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RESUMO

A infeccéo pelo virus da hepatite C (HCV) representa um grave problema de salde
publica no Brasil e apesar dos recentes progressos, o tratamento ainda € um dos maiores
desafios tanto em termos de efetividade clinica como de custo-beneficio. A anemia
hemolitica induzida pela ribavirina (RBV) é o principal efeito colateral no tratamento
antiviral. Além dos fatores virais, fatores do hospedeiro tém papel fundamental no controle
da infeccdo. Estudos recentes demonstraram que polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) nos genes da interleucina 28B (IL28B) estdo fortemente associadas com a
resolucao espontanea (RE) da doenca e com resposta viroldgica sustentada (RVS) e, no
gene da inosina trifosfato pirofosfatase (ITPA) estao relacionados com a prote¢céo contra a
anemia. No gene 1L28B, os gendtipos CC no rs12979860, e TT no rs8099917 estdo
associados com a cura espontanea e com a resposta a terapia. No gene da ITPA, os
genadtipos CC no rs1127354 e AA no rs7270101 apresentam associacdo com a anemia.
No entanto, a maioria dos métodos de identificacdo destes polimorfismos, atualmente
disponiveis, é custosa. O objetivo geral deste trabalho foi determinar o perfil alélico dos
genes IL28B e ITPA em amostras de pacientes com hepatite C, avaliar a associacdo dos
polimorfismos do gene IL28B com resolucdo espontanea e terapéutica e, do gene da
ITPA com a reducdo dos niveis de hemoglobina durante o tratamento antiviral. Neste
trabalho, numa etapa inicial para o gene IL28B, quatro metodologias foram avaliadas em
termos de especificidade, custo e tempo de execuc¢dao: tetra-primer amplification-refractory
mutation system-polymerase chain reaction (ARMS-PCR), polimorfismo no comprimento
do fragmento de restricdo (RFLP); reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) e
sequenciamento nucleotideo. Devido a proxima localizacdo dos SNPs do gene ITPA, a
genotipagem foi realizada por meio de sequenciamento nucleotidico. Um total de 281
amostras de sangue total de pacientes com infeccdo cronica pelo HCV foi estudado.
Protocolos préprios para as técnicas ARMS-PCR e RFLP foram desenvolvidos e
otimizados e, os resultados comparados com os do sequenciamento. Todos os métodos
foram especificos, contudo o método ARMS-PCR apresentou os melhores resultados de
acordo com a analise de custo-beneficio. Em um segundo estudo, a frequéncia de
polimorfismos do rs1127354 e rs7270101 do gene da ITPA foi avaliada em 200 pacientes
com hepatite C crbnica, e em 100 individuos saudaveis e, a associacdo com o0
desenvolvimento de anemia foi investigado em 97 pacientes que concluiram a terapia
antiviral. A frequéncia global de distribuicdo alélica em rs7270101 e rs1127354 mostrou
altas taxas dos genotipos AA (84,0%) e CC (94,3%), respectivamente, sugerindo que a
coorte estudada possui uma grande propensdao para o desenvolvimento de anemia
induzida pela RBV. Ademais, constatamos uma diminuigdo progressiva de hemoglobina
durante a terapia antiviral, sendo mais significante na 122 semana e em pacientes do sexo
masculino. No terceiro estudo, analisamos a associacdo entre os genotipos dos SNPs da
IL28B com RE em 24 pacientes com hepatite aguda e em 111 pacientes cronicos com
RVS tratados com PEG-IFN/RBV. O gendétipo CC (rs12979860) e o gendtipo TT
(rs8099917) apresentaram associacdo com RE e o alelo C (rs12979860) apresentou forte
associagdo (p=0,0045) com a RVS. Estes dados confirmaram a importancia destes
genaotipos no controle da infeccdo. Os resultados obtidos neste trabalho sdo importantes
para um melhor entendimento dos fatores do hospedeiro associados com a eliminacao
espontanea do virus, com a RVS e com a anemia induzida pela ribavirina no tratamento
antiviral da infeccéo pelo HCV.
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ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) infection is a leading public health problem in Brazil. Despite of
the recent progress, the treatment is still a major challenge in terms of both clinical- and
cost-effectiveness. The ribavirin (RBV)-induced anemia is the major hematological effect
of antiviral treatment. In addition to viral factors, the host factors play a fundamental role in
infection control. Recent studies have shown that single nucleotide polymorphisms (SNPs)
in the genes of interleukin 28B (IL28B) and inosine triphosphate pyrophosphatase (ITPA)
are strongly associated with spontaneous clearence (SC) of the virus, with sustained
virologic response (SVR) and with protection against anemia. In the IL28B gene, the CC
genotype at rs12979860 and TT genotype at rs8099917 are associated with spontaneous
clearance of virus and with response to therapy. In ITPA gene, CC genotype in rs1127354
and AA genotype at rs7270101 show association with anemia. However, most of the
methods currently available for identifying these polymorphisms are costly. The aim of this
study was to determine the allelic profile of IL28B and ITPA genes in samples from
patients with hepatitis C, evaluate the association of polymorphisms in IL28B gene with
spontaneous and treatment-induced clearance of HCV and, ITPA gene, with development
of anemia during antiviral therapy. In this work, initially for IL28 gene, four techniques were
evaluated in terms of specificity, cost and time of execution: tetra-primer amplification
refractory mutation system-polymerase-chain reaction (ARMS-PCR), restriction fragment
length polymorphism (RFLP); chain reaction quantitative polymerase (qPCR) and direct
nucleotide sequencing. Due to SNPs location in ITPA gene, genotyping was performed by
nucleotide sequencing. A total of 281 whole blood samples from patients with chronic HCV
infection were studied. Protocols for ARMS-PCR and RFLP techniques were developed
and optimized and the results compared with those of sequencing. All methods were
specific; however, ARMS-PCR method showed the best results according to the cost-
benefit analysis. In a second study, the frequency of rs1127354 and rs7270101
polymorphisms in ITPA gene was evaluated in 200 patients with chronic hepatitis C, and in
100 healthy individuals, and the association with the development of anemia was
investigated in 97 patients who completed the antiviral therapy. The overall allele
frequency distribution at rs7270101 and at rs1127354 showed high rates of AA genotypes
(84.0%) and CC genotypes (94.3%), respectively. These results suggested that the cohort
has a high propensity for the development of RBV- induced anemia. Moreover, we noticed
a progressive decrease in hemoglobin during antiviral therapy, more significantly in the
12t weeks and in male patients. In the third study, we analyzed the association between
the IL28B SNPs with SC in 24 patients with acute hepatitis and in 111 chronic patients with
SVR treated with PEG-IFN/RBV. The CC genotype (rs12979860) and the TT genotype
(rs8099917) were associated with SC and the C allele (rs12979860) showed a strong
association (p = 0.0045) with the SVR. The data confirm the importance of these
genotypes in infection control. These results are also important for a better understanding
of host factors associated with spontaneous clearance of the virus, with SVR and with
RBV-induced anemia in antiviral treatment of HCV infection.
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l. INTRODUCAO

