10 (27.0%);
p=0.012] (Tabela 14).
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Tabela 11. Pacientes tratados com terapia antiviral para HCV infeccdo no pré ou pés-TOF, e escore de METAVIR para estadiamento da
inflamacao no pré-TOF; em ambos os dados conforme a estratificacao dos alelos E2 e E4.

Variaveis APOE2 APOE4
Sim | Nao p Sim | N&o p

Tratados em pré- e/ou pos-TOF e grau de inflamacao pré-TOF. n (%) n (%) n (%) n (%)
METAVIR A1
pré-TOF (n=9) 10 (83,3) 8 (36,4) 0,013 2 (20,0) 16 (66,7) 0,023
pés-TOF (n=8) 2 (16,7) 14 (63,6) 8 (80,0) 8 (33,3)
METAVIR A1A2
pré-TOF (n=19) 14 (46,7) 24 (26,1) 0,042 6 (17,6) 32 (36,4) 0,052
pds-TOF (n=42) 16 (53,3) 68 (73,9) 28 (82,4) 56 (63,6)
METAVIR A3
pré-TOF (n=0) 0 (0,0) 0 (0,0) NA 0 (0,0) 0 (0,0) NA
pés-TOF (n=11) 6 (100,0) 16 (100,0) 0 (0,0) 22 (100,0)
Tratados em pré- e/ou pds-TOF e seguimento de fibrose no pos-TOF. n (%) n (%) p n (%) n (%) p
METAVIR FOF1
pré-TOF (n=23) 4 (9,5) 12 (9,1) 1,000 2(3,8) 14 (11,5) 0,154
pbs-TOF (n=99) 38 (90,5) 120 (90,9) 50 (96,2) 108 (88,5)
METAVIR F2
pré-TOF (n=0) 0 (0,0) 0 (0,0) NA 0 (0,0) 0 (0,0) NA
pés-TOF (n=8) 0 (0,0) 16 (100,0) 4(100,0) 12(100,0)
METAVIR F3F4
pré-TOF (n=2) 2 (50,0) 2 (20,0) 0,520 0 (0,0) 4 (33,3) 1,000
pés-TOF (n=5) 2 (50,0) 8 (80,0) 2 (100,0) 8 (66,7)
Escore de METAVIR para estadiamento de inflamacao hepatica no pré-TOF. n (%) n (%) P n (%) n (%) Jo)
METAVIR extremo
A1F4 (n=27) 18 (75,00 36(69,2) 0,787 14 (100,0) 40 (64,5) 0,007
A3F4 (n=11) 6 (25,0) 16 (30,8) 0 (0,0) 22 (35,5)
METAVIR
< A2F4 (n=80) 44 (88,0) 116(87,9) 1,000 42(100,0) 118(84,3) 0,003

A3F4 (n=11) 6 (12,0 16 (12,1) 0(0,0) 22 (15,7)

As andlises foram realizadas pelo teste exato de Fisher e teste de Mann-Whitney; DP= desvio padrédo; n = frequéncias alélicas.
APOE = gene da apolipoproteina E; METAVIR A1= grau minimo de inflamagao; METAVIR A1A2= grau minimo e moderado de inflamacgédo; METAVIR A3= alto
grau de inflamacédo; METAVIR FOF1= baixo grau de fibrose; METAVIR F2= grau moderado de fibrose; METAVIR F3F4= alto grau de fibrose; METAVIR F4=

cirrose; NA= ndo aplicavel.
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Os achados dos escores de Child-Pugh de pacientes no pré-TOF, conforme a
estratificacdo dos alelos E2 e E4, estdo descritos nas Tabelas 12 e 13. Entre os
pacientes portadores do alelo E2 e com escores de Child-Pugh A (baixa gravidade), a
frequéncia dos niveis séricos de LDL-colesterol de alto risco (= 100 mg/dL) foi
significativamente superior quando comparados com niveis séricos de LDL-colesterol
de baixo risco (< 100 mg/dL) (p=0,003). Em outras analises, em pacientes portadores
do alelo E4 e com escores de Child-Pugh A (baixa gravidade), a frequéncia dos niveis
séricos de triglicerideos de baixo risco (<150 mg/dL) foi significativamente superior
que aqueles com niveis séricos de triglicerideos de alto risco (=150 mg/dL) (p=0,006).

Em pacientes portadores do alelo E2 e com escores de Child-Pugh B
(moderado), a frequéncia de niveis séricos de alfa-fetoproteina mais baixos (AFP <
500 mg/dL) foi significativamente superior quando comparado com niveis séricos
elevados (AFP = 500 mg/dL) (p=0,004). Entre os pacientes portadores do alelo E2 e
com escores de Child-Pugh C (alta gravidade), a frequéncia de pacientes obesos foi
significativamente menor quando comparados a aqueles com sobrepeso (p=0,025).
Além disso, em pacientes portadores do alelo E4 e com escores de Child-Pugh C (alta
gravidade), a frequéncia de pacientes obesos foi significativamente superior quando
comparados a aqueles com IMC dentro da normalidade (eutréfico) (p=0,022) (Tabelas
12 e 13).

Os resultados dos escores de MELD de pacientes no pré-TOF, conforme a
estratificacdo dos alelos E2 e E4 sdo mostrados na Tabela 14. Em pacientes com
escores de MELD < 25 (gravidade leve-moderada) e portadores do alelo E2, a
frequéncia dos niveis séricos de LDL de alto risco (= 100 mg/dL) foi significativamente
maior quando comparado com niveis séricos de baixo risco (< 100 mg/dL) (p=0,006).
Entre os pacientes com escores MELD > 25 (alta gravidade) e portadores do alelo E4,
a frequéncia de pacientes com niveis séricos de colesterol total de alto risco (= 200
mg/dL) foi significativamente alto que aqueles com niveis séricos de baixo risco (< 200
mg/dL) (p=0,050). Em outras anélises, entre os pacientes com escores MELD > 25
(alta gravidade) e portadores nao-E4, a frequéncia de pacientes obesos foi
significativamente menor quando comparados a aqueles com IMC dentro da
normalidade (eutréfico) e sobrepeso (p=0,001).



Tabela 12. Associacao do escore Child-Pugh e variaveis em pacientes pré-TOF de acordo com o alelo E2.

Child-Pugh A Child-Pugh B Child-Pugh C
Variaveis APOE2 P APOE2 p APOE2 p
Sim Nao Sim Nao Sim Nao
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
IMC
Eutréfico (n=59) 10(33,3) 36(45,0) 0,372 10(23,8) 42(36,8) 0,306 4(222) 16(26,7) 0,025
Sobrepeso (n=73) 14 (46,7) 26 (32,5) 20 (47,6) 44 (38,6) 14 (77,8)2 28 (46,6)
Obesidade (n=40) 6(20,0) 18(22,5) 12 (28,6) 28 (24,6) 0(0,00 16(26,7)°
Marcador HCC
AFP <500 (n=138) 30(100,0) 70(92,1) 0,181 28(82,4) 92(97,9) 0,004 14(100,0) 42(100,00 NA
AFP = 500 (n=7) 0 (0,0) 6(7.,9) 6 (17,6) 2(2,1) 0 (0,0) 0 (0,0)
METAVIR extremo
A1F4 (n=27) 12(100,0) 16(88,9) 0,503 6(50,0) 18(75,0) 0,157 0 (0,0) 2(33,3) NA
A3F4 (n=9) 0 (0,0) 2(11,1) 6 (50,0) 6 (25,0) 0 (0,0) 4 (66,7)
METAVIR
< A2F4 (n=78) 22 (100,0) 52(96,3) 1,000 18(75,0) 46(88,5) 0,178 4(100,0) 14(77,8) 0,554
A3F4 (n=9) 0 (0,0) 2(3,7) 6 (25,0) 6 (11,5) 0 (0,0) 4 (22,2)
Colesterol total
< 200 mg/dL (n=63) 16 (66,7) 30(78,9) 0,374 24(92,3) 40(90,9) 1,000 4(100,0) 12(85,7) 1,000
> 200 mg/dL (n=12) 8 (33,3) 8 (21,1) 2(7,7) 4(9,1) 0 (0,0) 2 (14,3)
HDL colesterol
<409 e50J (n=41) 12(50,0) 16(47,1) 1,000 14(77,8) 26(61,9) 0370 2(50,0) 12(85,7) 0,197
>40 2 e50 J (n=27) 12(50,0) 18 (52,9) 4(222) 16 (38,1) 2 (50,0) 2 (14,3)
LDL colesterol
<100 mg/dL (n=32) 4(25,0) 18(75,0) 0,003 10(62,5) 24(63,2) 1,000 0 (0,0) 8(57,1) 0,091
2 100 mg/dL(n=24) 12(75,0) 6 (25,0) 6 (37,5 14 (36,8) 4(100,0) 6 (42,9)
Triglicérides
< 150 mg/dL (n=59) 14 (58,3) 30(78,9) 0,094 20(76,9) 38(86,4) 0,341 4(100,0) 12(85,7) 1,000
2150 mg/dL (n=16) 10 (41,7) 8 (21,1) 6(23,1)  6(13,6) 0 (0,0) 2 (14,3)

Teste exato de Fisher e teste do qui-quadrado; n= frequéncias alélicas; 2Pestatisticamente significativo (p <0,05).

Frequéncias dos Alelos APOE= Apolipoproteina E; IMC= indice de massa corporal; HCC= carcinoma hepatocelular; AFP= alfa-fetoproteina; METAVIR F4=
cirrose; METAVIR A1= grau minimo de inflamagédo; METAVIR A1A2= grau minimo e moderado de inflamagao; METAVIR A3= alto grau de inflamagéo; HDL=
lipoproteinas de alta densidade; LDL= lipoproteina de baixa densidade; NA= ndo aplicavel.



Tabela 13. Associacao do escore Child-Pugh e variaveis em pacientes pré-TOF de acordo com o alelo E4.

Child-Pugh A Child-Pugh B Child-Pugh C
Variaveis APOE4 P APOE4 p APOE4 p
Sim Nao Sim Nao Sim Nao
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
IMC
Eutréfico (n=59) 10 (29,4) 36 (47,4) 0,180 14(36,8) 38(32,2) 0,815 2(10,02 18(31,0) 0,022
Sobrepeso (n=73) 16 (47,1) 24 (31,6) 14 (36,8) 50 (42,4) 10 (50,0) 32 (55,2)
Obesidade (n=40) 8(23,5 16(21,0) 10 (26,4) 30 (25,4) 8(40,0)  8(13,8)°
Marcador HCC
AFP <500 (n=138) 30(93,7) 70(94,6) 1,000 28(100,0) 92(92,00 0,199 12(100,0) 44 (100,0) NA
AFP =500 (n=7) 2 (6,3) 4 (5,4) 0 (0,0) 8 (8,0) 0(0,0) 0(0,0)
METAVIR extremo
A1F4 (n=27) 8(100,0) 20(90,9) 1,000 6(100,00 18(60,0) 0,079 0 (0,0) 2(33,3) NA
A3F4 (n=9) 0(0,0) 2(9,1) 0 (0,0) 12 (40,0) 0 (0,0) 4 (66,7)
METAVIR
< A2F4 (n=78) 22 (100,0) 52(96,3) 1,000 14(100,0) 50(80,6) 0,108 4 (100,0) 14(77,8) 0,554
A3F4 (n=9) 0 (0,0) 2(3,7) 0 (0,0) 12 (19,4) 0 (0,0) 4 (22,2)
Colesterol total
< 200 mg/dL (n=63) 10(71,4) 36(75,0) 0,743 12(85,7) 52(92,9) 0,592 6(75,0) 10(100,0) 0,183
> 200 mg/dL (n=12) 4(28,6) 12 (25,0) 2 (14,3) 4(7,1) 2 (25,0) 0 (0,0)
HDL colesterol
<409 e5073 (n=41) 4(33,3) 24(52,2) 0,336 12(85,7) 28(60,9) 0,112  6(75,0) 8(80,0) 1,000
>40 9 e50 J (n=27) 8(66,7) 22 (47,8) 2(14,3) 18 (39,1) 2 (25,0) 2 (20,0)
LDL colesterol
<100 mg/dL (n=32) 2(33,3) 20(58,8) 0,381 8(57,1) 26 (65,0) 0,749  4(50,0) 4 (40,0) 1,000
2 100 mg/dL (n=24) 4(66,7) 14 (41,2) 6(42,9  14(35,0) 4 (50,00  6(60,0)
Triglicérides
<150 mg/dL (n=59) 14 (100,0) 30 (62,5) 0,006 10(71,4) 48(85,7) 0,240 6(75,0) 10(100,0) 0,183
2 150 mg/dL (n=16) 0(0,0)  18(37,5) 4 (28,6) 8 (14,3) 2 (25,0) 0 (0,0)

Teste exato de Fisher e teste do qui-quadrado; n= frequéncias alélicas; 2Pestatisticamente significativo (p <0,05).
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APOE= Apolipoproteina E; IMC= indice de massa corporal; HCC= carcinoma hepatocelular; AFP= alfa-fetoproteina; METAVIR F4= cirrose; METAVIR A1=
grau minimo de inflamagéo; METAVIR A1A2= grau minimo e moderado de inflamagédo; METAVIR A3= alto grau de inflamagéo; HDL= lipoproteinas de alta
densidade; LDL= lipoproteina de baixa densidade; NA= néo aplicavel.



Tabela 14. Associacao do escore MELD e variaveis em pacientes pré-TOF de acordo com os alelos E2 e E4.
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Variaveis

IMC
Eutréfico (n=60)
Sobrepeso (n=75)
Obeso (n=41)
Marcador HCC
AFP <500 (n=142)
AFP = 500 (n=7)
METAVIR extreme
A1F4 (n=27)
A3F4 (n=10)
METAVIR
< A2F4 (n=80)
A3F4 (n=10)
Colesterol total
< 200 mg/dL (n=64)
= 200 mg/dL (n=13)
HDL colesterol
<40 Q e 50 & (n=42)
240 Q e 50 & (n=28)
LDL colesterol
< 100 mg/dL(n=33)
> 100 mg/dL (n=25)
Triglicérides
<150 mg/dL (n=61)
= 150 mg/dL (n=16)

MELD < 25 MELD > 25 MELD < 25 MELD > 25
APOE2 p APOE2 p APOE4 p APOE4 p
Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim Nao

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
20 (25,0) 82(35,1) 0,105 4 (40,0) 14 (50,0) 0,270 24 (28,6) 78 (33,9) 0,553 | 2(20,0)2 16 (57,1) 0,001
42 (52,5) 92 (39,3) 6 (60,0) 10 (35,7) 36 (42,8) 98 (42,6) 4 (40,0)2 12 (42,9)
18 (22,5) 60 (25,6) 0 (0,0) 4 (14,3) 24 (28,6) 54 (23,5) 4 (40,0) 0 (0,0)°
64 (91,4) 196 (96,1) 0,203 8 (100,0) 16 (100,0) NA 68 (97,1) 192 (94,1) 0,530 @ 4(100,0) 20 (100,0) NA

6 (8,6) 8 (3,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 2(2,9) 12 (5,9) 0 (0,0) 0 (0,0)
14 (70,0) 30(68,2) 1,000 4(100,0) 6(100,0) NA  12(100,0) 32 (61,5) 0,012 @ 2(100,0) 8 (100,0) NA
6 (30,0) 14 (31,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 20 (38,5) 0 (0,0) 0 (0,0)
38 (86,4) 102 (87,9) 0,792 6(100,0) 14 (100,0) NA  38(100,0) 102(83,6) 0,004 4(100,0) 16(100,0) NA
6(13,6) 14 (121) 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0 20 (16,4) 0(0,0) 0(0,0)
40 (83,3) 76 (84,4) 1,000 4 (66,7) 8 (80,0) 0,604 28 (82,4) 88 (84,6) 0,789 0 (0,0 12 (85,7) 0,050
8(16,7) 14 (15,6) 2 (33,3) 2 (20,0) 6(17,6) 16 (15,4) 2 (100,0) 2(14,3)
26 (61,9) 46 (54,8) 0,567 2(50,0) 10(100,0) 0,066 20 (62,5) 52 (55,3) 0,539 @ 2(100,0) 10 (83,3) 1,000
16 (38,1) 38 (45,2) 2 (50,0) 0 (0,0) 12 (37,5) 42 (44,7) 0 (0,0) 2(16,7)
12 (35,3) 46 (65,7) 0,006 2 (100,0) 6 (60,0 0,515 14 (53,8) 44 (56,4) 0,824 0 (0,0) 8 (80,0) 0,091
22 (64,7) 24 (34,3) 0(0,0) 4 (40,0 12 (46,2) 34 (43,6) 2 (100,0) 2 (20,0)
36 (75,0) 76 (84,4) 0,253 2(33,3) 8 (80,0) 0,118 30 (88,2) 82 (78,8) 0,314 0 (0,0 10 (71,4) 0,125
12 (25,0) 14 (15,6) 4 (66,7) 2 (20,0) 4 (17,8) 22 (21,2) 2 (100,0) 4 (28,6)

Teste exato de Fisher e teste do qui-quadrado; n= frequéncias alélicas; 2estatisticamente significativo (p<0,05).
APOE= Apolipoproteina E; MELD= modelo para doenga hepatica terminal; IMC= indice de massa corporal; CHC= carcinoma hepatocelular; AFP= alfa-
fetoproteina; METAVIR F4= cirrose; METAVIR A1= grau minimo de inflamagéao; METAVIR A1A2= grau minimo e moderado de inflamagao; METAVIR A3= alto

grau de inflamacao; HDL= lipoproteinas de alta densidade; LDL= lipoproteina de baixa densidade; NA= ndo aplicavel.
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Em relacédo as andlises de correlagdo de Spearman entre MELD e as variaveis
independentes estudadas em todos os pacientes cirréticos (n=179), os escores de
MELD se correlacionaram inversamente fraco com o IMC (r=-0,344; p=0,021) entre o0s
portadores E2 positivos (Figura 21A). Além disso, entre os portadores ndo-E2, o
MELD correlacionou-se significativo e positivamente fraco com os escores de APRI
(r=0,211; p=0,019) e FIB4 (r=0,184; p=0,042) (Figuras 21D e F). Nos pacientes nao
portadores do alelo E4, o MELD foi inversamente correlacionado com o IMC (r=-0,179;
p=0,043) (Figura 21H). No entanto, em portadores do alelo E4, o MELD correlacionou-
se inversamente moderado com o HDL-colesterol (r=0,498; p=0,049) (Figura 21I).
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Figura 21. Andlises de correlagdo de Spearman (r) entre MELD e variaveis de

pacientes cirréticos com ou sem alelos E2 e E4.
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MELD= modelo para doengca hepatica terminal; IMC= indice de massa corporal; APOE=

Apolipoproteina E; APRI= indice AST/razao plaquetéaria; FIB4= fibrose 4; (E2- e E4-), auséncia dos
alelos; (E2+ e E4+), presencga dos alelos.
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4.1.2. Analise estatistica de dados do pos-TOF

Quanto ao seguimento do grau de fibrose de bidpsias do enxerto hepatico de
91 pacientes no pés-TOF, na auséncia do alelo E4, a frequéncia do grau de fibrose
moderada (F2) foi superior na comparagao em até 1 ano e entre 1 e 5 anos (p=0,006)

(Figura 22D). Nao houve diferenga nas demais analises (Figura 22).

