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RESUMO

O tratamento da hepatite crénica C € realizado com o uso de interferons
associados a ribavirina. Fatores como o0 gendtipo do virus, a carga viral e
caracteristicas do hospedeiro estdo envolvidos com o sucesso da terapia. Os
fatores do hospedeiro, especialmente, os imunoldgicos e genéticos parecem ter
um papel importante no resultado do tratamento da hepatite C. As células natural
killer ativadas sao importantes para limitar a replicacdo viral no figado. O
tratamento com interferon parece ser mais efetivo em individuos infectados pelo
VHC nos quais as células NK sao ativadas pela droga. A fun¢éo das células NK é
regulada por um equilibrio entre os sinais gerados por seus receptores celulares
(KIR) de ativacéo e inibicao através da interagdo com moléculas HLA classe | nas
células alvo. O objetivo deste estudo foi comparar a freqiéncia dos genes KIR
entre os pacientes respondedores e nao-respondedores a terapia antiviral, bem
como entre individuos saudaveis e com hepatite crénica C. Foram selecionados
86 individuos com hepatite C cronica e 102 doadores voluntarios de sangue
(grupo controle), sendo realizada a genotipagem do KIR pelo método PCR-SSO
(Kit One Lambda). Foram encontradas diferencas estatisticamente significantes
para os genes KIR2DL5, 2DS3 entre o grupo de né&o-respondedores quando
comparado com o0s respondedores a terapia antiviral. Também foi observada
freqiéncia aumentada do par receptor-ligante KIR2DL3/HLA-C1 no grupo de
respondedores em relacdo ao grupo de néo respondedores (p= 0,018). A
comparacao feita entre os pacientes com hepatite cronica C e o grupo controle
revelou diferenca estatisticamente significante para os genes KIR2DL5, 2DS5 e
3DL3, os quais foram mais frequentemente encontrados nos pacientes com VHC.
Os dados obtidos sugerem que o gene KIR2DL5 pode estar envolvido na resposta
a terapia antiviral e na predisposicdo a infeccdo crénica pelo virus C
provavelmente por seu poder inibitorio da célula NK. Uma associacdo entre o par
receptor-ligante KIR2DL3/HLAC1 e a resposta ao tratamento foi demonstrada,
sugerindo que a afinidade fraca da ligacdo entre o gene inibitério KIR2DL3 e seu
ligante HLAC1 pode melhorar a acao da célula NK.

Palavra-chave: Hepatite C cronica, polimorfismo, KIR



ABSTRACT

The treatment of chronic hepatitis C is carried out using different types of alpha
interferon associated to ribavirin. Factors such as viral genotype, viral load and
characteristics of the host are important in the success of the therapy. Factors
associated to the host such as immunologic and genetic may also have an
important role in the treatment of hepatitis C. The activation of the natural killer
cells is very important to limit the viral replication in the liver. Therapy with
interferon appears to be more effective in individuals with HCV infection in which
NK cells are activated by this drug. The function of NK cells is regulated by a
balance between the signals generated by its cellular receptors (KIR) of activation
and the inhibition through the interaction with HLA class | molecules in the target
cells. The aim of this study was to compare the frequency of KIR genes between
patients with chronic HCV infection who had responded and those who had not
responded to antiviral therapy, as well as between healthy individuals and those
with chronic hepatitis C. A hundred and two healthy controls and eighty six
patients with HCV were selected. Genotyping of the KIR was carried out using
PCR-SSO kit (Kit One Lambda). We observed statistically significant differences
for the genes KIR2DL5, KIR2DS3 between the groups of individuals who
responded to treatment compared to those who did not respond. There was also a
higher frequency of the receptor-ligand pair KIR2DL3/HLA-C1 in the group of
responders compared to non-responders (p= 0,018). When the group of patients
with chronic hepatitis C was compared to healthy blood donors it was found that
the first one has a statistically significant higher frequency of the genes KIR2DL5,
2DS5 and 3DL3. Our data suggests the gene KIR2DL5 may play an important role
in the response to antiviral therapy and in the predisposition to chronic HCV
infection due to the inhibitory effect of NK cells. Nevertheless, more studies are
necessary in order to prove this hypothesis. In addition, our study has found an
association between the receptor-ligand pair KIR2DL3/HLA-C1 and the response
to HCV treatment, suggesting that weak affinity linkage between the inhibitory
gene KIR2DL3 and its ligand HLAC1 can improve the performance of NK cells.

Key-words: Chronic Hepatitis C, Polymorphism, KIR



1. INTRODUCAO

A infeccdo cronica pelo virus da hepatite C (VHC) pode levar a hepatite
crdnica, cirrose e carcinoma hepatocelular. A hepatite C € uma doenca frequente
em nosso meio, onde a prevaléncia € de cerca de 1,5% na populacdo de Salvador
(ZARIFE et al, 2006). O tratamento atualmente utilizado para a hepatite cronica C
leva a uma resposta viral sustentada em apenas cerca de 50% dos individuos
tratados, sendo, consequentemente, uma terapia ainda distante do tratamento
ideal. Dentre os fatores conhecidos preditores de resposta estdo fatores
relacionados ao virus, como gendétipo, e fatores relacionados ao hospedeiro,
como sexo e idade (MCHUTCHINSON et al, 1998). E importante, também,
identificar fatores genéticos relacionados ao hospedeiro que possam predizer a
gravidade da doenca e a reposta a terapia antiviral no sentido de otimizar a

abordagem terapéutica na hepatite crénica C .

1.1 A HEPATITE C

1.1.1 O VIRUS DA HEPATITE C

O virus da hepatite C pertence ao género Hepacivirus e a familia
Flaviviridae. Ele contém uma Unica fita de RNA de polaridade positiva em seu
genoma, com cerca de 9500 nucleotideos (CHOO et al., 1989) e possui um
envelope lipidico; seu diametro situa-se entre 30 e 60 nm O ser humano é o Unico

hospedeiro natural conhecido para o VHC. Da mesma forma que outros virus



RNA, o genoma do VHC estd sujeito a uma variabilidade consideravel,
especialmente nos primeiros 81 nucleotideos da regido E2, conhecida como
regido hipervariavel 1 (HVR1) (WEINE et al, 1991). Pelo menos seis diferentes
genatipos ja foram identificados (SIMMONDS et al, 1994), cujos genomas podem
variar em até 30-35% e, varios subtipos com variacdo gendémica de até 15-20%
também ja foram determinados.

O virus da hepatite C circula no sangue sob a forma de quasispecies, que
sdo sequéncias gendmicas relacionadas as quais diferem entre si por diferencas
de apenas alguns nucleotideos. Essas variantes podem ser geradas em
consequéncia de substituicdes de nucleotideos que ocorrem durante a replicacao
viral devido a falta de fidelidade da RNA polimerase RNA-dependente, e/ou como
processo seletivo resultante da capacidade de replicacdo de cada variante e da
pressdo do sistema imune. A existéncia das quasispecies provavelmente dificulta
o desenvolvimento de vacinas contra o microrganismo, além de favorecer a

perpetuacdo do virus no organismo (MARTELL et al, 1992).

1.1.2 A HEPATITE CRONICA C

1.1.2.1 ASPECTOS CLINICOS DA HEPATITE CRONICA C

A infec¢@o com o virus da Hepatite C é a principal causa de doenca hepatica
no mundo, afetando cerca de 180 milhdes de pessoas. Apos a infeccdo aguda,
cerca de 20 a 50% dos casos evoluem para a cura, todavia esses individuos néo
se tornam imunes a re-infeccdo. A infeccdo se torna cronica em 80% dos
pacientes adultos do sexo masculino e em aproximadamente 55% das mulheres e

criancas (SEEFF, 2002). A histéria natural da doenga demonstra que 20 anos



apos o inicio da infeccdo cerca de 10 a 20% dos pacientes irdo desenvolver
cirrose hepatica, e 30 anos ap0s a infeccdo a incidéncia anual do surgimento de
carcinoma hepatocelular nos pacientes com cirrose hepatica pelo VHC é de 1 a
4%. (CONSENSUS HEPATOLOGY, 2002). Portanto, € importante a eliminacéo
da infeccéo cronica pelo VHC nos individuos que apresentam maiores chances de
uma evolucdo desfavoravel (Figura 1). Entretanto, este objetivo é dificil de ser
alcancado e o tratamento atualmente utilizado ainda néo € o ideal (MANNS et al,

2001).

20% _SVV Recuperacao
Infeccao Estavel
AgUda 80%

50%‘80 % Hepatite

Crobnica
I 25%
: M‘ /
| Cirrose
|
: T
| Mortalidade
|
|
|
|
|

Estavel

(Cirrose, CHC)

I
20-30 anos

Figura 1- Representacdo esquematica da histéria natural da infeccdo pelo virus da hepatite C

(Adaptada de PAWLOTSKY, 2004)

A evolucdo da hepatite C € caracterizada por diferentes estagios clinicos,
desde manifestacdes graves da doenca a quadros assintomaticos com pouca

lesdo hepatocelular. A infec¢cdo adquire caracteristicas de gravidade na vigéncia



de co-morbidades como co-infec¢do com o virus B, HIV, alcoolismo ou estados de
imunodepressao.

As alteracdes hepaticas associadas ao virus C traduzem-se pelo grau de
fibrose que habitualmente é classificada utilizando-se a classificacdo METAVIR,
na qual o estagio de fibrose varia de FO a F4, onde FO traduz auséncia de fibrose
hepatica e F-4 corresponde a fibrose avancada ja em estagio de cirrose. A fibrose
hepatica € o achado histolégico mais importante para indicacdo de tratamento
antiviral e para avaliacdo da resposta ao esquema terapéutico. Resultados de
estudos controlados revelam a importancia de se obter a reducéo da replicacao
viral e, se possivel, eliminacdo do virus nos pacientes com estagio de fibrose
hepatica superior ou igual ao estagio F2, de acordo com a classificacdo METAVIR

(BEDOSSA et al, 1996).

1.1.2.2 O TRATAMENTO DA HEPATITE CRONICA C

Interferon alfa (INF-a) € categorizado como IFN tipo | e possui atividade
antiviral sendo utilizado com sucesso parcial no tratamento da hepatite cronica C.
Uma eliminacdo sustentada viral € observada em 30 a 40% dos pacientes
tratados com IFN-a (MCHUTCHINSON et al, 1998). O IFN-a afeta diretamente as
células infectadas por virus impedindo a replicacdo destes. Entre as funcdes ja
conhecidas do INF- a estéo:

a) Induzir resisténcia para replicacdo viral em todas as células nucleadas,
através da ativacdo de genes que secretam proteinas como a enzima
oligoadenilato sintetase; esta enzima polimeriza o ATP em uma série de
oligbmeros através de ligagbes 2-5, que por sua vez atvam uma

endoribonuclease que degrada o RNA viral; e a PKR cinase (Serina Treonina



Cinase), a qual inibe a translacao; portanto, essas duas enzimas contribuem para
a inibicdo da replicacéo viral na célula infectada e na célula vizinha néo infectada
(BOGDAN, 2000);

b) Aumentar a expresséo de MHC (complexo principal de
histocompatibilidade) classe | para melhorar a apresentacédo de antigenos;

c) Ativar as células NK para destruir células infectadas por virus (JANEWAY
et al, 2005).

Recentemente foi relatado que o interferon alfa aumenta a expressao de IL-
15 in vitro. A IL-15 é produzida por varios tipos de células como macroéfagos,
células epiteliais, dendriticas, fibroblastos, muasculo esquelético, placenta,
coracgao, pulméo, rim e figado, mas, ndo por células T ativadas. Ela é considerada
essencial para o desenvolvimento da célula NK e é capaz de promover
proliferacéo e ativacdo de células T CD8 de memdria (YAMAJI et al., 2006).