1.1. Hepatites Virais

As hepatites virais sdo doencas causadas por diferentes agentes etiolégicos virais que
tém em comum o tropismo pelo figado. Apresentam semelhancgas clinico-laboratoriais,
mas como sao causadas por diferentes virus e por apresentarem diferentes modos de
transmissao, apresentam grandes diferencas epidemioldgicas e de evolucdo clinica. A
distribuicdo das hepatites virais € universal, sendo que a magnitude dos diferentes tipos
varia de acordo com a regido. No Brasil, também h& grande variacdo regional na
prevaléncia de cada hepatite (Ferreira e Silveira, 2004; MS, 2008a).

Atualmente, existem cinco tipos de virus ja caracterizados: A, B, C, D e E, e para fins
de vigilancia epidemioldgica, as hepatites podem ser agrupadas de acordo com a
transmissado: fecal-oral (virus A e E) e parenteral (virus B, C e D). As hepatites virais tém
grande importancia pelo numero de individuos atingidos e pela possibilidade de
complica¢cBes das formas agudas e quanto a cronificacdo (Ferreira e Silveira, 2004; MS,
2008b). Os quadros clinicos agudos sdo muito diversificados, variando desde formas
subclinicas até formas de insuficiéncia hepatica aguda grave. Na maioria dos casos 0s
sintomas predominantes sdo fadiga, anorexia, nauseas, mal-estar geral e adinamia
(reducéo da forca muscular). Ja os casos de hepatite cronica (somente para as hepatites
B, C e D), na grande maioria, sdo assintomaticos ou oligossintomaticos. De modo geral,
as manifestacdes clinicas da hepatite cronica aparecem apenas em fases adiantadas de
acometimento hepéatico (MS, 2008b).

1.2. Hepatite C: Historico

Anteriormente a descoberta do virus da hepatite C (HCV) por Choo e colaboradores
(Choo et al., 1990), muitos anos se passaram onde diversos episédios de hepatite pds-
transfusional eram descritos e caracterizados como hepatite ndo A-ndo B (NANB) (Gocke
et al., 1969; Okochi et al.,, 1970). Desta forma, os bancos de sangue implementaram
exames para deteccéo, tanto do virus da hepatite B (HBV) quanto do virus da hepatite A
(HAV), no sangue de todos os doadores voluntarios. Apesar dessas medidas preventivas,
continuaram a ocorrer casos de hepatite NANB em cerca de 90 a 95% dos casos pos-



transfusionais (Feinstone et al., 1975). Com isso, a terminologia hepatite NANB,
introduzida em 1975, viria a manter-se até a identificacdo do HCV.

Durante os 15 anos seguintes, diversos estudos com chimpanzés foram realizados na
tentativa de esclarecer qual seria o agente responsavel pela transmissdo da hepatite
NANB. Com o advento da biologia molecular, o virus NANB que tinha sido inoculado em
animais teve seu material genético isolado para a constru¢do de uma biblioteca de DNAs
complementares (cDNAs), para posterior clonagem, e consequentemente, producao de
proteinas. Logo, foi possivel o desenvolvimento de testes soroldgicos, utilizando
antigenos produzidos para detectar anticorpos no soro de paciente cronicamente
infectado com hepatite NANB (Gocke et al., 1969; Alter et al., 1989). Com a utilizacéo
deste exame, foi visto que cerca de 80% dos individuos infectados com o virus NANB
soroconvertiam, possibilitando assim, a identificacdo do HCV. Sendo assim, com este
teste sorolégico de primeira geracao, foi possivel obter um controle na disseminacdo das
hepatites pés-transfusionais, reduzindo de 70% para 1,5% a incidéncia da hepatite C pos-
transfusional. Subsequentemente, essa porcentagem foi reduzia a quase zero (Alter et al.,
2000). No Brasil, a implantacédo de testes para a triagem de doadores de sangue tornou-
se obrigatéria em 1994, diminuindo assim, a transmissdo da hepatite C através de
transfusdes (Donahue et al., 1992, Busch et al., 2005).

1.3. Virus da Hepatite C: Organizacdo Genémica

O HCV é o agente etiologico da hepatite cronica anteriormente denominada de
hepatite NANB. O HCV é classificado como sendo o Unico representante do género
Hepacivirus, dentro da familia Flaviviridae (Thiel et al., 2005). Suas particulas séo
esféricas, envelopadas com projecdes na superficie e medem aproximadamente 55 a 65
nandmetros (nm) de diametro (Kaito et al., 1994). Um modelo esquematico da estrutura

da particula viral € apresentado na figura 1.1.
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Figura 1.1: Modelo estrutural da particula viral do HCV (Echeverria et al., 2015). Figura
adaptada para o portugués.