Figura 22. Seguimento de fibrose hepatica no p6s-TOF conforme os alelos E2 e E4.
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Analises realizadas pelo teste do qui-quadrado de Fisher.
F= grau de fibrose; NA= ndo aplicavel; (E2- e E4-), auséncia dos respectivos alelos; (E2+ e E4+),
presenca dos respectivos alelos.
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Em seguimento de 10 anos apés o TOF, com base em testes ndo invasivos
(APRI e FIB4) da populacdo total transplantada, foi encontrada uma redugéo
significativa na média do escore APRI do primeiro ano quando comparado ao quarto
e quinto anos (p<0,001), bem como das médias do escore FIB4 entre o primeiro e
quinto ano (p<0,001) (Figura 23A). Os escores de APRI e FIB4 ao longo do tempo de

acompanhamento ndo apresentaram significancia, independentemente dos alelos E2

e E4 (Figura 23).

Figura 23. Seguimento por métodos nao invasivos (APRI e FIB4) de pacientes no pés-

TOF conforme os alelos E2 e E4.
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Andlises feitas por two-way ANOVA. *p<0,05. Os resultados sdo mostrados em média + SEM.

APOE= Apolipoproteina E; TOF= Transplante ortotopico de figado; APRI= indice AST/razao
plaquetaria; FIB4= Fibrose 4; (E2- e E4-), auséncia dos respectivos alelos; (E2+ e E4+), presenca dos

respectivos alelos.
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5. DISCUSSAO

Evidéncias apontam que os polimorfismos da APOE podem influenciar a
progressao da doenca hepatica cronica (AHN et al, 2012; SHEN et al., 2015;
WOZNIAK et al., 2002). Assim, esse estudo avalia o papel dos polimorfismos
genéticos da APOE em pacientes com cirrose hepatica induzida por HCV associada
ou ndo a HCC, transplantado ou ndo, com carga viral positiva ou negativa, com foco
na influéncia dos alelos E2 e E4 em uma populagédo brasileira. Relacionamos os
portadores E2 e E4 com o grau de inflamagéo hepatica, fibrose e gravidade da doencga
pelos escores de Child-Pugh e MELD, usando biopsias hepaticas e/ou indices nao
invasivos, como APRI e FIB4, categorizados conforme o escore de METAVIR. Além
disso, também associamos os alelos de APOE a comorbidades e niveis sanguineos

lipidicos.

A progressao da fibrose hepatica em pacientes portadores de hepatite C
cronica tem sido um processo comum. Um terco dos casos, evolui com cirrose
hepatica apds um curso prolongado de alteracbes na bioquimica hepatica (AFDHAL
et al., 2004). Pesquisadores tém identificado que o sexo masculino, consumo de
alcool, idade avancada e resisténcia a insulina sdo preditores de progressdo da
fibrose, que explicam parte da variabilidade da doenca. (FELD et al., 2006; MASSARD
et al., 2006).

A fisiopatologia entre ApoE e hepatite C acontece através dos mecanismos
adotados pelo HCV para disseminar na circulacao sanguinea e entrar nos hepatdcitos.
Foi descrito que o HCV percorre a circulagdo sanguinea ligado as lipoproteinas e
utiliza principalmente a via do receptor LDL para infectar as células do figado
(AGNELLO et al, 1999). Consequentemente, estudos tém sugerido que o
polimorfismo de ApoE pode prever diferentes resultados da infeccao pelo HCV
(FABRIS et al., 2005; PRICE et al., 2006; TONIUTTO et al., 2004).

No presente estudo, incluimos pacientes no pré- e pés-TOF, o ultimo grupo,
principalmente os portadores ndo-E2, apresentaram uma porcentagem maior de
pacientes previamente infectados pelo HCV com sorologia negativa apds o tratamento
com terapia antiviral. Autores tém levantado que individuos portadores do alelo E2
infectados com o HCV estdo associados a um baixo risco de infeccao e rapida
eliminacao (HISHIKI et al., 2010). Em outro estudo que avaliou apenas pacientes com
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infeccdo cronica persistente pelo HCV, foi encontrado maior risco de infecgédo
persistente pelo HCV em pacientes portadores do alelo E3 (MUELLER et al., 2016).

O genétipo 1 do HCV foi 0 mais prevalente (61,9%) na populacao geral, seguido
pelo gendtipo 3 (35,7%) e pelo gendtipo 2 (2,4%). Esses achados concordam com
dados anteriores de estudos brasileiros (FREITAS et al., 2014; HOLZMANN et al.,
2018; PEREIRA et al., 2013) e no mundo (GOWER et al., 2014; SMITH et al., 2014).

AHN et al. (2012) encontraram similarmente ao nosso estudo, uma alta
frequéncia de diferenciagdao histolégica do HCC de moderadamente diferenciado,
seguido pelo pouco diferenciado, em pacientes infectados pelo HCV residentes na
Coréia do Sul. Em outro estudo multicéntrico incluindo diferentes etiologias da
populacao brasileira, mas com 60% dos casos de HCC associado ao HCV, os
pesquisadores também encontraram uma frequéncia superior da diferenciacao
histoldégica do HCC de moderadamente diferenciado, seguido pelo pouco diferenciado
(CHAGAS et al,, 2019). Em outra anadlise, contrariando os nossos achados, a
diferenciacao histolégica mais frequente foi a pouco diferenciada, seguido pela
moderadamente diferenciada (COSTA et al., 2014). Quanto a estratificacdo dos alelos
da APOE, evidenciamos que em pacientes portadores do alelo E4, o tipo histolégico

pouco diferenciado (menos grave) foi mais comum.

Independente do alelo E2, identificamos que pacientes menos grave (Child-
Pugh B), apresentaram menores niveis de AFP, mas sem relevancia quando
analisados em relacao a estratificagdo dos alelos E2 e E4 com pacientes incluidos ou

fora dos critérios de Milao.

No presente estudo, o E3 foi 0 alelo APOE mais comum em nossa populacao
infectada pelo HCV (67,3%), um pouco abaixo dos 70-80% esperados observados na
populacao brasileira em geral (FUZIKAWA et al., 2007) e em outros paises (FABRIS
etal.,,2011; MUELLER et al., 2016). Além disso, a frequéncia do alelo E2 foi de 17,1%,
inesperadamente maior que a populacado geral brasileira (FUZIKAWA et al., 2007) e
ainda maior que o alelo E4 (15,6%). A frequéncia de E2 na populagéo de nosso estudo
também foi maior que a encontrada por Wozniak et al. (2002) (7,7%) em um estudo
no Reino Unido. Em outros relatos, o HCV sintetizado em individuos portadores do
alelo E2 esta associado a um baixo risco de infec¢ao e rapida eliminagéao
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Todos os explantes e enxertos hepaticos foram biopsiados durante o TOF. Por
outro lado, no pré-operatdrio, poucos pacientes foram submetidos a bidpsia hepatica
devido ao alto risco de sangramento, uma vez que € comum a presencga de disturbio
de coagulacao nessa populagéo. No pés-TOF, as biépsias hepaticas foram realizadas
sob demanda daqueles pacientes que apresentavam carga viral positiva ou alto risco
de recorréncia viral, bem como com progressao da fibrose, rastreados por alguns
biomarcadores de disfuncdo hepéatica como aumento dos niveis no sangue de

bilirrubinas, transaminases ou glutamil transferases.

As bidpsias hepéticas de 89 explantes hepéticos e de 2 pacientes no pré-TOF,
mostraram que os pacientes cirréticos portadores do alelo E4 eram menos propensos
a apresentar inflamagdo grave. Esses resultados também foram evidenciados
naqueles pacientes cirréticos com doenca hepatica menos grave (MELD < 25) em
portadores do alelo E4. E importante ressaltar que todos esses pacientes com
inflamacao hepatica grave foram tratados com terapia antiviral apenas no p6s-TOF.
Concordando com nossos resultados, outros autores identificaram um papel protetor
da APOEA4 contra lesdo hepatica grave relacionada ao HCV, na comparacao daqueles
com doencga hepatica leve (WOZNIAK et al., 2002). No entanto, ao contrério desses
achados, MUELLER et al. (2003) nao conseguiram associar o alelo E4 a protecao
contra fibrose hepatica em pacientes com cirrose hepatica cronica infectados pelo
HCV. No estudo de PRICE et al. (2006), uma frequéncia significativamente menor dos

alelos E2 e E4 foi associada a um risco reduzido de infeccao em pacientes com HCV.

Outros autores também encontraram maior frequéncia do alelo E4 entre
pacientes nao cirréticos crénicos com hepatite C, sugerindo que o alelo E4 é protetor
contra a infecgédo pelo HCV (TEAMA et al., 2016). Em outro estudo com 996 pacientes
infectados cronicamente pelo HCV, o alelo APOE4 foi sub-representado (MUELLER
et al., 2016).

AHN et al. (2012) sugeriram que altos niveis de APOE em pacientes com
cirrose hepatica podem ser decorrentes de inflamagéo hepatica. A APOE tem sido
associado a modulacdo da funcdo imune, uma vez que a APOE pode afetar a
proliferacao de linfécitos CD4 e CD8, reduzindo a producdo de IL-2 derivada de
linfécitos, uma citocina chave na regulacao da diferenciacao linfocitaria (KELLY et al.,
1994). Especulamos que a redugdo nos niveis plasmaticos de APOE, que é
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reconhecida nos portadores de APOE4 (MAHLEY et al., 2016), possa ser protetora
para apoiar o TOF e reduzir o excesso de inflamacao e fibrose decorrente da infecgao
cronica pelo HCV.

Encontramos, que pacientes portadores do alelo E2, menos graves (Child-Pugh
A e MELD < 25), apresentaram niveis séricos mais altos de LDL colesterol com risco
aumentado para hipercolesterolemia. Em pacientes portadores do alelo E4, menos
grave (Child-Pugh A), apresentaram baixo risco para hipertrigliceridemia. Ja aqueles
pacientes portadores do alelo E4, porém mais grave (MELD > 25), apresentaram um
risco aumentado para hipercolesterolemia com niveis de colesterol total mais altos.
Contrariamente aos nossos achados EICHNER et al. (2002) identificaram uma
combinacdo comum de hipocolesterolemia e hipertrigliceridemia em portadores do
gendtipo APOE2. Também, mostraram que o alelo E4 pode diminuir o HDL colesterol
e aumentar os niveis plasmatico de triglicérides (EICHNER et al., 2002). Em outras
analises, foi evidenciado diminuicdo dos niveis de colesterol total e das lipoproteinas
com a progressao da fibrose e o inicio da cirrose (JIANG et al.,, 2010) e que além
disso, hipotrigliceridemia e  hipocolesterolemia estdo  significativamente
correlacionadas com os critérios prognosticos de Child-Pugh e MELD (JANICKO et
al., 2013).

HABIB et al. (2005) investigaram 413 pacientes com cirrose de diferentes
causas e identificaram que a necessidade de transplante de figado por até 1 ano foi
elevada naqueles com niveis de HDL < 30 mg/dL. Os autores também identificaram

uma correlagéo significativa entre o nivel de HDL e o escore de MELD.

Na nossa investigacao, a obesidade foi mais comum em pacientes portadores
do alelo E4 e com doenca hepatica mais grave (Child-Pugh C e MELD > 25).
Similarmente, estudos prévios mostraram que a obesidade é frequente em individuos
portadores do alelo E4 (LONG et al., 2003). Além disso, a obesidade pode ser um
fator de risco para lesédo hepatica induzida pelo HCV.

O MELD é um escore preditivo de mortalidade de pacientes cirréticos na lista
de espera para transplante e € considerado um preditor independente de
morbimortalidade para pacientes cirréticos (OBERKOFLER et al., 2010). Em nossa
analise, o MELD se correlacionou negativamente fraco com o IMC em portadores E2
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e em pacientes ndo E4. Testes ndo invasivos (APRI e FIB4) mostraram uma
correlagdo positiva fraca com MELD em portadores ndo-E2. Também, em pacientes
portadores do alelo E4, a média (27,00 do escore MELD correlacionou-se
inversamente moderado com a média (38,7 mg/dL) do HDL-colesterol. Esses achados
sugerem que o nivel de HDL abaixo do normal ndo esta associado a gravidade da
doenga em pacientes com o alelo E4, talvez porque o alelo E4 seja protetor contra a
gravidade da cirrose.

No seguimento de 144 pacientes transplantados hepético, identificamos uma
protecdo do alelo E4 contra a progressao de fibrose hepatica em 91 (63,2%) desses
pacientes, que foram submetidos a bidpsia hepatica no pos-TOF. WOZNIAK et al.
(2002) também encontraram um papel protetor da APOE4 contra fibrose hepatica
severa relacionada ao HCV, na comparagdo daqueles com doenca hepatica leve.
Outras investigagdes também relataram um beneficio do alelo E4 na progresséao da
fibrose em pacientes transplantados hepaticos com diagnostico de recorréncia do
HCV. Além disso, os polimorfismos da APOE também podem modular a recorréncia
do HCV nessa populagao, afetando o metabolismo das lipoproteinas (FABRIS et al.,
2005). Outros dados reportam que a presencga de pelo menos 1 alelo E4 pode estar
associado a um resultado histolégico superiormente melhor em receptores de TOF,
que evoluiram com recorréncia de infec¢ao pelo HCV (TONIUTTO et al., 2004).

Em modelos experimentais, a ApoE sérica € um marcador sensivel para
monitorar o funcionamento e a sobrevida dos enxertos de hepatécitos transplantados.
Esses resultados sdo importantes, pois o transplante de hepatécitos pode ser uma
técnica promissora para pacientes com doenca hepatica metabdlica ou insuficiéncia
hepatica aguda (JORNS et al., 2013). Os polimorfismos de ApoE podem ser uma
ferramenta importante para monitorar a progressdo da fibrose em pacientes com
hepatite C e valores normais de alanina aminotransferase, pois pode haver
mecanismos de competicdo para entrada e replicacao viral nas células (FABRIS et al.,
2011).

ApoE é um componente de varios tipos de lipoproteinas e esta associada com
o transporte de lipidios. Efeitos especificos das isoformas da ApoE tém sido
identificados em relacdo a entrada de lipoproteinas para o interior das células, e esse

mecanismo é o que poderia justificar os nossos resultados, corroborando com
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investigagcdes previas, em que os autores tém sugerido que a APOE4 atua como um
fator protetor contra a infecgdo pelo HCV. Esse mecanismo acontece, a partir do
momento em que a presenga da ApoE4 contribui para 0 aumento dos niveis séricos
de LDL (WOZNIAK et al., 2016; WELLER et al., 2017). Logo, como essa lipoproteina
entra nas células via LDL receptor, que € uma molécula que também pode ser um
mediador de entrada para o HCV, o maior numero de ligantes LDL receptor no plasma
de portadores da ApoE4 aumentaria a competicdo pelo receptor, 0 que poderia
impedir ou reduzir a ligagdo do virus aos hepatdcitos, diminuindo assim os danos a
célula (ANDRE et al., 2002; FELMLEE DJ et al., 2013; POPESCU et al., 2009;
TUDORACHE et al., 2017).

