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Apesar do mar por suas ondas brilhantes,

Fazer arrepiar de medo quem frequente,

O homem néo obstante confia na madeira,

Que de espessura nao tem quatro ou cinco dedos,
De que ¢ feito o navio que o leva,

Nao percebendo que vive de tal modo,

Que tem a morte a quatro dedos dele.

Louco, portanto, pode muito bem ser reputado aquele
Que vai ao mar sem em Deus confiar,

Pois s6 Deus é que pode salvar-lhe a vida.
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RESUMO

Melo CE. Influéncia dos polimorfismos no promotor do gene da Interleucina
10 na resposta a antivirais em pacientes com hepatite C crénica
[dissertacdo]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2007. 77p.

Na infeccao crénica pelo virus da hepatite C (VHC), a persisténcia do virus e
a resposta a terapia antiviral tem sido associada com a producdo de niveis
inadequados de diversas citocinas na resposta imunolégica e inflamatéria. A
interleucina 10 (IL10) € uma potente citocina antiinflamatéria e parece ter um
papel importante na resposta do hospedeiro ao VHC. A producao de IL10
varia de acordo com a composicao genética no locus da IL10. Varios sitios
polimérficos foram descritos na regido promotora do gene da IL10 e um
polimorfismo de nucleotideo Unico na posicdo -1082, relativa ao sitio de
inicio de transcricdo, é associado com expressao diferencial de IL10. A
presenca do alelo G nesta regido esta associada a alta producdo desta
citocina. Neste estudo, n6s avaliamos a freqiéncia dos polimorfismos -1082
(G>A), -819 (C>T) e -592 (C>A) da regido promotora do gene da IL10 e sua
associagao com o desfecho a terapia antiviral na infecgao crénica pelo VHC.
O DNA genbdmico de 54 pacientes classificados como respondedores e 54
nao respondedores a terapia combinada de interferon (convencional ou
peguilado) e ribavirina foi genotipado para esses polimorfismos por PCR
utilizando iniciadores alelo-especificos, seguidos de eletroforese em gel de
agarose a 3%. As distribuicoes observadas para o polimorfismo -1082 foram:
AA 43,3%, GA 40,7% e GG 13,0% entre os pacientes nao respondedores; e
AA 31,5%, GA 46,3% e GG 22,2% entre os respondedores. Para o
polimorfismo -592, as distribuicbes observadas foram: CC 50,0%, CA 38,7%
e AA 11,0% entre os nao respondedores a terapia; e CC 42,6%, CA 53,7% e
AA 3,7% para os pacientes respondedores. O alelo A do polimorfismo -1082
foi identificado mais freqlentemente entre os pacientes ndo respondedores
do que nos respondedores (P=0,0352). Estes resultados sugerem que a
presenca deste alelo, que afeta a producdo da citocina, possa estar
associado a uma desfavoravel resposta a terapia antiviral na infecgéo pelo
VHC.

Descritores: 1. Hepatite C cronica/imunologia 2. Interleucina-10 3.
Polimorfismo genético 4. Antivirais/uso terapéutico 5. Reacdo em cadeia da
polimerase



SUMMARY

Melo CE. Influence of Interleukin 10 gene promoter polymorphisms on the
antiviral response of patients with chronic hepatitis C [dissertation]. Sao
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2007. 77p.

In HCV infections, the persistence of the virus and the response to antiviral
therapy has been shown to be associated with the production of
inappropriate cytokine levels in inflammatory and immune response.
Interleukin-10 (IL10) is a potent anti-inflammatory cytokine and possibly has
important role in the host outcome to HCV. IL-10 production varies according
to the genetic composition of the IL-10 locus. Several polymorphic sites
within the promoter region of the IL-10 gene have been described and a
single nucleotide polymorphism at position —1082 (G/A) relative to the
transcription start site is associated with differential IL-10 expression. The
presence of G allele in this region was involved with high production of the
anti-inflammatory cytokine IL-10. In this study, we have evaluated the
frequency of the polymorphisms -1082 (G>A), -819 (C>T) and -592 (C>A) of
the IL-10 gene promoter and their association with the response to antiviral
therapy in chronic hepatitis C infection. Genomic DNA from 54 patients
classified as responders and 54 nonresponders to a combination of interferon
alpha (conventional and peginterferon) and ribavirin was evaluated by
molecular typing by polymerase chain reaction (PCR) with allele-specific
primers, followed by electrophoresis on agarose gels (3%). The distribution of
the genotypes AA, GA and GG for the polymorphism -1082 in the studied
individuals was for nonresponders 46,3%, 40,7% and 13,0%, respectively,
and among the responders was 31,5%, 46,3% and 22,2%, respectively. The
distribution of the genotypes CC, CA and AA for the polymorphism -592 in
the studied individuals was for nonresponders 50,0%, 38,7% and 11,1%,
respectively, and among the responders was 42,6%, 53,7% and 3,7%,
respectively. The interleukin-10 —1082 A allele was identified more frequently
in patients nonresponders than in responders (P=0.0352).These results
suggest that presence of the interleukin-10 —1082 A allele, which appears to
affect the cytokine production, may be associated with a unfavorable
outcome of HCV infection.

Descriptors: 1. Chronic hepatitis C/immunology 2. Interleukin-10 3.
Polymorphism genetic 4. Antiviral agents/therapeutic use 5. Polymerase
chain reaction



INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1. Hepatite C Crénica

A hepatite C é uma infecgdo com curso variavel que pode evoluir para
hepatite crénica, cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular. O virus da
hepatite C (VHC) é o seu agente etioldgico.

Desde a sua descoberta em 1989, o VHC tem sido considerado como
a maior causa de doenca crbnica do figado no mundo (Shepard et al., 2005).
A infecgéo crbnica pelo VHC afeta mais de 170 milhdes de pessoas pelo
mundo e sua prevaléncia global é estimada de 1% a 2% (Memon e Memon,
2002; Pawlotsky, 2006; Pybus et al., 2001; Shepard et al., 2005). A hepatite
C é responsavel por cerca de 10.000 mortes por ano nos Estados Unidos
(Pybus et al., 2001).

Regibes de alta prevaléncia (1,6% a 3,5%) tém sido descritas no
Japéo, Indonésia, algumas areas da Russia, Oriente Médio e Brasil, regides
de altissima prevaléncia séo relatadas em algumas regides de Camardes
(6,4%), Egito (14%) e cidade do Cairo (26%) (Shepard et al., 2005). (Figura
1)

No Brasil, dados do Ministério da Saude e da Organizacdo Mundial de
Saude (WHO) apontam a infeccdo de 2% dos brasileiros ou
aproximadamente 3 milhdes de pessoas (Memon e Memon, 2002). Um

estudo populacional na cidade de Sao Paulo mostrou prevaléncia de 1,42%
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de anti-VHC positivo, variando com a faixa etaria (Focaccia et al., 1998;

Strauss et al., 2001).

[ 10%-14%
3 20-14a%
H »20%

3 Mot induded in 'WHO region

Figura 1. Prevaléncia mundial estimada da infeccédo pelo VHC (Adaptado de Shepard et al,
2005).

Varios estudos tém identificado que as principais vias de transmissao
do VHC sé&o: (a) parenteral: transfusdo de sangue e derivados, agulhas
contaminadas e de materiais odontolégicos ndo descartaveis, materiais
cortantes, seringas, hemodialise; (b) sexual: virus presente em sémen,
saliva, secrecao vaginal; e (c) materno-fetal: durante o nascimento o bebé
pode ser contaminado por mae recém infectada ou portadora crénica
(Cavalheiro, 2004; Strauss et al., 2001, Rosen e Gretch, 1999; Wong e Lee,
2006; Duscheiko, 2007).

A hepatite C crbnica caracteriza-se por ser uma doenga inflamatéria

do figado, usualmente assintomatica, apresentando incubagéo de 50 a 71
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dias. A mortalidade na fase aguda é baixa e a doenca se cronifica em até
85% dos individuos (Strauss et al., 2001; Taylor et al., 2000; Wong e Lee,
2006; Duscheiko, 2007). Pelo menos 20% dos individuos desenvolvem
cirrose e/ou hepatocarcinoma (HCC) (Rosen e Gretch, 1999). Quando
sintomética, os doentes ficam ictéricos e collricos (urina escura com
elevacao de urobilinogénio). Outros sintomas como fraqueza, adinamia,
anorexia, nauseas, vomitos e dores também podem ser observados (Wong e

Lee, 2006; Duscheiko, 2007).
1.2. O virus da hepatite C

O VHC é um virus classificado dentro do género Hepacivirus, sendo
membro da familia Flaviviridae. E um virus envelopado com um diametro
variando de 55 a 65 nm (Pawlotsky, 2004).

O genoma viral é constituido por uma fita simples e de sentido
positivo de RNA com aproximadamente 9,6 kilobases, organizado em uma
regiao 5' nao-codificadora (5'NCR); uma regido que possui uma unica fase
aberta de leitura (ORF) que codifica uma grande poliproteina; e uma regiao
3' ndo-codificadora (3'NCR) (Tan e Katze, 2001, Taylor et al., 2000). (Figura
2)

A regiao 5'NCR é altamente conservada entre diferentes isolados de
VHC e contém um sitio interno para entrada ribossomal (IRES) essencial
para a traducdo cap-independente do RNA viral. Por causa da grande
variedade de mRNAs celulares que sao transcritos por um mecanismo cap-

dependente, o IRES do VHC representa um alvo interessante para o
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desenvolvimento de novos antivirais. Em virtude do alto grau de
conservacao entre os diferentes isolados distribuidos ao longo do mundo,
esta € a regido de escolha para o diagnéstico do VHC por técnicas de
biologia molecular (Moradpour e Blum, 2004, Penin et al., 2004, Brass et al.,

20086).

6 LTR Fase aberta de leitura FUTR
— —
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Figura 2. Organizagdo genémica do VHC

A regiao 3'NCR consiste de uma pequena regiao variavel de 40
nucleotideos, uma sequéncia poli(U)/polipirimidinas, seguido por uma
sequéncia de 98 nucleotideos que também é altamente conservada entre
diferentes gendétipos do VHC. Acredita-se que a 3'NCR tenha um papel
importante na iniciacdo da replicacdo do genoma viral (Moradpour e Blum,
2004; Penin et al., 2004, Brass et al., 2006).

A ORF do genoma do VHC codifica uma poliproteina com
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aproximadamente 3000 aminoacidos, que é processada por proteases
celulares e virais nas proteinas estruturais e nao estruturais maduras. As
proteinas estruturais do VHC compreendem o core e as glicoproteinas E1 e
E2, além das proteinas F e p7. As proteinas NS2, NS3, NS4 e NS5
representam as nao estruturais (Moradpour e Blum, 2004; Penin et al., 2004,
Brass et al., 2006).

O core é uma proteina ligante de RNA com propriedades quimicas
basicas que presumidamente forma o nucleocapsideo viral. InuUmeros
trabalhos relatam que esta proteina interage com varias proteinas celulares
e afeta algumas funcbes das células do hospedeiro como a transcricao
génica, o metabolismo de lipidios, o processo de apoptose e também varias
vias de sinalizacdo celular. Tem sido associada também com a indugéo de
esteatose e com o HCC (Moradpour e Blum, 2004, Penin et al., 2004, Brass
et al., 2006).

As glicoproteinas do envelope E1 e E2 sao proteinas
transmembranas com regides C-terminal hidrofébicas. E1 e E2 formam
heterodimeros ligados ndo covalentemente que se acredita representarem
0s blocos construtores do envelope viral (Moradpour e Blum, 2004, Penin et
al., 2004, Brass et al., 2006).

A sintese de uma proteina codificada por uma fase de leitura
alternativa dentro da regidao do core foi descrita por varios pesquisadores
(Branch et al., 2005). Ela foi denominada como proteina F ou ARF
(alternative reading frame) e possui 160 residuos de aminoacidos. A proteina

F ainda nao possui sua fungdo ou o seu possivel papel na replicagao viral
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conhecidos, ndo se sabe também se é expressa ou nao durante o curso da
infeccdo (Moradpour e Blum, 2004, Penin et al., 2004, Brass et al., 2006).

A proteina p7 é um polipeptideo de 63 aminoacidos localizado na
juncdo entre as regides estruturais e nao estruturais. Essa proteina é
formada por dois dominios transmembranas e recentemente foi descrito que
formam hexameros com atividade de canais idénicos, porém sua funcao
durante a replicacdo do VHC ainda nao foi esclarecida (Moradpour e Blum,
2004; Brass et al., 2006).

A proteina ndo estrutural NS2 do VHC apresenta atividade de
protease zinco (Zn) dependente. A clivagem da juncdo NS2/3 é realizada
pela atividade autoproteasica da NS2 e do terceiro N-terminal da NS3.
Embora a atividade de protease da NS2-3 seja essencial para a replicacao in
vivo, é ainda nao esta claro se a proteina NS2 possui alguma atividade apés
a separacao da NS3 (Brass et al., 2006; Pawlotsky, 2004).

A NS3 é uma proteina multifuncional possuindo atividades de serino
protease, helicase e NTPase, desempenhando um papel crucial durante a
replicacéo viral. A NS3 quando complexada com a NS4A é responsavel pela
clivagem das outras proteinas ndo estruturais do virus (Pawlotsky, 2004). A
atividade enzimatica de NTPase/helicase da NS3 parece ser indispensavel
para a replicacdo do RNA viral, sugerindo que ela atue desenrolando RNAs
intermediarios dupla fita replicativos, eliminando estruturas secundarias no
RNA ou separando o genoma das proteinas ligantes de acidos nucléicos
(Brass et al., 2006).