O genoma viral é constituido de acido ribonucleico (RNA) de fita simples, de
polaridade positiva, com aproximadamente 9.400 nucleotideos. O genoma do HCV é
organizado em trés regides: uma regiao 5 nao-codificante (5 NCR); seguida por uma
regido codificante, sendo uma unica e longa fase de leitura aberta (Open reading frame -
ORF), e uma regiao 3’ nao-codificante, que contém uma sequéncia altamente conservada
de 98 nucleotideos essencial para a replicagéo do virus (3’ NCR).

A regidao 5" NCR apresenta cerca de 340 nucleotideos e contém um sitio interno de
entrada ribossomal (Internal ribosome entry site - IRES), responsavel pela traducdo da
poliproteina que dara origem as proteinas estruturais e ndo estruturais (Lukavsky, 2009).
E a regido utilizada para o diagnéstico do HCV por técnicas de biologia molecular, uma
vez que é altamente conservada entre os isolados do virus.

A regido 3 NCR é composta por uma pequena regido altamente variavel de
aproximadamente 40 nucleotideos; um trecho formado por polipirimidinas (poli-U) com
tamanho varidvel entre os isolados de HCV; seguido de uma regido altamente
conservada, denominada de cauda X, com cerca de 98 nucleotideos. Esta regido parece
estar associada a infectividade e replicacdo viral, assim como na tradugcdo protéica
(Friebe & Bartenschlager, 2002; Lan et al., 1999).

A ORF do HCV abrange quase que todo o genoma viral e codifica uma poliproteina
precursora de cerca de 3.000 aminoacidos que é clivada em proteinas estruturais e

proteinas ndo-estruturais. As proteinas estruturais sdo o Core (C), Envelope 1 (E1),
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Envelope 2 (E2) e p7, e estdo localizadas na extremidade aminoterminal (N-terminal),
enquanto que as proteinas ndo-estruturais NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B
localizam-se na extremidade carboxiterminal (C-terminal) (Choo et al., 1991). As proteinas
nao estruturais sdo responsaveis pela replicacdo e empacotamento do genoma viral
dentro do capsideo, o qual é formado pelas proteinas estruturais (Sharma, 2010; Suzuki,
2011) (Figura 1.2).

5 UTR 3 UTR
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Figura 1.2: Organizacdo do genoma e processamento da poliproteina do HCV

(Echeverria et al., 2015). Figura adaptada para o portugués.

A proteina C consiste de aproximadamente 191 amino&cidos, sendo altamente
conservada e com propriedades quimicas béasicas responsaveis pela estrutura do
nucleocapsideo (Bukh et al., 1994). Diversos estudos relatam que a proteina C interage
com varias proteinas celulares podendo afetar algumas de suas funcdes como a
transcricdo génica, vias de sinalizacdo celular, metabolismo lipidico e apoptose
(Tellinghuisen & Rice, 2002; Lee et al., 2011). Além disso, estudos mostram uma possivel
influéncia na evolucéo da doenca hepatica e do cancer (Vassilaki & Mavromara, 2009).

As (glicoproteinas do envelope sao proteinas transmembrana que formam
heterodimeros que representam os blocos formadores do envelope viral (Helle et al.,
2010). Além disso, tém papel crucial na ligagao do virus ao receptor celular e entrada do
virus na ceélula hospedeira (Albecka et al., 2011), e a sua localizagcdo na superficie viral
facilita a ligacdo do virus aos receptores da célula hospedeira (Op De Beeck et al., 2004;
Vieyres et al., 2010).

A proteina p7 é um polipeptideo com cerca de 63 aminoacidos que se localiza entre a
regido estrutural e ndo estrutural do HCV. Essa proteina é composta por uma membrana
gue apresenta duas a-hélices transmembranas conectadas por uma dobra, orientadas em
direcdo ao citoplasma (Khalig et al., 2010). Apesar de néo esta claramente identificada

como uma proteina estrutural ou ndo estrutural, estudos mostraram que a proteina p7 é
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dispenséavel na entrada do virus na célula e na replicacdo do RNA, porém, é essencial
para a montagem e liberacdo do virus infeccioso através dos poros formados na
membrana do reticulo endoplasmatico (Steinmann et al., 2007; Sakai et al., 2003).

A proteina ndo estrutural, NS2, consiste em uma cisteina-protease com cerca de 21 a
23 kDa. E formada por um dominio hidrofébico na por¢do N-terminal e um subdominio
protease C-teminal voltado para o citossol que estimula a producdo de zinco o qual atua
na clivagem autocatalitica da jungdo NS2/3, auxiliado pelo dominio protease da por¢do N-
terminal da proteina NS3 (Suzuki, 2012). Estudos demonstraram que esta proteina pode
estar envolvida em interacbes com proteinas estruturais e ndo estruturais e que tais
interacBes podem resultar na montagem da particula viral (Jirasko et al., 2010; Ma et al.,
2011; Stapleford & Lindenbach, 2011).

A proteina NS3, com aproximadamente 69 kDa, € considerada multifuncional, pois
possui diversas atividades, tais como: de serino-protease que cliva todas as outras
proteinas NS nas juncdes NS3/NS4, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B; de RNA-
helicase e de nucleotideo-trifosfatase (NTPase), desempenhando uma fung¢do importante
durante a replicacéo viral (Kolykhalov et al., 2000; Lam & Frick, 2006). Essa proteina tem
sido um alvo importante para o desenvolvimento de antivirais que se associam a protease
viral de modo reversivel, impedindo a atuacdo da mesma no processamento da
poliproteina e, consequentemente, na replicacdo viral (Lin et al., 2004).