Além desse estudo, prévios estudos avaliando a estratificacao dos alelos da
APOE em outras etiologias, ja tém sido documentados por pesquisadores brasileiros.
Na populagéo ribeirinha da Amazdnia, os autores encontraram uma elevada
proporcéo de participantes portadores do alelo E4 com taxa de glicose sanguinea em
jejum acima de 100 mg/dL e hipertenséao arterial sistémica (ARRIFANO et al. 2018a).
Em outro estudo, em populacdes ribeirinhas da Amazonia expostas cronicamente ao
mercurio, os dados sugerem que a APOE4 pode influenciar farmacocineticamente na
exposi¢cdo ao mercurio, levando a um maior acumulo e a piores consequéncias
deletérias (ARRIFANO et al., 2018b). ORIA et al. (2005) em um estudo no nordeste
do Brasil, sugeriram um papel protetor do alelo APOE4 em criangas com histérico de
intensos episodicos diarreicos nos primeiros 2 anos de vida. Em um estudo com
populacdo idosa de Fernando de Noronha-PE, os autores nao identificaram
relevancia significativa na associagao do alelo E4 com déficit cognitivo (GARCIA et
al., 2008).

No seguimento da fibrose hepatica entre um e dez anos do TOF da populagao
total transplantada, o escore médio de testes nao invasivos (APRI e FIB4) tendeu a
diminuir significativamente ao longo dos anos, apontando para a sobrevivéncia do
enxerto hepatico sem progressao da fibrose. Apoiando esses achados, embora a
bidpsia hepatica seja o teste padrao-ouro para analisar o grau de fibrose, mas como
apresenta algumas desvantagens, incluindo o risco de complicacdes graves como
hemorragia. Esses métodos ndo invasivos tém sido amplamente utilizados na pratica

clinica para determinar o grau de fibrose (SEEFF et al., 2010).
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No entanto, estudos prévios ja documentaram a importancia e a validagao do
APRI na predicao de fibrose e cirrose em pacientes com infecgéo crénica pelo HCV
(HALFON et al., 2007; MCGOOGAN KE et al., 2010). Também foi demonstrado em
criancas que o APRI foi moderadamente satisfatério na previsdo de fibrose
significativa com AUC de 0,71 (MCGOOGAN KE et al., 2010). Além disso, em outro
estudo em criangas com hepatite B, um AUC de 0,74 APRI previu fibrose hepatica
avancada LEBENSZTEJN et al., 2005). KARIC et al. (2018), mostraram que o FIB4
foi superior ao APRI na identificacdo de pacientes com fibrose severa ou cirrose na
hepatite C crénica (FIB-4, AUC de 0,87 versos APRI, AUC de 0,86).

Esse estudo tem algumas limitagcdes importantes, como: os dados de pacientes
transplantados de figado foram obtidos retrospectivamente em prontuarios; nao foram
incluidos dados de doadores de enxerto de figado; o tamanho da amostra pode nao
ter sido suficiente para tirar fortes conclusées e a recorréncia do virus da hepatite C
nao foi investigada. Embora investigagdes adicionais com um tamanho de amostra
maior, incluindo dados de doadores e recorréncia de infeccao viral, sejam muito
necessarias, este trabalho pode orientar futuros estudos clinicos para investigar
melhor os efeitos protetores do APOE4 na necroinflamacéo do figado e na progressao
da fibrose tanto no pré quanto no p6s de TOF. Ressaltamos também, que a cirrose
hepatica por virus C é multifatorial existindo outros genes além da APOE.

No entanto, nossos achados mostraram que a APOE4 e o FIB4 podem ser
importantes ferramentas na conduta médica de pacientes no seguimento de
inflamacéo e fibrose hepética, pois o APOE4 foi protetor contra a progressao da
inflamacéo e fibrose hepéatica, lembrando que os pacientes com grau de inflamagéo
severa e grau moderado de fibrose (F2) foram curados para o HCV apenas no periodo
pos-TOF e o FIB4 foi mais sensivel em avaliar o grau de fibrose hepatica nessa
populacéo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGoogan%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20118806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGoogan%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20118806
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6. CONCLUSAO

Embora com limitagdes numéricas, nossos achados apoiam ainda mais a
protecdo do APOE4 contra cirrose hepética induzida por HCV em uma
populagdo brasileira com fibrose e inflamacdo hepatica relacionadas,

principalmente naqueles com MELD < 25 (menos grave).

O APOE2 foi super-representado nessa amostra de HCV, sugerindo que os
portadores de E2 apresentam risco aumentado e piores resultados apos o
HCV.

O APOE4 se associou com o tipo histolégico menos grave do carcinoma
hepatocelular (pouco diferenciado) e com obesidade.

Os niveis de AFP e tamanho do tumor (dentro ou fora dos critérios de Mildo),
nao diferenciaram quanto aos alelos da APOE.

Os preditores de gravidade como o MELD e Child-Pugh nao diferenciaram
quanto aos alelos da APOE.

A maioria dos pacientes foi curada do HCV com drogas antivirais de acao
direta.
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Em resumo, os principais achados desse estudo incluem:

1.

Uma maior porcentagem de pacientes foi curada para o HCV (sorologia
negativa), apos o tratamento com terapia antiviral. Entre esses portadores ndo-
APOE2, a presenca de pacientes com sorologia positiva para o HCV foi menos
encontrada.

A infeccao pelo gendtipo 1 do HCV foi mais prevalente (61,9%), seguida pelo
gendtipo 3 (35,7%) e pelo gendtipo 2 (2,4%) na populacao geral. Os portadores
de APOE2 e APOE4 também apresentaram alta frequéncia do genétipo 1 do
HCV.

Quanta a diferenciacao histologica de bidpsias do HCC, o tipo moderadamente
diferenciado foi mais frequente (58,9%), seguido pelo pouco diferenciado
(34,2%). Em pacientes ndo-APOE4, a frequéncia do HCC do tipo pouco
diferenciado foi significativamente maior quando comparado ao bem
diferenciado.

A frequéncia dos alelos E3 e E4 da APOE foi de (67,3%) e (15,6%),
respectivamente. A frequéncia do alelo E2 foi surpreendentemente alta
(17,1%). O gendtipo mais frequente na populagao total foi E3/E3 (92 de 179)
(51,4%).

A maior frequéncia de pacientes portadores do alelo E2 com um grau minimo
de inflamagéao (A1) foram tratados com antivirais no pré-TOF. Em portadores
ndao-E4 com um grau minimo de inflamacao (A1), o tratamento do HCV com
antivirais foi maior no pré-TOF. Em pacientes ndo-E2 com um grau minimo e
moderado de inflamagéo (A1A2), o tratamento do HCV com antivirais foi maior
no pos-TOF. Além disso, todos os pacientes com inflamagdo hepatica
avancada (A3) foram tratados com antivirais no pés-TOF.

Os pacientes que evoluiram para fiborose moderada (METAVIR F2), no
seguimento pos-TOF, foram tratados com terapia antiviral somente no periodo
pos-TOF.

Na andlise de bidpsias de 89 explantes hepaticos e de 2 pacientes com cirrose
hepética aguardando na fila de TOF, o grau de inflamacao severa categorizado
pelo escore de METAVIR e METAVIR extremo, foi significativamente menos
frequente nos pacientes portadores do alelo APOE4 e principalmente naqueles

com doencga hepatica menos grave (MELD < 25).
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8. Em pacientes portadores do alelo E4 e com escores de Child-Pugh C (alta
gravidade), a frequéncia de pacientes obesos foi superior.

9. Em portadores do alelo E4, o MELD correlacionou-se inversamente moderado
com o HDL-colesterol.

10. Quanto ao seguimento do grau de fibrose de bidpsias do enxerto hepatico de
91 pacientes no p6s-TOF, na auséncia do alelo E4, a frequéncia do grau de
fibrose moderada (F2) foi superior na comparacdo em até 1 anoeentre 1 e 5
anos.

11. Em seguimento de 10 anos apds o TOF, com base em testes n&o invasivos
(APRI e FIB4) da populacao total transplantada, foi encontrada uma reducao
significativa na média do escore APRI do primeiro ano quando comparado ao
quarto e quinto anos, bem como das médias do escore FIB4 entre o primeiro e

quinto ano.
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ANEXOS
ANEXO 1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado pelo pesquisador, José Carlos Rodrigues Nascimento,
Estudante do doutorado do programa de ciéncias médicas da Universidade Federal
do Cear3, a participar da pesquisa intitulada “Polimorfismo da apolipoproteina E na
cirrose hepatica induzida pelo virus da hepatite C com ou sem carcinoma
hepatocelular no perioperatorio de transplante ortotopico de figado.” Vocé nao
deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informacgdes abaixo e faca
qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa
sejam esclarecidos. Este estudo tem como objetivo avaliar a acdo da apolipoproteina
E, na doenca crbnica do figado causada por hepatite C (doenca que deixa a pessoa
com a pele amarelada, fraqueza, perda de peso e barriga d’agua), associada ou néo
a cancer de figado. A apolipoproteina E é uma glicoproteina formada por proteina e
acucar que tem muitas fung¢des, podendo proteger as pessoas de algumas doencas
ou por outro lado, ela pode ajudar a causar algumas doencas nas pessoas.

Para isso precisamos que o senhor (a), responda doze perguntas contidas no nosso
questionario como: a causa da sua doenca, a sua idade, o seu peso, a sua altura, o
seu tipo de sangue e se tem outras doengas como (presséao alta, diabetes, no coracéo,
na pele/mucosa, nos rins e na cabega), e permita a coleta através dos prontuarios dos
resultados dos seus exames. Assim como, também faca a escovacao da sua boca na
parte interna da bochecha, este material da escovacao sera utilizado para estudar,
qual o tipo da apolipoproteina E é mais comum nessa doencga. O senhor (a) vai apenas
responder as perguntas, que serao lidas e anotadas pelo pesquisador. Todas estas
atividades serao realizadas durante um tempo de 30 minutos.

Suas respostas assim como o0s seus exames e 0 escovado da boca serdo tratados de
forma anénima e confidencial, isto €, em nenhum momento sera divulgado o0 seu nome
em qualquer fase do estudo. Os dados coletados serdo utilizados apenas nesta
pesquisa e os resultados divulgados em eventos e/ou revistas cientificas.

Esta pesquisa podera trazer riscos como o constrangimento em participar da pesquisa
e durante a escovacao com escova limpa (estéril) e descartavel fornecida pelo
pesquisador, possa ocorrer pequenos pontos de sangramento na parte interna da
bochecha, sendo este procedimento suspenso e tratado através da lavagem da boca
com agua gelada, sem a necessidade de tomar sangue e sem precisar transferir para
um hospital. Na verdade, essa escova evita traumatismos e sangramentos, ndo causa
doenca, € macia, é resistente e € composta de cerda fixada em haste (cabo) plastica,
a haste mede 180 mm, tem 200 mm de comprimento total, serda usada apenas uma
vez e em uma unica pessoa, sendo depois jogada no lixo.

Se vocé aceitar participar estara contribuindo para a possivel descoberta de um
tratamento para essa doenca. Pois apesar de alguns estudos evidenciarem a
influéncia desta glicoproteina em doencgas do figado, € evidente a falta de estudos,
que avaliem a sua acdo na doenca do figado causada pelo virus da hepatite C
associado ao cancer de figado.
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Se depois de consentir o Sr. (a) quiser desistir, tem o direito e a liberdade de retirar
seu consentimento antes da realizagdo do estudo do escovado da boca, independente
do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa € ao seu tratamento. O (a) Sr. (a) ndo
tera nenhuma despesa e também nao recebera nenhuma remuneragéo. Os resultados
da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade n&o sera divulgada,
sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informacéo, o (a) Sr. (a) podera entrar
em contato com o pesquisador pelo endereco do responsavel pela pesquisa:

Nome: José Carlos Rodrigues Nascimento
Instituicao: Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Médicas da UFC.

Endereco: Rua Monsenhor Furtado s/n - Rodolfo Tedfilo - CEP 60441-750 - Fortaleza
- CE (Campus do Porangabucu).

Telefones para contato: (85) 3366 8208 / (85)99668 8500

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida, sobre a sua participagao
na pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
UFC/PROPESQ - Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-
8344. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESAQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel
pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos.

O abaixo assinado , anos, RG: , declara
que é de livre e espontanea vontade que estd como participante de uma pesquisa. Eu
declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e
que, apods sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre 0 seu conteudo,
como também sobre a pesquisa, e recebi explicagdes que responderam por completo
minhas duvidas. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /
Nome do participante da pesquisa Data Assinatura
Nome do pesquisador Data Assinatura
Nome da testemunha Data Assinatura

(se o voluntario n&o souber ler)

Nome do profissional Data Assinatura
que aplicou o TCLE
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ANEXO 2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (a) senhor (a) esta sendo convidado (a) para participar, de forma voluntaria, da
pesquisa intitulada: “Polimorfismo da apolipoproteina E na cirrose hepatica
induzida pelo virus da hepatite C com ou sem carcinoma hepatocelular no
perioperatério de transplante ortotopico de figado ", que esta sob a
responsabilidade do pesquisador: José Carlos Rodrigues Nascimento e tem como
objetivos: Avaliar a influéncia da apolipoproteina E, na causa da cirrose hepatica
cronica por virus C associado ao cancer de figado. Esta apolipoproteina E é uma
glicoproteina, que pode causar hepatite C, doenga de Alzheimer, tuberculose
pulmonar, diarreia infantil e herpes labial.

Para isso precisamos que o senhor (a), responda algumas perguntas contidas no
nosso questionario, permita a coleta através dos prontuarios dos resultados de
exames. Assim como, também de células bucais através da escovacao para estudar,
qual o tipo da apolipoproteina E é mais comum nesta doenca.

Suas respostas assim como 0s seus exames e 0 escovado da boca serado tratados de
forma anénima e confidencial, isto €, em nenhum momento sera divulgado o0 seu nome
em qualquer fase do estudo. Os dados coletados serdo utilizados apenas nesta
pesquisa e os resultados divulgados em eventos e/ou revistas cientificas.

Esta pesquisa podera trazer risco, mas se ocorrer sangramento oral em pacientes
com disturbios de coagulagéo, durante a escovacao da superficie da bochecha com
escova fornecida pelo pesquisador, para coleta de células bucais, este procedimento
sera suspenso e tratado através da lavagem da boca com agua gelada.

Se vocé aceitar participar estara contribuindo para a possivel descoberta de um
tratamento para esta doenca. Pois apesar de alguns estudos evidenciarem a
influéncia desta glicoproteina em doencas do figado, é evidente a falta de estudos,
que avaliem a sua agao na cirrose hepatica por virus C associado a hepatocarcinoma.
Podendo o Sr. (a) interromper o procedimento se assim desejar. A sua participacao é
de carater voluntario, isto é, a qualquer momento o (a) Sr. (a) pode recusar-se a
responder qualquer pergunta ou desistir de participar e retirar seu consentimento,
entrando em contato com o responsavel pela pesquisa (José Carlos Rodrigues
Nascimento), pelo telefone (85)9966-88500. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo
em sua relacdo com o pesquisador ou com a instituicao.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é formado de um grupo de profissionais de
diversas areas, cuja funcao € avaliar as pesquisas com seres humanos. O CEP foi
criado para defender os interesses dos participantes da pesquisa e também, dos
pesquisadores. Qualquer duvida ética o Sr. (Sra.) podera entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Geral de Fortaleza, fone: 3101 7078. O
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é feito em duas vias, no qual o Sr. (Sra.)
tera uma via e nao tera nenhum custo ou quaisquer compensacoes financeiras.
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Fortaleza, de de

Participante da pesquisa:  Digitais caso n&o assine

Pesquisador responsavel pela coleta dos dados
Rubrica:
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ANEXO 3. INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

IDENTIFICACAO POR CODIGO:

DIAGNOSTICO:

SEXO: TIPO SANGUINEO: MELD:
PESO: IDADE: DATA:
ALTURA: SCORE CHILD S-PUGH:
COMORBIDADES:

Marcadores  sorologicos e exames Valores

laboratoriais
Anti-HCV
HCV-RNA
Alfa-fetoproteina

Hemograma (hemoglobina / hematécrito /
plaquetas).

Bilirrubinas (BT / Bl / BD).

Coagulograma (TAP / TTPA / INR).

TGO / TGP / Gama GT / Proteinas totais
Fosfatase alcalina / Triglicerideos

Colesterol total e fragbes (HDL / LDL)

Ureia / Creatinina / Proteina C reativa
Na+/ K+/ Cl-/ Ca*2

Gasometria.

Critérios de Milao Hepatocarcinoma

Nodulo Unico < 5 cm, ou até 3 nédulos < 3 cm.

Critérios expandidos

Pontuacéo de METAVIR Biopsia hepatica
Atividade histoldgica (A0, A1, A2 e A3)
Grau de Fibrose (FO, F1, F2, F3 e F4)
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ANEXO 4. APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA (PROPESQ-UFC)

UFC - UNIVERSIDADE 6
FEDERAL DO CEARA/
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titule da Pesquisa: Genotipagem da apolipoproteina E na cimose hepatica causada pelo virus da hepatite
C associado com hepatocarcinoma.