A variacao da atividade das células natural killer e subtipos de linfécitos 20
horas apés uma unica dose de INF-q, foi estudada em 17 pacientes talassémicos
com hepatite crénica C. Também a citotoxicidade da célula NK in vitro foi
estudada apods incubacdo com o IFN-a. A administracdo de uma Unica dose de
IFN-a aumentou significativamente a citotoxicidade da célula NK nos grupos de
respondedores e nao respondedores a terapia. O mesmo resultado foi observado
in vitro, mas em grau menor do que em individuos saudaveis (MALAPONTE et al,
1997).

Inicialmente, o tratamento da hepatite crénica C era realizado com a
monoterapia com o interferon alfa. Em 1998 estudos mostraram maior beneficio

da terapia combinada de Interferon-alfa e Ribavirina em comparacdo com a



monoterapia com interferon-alfa; (MCHUTCHINSON et al, 1998; POYNARD et al,
1998).

Posteriormente, um novo tipo de interferon foi desenvolvido, o interferon
peguilado ou peginterferon. A peguilacdo € uma técnica desenvolvida pela
indUstria de cosméticos e também utilizada na producdo de alimentos, que
consiste em unir uma molécula de polietilenoglicol a molécula de interferon.
Tornando-se maior, o interferon é mais dificilmente metabolizado e, dessa forma,
seu nivel sérico permanece elevado por mais tempo.

Ensaios clinicos tém demonstrado uma superioridade de cerca de 6% na resposta
sustentada do tratamento com interferon peguilado associado a ribavirina em
comparacao com o interferon padrdo com ribavirina (FRIED et al, 2001; MANNS

et al, 2001).

1.2 O SISTEMA IMUNE E A HEPATITE CRONICA C

O figado € um oOrgéo interposto entre a circulacdo sistémica e o trato
gastrointestinal. Ele € constantemente exposto a numerosos antigenos e
moléculas potencialmente téxicas, que nds ingerimos todos os dias em nossa
alimentacdo. O micro-ambiente interno de um figado normal € mantido em relativo
estado de "siléncio imunolégico” devido a varios fatores. Por exemplo, células T
ativadas sdo sequestradas no figado e sofrem apoptose; a apresentacdo de
antigenos para as células T CD8 positivas virgens dentro deste 6rgdo é
incompleta devido a perda de moléculas co-estimulatérias pelas células

apresentadoras de antigenos (APCs), resultando em tolerancia neste 6rgdo. Além



disso, o figado tende a desenvolver uma resposta do tipo TH2. A inducédo de
tolerancia e uma resposta TH2 previnem uma resposta imune desnecessaria
contra milhares de antigenos inofensivos oriundos do trato gastrointestinal para os
quais o figado esta constantemente exposto (CRISPE, 2003)

Células de Kupffer (KC) séo células de macréfagos residentes no figado.
Estas células possuem moléculas de adesao vascular, mas ndo moléculas co-
estimulatérias, Contudo, esta situacdo muda quando um individuo € infectado
com virus hepatotropico. Estes virus induzem producdo de IFN tipo | pelos
hepatocitos e leva a producdo de MIP-1a pelas KC (SALAZAR-MATHER et al,
1998). Esta quimiocina promove infiltracdo de células natural killer (NK) em
figados infectados por virus. Moléculas de adesdo como, VCAM-1 e VLA-4 estao
também envolvidas nesta infiltracdo. A producdo de INF tipo | e outras citocinas
(incluindo IL-12, IL-15, IL-18) pelos hepatdcitos ativa células NK e induz producao
de INF-y por estas. O INF-y produzido estimula a producéo de quimiocinas (MIG e
IP-10) pelas KC. MIG e IP-10 recrutam células T ativadas para o figado. O
interferon induz a expressao de moléculas co-estimulatorias nas APCs do figado,
que, entéo, ativa células T virgens (HUANG et al,1994; AHMAD et al, 2004).

Em um figado normal, as células NK estdo presentes em grande numero
quando comparadas ao sangue periférico, 65% e 13%, respectivamente. Logo,
elas podem ter um papel importante no controle e patogénese da infeccao pelo
VHC. Tem sido demonstrado em modelos com animais que a deplecdo das
células NK antes da infeccéo viral hepatotropica leva a uma inibicdo da resposta
da célula T virus especifica. Provavelmente, porque o INF-y produzido pelas
células NK tem um papel fundamental na infiltracdo hepatica de células T CD4 e

CDS8 positivas. Na ultima década, muitas informacdes tém sido obtidas sobre as



estruturas moleculares que séo usadas pelas células NK para reconhecer ligantes
nas células alvo. Consequentemente, é possivel apreciar melhor o papel destas
células na defesa do hospedeiro contra as infeccbes virais (LIU et al, 2000;

AHMAD et al, 2004)

1.3 CELULAS NK E SEUS RECEPTORES

1.3.1 CELULAS NK

As células NK constituem uma populacao de linfocitos derivados da medula
0ssea, possuem granulos citoplasmaticos e compdem de 10 a 15% das células
mononucleares sanguineas. Sao células da resposta imune inata com funcao de
destruir células infectadas por virus ou outros microorganismos intracelulares e
tumores (MURPHY et al, 1993). As células NK tém um papel central na resposta
imune inata contra a infeccao viral. Dentre as suas fun¢des primarias, estao: a lise
direta de células alvo, secrecdo de citocinas (como INF-y, TNF-a), GM-CSF e
interacdo com células dendriticas. Também ativam o0s macrofagos para
destruirem os microorganismos fagocitados e produzirem citocinas que estimulam
a resposta do tipo TH1 gerando condigcbes que levam a uma resposta imune
adaptativa antiviral satisfatoria. Suas respostas sdo moduladas e coordenadas
pelas citocinas INF-a, INF-B, IL-2, IL-12, IL-15 e IL-18. A funcdo das células NK é
regulada por um equilibrio entre os sinais gerados por seus receptores celulares
de ativacdo e inibicdo. A integracdo dos sinais destes receptores determina o

estado de ativagdo da célula NK. Quando uma célula NK encontra uma célula



saudavel sob circunstancias normais, sinais inibitdrios predominam sobre os
sinais ativadores e a célula NK nédo é ativada. Por outro lado, quando uma célula
infectada € encontrada, sinais ativadores devem predominar para ativar a célula
NK a produzir citocinas ou lise da célula-alvo (LJUNGGREN e KARRE, 1990).

A identificacdo dos receptores das células NK tem contribuido para o
entendimento de sua reatividade e especificidade. O reconhecimento das células
estranhas ou células proprias alteradas acontece via moléculas de MHC classe |
(MHC ) e os receptores de ativacao. Deste modo, as células alteradas ou com
auséncia na expressdo de moléculas de MHC classe | ficam susceptiveis ao
atague mediado pelas células NK ao ligarem seus receptores de ativacao
(BRODSKY et al, 1999).

A atividade citotoxica destas células é regulada por seus receptores
inibitérios, os quais reconhecem moléculas do MHC I, e com isto, previne a
atividade litica contra as células normais (LJUNGGREN e KARRE, 1990;
BRODSKY et al, 1999).

Como a célula NK é ativada pela perda dos antigenos do MHC classe | nas
células alvo, foi formulada a hipotese da “perda do proprio”, que estabelece que a
perda de moléculas de MHC classe | remove os ligantes dos receptores inibitérios
das células NK e leva ao desencadeamento da funcao efetora da célula NK. De
acordo com esta hipotese, os sinais inibitérios e seus ligantes respectivos
controlam a funcéo da célula NK. Contudo, trabalhos recentes demonstram que
as ceélulas NK também podem ser ativadas por ligagdo com moléculas de MHC
classe I. Portanto, ndo esta totalmente estabelecido como os sinais ativadores e
inibitérios interagem para regular a funcdo da célula NK. (LJUNGGREN e

KARRE, 1990; HSU et al, 2002)
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Vérios receptores de ativacdo tém sido identificados, como o0s receptores
citotoxicos naturais humanos NKp 30, NKp44, NKp46 e Ly49D e Ly49H em ratos.
Por causa de possiveis consequéncias da ativacdo das células NK, as células
normais apresentadoras de antigenos devem ser capazes de rapidamente inibir a
ativacdo das células NK (MORETTA, 2002; ORANGE et al, 2002). Varios
receptores inibitorios sdo consistentemente expressados por subtipos de células
NK, incluindo os receptores de imunoglobulinas das células NK, denominados de
KIR, receptores inibitorios de imunoglobulinas (ILT) que se ligam ao HLA-A, -B, -C
e os heterodimeros de lectina-like — (CD94-NKG2A que se ligam ao HLA-E.
Enquanto CD94:NKG2A e HLA-E sédo conservados, HLA-A, -B, -C e seus
receptores correspondentes KIR sdo altamente polimorficos (UHRBERG et al,

2001).

1.3.2 RECEPTORES KIR

Os receptores KIR sdo glicoproteinas que pertencem a superfamilia das
imunoglobulinas que se ligam as moléculas de MHC de classe | e mostram um
alto polimorfismo genético (VILCHES e PARHAM, 2002). Os eventos de
duplicacdo génica levarédo a geracéo da regidao genémica do KIR ocorrida a 30-45
milhdes de anos atras. Evidéncias de um gene funcional inibitério Ly49 e multiplos
genes KIR em genoma de bovino reforcam o modelo de que o ancestral do gene
Ly49 é anterior ao surgimento dos mamiferos placentarios e os ancestrais do KIR
sdo anteriores ao aparecimento dos primatas. E considerado que a regido
gendmica do KIR humano evoluiu rapidamente como uma familia de genes em

expansao durante a divergéncia dos primatas de outras linhagens de mamiferos.
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A comparacdo da regido genbmica do KIR dentro das espécies de primatas
demonstrou rapidas mudancas ocorrida em poucos milhdes de anos, sugerindo
gue os genes KIR sofreram selecdo mediada por patdgeno. (HSU et al, 2002;
VILCHES e PARHAM, 2002).

Os genes KIR estdo localizados no cromossomo 19q13.4 dentro da regiao
gendmica dos receptores complexos de leucoécitos que codificam ambos
receptores inibitorios e ativadores que sédo expressos nas células NK e subtipos
de células T yd+ , de memodria e células T efetoras ap+ como as células NKT. Os
genes KIR estdo arranjados de uma forma altamente organizada, e até o
momento foram identificados 14 genes KIR e 2 pseudogenes situados da forma
cabeca-cauda. Cada gene esta distante um do outro por 2,4 kb. A Unica excecao
para este intervalo € o observado entre o pseudogene 3DP1 e o KIR2DL4 que
mede 14 kb. Um aspecto importante da organizacdo dos genes KIR € a presenca
de KIR3DL3, 3DP1, 2DL4 e 3DL2 que sao conhecidos como genes estruturais e
estdo presentes em distintas posicbes em todos os haplotipos. Com excecao dos
genes estruturais, o conteudo de genes KIR varia de individuo para individuo,
onde um haplétipo pode exibir poucos genes KIR enquanto outros apresentam
todos os 14 genes. O polimorfismo dos genes KIR € o responsavel pela grande
diversidade da regido gendmica do KIR, com multiplos alelos conhecidos
(MARTIN et al, 2000; HSU et al, 2002).