A proteina NS4A é uma proteina de 8 kDa com cerca de 54 aminoacidos e atua como
um co-fator para as atividades proteoliticas da NS3. O heterodimero NS3/NS4A é capaz
de clivar o sitio que une as proteinas NS. A porcdo hidrofébica N-terminal contém um
segmento transmembrana que ancora esse heterodimero a regido intracelular da
membrana do reticulo endoplasmatico, onde ocorre 0 processo proteolitico. A porcao
hidrofébica (central) € necessaria para a ativacdo da NS3, enquanto que a porcédo C-
terminal tem funcéo na replicacdo do HCV devido a regulacdo da fosforilagdo da NS5A
(Wolk et al., 2000; Bartenschlager et al., 1994; Lin et al., 1995). A proteina NS4B é uma
proteina integral de membrana de 27 kDa que contém segmentos transmembrana
anfipaticas. Esta proteina tem sido relacionada com a inducdo de alteracbes na
membrana do reticulo endoplasmatico onde é formado o complexo de replicagéo (Lundin
et al., 2003; Elazar et al., 2004, Brass et al., 2006).

A proteina NS5A é hidrofilica cuja mobilidade eletroforética a distingue em duas
formas: fosforilada (56 kDa) e hiperfosforilada (58 kDa) (Kaneko et al., 1994). Esta

proteina se localiza, predominantemente, no compartimento citoplasmatico/perinuclear da

5



célula hospedeira, incluindo o reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. Sua porcéo
citoplasmatica é composta por trés dominios separados por sequéncias de baixa
complexidade. O dominio I, o mais conservado, se liga ao RNA, enquanto que 0s
dominios Il e Ill, sdo importantes para a replicacdo do RNA e/ou montagem do virion
(Appel et al., 2008; Tellinghuisen et al., 2008). Além disso, apresenta outras funcgdes tais
como, a inibicdo da atividade antiviral do interferon, a ativagdo transcricional e
envolvimento na regulagéo do crescimento e das vias de sinalizag&o celulares (Quezada
& Kane, 2009; Shirota et al., 2002; Huang et al., 2005; 2007; Tellinghuisen et al., 2005).

A proteina NS5B apresenta 65 kDa e consiste em uma fosfoproteina ligada a
membrana do reticulo endoplasméatico. Promove a sintese de novos genomas de RNA e
possui atividade de RNA polimerase dependente de RNA (RpRd), tendo um papel
fundamental no ciclo replicativo do HCV (Luo et al.,, 2000). Sua ligagdo a membrana
ocorre a partir da regido C-terminal de modo a garantir a iniciagdo correta da sintese de
RNA (Hong et al., 2001). Contudo, ndo apresenta a capacidade de correcdo de erros
durante a incorporacdo de nucleotideos na replicacdo viral, sendo responsavel pela
formagdo de variantes virais (quasispecies). Essas variantes tém como caracteristica
principal a proximidade genética entre si, porém, com pequenas alteracbes em suas
sequéncias nucleotidicas. A NS5B também tem sido um alvo importante para o
desenvolvimento de antivirais, dentre 0s quais estdo o0s inibidores analogos de
nucleosideos e os alostéricos nado-nucleosideos (Carroll et al., 2003; Ma et al., 2005;
Tomei et al., 2004).

1.4. Virus da Hepatite C: Replicacado

Apesar de nos ultimos anos os estudos em relacdo a replicacdo do HCV terem se
intensificado, diversos mecanismos que ocorrem durante o processo ainda ndo foram
totalmente elucidados, sendo presumidos com base na replicagdo viral de outros
representantes da familia Flaviviridae.

O ciclo de vida do HCV consiste basicamente na entrada do virus na célula do
hospedeiro; na liberagcdo do genoma viral no citoplasma; na traducéo das proteinas virais;
na replicacdo do genoma viral; na montagem dos componentes virais e, finalmente, na
liberac@o das novas particulas de virions do HCV.

A entrada na célula do hospedeiro se da por meio de diferentes receptores celulares

tais como: o de lipoproteina de baixa densidade (LDLR); a tetraspanina (CD81l); a
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proteina de juncédo celular Claudin-1 (CLDN1), o Scavenger B1 humano (SRB1) e as
glicosaminoglicanas (GAGs) (Cocquerel et al., 2006; Brass et al., 2006; Ashfaq et al.,
2011). A utilizacdo de diferentes receptores pode resultar na entrada do virus em
diferentes células do hospedeiro e, consequentemente, na patologia associada a
infeccdo. Além disso, a fibronectina, presente na superficie celular de megacariécitos e
plaquetas, tem sido investigada como um possivel receptor para o HCV (Pugliese et al.,
2004). Ja no citoplasma da célula, o virus libera seu genoma que fica exposto a
maquinaria da célula do hospedeiro. Posteriormente, o HCV-RNA é traduzido em uma
poliproteina que é clivada originando, assim, todas as proteinas virais. Primeiramente sao
formadas as proteinas estruturais, seguidas pelas nao estruturais.

A replicacdo do HCV é semiconservativa, isto €, a fita positiva de seu RNA serve como
molde para a sintese da fita negativa intermediaria de replicacdo. Logo apds, essa fita
negativa é utilizada como molde para a producdo de inumeras fitas de polaridade
positivas, que por sua vez, sdo utilizadas para a traducao da poliproteina, para sintese de
novos RNAs intermediarios e para a formacédo de novas particulas. A replicacdo do HCV
chega ao término com a montagem de novas particulas virais e posterior liberacdo dos

virions (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Ciclo replicativo do HCV. (Figura adaptada de Bruijne et al., 2009).

1.5. Virus da Hepatite C: Variabilidade Genética

A heterogeneidade genética € um trago caracteristico do HCV. A producéo de trilhdes
de particulas virais associadas com a alta taxa de mutacéo, devido a incapacidade de
correcdo da insercdo dos nucleotideos da NS5B RpRd, gera um grande numero de
variantes conhecidos como quasispecies que coexistem dentro de um mesmo individuo.
Desta forma, o sistema imune do hospedeiro é burlado e, consequentemente, ocorre a
selecdo de variantes do virus. Junto a essa adaptacdo ao hospedeiro, com o passar do
tempo, se originou os diferentes gendtipos existentes, os diferentes cursos clinicos e,
assim, as diferentes respostas ao tratamento.