A NS4B é uma proteina integral de membrana e tem um papel
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essencial na formacdo do complexo de replicagdo viral, atuando como
estrutura de fixacdo na membrana do reticulo endoplasmatico (Brass et al.,
2006; Pawlotsky, 2004).

A NS5A é uma zinco-metaloproteina fosforilada de funcdes
desconhecidas (Moradpour e Blum, 2004; Brass et al., 2006). Estudos
recentes tém demonstrado que a NS5A tem um importante papel na
regulacdo das NS5B através de um mecanismo ainda desconhecido
(Pawlotsky, 2004). Entretanto, a NS5A parece ter outras propriedades
adicionais, como a inibigdo da atividade antiviral do interferon, ativagéao
transcricional e envolvimento na regulacdo do crescimento e das vias de
sinalizacao celulares (Pawlotsky, 2004).

A enzima chave de replicacdo que promove a sintese de novos
genomas de RNA € a NS5B RNA-dependente RNA polimerase (Pawlotsky,
2004). A organizagao estrutural dessa polimerase é semelhante a uma forma
de “mao direita”, onde os subdominios da enzima estdo organizados ao
redor do sitio ativo (Brass et al., 2006). A replicacao ocorre via sintese de
uma fita de RNA complementar de polaridade negativa usando o genoma
viral como molde, seguido da subsequiente sintese da fita positiva de RNA
gendmica a partir desta fita negativa intermediaria (Moradpour e Blum, 2004;
Penin et al., 2004, Brass et al., 2006).

As proteinas do VHC podem estar diretamente implicadas na

resisténcia a terapia com antivirais (Tan e Katze, 2001; Taylor et al., 2000).
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1.3. Genétipos Virais do VHC

Andlises filogenéticas de seqléncias completas ou parciais de cepas
isoladas do VHC de vaérias regides do mundo levaram a identificacdo de
diferentes genoétipos desse virus (Pawlotsky, 2004).

Seis principais grupos ou tipos virais foram identificados e numerados
de 1 a 6. Para ser classificado dentro de um gendtipo, os diversos isolados
do VHC necessitam apresentar heterogeneidade genética entre 65,7 a
68,9% de similaridade na seqUéncia de nucleotideos. Os subtipos sao
identificados por letras e sdo isolados intimamente relacionados dentro dos
principais genotipos. Subtipos apresentam similaridade na sequéncia de
nucleotideos entre 76,9 a 80,1%. Quasispécies sao isolados individuais
consistem de uma complexa populagdo intimamente relacionada de
genomas virais, e apresentam similaridade de 90,8 a 99% na seqléncia de
nucleotideos (Zein, 2000).

Provavelmente, como uma consequiéncia dessa diversidade genética,
o VHC tem a habilidade de escapar do sistema imune do hospedeiro,
levando a altas taxas de infeccdo crdnica. A extensa heterogeneidade
genética do VHC tem importantes implicacées diagndsticas e clinicas, talvez
explicando as variagbes clinicas observadas, as dificuldades no
desenvolvimento de vacinas e a deficiéncia na resposta a terapia (NIH,
2002).

Embora os gendtipos 1, 2 e 3 sejam 0s que apresentam maior

distribuicao mundial, os diferentes gendtipos possuem importantes
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diferencas de distribuicao regional (Sy e Jamal, 2006; Zein, 2000).
No Brasil estimam-se as seguintes prevaléncias: 64,9% para o
genotipo 1, 4,6% para o gendtipo 2, 30,2% para o gendtipo 3, 0,2% para o

genotipo 4 e 0,1% para o gendtipo 5 (Campioto et al., 2005).

1.4. Testes laboratoriais para o VHC

O diagnéstico da hepatite C, rotineiramente utilizado desde o inicio
dos anos 90, é realizado pela pesquisa de anticorpos anti-VHC e consiste de
teste imunoenzimatico (ELISA) que emprega antigenos recombinantes do
VHC (Strauss et al., 2001). Atualmente, este teste se encontra na terceira
geragao, utiliza proteinas recombinantes derivadas do core, NS3, NS4 e
NS5 do VHC e apresenta alta sensibilidade e especificidade (Ferreira-
Gonzalez e Shiffman, 2004, Strauss et al., 2001).

Outro teste sorolégico utilizado no diagndstico da infeccao pelo VHC,
€ 0 ensaio de immunoblot recombinante (RIBA), que foi desenvolvido como
um teste para confirmar a infeccédo pelo virus em pessoas ja com teste para
anti-VHC. Neste teste, temos as mesmas fracées antigénicas encontradas
nos testes ELISA de terceira geracao, entretanto, as proteinas se encontram
isoladas, evitando reacdes cruzadas nao especificas entre os anticorpos. O
uso deste teste esta sendo descontinuado, sendo utilizado atualmente como
teste confirmatério a pesquisa direta do RNA viral por métodos moleculares
(Asselah et al., 2007; Pawlotsky, 2002b; Strader et al., 2004; Scott e Gretch,

2007).




INTRODUCAO

Técnicas para identificacdo do gendtipo viral baseadas em anticorpos
especificos para cada tipo viral (sorotipagem) também estdo disponiveis
comercialmente (Cavalheiro et al., 2002).

O diagnéstico é confirmado pela deteccao direta do RNA viral no
sangue periférico por métodos moleculares como a reacao em cadeia pela
polimerase (PCR), amplificacdo mediada por transcricao (TMA), hibridizacao
com amplificacédo de sinal (branched DNA) e Real Time PCR (Asselah et al.,
2007; Pawlotsky, 2002b; Strader et al., 2004, Scott e Gretch, 2007; Strauss
et al., 2001).

Durante o curso da terapia antiviral sao testes laboratoriais
indispensaveis: a determinacdo da carga viral por PCR ou bDNA e a
identificacdo do gendétipo viral por hibridizagcdo reversa (LIPA) ou por
técnicas de sequenciamento direto dos nucleotideos que compéem o RNA
viral (Asselah et al., 2007; Pawlotsky, 2002b; Strader et al., 2004; Scott e
Gretch, 2007).

A bibpsia hepatica é considerada o método padrdo na avaliacao de
pacientes com hepatite cronica, apesar do alto custo e ser um método
invasivo. Quando combinada com determinagcdes seriadas da atividade da
alanina aminotransferase (ALT) no soro, a bidpsia € util na avaliacdo da
gravidade ou atividade inflamatéria do figado e do estagio ou grau de fibrose

(Strauss et al., 2001; Scott e Gretch, 2007).
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1.5. Imunopatogénese

Infecgdes virais agudas rapidamente disparam a resposta imune nao
especifica, principalmente envolvendo a secrecao de interferon tipo | (IFN) e
ativacao de células natural killers (NK). Estudos recentes tém sugerido que a
secrecdo endogena de IFN tipo |, embora induzida pela replicagcdo do VHC,
nao consegue de forma eficiente inibi-la. Esses estudos demonstram que os
genes induzidos por IFN-J sdo amplamente expressos durante o curso da
infeccdo aguda, mas esta resposta falha no controle da replicacdo viral
(Pawlotsky, 2004; Poynard et at., 2003).

Com relagdo as células NK, estudos em células dendriticas
recuperadas de pacientes cronicamente infectados mostraram uma
deficiente capacidade de ativar células NK na resposta a estimulacao por
IFN-7, e sugerem que esta deficiéncia pode afetar a responsividade ao IFN-
1 na fase aguda da infeccao (Pawlotsky, 2004, Poynard et at., 2003).

A resposta celular T CD4 e CD8 especifica na hepatite C se mostra
fraca e ineficiente, e as células T CD8 parecem possuir suas funcdes
efetoras deficientes (tanto na secrecao de citocinas antivirais quanto na sua
atividade litica) (Poynard et at., 2003).

A lesdo hepatocelular desenvolvida na hepatite C se faz pelo
reconhecimento imunolégico da célula infectada e sua destruicdo. A
dindmica desse processo mostra-se extremamente variavel, fazendo com
que a reacao necro-inflamatéria do figado tenha diferentes intensidades. O

principal fator de progressao da doenca € a fibrose hepatica, admite-se que
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o processo inflamatério continuo e ineficiente, em termos de eliminagao total
do virus, constitui o responsavel pela fibrogénese (Einav e Koziel, 2002;

Kanto e Hayashi, 2006; Rosen, 2003).

1.6. Tratamento

Atualmente, o tratamento da hepatite C cronica é feito pelo uso de
IFN-7 recombinante ou interferon peguilado (PEG-IFN) associado a
ribavirina (Strauss et al., 2001).

Os estudos recentes, baseados em andlises de cinética viral,
recomendam a utilizacao de terapia individualizada conforme o gendtipo viral
predominante na infeccao (Pawlotsky, 2006). Existem varios esquemas
terapéuticos aceitos atualmente, sendo os mais amplamente utilizados os
que definem o uso de interferon peguilado e ribavirina como terapia de
primeira escolha para o genoétipo 1 por um periodo que varia de 24 a 48
semanas, conforme o tipo de resposta virolégica apresentada na semana 4
(se é respondedor rapido ou lento) e a resposta na semana 12 (se a carga
viral reduziu ou negativou). Para os gendtipos 2 e 3 a combinacdo de
interferon convencional e ribavirina é utilizada como tratamento padrao por
um periodo de 24 semanas (Mihm et al., 2006; Schiff, 2006; Pawlotsky,
2006; Brown, 2007). No Brasil, estas condutas terapéuticas seguem leis
federais e normas estaduais (Sdo Paulo, Resolugcdo SS n 39, 2006).

O IFN-o. € uma citocina com importante papel antiviral no sistema de

defesa natural do hospedeiro. E através de ligacdo de alta afinidade ao seu
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receptor, o IFNAR, que o IFN-a exerce sua agao (Pestka, 2000). Apbs a
ligagdo ao seu receptor, o IFN-o estimula uma cascata intracelular de
sinalizacdo que inclui a ativacdo das tirosinas quinases Janus (JAK) 1 e
Tyk2 associadas ao receptor, seguido da fosforilagdo de transdutores de
sinal e ativadores de transcricdo 1 e 2 (STAT1 e STAT2, respectivamente)
(Pestka, 2000). As fosforiladas STAT1 e STAT2 ligam-se a proteina p48,
formando o /FN-stimulated gene factor 3 (ISGF3), que se transloca para o
nucleo e liga-se ao IFN-stimulated regulatory element (ISRE) nas seqliéncias
promotoras de uma variedade de genes induziveis pelo IFN-a incluindo
proteinas antivirais como a 2’5’-oligoadenilato sintetase (2'5’'0OAS), a proteina
quinase ativada por RNA (PKR) e a proteina Mx (Pestka, 2000).

Interferons-peguilados sao produzidos pela ligacdo de uma molécula
inerte de polietileno glicol ao IFN-a recombinante, reduzindo, dessa forma, o
clearance renal, alterando o metabolismo e aumentando a meia-vida da
molécula de interferon, mantendo, porém, todas as suas caracteristicas
imunoestimulatérias (Reddy et al., 2001; Strader et al., 2004).

A ribavirina € um nucleosideo sintético que é estruturalmente similar a
guanosina (Leyssen et al., 2000). A ribavirina entra rapidamente nas células
eucaribticas, e depois de sofrer fosforilacdo intracelular exibe atividade
virustatica contra um largo espectro de virus de DNA e RNA (Leyssen et al.,
2000).

O IFN-a é o agente terapéutico mais amplamente usado nas hepatites
virais, pois se difunde rapidamente por via sistémica, protegendo os érgaos

contra a disseminagéo do virus (Pawlotsky, 2003; Pestka, 2000). Embora, a
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associacdo de IFN-a e ribavirina apresente boa eficacia terapéutica no
tratamento da hepatite C cr6nica ainda apresenta varios problemas:

e necessita de longos periodos de tratamento (pelo menos 24 semanas
para os genétipos 2 e 3; e 48 semanas para o genétipo 1);

e sdo variados e freqlentes os efeitos adversos descritos;

e ¢é uma terapia de alto custo;

e tem-se observado que as taxas de resposta virol6gica sustentada nao
ultrapassam 54-63%, sendo freqlentes os pacientes que sofrem
recorréncia durante ou apds o término do tratamento (Hadziyannis et
al., 2004; Hofmann et al., 2005; Manns et al., 2006, Mihm et al., 2006;
Cavalletto et al., 2000; DiMarco et al., 2000; McHutchison et al., 1998;
Baron e Dianzani, 1994; Niederau et al., 1996; Poynard et al., 1996;
Shackel e McCaughan, 2007).

A resisténcia ao tratamento com IFN-[1 tem sido atribuida a varios
fatores virais e a fatores inerentes ao hospedeiro (Almarri et al., 1998;
Jacobson Brown e Neuman, 2001; Neuman et al., 2001; Pawlotsky, 2003;
Tan e Katze, 2001; Taylor et al., 2000; Tsubota et al., 1994; Tsuda et al.,

2004; Yoshioka et al., 1995).