Os receptores KIR foram nomeados de acordo com sua estrutura,
observando o numero de dominios extracelulares existentes e o tamanho de sua
cauda intra-citoplasmatica, onde esta determina se eles sdo um receptor inibitorio
ou ativador (figura 2). KIR2D ou KIR3D tem dois ou trés dominios,

respectivamente; KIR2DL e KIR3DL tém cadeia longa intra-citoplasmatica que



12

envia sinais inibitorios, enquanto KIR2DS e KIR3DS tém pequena cadeia intra-
citoplasmatica que envia sinais ativadores. Receptores de longa cauda intra-
citoplasmatica carregam um ou dois ITIMs (imunoreceptores de inibicao tirosina
motifs), que contribuem para a sinalizacéo inibitéria. Receptores de cauda curta
tém um residuo de lisina em seus dominios transmembrana que € requisitado
para fazer par com o imunoreceptor ativador ITAM (imunoreceptor de ativacao
tirosina motifs), contendo o DAP12 (adaptador protéico transmembrana). De
acordo com esta nomenclatura os 14 genes e os 2 pseudogenes KIR foram
chamados de: KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DP1,
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2,

KIR3DL3, KIR3DP1 e KIR3DS1 (VALIANTE et al, 1997).
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Figura 2 — Receptores KIR e seus dominios (MIDDLETON, 2002)

Em geral, os genes KIRs (14 genes e 2 pseudogenes) podem ser
organizados em dois haplotipos A e B. Embora os haplétipos KIR possam variar

em namero e tipo de genes presentes, os genes KIR2DL4, KIR3DP1, KIR3DL2 e
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KIR3DL3 tém sido demonstrados em todos os haplotipos com raras excecoes. Os
haplétipos do grupo A tém somente um receptor ativador e baixa variagdo no
conteudo de genes, porém 0s genes tém extensiva variabilidade alélica. Em
contraposicao, os haplotipos do grupo B tém entre 2 e 5 receptores ativadores e
substancial variabilidade no conteddo de genes, mas 0S genes Sao Menos
polimorficos do que os genes do grupo A. Este grupo contém somente um gene
ativador, o KIR2DS4, enquanto o grupo de haplotipo B contém varias
combinacdes de genes ativadores KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 3DS1 e 2DS4
(UHRBERG et al, 1997 e YAWATA et al, 2006). Estudos clinicos tém
correlacionado o conteudo dos genes KIR com infec¢des virais, cancer, auto-

imunidade, sindromes na gravidez e resultados de transplantes.

1.4 MHC CLASSE | E O HLA-C

O complexo principal de histocompatibilidade representa a regido génica que
codifica as moléculas de histocompatibilidade responsaveis pela apresentacéo de
antigenos ao sistema imune. Na espécie humana, o MHC esta localizado no
braco curto do cromossomo 6, sendo denominado sistema HLA (Antigenos
leucocitarios humanos). Os genes do sistema HLA tém sido didaticamente
agrupados em trés regides: classe |, Il e Ill. A regido de classe | engloba os loci
HLA-A, -B e -C, que codificam as moléculas classicas de histocompatibilidade
expressas nas superficies de todas as células nucleadas. A regido de classe Il €
composta pelos loci HLA-DR, -DQ e -DP, que codificam as moléculas de

histocompatibilidade presentes nas superficies das células apresentadoras de
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antigenos. A regido de classe Il ndo codifica moléculas de histocompatibilidade, e
sim outras moléculas, como os fatores de necrose tumoral, as proteinas C4, C2 e
o fator B do sistema complemento, a proteina do choque térmico e as enzimas
21-hidroxilase. (PARHAM, 2004; JANEWAY et al, 2004).

As moléculas codificadas pelos genes localizados nas regides HLA de
Classe | desempenha a funcéo bioldgica de apresentar peptideos derivados de
antigenos aos linfocitos T CD8+, sdo os principais alvos da resposta imune
humoral e celular aos enxertos e sao ligantes de receptores das Células NK.
Pelos métodos soroldgicos para o HLA-A e —B, 35 e 70 alelos, respectivamente,
foram identificados. Para o HLA-C, existem 18 alelos identificados
sorologicamente. Sdo eles: HLA-Cw01, HLA-Cw02, HLA-Cw03, HLA-Cw04, HLA-
CwO05, HLA-Cw06, HLA-Cw07, HLA-Cw08, HLA-Cw09, HLA-Cw10, HLA-Cw11,
HLA-Cw12, HLA-Cw13, HLA-Cwl4, HLA-Cwl5, HLA-Cw16, HLA-Cwl7, HLA-

Cw18 (SCHREUDER et al,1999).

1.5 KIR E O HLA-C

Alguns receptores inibitorios KIR ja tém seus ligantes bem definidos. Existem
poucos avancos na descoberta dos ligantes para os receptores ativadores KIR. A
alta similaridade de sequéncia com alguns dos receptores inibitorios, faz com que
os KIRs ativadores mostrem fraca ou indetectavel ligacdo com o HLA classe |
(WINTER et al, 1998).

Os receptores KIR2DL1 e KIR2DS1 tém como ligantes o epitopo C2 do HLA-

C (asparagina presente na posicao 77, lisina na posicao 80) presentes nos genes
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HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5, -Cw6, -Cwl7 e -Cwl18. Os receptores KIR2DL2, KIR2DL3
e KIR2DS2 tém como seus ligantes o epitopo C1 do HLA-C (serina na posi¢cao 77
e asparagina na posicao 80) presentes nos genes HLA-Cwl, -Cw3, -Cw7, -Cw8, -
Cwl3 e —Cwl14 (MORETTA et al, 1993). O ligante para o KIR2DL4 € o HLA-G,
para o 3DL1 é o HLA-Bw4+ e para o 3DL2, HLA-A3. Ligantes para os inibitérios
KIR2DL5, 3DL3 e os ativadores KIR2DS3, 2DS4, 2DS5 e 3DS1 permanecem

desconhecidos ou incertos (MIDDLETON et al, 2002).

1.6 POLIMORFISMO DO KIR E DOENCAS

A diversidade haplotipica do KIR fez do locus do gene KIR um alvo
promissor para estudos de associacdo de doencas. Estudos genéticos da
associacdo do KIR tém correlacionado-os, principalmente, com infec¢des virais e
doencas auto-imunes (WILLIAMS et al, 2005). Comparacdo de humanos com
outras espécies de primatas revelou uma rapida evolucéo do KIR consistente com
selecdo mediada por patégeno (KHAKOO et al, 2000).

O papel chave das células NK nas infecc¢des virais levou a investigacdo do
KIR e seus ligantes HLA classe |, especialmente nas infec¢des pelo VHC, HIV
(virus da imunodeficiéncia humana), CMV (citomegalovirus) e HPV (virus do
papiloma humano)

Um estudo descreveu que o gene ativador KIR3DS1 € protetor em relacéo a
progressao da AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida), mas somente em
individuos que também tém a molécula de HLA-B Bw4 com isoleucina na posi¢cao

80 (Bw4-80lle). Funcionalmente, parece que Bw4-80lle pode ser um ligante mais
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forte para o KIR3DL1 (inibitorio) e, provavelmente, para o KIR3DS1 do que
alétipos HLA-B Bw4 com treonina na posicao 80. Esta protecao néo foi observada
para individuos com KIR3DS1 na auséncia destes alelos de HLA-B. A favoravel
interacdo entre KIR3DS1-Bw4-80Ille pode resultar em aumento da atividade das
células NK expressando o KIR3DSL1. Isto resultaria na lise direta das células
infectadas e recrutamento de outras células do sistema imune, levando a
progressao mais lenta da doenca para aqueles individuos com a combinacao do
gene ativador KIR3DS1 e seu provavel ligante HLA-Bw4 (MARTIN et al, 2002).

Em um outro estudo foi relatado que ambos HLA-C grupo C2 e 0 grupo
alélico HLA-B Bw4 estdo, significativamente, associados com a diminuicdo do
risco de neoplasia cervical uterina. Além disso, o receptor ativador KIR3DS1 foi
estatisticamente mais freqiente nos casos de neoplasia intraepitelial cervical
uterina em comparacdo com individuos saudaveis. Quando os efeitos de
KIR3DS1 foram avaliados juntamente com o HLA-C grupo C2 ou Bw4, onde um
gradiente para o risco foi observado, em que a auséncia do ligante para os
inibitérios KIR2DL1 e KIR3DL1 (isto €, HLA-C grupo C2 ou Bw4,
respectivamente), confere susceptibilidade, enquanto a auséncia de KIR3DS1 na
presenca de HLA-C grupo C2 e/ou Bw4 confere protecdo. Portanto, genotipos
ativadores foram associados com o aumento do risco de desenvolver neoplasia
cervical, sugerindo que uma resposta imune vigorosa contra a infeccdo crénica
pelo HPV, mediada em parte pelas interacées KIR/ligante, pode contribuir para a
patogénese na cérvice (CARRINGTON et al, 2005).

Um numero consideravel de desordens auto-imunes tém sido associadas
com genes KIR especificos e um aspecto que tem sido consistentemente

encontrado nestes estudos € que genes ativadores KIR estdo implicados na
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patogénese dessas enfermidades. Na artrite reumatoide o KIR2DS2 foi associado
ao desenvolvimento da vasculite reumatoide por contribuir para uma resposta
mais forte da célula NK direcionada para antigenos préprios (YEN et al, 2001).

A psoriase vulgaris € uma desordem inflamatéria da pele que tem sido
associada com a molécula de HLA classe | Cw6. Este alelo do HLA-C é o ligante
para o KIR2DS1 (ativador) e KIR2DL1 (inibitério). Os estudos tém demonstrado
um aumento de frequéncia do KIR2DS1, ambos isoladamente e em combinacao
com o HLA-Cw6 em individuos com esta desordem quando comparados com
controles. Eles demonstraram que individuos que possuem KIR ativadores,
KIR2DS1 ou KIR2DS2, e sdo homozigdticos para 0s seus respectivos ligantes,
HLA-C grupo C1 ou C2, sdo mais suscetiveis a psoriase. Enquanto aqueles sem
os referidos KIR ativadores sao relativamente protegidos da doenca (NELSON et
al, 2004).

Os dados citados sugerem que as doencas podem ser modificadas por
interacbes KIR/ligante, mais do que pela resposta global da célula T ou NK

(MARTIN e CARRINGTON, 2005).

1.7 POLIMORFISMO DO KIR E A HEPATITE CRONICA C

Até o momento, poucos estudos tém associado a infec¢do pelo virus C aos
receptores KIR. Khakoo e colaboradores relataram que a homozigose para ambos
HLA-C1 e KIR2DL3 esta associada com a resolucdo da infeccdo aguda. A
hipotese proposta para explicar esses achados € que KIR2DL3 liga-se ao HLA-C

com menor afinidade do que os receptores KIR2DL1 e KIR2DL2, portanto
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reduzindo a inibicdo da celula NK e favorecendo a resolucdo da infeccao
(KHAKOO et al, 2004). Contudo, outro estudo relatou que a frequéncia do
receptor do HLA-C grupo C1 (KIR2DL3) foi maior e estatisticamente significante
entre os pacientes com infeccéo cronica pelo virus C. Os autores deste estudo
relataram varios fatores para explicar os resultados discordantes, entre eles:
tamanho da amostra, diversidade populacional e rota de infeccdo (MONTES-
CANO et al, 2005). Consequentemente, sS40 necessarios mais estudos para

esclarecer o papel do par KIR/ligante na evolucdo da hepatite C.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Estudar o polimorfismo dos receptores KIR das células NK e seus ligantes

HLA-C em pacientes com hepatite cronica C.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Descrever as frequéncias alélicas do polimorfismo genético dos
receptores KIR e seus ligantes HLA-C em uma amostra de individuos com
hepatite cronica C que responderam e nao responderam a terapia

combinada com interferon e ribavirina ou interferon peguilado e ribavirina;

2. Comparar as frequéncias alélicas obtidas para os polimorfismos
genéticos do KIR e seus ligantes HLA-C entre os pacientes que
responderam e 0S que nao responderam a terapia antiviral acima

mencionada;

3. Comparar as frequéncias alélicas obtidas para os polimorfismos
genéticos do KIR entre os pacientes com hepatite crénica C e doadores de

sangue;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 SELECAO DE PACIENTES

Foram selecionados, de forma ndo aleatéria, 86 pacientes adultos com

hepatite cronica C que foram submetidos a terapia antiviral
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Foram excluidos do estudo pacientes co-infectados com o VHC e/ou HIV,
HTLV, Hepatite B.