Logo, a analise comparativa de sequéncias nucleotidicas oriundas de varias partes do
mundo, classificou o0 HCV em sete gendtipos, denominados de 1 a 7 e cerca de 67
subtipos denominados pelas letras do alfabeto em ordem de descobrimento (a, b, c, ...)
(Simmonds et al., 1993; Murphy et al., 2007; Smith et al., 2014; Echeverria et al., 2015).
A figura 1.4 apresenta uma arvore evolutiva dos 7 gendtipos e seus subtipos onde se
pode observar que o gendtipo 6 é o que apresenta maior numero de subtipos, refletindo

uma maior diversificacdo evolutiva. Os genétipos 1, 2 e 3 apresentam distribuicdo mundial
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e, no Brasil, foi demonstrado uma maior prevaléncia do genotipo 1 (64-72%), seguido pelo
genatipo 3 (25-30%) e o gendtipo 2 (2-5%) (Campiotto et al., 2005).

Genétipo 7

Genétipo 4

Genétipo 5

Genétipo 1

Figura 1.4: Arvore evolutiva dos sete genétipos e subtipos do HCV (Echeverria et al.,

2015). Figura adaptada para o portugués.

1.6. Virus da Hepatite C: Transmissao

A transmissdo ocorre principalmente por via parenteral por exposi¢cdo percutanea
direta ao sangue e hemoderivados contaminados pelo HCV e, dependendo do nivel de
desenvolvimento dos paises, as formas de contagio também se diferem (Prati, 2006).
Paises em desenvolvimento mantém a pratica de doadores comerciais com o intuito de
sustentar o estoque de sangue e, nestes casos, a implantacdo de testes que garantam
uma transfusdo mais segura ndo tem sido priorizada (Hladik et al., 2006). Nestes paises,
a disseminacdo priméria se faz por meio do uso de material cirirgico e equipamento
contaminados e/ou ndo descartaveis na transfusdo de sangue ou hemoderivados (Wasley
et al., 2000). Nos paises desenvolvidos, uma vez que, a triagem para anti-HCV é
realizada em doadores de sangue desde o inicio da década de 90, a incidéncia de casos
de hepatite C pos-transfusional praticamente desapareceu. Logo, o uso de drogas ilicitas
via intravenosa ou intranasal tornou-se a principal forma de transmissdo do HCV (Alter,
2002; Dore et al., 2003; Lopes et al., 2009). Os usuarios de drogas injetaveis tém a mais
alta prevaléncia de infeccdo pelo HCV comparado a qualquer outro grupo com
comportamento de risco (Alter, 2011). O uso de cocaina intranasal, assim como o uso do
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crack, tem sido associado a transmissdao do HCV devido ao compartiihamento de
utensilios contaminados pelo virus utilizados no momento de consumo das drogas.
Nestes casos, objetos que entram em contato com lesdes nasais e ulceracdes orais s&o
provaveis vias de transmissdo pessoa a pessoa (Woodfield et al., 1993; Fischer et al.,
2008).

Estudos epidemioldgicos revelaram que a prevaléncia mundial da infeccdo entre
usuarios de drogas é muito elevada, podendo chegar a taxas de até 90%, conforme a
duracdo da exposicdo ao uso das drogas e da localizacdo geografica destes usuarios
(Gerberding, 1994; Hagan et al., 2008). No Brasil, em um estudo realizado em 660
usuarios de drogas injetaveis (UDI) recrutados na cidade do Rio de Janeiro, a prevaléncia
de anti-HCV foi de 16,7%, sendo que 0s usuarios com mais de seis anos de uso
apresentaram uma taxa de infeccéo pelo HCV cerca de 2,5 vezes maior (23,4%) do que
0s usuarios com menor tempo de consumo de drogas (10,1%) (Oliveira et al., 2009).
Outrossim, a transmissao parenteral ainda pode ocorrer entre pacientes submetidos a
hemodilise, e em transplante de 6rgao.

A transmissdo ocupacional, perinatal e sexual, ocorrem com menos frequéncia se
comparadas a exposicao percutanea (Puro et al., 1995; Kiyosawa et al., 1991; Ferrero et
al., 2003; Terrault, 2002; Vandelli et al., 2004). Todavia, estudos mostraram que em
relacdo a transmissdo ocupacional (vitimas de acidentes pérfuro-cortantes), profissionais
da area de saude sédo os mais atingidos. O risco de infec¢do pode variar de acordo com o
tipo de exposicao e fatores que englobam, por exemplo, a carga viral no hospedeiro e o
tempo de exposicdo dos profissionais (Riddell & Sherrard, 2000; Marconi et al., 2010).
Sendo assim, medidas de precaucéo na aplicacao de procedimentos padrbdes e educacao
continuada poderiam minimizar o risco de transmisséo reduzindo o nimero de infec¢bes
pelo HCV (Deuffic-Burban et al., 2011). Ademais, os profissionais de saude infectados
também podem transmitir o HCV para os pacientes. Alguns casos tém sido relatados e
parecem estar relacionados com procedimentos cirdrgicos (Perry et al., 2006).

Em relagéo a transmisséo perinatal do HCV, estudos indicam que formas distintas de
transmissao de mée para filho podem ocorrer, sendo as mais comuns a intrauterina e a
gue ocorre durante o parto. Dados da literatura evidenciaram que a deteccdo do HCV-
RNA no soro de criancas nascidas dentro de 24 horas, representa um forte indicio de
infeccédo intrauterina (Resti et al., 1998; Mok et al., 2005). Infec¢des perinatais geralmente
ocorrem em casos de mées que apresentam anti-HCV positivo e/ou HCV-RNA positivo.