Pesquisador: Jose Carlos Rodrigues Nascimento
Area Temditica:
Versdo: 2
CAAE: G3047816.1.0000.5054

Instituigdo Proponente: Departamento de Medicina Clinica da Universidade Federal do Ceara
Patrocinador Principal: Financiaments Propric

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.012.783

Apresentagao do Projeto:

Estudo observacional, descritive e transversal que sera realizado no laboratdrio da UPC/IBIMED-UFC,
através da genotipagem dos alelos da ApoE, a partir de duas técnicas: A PCR-RFLP (Restriction Fragment
Length Polymarphism) & a PCR TagMan APOE, utilizande amostras de c2lulas bucais dos pacientes com
diagndstico de cirmese crinica por virus C associados com HCC, que foram listados na fila de espera de
Transplante Hepitico do Hospital Geral de Fortaleza & do Hospital Walter Cantideo, & agueles que serio
listados durants o perindo do estudo no momento do atendimento de janeirs de 2017 a dezembro de 2018,
para analisar a influéncia dos alelos da ApoE na extensdo da lesao hepafica. Serao incluidos. 150 pacientes,
tendo como critérios de inclusio pacientes de ambos os sexos, de idade entre 40 a 70 anos e com
diagnastico de cimose hepatica per virus C associado com HCC. Os eritérios de exclus3o serdo: A recusa do
paciente, presenca de comorbidades como (diabetes mellitus. hipertensao arterial sistémica, nsuficiéncia
renal crinica e doengas coronarianas), presenga de metastase e trombose da veia porta pelo tumor. Os
dados demograficos = a etivlogia de cada paciente serao regisirades. Para diagnosiico da hepatite por virus
C. serdo dosados o5 marcadores sorolégicos come o antiHCV & HCVRNA, o estadiamento do tumer sera
através da dosagem da alfa-fetoproteina e serdo colhidos os exames adicionais como: Hemograma.
bilirubinas, coagulograma, TGO, TGP, sédio, potassio, fosfatase

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Coontirisin i Pareos 2018 78S

FORTALEZA, 17 de Abril g2 2017

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)

UFC - UNIVERSIDADE €
FEDERAL DO CEARA /
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ANEXO 5. APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DO HOSPITAL GERAL DE FORTALEZA.

HOSPITAL GERAL DE €
FORTALEZA/SUS
PARECER COMSUBSTAMNCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigio Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Genctipagem da apolipoproteina E na cimose hepatica causada pelo virus da hepatite
Z associado com hepatocarcinoma.
Pesquisador: Jos# Carlos Rodrigues Nascimento
Area Tematica:
Versdo: 1
CAAE: 638472158.1.3001.5040

Instituigdo Proponente: Departamients de Medicina Clinica da Universidade Federal do Ceara
Patrocinader Prineipal: Financiamento Prépric

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.082.273

Apresentagio do Projeto:

Hepatite C & a inflamagdo do figado decomente de infecgdo pelo virus da hepatite C (WHC), que causa
doenga hepatica crinica levande a situagdes de risco de vida como o hepatocarcinoma (HCC) e a cimose.
Dificilmente, o HCC aparece na ausénecia de cirmose, sendo que todas as cawsas etioldgicas da mesma
podem ter complicagies pelo desenvolvimento do turmor, apresentando risco maior nos pacientes com

hepatite por infecgdo, principalmente, VHC. Assim_ tem sido bem documentado que a apolipoproteina E
(ApoE) & expressa principalmente nos

hepatécites & a sua importdncia na influéncia da cirmose hepatica por virus C associado a HCC, &
desconhecida. Mo presente estudo, examinaremeos a influéncia des trés alelos principais (2, 3 e 4) do gens
da ApoE, na influéncia da cimose hepatica por vinus C associade a HCC.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a influéneia dos trés alelos principais (2, 2 & 4) do gene da apolipoproteina E, na cimose hepatica por
virus C associado com hepatocarcinoma

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Esta pesquisa podera frazer riscos como o consirangimento em participar da pesquisa e durante a
es-:cwag:iu com escova limpa (estéril) & descartavel fornecida pelo pesquisador. possa ocomrer
Situagao do Pareger:
Aprovado
Necessita Apreciagao da COMEP:
Nao

FORTALEZA, 14 de Maio de 2017

Assinado por:
Iwvana Lima Verde Gomes
(Coordenador)
Endamgo:  Rua Avila Goulart, n® 300
Balrro: Papicd CEP: gp.sE-230
WF: CE Munloiplo: FORTALEZA
Telafons: [25)3101-7078 Fax: {B53101-3163 E-mall: cephglcegovbr

Pigine 4 du 04




ANEXO 6. APROVACAO A EMENDA PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA (PROPESQ-UFC).

UFC - UNIVERSIDADE (
FEDERAL DO CEARA/
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DA APOLIPOPROTEINA E NA CIRROSE HEPATICA POR VIRUS DA
HEPATITE C ASSOCIADO OU MAD A HEPATOCARCINOMA NO PERIOPERATORIO
DE TRANSPLANTE HEPATICO.

Pesquisador: Jose Carlos Rodrigues Nasdmento

Area Temdtica:

Versdo: 4

CAAE: G3847818.1.0000.5054

Instituigio Proponente: Departamento de Medicing Clinica da Universidade Federal do Ceara
Patrocinador Principal: Financiaments Propric

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2.525.823

Apresentagio do Projeto:

A referida emenda tem por justificativa:

1. Mudanga do Titubo: INFLUENCIA DA APOLIPOPROTEINA E MA CIRROSE HEPATICA POR VIRUS DA
HEPATITE C ASSOCIADO OU NAD A HEFATOCARCINOMA NO PERICPERATORIO DE TRAMSPLAMTE
HEPATICO.

2. Incluir pacientes com eimose por virus da hepatite C cronica associado ou ndo a hepatocarcinoma no
perioperatério de transplante hepatico

3. Critérios de exclusao: Recusa do paciente, paciente inconsciente, presenca de metastase e trombose da
weia porta pelo tumor

4. Acrescentar os exames laboratoriais: Fosfatase alealina, gama GT. albumina, colesterol total, HOL, LDL.
trigliceridens, proteina C reativa e proteinas totais

5. OBJETIVOS

5.1: Geral Avaliar 3 infludncia dos trés alelos principais (2, 2 & 4) do gene da apolipoprotzina E, na cirose
hepatica erénica por virus C associado ou nde a hepatocarcinoma ne perioperaténo de transplants hepatice.
5.2: Especificos - Analisar a influéncia dos alelos (2, 3 e 4) da ApoE na cimose hepatica crinica por virus C
associado ou n3o a hepatocarcinoma, conforme:

1. Os critérios de Milso.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

UFC - UNIVERSIDADE (
FEDERAL DO CEARA S
Covntiniseyho o0 Puiecs 2525 228

FORTALEZA, 05 de Margo de 2013

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
{Coordenador)
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Abstract

Malnutribon s still dered in many developing countnies. Malnutrtion-enteric infections may cause lasting
deleterious effects on lipid bol pecially in chil living In poor settings. The regional basic diet (RBD), produced to
mimic the B: rth dietary ch l (nch in and low in protein) has been used in experimental

mllnwmmmodlh but few studies have explored the effect of chronic RBD on liver function, a central organ Involved in
cholesterol metabolism, This study aimed to investigate whether RBD leads to liver inflammatory changes and altered reverse
d\duwol metabolism in C57BL6/J mice compared to the control group, receiving a standard chow diet. To evaluate lN«

ized cah binding adapter protein-1 (IBA-1) positive cell counting, interleukin (IL)-1/ h
lmnmmaoulacu(TNF)-a-ﬂlL-wmmputhnhm-\dyud lnaddmm.mauomdmm
sport by g liver apolipoprotein (Apo)E, ApoA-l, and lecithin-ch yltransh (LCAY) by RT-PCR.
Furth , Serum I fi (ALT) was d to liver function. RBD

body

mmugdnwnp-wmmomnudgmup(l’(ooﬂ Higher hepatic TNF-2 (P<om1)wu.1o(9«aonnﬂmm-
worlloundinRBD-chlmm although without detectable non-alcoholic fatty liver disease. Marked IBA-1
labeling and | of positive-IBA-1 cells (presumably Kupfier celis) were found in the undernourished
gm.mmnwdﬂmmmmALTwu'oundThmmd-onﬂngnrmnunAoM-lmRNAmmn
the undemourished group, but not ApoE and LCAT, compared with the control, Altogether our findings suggested that chronic

RBD-induced malnutrition leads o liver infl ion with in d ApoA-l activity.
Key words: Liver; Hyperfipidemia, Malnutrition; Inflammation; Kupffer cells; Apolipoprotein A-l
Introduction
Malinutrition is stll endemic In many parts of the Mmuunmmwmmmwmm
developing world where poverty ists with infecti absorption and | g nutrient loss (5). Prolonged

diseases, much of it associated with precarious sanitation
and hygiene (1). Malnutrition is a health issue particularly
In growing children, especially in the first two years of Iife,
when they undergo rapid cognitive and physical develop-
ment (2,3). Very often malnutrition increases the risk for
enteric infections and vice-versa (4), so that the condition
may create a self-amplifying vicious cycle that impairs

Correspondence: R.B. Orid: <ora@@ulc.br»
Received July 4, 2019 | Accepted March 23, 2020
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Infection/malnutrition per se may increase daily nutrient
requirements much more than the needs of a healthy
child. A metabolomics study from Preidis and colleagues
has shown that neonatal malnutrition leads to liver
Infl ation and In d oxidative stress in suckling
mice (6). In addition, Wistar rats receiving a low protein
diet show growth impairment, edema, liver steatosis,




hypoalbum and anemia, which are common char-
of h k shiorkor (7). In many developing
countries, the composition of diets available to weanling

for forty days. The body weights were monitored every
three days. RBD is a well-studied rodent diet high in
cabohydratasmdnwgmtydeﬁcm\tnpldmhtam

children fi both low protein and high carbohyds

concentrations (8,9), including the Brazilian semi-arid
northeast, one of the poorest regions in the country (10).
Our group has utilized the regional basic diet (RBD),
Medncamdlydmammmpmhwwh-
tion, to induce malnutrition with disrupted
intestinal barrier function (11) and then assessed intestinal
inflammatory markers (12). Chronic malnutrition-driven
stunting has been gnized to be iated with low-
grade systemic inflammation in children (13).

A high-carbohydrate diet may rioad liver function-
ing and amplify the low-grade inflammatory insult due to
chronic low-protein malnutrition. Chronic malnutrition/
infection states early in life may predispose to obesity
and metabolic syndrome later (14). The mechanisms are
mastly but may involve long-term changes in
liver metabolic function. Indeed, the effect of malnutrition
on hepatic reverse cholesterol transport has not been
explored. In this study, we have addressed whether the
RBD, as a model of chronic malnutrition in weanling mice,
could have a pro-inflammatory effect on the liver, with a
focus on reverse cholesterol transporl, which may have

long-term qQ on liver bolism with aging.
Material and Methods
Animals

C57BLBJ mice weighing 5-8 g were obtained from
the State University of Ceara vivarium and housed in
polypropylene boxes with free access to diet and water,
under controlled temperature and humidity, and 12-h light!
dark cycle in ventilated boxes. Immediately after weaning
(21 days of life), experimental mice were randomly divided
Info two groups. A ished group ived a standard
chow diet and the other group received an isocaloric RBD

It was fi d according to Teoddsio et al.
(10) to represent the muitideficient diet of poor populations
in northeastern Brazil. RBD and commercial chow (Puro
lab 22PB*, Brazil) diets present the following nutrients,
respectively: protein (7 and 22%), carbohydrate (88 and
65%), and fat (5 and 15%) (Table 1). All experimental mice
were euthanized by decapitation on post-natal day 61,
after being previously thetized with ketamine (8 mg/
100 g) and xylazine (0.8 mg/100 g).

All experimental protocols were in compliance with the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA)
and the Institutional Animal Care and Use Commitiee
guidelines from the State University of Ceara.

Histopathological
Slides containing liver h yiin and eosi ined
S-um-thick sections were used for histopathological ana-
lyses. To evaluate non-alcoholic hepatitis, a hi
ical scoring was used as described by Kleiner et al. (15)
MMPM&WMMNASHCM
N The wples were lyzed by a
trained pathologist, blinded to the research groups,
according to Table 2. Cell ballooning was d by

Table 2. ¢ gical scoring g o
Kleiner et al. (15), depending on the extension
and involvement of the hepatic parenchyma,

Degree Parenchymal impasment

Absent (up to 5%)
Low (5 10 33%)
Moderate (34 10 86%)
High (More than 66%)

LN -0

Table 1. Nutritional compostion (g/g%) of the multdeficient regional basic dwet
(RBD) and the standard commercial control deet.

Standard commercial diet Regonal basic diet

Proteins 200 7.00

Cartohydrates 65.00 88.00

Lipids 15.00 500

Fibers 7.00 6825
Minerals

ca'" 120 085

Mg?* 0.32 044

K* 0.80 0.54

' 027 028

12.00 13.00

keal/100g 407.10 408.10

Braz J Med Biol Res | dot: 10.1500/1414.431X20200031
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Mainutriion inflammatary effects on Iver

the following scores: 0) no liver celis showing ballooning;
1) few cells showing ballooning; and 2) | liver cells

Serum alanine aminotransferase

Blood obtained by animal decapitation was transferred
to Eppendorf tubes and allowed to coagulate at room
temperature. The serum tubes were centrifuged (400 g)
at 4°C for 3 min to separate the serum from the clotting
debris. The sera were then stored in a freezer at -20"C for
further serum alanine aminotransferase (ALT) ly

(IL)-10 and tumor necrosis factor (TNF)-=, CT values
were normalized by the level of f-actin. For the relative
quantification of ApoA-l, ApoE, and LCAT, RPLPO was
used as the reference gene.

Ten microliters of Master Mix (SYBR Green Real-
Time PCR Master Mix, Life Technologies®, USA), 5 uL
dd)NA.ZudegmmmdBuLdm
water were used in the The oligonucieotids
were synthesized (Life Technologies ™ )fmmsequences
dopostaspocnﬁcdatabasoﬂB) The sequences of

ALT is a well-known biomarker of liver function. We used
the Reitman and Frankel method for analysis (kit for
colorimetric assay - LABTEST", Brazil).

qRT-PCR analyses

The liver tissue (30 mg) was macerated in Trizol
reagent (Invitrogen™, USA) with the aid of the Tissue-
ruptor (Qiagen*, USA). For complete RNA extraction, the
manufacturer’s instructions were followed (RNAse mini
extraction kit, Invitrogen *).

To prepare the cONA, 1 ug of total RNA, treated with
DNAse (Ambion™, USA), was used. Primers oligo (dT),
dNTPs, and Super Script |l enzyme were used following
the manufacturer’s instructions (Invitrogen" ). RNA quan-
tification was done using Nanodrop equipment (Thermo",
USA). The qPCR i were perf d with three
biological replicates for each treatment. qRT-PCR was
MMWM(WMM USA)

with the follows chedule: activation of the
TanNApolyvmmuuvzy!mlorSninltM'C 40 cycles
of denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 60°C,
and extension at 72°C for 30 s, with the collection of
fluocrescence data at each cycle. The amplification effi-
clency of the PCR was calculated from the slope of the linear
regression equation obtained by the analysis software,
according to the following equation: E = 10 (-1 / slope).
Thooomupncuonm representative of the three
biological replicates for each treatment,

were wbmm.dlonnwm of variance. The means were

pared and idered significantly different at 5%
probabdity. All reactions were performed in duplicate
and normalized by threshold fluorophore. For interleukin

Table 3. Primers used for the RT-QPCR analyses.

g ides used are sh in Table 3.

Immunohistochemistry
Immunohistochemistry for IBA-1, ApoA-l, and IL-1f
was performed using the shptavﬂnbnh—pumddm

thod. The ti were dehydrated in alcohol and then
Winmmwmdlpmmpbm
on L-polylysi d slides, suitable for i hi

chemistry. The sections were dewaxed, hydrated in xylene
and alcohol, and immersed in 0.1 M citrate buffer (pH 6.0)
in a water bath for 20 min for antigen recovery at 65°C.
After cooling at room temperature for 20 min, sections
were rinsed with phosphate-buffered saline (PBS), and
blocked with endogencus peroxidase with 3% H,0,
solution (20 min). Protein blocking was then performed
with 5% BSA (bovine serum albumin) for 40 min. The
sections were incubated ovemight with goat anti-IBA-1
primary antibody (ABCAM", USA) diluted 1:100 in anti-
bodyd&nnLAMPBSMmmmimw
with biotinylated goat IgG diluted 1:400 (Santa Cruz",
USA) for 30 min. After washing, the sections were incu-
bated with streptavidin conjugated peroxidase complex
(Santa Cruz® ABC complex) for 30 min. After further
m&qwﬂhm mmuwma‘w
3,3 diaminobenzi (DAB) and counterstained
with Mayer's homnbxyh and covnr-ollppod Nogm
is were p d simultar

mwwmmmnwmm
PBS-8SA.