Pacientes retratados nao foram diferentes dos tratados com relacdo ao
género, etnia e tempo de tratamento.

Todos os pacientes foram esclarecidos acerca do desenvolvimento, dos
objetivos e da relevancia da pesquisa e foram incluidos no projeto apés
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), redigido

segundo normas da Resolucao 196/96 do Ministério da Saude.

Pacientes com Hepatite
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Figura 3 — Fluxograma de tratamento da Hepatite Cronica C dos pacientes estudados.

3.2 GRUPO CONTROLE

O grupo controle foi constituido de 102 doadores de sangue de um servico
de hemoterapia de Salvador, o STS. Os doadores eram entrevistados no
momento da doacdo no banco de sangue e atendiam aos pré-requisitos

estabelecidos pelo Ministério da Saude. Foi critério de inclusdo a autorizacao



22

formal com assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, apoés

explicacédo acerca do estudo.

3.3 COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE

Foi coletado, de cada individuo, 5 mL de sangue por venopuncao, em tubo
contendo EDTA 0,5M. O material foi centrifugado em velocidade de 1500 rpm por
5 minutos, foi separada a camada rica em leucdcitos (buffy-coat) e armazenada a

—20°C até o momento da obtencédo do DNA gendémico.

3.4 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

O DNA gendmico foi extraido a partir da camada de leucécitos do sangue
periférico (buffy coat) utilizando o Kit EZ DNA (Biosystems). Em um tubo de
eppendorf de 1,5 mL foi adicionado 1 mL de solucdo de lise de eritrécitos
(Sacarose 1,6M; Triton X-100 1M, MgCl,.6H,0), acrescentado 250 uL do buffy-
coat e, entdo, misturado vigorosamente no vortex por 30 segundos. Essa mistura
foi centrifugada a 11.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ressuspenso com agitacdo no vortex. Esta etapa do procedimento foi
repetida mais uma vez. Foi adicionado a suspenséo 500 uL de EZ DNA (solucao
detergente de Isoticianato de guanidina). A mistura foi homogeneizada no vortex e
incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida foi acrescentado
500 uL de etanol 99% (v/v) gelado a suspensao e realizada a homogeneizacao da
mesma, por inversao, aproximadamente 10 vezes. Apds um periodo de incubacao

de 3 minutos a temperatura ambiente, a solucéo foi centrifugada a 11.000 rpm por
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3 minutos e, posteriormente, foi desprezado o sobrenadante. Ao sedimento foi
adicionado 500 uL de etanol 95 % (v/v) gelado, e apds centrifugacéo e remocao
do sobrenadante, o tubo de eppendorf contendo o DNA extraido foi colocado em
termobloco a 47°C por 10 minutos para a evaporacdo do alcool. Na etapa
seguinte, o DNA foi ressuspenso em 100 mL de agua destilada a 47°C e
homogeneizado com o auxilio do vortex. Para evitar presenca de alcool residual
na amostra a solugcdo de DNA foi colocada no termobloco a 47°C por 15 minutos
com a tampa do tubo de eppendorf aberta e depois mais 30 minutos com a tampa

fechada. O material foi armazenado a -20°C até o momento do uso.

3.5 GENOTIPAGEM KIR E HLA-C

Foram utilizados os Kits One lambda Incorporation — “KIR SSO Genotyping
Test” para genotipagem do KIR e “HLA-C SSO Genotyping Test” para
genotipagem HLA-C. Esses kits possuem primers locus especificos e sondas
oligonucleotideas especificas imobilizadas em microesferas para identificacdo dos

alelos.

3.5.1 AMPLIFICACAO DO DNA GENOMICO

Para cada amostra foram realizadas trés reacdes de PCR para o KIR Grupo
1, Grupo 2 e Grupo 3, sendo uma para cada exon a ser amplificado (Grupo 1=
Exon 3; Grupo 2 = Exon 5; Grupo 3 = Exons 7-9), e uma para 0 HLA-C. Em
cada poco teste da placa de PCR foi adicionado 6,9 uL de solucdo D-Mix

(contendo DNTPs, sal sodico de vermelho de fenol, sacarose, gelatina, KClI,
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MgCl,6H.0, TrisHCI) , 2 uL do primer exon especifico, 0,1 uL de Taq polimerase
e 1uL de DNA. A placa foi selada com filme termo-resistente e colocada no
termociclador o qual foi previamente programado com 0s seguintes parametros: 6
ciclos de 96°C por 200 segundos, 5 ciclos de 60°C por 20 segundos, 5 ciclos de
72°C por 20 segundos, 30 ciclos de 96°C por 10 segundos, 30 ciclos de 60°C por

15 segundos, 30 ciclos de 72°C por 20 segundos, um ciclo de 72°C por 10

minutos e um ciclo final de 4°C.

3.5.2 ELETROFORESE DO DNA AMPLIFICADO

Depois do processo de PCR, os fragmentos de DNA amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose e visualizados por coloragdo com
brometo de etidio e exposi¢cdo a luz ultravioleta. O gel de agarose 1,5% era
preparado com 0,45g de agarose (Invitrogen), 30 mL de tampao TBE 1X (Tris-
borato 89mM, EDTA 2mM pH 8,0) e 0,05 ug/mL de brometo de etidio. O gel foi
recoberto com 10,0 mL de TBE 1X contendo 0,05 pug/mL e adicionado 1,5 uL de
cada reacdo de PCR no pocgo correspondente. A corrida eletroforética foi

realizada a 140-150 V com 40mA durante 10 minutos.

3.5.3 HIBRIDIZACAO PARA GENOTIPAGEM

Utilizando nova placa de PCR, foi adicionado 2,5 uL do DNA amplificado,
1,25 puL do tampdo de desnaturacdo e a placa foi incubada a temperatura

ambiente por 10 minutos. Em seguida, foi acrescentado o tampéo de

neutralizagéo e a placa colocada em banho de gelo. As microesferas com sondas
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alelos especificos biotiniladas diluidas 1/32 com tampao de hibridizacdo foram
adicionadas e a placa foi incubada a 60°C por 15 minutos. Em seguida, a placa foi
lavada trés vezes com solucdo de lavagem presente no kit. Apds as referidas
lavagens foi adicionado streptavidina conjugada com R-ficoeritrina (SAPE) diluido
1/100, a placa foi incubada por 5 minutos a 60°C, feita uma lavagem com o
tampao e realizada a leitura no equipamento LABScan Luminex® . O resultado da
leitura foi analisado utilizando o software HLA-Visual fornecido pelo fabricante do

material utilizado.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi utilizado o programa R-projects. Os dados
obtidos pela tipificagdo do KIR e HLA-C foram analisados para avaliar as
distribuicdes das frequéncias nos grupos estudados.

Os testes estatisticos utilizados foram o Qui-quadrado e o teste exato de
Fisher. O valor de p < 0,05 foi aceito como estatisticamente significante.

A medida de associacdo epidemiologica utilizada foi a Odds-ratio.
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4. RESULTADOS

Neste estudo, foram avaliados 86 pacientes com hepatite cronica C, dos
quais 45 foram respondedores e 41 ndo-respondedores a terapia antiviral.
No grupo de respondedores 34 (75,6%) foram do sexo masculino e 11 (24,4%)
do sexo feminino, enquanto no grupo de nao-respondedores 22 (53,7%) foram do

sexo masculino e 19 (46,3%) do sexo feminino (Figura 4).

Repondedores N&o-Repondedores
Masculino Masculino
75,6% 53,7%

Figura 4 - Classificacdo do género entre os grupos de pacientes respondedores e ndo respondedores.

Esses individuos, quanto a etnia, foram agrupados em brancos, mesticos
e negros, tendo 14 (29,0%), 30 (69,0%) e 1 (2,0%), respectivamente, no grupo de
respondedores e 7 (10,0%), 31 (82,9%) e 3 (7,1%) no grupo de néo-
respondedores (Figura 5).

O grupo controle foi constituido de 102 doadores de sangue, dos quais 29
(28,4%) foram do sexo feminino e 73 (71,6%) do sexo masculino, com a idade
variando de 18 a 58 anos. De acordo com o grupo étnico 11 individuos (10,8%)
foram classificados como brancos e 91 (89,2%) mesticos. Neste grupo nenhum

individuo foi classificado como negro.
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N&o-Respondedores Respondedores

Negro

EESce Mestico

83% 69%

Figura 5 — Classificacdo segundo a etnia no grupo de pacientes respondedores e ndo-respondedores

A tabela 1 mostra a distribuicdo da frequéncia dos genotipos do VHC entre
0S grupos, onde o gendtipo 1 foi o mais freqlente e o gendtipo 2 0 menos

freqliente, em ambos o0s grupos.

Tabela 1 - Distribuicdo dos gendtipos do VHC no grupo de pacientes

respondedores e ndo-respondedores a terapia antiviral.

Gendtipol  Gendtipo2  Gendtipo 3

Grupos N=63 N=2 N=14
N (%) N (%) N (%)
Resp 27 (71,1) 2 (5,3) 9 (23,7)
N&o Resp 36 (87,8) 0 (0,0) 5 (12,2)

Os aspectos demograficos e clinicos dos pacientes com VHC e controles

estdo sumarizados na tabela 2.
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Tabela 2 - Dados demograficos e clinicos dos pacientes com VHC

(respondedores e ndo-respondedores) e grupo controle.

. VHC Grupo Controle
Caracteristicas Resp. N&o-Resp.  pl N=102 p2
N=45 N=41

Idade, média £ des. pad., anos 52+9 52+9 38+10
Género, F:M 11:34 19:22 0,019 29:73 0,342
Etnia N (%) N (%) N (%)
Branco 14 (31,1) 7 (17,1) 0,130 11 (10,8) 0,013
Nao-Branco 31 (68,9) 34 (82,9) 91 (89,2)
Gendtipos N (%) N (%)
1 27 (71,1) 36 (87,8) 0,064
Outros 11 (28,9) 5 (12,2)

p1= Comparacédo entre os grupos de pacientes com VHC resp e ndo-resp.
p.= Comparacgéao entre os grupos de pacientes com VHC e controle.

Os resultados da tabela 2 demonstram que ndo houve diferenca entre a faixa
etaria nos grupos de pacientes respondedores e ndo-respondedores. Entre 0s
pacientes com VHC e grupo controle a faixa etéaria foi diferente. A comparacéo do
género entre os grupos de pacientes com VHC e controle ndo mostrou diferenca
estatisticamente significante (p= 0,342). Foi comparado, também, o género entre
0S grupos de pacientes respondedores e nao-respondedores e a diferenca
observada foi estatisticamente significante (p= 0,019). Em relacdo a etnia os
grupos de respondedores e nao-respondedores ndo demonstraram diferencas
estatisticamente significantes, porém a frequéncia de pacientes brancos foi maior
entre os respondedores (31,1% vs. 17,1%); ocorreu diferenca quanto a etnia entre
0s grupos de pacientes com VHC e controle, onde neste grupo a maioria dos
individuos foi mestico (p= 0,013). Quando comparado gendtipo 1 com gendtipo
nao-1 (gendtipos 2 e 3) entre os grupos de respondedores e ndo-respondedores a

diferenca observada tende a significancia estatistica (p= 0,064), com uma maior
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freqUéncia de infeccao pelo VHC gendtipo 1 no grupo de ndo-respondedores.

Tabela 3 — Dados demograficos e clinicos dos pacientes com VHC, tratados e

retratados, a terapia antiviral.