Os principais fatores de risco associados a essa transmissao sdo complicacdes no parto
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gue implicam na ruptura da bolsa amniética e demora da retirada da crianca em mais de 6
horas apds sua ruptura (Mast et al., 2005); procedimentos obstétricos que expdem a
crianca ao sangue materno HCV positivo (Minola et al., 2001; Mast et al., 2005); maes
HCV-RNA positivas coinfectadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Blackard et al., 2005; MS, 2008b) e infeccdo de células mononucleares do sangue
periférico de maes HCV positivas (infeccéo extra-hepatica materna) (Azzari et al., 2008).
Exite ainda uma parcela de casos onde n&o se consegue identificar o modo de
transmissao do HCV. Em relacdo aos fluidos corporais, alguns deles como saliva, leite
materno, sémen e secrecdes cervico-vaginais também tém sido investigadas como
potencialmente capazes de transmitir o HCV, devido ao fato do HCV-RNA j& ter sido
detectado nestes espécimes (Abou-Setta, 2004). A avaliacdo dos modos de transmissdo
de HCV deve ser concluida para que as autoridades consigam priorizar acdes preventivas

e fazer o0 uso mais adequado dos recursos disponiveis.

1.7. Hepatite C: Epidemiologia

ApoOs anos da descoberta do HCV, ja estd bem estabelecido que o mesmo € de
importancia global, afetando muitos paises, e consequentemente, levando a um problema
de saude global que requer intervencdes ativas para a sua prevencao e controle.
AvaliacGes epidemiologicas apontam que embora o HCV seja edémico no mundo,
apresenta um grau variavel em relacdo a distribuicdo geografica. Essa ocorre entre
individuos de todas as idades, sexos, racas e regiées do mundo. As consequéncias da
hepatite C cronica, cirrose e do carcinoma hepatocelular (CHC) tém mostrado cada vez
mais impacto sobre os sistemas nacionais de saude (Alter et al., 2002).

Novas infec¢gbes continuam a ocorrer, devido a continuacdo de transfusdes de sangue
inadequadamente ou nao testadas, a produtos derivados de sangue impréprios, a
esterilizacdo inadequada dos equipamentos médicos e ao aumento no uso de drogas
intravenosas. A prevaléncia de HCV ainda permanece subestimada, uma vez que a
informacado ainda é insuficiente em muitos paises. Além disso, a maioria dos estudos de
prevaléncia representam apenas um segmento da populacdo, como por exemplo, as
mulheres gravidas, dadores de sangue ou internacdes hospitalares (Richard-Lenoble et
al., 1995; Martinson et al., 1996; Jeannel et al., 1998; Lavanchy, 2011).

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), embora ao longo dos anos

ja tenha sido observada uma reducdo no numero de individuos infectados em todo
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mundo, estima-se que cerca de 130 a 170 milhdes de pessoas estejam infectadas (Perz
et al., 2004). Contudo, a precisdo dos dados é bastante dificultada devido a ocorréncia de
formas assintomaticas das infeccbes agudas e cronicas. Considerando os dados
utilizados para estimar a prevaléncia global em 2010, calcula-se que existam cerca de 400
mil individuos crénicos infectados na Australia e Oceania, 14 milhdes nas Américas, 16
milhées no Oriente Médio, 17.5 milhdes na Europa, 28 milhdes na Africa e 83 milhées na
Asia (Figura 1.5) (Lavanchy, 2011).

Figura 1.5: Prevaléncia global de infeccédo pelo HCV durante o ano de 2010. Valores em

percentual (Lavanchy, 2011). Figura adaptada para o portugués.

A maioria dos estudos epidemiolégicos nacionais, assim como em outros paises, foi
realizado com uma populacdo especifica, ndo sendo representativos do geral da
populacdo brasileira. Segundo o estudo de prevaléncia de base populacional das
infecgdes pelos virus das hepatites A, B e C no Brasil, coordenado pelo Ministério da
Saude, a prevaléncia do marcador sorologico anti-HCV teve uma média de 1,56%, na
faixa etaria de 20 a 69 anos, o0 que representa cerca de 3 milhées de pessoas portadoras
do HCV (Ministério da Saude, 2010). Ademais, enquanto a regido Norte apresentou a
maior prevaléncia de anti-HCV positivos, os dados da regido Sul apontaram a menor

prevaléncia desses individuos.
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1.8. Hepatite C: Patogénese e Patogenia

O HCV tem tropismo pelo figado (hepatotréfico), tendo o hepatdcito como principal
sitio de sua replicacdo. Apesar disso, 0 virus pode se replicar em diferentes tipos de
células, ocasionando assim, manifestacdoes extra-hepaticas, como doencgas autoimunes,
doencas linfoproliferativas benignas ou malignas.

O figado possui importante fungdo no sistema imune do individuo, uma vez que o0s
componentes da resposta inata ou adaptativa estdo presentes ou sao sintetizados por ele.

O HCV pode ocasionar lesdo hepatocelulcar aguda, geralmente leve e assintomatica.
Contudo, na maioria dos casos, a infeccao pelo HCV é caracterizada pela cronicidade em
70% a 80%, apds um periodo igual ou superior a 6 meses de infeccdo. A persisténcia viral
esta relacionada com a alta taxa de mutacdo observada durante a replicacao viral dando
origem as quasispecies, principais responsaveis pelo escape do virus frente a resposta
imunoldgica (Bowen, 2005; Chen, 2005). Na maioria dos casos, este e outros
mecanismos contribuem para que tanto a resposta humoral, como a celular seja ineficaz
no combate a infecgédo pelo HCV (Thimme et al., 2001; 2002). A compartimentalizagao de
guasispecies em sitios extra-hepaticos também tem sido proposta como um mecanismo
de persisténcia viral (Galossi et al., 2007) e, segundo alguns estudos, pode ser um
importante determinante, tanto na histéria natural da infeccdo, como nos resultados

terapéuticos (Ducoulombier et al., 2004; de Almeida et al., 2009).

1.9. Hepatite C: Infeccao pelo HCV

1.9.1. Infeccado Aguda

ApoOs o contato com o HCV, o periodo de incubacao da infec¢cdo pode variar entre 2 e
25 semanas (média de 6 a 7 semanas). Os sintomas, quando aparecem, geralmente
ocorrem apds 0 pico sérico de aminotransferases entre a 62 e a 122 semana apos a
exposicao ao HCV, tendo duracéo de cerca de 2 a 12 semanas.