For IBA-1 positive cell counting, 10 magnification fields
( x 400) per histological section (each mouse) were used.
Immunohistochemistry images were captured using a light
microscope (Leica, Germany) coupled to a camera with

Gene Forward Reverse Genebark reference
APOE CTTCTGGGATTACCTGCGCTGG GTAGATCCTCCATGTCGGCTY NM_000696
ApoA-| TCAAAGACAGCGGCAGAGAC CACCTTCTGGCGGTAGAGCTC NM_000692
LCAT CTGGCTCCTCAATGTGCTCTTC AGGCCGTGTGTGGTTACTGAGT NM_008490
RPLPO GCTTCATTGTGGGAGCAGACA CATGGTGTTCTTGCCCATCAG RTPrimerDB 1D 1261
iL-10 AAAGCAAGGCAGTGGAGCAG TCAAACTCATTCATGGCCTTGY NM_012854
TNF-a TCGAGTGACAAGCCCGTAGC CTCAGCCACTCCAGCTGCTC HQ 201306.1
fl-actn CCCYGGCTCCTAGCACCAT GAGCCACCAATCCACACAGA NM_031144.3
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LAZ 3,6 acquicition cystom (Leica DM1000). Positive collc
were counted from high resolution-digitalized images with
the aid of Image J software (NIH, USA).

Statistical analyses

Data are reported as means + SE. Two-way ANOVA
was used to analyze weight gain data and the unpaired
Student’s ttest was used for the remaining analyses.
P <0.05 was set to indicate significant differences.

Results
Body weight gain
RBD induced a profound reduction in body weight gain

compared to the nourished control group (P < 0.05) as soon
as the fourth day under RBD-feeding and throughout the
remaining experimental protocol. There was no significant
weight loss in the undernourished mice, but a slow weight

a3
micro or lar chang b tho oxpori
mental groups, b i ‘Mpabqum

sicular changes were seen more prominently in some
undemourished mice (Table 4). No significant difference
was found in serum ALT between groups.

Inflammatory markers

Significantly increased IL-1} immunostaining was
observed in the liver of mice receiving RBD compared to
the nourished controls. There was greater IL-1§ immu-
nostaining in the overall hepatic parenchyma, induding
the majorty of hepatocytes (Figure 2A). In addition,
prolonged feeding with RBD d a marked ir
in TNF-2 (P<0.001) and reduction in IL-10 (P<00|)
transcriptional levels, wared to the is that
received the standard diet (Figure 2B and C).

The liver from und ished mice sh d increased
IBA-I mmmohbehg (depicted by increased brown

gain pace, almost reaching a plateau. Thus, RBD feeding
induced a chronic malnutrition condiion (Figure 1).

Histopathological scoring

In the histopathological analysis, no difference was
found in steatosis markers (hepatocyte ballooning and

300

% of mitinl weight
»
5
s

Data are reported as means £ SE. P <0.05, MANM

more activated Kupffer cells (liver
mscmphgas) (Flgln 3). Furthermore, a higher count of
IBA-1-positive cells was found in the undemourished
group (P<0.001) (Flg.n 1‘.) Inhmstnﬁy nllny hapo-
tocytes from RBD g hypertrop
and polypoid (indicated bymnn binucleated cells) char-
acteristics (Figure 38).

Reverse cholesterol transport

We assessed some markers of liver reverse choles-
terol transport by analyzing ApoE, ApoA-l, and LCAT
transcriptional levels. No significant change was found for
ApoE and LCAT, however, there were increased ApoA-l
mRNA levels in the RBD-challenged liver compared to
the nourished control (P < 0.05) (Figure 4D). In addition,
higher ApoA-l immunolabeling was found in liver histologi-
cal sections of the RBD group compared to the nourished
control.

Discussion

Several methods to induce long-term post-natal mal-
nutrition and growth impairment have been described in

Table 4. Histopathological Iver scores n CS7BLEJ d and hed
mice following 40 days of dietary intervention.
Groups Scores
Steatosis Ballooning
Macrovesicular Microvesicular
Nourished (n=3) 0(0) 0 (0-1) 1(1)
Undemounshed (ne8) 0 (0-1) 209 1(-2)

Data are reported as median (range). Thare were no significant differences
between the groups (mwnmy teat), however, changes were more
d In the d mice.

p

Braz J Med Bict Res | doi: 10.1500/1414.431X20200001

113



Mainutrtion inflammatary effects on lver

Undemourished Nourished

szwmunwmwpmumummamw

after 40 days of

Ve CG) and reg basic dset (RBD) groups In low ( » 100, mwmm)wnm

magnification ( « 400, mwsopm; The negative control (NC) without the target antibody is also depicted. B and C, Tumor necrosss
factor (TNF ) and IL-10 transcrption by RT-qPCR using fi-actin as the reference gene. Data are reported as means = SE for 8 per

group. **P<0.01 and **P<0.001, unpaired Student’s Itest.

the literature. Among the most commonly used are: food
restriction, gradual withdrawal of the offspring during
lactation (17,18), adjustment of the litter size (19), and
Induction of low-protein malnutrition through the use
of protein-deficient diets (20). Recently, much attention
has been paid to the envionmental enteric dysfunction
condition (EED), which may cause low-grade systemic
Iinflammation in chronically undernourished children (21).
The burdensome EED is highly prevalent in the develop-
ing world and may additionally increase the rsk for
metabolic disease and obesity with aging (14,22). This
condition still lacks good animal models.

The RBD was developed after a food intake survey
conducted by the Federal University of Pernambuco in
Northeastern Brazil to evaluate the effect of intrauterine
malnutrition (10). A remarkable impairment in body weight

Braz J Med Bicl Res | dod 10.1500/14 14431 X20200001

gain was observed in the RBD-challenged Wistar rats for
14 days, and the sustained weight decrease was not
reversed even after zinc supplementation. In addition,
RBD induced an intestinal-to-blood bacterial translocation,
shown by an increased number of bacteria colony forming
units in the spleen and mucosal inflammation (12).
Although RBD has been used In several studies, none
of those has investigated the possible changes that this
diet can cause in the liver. This is important as RBD-
Induced inflammatory changes in the liver could alter the
reverse cholesterol transport, leading to hypertriglycer-
idemia and the risk for developing cardiovascular dis-
eases. The work of Preidis and colleagues has identified
important metabolic alterations in undemourished mice,
subjected to neonatal maternal separation, including
evidence of muscle and adipose lssue catabolism, as
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Figure 3. Representative liver lonized calcium-binding adapter protein-1 (IBA-1) g of the exp groups, f
40 days of dietary inter A, Control and B, reg mau:(m)wmnmm(lmmw
50 um). White arows d M Black IBA-1 cells. The astensk Indicates

parenchyma mmpumNoumammm(mwmnmmmnmwmcdmmw
hypertrophy In the RBD-challenged lver. C, IBA-1-positive call count. Data are reported as mean + SE for =6 per group. *'P <001,

unpakred Student’s Hest,

Figure 4, Representative Sver ApoA-| g of the I groups, folk g 40 days of deetary Interventon. A, Negative
control. B, NmM(CG)lMc wondbmw(uo)wuu(- 100, scale bar 200 jum). D, Liver ApoA-| transcriptional level from
hed and RBD- fo ' 40 darys of dietary inter Data are rep as moans * SE for n6 per group.

*P < 0.05, unpaired Mnut-hd
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well as liver and bile abnormalities, oxidative stress, and
inflammation (6). Findings that support that mainutrition
can lead to important changes in liver cholesterol metab-
olism are important to guide health policies in endemic
areas.

Although studies have shown elevation of ALT serum
levels in children afflicted with undemutrition (7), a serum
ALT increase is not a universal finding in protein-energy
uﬂumhddiﬁm(m;lnhmnndmﬂnndd
ALT serum levels were not significantly affected by RBD-

Increased IBA-1-pasitive cells and higher transcription
of pro-inflammatory cytokines in the liver from RBD-
ehdhngcdmbasumuhdmamdhmbm

"

kwsedTNFasenmhvehhvabemdoammhd
in children with p energy malnutrition (29) and in the
whole blood cultures from children with primary malnutri-
tion (30), compared to well-nourished ones. In addition,
mm&mnmmmm

mmmmadhmmhminn(agaom
to five years), found increased serum TNF-x and IL-10
levels (31), again indicating a systemic inflammatory
response.

Few studies have addressed the levels of apolipopro-
teins in protein-energy mainutrition. An eardy study from
Feiliet and colleagues reported low plasma total choles-
terol, HDL. and LDL-cholesterol, but normal ApoA-1 con-

and activation of Kupffer cells by b ial in 39 child aged between 9 and 44 months,
pmdudacmbdou!mmlivarbyhpondaum with marasmus. The ApoAVApoA-Il ratio did not differ from
Ir gram. bacterial individuals in the I group; h , the triglycerid
in rahcan Knpﬂarealsmmtyb ﬂchllpopmunpnnbluLpCllledeE.Bmdg-

lipopolysaccharide (LPS) and reduce hepatocyte protein
synthesis. When cultured alone, Kupffer cells from these
animals also produced more IL-1 and prostaglandin E2 in
response to LPS (24).

The increase in liver IL-10 mRNA levels may be a

nificantly increased (32).
Inwuﬂymwm-dwm

the tissues to the liver. AsApoA—lblosyMnh.lMl

counterbalance response to over-inflammation, aIL-w mybe iated with a resp o stress
can reduce T-cell secretion of IL-2, lower h leuk (33), i d ApoA-l iptional levels in under-
uﬂganllwn(HLAehu ), mdlL-\BdeNF-a nutrition might be a pensatory o

and h during inflam-  against inflammation derived-free r-dcds TNF-»: has
mation (25). Elevated serum IL-10 lwoh have been  been shown to d gulate ApoA-| expression in hepatic
observed in newly d mice g a 0.6% hypo- cell lines, which may be reverted by PPAR-y inhibitors

protein diet compared to controls (28).
marked immunolabeling of IL-1f in the liver

(34). Our data showed increased liver ApoA-I mRNA
levels regardiess of the high TNF-x transcriptional activity.

parenchyma seen in the und ished mice corrob
rated with findings of increased number of IBA-1 positive
cells. Interestingly, in the work by de Quei and

The for such observation is unknown but may
indicate the need for more ApoA-l activity in the liver to
the inflammatory insult. Noteworthy is that ApoA-l

colleagues, RBD induced increased jejunum levels of
TNF-2, IL-18, and IL-10 in rats, complnd to the

is able o induce the secretion of IL-10 by monocytes (35)

(md pomlpl liwv macrophages), which may further
ive inflammation.

nourished group, suggesting a sy atory
effect. In that sudy, zinc supplementation was able to
reduce levels of TNF-2 and IL-10, but not IL-1} In RBD-

LCAThmpuubhbrhuhrﬂuﬂmolin
cholesterol within HDL particles and its activity is strongly

challenged mice compared with zinc d

parts (12).

In a study with 7- and 8-week-old Swiss male mice fed
either with a high-carbohydrate diet (64% carbohydrates,
19% protein, and 11% fat) or a high fat diet (45%
carbohydrate, 17% protein, and 38% fat), the high-
carbohydrate diet was able to raise the TNF-x plasma
and liver levels (27). Likewise, in our study, chronic
feeding with RBD, a diet enriched with high carbohydrate
content (70.6%), compared to the standard diet (56%),
Increased TNF-x mRNA levels in the liver of mice.

In the liver, TNF-x is produced mainly by Kupffer cells,
which are resident phages (28). | d tran-
scription of TNF- in RBD-challenged mice is probably
correlated with the increased number of Kupffer cells, as
more IBA-1-positive liver cells were found, suggesting an
activated inflammatory state in prolonged malnutrition,

Braz J Med Biot Res | doi: 10.1500/1414.431X20208031

gulated by ApoAd. In our mainutrition protocol with
RBD, no difference was seen in LCAT transcription in the
liver, however, we could not rule out a later effect with
even worse chronic mainutrition. It has been shown that
long-term feeding with protein-deficient diets (2% casein
for 28 days) is able to reduce LCAT activity (but not HOL
plasma levels nor ApoA-l levels) (36). The discrepancy
from our findings may be due to different levels of protein
malnutrition in our diet.

Inbtuﬁngly. the liver 'mm undemourished mice
howed hypertrophied and p id hepatocytes. Both
mmmmwmmmnwmm
and parasitic burden seen in cryptosporidiosis and might
be a consequence of hepatocyte work overload and
changes related 1o epigenetic programming (37). Long-
term alterations in the liver cholesterol reverse transport
may increase the likelihood of atherosclerotic harmiul
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effects with aging. When malnutrition-related intestinal-
to-blood bacterial translocation occurs, production of
phospholipid-rich very low-density lipoprotein might be
increased by the liver (resulting in hypertriglyceridemia) to
neutralize bacterial products with increased accumulation of
cholesterol in cells, and if a chronic and repeated insult is
present, it may inifiate atherosderotic lesions (38).
Although no alteration in ALT serum levels was seen nor
liver steatosis (suggesting no significant liver dysfunction),
altogether our findings indicated an inflammatory liver state
(mmmu)mmmﬁcwcw
sion, the latter as a p b y resp
pmbctmmlmaasedkﬂmion Nondhulus.sudl

One limitation of this study is that the diets may
have proteins of different quality, for example, a different
amino acid profile and digestibility, which is difficult to
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Cirrhosis is an advanced stage of liver disease, compromusing liver function with systemic health implh

cations and poor quality of life. Hepatitis C virus (HCV) infection and alcoholic ver disease are the main
causes of this pathology. However, since genctic factors may play a large role in the progression and
sevenity of liver disease, and as apolipoprotein E (apog) has been recognised 1o be maimly synthesised in
the liver, apoE polymorphism studies are important to better understand the causal mechanisms in liver
diseases. In this review, we summarise up-to-date studies addressing how apoE polymorphisms influ-
ence liver cirthosis and liver transplantation outcomes and potential protective mechanisms. Although
more clinical studies are needed to support these findings, the apoE o4 aliele scems to be protective
against the progression of liver cirrhosis in the majority of aetiologies and the postoperative serum apof

phenotype of the transplanted subject receptors was converted to that of the donor, indscating that >90%
of apok in plasma is synthesised in the hepatic system.

© 2019 Fundacion Clinica Médica Sur, A.C. Published by Elsevier Espafia, SLU. This is an open access
article under the CC BY-NC-ND license (hitp://creativecommons ofgflicenses/by-ne-nd/4.of).

1. Introduction

Cirrhosis is the result of the advanced stage of liver dis-
ease, resulting from the replacement of the functional liver
architecture with non-functional fibrotic tissue, being responsi-
ble for important health problems worldwide [1.2). Infections
by hepatitis C virus (HCV) and alcoholic liver disease are the
main causes of liver cirrhosis |3.4]. However, this liver pathol-
ogy can also be caused by other aetiologies such as boli

Human apolipoprotein E (apoE) consists of a 34 kDa glycopro-
tein, containing 299 amino acid residucs, which is an important
protein component of very low density lipoproteins (VLDL) and a
ligand for the low density lipoprotein receptor (LDL-R) [5-7].

ApoE is synthesised mainly in the liver, but also in the
spleen, brain, kidney, lungs, adrenal gland, monocyte-macrophage,
muscle tissues, central and peripheral nervous system. It has
lmpotnnt actions in neuronal repair, in the regulation of lipid
is, and in the transport and metabolism of triglycerides

diseases, hereditary (hemochromatosis, Wilson's disease, Alpha-
T-antitrypsin deficiency), non-alcoholic steatoheparitis (NASH),
autoimmune hepatitis, Budd-Chiari syndrome, primary biliary cir-
rhosis (PBC), and primary sclerosing cholangitis [ 1.2]. Therapeutic
options include liver transplantation, which is the definitive treat-
ment in patients with end-stage liver cirthosis, improving the
quality of life as well as the longevity of this population {1

* G ponding author at: lasti of Biomedicine, School of Medicine, Federal
Undversity of Ceara, Rua Cel, Nunes de Medo, 1315 - Rodolfo Teddilo, 60430-270
Fortaleza, Ceard, Brazil.

E-mail oddresses: odalulc be, rebnaldo70.onsgmall com (RB. Oris).

hetps: {fdol.org/10.1016/3.achep. 2019.07.011

and cholesterol. It also has anti-inflammatory functions, skewing
the pro-inflammatory macrophagic phenotype M1 to the anti-
inflammatory M2 and decreasing the synthesis of interleukin-2
(1L-2), as well as roles in immunomodulatory activities such as the
activation and proliferation of T lymphocytes [7-10].

Some studies have documented the association between apok
isoforms and discases such as Alzheimer's disease, atheroscle-
rosis, liver disease caused by HCV, human immunodeficiency
virus (HIV) infection, HIV-associated dementia, pulmonary tuber-
culosis, childhood diarrhoea and herpes simplex virus infection
57,1112}

ApoE was also evidenced in an experimental model as a sen-
sitive marker in the graft function of transplanted hepatocytes,
which is important since hepatocyte transplantation has been

1665 268110 2019 Fundacion (linkca Médica Sur, AC. Published by Elsevier Espaiia SLUL This is an open access article under the 0T BY NCND Bicesse (hinpJ/

creativecommons.ongMoenses/by-nc-nd/4.0/)
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emphasised as a promising treatment for patients with liver or
metabolic diseases and acute liver failure [13].