VHC
Caracteristicas Tratados Retratados p

N=62 N=24
Idade, média + des. pad., anos 52+9 53+9
Genero, F:M 20:42 10:14 0,412
Etnia N (%) N (%)
Branco 15 (24,2) 7 (29,8) 0,635
N&o-Branco 47 (75,8) 17 (70,2)
Gendtipos N (%) N (%)
1 43 (78,2) 20 (83,3) 0,764
Outros 12 (21,8) 4 (16,7)

Os resultados da tabela 3 demonstram que nao houve diferenca entre a faixa
etaria nos grupos de pacientes tratados e retratados. Como também, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes em relacdo a etnia e ao
género entre os pacientes tratados e retratados para o VHC. A distribuicdo de
freqUéncia dos gendtipos do VHC nos pacientes tratados e retratados revelou que
a diferenca observada nao foi estatisticamente significante.

Em relacéo ao estagio de fibrose hepatica, os pacientes foram classificados
em nao cirréticos (F1+F2) e cirroticos (F3+F4) e n&do houve diferenca
estatisticamente significante (p= 0,517) entre os grupos de respondedores e nao-

respondedores. Os dados podem ser observados na tabela 4.
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Tabela 4 — Estagio de fibrose hepatica segundo classificacdo METAVIR nos

grupos de pacientes respondedores e ndo-respondedores.

F1+F2 F3 + F4
Grupos N=43 N=35
N (%) N (%)

Resp 24~ (63,2) 14 (36,8)

N&ao-Resp 19 (47,5) 21 (52,5)

*p=0,517

4.1 GENES KIR

Os dados da genotipagem do KIR entre os grupos de respondedores e nao-
respondedores estdo demonstrados na tabela 5.

Dentre os genes KIR foram observadas diferengcas estatisticamente
significante para o KIR2DL5 com 37,8% e 63,4% nos grupos de respondedores e
nao-respondedores, respectivamente (p=0,0176), e KIR2DS3 onde a frequéncia
observada foi de 24,4% no grupo de respondedores e 46,3% no grupo de néo-
respondedores (p= 0,0333). Para os outros genes KIR ndo foram identificadas
diferencas estatisticamente significantes.

Os genes KIR mais freqientes em ambos os grupos foram KIR2DL4, 2DP1,
3DL1, 3DL2 e 3DP1 com resultados superiores a 90%. Por outro lado, as
frequéncias mais baixas no grupo de pacientes respondedores foram as dos
genes KIR2DS3, 2DS5 e 3DS1, sendo 24,4%, 17,8 e 28,9%, respectivamente. As
frequéncias mais baixas no grupo de pacientes nao-respondedores foram

KIR2DL2 (39,0%), 2DS1 (39,0%) e 2DS5 (31,7%).
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Tabela 5 - Distribuicdo de Frequéncia dos Genes KIR entre o grupo de pacientes

respondedores e ndo-respondedores a terapia antiviral.

Frequéncia
Genes  RespN=45  Nao-RespN=41 OR 9% IC P
N (%) N (%)

KIR2DL1 38 (84,4) 36 (87,8) 0,76 0,203-2,67 0,65
KIR2DL2 15 (33,3) 16 (39,00 0,78 0,319-1,91 0,58
KIR2DL3 36 (80,0) 31 (756) 128 0455-368 0,62
KIR2DL4 43 (95,6) 39 (951) 1,10 0,110-11,0 0,92
KIR2DLS 17 (37,8) 26 (63,4) 036 0,144-0,85 0,0176
KIR2DP1 45 (100,0) 41 (100,0) - : :
KIR2DS1 15 (33,3) 16 (39,00 0,78 0,319-1,91 0,58
KIR2DS?2 18 (40,0) 20 (48,8) 0,70 0,295-1,66 0,41
KIR2DS3 11 (24,4) 19 (46,3) 0,38 0,147-0,95 0,0333
KIR2DS4 34 (75,6) 32 (7180) 087 0,309-241 0,79
KIR2DS5 8 (17.8) 13 (31,7) 047 0,164-1,29 0,13
KIR3DL1 41 (91,1) 38 (92,7) 082 0,143-417 0,79
KIR3DL2 44 (97,8) 40 (97,6) : - :
KIR3DL3 40 (88,9) 37 (90,2) 087 0,194-3,67 0,84
KIR3DP1 44 (97,8) 40 (97,6) : : :
KIR3DS1 13 (28,9) 18 (43,9) 053 0,210-1,28 0,15

Analisando a genotipagem do KIR apenas nos pacientes infectados com o
VHC gendtipo 1, a frequéncia do gene KIR2DL5 foi 44,4% e 66,7% nos grupos de
respondedores e nao-respondedores, respectivamente (tabela 6). A analise
destes dados com o teste do qui-quadrado revelou uma tendéncia para
significancia estatistica (p=0,077). N&o foram observadas diferencas
estatisticamente significantes para os outros genes KIR.

Os genes KIR mais frequentes no grupo de pacientes respondedores e nao-
respondedores com genétipo 1 do VHC foram KIR2DL4, 2DP1, 3DL2, 3DL3 e
3DP1 com resultados superiores a 95%. Por outro lado, as freqiéncias mais

baixas no grupo de pacientes respondedores com genétipo 1 do VHC foram as
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dos genes KIR2DL2, 2DS3, 2DS5 e 3DS1, sendo 29,6%, 29,6%, 22,8% e 25,6%,

respectivamente. As frequéncias mais baixas no grupo de pacientes néao-

respondedores com genotipo 1 do VHC foram KIR2DL2, 2DS1, 2DS5 e 3DS1,

sendo 44,4%, 38,9%, 33,3% e 44,4%, respectivamente.

Tabela 6 - Distribuicdo de Frequéncia dos Genes KIR entre o grupo de pacientes

respondedores e ndo-respondedores a terapia antiviral com genotipo 1 do VHC.

Frequéncia
Genes Resp N&o-Resp OR 95% CI p
N=27 N=36
N (%) N (%)

KIR2DL1 23 (85,2) 31 (86,1) 092 0,212-4,28 0,92
KIR2DL2 8 (29,6) 16 (44,4) 054 0,177-153 0,23
KIR2DL3 22 (81,5) 26 (72,2) 1,66 0,499-6,18 0,39
KIR2DL4 26 (96,3) 34 (94,4) 1,43 0,110-46,7 0,73
KIR2DL5 12 (44,4) 24 (66,7) 0,41 0,241-1,24 0,077
KIR2DP1 27 (100,0) 36 (100,0) - - -
KIR2DS1 9 (33,3) 14 (38,9) 0,799 0,268-2,26 0,65
KIR2DS2 12 (44,4) 20 (55,6) 0,65 0,230-1,78 0,38
KIR2DS3 8 (29,6) 18 (50,0) 043 0,242-1,22 0,10
KIR2DS4 21 (77,8) 29 (80,6) 0,85 0,240-3,05 0,79
KIR2DS5 6 (22,2) 12 (33,3) 058 0,172-1,80 0,33
KIR3DL1 25 (92,6) 33 (91,7) 1,11  0,158-10,1 0,89
KIR3DL2 27 (100,0) 35 (97,2) - - -
KIR3DL3 26 (96,3) 32 (88,9) 2,92 0,376 -83,3 0,28
KIR3DP1 26 (96,3) 35 (97,2) 0,74 - -
KIR3DS1 7 (25,9) 16 (44,4) 045 0,242-1,30 0,13

Para os genes KIR2DL5, 2DS3 e 2DS5 no grupo de pacientes com genotipo 3 do

VHC, as frequiéncias observadas foram 33,3%, 11,1% e 11,1%, respectivamente

no grupo de pacientes respondedores e 40,0%, 20,0% e 20,0%, respectivamente
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no grupo de ndao-respondedores com gendtipo 3 do VHC. As diferencas

observadas néo foram estatisticamente significantes (tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicdo de Frequéncia dos Genes KIR entre o grupo de pacientes

respondedores e ndo-respondedores a terapia antiviral com genotipo 3 do VHC.

Frequéncia
Genes Resp Nao-Resp — p IC 95% D
N=9 N=5
N (%) N (%)
KIR2DL5 3 (33,3) 2 (40,0) 0,761 0,069-9,53 1,00
KIR2DS3 1 (11,1 1 (20,0) 0,527 0,012—-24,2 1,00
KIR2DS5 1 (11,1) 1 (20,0) 0,527 0,012—-24,2 1,00

Para a avaliacdo de um fator de interacdo no estudo, o gendtipo do VHC, foi
realizado o teste de Mantel-Hanzel para os genes KIR2DL5, 2DS3 e 2DS5, onde
os valores de M-H(p) observados foram 0,3770, 0,4151 e 0,5044,

respectivamente (tabela 8).

Tabela 8 — Medida de Associacao bruta e estratos-especifica (estratos: genotipo 1

e ndo-1 do VHC) para os genes KIR2DL5, 2DS3 e 2DS5.

Genes  ORyuc ORg1 IC 95% ORgn1 IC 95% M-H(p)

KIR2DL5 0,36 0,35 0,132-0,926 0,56 0,061-5,218 0,3770
KIR2DS3 0,38 0,42 0,156-1,160 0,40 0,020-8,071 0,4151
KIR2DS5 0,47 0,59 0,176-1,530 0,40 0,020-8,071 0,5044

ORyhc - OR entre pacientes com VHC (resp. e ndo-resp.);
ORgy: - OR entre pacientes com VHC (resp. e ndo-resp.) genétipo 1;
ORgn1- OR entre pacientes com VHC (resp. e néo-resp.) gen6tipo néo 1;

MH(p) — Teste de Mantel-Hanzel.




34

4.2 GRUPOS DE GENES HLA-C

A genotipagem do HLA-C foi distribuida em cinco grupos: HLA-C1, HLA-C2,
HLA-C1C1, HLA-C1C2 e HLA-C2C2 (tabela 9). A menor freqiéncia no grupo de
respondedores foi do HLA-C2 (6,7%). No grupo de pacientes nao-respondedores
a menor frequéncia observada foi do HLA-C1 (12,5%). A freqliéncia mais alta
para ambos 0s grupos, respondedores e nao-respondedores, foi para o HLA-
C1C2. Nao houve diferenca estatisticamente significante quando os grupos de

genes HLA-C foram comparados entre os dois grupos.

Tabela 9 - Distribuicdo de Frequéncia do Grupo de Genes HLA-C nos grupos de

pacientes respondedores e ndo-respondedores.

Grupo de FreqUénci?

Genes Resp Nao-Resp  op  g5e4 0
HLAG N=45 N=41

N (%) N (%)

c1® 7 (15,6) 5 (12,5) 1,31 0,375-4,94 0,653
c2® 3 (6,7) 6 (15,0) 0,43 0,081-1,82 0,228
clc1 10 (22,2) 6 (15,0) 1,64 0,540-541 0,366
cl1c2 18 (40,0) 12 (30,0) 1,60 0,650-4,03 0,297
C2C2 7 (15,6) 11 (27,5) 0,51 0,166—1,47 0,199

) C1= HLA-C1/HLA-C ndo C1 ou C2
) C2= HLA-C2/HLA-C n&o C1 ou C2

Pode ser observada, na tabela 10, a comparagdo da distribuicdo de
freqléncia para os grupos de genes HLA-C nos pacientes com genétipo 1 do
VHC. A frequéncia do grupo HLA-C2 foi menor no grupo de respondedores com
gendtipo 1 do VHC (7,4%). No grupo de pacientes nao-respondedores a menor

frequéncia (14,3%) foi observada no grupo HLA-C1. A freqiéncia mais
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alta para ambos os grupos, respondedores e nao-respondedores, foi do HLA-
C1C2. Nao houve diferenca estatisticamente significante quando a distribuicéo de

freqUéncia dos genes foi comparada entre os dois grupos.

Tabela 10 - Distribuicdo de Frequéncia dos Grupos de Genes HLA-C nos grupos

de pacientes respondedores e nao-respondedores com genatipo 1 do VHC

Grupo de FreqUénci?