Nesta fase, o individuo pode desenvolver um quadro de hepatite aguda, podendo
apresentar formas clinicas assintomaticas ou oligossintomaticas. No primeiro caso, as
manifestacdes clinicas estdo ausentes, enquanto que no segundo, as manifestagdes sao

leves com 0s sinais e sintomas caracteristicos da hepatite como febre, ictericia e coldria.
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Durante o periodo da janela imunoldgica, compreendido entre o periodo do contagio
com o virus e o que antecede a deteccdo de anticorpos anti-HCV no sangue
(soroconversdao), pode ocorrer a transmissdo do HCV, ja que é uma fase em que somente
uma pequena parcela apresenta algum tipo de sintoma, possibilitando o diagndstico
clinico.

A partir do contagio, geralmente a deteccéo de anticorpos anti-HCV se da entre a 72 e
92 semanas. Contudo, a ndo produc¢ao de anticorpos ou producgao tardia pode ocorrer em
imunodeprimidos, casos de pacientes receptores de 6rgaos transplantados, pacientes em
hemodidlise e pacientes com infeccdo pelo HIV (Boyer & Marcelin, 2000; Cheney et al.,
2000; Kamal, 2008). A presenca do HCV-RNA pode ser detectada no soro na 22 semana
apos a exposicao ao virus. Na fase aguda, o nivel de HCV-RNA aumenta rapidamente e
0s sintomas podem persistir durante semanas. Entretanto, diminuem apos o declinio da
ALT/AST e dos niveis de HCV-RNA, ndo sendo mais detectados 6 meses apos o inicio da
infeccdo. Embora a infeccdo aguda pelo HCV possa ser grave, a faléncia hepética

fulminante é rara (Farci et al., 1996, Heller & Rehermann, 2005).

1.9.2. Infeccéo Crbnica

A fase crbnica caracteriza-se nos casos em que o agente etioldgico permanece no
hospedeiro apdés 6 meses do inicio da infeccdo. Os individuos nessa fase da infeccéo
funcionam como reservatérios do virus, tendo importancia epidemiolégica por serem 0s
principais responsaveis pela perpetuacao da transmissao.

Essa fase apresenta progressédo lenta e gradativa. Devido aos sintomas inespecificos
ou da auséncia de sintomas na fase aguda, geralmente, a doenca é diagnosticada
guando ja esta na fase crbnica, muitas vezes apds décadas do seu inicio. Deste modo,
torna-se bastante comum que o diagnostico especifico seja realizado apos testes
soroldgicos de rotina ou doacao de sangue (Roth et al., 2002; Thomas et al., 2000).

Os individuos com infecgdo crdnica apresentam sinais histolégicos compativeis com
hepatite. Outros individuos podem apresentar niveis séricos persistentes ou niveis de
aminotransferases intermitentes, embora ndo apresentem sintomas de hepatite. Outros
ainda, podem evoluir ao longo de 10 a 20 anos para a cirrose e 0 CHC. Nestes casos, 0s
indicativos de progressdo da doenca sdo evidenciados através de dados clinicos,
laboratoriais e/ou histologicos (Hoofnagle, 1997; Di Bisceglie, 1998). A aceleracdo da

progressdo da doenca hepatica crénica descompensada tem sido atribuida a diversos

14



fatores que envolvem o consumo excessivo de alcool, imunossupressao, idade avancada
no periodo do contagio e coinfeccdo com HIV ou HBV (Alter et al., 1998; Cheney et al.,
2000; Bonkovisky & Mehta, 2001; Lauer & Walker, 2001; Poynard et al., 2003; Lo Re &
Kostman, 2005; Thompson e Finch, 2005; Chen & Morgan, 2006; Ascione et al., 2007;
Modi e Liang, 2008). A cirrose hepatica descompensada associada ao HCV é uma das
principais indicacfes de transplante de figado em todo o mundo (Adam et al., 2003;
Wiesner et al., 2003), e a recorréncia da infeccao nos individuos transplantados é quase

universal (Berenguer et al., 2001; Gane, 2003) (Figura 1.6).

0, 0,
80% Infeccao 20%
e Cronica —_—
Infecgdo W 20% 80% Cirrose
Aguda . o % ()
Resolugao Progressao
Espontanea Lenta

Figura 1.6: Representacdo esquematica do quadro evolutivo da infeccdo pelo HCV.
Somente 20 a 30% dos individuos infectados tém cura espontanea, enquanto 80%
evoluem para cronicidade (Lavanchy, 2011). Figura adaptada para o portugués.

1.10. Hepatite C: Diagnéstico

Desde a descoberta do HCV em 1989, houve muitos avan¢cos nas abordagens
laboratoriais utilizadas para o diagnostico da infeccdo pelo HCV, nos quais alguns
detectam os anticorpos ou 0s antigenos (soroldgicos) e outros detectam o genoma da
particula viral circulante (moleculares).

Os testes sorologicos se baseiam na deteccdo de anticorpos anti-HCV no soro de
pacientes infectados, através de técnicas imunoenzimaticas (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay - ELISA) (Pawlotsky, 2002). Este teste pode ser aplicado entre 10
e 16 semanas a partir do inicio dos sintomas, que compreende o0 periodo em que a
presenca dos anticorpos anti-HCV geralmente se torna detectavel.

Os testes de biologia molecular sdo utilizados para detectar a presenca do acido
nucléico do virus, no caso do HCV, o RNA. Os testes podem ser qualitativos (indicam a
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presenca ou auséncia do virus), quantitativos (indicam a carga viral) ou de genotipagem
(indicam o genatipo do virus) (MS, 2008a, b).