It is well decumented that genetic factors play a key role in the
severity and progression of liver diseases. Therefore, we set out to
review the role of apoE polymorphisms in conditioning the natu-
ral history of pre- and post-transplant liver disease, as well as its
association with the development of liver fibrosis and response to
therapies.

2. Polymorphism and different apolipoprotein e isoforms

The human apoE gene is polymorphic. In humans, this poly-
morphism is responsible for different apok isoforms, due to amino
acid substitutions at position 112 and 158 [5,14,15], There are three
common alleles of the apoE gene, which is located on chromo-
some 19 (19q13); these are called £2, £3 and 24, with six possible
genotypes: £2/e2, £2/e3, £2(e4, £3]£3, £3jed, and £4/24, The £3
allele is the most freq isoform, acc ing for 70-80% of alle-
les worldwide, encoding the apoE3 isoform with a cysteine residue
at position 112 and an arginine residue at position 158. The #4
allele encodes the apoE4 isoform, with an arginine residue at both
positions 112 and 158, whereas the £2 allele has a point mutation
causing the replacement of arginine for cysteine at position 158,
These account for 10-15% (for the £4 allele) and 5-10% (for the £2
allele) of the alleles worldwide [5,7,9],

Previous studies have shown that the apoE s4 allele may
increase plasma triglyceride levels and decrease the levels of high
density lipoprotein (HDL) cholesterol, In addition, it is associ-
ated with higher low density lipoprotein (LDL) chol | levels
compared to the £3 isoform. However, the £2 isoform has a
close association with hypertriglyceridaemia and hypocholestero-
laemia | 16]. Noteworthy, ~15% of £2/£2 homozygous paticnts may
develop familial dysbetalipoproteinaemia (also known as type 1l
hyperlipoproteinaemia), This leads to hypercholesterolaemia and
hypertriglyceridaemia and may be associated with obesity and
insulin resistance [17,18],

3. Apolipoprotein E and orthotopic liver transplantation

Orthotopic liver transplantation is currently the maost appropri-
ate treatment for end stage liver disease, and may also influence
the synthesis and degradation of genetically polymorphic-encoded
plasma proteins, Thus, as apok is a polymorphic protein in hu

4. Apolipoprotein E, hepatitis B and C viruses and
hepatocellular carcinoma

4.1. Hepatitis B virus

Hepatitis B virus (HBV) infection is still very common (and
worrying) in developing countries, Its aetiological agent is a DNA
virus, hepatovirus of the family Hepadnaviridae; in particular, the
long-standing infection can lead to liver failure, drrhosis and hep-
atocellular carcinoma (HCC) [20-22,

Previous studies have documented the association between
apok genotypes and viral diseases, including herpes simplex virus
(HSV), HIV, HCV, and HBV [21,23.24]. It has been documented that
the £3 allele of the apoE was frequent in patients with progressive
HBV-related liver cirrhaosis [25].

In addition, Shen et al. [21] envolled 40 healthy volunteers
and 199 parients with HBV, active hepatitis, severe hepatitis, cir-
rhosis and HCC, and demonstrated that serum levels of apoE
£3 progressively increased with discase severity (HBV carriers
developed hepatitis, followed by cirrhosis and then ultimately
HCC), The £3 allele and £3/23 genotype were the most preva-
lent in all subgroups. Furthermore, progressive serum el i
of interleukin-6 (IL-6) and a gradual decrease of IL-2 were asso-
ciated with disease progression and severity, while apoE serum
levels were positively correlated with serum [L-6 (but not with
IL-2).

42. Hepatitis C virus

The hepatitis C virus is a flavivirus and hep opic RNA virus,
which can cause acute and chronic hepatitis C, as well as liver
cirrhosis and hepatocellular carcinoma in humans [26). However,
there is a recent suggestion of a correlation between low cholesterol
levels and infection by viruses C. Authors have reported that the
mechanisms of HOV, HSV and HIV infection resemble each other,
as all of these viruses compete with apoE 1o bind 1o cell receptors
123.27).

ApoE polymorphisms may be an important tool for monitoring
the progression of fibrosis in patients with hepatitis C and nor-
mal alanine aminotransferase levels, as there may be competition
mechanisms for viral entry and replication [27]. In other reports,
HCV synthesised in individuals carriers of the apok £2 allele is

some studies have already reported that it is possible to detect and
quantify changes in this protein in patients who have undergone
liver transplantation [9,15].

Linton et al. [15] performed a 29-patient sample study and
reported that the postoperative serum apoE phenotype of the
receptor was converted to that of the donor, This indicates thar
>00% of apok in the plasma is synthesised in the hepatic system.
On the other hand, there was no change in the apoE phenotype
of cerebrospinal fluid (CSF) from the donor to the receptor pheno-
type after hepatic transplantation, indicating that most of the apoE
in CSF is synthesised locally and not derived from plasma. Kraft
et al. [9) also emphasised that more than 90% of apoE in humans
is of hepatic origin, since the new apok phenotype following liver
transplantation corresponded to that of the donor organ.

In experimental models, serum apok is a sensitive marker with
which to monitor the functioning and survival of grafts of trans-
planted hepatocytes, These results are of significant importance,
since hepatocyte transplantation may be a promising technigue
for patients with metabolic liver disease or acute liver failure
[13]. In addition, by affecting lipoprotein metabolism, apoE poly-
morphisms may modulate the recurrence of HCV in individuals
undergoing liver transplantation [19]

associated with a low risk of infection and rapid climination [ 28],

Pioneering studies by Wozniak et al, | 24] have shown that the
apoE #4 allele was significantly more frequent in patients with
chronic hepatitis C and mild liver disease compared to those with
severe disease, indicating that the #4 allele may be protective
against liver injury due to HOV. Mueller et al. [29] also showed
a significant low frequency of the apoE #4 alicle in patients diag-
nosed with chronic HOV infection, suggesting a protective action of
this allele,

In the study by Price et al. [30] a significant lower frequency
of both the £2 and #4 alleles was associated with a reduced infec-
tion risk in patients with HCV. Mueller et al. | 31] also suggested a
protective role of the #4 allede and a higher risk of persistent HCV
infection in £3 allele carmiers in chronically HOV-infected patients.,
Furthermore, a higher frequency of the 24 allele was found among
the non-cirrhotic chronic hepatitis C patients, supporting that the
£4 allele is protective against HCV infection [ 32], In another study
with 996 chronically HOV-infected patients, the apoE £4 allele was
poorly represented |31 In addition, the same authors documented
reduced viral loads in patients with the apoE #4 allele who were
chronically infected with HCV genotype type 1 [ 29], suggesting that
this allele has a protective effect against HCV infection.
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4.3, Potential mechanisms for apoE4 protection against heparitis
Cvirus infection

As discussed previously inour review, apoE4 has been suggested
as a protective factor against HCV infection [33,34]. The entry of
HCV into human hepatocytes is a multistep mechanism in which
various host factors are involved, including LDL-R and heparan sul-
phate proteoglycans (HSPGs). The lipoviral particle (LVP), which
is important for viral infectivity, initially binds LDL-R and HSPGs
through apoE [35-37). It has been recognised that the LDL-R is
down-regulated in apoE4 carriers [23]. Thus, in apoE £4 patients,
the virus entry in hepatocytes may be reduced [10], Fig. 1 depicts
the potential protective mechanism of apoE £4 against HCV in hep-
atocytes,

ApoE would be the only specific lactor for the production of
infections HCV particles; therefore, apoE could influence a late
stage of virus infectivity after viral capsid envelopment, being
essential for viral cell-to-cell transmission [38]. One hypotheses is
that apoE 24 indirectly affects LDL receptor expression by increas-
ing the binding and interalisation of lipoproteins by apoE e4
131,391, On the other hand, apoE e4-induced hyperbetalipopro-
teinemia could directly interfere with uptake of the LDL-R mediated
virus due to forced competition between free betalipoproteins and
virus-lipoprotein particles for local LDL receptors [40). Thus, the
apoE4-redated functional properties in lipid metabolism (and neg-
ative regulation of liver LDL receptors) may provide an explanation
(corroborated with epidemiological evidence) of how apoEA carri-
ers are protected against HCV infection,

44. Hepatocellular carcinoma

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most frequent primary
liver cancer [41], and is mostly found in patients with liver cir-
rhosis, mainly due to infection by the hepatitis B and C viruses.
Thus, as cirrhesis is the main risk factor associated with HCC, liver
transplantation became the main treatment of this tumour [41-44),

Some studies have shown that apek has antioxidant actions
and Is increased in malignant tumours such as gastric, prostate,
ovarian and HCC, mainly due to the oxidative stress generated by
the tumour cells [45-47) Yokoyama et al. [48] found that apoE
levels in tumour tissues were significantly higher than in normal
non-tumour tissues in 88% of patients, without any increase in the
plasma, and that apoE may be a histological marker for HCC, They
also showed that 72.7% of patients with HCC were £3/£3.

Ahn et al. | 25] found that the apok plasma level was significantly
higher in the group of patients with hepatic cirrhosis and the HCC
group. They also observed that the £3 allele and the g3/23 geno-
type were the most frequent in both groups and that 24 allele was

the one that presented the lower probability of developing liver
cirrhosis,

5. Apolipoprotein E and primary biliary cirrhosis

analy biliary arrhoss (PBC) is an autoimmune cholestaric
liver di due ion of small intrahepatic biliary ducts,
which can result in fibrosis and cirrhosis of the liver in some
patients; liver transplantation is the last therapeutic approach
[49-51]. ApoE polymorphisms can modify the severity of PBC, act-
ing on intestinal absorption and the excretion of bile salts. The
phenotype may have an influence on the pathogenesis of PBC and
also act on the disease response during treatment [S051]

Corpechot et al. [S0] reported that the £3 allele and the £3/e3
genotype were the most frequent in PBC patients; however, there
was no difference in both the disease and French control popu
lation, suggesting that £3 is not a risk factor for the onset of PBC
in the French population. Furthermore, after PBC treatment with
ursodeoxycholic acid, among £4 carriers, the liver enzymes did not
return to baseline, suggesting a poor response to therapy in these
patients. Conversely, in the study by Vuoristo et al. [ 51 ], the 22 allele
was seen significantly more often in patients with PBC, while the
4 allele carniers showed better liver enzyme tests when treated
with ursodeoxycholic acid. More studies with larger numbers are
needed to better dissect these contradictory results,

6. Apolipoprotein E and alcoholic liver cirrhosis

Alcoholic liver cirrhosis due to chronic alcohol abuse has been
a longstanding worldwide health problem, resulting in worri-
some increasing in morbidity and mortality [52]. The incidence
of the risk of death is higher in cirrhotic patients than the risk
of developing liver cirrhosis, which indicates that low or mod-
erate alcohol consumption is not related to significant increases
in the risk of developing cirrhosis; however, this risk tends to
increase exponentially from excessive alcohol intake [53] In addi-
tion, not every individual who consumes alcobol regularly will
d:-velop alcoholic cirrhosis, as genetic and environmental factors

c it to the develop of this condition, However, it
is impoﬂam to emphasise that alcohol has an important effect on
lipid metabolism, leading to hypertriglyceridaemia, hypercholes-
terolaemia and changes in lipoproteins | 5455).

However, previous studies have doc d the infl ¢ of
apoE polymorphisms in patients who developed hepatic cirtho-
sis due 1o alcohol [23,55), In an experimental model, the authors
observed that chronic long-term ingestion of ethanol in hepatic
alcohol dehydrogenase-deficient deer mice led to the infiltration of
T tymphocytes into the liver and hepatic steatosis, There was also
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Table 1
ApoE polymorphism studses on liver clrrhosts in humans.

References Aetiology Studies characteristics Outcomes Allede

frequenoes

Mueller et al. 2009 [4) HoV 701 patients with chroaic HOV infection, 523 healthy Risk of chronic HOV o4
controls and 283 non-HCV patients. Infection.

Woznaak et al. 2002 Hv 156 anti-HCV positive patients and 104 noa-HOV Risk of severe disease. ied

[24) indected.

Fabets et al. 2011 {27] HV 128 Caucastans, PNALT and HOV camers. A subgroup Rapid progressson of 1 £33
af 116 patieats with absent or minimal fibrosis was fibrosis. i
Tollow wp for 10 years. €2)e2 - o4jed

Mueller ot al. 2003 [29] Hv Retrospocts L sponse of 506 Reduced HOV virus. ted
h lly HOV infected patients penotype 1.

Price et . 2006 [ 30| 1Y 420 Northern Evropean patients with evidence of Risk of HOV nfection. je2-rd

10 HOV were with 288 healthy 22
controls.

Mueller et al. 2016 [31] v 701 patients with chroaic HOV imfection and 295 HOV infection: ted
Mmmmmmm Protective risk 123
patients with a history of ;
disease and 2234 healthy controls.

Teama et al 2016132 v Case-control study: 80 chromic hepatinis C patients (40 Risk of severe disease. 4
cirrhotic and 40 noo cirrhotic), and 40 healthy controls.

Shen et al 2015 [21] HOC and 40 healthy volunteers and 199 patients (30 HBV Progressive with tedt

HEV carriers, 60 with active hepatitis, 12 with severe disease severity. 3l

hepatitis, 58 with HEV and liver cirrhosts, and 30 with 22,4

HCO). e2/c4

Ahnetal 2012 [25) HCC and Casecontrol study: 47 healthy contiols, 156 patients Risk of developing lver 123,
HBV (50 with HBV and liver cirrhosis, and 59 with HCC and curhosis. 3le3

liver currhosis). Py W

o4ird

'Y"obyxnni.m HC 17 patients { 14 HOV camers and 3 HBV camiers. Production i HOC 1e3

] tissues,

Carpechot et al. 2001 PBC mm T2 PRC pat were No dlity 10 e2-e3-cd

[50] for 4 years with ursodeaxycholic acid PEC. 104
(12- 1S-M)ummmum Risk of severe disease
1808 healthy French controls. and poor response to

treatment.

Viaristo et al. 1997 PRC 88 patients with PRC were randontsed to PBRC seventy. e2=e3-ecd

I51) d halic acid, placebo o calchici Expeession of PEC and 122 i ed
for 2 years. Tesponse 10 reatment.

bron et al. 1994 [54] ALC 15" ian cirrhotic patients d with Risk of alcobolic tel

C . The resulits show clarhosis. jedec2
MMM&MMMMW:&M

Hermdndez Nazara ALC wmummm Risk of hver ctrrhoss: 12

et al. 2008 [55] and Hyperlipidemic. ot
mmmmmw Noar

Frenzer et al. 2002 |57 ALC Case-control study: Caucasian adults (57 with Risk of alcobolic 133
alcoholic cirrhosis, 71 with alcobolic chroaic clarhosis. §oljed
pancreatitis, 57 with alcobolics without appasent
organ damage and 200 healthy blood donors).

De Feo et al. 2012 |63 NARLD 310 cases and 422 controls were genotyped for apol. NARLD risk. 123

)
Sazci et al. 2008 (64) NASH 57 cases and 245 contrals were genotyped for apok. NASH risk. 13, e3e3

yotedied

and £3/od

Demnirag et al, 2007 NAFLD 277 NARLD patients and 201 controls in Turkish Protective against 4 2. e2fe3

165] population. NARLD.

Yang et al. 2005 |66] NARLD Cross sectional study: 711 patients with NARLD and NAFLD risk. 104
711 contyol subjects.

Stachowska et al. 2013 NARLD Prospective study: 23 patients with NARLD, 11 patients Risk of advanced 104

167} 10 the apobA group were compared with 12 in the fitwosis. a3

apok3 group.

IMCM(IKV);WWMM_M(MH wmmmxwlm(mmmyanﬂ(mm

liver cirvhosis (ALC), Non-alcobolic faety liver disease (NAFLDY); | d allele fres

y {1k D allele fre ¥ (4% Apoly

areduction in the frequency of lipid -carrying proteins, resulting in
adecrease in the frequency of apolipoproteins in plasma |56].

In the analysis of patients with hyperlipidacmic or non-
hyperlipidaemic alcoholic liver cirrhosis, Hernandez-Nazara et al.
|55] observed that the £2 allele was closely assoclated with the
hyperlipidacmic group and the early onset of cirrhosis, with alco-
hol intake <20 years, and that the allele £4 was more frequent in
the non-hyperlipidaemic group and apoE e4 carriers were more

resistant 1o cirrhosis with alcohol consumption > 20 years. lron et al.
|54] studied alcoholic cirrhotic patients and observed that there
was a higher frequency of #4 and &2 alleles, Frenzer et al, [57]
did not identify a significant difference in apok genotype frequen-
cles when compared to alcobolic cirrhosis, pancreatitis, controls
and blood donor groups, Furth in the cirrhotic group, the
£33 genotype had a higher frequency, whereas s4/e4 was the
least frequent,
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7. Non-alcoholic fatty liver disease or non-alcoholic
steatohepatitis

Mon-alcoholic fatty liver disease (MAFLD) is charactensed as the
accumulation of excess liver fat and increased endogenous lipo-
genesis substances unrelated to chronie aleoholism [58,59], Maost
of these patients may present with metabolic alterations such as
dyslipidacmia, diabebes mellitus and obesity. In addition, they may
develop non-alcoholic steatohepatitis [ NASH ) which may progress
to fibrosis and cirrhosis [58,60). ApoE is associated with different
pathologies as well as with altered lipid profiles |51 | Previous stud-
ies wilh apok deficient mice fed a cholesterol-rich diet have shown
that this methoed may be a valuable altemnative in NASH research
|62], Interestingly, #4 allele patients had a significantly lower risk
of NAFLD and a significant reduction in HDL cholesterol [63].