1.7. Fatores de resisténcia a terapia

Dentre os fatores virais, dois apresentam importancia significativa na

resposta terapéutica: o gendétipo viral predominante na infec¢do e a presenca

de mutacdes especificas no genoma viral capazes de inibicao direta de
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proteinas da resposta antiviral do hospedeiro (Zein, 2000; Tan e Katze,
2001; Taylor et al., 2000).

O gendtipo viral € um importante fator preditivo na resposta ao IFN-[1.
Em geral, os gendtipos 1a e 1b do VHC (predominante na América do Sul e
do Norte) exibem um alto nivel de resisténcia a terapia com IFN-a, enquanto
gue os gendtipos 2 e 3 sdo mais sensiveis (Taylor et al., 2000). As variagdes
presentes nas quasispecies também exercem pressao na resposta imune
(Strauss, 2001).

Outro fator viral importante na resposta terapéutica € o aparecimento
de mutacdes em regides especificas do genoma viral. Mutacdes nas regides
da proteina estrutural E2 e da proteina nao-estrutural NS5A, sendo a NS5A
também conhecida como regido determinante de sensibilidade ao interferon
(ISDR), sao as mais estudadas e estao relacionadas a inibicao especifica de
proteinas antivirais ativadas em resposta ao IFN-a. A proteina PKR é o
principal alvo da inibicdo pelas proteinas virais E2 e NS5A. A E2 e NS5A
bloqueiam a dimerizacdo da PKR essencial para sua ativacdo e posterior
fosforilacdo do fator de iniciagdo da transducao viral 2 (elF-2), inibindo assim
a sintese de proteinas virais. A E2 pode também inibir diretamente a PKR
atuando como pseudosubstrato para a enzima (Tan e Katze, 2001; Taylor et
al., 2000). A NS5A pode também bloquear a transducdo do IFN-[1, pelo
bloqueio da ligacdo dos STATs a p48, por mecanismo pouco conhecido (Tan
e Katze, 2001; Heim et al., 1999).

Com relacao ao hospedeiro varios fatores também podem afetar a

resposta terapéutica ao IFN-0J Podemos destacar a expressdo e
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funcionalidade dos IFNAR, alteracées na expressdo de moléculas de HLA,
expressdo de algumas citocinas e expressado de proteinas regulatorias de
citocinas.

As citocinas produzidas no figado sdo essenciais na defesa do
hospedeiro contra a invasao pelo VHC, mas elas também estdo implicadas
na lesdo hepatocelular observada na maioria dos pacientes cronicamente
infectados pelo VHC. Durante o curso da infeccao, alteragdes no equilibrio
das citocinas imunoestimulatérias e inibitérias pode prolongar a resposta
inflamatéria e levar a necrose, fibrose ou doenca hepética cronica. As taxas
de expressao de varias citocinas estdo sendo associadas com o grau da
lesdo hepatica e com a resposta terapéutica observada na terapia com IFN-
"1 (Neuman et al., 2001; Powell et al., 2000).

A persisténcia do virus e a resposta a terapia antiviral tém sido
associadas com a produc¢do inapropriada de concentragdes plasmaticas de
interleucina 10 (IL10), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e fator betat
transformador de crescimento (TGF-B1), entre outras importantes citocinas e
quimiocinas (Edwards-Smith et al., 1999; Vidigal et al., 2002; Yee et al.,
2001).

Diferencas individuais nos niveis de séricos de citocinas estédo
associadas principalmente a fatores genéticos, como mutacbes e
polimorfismos em regides regulatérias dos genes dessas citocinas (Clementi

e Gianantonio, 2006; Hill, 2001).
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1.8. Susceptibilidade genética e hepatite C

O desenvolvimento de uma doenca infecciosa resulta de uma
complexa interagdo entre o microorganismo, o hospedeiro € 0 ambiente.
Muitos fatores estdo envolvidos na determinagcdo da gravidade da
progressado individual da doenca e na sua taxa de infeccdo em uma
populacdo. Existem muitas evidéncias de que fatores genéticos também
estejam associados ao desenvolvimento de uma doenca infecciosa (Burgner
et al., 2006; Clementi e Gianantonio, 2006; Hill, 2001).

A susceptibilidade a doencas infecciosas ndo segue os padroes
simples de heranca mendeliana, e a resposta imune em humanos é um
complexo sistema geneticamente controlado (Burgner et al., 2006, Clementi
e Gianantonio, 2006).

Doencas infecciosas exercem grande pressdao seletiva numa
populacao, e em funcdo disso, os genes envolvidos na resposta imunolégica
sdo numerosos e diversificados no genoma humano, indicando uma
vantagem evolucionaria de uma resposta imune variada a uma ampla gama
de patogenos (Burgner et al., 2006).

A resposta imune a uma doenca infecciosa pode ser definida como
sendo poligénica (envolve mais de um gene) e multifatorial (dependendo da
interagdo de mais de um gene e um ou varios fatores ambientais) (Clementi
e Gianantonio, 2006; Hill, 2001; Tuite e Gros, 2006).

Os resultados de estudos de doencas autoimunes e infecciosas

indicam que muito do componente genético é especificado pela
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susceptibilidade de muitos genes com pouca influéncia na resposta imune
quando analisados isoladamente, mas com efeitos somados quando
analisados dentro da resposta imune total (Hill, 2001).

Descobertas recentes dentro dos complexos mecanismos de
imunidade inata humana sugerem que a variabilidade genética nos genes
que codificam esses mecanismos tem um papel importante nas diferencas
de susceptibilidade, gravidade e resposta a terapia nas doencas infecciosas
e autoimunes (Lazarus et al., 2002).

A explosdo de dados genéticos gerados a partir da elucidacédo da
sequéncia genémica humana gerou importantes descobertas a respeito da
organizacao estrutural e funcdo dos genes envolvidos na resposta
imunoldgica. Embora extremamente conservados entre varias espécies, 0s
genes da resposta imune inata tém demonstrado substancial variabilidade
interindividual principalmente na forma de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) (Hinds et al., 2006; Lazarus et al., 2002; Ouyang e Krontiris,
2006). Outras alteracdes genéticas também encontradas nesses genes sao
delecdes de sequiéncias e a presenca de microsatélites (padrdes repetidos
de dois a quatro pares de bases) tanto em regiées regulatérias dos genes
como em regides codificantes (Hinds et al., 2006; Lazarus et al., 2002).
Variacbes genéticas nesses genes podem ter um papel chave na
susceptibilidade a varias doencgas de natureza infecciosa ou autoimune, que
tenham algum componente inflamatério (Lazarus et al., 2002).

SNPs, delegdes/insercdes e microsatélites encontrados nestes genes

sao segregados de forma nao aleatéria, num fenémeno genético conhecido
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como linkage disequilibrium ou desequilibrio de ligacdo (LD). Linkage
disequilibrium é um termo utilizado nos estudos de genética de populacdes e
pode ser definido como uma associagdo nao aleatéria de alelos em dois ou
mais sitios génicos vizinhos que sao herdados juntos de forma mais
freqUente do que a esperada pelo simples acaso, ndo necessariamente no
mesmo cromossomo (Burgner et al., 2006; Zhao et al., 2007). Através desse
fenbmeno, essas alteracoes genéticas podem ser herdadas na forma de
Haplétipos, isto é, uma combinacdo de diferentes SNPs ou
dele¢des/insercdes ou microsatélites segregadas como uma uUnica unidade
génica (Burgner et al., 2006).

Varios estudos tém demonstrado a influéncia de fatores genéticos na
infeccao causada pelo VHC (Aguilar-Reina et al., 2005; Barrett et al., 2003;
Dai et al., 2005; Dai et al., 2006; Edwards-Smith, 1999; Huang et al., 2007;
Lio et al., 2003; Minton et al., 2005; Paladino et al., 2006; Persico et al.,
2006, Thio et al., 2000; Saito et al., 2004; Suzuki et al., 2004, Valenti et al.,
2005; Yee et al., 2001).

Os estudos realizados nos genes do complexo antigeno leucocitario
humano (HLA) foram os primeiros estudos a mostrarem associagdo da
infeccao pelo VHC com caracteristicas genéticas. A presenca dos alelos
DQB*0301, DQA1*03, DRB1*1101, DRB1*1302, DR13 e DR5 ja foram
associados com o clareamento viral, progressdo e susceptibilidade a
infeccdo pelo VHC em diversas populagdes (Fanning et al., 2001; Hong et
al., 2005; Thio et al., 2000; Yee, 2004).

Outros genes envolvidos na resposta imunolégica ao VHC estéao
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sendo extensamente estudados atualmente. Um SNP na posicdao -670 da
regido promotora do gene Fas onde ocorre a troca de uma adenina por
guanina, o alelo -670A foi associado a altos niveis de necrose periportal em
paciente crénicos pelo VHC (Aguilar-Reina et al., 2005).

Genes relacionados a citocinas também estdo sendo alvo de diversos
estudos recentes, entretanto, maior interesse estd sendo dado ao estudo de
genes relacionados direta ou indiretamente a resposta ao IFN-[1.

Diversos polimorfismos nos genes das citocinas IL1, IL6, TGF-B,
Interferon-y foram estudados em diversas populagdes, contudo, com
resultados discordantes (Barrett et al., 2003; Dai et al., 2005; Huang et al.,
2007; Minton et al., 2005; Paladino et al., 2006; Thio et al., 2000; Saito et al.,
2004).

SNPs encontrados nos genes do fator de necrose tumoral-a (TNF- a)
e na interleucina 10 (IL10) parecem ter um importante papel na resposta a
terapia com IFN-o. Porém, diversos estudos realizados com diferentes
populacbes apresentaram resultados conflitantes, mostrando forte
associacao com a resposta ao tratamento antiviral em alguns, e pouco ou

nenhuma associacdo em outras, mostrando claramente o efeito da

heterogeneidade genética das populacées de estudo (Barrett et al., 2003;

Dai et al., 2005; Dai et al., 2006; Edwards-Smith, 1999; Lio et al., 2003;

Minton et al., 2005; Paladino et al., 2006; Persico et al., 2006, Thio et al.,

2000; Valenti et al., 2005; Yee et al., 2001).
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1.9. Interleucina 10

Em 1989, Fiorentino et al. (1989) descreveram uma substancia que
estava presente no sobrenadante de cultivos celulares de linfécitos Th2, e
que era capaz de inibir a producgéo de citocinas produzidas por células Th1
em cultivos celulares. Tal substancia foi denominada Fator Inibidor da
Sintese de Citocinas.

Posteriormente essa citocina passou a ser chamada "interleucina 10",
uma vez que as andlises imunoquimicas e bioquimicas indicaram que o
Fator Inibidor da Sintese de Citocinas era uma nova citocina (Moore et al.,

1990).

1.9.1. Proteina, estrutura génica, receptor e expressao do gene IL10

A IL10, é uma estrutura homodimérica, com 18 kDa, sem carboidratos

detectaveis, constituida por uma cadeia polipeptidica que se estrutura em

quatro a-hélices (Moore et al., 2001) (Figura 3).
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IL-10 dimero

Figura 3. Estrutura tridimensional da IL10 e do IL10R
Fonte:http://stke.sciencemag.org/content/sigtrans/vol2004/issue231/images/large/2312004re7F8.jpeq

O gene IL10 contém cinco éxons e ocupa aproximadamente 5,1 kb no
cromossomo 1 (Kim et al., 1992; Moore et al., 2001), entre 1931 e 1932
(Eskdale et al., 1997) (Figura 4). Em contraste com o que ocorre com 0S
genes que codificam outras citocinas, a transcricao do gene IL10 pode ser
regulada por fatores transcricionais Sp1 e Sp3, expressos constitutivamente
em diferentes tipos celulares. Esses fatores transcricionais ligam-se as
seqUéncias-consenso ricas em G e C, presentes na regido promotora do
gene IL10 (Brightbill et al., 2000; Tone et al., 2000). Genes homdlogos ao
gene IL10 foram identificados no genoma humano (Fickenscher et al., 2002)
e também no genoma de murinos (Soo et al., 1999). Foram também
encontrados genes homdlogos ao gene IL10 no virus Epstein-Barr (EBV),
herpesvirus tipo 2 eqlino (EHV2), poxvirus Orf e citomegalovirus humano
(Fickenscher et al., 2002) Ha evidéncia que os mesmos representam genes
de origem animal que, incorporados ao genoma viral, permitiram interacoes

particulares do virus com o hospedeiro (Moore et al., 20017).
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Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura do gene da IL10. Exons estdo marcados
por blocos pretos e a regidao 5’ e 3° UTR por blocos brancos. Os sitios de ligacao dos fatores
de transcricdo estdo marcados por blocos cinza.

A IL10 se liga ao seu receptor, IL10R1, com alta afinidade (kd ~ 35-
200 pM) (Moore et al., 2001). O IL10R1 utiliza uma subunidade acessoéria
para a sinalizacao, IL10R2. A ativacdo que acontece apo6s a ligacéo da IL10
a seus receptores ocorre em funcao da regulacédo génica e a via de ativacao
mais estudada é a JAK/STAT (STAT-Signal Transducer and Activator of
Transcription, Transdutor de Sinal e Ativador de Transcricdo) (Moore et al.,
2001; Murray, 2007). A fosforilagdo das tirosinas-quinase desencadeia a
dimerizacao de STATs que, deslocadas para o nucleo, atuam sobre genes-
alvo, podendo inibir a expressdo dos genes que codificam outras citocinas,

como IFNA e IFNG (/to et al., 1999) (Figura 5).
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1.9.2. Funcao bioldgica da citocina IL10

A IL10 também pode ser produzida por linfocitos Th2, linfocitos ThO,

células B, queratindcitos e células dendriticas (Blackburn e Wherry, 2007;

Eskdale et al., 1998; Mocellin et al., 2003).