Genes Resp Nao-Resp  op 9594 C 0

HLAC N=27 N=36

N (%) N (%)

HLA-C1® 4 (14,8) 5 (14,3) 1,08 0,234-4,71 1,000
HLA-C2® 2 (7,4) 6 (17,1) 0,42 0,052-2,10 0,448
HLA-C1C1 3 (11,1) 4 (11,4) 1,01 0,172-5,27 1,000
HLA-C1C2 13 (48,1) 11 (31,4) 2,08 0,734-6,05 0,194
HLA-C2C2 5 (18,5) 9 (25,7) 0,69 0,184-2,36 0,760

W' C1= HLA-C1/HLA-C ndo C1 ou C2
@ C2= HLA-C2/HLA-C n&o C1 ou C2

4.3 KIR vs GRUPOS HLA-C

A distribuicdo de frequéncia dos pares, o receptor KIR e seu respectivo ligante,
nos grupos de pacientes respondedores e nédo-respondedores é mostrada na

tabela 11.
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Tabela 11 — Frequéncia dos pares KIR e HLA-C (receptor e ligante) no grupo de

pacientes respondedores e nédo-respondedores.

Grupo de Frequéncia
IRligante Neae N4 OR . esw%Clp
HLA-C N (%) N (%)
2DL1-C2 25 (55,6) 27 (65,9 0,65 0,267-1,57 0,329
2DL2-C1 11 (24,4) 8 (19,5) 1,32 0,470-3,88 0,582
2DL3-C1 29 (64,4) 16 (39,00 2,79 1,170-6,87 0,018
2DS1-C2 12 (26,7) 9 (22,00 128 0,473-3,59 0,611
2DS2-C1 12 (26,7) 10 (24,4) 1,12 0,420-3,06 0,809

C1 (homozigose ou heterozigose)
C2 (homozigose ou heterozigose)

O par receptor/ligante KIR2DL3-HLA-C1 foi encontrado com maior
freqliéncia no grupo de pacientes respondedores quando comparado com o0 grupo
de nao-respondedores, 64,4% e 39,0%, respectivamente. Apdés a analise
estatistica a diferenca foi significante (p=0,018).

O par KIR2DL1/C2 foi mais freqiente no grupo de pacientes nao-
respondedores, porém esta diferenca nao foi estatisticamente significante quando
comparada com o grupo de pacientes respondedores.

Analisando estes mesmos dados nos pacientes com gendétipo 1 do VHC, o
par mais frequente foi o KIR2DL1-HLA-C2, 63,3% em respondedores e 61,1% em
nao-respondedores. O menos frequente foi KIR2DS1/C2, com 22,2% e 25,0%, em
respondedores e ndao-respondedores, respectivamente. Nenhuma diferenca
significante foi observada na distribuicdo de frequéncia dos pares KIR e seus
ligantes respectivos entre o0s grupos de pacientes respondedores e néo-

respondedores com gendtipo 1 do VHC (tabela 12).
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Tabela 12 — Distribuicdo de frequéncia dos pares KIR e HLA-C (receptor e ligante)

nos grupos de pacientes com genétipo 1 do VHC.

Frequéncia
Res Nao-Res
Genes Neog Ness T OR - 95%Cl P

N (%) N (%)
2DL1-C2 17 (63,3) 22 (61,1) 108 0381-311 0,881
2DL2-C1 7 (25.9) 11 (30,6) 080 0249246 0,687
2DL3-C1 16 (59,3) 15 (41,7) 201 0727572 0,167
2DS1-C2 6 (22,2) 9 (250) 0,865 0,248-2,84 0,798
2Ds2-C1 8 (29,6) 13 (36,1) 0,752 0,246-2,20 0,589

4.4 KIR NOS PACIENTES COM HEPATITE CRONICA C E NO
GRUPO CONTROLE

A distribuicao de frequéncia dos genes KIR observada no grupo de pacientes
com hepatite cronica C e grupo controle € mostrada na tabela 13. Foram
observadas diferengas estatisticamente significantes para o gene KIR2DL5 com
51,6% e 37,6% nos grupos de pacientes com hepatite crénica C e grupo controle,
respectivamente (p=0,0437), e do gene KIR3DL3 com 90,3% no grupo de
pacientes com hepatite cronica C e 79,4% no grupo controle (p=0,0349).

Para o gene KIR2DS3 a frequiéncia observada foi de 35,5% no grupo de
pacientes com hepatite cronica C e 23,5% no grupo controle, apresentando uma
tendéncia para a significancia estatistica com um valor de p= 0,0668 e uma maior
frequéncia do gene KIR2DS5 (p=0,0553) foi mostrada no grupo de pacientes com

hepatite cronica C quando comparado com o grupo controle.
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Os genes KIR mais frequentes em ambos os grupos foram KIR2DL4, 2DP1,

3DL1, 3DL2 e 3DPL1. Por outro lado, a frequiéncia mais baixa em ambos 0s grupos

foi a do gene KIR2DS5, sendo 23,5% em pacientes com hepatite cronica C e

15,7% no grupo controle.

Tabela 13 — Distribuicdo de Frequéncia dos Genes

pacientes com hepatite cronica C e grupo controle.

KIR entre o

grupo de

Frequéncia
Genes Hep. ngg’ca = Controles N=102 OR IC 95% P
N (%) N (%)

KIR2DL1 81 (87,1) 80 (78,4) 1,84 0,86-4,11 0,11
KIR2DL2 34 (36,6) 27 (26,5) 1,60 0,87-296 0,13
KIR2DL3 73 (78,5) 75 (73,5) 1,31 0,68-257 0,42
KIR2DL4 88 (94,6) 90 (88,2) 230 080-7,65 0,12
KIR2DL5 48 (51,6) 38 (37,3) 1,79 1,01-3,19 0,0437
KIR2DP1 93 (100,0) 101 (99,0) - - -
KIR2DS1 35 (37,6) 29 (28,4) 151 0,83-2,78 0,17
KIR2DS2 41 (44,1) 35 (34,3) 1,51 0,84-2,70 0,16
KIR2DS3 33 (35,5) 24 (23,5) 1,78 0,95-3,36 0,0668
KIR2DS4 73 (78,5) 71 (69,6) 1,59 0,83-3,09 0,16
KIR2DS5 25 (26,9) 16 (15,7) 1,96 0,98-4,05 0,0553
KIR3DL1 85 (91,4) 97 (95,1) 0,55 0,16-1,76 0,30
KIR3DL2 91 (97,8) 101 (99,0)
KIR3DL3 84 (90,3) 81 (79,4) 2,39 1,05-5,83 0,0349
KIR3DP1 91 (97,8) 93 (91,2)
KIR3DS1 36 (38,7) 38 (37,3) 1,06 059-190 0,83

4.5 GENOTIPOS KIR

Ao analisar os genétipos KIR

nos individuos com hepatite cronica C foi

verificado que o gendtipo composto pelos genes KIR2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DP1,

2DS4, 3DL1, 3DL2, 3DL3 e 3DP1 esta presente em 35,6% dos pacientes
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respondedores e 17,1% dos nao-respondedores, onde a diferenca observada foi
estatisticamente significante (p=0,04).

Ao comparar 0 genotipo citado acima entre 0s pacientes com hepatite
cronica C e o grupo controle a freqiéncia observada foi de 26,7% e 29,4%,
respectivamente e ndo houve diferenca estatistica significante.

Para os outros genotipos presentes as frequéncias foram baixas e ndo houve

diferencas estatisticamente significante entre os grupos (Apéndice A e B).
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5. DISCUSSAO

E importante identificar fatores genéticos relacionados ao hospedeiro que
possam predizer a reposta a terapia antiviral na hepatite crénica C. O presente
estudo avaliou o polimorfismo dos receptores KIR das células NK e seus ligantes
HLA-C em pacientes com hepatite cronica C respondedores e nao respondedores
a terapia antiviral, e em doadores de sangue (grupo controle). Do nosso
conhecimento, este foi o primeiro trabalho realizado no Brasil que descreveu a
distribuicdo dos genes KIR e seus ligantes em pacientes com hepatite cronica C.

Foi observada uma diferenca estatisticamente significante (p=0,0176;
IC=0,144-0,85; OR=0,36) na distribuicdo da frequiéncia do gene KIR2DL5 entre 0s
pacientes nao-respondedores quando comparados com os respondedores. Estes
resultados sugerem que os gendtipos do KIR tém influéncia na resposta a terapia
antiviral. Como o genotipo do virus da hepatite C €, atualmente, o principal fator
conhecido relacionado a resposta antiviral, sendo o VHC genétipo 1 o mais
frequiente e associado a menor resposta a terapia (EVERSON et al, 2006), foram
analisados também o subgrupo de pacientes infectados apenas com o VHC
gendtipo 1. Nesta avaliagdo foi observada uma tendéncia a significAncia
estatistica (p= 0,077), onde os pacientes nao-respondedores com gendétipo 1 do
VHC apresentaram maior frequéncia para o KIR2DL5 quando comparados com
0os respondedores e uma odds-ratio de 0,41 que significa uma associacao
epidemioldgica entre o KIR2DL5 e a resposta ao tratamento, onde a sua auséncia
poderia levar a maiores chances de resposta a terapia antiviral. Também foi
realizado um teste de homogeneidade da amostra em relagdo ao genétipo do

VHC, o teste de Mantel-Hanzel. O valor de M-H (p) para o gene KIR2DL5 foi de
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0,3770 (tabela 7). Este resultado demonstra que o gendtipo do virus C nao foi
determinante para a diferenca encontrada neste estudo. Logo, os dados revelam
que o KIR2DL5 pode estar relacionado com a ndo resposta ao tratamento.

Uma possivel explicacdo biolégica para estes achados poderia ser o
potencial inibitorio do KIR2DL5. Apesar deste gene KIR nao ter seu ligante
definido, 0 mesmo pode ter um efeito inibitorio forte sobre as células NK, porém
nenhum estudo até o momento relatou isto.

A frequéncia aumentada do gene KIR2DS3 no grupo de pacientes néo-
respondedores em relacdo aos respondedores observada foi estatisticamente
significante, a OR observada de 0,38 mostra uma associacéo entre o KIR2DS3 e
0 sucesso da terapia, cuja auséncia deste gene poderia contribuir para uma
resposta satisfatoria a terapia antiviral. Porém, ndo ha relatos na literatura
demonstrando, até o momento, associacdo entre o KIR2DS3 e a hepatite C.
Todavia, pesquisadores espanhdis, recentemente, associaram um outro gene
ativador, o KIR3DS1, a ndo evolugdo para carcinoma hepatocelular entre os
pacientes portadores do virus C, sugerindo que a interacdo do KIR3DS1 com seu
ligante levariam a uma melhor ativagéo da célula NK com consequente eliminacao
da célula infectada pelo VHC (LOPEZ-VAZQUEZ et al, 2005).

Apesar do KIR2DS3 ser um gene ativador, sua freqiiéncia, no nosso estudo,
foi maior no grupo de pacientes nao-respondedores. Contudo, a principio, seria
mais légico raciocinar que ele estivesse relacionado com a resposta a terapia
antiviral. O KIR2DS3 também apresentou freqiéncia aumentada em individuos
com hepatite crénica C quando comparado com o grupo controle, e, da mesma
forma, devido ao seu carater ativador da célula NK, seria mais racional que ele

estivesse associado a eliminacdo espontanea da hepatite C, e, portanto, fosse
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menos frequentes nos individuos com infeccdo crénica. Em individuos portadores
do genotipo 1 do VHC também foi observada uma maior freqiiéncia do KIR2DS3
em pacientes nao-respondedores quando comparados com o0s respondedores,
50% e 29,6%, respectivamente. Embora, esta diferenca n&do tenha sido
estatisticamente significante a OR de 0,38 mostra uma associacéo epidemioldgica
entre a auséncia do KIR2DS3 e uma resposta eficaz ao tratamento nos pacientes
com genotipo 1 do VHC. Além disso, o valor de M-H(p) para o gene KIR2DS3 de
0,4151 revela que a influéncia do genoétipo do VHC na resposta a terapia antiviral
para este gene, ndo foi um fator determinante para o resultado observado neste
estudo. O ligante do KIR2DS3 ainda € desconhecido, bem como também seu
poder de ativacdo da célula NK. Talvez a descoberta desses aspectos possibilite
o0 esclarecimento dos resultados obtidos no nosso estudo. E possivel que o poder
de ativacdo do ligante do KIR2DS3 seja insuficiente para ativar as células NK na
resposta a hepatite C.