In another study, the s3/e3 penotype and 23 allele were
maore prevalent in patients with MAFLD and also associated with
increased risk of MASH, wherneas the 8223 and £3/e4 genotypes
and allele g4 were associated with protection against NASH [G4). In
addition, the £2 allele and £2/e3 genotype have been shown pro
tective against the development of NAFLD |65]. Conversely, other
studies suggest that the apoE &4 allele is a risk factor for NAFLD
pathogenesis |G6].

8. Role of apolipoprotein E in liver fibrosis

A protective effect of apoE 4 against severe hepatic fibrosis
has been supported by previous findings of lower £4 allele fre-
guency among patients with HOV-related severe hepatic fibrosis
compared to those with mild liver disease [24). Fabris et al. have
reported a benefit of the apoE &4 allele on the progression of
librosis in liver transplant paticnis with recurrent hepatitis C[19).
However, in another study by Stachowska et al. [67] evaluating
NAFLD, the &4 allele was significantly associated with the devel-
opment of advanced fibrosis due to disrupted hepatic farty acid
metabolism and increased 5-oxo-6.8,11,14-cicosateraenoic acid
production [66], In addition, a study by Mueller et al, could not
finel an £4 allele-protective effect against liver fibrosis in patients
diagnosed with chronic HOV infection [ 249]. Nonetheless, the e3/e3
occurrence has been correlated with the rapid progression of fibo
sis [27].

ApoE can facilitate cholesterol efflux from  peripheral
maciophages and other cells o fomm nascent discoidal high-
density lipoprotein (HDL) after interaction with ABC transporters,
Thee HIM. particles deliver the chalesterol to hepatocytes via inferac-
tion with scavenger receptor B1 (SR-BI) or low-density lipoprotein
(LDL) receprors. There is later conversion to cholesters-bearing
bile acids, therefore contributing 1o the reverse cholesterol
transport from periphery o hepatocytes and to fascal excretion
|6#).

Hepatocytes can become steatotic by prolonged  high-far
diets, indicating that hepatocytes may be overloaded by excess
cholesterol delivery., Increased lipolysis (decreased B-oxidation of
triglycerides) or increased de novo lipogenesis and reduced VLDL
secretion from hepatocytes are also involved in this process [69].
Apok has been recognised as an important contributing factor o
improving liver steatosis, [t has been shown that apoE-deficient
mice chronically fed with western diets develop non-alcoholic
steatohepatitis and liver fibrosis [62].

Chronic liver inflammation and liver steatosis may increase
the rates of hepatocyte apoplosis and significantly increase the
expression of platelet-derived growth factor BE (PDGF-BR) and
transforming growth factor [ (TGFR) that lead 1o activation of lo
cells (hepatic stellate cells) and pro-fibrogenesis-activated genes
[70]. Ite cells, which represent quiescent liver vitamin A-storing

cells in the physiological state, are activated during chronic liver
inflammation. These cells are transdifferentiated to myofibroblasts
that produce extracellular matrix collagens and a myriad of imflam-
matory signals that lead to liver fibrosis and loss of vitamin A
storage [ 71 Interestingly, cultured o oells are able (o synithesise
and release apoE peptides [72].

It remains elusive whether apoE 24 could be released during
fibrosis and whether this peptide could improve this process.

Table 1 summarnises studies addressing apoE polymornphisms
and liver diseases in clinical studies o date,

9. Conclusion

Owverall, this concise review has summarised accumulating evi-
dence that apok &4 carmiers are protected against chromic HOW
infection, have slow progression of liver fibrosis, and are less likely
to hawve alooholic cirrhasis, NASH, HOC or HEV. On the other hand,
apoE &3 carmiers are at higher risk for developing liver cirhosis
caused by NASH. NAFLD, HOC or HBV. We still can find contradic
tory results regarding the protective role of apoE £4 on liver fibrosis
and NAFLD. In addition, a gap of knowlcdge still exists regarding
the apok genotypes’ role on the mechanisms of liver injury follow-
img wiral hepatins. Interactional mechanisms of apoE with hepatitis
viruses may be a potential target for gene-related therapics in the
Tuture,

Although further clinical studies are highly needed, in this
essential review, we highlight that carriage of the apoE 24 allele
may cxert a protective coffect in reducing the progression of most
liver diseases from different actiologies.

b o
HCW hepatitis C virus

Apok apolipoprotein E

NASH  non-alcoholic steatohepatitis
PRC primary biliary cirrhasis

VLDL vy low density lipoprotein
LDL-R  low density lipoprotein recepios
-2 interleukin-2

HIvV human immunodeficiency virus
HDL  high density lipoprotein

LDL low density lipoprotein

CSF cerebrospinal fuid

HBV  hepatitis B virus

HEC hepatocelular carcinoma

HSV herpes simplex virus

IL-& interleukin-6

H5PGs  heparan sullate proteoglycans
Lvp lipowiral partcle

PBC primary biliary cirrhasis

NAFLD'  non-alcoholic fatty liver discase
SR-B scavenger recepron-B1

PDGF-BR  platelet-derived growih factor-BE
TGFE  transforming growth factor B
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Apulippntn F P with a high § ls id penetic Although apali-

Periodintal disease peopraicin B4 (ApaE4), one of the ksall mdnd.htr-. '_._ hic APDE gene, has been wiidely romgnised asa

Ol mécrobise risk facior for cardiovascular andl as an i y factor, bess is known reganding how

Inflammation Apokid afferts sthernsclernsis in pericdantitis patienis The aim of this review was o investigate the potential
wrderying mechanisms relaicd se APOEA that oould increase the risk of perindonial discase and, ulti ty, of
athoresclemsis. There have only been a few sindics addressing apol podymorphisms in patienis with chremic
perindoniitis. To daie, no studies have boem performed that hawe assessed bow Apold afffecis athernsclerotic
disase in chromic periodontilis patdonis. Altheugh clinioal sudics are warmsied, experimental studics have
consisiemily documented the presenoe of perindcaial pathegens, which are usually Toumd in the oral cavity and
MmhﬂMpmdwﬂmmmdﬂIMmlﬂsmﬂmmﬂmkdh
APOEA allele a: am e ol i ol pey diring baman evohation and it relation i oeal bealth s
s,

1. Introdusction investigated (Cardoso, Reis, & Manssnares-Cospodes, 2018). Piones

Peridontal discass (PIY) ks a multifsctorial, chronle, inflammatory
e, asmociated with bacterial plague, gingival bleeding, edema and
imcreased crevicular fluid formation that resulis from endotoxin bac-
teria-driven host i 1) is o ized by the in-
Aammation amd destnsction of tooth-supporting. commective tisues in
respanse o subgingival infection by vanous periodontal pathogens
(Kinane, Stathopoulou, & Papspanou, 2017). Periodantiti pIEIlnplL:r—
sibogy is associabed with a myriad ol pro-i ¥ oy
shewerd towands Th1/Thl7 respomees (de Vides, Andreotta, Loos, &
b, 2007) and indeced osteolysls (Gonealves of al., 2004), the latter
of which has been found to be educsd by sinvastatin treatment [
chalesterod-lowering drug) (Dalckoo e al., 2003)

studies from Mattila and colleagues have suggested assoclarions be-
tween mypcandial infarction amd poor oral health, which could be fa-
cillitated by chronde low grade bacterial infections (such & dental canies

and chromic perodontitis) (Maitila et al, 1989, However, the de-
termination uFaumrﬁw}mbmn}mfﬂﬂibﬁ:mm
with chromic llnesses (inchadi and di ) are

]Mjbﬂbﬁaﬁcﬂdb}'wﬂdﬂtﬂlhﬂmﬂ;mﬂmmﬁum
ported by Mattila, poor oral ealth was a predictor of myocandial in-
hn:f.luu..mr:ndluu]]mn{nrugn. mldmhj'pﬂlmnmn
lipicl and lipoprote s, the p of diak b
mdmmcmﬂdcmﬂmmmluxﬂl., 1989).

The complications ssociated with atherosclenosis and metabalic
IleH‘ll'ﬂl‘I‘H’:Il" rrrnﬁrﬂﬂ:daminwpuﬂnl'mhll pl'nHi:msindr-

D to its chronie infl ¥ etiology, a pobential link |

enuniries and may ly affect Lations with nutri-

the eooamence of pericdontal discase and atherosclemsis has been

tional amd immunsinflammatory  disorders, with the likelibood of
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imcreased fatalities (DeBoer of al, 2002 Teo & Dokainich, 2017) The
systemic inflammatory processes (even twose that are low-grade) in-
duced by chronic periodontal disease (Cardoso ot al, 2008) may be
related to peripheral anterial (and endothelial) inflammatory conditions
(Calapkorar, Alksn, Tasdemdr, Alcali, & Saatd, ml?), which may
further elevate the risks of at . ¥ myo-
cardial infarction, amd death,

Cardiwaseular (CVI3) and perindontal diseases share genetic bases
of susceptibility and important behavioral components, such as diet,
plague ontral and smoking related habits. Studics have shown that
Both combitions mcrease with age, lower soci e strada aml poor
educational background, especially for males, the diabetic popalation,
aml individuals undergoing psychological stress or who have a sig-
nificant genctic predisposition (faxir, 20171

Apolipoprotcin E (Apoll — peotein; APOE — gene) is a glycoprotein
synihesized in the liver that plays a key role in the catabolism of mi-
glyceriles amd cholesterol. In adedition, Apol plays a pivotal role in
different inflammatory conditions (Azcvedo et al, 2004, 2012} In an
imal models, an Apoll deficiency can bead to incressed lipid levels in the
bloodstream, even under chow diet conditions. In addition, APOE mll
mixe have been extensively used as animal models for atherosclenosis,
a5 Hwese mice accumulsle stheroma in the aortae when chronically fed
wiith chobesteral-caridhed dicts (Getz & Reasdon, 20061

In this review, rocent fndings were discused, highlighting how
different ApoE isotypes may affoct atherosclerosts in patients with
prrindontal discase, and discuss about the use of APOE knockout mice
s tond for understanding how oral pathogens can be transbocated and
their effects on the atherosclertic plaguee. Finally, it was speoulated
that the APOEA allele may play a potential mle as an example of an
mmmummmmmuﬂmm
A Iy is an luiis ¥ thoory (Gaillard & Lemaitre,
H}'I?] that 'plmﬂ.l.l]d.us that certain gemes or alleles may differentially
impact (iness during the lifespan of an organism (Tomiselbe & Han,
2011).

2 Period 1 and = lar di

Teeth are supported by a connective tissee attachment apparatus
(prriodontal ligament), whidh is partly insered into the outer layer of
the root surface (oot cementum) and partly into the bone of the
maxilkary or mandibular alveolar processes, and, to a kesser extent, by
the: gingival lissucs that surround the tecth (Cho & Garant, 2000}

In perodontal disease, inflammatory processes indwond by microbes
result i the formation of & periodontal pocket with the apieal migration
of both the gingival stachment to the oot surface and the plague
binfilm, gingival recession amd alveskar bone resorption (Hajish il i

Arthbves off Cral Biology 0 (20990 304212

migration aml anti-apoplosis machinery can be upregulabed after ex-
posure v cortain oral pathogens, mdlmhpk;rmmw
which are known to ndece pro-indl y cylokines in period
tieswes (Narulshi & Nagatn, 2018; Teles & Wang, 20111 Furthermore,
oral pathogens may cxert pro-athersclenote effects by activaring the
uptake of oxidized LN (LIMox) amd the production of pro-in-
Aammatory cytokines (such as TNF, 16 and IL1-f) and transforming
macrophages in “faam cells®. The migration of other kukocyte subtypes
(such as lymphocytes) contributes to the ncreased inflammabory status
and lesxls to atherosclerotic plagque instability amd ruptare (Mguyen
ot al, J15).

Chronic inflammatory proceses driven by the periolontal bioflilm
may be [scilitated by complez host-pathogen inleractions {eg., wor-
senied by immunesuppression and pathogendc vinalence), Maltiple risk
factors, such as age, CVD familial history, dyslipsdomia, smoking, sys-
temic artenial hypericnsion, y lifestyle, diab medlitus and
being overweight may debilitate the host and creaie an appropriate
scenanio for a pro-atherogenic offect that is spread by oral pathogens
(Chistiakov ot al., 3016; Lockhart et al, 30012).

The American Heart Association’s Commities on Bhesmatic Pever,
Emdocarditiz, amd Kawasaki Disease (1992) reviewed several risk Bac-
toos anl fowxl & strong ssociation between atherosclondic vascular
disease (ASVD) and PD that was imdependent of known conll s
However, it was mob possible o demonsirace causality betwesn thess
twi disonders. Therefore, therapeutic intferventions for PD cannot be
considered to prevent ASVD-related events at this stage (Lockhart e al,,
0120, In & robust meta-analysis of 15 observational shslies involving
'I'J'mpanuls,‘;hqztal (femg et al, 2006) found that perodoatal

was an indef rd. factor for aﬂ'ﬂnﬂ:hms, although
these awthors reported statistical Y in their
studics

Alm and colleagues (Ahn ot al., 2006) studicd the ssociation be-
tween PO and atherosclensis in an adult Korean population, asing
carotid intima-media thickness (cIMT) and ankle-brachial index (ABD)
a8 markers of central arterial and lwer extroming stonosks, respoctively.
The anthinrs nlnﬂ'ur:d that pﬂ'lndrml:ll‘l:u:mdalﬂ'l with subclindcal
atherascl andl peripheral arterial di after adjusting for age,
gender, education Irw:l smelcing,, drinking, exercise, central ohesity,
trighyeerides, HIL, LDL, hs CRP, dnbunandl:_tputmmnuhnztnl
2006). These results are cons
dependent associations belween F.I'I)dl.llhl.B md bath wh.'lnlml
atherosclomsis (5A) amd peripheral arterial discase [PAD), which ne-
present early atherosclerotic vascular chamges (Abn ot al, 2016)

The biodioghcal mechanizm which PI) contributes to ather-
oaclerosts may involdve direct hacterial effects on platehets, sutodmmmns:
resy ., the: bacterial invasian of endathedial cells and the systemic

& Sahimgur, 2004)
According to the WHD, severe penindontal disesse affects 15%-20%
cf&lntﬂdha@udginbﬂlpng.ﬂahﬂiﬂsﬂjmiam:ndmj

I} lation of pro-infl Y fiators (Guraw, 2014). Perimd-
ontal infection may result in a chronic low-grade bacteremia, which
marmd:mbod:lual[:trhcﬂnodwmmlmﬂ}andmm

case S%-15% of tolal tooth ko A imartely 50% of peris

diseases lave been attrilmted Iﬂg:rl.'lll: varianoe (Rajemdra Samtosh,
Ogle, Williams, & Woodbine, 2017).

Atherosclernals or atherosclenotie vasoalar discase s a chronie in-
flammatory process charactentzed by the progresive aooumulaton of
athroma Dlamru in the vessel endothelinm, which originan: from in-

fl andl i system activation (Mguyen, Kim,
Chaam, Wm, & Tram, 2015).
Orall infections may interfere with lar, endothlial, and

muscle ool biology, which coald canse predisposition to atherosclemnsis
(Chistiakow, Orekhov, & Bobryshey, 2016). Ol pathogen-related in
Mammation can promote pro-osagulant effects, followed by greater
seavenger reocplor (SI) A and CD36 expression amd scivily by mac-
rophages. (Bser, Huang, & Gibson, 2009) The aptake of cholesterol-rich
LD, was also related oo the increased expression of eell-adhesion mo-
leules (such a&s integrin CD499e (od-subunit) in momscytes) (Esca,
Padro, & Badimon, 20061 In addition, smooth muscle cell proliferation,

vy Lation, such as 1L 1, IL-12, IL 18 and THE
i, causing the lmadmmufuﬂrm mdecules and the e
lease of leukocyle chemmactic chemokines, such as MCP-1/0C1L2, by
the: endathelinm (Teles & Wang, 2001} The subscquent chemoattracted
leubopcyte infilirathon and cytokine release intoe the vessel wall can bead
to endothelial dysfunction, incrcasing the likelihood of stherosclomie
plague fmation, which can be detected at the eardy stages of an
atherosclentic lesion hyﬁwﬂldsmmgdﬂu-mml‘u‘lwl'l and the
decreass] y of in i {Ahn et al., 2018). Hence,
huﬁu'uﬂmm:hmucpﬂmd:ﬁhslmﬂnrﬂsnfn
periencing an atherogenic effect (Aln et al, 2006) in predisposed and
at-risk individsals.