A IL10 é uma citocina antiinflamatéria que inibe a sintese de varios
mediadores inflamatérios normalmente secretados por
mondcitos/macréfagos ativados, tais como: IL1a, IL1B, IL6, IL8, IL12, IL18,
GM-CSF (Fator Estimulador de Col6nias de Granulécitos e Mondcitos), G-
CSF (Fator Estimulador de Colbnias de Granulécitos), M-CSF (Fator
Estimulador de Colénias de Mondcitos), TNF-a, LIF (Fator Inibidor da
Leucemia), PAF (Fator Ativador de Plaquetas), TFA (Fator de Atividade
Tissular), quimiocinas e PGE2 (prostaglandina-E2) (Fiorentino et al., 1991;

Mocellin et al., 2003).
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Figura 5. Vias celulares ativadas pela IL10.

Os mondécitos/macréfagos parecem ser os alvos principais da IL10
que inibe a expressdo de moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) de classe Il, CD54 (ICAM-1), CD80 (B7), e
CD86 (B7.2) em mondécitos, mesmo apds a indugdo dessas moléculas por

IL4 ou IFN-y, reduzindo drasticamente a proliferacéo de linfécitos T (Mocellin
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et al., 2003). Ao contrario, a IL10 estimula a expressao de receptores para a
porcao Fc de IgG (Imunoglobulinas G) em mondcitos/macréfagos humanos,
fato correlacionado com o aumento da sua capacidade fagocitica (Spittler et
al., 1995).

Células dendriticas humanas e murinas se caracterizam pela sua
capacidade de ativar células T em repouso e iniciar uma resposta imune. Em
geral, os efeitos da IL10 sobre as células dendriticas sdo consistentes com
inibicdo da resposta inflamatéria Th1 (Blackburn e Wherry, 2007; Mocellin et
al., 2003; Moore et al., 2001).

A inibicdo das células Th1 pela IL10 parece ser mediada via inibicao
da sintese de IL12, um co-estimulador que é necessario para a producao de
citocinas Th1 por células T e macrofagos. A IL10 inibe fortemente a
producgéo da citocina IL12, a qual pode induzir a sintese de IL10 por células
T, sugestivo de que o sistema imune € equipado com um mecanismo de
feedback negativo relacionado a ativacao das células T (Mocellin et al.,
2003).

O efeito inibidor da IL10 é um importante fator limitante da duracao e

do dano patoldgico das respostas inflamatérias (Moore et al., 2001).

1.9.3. Polimorfismos e niveis de expressao do gene IL10

Estudos familiares e de gémeos sugerem que aproximadamente 75%

da variacdo na producdo da IL10 é geneticamente determinada. Ha

diferencas significativas na capacidade de sintese de IL10 apés estimulacao
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de sangue total com LPS em culturas in vitro (Edwards-Smith et al., 1999;
Kimball et al., 2001).

Varios polimorfismos dentro da regido promotora do gene IL10 foram
descritos como funcionais, incluindo duas repeticoes dinucleotidicas de
citosina e adenina (CA) e trés polimorfismos bialélicos na regidao promotora -
1082, -819 e -592, designados a partir do sitio de inicio da transcri¢cao (+1).

Com relagéo aos trés polimorfismos bialélicos que foram identificados
na regido promotora -1082 (G>A), -819 (C>T) e -592 (C>A) ocorre
desequilibrio de ligacdo entre os SNPs -819 e - 592 e somente trés de oito
possiveis haplétipos (GCC, GCA, GTC, GTA, ACC, ACA, ATC e ATA) foram
encontrados em populacdes caucasdides: GCC, ACC e ATA. Os gendtipos -
1082: GG, GA e AA, correspondem aos fendtipos alto, intermediario e baixo
produtor da citocina IL10, independente das variagdes nucleotidicas
presentes nas posicoes -819 e -592 do gene IL10 (Eder et al., 2007, Pawlik
et al., 2005; Persico et al., 2006; Yee et al., 2001).

Varios estudos tém associado a resisténcia a terapia com IFN-o com
0s niveis de expressao da IL10. Altos niveis de IL10 no plasma antes do
tratamento tém sido descritos como fatores preditivos de uma resposta
sustentada a terapia antiviral para a infec¢ao crénica pelo VHC (Amaraa et
al., 2002; Edwards-Smith et al., 1999; Knapp et al., 2003; Lio et al., 2003;
Vidigal et al., 2002; Yee et al., 2001).

Na literatura encontramos poucos estudos avaliando a presenca dos
polimorfismos da regido promotora da IL10 na populagdo brasileira

associados a doencas infecciosas (Albuquerque et al., 2004; Malhota et al.,
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2005; Moraes et al., 2003; Scarel-Caminaga et al., 2004; Xavier et al., 2007).

Apesar do aparente importante papel desempenhado pela IL10 na
resposta a infeccao cronica pelo VHC, nédo ha estudos avaliando a influéncia
dos polimorfismos da regido promotora desse gene na nossa populacéo, que
apresenta possivelmente caracteristicas genéticas distintas das encontradas

em populagdes européias ou norte-americanas.
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2. OBJETIVOS

2.1, Avaliar a frequéncia relativa dos polimorfismos -1082 (G>A), -819 (C>T)
e -592 (C>A) da regiao promotora do gene da IL10 em individuos
portadores de infecgao crénica pelo VHC tratados com combinacao de
interferon e ribavirina.

2.2. Avaliar a influéncia dos polimorfismos -1082 (G>A), -819 (C>T) e -592
(C>A) da regidao promotora do gene da IL10 sobre a resposta a

terapéutica em individuos portadores de infecgéo crénica pelo VHC.
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3. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

3.1. Casuistica

O grupo de estudo (GE) foi constituido por 108 pacientes com
infeccao crénica por VHC e histérico de ao menos uma PCR-VHC positiva,
tratados com interferon ou interferon-peguilado em associacdo com
ribavirina e idade entre 12 e 65 anos, selecionados aleatoriamente entre os
pacientes atendidos no Ambulatério de Hepatites Virais, departamento de
Moléstias Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Para a inclusédo dos individuos no estudo, foram obedecidos os
seqguintes critérios: anti-VHC positivo e histérico de PCR positiva e de
tratamento antiviral contra o VHC.

Foram excluidos os individuos que apresentaram hepatocarcinoma,
cirrose descompensada (Child B ou C), doenca grave concomitante,
mulheres gravidas ou em aleitamento e pacientes com diagnéstico de HIV
e/ou VHB.

Ao final da terapia, os individuos que nao apresentaram normalizacéao
nos valores de atividade sérica de ALT e/ou negativagdo do RNA-VHC,
foram classificados como nao-respondedores (NR) e os que apresentaram

normalizagdo desses valores foram classificados como respondedores (SR).
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Esta classificacdo foi realizada de acordo com os dados obtidos no
levantamento dos prontudrios de cada individuo participante.

O grupo de NR foi constituido por 54 individuos, e o grupo
classificado como SR foi constituido por 54 individuos.

O presente estudo teve a colaboragcdo de pesquisadores do
Laboratério de Hepatites (LIM 47) do Departamento de Moléstia Infecciosas

e Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

3.2. Aspectos éticos do estudo

Os individuos foram entrevistados e informados do teor do estudo e,
antes de qualquer procedimento, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido concordando em participar do mesmo (Anexo A). O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (CEP-

HCFMUSP) sob o nimero 963/02, em 11/12/2002.

3.3. Material bioldgico

Amostras de sangue periférico foram obtidas apo6s jejum de 8 a 12
horas, por puncao venosa, no periodo de janeiro de 2002 a janeiro 2006. Um
tubo de 4,5 mL com EDTA (1 mg/mL de KsEDTA por mL de sangue) foi
utilizado para a extragdo do DNA gendémico e um tubo de 10 mL seco (sem
anticoagulante) foi utilizado para pesquisa de RNA-VHC e genotipagem do

VHC.
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3.4. Métodos

3.4.1. Determinacao das enzimas hepaticas (ALT, AST e GGT)

As dosagens das enzimas hepdticas alanina amino-transferase (ALT),
aspartato amino-transferase (AST) e gama glutamil-transferase (GGT) foram
realizadas no equipamento COBAS INTEGRA (F. Hoffmann-La Roche Ltd,
Basiléia, Suica), segundo as instrucbes do fabricante. Os valores de
referéncia utilizados estado discriminados no Quadro 1. Estes testes foram

realizados na Divisao de Laboratério Central do HC-FMUSP.

Quadro 1. Valores de referéncia utilizados para ALT, AST e GGT

32

Valores de Referéncia
Exames (U/L)*
Homem Mulher
ALT 10 - 44 10 - 36
AST 10 - 34 10 - 30
GGT 11 -50 7 -32

* U/L: unidades por litro

3.4.2. Deteccao do virus da hepatite C por PCR

Foi utilizado uma reagédo em cadeia pela polimerase (PCR) qualitativa
para a deteccao no sangue, utilizando o AMPLICOR Hepatitis C Virus (HCV)
Test, v 2.0 (Roche Diagnostics Corp., Indianpolis, IN, USA), baseado em
cinco processos principais: preparacdo da amostra; transcricdo reversa do
RNA alvo para produzir DNA complementar (cDNA); amplificagdo por PCR

do cDNA alvo usando iniciadores especificos complementares do VHC;
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hibridizacdo dos produtos amplificados com sondas oligonucleotidicas
especificas dos alvos; e deteccao dos produtos amplificados e fixos a sonda
por determinacao colorimétrica. O limite de deteccdo considerado no teste

foi 50 Ul/ml (Desombere et al., 2005; Pawlotsky, 2002a).

3.4.3. Genotipagem do virus da hepatite C por hibridizacdo reversa

(Line Probe Assay - LIPA)

Para a genotipagem do virus da hepatite C foi utilizada a técnica de
hibridizacao reversa (VERSANT™ HCV Genotype Assay-LIPA, Bayer Corp.,
Tarrytown, NY, USA). O procedimento foi realizado em 3 etapas:

hibridizacao, lavagem e desenvolvimento de cor.

Hibridizacao: brevemente, em uma canaleta de reagdo, misturou-se 10 pL
de produto de PCR gerado na reacdo de Amplicor Roche e 10 pyL de uma
solucao denaturante, seguido de um periodo de incubagdo de 5 minutos a
temperatura ambiente (TA). Ap6s adicionou-se 2 mL de uma solucao de
hibridizacao agitando-se manualmente. Na préxima etapa, mergulharam-se
as fitas de hibridizacao nesta solucao e incubou-se por 1 hora a 50°C.
Lavagem: O liquido das canaletas foi aspirado com bomba de vacuo e as
fitas foram lavadas duas vezes com 2 mL de uma solucdo de lavagem,
sendo agitadas manualmente por 1 minuto entre cada lavagem. Foram
adicionados 2 mL da solucado de lavagem, incubando-se ap6s, em banho-
maria sob agitacao por 30 minutos a 50°C.

Desenvolvimento de cor: A solucdo de lavagem foi aspirada e as fitas
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lavadas duas vezes com a solucdo de lavagem, para cada lavagem houve
agitacdo por 1 minuto. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de
conjugado diluido, que foi incubado a TA sob agitacao por 30 minutos.

Depois deste periodo, lavou-se novamente duas vezes com a solucao
de lavagem e uma vez com diluente do substrato, agitando-se por 1 minuto
entre cada lavagem.

Apbs a aspiracdao do diluente do substrato, adicionou-se 2 mL do
Substrato Diluido, incubando-se apés, por 30 minutos sob agitacdo a TA. O
substrato diluido foi aspirado e as fitas foram lavadas com &gua destilada
duas vezes com agitagcdo de 3 minutos apds cada lavagem. As fitas foram
retiradas da agua e secadas em papel absorvente e interpretadas
visualmente segundo o mapa fornecido pelo fabricante do kit. (Stuyver et al.,

1996).

3.4.4. Extracdo do DNA genémico

DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total pelo método de
precipitacdo salina modificado (SALAZAR et al., 1998). Brevemente, as
amostras de sangue foram submetidas a lise celular com 900 uL do tampao
Tris-1 (Tris-HCl a 10 mM pH 8,0, KCl a 10 mM, MgCl, a 10 mM, EDTA a 2
mM pH 8,0) contendo Triton X-100 a 2,5%. Apos centrifugagédo, os ndcleos
celulares foram lisados com 220 pL do tampéao Tris-2 (Tris-HCl a 10 mM pH
8,0, KCl a 10 mM, MgCl, a 10 mM, EDTA a 2 mM pH 8,0, NaCl a 400 mM)
contendo SDS a 1%. As proteinas foram removidas por precipitagdo salina

com 100 puL de NaCl 5 M. O DNA presente no sobrenadante foi isolado e
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purificado por precipitagdo etandlica e finalmente, ressuspendido em 100 pL
do tampéo TE (Tris-HCl a 10 mM e EDTA a 1mM, pH 8,0) e mantido a -
20°C.