Ainda que, ndo tenha ocorrido diferenca estatisticamente significante na
freqiéncia do gene KIR2DS5 entre o0s pacientes respondedores e nao-
respondedores, a OR obtida de 0,47 e a correcao pelo teste de Mantel-Hanzel (p)
de 0,5044 revelam uma associacdo epidemioldgica entre este gene e a resposta
ao tratamento. Onde a presenca deste poderia levar ao aumento do risco de ndo
resposta a terapia antiviral. Como no caso do KIR2DS3 o ligante do KIR2DS5 é
desconhecido, bem como também seu poder de ativacdo da célula NK. Talvez a
descoberta desses aspectos possa esclarecer os resultados deste estudo.

Os dados do presente estudo também demonstraram uma maior frequéncia
do KIR3DL3 entre os individuos com hepatite crénica C quando comparados com

o grupo controle. Nao ha trabalhos descritos na literatura a respeito de relatos da
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associacdo do KIR3DL3 e doencas hepéticas ou de outra natureza. Entretanto,
devido ao seu papel inibitorio da célula NK, o mesmo poderia estar relacionado a
evolucao para hepatite crénica por diminuir a atividade da célula NK.

Os resultados deste estudo mostraram, ainda, uma associagcao
estatisticamente significante entre a resposta ao tratamento e a maior frequéncia
do par ligante-receptor HLA-C1/KIR2DL3. Os pacientes que responderam a
terapia antiviral em relacdo aos nao-respondedores apresentaram uma frequéncia
aumentada do par ligante-receptor HLA-C1/KIR2DL3 (OR=2,79; 1C=1,17-687,
p=0,018).

Khakoo et al. (2004) relataram que o par ligante-receptor HLA-C1/KIR2DL3
estava associado a resolucdo da hepatite C aguda, quando presente em
homozigose em individuos inoculados com baixa carga do VHC. O par HLA-
C1/KIR2DL3 estava significantemente aumentado naqueles individuos que
conseguiram eliminar o virus quando comparado ao grupo que evoluiu para a
hepatite cronica C. A possivel explicacdo biologica que os referidos autores
consideraram, vem do fato de que a afinidade de interacdo entre o HLA-C1 e o
KIR2DL3 é fraca quando comparada a dos pares HLA-C2/KIR2DL1 e HLA-
C1/KIR2DL2, que sao forte e intermediaria, respectivamente (WINTER et al,

1998). Devido a fraca interacéo entre o rec



44

citocina (MALAPONTE et al, 1997; YAMAJI et al., 2006). Consequentemente, a
associacdo entre o par HLA-C1/KIR2DL3 e o sucesso do tratamento com o
interferon alfa seria resultante do estimulo fornecido pela citocina ser capaz de
ativar a célula NK e de que a fraca interacdo do HLA-C1/KIR2DL3 facilitaria uma
maior acdo da célula NK sobre as células infectadas devido ao sinal inibitorio
fraco desse par, 0 que permitiria aos receptores ativadores uma melhor ativacao
com consequente acao efetiva das células NK. (WINTER et al, 1998). Nao foi
possivel avaliar associacdo do par KIR2DL3/HLA-C1 em individuos infectados
pela rota ndo transfusional devido ao pequeno numero da amostra.

Em contrapartida, em um outro estudo realizado na Espanha, Monte-Cano et
al. (2006) ndo observaram associacdo entre o par HLA-C1/KIR2DL3 e os
individuos que resolveram a infeccdo pelo VHC quando comparados com
individuos com hepatite cronica C. Ao contrario, descreveram uma maior
freqUiéncia do KIR2DL3 em individuos com infeccéo crénica do que em pacientes
com resolucédo da hepatite C (p=0,02). Para o gene KIR2DL2, que € inibitorio e
interage fortemente com seu ligante HLA-C1, encontraram uma maior freqiéncia,
a qual foi estatisticamente significante, nos pacientes com resolucao da infeccao,
diferentemente do observado por Khakoo et al. (2004). Para explicar os
resultados divergentes, Monte-Cano et al. (2006) argumentaram que isto poderia
ser devido a diferencas dos haplotipos KIR, frequéncia de diferentes alelos HLA-C
nas populacdes, pequeno tamanho da sua amostra e a rota de infeccao.

E vélido ressaltar que no presente estudo foram encontrados 50 genotipos
diferentes do KIR no grupo de pacientes com hepatite crénica C. Um dos
genotipos que € composto de apenas um gene ativador, o KIR2DS4, foi

encontrado em 23 pacientes dos 86 presentes no estudo (Apéndice A). Nos
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outros 63, houve uma grande variabilidade, geralmente caracterizada por um
aumento no numero de genes ativadores. Quando estes 23 pacientes foram
separados em grupos de respondedores e nédo-respondedores e comparado a
freqUéncia na distribuicdo do genoétipo mais frequente citado acima foi observado
um aumento estatisticamente significante na distribuicdo deste gendtipo no grupo
de pacientes respondedores quando comparados com O grupo de n&ao-
respondedores. A presenca de apenas um gene KIR ativador, o KIR2DS4, sugere
que estes pacientes podem ser homozigoticos para o grupo de haplétipos A. O
haplétipo A se caracteriza por ter apenas um gene KIR ativador, o KIR2DS4,
pouca quantidade de genes KIR inibitérios, porém com extensiva variabilidade
alélica. O grupo de haplotipos B possui tantos genes ativadores quanto inibitérios,
tém uma maior quantidade de genes, porém com menor variabilidade do que o
grupo de haplotipos A (UHRBERG et al, 1997; VILCHES et al, 2002). Neste
estudo foi observada uma freqiéncia aumentada significativa dos genes KIR2DL5
e 2DS3 no grupo de ndo-respondedores, e estes sdo genes geralmente presentes
no grupo de haplétipos B. Os dados sugerem a possibilidade do grupo de
haplétipos B estar envolvido com a auséncia de resposta ao tratamento; a
provavel justificativa seria a possibilidade dos receptores inibitérios serem mais
fortes do que os presentes no haplétipo A, e os ativadores, ao contrario, mais
fracos. Contudo, sdo necessarios mais estudos que confirmem esta hipotese.
Conforme os dados obtidos, nenhuma diferenca significativa na distribuicéo
dos grupos HLA-C foi observada quando os pacientes respondedores e nao-
respondedores a terapia antiviral foram comparados. Entretanto, Khakoo et al
(2004) descreveram que o0 grupo gendtipo HLA-C1C1 foi mais frequente nos

pacientes com infeccédo resolvida em relacdo aqueles com infeccao persistente,
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sugerindo um possivel efeito protetor do HLA-C1C1l no desenvolvimento da
infeccdo crbénica pelo virus C. Entretanto, no presente estudo nenhuma
associacao foi identificada entre a resposta ao tratamento e o HLA-C1C1.

E importante o conhecimento da distribuicdo dos genes KIR na nossa
populacdo cronicamente infectada pelo VHC, ja que este estudo pode servir de
instrumento de comparacao com distribuicdo desses genes em outras populacées
de pacientes com hepatite crénica C do Brasil e de outros paises.

E vélido mencionar que nos avaliamos também, a distribuicdo dos genes KIR
e seus ligantes em doadores de sangue de um hemocentro da cidade de
Salvador. Foram observadas diferencas estatisticamente significante para os
genes KIR2DL5 e KIR3DL3, sendo estes mais frequentemente encontrados nos
pacientes com hepatite crénica C. Estes resultados nos permitem especular sobre
a possibilidade de que a presenca dos referidos genes seja um fator
predisponente para a infeccdo crbnica pelo VHC. Entretanto é importante
mencionar que o desenho do estudo ndo permite que possamos ir além da
formulacdo de tal hipotese. Para testa-la, seria necessario um estudo retro-
prospectivo que avaliasse pacientes com hepatite aguda C que evoluiram para a
infeccdo cronica ou para a cura, como fizeram Khakoo et al (2004) e Monte-Cano
et al (2006), entretanto eles avaliaram apenas os genes KIR2DL1, KIR2DL2 e
KIR2DL3 e seus ligantes, tendo encontrado associacao entre os genes KIR2DL3
e KIR2DL2 e seus respectivos ligantes HLA-C com a resolucao da infeccéo pelo
virus C.

Em resumo, o presente estudo avaliou as frequéncias alélicas do
polimorfismo genético dos receptores KIR e seus ligantes HLA-C em uma amostra

de individuos com hepatite crénica C respondedores e ndo responderam a terapia
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combinada com interferon padrdo ou interferon peguilado associado a ribavirina, e
em doadores de sangue. Foram observadas diferencas estatisticamente
significantes na distribuicdo desses polimorfismos entre as popula¢cdes estudadas,
sugerindo que as variacdes alélicas do KIR e seus ligantes possam vir a ser
utilizadas como fatores preditivos de resposta a terapia antiviral na hepatite
cronica C. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para melhor definir o

assunto.
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6. CONCLUSOES

A presenca do par receptor da célula NK / ligante KIRDL3/HLA-C1 pode estar

associada a uma resposta eficaz ao tratamento da hepatite C.

A presenca dos genes KIR2DL5 e KIR2DS3 das células NK nos pacientes com
hepatite crénica C pode estar associada a auséncia de resposta a terapia

antiviral.

Nado foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre as
freqUéncias dos genes HLA-C encontradas no grupo de pacientes com hepatite C

respondedores e ndo-respondedores a terapia antivial combinada.

As frequéncias dos genes KIR2DL5, 2DS5 e 3DL3 sdo maiores no grupo de
pacientes infectados pelo VHC do que no grupo controle. As diferencas
observadas poderiam estar relacionadas a uma maior predisposicdo ao

desenvolvimento da infeccéo crénica pelo VHC.

A distribuicdo dos gendtipos do KIR na populacdo estudada sugere que o
genotipo mais frequente (Apéndice A) pode estar relacionado ao sucesso da

terapia antiviral.
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‘@M Gope 4006Q.170 - Sabdor, 94 Telefax (71} 2032740 E£-MATL; CED, Mcofyahoo com.br

PARECER/RESOLUGCAO N.° 13/2006.

Reaqistro CEP: 17 - 01.02.06.

s com hepatite Titulo do Projeto: “Andlise do polimorfismo do KIR em paciente
cronica € submetidos & terapia antiviral”.

Professor

Adjunto do Pesquisador Responsdvel: André Castro Lyra,
Departamento de Medicina; * Curriculum Vitae" apenso.

Instituigde: Faculdade de Medicina, Universidade Federal da Bahia.

Area do Conhecimento: 4.01, Nivel E, Grupo TIL.

Objetivos: Estudar o polimorfismo dos receptores de inibigdo das células NK
(KIRs) em pacientes com hepatite C crdnica.