In & cohort of 106 i with a i al sl s glroke or
transéent ischemic attack mﬁ;ldlatmfemmwd for periodontal
disease, 27 reported recurrent vascular events (16 with TIA or ischemic
stroke) at the 24-month follow-up, Hosever, & survey demonstrated
that thers was an important association bebwesn increased sotic arch
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atleroma (AA) plagque thickness and calcilication in paticnis with ad-
wameed PD [Sen ot ol 2007). Thus, in this study, the aathors concluded
that, in patients with TIA or ischemic stroke, PD st an advanced stage is
assnckated with an increase in the AA plague thickness and is therefore,
an mpartant risk factor for recurrent vascular events (Sen et al, 2007,

3. Apak, | and att

Apoll iz a M Kba glycoprotein, dizcoversd in 1970, composed of
299 aminn avids and synthesized primarily by the liver and exported to
the plazma. Apoli is an important component of all lipeproteins, ecoept
LDL, and is imvolved in the oedistribuation of triglyoerides aml choles-
tered in variows tsnses (Mabley, 2006) Apol, similar o other apo-
progcing, helps to stabilize and solubilize lipoproicing while ciroulating
in the blood, In general, the rale of Apoli in lipid metabolism inchudes
maintaining the integrity of the lipsprotein structure and acting as a
ligand for lipoprotein receptors (Mahley, 2006).

The: APOE gene is polymorphic, with the three most common alleles
bring the cpsilons B2, E3 and B4 (Hucbbe & Rimbach, 2017). Point
mutations in the codons result in cither a oypsteine or arginine residue at
positions 112 and 158 In the B2 allele-coded Apol, cysteine aming
aciels ane found at both positions; in the B3 allele-coded Apal, thene s a
cysteine al position 112 amd an arginine al position 158; amd in the B4
allelo-coded ApoE, arginine is found at bath positions. The froquency of
the EX, B3 and B4 alleles vary widely botwoen different populathons,
although the E3 allele is the mast commaon, followed by B4 and EZ
(Mendes-Lana ot al,, 2007; Riememschncider of al, 2002). The B4 albele
is considere to b the ancestral allebe. In addition to thess 3 isatypes,
there are other rarer Apol variants, such as B1, 5 and E7 (Gerdes,
2007

Tz muslilications of the Apol isoforms are abibe o differemially
imfluemee lipid metalolism. Due to the tertiary structural conformations
ol the Apoll molecules (B3 = cys-112, arg-158; E3= cys-112, arg-158;
Ed= arg-112, arg-158), distinet binding foroes exist for the ApoE fso-
forma, cither with the LDL moeepior or with heparan solfate pro-
tenglycans (HSPGs), which ane impartant for cholesterel metabalism.
Thesse imteractions affect lipid levels, with the Apotd allele being mare
amnciated with incressed total cholesteral (rather than Apol3 and
Apolid) and increasing the risk for cndiovascular discases. Helix 4 of
the: Apuil ins the LOL receptor binding region (resid

Arthioes of Cinal Blolgy B8 [2015) 3212

imcluding vears of education, age and living comditions. These authors
Foumd that APOE4 was loumd significantly more freg ly in the
edemulous group (Bergdahl et ol 2008). However, in g Chines: case/
contral stady, Gao amd colleagues found that individuals cxpressing
APOE-re429358-00CT had decressed odds for generaltzed aggressive
peradontitis when pared with individuals expressing the APGE-
rA2EEE-TT polymarphism, after controlling for age, sex, BMI amd
smoking stabes (Gao cf al, 2005

These results have mised questions regarding whether genetic e
tors, such as APOEA, might contribute to an increased risk of devel
oping complex dental diseases that lead w woth loss, which is an un-
dhsirable cuteome for any individuals.

Interestingly, vitamin D deficiency has been associated with clironic
periodontits (Abrew of al., 2006). Vitamin I ks considered an imporiant
immumomadulatery factor, regulating immuse responses in the gine
wival epithcliom and infheencing the degree of host responses o P
gingiwalis (De et al., 2017; Hucbbe et al., 2011

In acldition, APOEA has been associated with an improvement in
urinary vitamin [} renpialke amd a more efficient UVB-incheoed comver
sion of pro-vitamin 1¥ in the skin (Gerdes, 2000). Berause APOEA car
riers have boem found to have high levels of vitamin I, @ can be
speculated that APOES could protect against pericdontal disesses in

itamin D-cheficient ndemic arcas (Hocbbe of sl 200110

Although the relationships betwoen APOEA and cardbovascular
discases are better known, the existence of an APOE4 risk factor for
stroke is controversial (Tang et al., 2018); however, this alkele has been
associated with subclinical athermsderotic changes (Doliner e al,
2018} and stroke related mortality (Fajan of al, 20061

A mudel of the potential interactions between APOEA, periodontitis
and atheroscherosis is shown in Fig. 2.

A. Oral infection and risk fsctors for stherosclerozis in aninal
maalels

Studies in atheroselenotie-prone miee have suggested that oral pa-
thogens  infloence the onset and  progression of atherosclernsis
[Chukkapalli et al., 2014), as shown by incressed lipid acoaomulation in
the arterial wall, macrophage infiltmtion, atheroma plaques, and in-
fammatry responses (Kohschull, Demmer, & Papapanow, 2000;
T i et al., B00E).

136-150). In the Apol 3 amd 4 isoforms, the arginioe o nosidoe 158
builels a salt bridge with the aspartate ab residoe 154, allowing the ar-
gindne at reskdue 150t remain in e highly basihe region of the e
coptor binding site, A diagram of the Apol isaforma i depbeted in
Flg. 1. Covversely, in the ApoE2 isoform, the cysteine at reskdoe 158
does nat bind to aspartate and, th g is allowex i bind to
the: arginine at resichse 150, which is extermal o the binding site. As a
eonsegeEnee, the Apol isnform has the lowest hinding affinity to the
LD 2

Eesaniemi amd colleagues were the first to report that the E4 phe
molype is associaled with an increased intestinal sbsorption of choles-
e (K emi, Eh & Miciti 1987). APOEA is associaied
with increassd cholesterol, bw-density lipoprotein (L) and apolipo-
progcin B levels, effects which can bead to atherosclerosis, hyperlipi-
demia and candiovascular diseascs (Elchner et al., 2002). An increase in
the: beseed of LIM. im the systemic circalation can activate endothelial ccolls
andd busiled an inflammatory response, which culminates in macrophage:
recTui and lerosis formation. This process is acoelerated
by an adj inil y di sach as PD (Finch B Morgan,
2007, Hheebbe ot al | 2011

In a mets-analysis, induding 4564 coronary artery disease (CAL)
cases aml 3985 controls, Yio o al. (2003) documented an association
between the B4 allcbe and an inorease in the CAD risk of a Chines:
popilation, sccumulating valid cvidenoe (Yin o al, 2003),

Bergdahl, Bergidahl, Myberg, and Nilsson, (2008) reported on den-
tate and sdentilous individuals and relate] sociodemographic data,

The intrsoral inoculation of Treponemn denticoln in 12 and 24-
wierk-old Apoll -/~ mice cames chronke ol infection and, oonse-
quently, chromle periodontitis, which shows that this pathogen has &
srong relationship with periodontal discase and the progression of
atherosclemtic discase (Cholkdopalli of al., 2014),

Decreased HIN. levels and increased total and LI, cholesberal senmm
levels, along with systemic inflammatery markers, such as Coreactive
profein (CRF) and imterleuking (11-G), may increass the nisc of ather-
osclerosgs (Perri, Paoletti, & Corsimi, 2006; Hermes, Lefrandt, Tio,
Breck, & Zecbregts, 20100 In the Apol - mows model, mice sobjected
t a hyperlipidemic dict and treated with Fesbacteriom e lentum
shower significantly higher CRP, LDL and 1L-6 plasma levels, a5 well as
lowwer levels of HIDN, when companed with controls without ¥ mebeamm
adminkstration (Lo, Jun, Kim, Loe, & Chel, 20012). However, oral pa-
thosgens, such as P gingivalis, altered vascular responsivencss, mediated
by alpha-adrenoceptors, which may not only casse periodontitis bt
alsn athemsclernsis (Gibson et al., 2004; Lalla et al., 300% Mivauchi
et al, 200E; Porcira, Vasquer, Stefanon, & Meyrelles, 2011).

Same F have indi d that the develop of athero
soberosis in Apol-deficient mice infected] with P geghsels coold b
prevented and inhilited by the employment of vsocination and lman
Pdefensin-3 (Gilson of al., 2004 Li, Mestas, Batista, Levine, & Amar,
Z2002Z). In another stuely, wsing the swme experimental model, a sig-
nificant 40% increase in te area of the athemsclenotic lesion was
ilemtificd i the aortie sines shen compared with the uninfected groap
(lalla ex al, 2003). The sdvamcement of atherosclerosis was also
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APOE 4

decules is the of sn arginl

rosidue, (Arg)-112 in Apolid (Arg-112,

Fig. 1. Schematic of the Apol3 sad Apokd molecules. The difference b these

Arg-158), whike Apakid has & cysteine (Cys) in this pasition (Cys-112, Arg-158). Nete the intemction domain where & sl bridge occuss between Arg-61 and

lutsenate-255 in ApoFA bul not in ApoE3 (nar in Apa2, not shown in (his figare), This W Je for an
lipopratelns (VLDL) for Apoki4 instead of the increased afflnity for high-density lip

present in an ApoE-deficient murine model infected with this bacterium
(Ld et al., 2002).

Aallinity for very-low dessity

(HDL) that ks ol d for Apok (and ApoE2).

plaques (Chiakkapalli et al., 2014; Velsko et al,, 2015).
In another study, using the same mice models and polymicrobial

The i P of polyt ial infections (P. gingivalis, 1. infections, three of these bacterial straing, with the exception of F. -
denticola, T. forsythia and F. in Apok null mouse models is dﬂ-;mﬁnnlmrmﬂtm:npﬁmmmhmbﬂmnl’b
different from thase observed for ( ial) i and di and the p of a pol bial in-
(Rivera et al, 2013). Polyt I infecti hibited s, in- ﬁxtmbyhdlamdmcmmw&midmem
dﬁglmﬁmﬂmmhﬂmﬂlmw-w fectex] mice th h the PCR ansalysis of th and abdominal sorta

LDL, nitric oxide, altered lipid profiles and the formation of aortic

samples (Cul, l.I. Led, Chen, & Yan, 2016; Rivera et al, 2013),

APOE 4 effect on oral microbiota???

intermedia, Porphyromonas gingivalis

— _ Oral Pathogens | eee— ATHEROGENESIS

PERIODONTITIS
pocket > Imm -
Chronic oral Lou
Genglvae /
Alveolar — —
hone tHtiap, s, e
Periodontal APOE 4 - driven
tigament pro- Inflammatory effecty
111 o0
Systemic Systemic
inflammatory Hroe inflammatory
response response
L4
.:o —_— - ————— -

IL-14, IL-6, TNF.a ILAB, IL6, TNF.a
uznmumummwA.mlmwmuuA i APOFA is d with d leveds of
chalesserol, low-density lpopr (LDL) and peo-infl ¥ The mmmmmmdm-hnm,mumumdmu
oxidation, generating LDL-ox, which is known to actival dothel I cells and L Y which may cub in

and diffe and [ Is. This peocess may be d by a chranic infla ,lhnm.nﬂl'n..dn.ybe
d with other rbid Mrkhhamsdn-ml&nth-qm.hy'—“ oo the oral b Ithough this effect
d I the I < may also favor atherogenesk agh of aral pathogens to the atherogenic plate and a funher Increase

In the n y
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Tabla 2

Apalipoprotein E polymerplisme in oral disease.

Tite

Pindings
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Borilove Lishestova
o al. (201E)

in ralation o chrends periedomeits,

Tetween AgaE paly

and CF; however, patlents presented increased Inlmfll:r-dmllw;prmll;:mb pericdoatepathic bacterla, md ilpli levels

end tmtwl chelesberal [T

cass-conercl study 4689 sshjects  This imostigaricn did not showa

Gan &t al, [2015]
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16 wity
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d odds of

and &
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of eduzacion ead APCE Ed were significent covariares i edentalous subjecss,

cape-conerel smdy 1,850
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ubjects

]
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demonstrating that periodontitis coused by binding in experimental
moidels may trigger an inflammatory respomse in e vasoubar wall amd
that monsurgical periodontal treatment during the caly stages ol
atherosclerosis can reduos systemic inflammation, improving the lipid
profile (Cul et al., 2006),

To date, preclinical studies have consistently demonstrated that
mnlpmmﬂmmmmwm
tov athenosclertic | in Apok-deficient mice (see Table 1 for a
summary of the revised literatore relating peosdontitis pathogens and
atherosclenotic lesions). However, only three studies have reported on
the elfects of APOE polymorphizms in individuals with oral i
and their associstions with candiovascular risk (Table 2)0

5. APDE4, a candidate gene for antagondstie plelotrapy in oral
infeetions?

Cohart shsdies in Brazilian .:Ilanl.yt.wn communities with poar hy-
picne ad sandtation have highlighted a ive role for the APOEA
aﬂ:lcmduldrmmﬂi:lu.ﬁryibmryﬁur}ﬂ:ﬂmdlmns&u
frst years of life in arcas endemic for enteric infections and maloutr
tion (Ovia ot al, 2000, 20058 The APOES allcle was associated with
improved cognitive soores (in o subset of children with beavy disrrheal
burdens), even though APOE4 is considered to be o ious amd wy
merease the risk of developing Alheimeers discase later in life (Kim,
Basak, & Holtzman, 2009; Strimmarter, 2001; Yamazaki, Painter, Ba, &
Imim 200G), These initial studics were supponted by findings from
the wam Tsi inns, which are highly cxposed o enteric
i mm“mmmcmm
(CRP) serum bevels (Vasunilashom e al., 2011), whidh is a marker of
systemic  inflammation, suggesting  redwoosd | infection driven in
Mamamatory responsas,

In another sty from the same group, non-APDES carmicrs wilth a
ligh parasite burden (thos: with high 1B serum bevels) showed a e
duction in cognitive performance, which was not ohserved in APOES
canrbers (Tramble of al., 20070, These studies suggest that APOEA might
dlisplay an antagonistic pleiotropy coffect, which means it may be helphol
early in life during envirenmental challenges, such as entenic infections
and malmurition (which presail in nomindustrialized human civiliza-
tion). This idea suggests that APOEA is betber fittedd for traits relabed o
prodection against pathogens amd improved fertility (van o 2l 2007);
Istwwarwer, later i Life, it is known b be detrimental dusing aging-relabed
dliseaves (Finch & Morgan, 2007), This came premise may be applicd
aral infecthons, Precivilized meat linters were lkely afflicted with se-
wore dental discases (and enteric diseases) and oral microbiota changes
(Weyrich ot al., 2007) but dld rhst IIw: I«mg,a:mwjl o dhevelop age-
redated i lar anad A Therefore, it can be
speculated that APOEA might have played a significant role in this
protection, The relationships between APDEA carmicrs amd the ol
microbiota and dental discases, both during carly life and with aging,
reguine further investigation, particularly in quanimmcbﬂs.h
udd:lluu. IhLMm APOEA, poris aml
A il peguine further rescarch, Oone stody as doco-
mmmmmhﬁwc«cnawnmhuo{m a low level of
APOEA and lower delayed wond recall scones in dlderly patients in
Milwaukes, WI, USA (Stein, Kryscho, Dsrosiers, Donegan, & Gibbs,
20100,

The interactions  between  chronic  candiovascular — disease,
Alzheimer's disease and perindontitis still remain an unexplored feld,
Mm“mmmmmm
populations, espedally in the developing workl A diagram of these
refatiomships is shown in Fig. 3.

6. Summary

The direct causality between atherosclerosis amd periodontal dis-
st is challenging to disect, due to commion chiological roots, such as
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Oral diseases
[Bargdnhl sl al, 2000; Gae ol o
2018)

Archives of Ciral Blokagy B8 (20090 304212

Alrheimer's disease
(Strttimatter ol al, 200 Kim, o
il 2008; Husng and Mabisy.
2074 Yamarski, of ol 2018}

(Henbis of ol 2071, Yinel ol
Fop ]

fenany

Unexgiored

APOE4 | periodontitis | atherosclerosis 777

manmmwmmw
that are il wikih cards Albeimer's and oml diseases.
aging, lifestyle (dict, ism], anad i inffl v and

genetic factors. Apolipoprotein B4 (AMOEA) is an attractive gene be-
case it has been extensively associated with inoreased rigks amd worse
outeomes for cardiovasoular disesses.

En humam evalution, APOEY iz considensd 1o be the anoestral APOIE
ulhdnuﬂhpmmummguﬂxpmﬂmjbcmhuﬂmmmk:
in Ji which were ubdguitous in U pre-
hdmlﬂdmd era (Ovia, Pamrick, Blackman, Lima, & Guenant, 2007
Trumbde et al., 2007), Therefone, the oocumeno: of APDES might be an
example of antagonistic pleiotropy, as this gene may be protective

Iieracibons with Apakd, along with cardis-metabolic risk Geciors {dysliphdomls s wesemn diet),

inwestigate these offects.
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