A integridade das amostras de DNA extraido foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampao TAE (Tris-acetato a 400
mM e EDTA a 10 mM) em uma cuba eletroforética (Gibco BRL, Life
Technologies Inc., Gaithersburg, MD, EUA). O gel foi imerso em tampéo
TAE e as amostras contendo 5 uL do DNA e misturadas a 2 uL do tampéo
de corrida Blueduice™ (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) foram
aplicadas. A separacao eletroforética foi realizada a 100 V, por 45 minutos,
utilizando uma fonte modelo EPS 301 (Amersham Biosciences, Piscataway,
NJ, USA). Apos a eletroforese, as bandas de DNA foram visualizadas no
sistema de digitalizacdo de imagens Multiimage Light Cabinet
(Alphalnnotech, San Leandro, CA, EUA) sob luz UV, ap6s coloracao do gel

com brometo de etideo (10 pg/mL).

3.4.5. Analise dos polimorfismos -1082(G>A), -819(C>T) e -592(C>A) da

regiao promotora do gene da IL10

Para a realizacao da analise dos polimorfismos do promotor da IL10
foram realizadas reagdes em cadeia pela polimerase alelo-especificas
(ARMS-PCR) conforme descrito na literatura (Ye et al., 2001). Esta técnica é
baseada na utilizagdo de dois pares de oligonucleotidoes iniciadores
(PRIMERS) diferentes ao mesmo tempo: um par externo (sense e antisense

externos) a posicao do polimorfismo (SNP) e um oligonucleotideo especifico
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para cada alelo a ser identificado, sendo um oligonucleotideo desenhado
para ter a funcdo de iniciador sense e o outro como antisense (Figura 6).
Durante a dindmica da reacdo, se ocorreu o alinhamento de um
oligonucleotideo alelo especifico (pela presenca do alelo no genoma) foi
formado um produto de PCR especifico para aquele alelo. Se o primer alelo
especifico for o antisense da reagao, o oligonucleotideo sense externo a
regiao do polimorfismo foi utilizado para a producao deste fragmento; se o
primer alelo especifico tiver sido o sense, o oligonucleotideo antisente
externo foi o utilizado. Independente da formacdo do produto alelo
especifico, sempre foi formado na reacdo um produto de PCR
correspondente ao gerado pelos primers externos ao polimorfismo em

questao, funcionando como um controle da reagéo em si.

A
Pro Pr
DNA g
(Alelo G) c <P_
Pri RO
Pro PF_'A
DNA 2
(Alelo A) <
c / PRI PRO

Produto inespecifico

Produto especifico
para o alelo A

Produto especifico
para o alelo G

Figura 6. Representacdo esquemdtica da técnica de ARMS-PCR utlizada para a
identificacdo dos polimorfismos da regido promotora da IL10. (Pro: iniciador sense externo;
Pro: iniciador antisense externo; Pg: iniciador sense alelo especifico; Pg: iniciador antisense
alelo especifico).
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Na realizacdo das reagcdes foram sintetizados os oligonucleotideos
iniciadores para a identificacdo de dois de cada um dos trés polimorfismos
dessa regidao do gene da IL10, conforme indicados no Quadro 2. Para a
regiao -819 (C>T), em virtude de este polimorfismo estar em desequilibrio de
ligacdo com o -592 (C>A), nao foi necessario o desenho de iniciadores
especificos para esta regidao. Foram desenhados dois pares de iniciadores
para cada reacdo, sendo um par externo a regiao do polimorfismo (Pro €

Pro) € um par alelo especifico (P e PR).

Quadro 2. Sequiéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para
a identificacao dos polimorfismos da regidao promotora da

IL10
SNP Primer Seqliéncias Tm*
P1r (Alelo G) 5 - AAC ACT ACT AAggCT TCT TTggTAA -3
P2g (Alelo A) 5" - TCT TACCTATCC CTACTTCCACC-3
-1082(G>A) 58°C
P3ro 5 - gTT CCT CCC AgT TAC AgT CTA AAC -3
P4gro 5’ - AgA ATg AAA CCT Tgg ATT AAATTg - 3'
P5g (Alelo C) 5 - ACATCC TgT gAC CCCgCC TATC-3'
P6R (A|e|0 A) 5 -TTC CAg AgA CTg gCT TCC TAC ggT - 3'
-592(C>A) 61°C
P70 5" - AgA ggT ggA AAC ATg TgC CTg AgA - 3'
P8ro 5" - Agg CAg TCA CCT TAg gTC TCT ggg - 3'

*Tm=temperatura de fusdo ou melting

As seqiéncias foram confirmadas por meio do banco de dados
BLAST, contido no site do National Center of Biotechnology Information
(NCBI) do NIH (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/).

As reagbes de ARMS-PCR foram realizadas com os seguintes

parametros: em um volume final de 50 uL, foi aplicada uma unidade da
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enzima polimerase Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity 5U/uL
(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA), tampéao da reacéao de PCR [600 mM
Tris-SO4 (pH 8.9), 180 mM sulfato de aménio], desoxinucleotideos (dNTP)
na concentracao de 0,2 mM cada (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA),
cada oligonucleotideo nas concentracdes finais de 0,30 mM para os Pg €
Pe, € 0,15 mM para os Pro € Pro, € 30 ng de DNA genbmico. Os
parametros (tempos de hibridacdo e extensdo, temperaturas de
desnaturacao, hibridagcéo e extensao, e o nimero de ciclos) foram testados e
otimizados no termociclador PTC 200™ (M&J Research, Watertown, MA,
EUA).
As condicbes de amplificacdo foram as seguintes:

e um ciclo de desnaturacao inicial de 95°C por 5 minutos;

e seguidos de 35 ciclos de: desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
pareamento a 58°C ou 61°C por 1 minuto e extensdo a 70°C por 1
minuto;

e um ciclo de extensao final a 72°C por 10 minutos.

Apo6s a ARMS-PCR, os produtos foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 3% em tampao TAE (Tris-acetato a 400 mM e EDTA a 10
mM) em uma cuba eletroforética (Gibco BRL, Life Technologies Inc.,
Gaithersburg, MD, EUA). Foram aplicados 10 uL do produto de PCR gerado,
diluido em 2 pL de tampao de corrida Blueduice™ (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA, USA) e 5 uL do marcador de tamanho molecular de DNA de
100 bp (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA). A separacéo eletroforética foi

realizada a 100 V, por 1 hora, utilizando uma fonte modelo EPS 301
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(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). Apds a eletroforese, as

bandas de DNA foram visualizadas no sistema de digitalizacdo de imagens

Multilmage Light Cabinet (Alphalnnotech, San Leandro, CA, EUA) sob luz

UV, apds coloracao do gel com brometo de etideo (10 pg/mL) e as imagens

registradas em arquivos digitais.

Os alelos dos polimorfismos da regido promotora do gene da IL10

foram identificados nas imagens geradas, de acordo com o tamanho dos

fragmentos gerados nas reacdes de PCR realizadas (Quadro 3).

Quadro 3. Padrao dos tamanhos dos produtos de PCR utilizados para a
identificacao dos polimorfismos da regiao promotora da IL10

SNP

Produto PCR (pares de bases)

Genétipos IL-10

-1082(G>A)

Inespecifico 427 pb
Alelo G 290 pb
Alelo A 206 pb

GG/GA/AA

-592(C>A)

Inespecifico 203 pb
Alelo C 146 pb
Alelo A 103 pb

CC/CA/AA

A Figura 7 mostra a imagem de uma eletroforese em gel de agarose

de produtos de ARMS-PCR de individuos homozigotos GG e AA, e

heterozigotos GA para o polimorfismo -1082(G>A) da regidao promotora da

IL-10.
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i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

G/A A/AG/GG/A A/AG/AA/A A/A G/AA/AG/AAA

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose a 3% dos produtos de amplificagdo do
polimorfismo -1082(G>A) da regido promotora do gene da IL10. M representa um padrdo de
tamanho molecular de 100 pares de bases. Nas linhas 1 a 12 gendtipos identificados para a
regido -1082(G>A).

3.4.6. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pelo programa GraphPad
Prism para Windows, versao 4.0 (GraphPad Software, EUA) e apresentados
em forma grafica por utilizacao do Software Excel (Microsoft, EUA). Para o
calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg e da analise de desequilibrio de
ligacao foi utilizado o programa ARLEQUIN Ver 3.1 (Excoffier et al., 2005).
Foram considerados estatisticamente significativos os resultados cujos

niveis descritivos (valores de P) foram inferiores a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados epidemioldgicos, clinicos, bioquimicos e virologicos dos

individuos

Dos 108 pacientes selecionados, 58 eram homens e 50 mulheres. A
média de idade do grupo de estudo foi de 45,9 anos, com mediana de 48
anos. Os dados epidemioldgicos, clinicos e viroldgicos dos individuos estao
descritos nas Tabelas 1 e 2.

Com relacdo ao gendtipo viral foram encontradas as seguintes
freqUéncias nos pacientes selecionados: 1 (74,1%), 3 (18,5%), 2 (5,6%) e 5
(1,8%).

Os pacientes selecionados para o estudo receberam como terapia
antiviral: interferon convencional (l), interferon convencional associado a
ribavirina (I+R) e interferon-peguilado associado a ribavirina (Pegl+R) nas
doses padrdao ou individualizadas segundo critérios médicos. Entre os
pacientes selecionados foram encontradas as seguintes freqiiéncias para a
terapia antiviral utilizada: 1 6,5%, 1+R 79,6% e Pegl+R 13,9%.

Na Tabela 1, sdo descritas as caracteristicas dos pacientes por sexo.
As médias das idades foram semelhantes entre homens e mulheres e nao
houve diferenca significativa entre os pacientes selecionados para o estudo,
quando separados com relacdo ao sexo, referente ao gendtipo viral, terapia

antiviral utilizada ou tipo de desfecho a terapia (se SR ou NR).
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Tabela 1. Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e virolégicas dos
individuos participantes do estudo classificados por sexo

R Mulheres Homens
Parametros (n = 50) (n = 58)
Idade 46 £12 46 = 11 _ a
(anos)* [21 - 68] [23 - 62] F=09676
Resposta
terapia
NR 20 (40,0%) 24 (41,4%) v =0,0212; 1g.I;
SR 30 (60,0%) 34 (58,6%) P=0,8843
Genotipo Viral
1 39 (78,0% 41 (70,1%
( ) ( ) P=0,8191°
Nao 1 11 (22,0%) 14 (29,9%)
Terapia
I 3 (5,6%) 4 (7,4%)
2 . .
+R 47 (87,0%) 39 (722%)  F pioea
Pegl+R 4 (7,4%) 11 (20,4%)

*MédiazDP; valores minimo e maximo entre colchetes; n, numero de individuos; g.l., grau
de liberdade; I, interferon convencional; I+R, interferon convencional associado a ribavirina;
Pegl+R, interferon peguilado associado a ribavirina; NR, ndo respondedor a terapia antiviral;
SR, respondedor & terapia antiviral (°teste t; bteste exato de Fisher).

Na Tabela 2, sdo descritas as caracteristicas de todos os individuos
separados por desfecho a terapia antiviral. As médias das idades
observadas foram semelhantes entre os grupos NR e SR. Podemos
observar também que os grupos sao semelhantes com relagdo ao gendétipo
viral e a terapia antiviral utilizada, ndo sendo encontrada nenhuma diferenca

estatisticamente significativa.
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Tabela 2. Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e viroldégicas dos
individuos participantes do estudo classificados por
desfecho a terapia antiviral

Parametros NR (n = 54) SR (n = 54)
Idade 47 + 11 44 +12 g a
(anos)* 21 - 62] 23 - 68] p=0,1552
Género
Masculino 34 (63,0%) 24 (44,4%) 2= 3,724, 1g.!;
Feminino 20 (37,0%) 30 (55,6%) P =0,0536
Genotipo Viral
1 44 (81,5% 36 (66,7%
( ) ( ) P=0,1234°
No 1 10 (18,5%) 17 (33,3%)
Terapia
| 3 (5,6%) 4 (7,4%)
?=4,154; 29.l;
I+R 47 (87,0%) 39 (722%)  * 5o 25’369 !
Pegl+R 4 (7,4%) 11 (20,4%)

*MédiazDP; valores minimo e maximo entre colchetes; n, nimero de individuos; g.l., grau
de liberdade; |, interferon convencional; 1+R, interferon convencional associado a ribavirina;
Pegl+R, interferon-peguilado associado a ribavirina; NR, nao respondedor a terapia
antiviral; SR, respondedor & terapia antiviral (*teste t; ®teste exato de Fisher).

A Tabela 3 apresenta os dados das determinacbes das
transaminases hepaticas dos individuos participantes do estudo segundo o
tipo de desfecho a terapia antiviral. Foram realizadas determinacbes antes
do inicio e também ao final do periodo de tratamento. Nao foram observadas
importantes diferencas estatisticas entre as médias de ALT e AST antes do
tratamento antiviral. Os pacientes com resposta virologica ao final da terapia

(SR), apresentaram médias de GGT menores do que as do grupo NR
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(P<0,05), indicando que menores valores de GGT antes da terapia possa ser
um fator de bom prognéstico a terapia. Foram observadas diferencas
estatisticamente significativas para todas as enzimas hepaticas avaliadas ao
final do tratamento. As médias de ALT, AST e GGT foram menores no grupo

SR do que no grupo NR ao final da terapia.