Sumério: A Hepatite C é uma doenga fregiiente em nosso meio com uma prevaléncia
de 1,7% em doadores de sangue. Em torno de 50% dos pacientes infectados
evoluem para doenga crénica. A infecgdo crénica pelo HCV pode levar & hepatite
crfrica, cirrose € carciioma-fepatocelnar muitay vezes forais- Exigie frataments
para o VHC poréni a resposta € varidvel e muifas vezes-inadequada. Suspeita-se que
esta variagdo seja causada pela variaglo genotipica. Ndo hd investigagdo dos

receptores. KIR _apesar_de_evidéncias de. que_alguns deles sdo_protetores. Todos__

(100} pacientes: Hepatite crénica € que ndo responderam 4 terapia combinada com

IFN / I"IbGVIi"InG ou IFN peguilade + ribavirina e aqueles que responderam d

go; porvenientes de ambulatirio de hepatelegio do HUPES e Hospital Sto

Rafae.l serdo estudados.

de Inciusde, LndividGos “acdima de 16 anos, t6m hepalites ¢rohica’C 7 R " Critérios

zom ou sem resposta & terapeutica. Critérios de Exclusdo, ndo indicado. tratados ¢
de um estudo de prevaléncia de alteragdes do KIRs. Os pacientes apds Trata-se
o TCLE terdo coletados 5 mls de sangue. A andlise serd feita no assinado

i - 4 -

e d U laboratdri

o do ICS. s P st o
i o OB ‘xuao
E' vﬂ‘““‘“‘
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o MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORG 0003460, April 1, 2004 — IRB 00004123, April 8, 2007
hdt Rua Padre Feij6 240, Canela - Ambulatdeio Magathes Neto 3.7 andar, Curso de Pés-Graduagiio em Medicing e Satide.

T Cop.: 40.160-170 - Salvador, BA.  Telefax (71) 203-2740 EMATL: cep. mco@vahoo.com br

-Estudo-de centro tinico, porém-envolverde a participacdie de 02 (dois) ambulatdrias

de hepatologia (HUPES e HSR).

Comentdrios: Trata-se de um estude de prevaléncia onde em torno de 100 serdo

snunluidne hem setrmiturada NAA hAd inetifirativa nara A mimera de aiicitne de

colhidas e privacidade dos dados, durante e apds o protocolo estd assegurade. O

lestdes-

1 2006.

Py R

s 4V

wda pelo
deste ao
apensas,
reragdo,

comité de ética ndo estd citade, A gratuidade da intervengdo. ndo estd assegurada,
Ndo hd uma corta dizendo que os custos estdo cobertos pelo servico_ de
“Henatologid g:l'sboratério’do TCS. iConflito de:interesse nio declarado;.
-Justificar o nimero de sujeitos de pesquisa. Reformar o TCLE conforme -acima.
Detalhar financiamento e quem vai pagar jd que as instituicdes citadas ndo tem
fonte propria de recursos.
O protocolo estd bem argumentado e metodologicamente adequade, seus fins sdo
éticos e g conhecimento_advinde. pede. tfrazer benefrcms aes pbgcientes e a
_comunidade: Protocolo 'eticamente justificdvel se :respondidas as qu
levantadas. e
Salvador, / f de Fevereiro de

/j«/b“ﬂr.f P, :/l//.q
NTC N

Observagdo |mporlmffe"?<;;:1 a documentagdio anexa ao Protocolo proposto e rubric
Pesquisador’ arguivada neste CEP, e também a butra deyolvida com a rubrice da Secretdria
mesmo, faz parte intrinseca deste Parecer/Resolugdio e nas “Recomendagies Adicionais”
bem como a impostergdvel entrega de relatdrios parciais e final como consta nesta lit
(Modelo de Redagtio para Relatérie de Pesquisa, anexo).
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A — GENOTIPOS KIR NOS PACIENTES COM HEPATITE CRONICA C

Controle
Genétipos 2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 2DP1 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DL1 3DL2 3DL3 3DP1 3DS1 N (%)
102 (100,0)

1 - - - - - + - - - - - + + - - - 1 (1,0)
2 - - + - - + - - - - - + + - - - 2 (2,0
3 + - + - - + - - - - - + + - - - 2 (2,0
5 - - + - - + - + - - - + + + - - 1 (1,0
8 - - - + - + + - - - - + + - + - 1 (1,0
11 + - - + - + - - - + - + + - + - 1 (1,0
12 - - + + - + - - - + - + + - + - 1 (1,0
13 + - + + - + - - - + - + + - + - 3 (2,9
14 + + - + + + - - + + - + + - + - 1 (1,0
15 - + + - - + - + + + - + + - + - 1 (1,0
16 - - - + - + - + + + - + + - + - 1 (1,0
17 - + - + - + - - - - - + + + + - 1 (1,0
18 + - + + - + - - - - - + + + + - 3 (2,9
19 + - + + + + - - + - - + + + + - 1 (1,0
21 - - + + - + - - - + - + + + + - 1 (1,0
22 + - + + - + - - - + - + + + + - 30 (29,4)
25 + - + + - + - + - + - + + + + - 1 (1,0
26 + + + + - + - + - + - + + + + - 2 (2,0
27 - + + + + + - + - + - + + + + - 1 (1,0
30 + - - + + + - + + + - + + + + - 1 (1,0
31 + + - + + + - + + + - + + + + - 3 (2,9
33 + + + + + + - + + + - + + + + - 2 (2,0
36 + + - + + + - + - + + + + + + - 1 (1,0
37 - + - + + - + + - + + + + + + - 1 (1,0
40 + + + + + + - + + + + + + + + - 1 (1,0
43 - - + - - + - - - - - + + - - + 1 (1,0
45 + - - - + + - + - - - + + - - + 1 (1,0
46 - - - - - + - - - - - - - + - + 1 (1,0
47 + - + + - + + - - - - + + - + + 1 (1,0
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B — GENOTIPOS KIR NO GRUPO CONTROLE

61

B ~ o < o . . « o < " o « ™ o o RS NR TOTAL
Gupos 3 ©® B B B & & & & & & & & & 4§ & N N (%) N (%)

oo e s e N N e e e e @O ™ 4 (1000) 41 (100,0) 86 (100,0)

4 - - + + - + - - - - - + + - - - 1 (2,2) 0 (,0) 1 (1,2
6 - - - - - + + - - + - + - - + - 1 (2,2 0 (,0) 1 (12
7 + - + - - + + - + + - + - - + - 0 (,0) 1 (2,4 1 (1,2
9 + - + - - + - - - + - + + - + - 0 (,0) 1 (2,49 1 (1,2
10 - - - + - + - - - + - + + - + - 1 (2,2 0 (,0) 1 (1,2
11 + - - + - + - - - + - + + - + - 0 (,0) 1 (2,4) 1 (1,2
18 + - + + - + - - - - - + + + + - 1 (2,2 1 (2,4 2 (2,3)
20 + + - + + + - + + - - + + + + - 0 (,0) 1 (2,4 1 (1,2
21 - - + + - + - - - + - + + + + - 2 (4,4) 0 (,0) 2 (2,3)
22 + - + + - + - - - + - + + + + - 16 (35,6) 7 (17,2) 23 (26,7)
23 + + + + - + - - - + - + + + + - 0 (,0) 1 (2,4) 1 (1,2
24 - - + + - + - + - + - + + + + - 0 (,0) 1 (2,9 1 (1,2
26 + + + + - + - + - + - + + + + - 3 (6,7) 2 (4,9) 5 (5,8)
28 + + + + + + - + - + - + + + + - 1 (2,2 0 (,0) 1 (1,2
29 + + + + - + - + + + - + + + + - 0 (,0) 1 (2,4 1 (1,2
30 + - - + + + - + + + - + + + + - 0 (,0) 1 (2,4 1 (1,2
32 + - + + + + - + + + - + + + + - 1 (2,2 0 (,0) 1 (1,2
33 + + + + + + - + + + - + + + + - 2 (4,9) 3 (7,3) 5 (5,8)
34 - - - + + + + + + + - + + + + - 0 (,0) 1 (2,4 1 (1,2
35 - - + + + + - - - - + + + + + - 0 (,0) 1 (2,4 1 (1,2
38 + + + + + + + + - + + + + + + - 1 (2,2 0 (,0) 1 (1,2
39 + + - + + + - + + + + + + + + - 1 (2,2 0 (,0) 1 (1,2
41 + + - - + + + + + + + + + + + - 0 (,0) 1 (2,4 1 (1,2
42 - - - + + + + + + + + + + + + - 0 (,0) 1 (2,4 1 (1,2
44 + - + + + + - - - - - + + - - + 0 (,0) 1 (2,4 1 (1,2
48 + + - + + + + + - - - + + - + + 1 (2,2 0 (,0) 1 (1,2
50 - - + + - + - - - + - + + - + + 1 (2,2 0 (,0) 1 (1,2
54 + + + + - + + + + - - - + + + + 1 (2,2 0 (,0) 1 (1,2
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64
67
68
70
73
75
76
79
82
85
86
88
89
91
93
94
95
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(1.2)
(1.2)
(1.2)
(1.2)
(2,3)
(1,2)
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(1.2)
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(1.2)
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(1,2)
(1,2)
(1,2)
(1,2)
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(1.2)
(1.2)
(3.5)
(1,2)
(1,2)
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C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Analise do Polimorfismo do KIR em Pacientes com Hepatite

Crbnica C

Durante a leitura do documento abaixo fui informado (a) que posso
interromper para fazer qualquer pergunta com objetivo de tirar

duvidas e ter melhor esclarecimento

Posso também levar para casa para leitura mais detalhada antes de

assinar.

EU, e oo e fui convidado(a) por membro da
equipe de Pesquisa do Servigco de Gastroenterologia e Hepatologia do HUPES,e
do Hospital Sdo Rafael a participar de um projeto sobre a importancia dos exames
de laboratério na hepatite cronica C, coordenado pelo Prof .Dr. André Castro Lyra.

O objetivo do projeto € analisar um segmento do gene das células NK, as
quais sdo células que fazem parte resposta imunolégica (sistema de defesa do
organismo), com funcéo de destruir células quando infectadas por virus ou outros
microorganismos intracelulares. O estudo ira analisar se os referidos genes
podem determinar uma predisposicdo ao tipo de evolucédo clinica ou de resposta
ao tratamento da minha condicdo clinica (hepatite C). Esta predisposicdo néo
seria 0 Unico fator determinante da minha doenga, nem o mais importante. O
estudo podera avaliar, ainda, o nivel sanglineo e a qualidade de algumas
substancias liberadas na corrente sanguinea pelas células de defesa do sistema
imune.

Durante a pesquisa, um membro da equipe coletard dados pessoais meus

e amostra de sangue para realizacdo de exames laboratoriais. A retirada de



64

sangue da veia serd feita com material inteiramente descartavel e podera causar
dor de fraca intensidade ou pequena equimose que geralmente desaparece
depois. O DNA extraido do sangue sera utilizado exclusivamente para fins de
pesquisa clinica, sendo identificados apenas por um cédigo.

Terei o direito de saber os resultados desta pesquisa,os quais somente
serdo divulgados em revistas cientificas nacionais ou internacionais, documentos
de trabalhos, relatérios congressos cientificos etc., mas a equipe médica garantiu-
me que jamais poderei ser identificado(a) como participante desta pesquisa,
mantendo sigilo absoluto sobre meus dados.

Caso nédo queira participar ou queira desistir do estudo, nao terei nenhum
prejuizo algum. Se aceitar, surgindo alguma duvida, ela podera ser esclarecida
pessoalmente no Servico de Gastroenterologia do Hupes no Ambulatério
Magalhdes Neto, erca-feira,das 15-17hs., ou no Hospital Sdo Rafael, telefone
3281-6317. Assim, considero-me satisfeito (a) com as explicacbes dadas e
concordo em participar como voluntario. Atesto que a autora e/ou membro da
equipe leu esse documento e esclareceu as minhas duvidas e como tem a minha
concordancia para participar do estudo coloquei a minha assinatura (ou

impressao digital).

Salvador(BA) de 2006

Assinatura do voluntario

Assinatura pesquisador
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