Tabela 3. Caracteristicas das enzimas hepaticas dos individuos
participantes do estudo

Parametros _ _ a

(UIL)* NR (n = 54) SR (n=54) P

ALTi 71,5+40,5 75,9 £ 68,3 0,6100
ALTf 54,1 +32,8 29,4 + 27,7 <0,0001
ASTi 52,7 + 28,9 54,4 +44 4 0,8228
ASTf 45,2 +£29,3 30,1 +£23,4 0,0038
GGTi 97,8 £ 96,8 62,8 71,0 0,0355
GGTf 83,0 £ 62,9 46,1 £ 78,5 0,0086

*MédiazDP; ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; GGT, gama
glutamil transpeptidase; n, nimero de individuos; NR, ndo respondedor a terapia antiviral;
SR, respondedor & terapia antiviral; i, inicio da terapia antiviral; f, final da terapia antiviral (*
teste ).

4.2. Estudo dos polimorfismos da regiao promotora da IL10

As frequéncias dos gendétipos e alelos dos polimorfismos da regiao
promotora da IL10 nos grupos de NR e SR estdo descritas na Tabela 4.

A relacao entre as freqiéncias génicas e genotipicas (Equilibrio de
Hardy-Weinberg), avaliada pelo teste de qui-quadrado (Quadro 4), mostrou
que para os trés polimorfismos estudados, o numero de gendtipos

observados em ambos 0s grupos, obedece a distribuicdo esperada para
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uma populacdo em condicées de equilibrio (Esse resultado indica que a
amostragem analisada é representativa da populacao permitindo, de forma

confidvel, a comparacao das freqiéncias génicas entre os grupos avaliados).

Tabela 4. Freqiéncias de genoétipos e alelos dos polimorfismos da
regiao promotora da IL10 em individuos agrupados como NR
e SR a terapia antiviral

Polimorfismo Genotipos Alelos
-1082 (G>A) AA GA GG A G
NR (n=54) 28 (46,3%) 19 (40,7%) 7 (13,0%) 0,69 0,31
SR(n=54) 17 (31,5%) 25 (46,3%) 12 (22,2%) 0,55 0,45

w2 = 4,823; 2g.1; P=0,0897 P=0,0352°
-819 (C>T) ccC CT TT C T
NR (n=54) 27 (50,0%) 21(38,9%) 6 (11,1%) 0,69 0,31
SR (n=54) 23 (42,6%) 29 (53,7%) 2 (3,7%) 0,69 0,31

¥ = 3,600; 2g.I; P=0,1653 P>0,05%
-592 (C>A) ccC CA AA C A
NR (n=54) 27 (50,0%) 21(38,9%) 6 (11,1%) 0,69 0,31
SR (n=54) 23 (42,6%) 29 (53,7%) 2 (3,7%) 0,69 0,31

¥? = 3,600; 2g.I; P=0,1653 P>0,05?

n, nimero de individuos; g.l., grau de liberdade; NR, ndo respondedor a terapia antiviral;
SR, respondedor & terapia antiviral (*teste exato de Fisher).

Quadro 4. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Polimorfismo -1082(G>A): v = 0,4645; 2g.1; P=0,7927
Polimorfismos -819(C>T) e -529 (C>A): | v2=0,3941; 2g.I; P=0,8211
d.l., grau de liberdade

As andlises dos gendtipos e alelos dos polimorfismos da regidao
promotora da IL10 ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas,

exceto para o alelos A e G do polimorfismo -1082. A freqiiéncia do Alelo A
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deste polimorfismo foi maior entre os pacientes do grupo NR do que no
grupo SR. Este alelo esta associado a baixa expressédo da IL10 e pode ser
um fator de mau progndstico a resposta terapéutica a associagdo de
interferon e ribavirina.

Para confirmar a possivel associacao do polimorfismo -1082 (G>A) da
IL10 foram realizadas novas analises. Na Tabela 5, estdo descritas as
médias das concentracdes das transaminases hepaticas (antes do inicio e
ao final da terapia), distribuidas segundo os gendtipos desse polimorfismo
para os individuos participantes do estudo. Os valores médios da ALT, AST
e GGT, no inicio e ao final da terapia, foram semelhantes nos trés genétipos

(P>0,05).

Tabela 5. Comparacao dos valores médios das enzimas hepaticas
classificadas segundo os genétipos do polimorfismo -1082

(G>A) da regiao promotora da IL10 em individuos
participantes do estudo
Genotipos -1082 (G>A)
Transaminases AA GA GG pa

(U/L)* (n=45) (n=44) (n=19)
ALTi 67,4 £ 31,1 80,0745 743+543 0,5824
ALTf 46,2 + 34,6 38,3+30,3 38,7+33,7 0,4801
ASTi 52,1 £ 245 53,3+453 57,6+43,9 0,8675
ASTf 42,0 + 34,0 349+225 33,4+195 0,3672
GGTi 77,9+73,4 88,4+96,0 65,7+91,8 0,6229
GGTf 72,8 £72,2 54,2 + 50,4 68,0 £ 112 0,4788

*MédiatDP; ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; GGT, gama
glutamil transpeptidase; n, nimero de individuos; i, inicio da terapia antiviral; f, final da
terapia antiviral ((ANOVA).
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Nas Tabelas 6 e 7, temos a comparagdo dos valores médios de

transaminases hepaticas (antes e ao final da terapia) segundo o
polimorfismo -1082 (G>A) nos pacientes segundo tipo de desfecho a terapia
antiviral. Observamos que houve distribuicdo semelhante para essas
enzimas em todos os gendtipos estudados independente do paciente ser

respondedor ou nio.

Tabela 6. Comparacao dos valores médios das enzimas hepaticas
classificadas segundo os genétipos do polimorfismo -1082

(G>A) da regiao promotora da IL10 em individuos
classificados como nao respondedores a terapia
Genotipos -1082 (G>A)
Transaminases AA GA GG pa

(U/L)* (n=28) (n=18) (n=7)
ALTi 69,1 + 30,2 73,3+558 759+328 0,9051
ALTf 54,3 + 36,9 50,7+27,9 62,7+31,4 0,7167
ASTi 542+258 50,4+36,5 529+20,0 0,9163
ASTf 46,9+36,4 422+215 4691166 0,8598
GGTi 90,6 = 85,3 119 + 126 70,9+28,2 0,4638
GGTf 89,0 £70,0 749+56,9 81,4+549 0,7624

*MédiatDP; ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; GGT, gama
glutamil transpeptidase; n, nimero de individuos; i, inicio da terapia antiviral; f, final da
terapia antiviral ((ANOVA).

Na Tabela 8, temos a comparacdo dos valores médios de
transaminases hepaticas segundo os genétipos do polimorfismo -1082
(G>A) e desfecho a terapia antiviral. A andlise dos resultados obtidos para o

gendtipo AA nao mostrou diferencas importantes entre os valores médios

das transaminases (antes e depois do periodo de terapia) entre os pacientes
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respondedores e nao respondedores. Para os genoétipos GA e GG, os
valores sdo semelhantes entre os dois grupos de pacientes quando
analisamos as médias dessas enzimas hepaticas antes do periodo de
tratamento. Para o genétipo GA, as médias de ALT e GGT ao final do
tratamento foram estatisticamente diferentes entre os pacientes dos grupos
NR e SR. Para o gendétipo GG, foi observado o mesmo resultado para as
médias de AST e AST ao final do tratamento. Estes resultados mostram uma
possivel associacdo do Alelo G, responsavel por uma maior expressao de
IL10, a melhora bioquimica observada nos pacientes que tiveram resposta a

terapia combinada de interferon e ribavirina.

Tabela 7. Comparacao dos valores médios das enzimas hepaticas
classificadas segundo os genétipos do polimorfismo -1082

(G>A) da regiao promotora da IL10 em individuos
classificados como respondedores a terapia
Genotipos -1082 (G>A)
Transaminases AA GA GG pa

(U/L)* (n=17) (n=25) (n=12)
ALTi 64,5 + 33,2 84,8+86,2 73,4 1651 0,6433
ALTf 33,5 + 27,1 28,8 + 29,1 24,8 +272  0,7077
ASTi 48,8 £ 22,6 55,3+51,4 60,3+£54,0 0,7864
ASTf 34,3 £29,2 294+220 255%16,9 0,6050
GGTi 57,8 +44.3 66,2 £ 60,7 62,7 £ 116 0,9344
GGTf 47,1 +70,1 38,4 +39,0 60,8 + 137 0,7259

*MédiazDP; ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; GGT, gama
glutamil transpeptidase; n, nimero de individuos; i, inicio da terapia antiviral; f, final da
terapia antiviral ((ANOVA).
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Tabela 8. Comparacao dos valores médios das enzimas hepaticas
classificadas segundo os genétipos do polimorfismo -1082

(G>A) da regiao promotora da IL10 em individuos
classificados como nao respondedores (NR) e
respondedores (SR) a terapia
Genstipo-togz TreMSeminases  NR . SR
AA ALTi 69,1 +30,2 64,5+33,2 0,6368
ALTf 54,3+36,9 33,5+27,5 0,0514
ASTi 542+258 48,8+22,6 0,4809
ASTf 46,9 £36,4 34,3+29,2 0,2343
GGTi 90,6 +85,3 54,8 +443 0,1520
GGTf 89,0+70,0 47,0+70,1 0,0598
GA ALTi 73,3+55,8 84,8+86,2 0,6237
ALTI 50,7 +27,9 28,8+29,1 0,0161
ASTi 50,4 +36,5 55,3+51,4 0,7345
ASTf 422 +21,5 29,4+22,0 0,0604
GGTi 119+126 66,2+60,7 0,0736
GGTf 749 +56,9 38,4+39,0 0,0153
GG ALTi 75,9+32,8 73,4+65,1 0,9279
ALTf 62,7+31,4 248+272 0,0129
ASTi 52,9+20,0 60,3+54,0 0,7314
ASTf 46,9 + 16,6 25,5+16,9 0,0160
GGTi 70,9+282 62,7+116 0,8574
GGTf 81,4+549 60,8+137 0,7103

*MédiatDP; ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; GGT, gama
glutamil transpeptidase; NR, ndo respondedor a terapia antiviral; SR, respondedor a terapia
antiviral; n, nimero de individuos; i, inicio da terapia antiviral; f, final da terapia antiviral (*
teste ).
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5. DISCUSSAO

Embora o tratamento da infeccao crbnica causada pelo VHC tenha
melhorado de forma significativa na dltima década, somente de 38 a 63%
dos pacientes alcangcam resposta viroldgica sustentada (Hadziyannis et al.,
2004; Hofmann et al., 2005; Manns et al., 2006).

A resisténcia ao tratamento padrao atual, uma combinacdo de
interferon convencional ou peguilado e ribavirina, tem sido atribuida a varios
fatores virais e a fatores inerentes ao hospedeiro.

A resisténcia a terapia € associada com a habilidade das proteinas do
VHC em modular a resposta imunoldgica através de diferentes mecanismos,
incluindo alteracao na producédo da citocina antiinflamatéria IL10 (Mangia et
al., 2004, Aborsangaya et al., 2007). A expressao de IL10 estd associada a
presenca de polimorfismos no promotor do gene da IL10 (Aborsangaya et
al., 2007; Edwards-Smith et al., 1999; Kurreeman et al., 2004).

Neste estudo, analisamos a possivel influéncia dos polimorfismos na
regidao promotora do gene da citocina IL10 na resposta a terapia antiviral
para o VHC. Em nossos pacientes, em concordancia com os resultados de
Edward-Smith et al. (1999), ndo observamos influéncia dos gendétipos dos
polimorfismos -1082 (G>A), -819 (C>T) e -592 (C>A) na resposta
terapéutica. Entretanto, a presenca do alelo A do polimorfismo -1082,
associado a uma menor expressao de IL10, pode ser associado com o

desfecho desfavoravel a terapia, ou seja, menores niveis de IL10 pode ser
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um fator de mau prognostico ao tratamento com IFN.

Varios estudos tém associado a resisténcia a terapia com IFN com os
niveis de expressdo de IL10. Altos niveis de IL10 no plasma antes do
tratamento tém sido descritos como fatores preditivos de uma resposta
sustentada a terapia antiviral para a infecgéao crénica do VHC (Amaraa et al.,
2002; Edwards-Smith et al., 1999; Vidigal et al., 2002; Yee et al., 2001).

A associacao de alelos e genotipos relacionados a alta expressao de
IL10 com melhora bioquimica e virolégica foi encontrada também nos
trabalhos de Lio et al. (2003) e Persico et al. (2006).

O provavel mecanismo dessa resisténcia € a ativacdo da expressao
de proteinas regulatérias. Os supressores da sinalizacdo de citocinas
(SOCS) sdao uma familia de proteinas que regulam negativamente a agao de
citocinas quanto sua magnitude e duracao (Krebs e Hilton, 2001; Star e
Hilton, 1999). A familia SOCS é composta de oito proteinas (SOCS1 a
SOCS7 e CIS) que sao induzidas em resposta a estimulacdo de uma
variedade de citocinas. A superexpressao de SOCS também esta associada
a deficiéncia na sinalizag&o de citocinas (Krebs e Hilton, 2001).

O mecanismo da resisténcia associada a ag¢ao da IL-10 é decorrente
da inducao de SOCS2, SOCSS3 e CIS (Cassatella et al., 1999; Ding et al.,
2003; Shen et al., 2000). Através da ligacdo aos residuos de tirosinas
fosforilados do receptor de IFN, as proteinas SOCS inibem a fosforilacao das

STATs e dessa forma bloqueiam a transducao do sinal do IFN-a, atenuando

a formacado das proteinas antivirais PKR, 2’5-OAS e Mx (Ichikawa et al.;

2002; Ito et al., 1999; Krebs e Hilton, 2001; Shen et al., 2000; Starr e Hilton,
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1999).

Outro possivel e importante mecanismo de atuagdo da IL10 na
infeccdo pelo VHC é através do controle do equilibrio Th1/Th2. Ambas as
respostas T CD4+ e CD8+ aos antigenos do VHC tém importante papel na
resolucao da infecgao (Rigopoulou et al., 2005).

O desenvolvimento de uma forte resposta T-helper (Th1), dirigida aos
antigenos estruturais e nao estruturais do VHC durante os estagios iniciais
da infecgdo aguda, resulta em uma eliminacgao viral e resolucéo da infeccao
(Mizukoshi e Rehermann, 2001, Neumann-Haefelin et al., 2005).
Similarmente, a expansdo de células T CD8+ virus especifica durante o
periodo de infeccdo aguda pelo VHC é associado com a eliminagao viral
(Rigopoulou et al., 2005).

O equilibrio entre as citocinas Th1 e Th2 é um dos mecanismos
criticos para o controle da resposta imune efetora nas doencas infecciosas.
Analises do perfil de citocinas em células mononucleares do sangue
periférico revelaram que o clearance viral ocorre normalmente quando ha
predominio de células com perfil Th1 CD4+ (com producéo de IL2 e IFN-y),
enquanto pacientes com perfil Th2 (com producdo predominante de IL4 e
IL10) desenvolvem infeccdo crbnica persistente pelo VHC (Mizukoshi e
Rehermann, 2001, Neumann-Haefelin et al., 2005; Rigopoulou et al., 2005).

Estudos recentes tém mostrado que pacientes cronicamente
infectados pelo VHC possuem perfil alterado de citocinas relacionadas aos
epitopos para células T, com prevaléncia de células produtoras de IL10 e

reducdo de células associadas a producao de IFN-y (Rigopoulou et al.,
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2005).

No equilibrio Th1/Th2, a IL10 pode ter um papel importante na
ativacao de células apresentadoras de antigenos (APC) e na diferenciacao
de células T (Blackburn e Wherry, 2007). Altos niveis de IL10 podem ser
favoraveis ao desenvolvimento de uma resposta imunolédgica de perfil Th2,
nao efetiva ao VHC e contribuir para a persisténcia da infeccao e sucesso a
terapia com IFN (Lio et al., 2003; Mangia et al., 2004).

De forma contraria ao observado na literatura, nossos resultados
sugerem que altos niveis de IL10 pode ser um fator de bom prognéstico na
terapia com IFN. O alelo A do polimorfismo -1082 (G>A), associado a menor
expressdao de IL10, foi mais freqiente no grupo de pacientes nao
respondedores a terapia antiviral. Isto pode ser explicado pelo papel da IL10
na funcao de células natural killers (NK).

A IL10 é um potente estimulador de células NK, uma fung¢é@o que pode
contribuir para o clareamento viral e facilitar a aquisicao de antigenos virais
para células APC através das células mortas, fornecendo uma importante
ligacdo entre as respostas imunes inata e adaptativa (Belardelli e Ferrantini,
2002; Mocellin et al., 2003). Ativacao de células NK pela IL10 atua nesta
ligacao por causa do recrutamento de mondcitos e macréfagos induzidos por
esta citocina (através da indugéo de quimiocina-4 e de receptores scavenger
CD16 e CD64Fcy, respectivamente) e é responsavel pela citotoxicidade
celular anticorpo-dependente e pela fagocitose de particulas opsonizadas
(Moore et al., 2001). Esta fase de obtencdo de antigenos da resposta inata

tem trés principais consequéncias: (a) possivel clareamento viral; (b)
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aumento na variabilidade de antigenos e (c) sinalizacao através de
mecanismo dano celular dependente (apoptose e/ou necrose) para a
ativacao de APC (Mocellin et al., 2003).

Em resumo, nossos achados demonstraram o possivel papel dos
polimorfismos da regido promotora do gene da IL10 na resposta a terapia
antiviral em pacientes com infeccdo crénica pelo VHC. Entretanto, a
resposta a terapia atual é basicamente dependente da atuacdo do sistema
imunolégico e este é geneticamente controlado por diversos genes
independentes que atuam de forma coordenada. Alteracbes genéticas sao
encontradas na maioria desses genes e novos estudos ainda sao
necessarios para a compreensdo do papel de outros polimorfismos no

clareamento viral e na resposta a terapia antiviral na infeccao pelo VHC.
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6. CONCLUSOES

6.1. Na populacdo de estudo foi observado para o polimorfismo -1082 da
IL10 as seguintes frequéncias: AA 46,3%, GA 40,7% e GG 13,0% para
os pacientes nao respondedores; e AA 31,5%, GA 46,3% e GG 22,2%

para os pacientes respondedores a terapia.

6.2. Para o polimorfismo -592 (C>A) foram observadas as seguintes
frequéncias: CC 50,0%, CA 38,9% e AA 11,1% para os pacientes nao
respondedores; e CC 42,6%, CA 53,7% e AA 3,7% para 0s pacientes

respondedores a terapia.

6.3. Nao foi observada associacéo entre os genoétipos dos polimorfismos da

regiao promotora da IL10 e a resposta a terapia antiviral.

6.4. Os resultados do nosso estudo sugerem que a presenca do alelo A do
polimorfismo -1082 (G>A) pode estar associado com uma resposta

desfavoravel ao tratamento com interferon e ribavirina.
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7. ANEXOS
7.1. Anexo 1

CONSENTIMENTO INFORMADO E POS-INFORMACAO

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugbes para preenchimento no verso)

| — DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL

RESPONSAVEL
1. NOME O PaCIBNTE ...ttt e e e e e e et e e aee e e e e e e e e eans
Documento de Identidade N2 :........ooveieviieeiie e Sexo: ()M ()F
Data de Nascimento............. foveeiiaanen T
= ale =T =T oo LR N, Aptoi...ccnneee.
BairmO: o Cidade:. ..
CEP e TelefONe: .. e
2. RESPONSAVE] LEGAL....iiiiiieieie ettt st e e sab e e e ne e e s nee e
Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etC.) ... ...
Documento de Identidade N2:...........cooiiiiiiiiiieee e Sexo: ()M ()F
Data de Nascimento........... oveaaaanns foeeaiianeenn
= aTe =T =ToT o LT T N e Apto.............
Bairmo: . e 1071 F- Lo 1= LR
CEP:e TelefONE .. e

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA

Titulo do Protocolo de Pesquisa: Influéncia dos polimorfismos no promotor do gene das
interleucina-10 na resposta a antivirais em pacientes com hepatite C crénica

Pesquisador: Carlos Eduardo de Melo

Cargo/Funcgao: Pés-graduando

Inscricdo Conselho Regional N°: CRF-SP 28981

Unidade do HCFMUSP: LIM47 — Laboratério de Hepatites

AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA

Sem Risco (X) Risco Minimo ( ) Risco Médio( ) Risco Baixo ( ) Risco Maior ( )

Esta pesquisa ndo provoca nenhum tipo de risco ao voluntario.

(Probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia

do estudo. Nos projetos com coleta de sangue, incluir detalhadamente, como observagao as

possiveis reagbes decorrentes desse procedimento.)

Duracéao da Pesquisa: Esta pesquisa tem a duracao prevista de dois anos a partir do inicio
em agosto de 2004.
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa

A hepatite C & uma doenca do figado adquirida pelo contato com sangue ou outros fluidos
corporais infectados e é causada pelo virus HCV. O tratamento atual é feito com o uso de
interferon alfa em combinag¢do com ribavirina. Infelizmente, o tratamento ndo apresenta a
eficacia desejada em razdes de fatores relacionados ao genétipo viral e a fatores genéticos
do paciente. Este estudo tem por objetivo verificar a influéncia dos fatores genéticos do
paciente no tratamento da hepatite C cronica. Para isso vamos analisar o DNA das células
do sangue, de forma a identificar alteragdes na composi¢éo genética do paciente e verificar
se esta alteragdo tem alguma influéncia sobre o tratamento.

2. Procedimentos

Neste estudo para analise dos fatores genéticos serao realizados uma entrevista, um exame
fisico e a coleta de amostras de sangue para testes laboratoriais. A entrevista sera realizada
pelo pesquisador responsavel. O exame fisico sera realizado por médicos hepatologistas
das HCFMUSP. A coleta das amostras sera realizada por enfermeiras do Ambulatério de
Hepatites do HCFMUSP. Todos os procedimentos descritos acima serdo realizados no
Ambulatério de Hepatites do HCFMUSP.

Serdo realizadas 5 coletas de sangue de 20 mL durante a pesquisa. As coletas de sangue
serdo realizadas nos periodos pré-tratamento e a cada final de més até o final do
tratamento. Estas amostras seréo utilizadas para a extracdo do DNA total para as analises
moleculares posteriores e para a determinacao dos parametros bioquimicos.

3. Desconfortos e riscos esperados

A realizacdo deste estudo ndo causara nenhum tipo de risco ao paciente. O Unico
desconforto causado € o procedimento de coleta das amostras e € o mesmo de qualquer
procedimento de coleta, como dor no local ou inchago.

4. Beneficios aos participantes
Vocé estard ajudando a entender melhor a influéncia das caracteristicas genéticas no
tratamento da Hepatite C crénica. Além disso, vocé receberd os resultados dos testes de
laboratério sem qualquer custo.

Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo

Colaborando com este estudo vocé ndo terd nenhuma vantagem a mais. Pois serd atendido
normalmente no Ambulatério de Hepatites ou em qualquer outro setor do Hospital das
Clinicas.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA
1. Garantia de informacéao
Vocé tem acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre os procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

2. Participagdo voluntéria e desisténcia
Vocé tem liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. Confidencialidade dos dados
Vocé tem garantido a salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. Disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a salde, decorrentes
da pesquisa.

5. Vocé ndo pagarda por qualquer medicagdo administrada ou testes de laboratério
relacionados com a investigagcdo. Vocé nao recebera qualquer pagamento por sua
participacéao.
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V — INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Em caso de necessidade de esclarecimentos ou dividas sobre a pesquisa procurar:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, .................. e e de i,
Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador
ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)

Uma copia do formulario de Consentimento Informado sera fornecida para
vocé pelo médico do estudo.
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7.2. Anexo 2: Dados biodemograficos, bioquimicos, virologicos, clinicos e genéticos dos pacientes nao-respondedores a
terapia antiviral dos individuos participantes do estudo.
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ID Iniciais Sexo Idade Raca Ge\',’i‘:;'lm Medicagdo 'O "0 UOYALTI ALTE  ASTI ASTI  GGTi GGTf  PCRVHCi  PCR VHCf
1 MAFF F 45 B 1 pegl+R AA TT AA 77 9 70 19 47 23 Detectado  Detectado
2 MJGM F 45 B 1a I+R AA CC CC 70 30 58 25 50 102 Detectado Detectado
3 PWC M 45 B 1b I+R GG CcC cC 79 72 70 57 123 186 Detectado Detectado
4 MCF F 25 M 1 I+R AA TT AA 57 20 35 17 93 183 Detectado Detectado
5 GWS M 36 M 1 I+R AA TT AA 29 37 20 27 38 63 Detectado Detectado
6 AM F 57 M 1b I+R GA TC AC 20 28 27 37 31 43 Detectado Detectado
7 JLSB M 62 B 1b I+R AA TC AC 55 34 38 25 62 42 Detectado Detectado
8 MVO M 26 B 1b I+R GA TC AC 82 56 45 42 87 61 Detectado Detectado
9 JLS M 40 B 1 I+R GA CC CC 157 43 63 27 54 60 Detectado Detectado
10 (0]0] M 60 B 1a I+R GA CC CC 58 69 34 52 143 101 Detectado Detectado
11 JNR M 48 B 1a I+R AA CC CC 99 190 101 193 131 171 Detectado Detectado
12  WSL M 44 B 2b 14+R GA CC CC 40 16 32 21 19 16 Detectado Detectado
13 JPS M 44 B 3a I+R AA TC AC 25 56 21 36 16 20 Detectado Detectado
14 TMJC F 58 B 1b pegl+R GG CC CC 50 38 39 41 79 98 Detectado  Detectado
15 LPO F 30 B 1a I+R AA cC CcC 58 40 66 41 128 66 Detectado Detectado
16 CAS M 49 B 1a I+R GG cC cC 43 106 47 43 82 35 Detectado Detectado
17 GCRF M 32 M 1b I+R AA TC AC 84 63 38 39 47 38 Detectado Detectado
18 AJS M 53 B 1b I+R GA TC AC 57 45 44 108 36 29 Detectado Detectado
19 MCS F 21 B 1a/1b I+R GA CcC cC - 19 - 33 - 19 Detectado Detectado
20 APF M 49 B 3a I AA CC CC - - - - - - Detectado Detectado
21 RCS M 28 B 2b 14+R AA TC AC 88 66 57 41 103 77 Detectado Detectado
22 ELP M 53 B 1b 14+R AA CcC CC 131 87 122 108 77 53 Detectado Detectado
23 EEP M 54 B 3a I+R GG CC CC 106 53 63 55 50 54 Detectado Detectado
24 OFMS M 47 M 1a 14+R GA TC AC 161 89 130 57 462 143 Detectado Detectado
25 MG M 61 B 1b pegl+R GA CC CC 100 82 73 74 256 228 Detectado  Detectado
26 ACE M 59 B 1a I+R GG CcC CcC 115 53 82 41 70 81 Detectado Detectado
27 JIS M 60 B 1b | GG CcC cC 102 98 46 72 56 96 Detectado Detectado

ID (identificacdo); Sexo (F, feminino; M, masculino); Idade (anos); Raga (A, amarelo; B, caucasiano; M, mulato; N, negro); Medicacao (I, interferon; I+R, inferferon
convencional associado a ribavirina; pegl+R, interferon peguilado associado a ribavirina); ALT (alanina aminotranferase, U/L); AST (aspartato aminotrasferase, U/L);
GGT (gama glutamil transferase, U/L); PCR VHC (PCR qualitativo para o VHC); i (inicio terapia antiviral); f (final terapia antiviral).
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7.2. Anexo 2: Dados biodemograficos, bioquimicos, virologicos, clinicos e genéticos dos pacientes nao-respondedores a
terapia antiviral dos individuos participantes do estudo (Continuacao).

ID Iniciais Sexo Idade Raca Ge\',’i‘:;'lm Medicagdo 'S0 'oi® "0 ALTI ALTt ASTi ASTI GGTi GGTf PCRVHCi  PCR VHCf
28 NMC F 61 B 1b I+R AA CcC CcC 63 52 75 60 95 109 Detectado Detectado
29 VLV F 50 B 3a I+R GA CC CC 222 142 137 81 90 55 Detectado Detectado
30 RPA F 58 B 1b I+R GA TC AC 61 69 44 49 65 65 Detectado Detectado
31 JMQ M 50 B 1b I+R GA TT AA 58 52 24 23 25 28 Detectado Detectado
32 AASF M 52 M 1a/1b I+R AA cC cC 88 71 53 49 39 66 Detectado Detectado
33 AEO F 39 B 1b I+R GG TC AC 36 19 23 19 36 20 Detectado Detectado
34 RLC M 47 B 1b I+R GA cC CcC 28 40 23 26 79 80 Detectado Detectado
35 MP M 57 B 1b I4+R AA TC AC 84 16 86 24 96 25 Detectado Detectado
36 ZPN F 59 B 1b | GA TC AC 20 27 13 30 21 23 Detectado Detectado
37 SCS M 59 B 1b I+R AA CC CC 77 26 66 34 48 80 Detectado Detectado
38 MAOM M 57 B 1 I+R GA TC AC 57 51 48 50 131 195 Detectado Detectado
39 SJS M 43 B 3a I+R AA CC CC 49 61 28 28 84 166 Detectado Detectado
40 PROBB M 48 B 1b I4+R GA TC AC 29 66 24 44 26 50 Detectado Detectado
41 CTC F 42 B 1b I+R GA TT AA 27 36 19 22 13 16 Detectado Detectado
42 SMT F 50 B 3a I+R AA TC AC 49 32 40 28 48 37 Detectado Detectado
43 ER M 29 B 1b I+R GA TC AC 28 46 16 32 66 79 Detectado Detectado
44 RCAFC F 31 B 1a I+R GA CcC CcC 40 28 41 31 76 67 Detectado Detectado
45 MICC F 50 B 1b I+R AA TC AC 38 25 34 22 23 16 Detectado Detectado
46 RDN F 59 B 1b I+R AA cC cC 46 28 41 41 47 54 Detectado Detectado
47 LCF M 54 B 1b 14+R AA TC AC 102 68 50 33 73 66 Detectado Detectado
48 LMF F 57 B 3a 14+R AA TC AC 69 103 51 76 401 284 Detectado Detectado
49 FG F 60 B 3a I+R AA CC CC 143 83 84 74 242 181 Detectado Detectado
50 DML M 45 B 1a I+R GA TC AC 94 4 73 33 390 225 Detectado Detectado
51 EMR M 37 M 1a 14+R AA TC AC 35 36 26 26 108 121 Detectado Detectado
52 MPS M 31 B 1b pegl+R GA TT AA 102 51 93 42 253 58 Detectado  Detectado
53 MLLO F 55 B 1a I+R AA CcC CcC 82 68 74 62 48 66 Detectado Detectado
54 JSSF M 49 B 1b I+R GA CcC CcC 47 31 34 27 124 77 Detectado Detectado

ID (identificagéo); Sexo (F, feminino; M, masculino); Idade (anos); Raca (A, amarelo; B, caucasiano; M, mulato; N, negro); Medicacao (1, interferon; I+R, inferferon
convencional associado a ribavirina; pegl+R, interferon peguilado associado a ribavirina); ALT (alanina aminotranferase, U/L); AST (aspartato aminotrasferase, U/L); GGT
(gama glutamil transferase, U/L); PCR VHC (PCR qualitativo para o VHC); i (inicio terapia antiviral); f (final terapia antiviral).
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7.3. Anexo 3: Dados biodemograficos, bioquimicos, viroldgicos, clinicos e genéticos dos pacientes respondedores a terapia
antiviral dos individuos participantes do estudo.

ID Iniciais Sexo Idade Raca Ge\',’i‘:;'lm Medicagdo o0 "1 !N ALTI ALTE  ASTI  ASTE GGTi  GGTf  PCRVHC PCR VHCH

1 TACF F 39 B 1 I+R GA TC AC 29 17 22 17 89 34 Detectado Né&o Detectado
2 MB F 25 B 1 1+R GG CC CC 43 12 73 18 18 11 Detectado Né&o Detectado
3 ACP M 51 B 2 I+R GG CcC CcC 20 19 28 23 40 37 Detectado Né&o Detectado
4 RM M 55 B 2 I+R GG CcC CcC 30 15 31 26 20 15 Detectado Né&o Detectado
5 MRN F 47 B 5a I+R GG CcC CcC 57 17 31 21 30 26 Detectado Né&o Detectado
6 SMCC F 50 B 1a I+R GA CcC CcC 28 28 27 39 11 8 Detectado Né&o Detectado
7 ALC M 24 M 1b I+R AA TC AC 75 20 45 25 38 25 Detectado Né&o Detectado
8 DAO M 38 B 1b 14+R AA TC AC 16 27 27 22 23 29 Detectado Né&o Detectado
9 RSM F 68 B 1b I+R AA TC AC 76 36 46 29 35 27 Detectado N&o Detectado
10 AC M 38 B 3a I+R GA TC AC 86 25 60 25 30 14 Detectado N&o Detectado
11 LASS F 47 B 1a I+R GG CC CC 113 16 66 21 28 12 Detectado N&o Detectado
12 SRT F 58 B 1a pegl+R AA T AA 120 128 89 132 126 307 Detectado N&o Detectado
13 MR F 37 B 1b 14+R AA TC AC 43 27 39 21 43 26 Detectado Né&o Detectado
14 CROB F 30 B 1b I+R GG cC cC 42 23 25 22 21 20 Detectado Né&o Detectado
15  JASS M 41 B 1b pegl+R GA TC AC 278 58 87 61 150 55 Detectado  N&o Detectado
16 RML M 49 B 3a I+R GA TC AC 113 16 108 24 113 41 Detectado Né&o Detectado
17 MRC F 25 B 3a I+R AA TC AC 60 15 47 19 17 10 Detectado Né&o Detectado
18 ISK F 63 B 1b I+R GA TC AC 108 15 108 18 65 14 Detectado Né&o Detectado
19 VFS M 44 M 1 I+R GA TC AC 36 14 22 25 23 11 Detectado Né&o Detectado
20 ECP F 26 B 1b pegl+R GA CC CC 55 19 46 29 24 19 Detectado  Nao Detectado
21 EPZ M 42 B 1a/1b 14+R GG CC CC 129 51 138 71 423 494 Detectado Né&o Detectado
22 RFM M 24 B 1b pegl+R GA TC AC 62 36 28 27 75 87 Detectado  N&o Detectado
23 MAP F 46 B 1b 14+R AA TC AC 39 52 63 82 147 23 Detectado Né&o Detectado
24 DHA F 60 B 1a I+R GA CC CC 113 98 96 103 143 187 Detectado N&o Detectado
25 MG F 58 B 1b pegl+R GA TC AC 26 14 26 20 22 16 Detectado  N&o Detectado
26 JEMJ M 23 B 3a I+R GA TC AC 149 22 52 20 232 64 Detectado Né&o Detectado
27 MGR F 52 M 2a/2c I+R GG TC AC 10 10 18 19 10 15 Detectado Né&o Detectado

ID (identificagéo); Sexo (F, feminino; M, masculino); Idade (anos); Raca (A, amarelo; B, caucasiano; M, mulato; N, negro); Medicacao (1, interferon; I+R, inferferon
convencional associado a ribavirina; pegl+R, interferon peguilado associado a ribavirina); ALT (alanina aminotranferase, U/L); AST (aspartato aminotrasferase, U/L); GGT
(gama glutamil transferase, U/L); PCR VHC (PCR qualitativo para o VHC); i (inicio terapia antiviral); f (final terapia antiviral).
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7.3. Anexo C: Dados biodemograficos, bioquimicos, viroldgicos, clinicos e genéticos dos pacientes respondedores a terapia
antiviral dos individuos participantes do estudo (Continuacao).

ID Iniciais Sexo Idade Raca Ge\',’i‘:;'lm Medicagdo 'S0 'o® ") ALTI  ALTE ASTi ASTE  GGTi GGTf  PCRVHC PCR VHCH

28 El M 53 B 2b I+R GA CcC CcC 98 20 61 25 36 22 Detectado  Nao Detectado
29 FSS F 49 B 1a I+R GA CC CC 40 14 32 17 32 17 Detectado  N&o Detectado
30 ASM F 30 B 1b I+R GA CcC CcC 25 10 25 18 13 13 Detectado  Nao Detectado
31 RCSN F 28 B 1b I+R GA TC AC 23 31 19 21 46 40 Detectado  Nao Detectado
32 DMF F 45 B 1b I+R GA CcC CcC 27 27 23 21 54 74 Detectado  Nao Detectado
33 HTL F 44 A 1b I+R AA TC AC 26 36 21 24 23 17 Detectado  Nao Detectado
34 NNM F 42 A 3a | AA TC AC 37 26 29 24 12 11 Detectado  Nao Detectado
35 EPF F 50 B 3a [ GA CC CC 20 19 22 22 14 15 Detectado  N&o Detectado
36 AAM M 52 M 3a pegl+R GA CC CC 85 19 38 29 24 16 Detectado  Né&o Detectado
37 Kl F 29 B 1a I+R GG TC AC 58 15 34 17 9 12 Detectado  Nao Detectado
38 AQN F 59 B 3a 14+R GG TC AC 204 10 186 17 54 10 Detectado  Nao Detectado
39 FJSP M 45 B 1a I+R GA CC CC 33 16 28 18 29 18 Detectado  N&o Detectado
40 JO M 24 N 1 I+R AA CC CC 24 20 16 19 41 28 Detectado  Nao Detectado
41 JRPS M 52 B 3a I+R AA TT AA 114 31 53 28 64 34 Detectado  Nao Detectado
42 VDM M 37 M 3a I+R AA TC AC 76 53 50 32 76 79 Detectado  Nao Detectado
43 MASD F 45 B 1b I+R GA TC AC 11 13 15 16 12 13 Detectado  Nao Detectado
44 NF M 37 B 1 | GA TC AC 19 17 16 12 10 28 Detectado  Nao Detectado
45 PRP M 49 B 1 I+R AA CcC CcC 96 33 76 36 144 79 Detectado  Nao Detectado
46 CBF F 57 B 1b pegl+R AA TC AC 52 18 35 21 63 51 Detectado  N&o Detectado
47 LFC F 47 B 1 pegl+R AA TC AC 58 14 39 17 17 9 Detectado  N&o Detectado
48 AB M 53 B 1b pegl+R AA TC AC 121 17 98 24 86 22 Detectado  N&o Detectado
49 JLB M 53 B 3a pegl+R GG TC AC 169 103 87 45 85 61 Detectado  Nao Detectado
50 LCS M 59 B 1b I+R GA CC CC 352 138 253 87 132 87 Detectado  N&o Detectado
51 JCGS M 47 B 1a I+R GA CC CC 227 16 101 17 178 27 Detectado  N&o Detectado
52 RB F 51 B 3a pegl+R AA CC CC 64 16 56 28 28 23 Detectado  N&o Detectado
53 TCBS F 36 B 1 | GG CcC cC 6 6 7 6 14 16 Detectado  Nao Detectado
54 ACB M 59 B 1b I+R GA TC AC 76 19 67 24 98 40 Detectado  Nao Detectado

ID (identificacdo); Sexo (F, feminino; M, masculino); Idade (anos); Raca (A, amarelo; B, caucasiano; M, mulato; N, negro); Medicacao (1, interferon; I+R, inferferon
convencional associado a ribavirina; pegl+R, interferon peguilado associado a ribavirina); ALT (alanina aminotranferase, U/L); AST (aspartato aminotrasferase, U/L); GGT
(gama glutamil transferase, U/L); PCR VHC (PCR qualitativo para o VHC); i (inicio terapia antiviral); f (final terapia antiviral)
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