A deteccao qualitativa do RNA viral é utilizada como um teste de diagnostico visando
confirmar a presenca de infeccédo por HCV, sendo possivel a partir do final da 12 semana
pos-infeccdo. Apesar de ainda ter um alto custo, a metodologia utilizada € a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) precedida pela transcricdo reversa do RNA viral em DNA
complementar (RT-PCR), devido a sua especificidade, rapidez e praticidade. Muitas
vezes, a ndo deteccdo de RNA viral no soro pode significar baixa viremia e/ou
persisténcia em tecidos extra-hepaticos (de Almeida et al., 2007, Espirito-Santo et al.,
2013). Mais recentemente, tem sido estudada a infeccdo oculta pelo HCV, que é
caracterizada pela ndo detec¢do de HCV-RNA no soro. Além disso, em muitos individuos
infectados os niveis de transaminases sdo normais (MS, 2008a, b).

O teste molecular quantitativo do RNA viral € destinado a quantificacdo do HCV-RNA
no plasma humano, isto &, consiste em determinar a carga viral do paciente. E utilizado
em conjunto com a apresentacéo clinica e com outros marcadores laboratoriais, como um
meio de auxilio para a determinacéo na duracéo e tipo de terapia. Além disso, auxilia na
avaliacao da resposta viral a terapéutica antiviral (MS, 2008a, b).

Outro teste molecular importante no diagndstico da infeccdo pelo HCV é o teste de
determinacao do gendtipo infectante. Assim como a deteccao quantitativa, a genotipagem
€ muito importante ndo sé na escolha do regime terapéutico, mas também para predizer o
resultado do tratamento antiviral, uma vez que genoétipos diferentes respondem de
maneira diversa a terapia com IFN (McHutchison et al., 1998, Poynard et al., 1998).
Existem varios métodos disponiveis para a genotipagem do HCV baseados na
amplificacdo com PCR. A técnica padrdo-ouro é 0 sequenciamento direto de
nucleotideos, seguido pelo alinhamento de sequéncias junto com sequéncias padrao e

analise filogenética (Sandres Sauné et al., 2003).

1.11. Hepatite C: Tratamento

N&o ha ainda uma vacina contra o HCV e, desde 2003, o tratamento padrdo dos
pacientes portadores de hepatite € a combinacdo do interferon convencional (IFN) ou
peguilado (PEG-IFN) com a ribavirina (RBV) (Holmes et al., 2012).

De acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite Viral C e

Coinfeccoes, revisto e estabelecido pelo Ministério da Saude, Portaria SVS/MS n° 221 de
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julho de 2011, os critérios de resposta viroldgica para avaliacdo do tratamento,
resumidamente, sdo: a Resposta Viroldgica Rapida (RVR) é definida como carga viral
indetectavel (abaixo do limite inferior de deteccdo do teste diagndstico) na 42 semana de
tratamento; a Resposta Viroldgica Precoce (RVP) é definida como a queda de pelo menos
duas escalas logaritmicas (2 Log) ou sua indeteccdo na 122 semana de tratamento; a
Resposta Virologica Sustentada (RVS) € definida como a ndo detec¢cdo do HCV-RNA em
6 meses apoés o fim do tratamento; a Recidiva Virolégica (recidivantes) é definida como
HCV-RNA indetectavel ao final do tratamento mas detectavel 24 semanas apds o término
do tratamento; e o Nao Respondedor (NR), que € definido como o individuo que néo
apresenta queda de pelo menos 2 Log do valor do HCV-RNA pré tratamento na 122
semana de tratamento.

Ademais, na terapia com PEG-IFN/RBV, os pacientes infectados pelo gendtipo 1
requerem 48 semanas de tratamento e a RVS ocorre em apenas 40 a 50% dos casos, ja
na infeccdo com os gendtipos 2 e 3 taxas de 70 a 80% de RVS sdo observadas apos 24
semanas de tratamento (Feld et al., 2007).

Atualmente novas terapias tem sido desenvolvidas para o tratamento da infeccao pelo
HCV. Séo cerca de 40 novos inibidores em fase de ensaios clinicos, dentre 0os quais tém
se destacado os agentes antivirais de agao direta (Direct-Acting Antiviral Agents - DAA)
(Lee et al., 2011). Os DAAs agem diretamente em etapas essenciais do ciclo replicativo
do HCV como a entrada do virus nos hepatdcitos, a traducdo do RNA e a replicacéo
propriamente dita (Poordad et al., 2011). As enzimas virais NS3 serina protease e NS5B
RpRd séo os principais alvos para o desenvolvimento das novas estratégias terapéuticas
anti-HCV apresentando um amplo numero de inibidores em desenvolvimento clinico
(Vermehren & Sarrazin 2011). O Telaprevir (TVR) e o Boceprevir (BOC) sao DAAs que ja
foram aprovados pela ANVISA, e sao inibidores de protease (IPs) que bloqueiam a
NS3/4a resultando na inibicdo da replicacdo viral. Outros inibidores virais com aprovacgao
da ANVISA também estédo disponiveis no mercado brasileiro, como o sofosbuvir (analogo
nucleotideo que inibe a polimerase do HCV), simeprevir (inibidor de protease de segunda
geracéo), daclatasvir (inibidor da NS5A) e a combinagdo de alvos virais ombitasvir,
veruprevir, ritonavir e dasabuvir (AASLD, 2014; Kohli et al., 2014; Summers et al., 2014; Li
et al., 2015).

Diversos estudos comprovaram que resposta antiviral esta relacionada a mecanismos
multifatoriais (Pawlotsky, 2000) e, dentre estes, estariam os fatores virais (Manns et al.,

2001; Fried et al., 2002), os relacionados com a doenca (Fried et al., 2002; Manns et al.,
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2001) e os do proprio hospedeiro (Buti et al., 2002; De Maria et al., 2002; Dev et al.,
2002). Os principais fatores associados com boa resposta ao tratamento antiviral sdo o
genotipo viral, baixa carga viral, fibrose hepética ausente ou discreta, género feminino e
idade inferior a 40 anos, indice de massa corporal normal, parametros laboratoriais

(plaguetas, Hb, histologia, etc), etnia e fatores genéticos.

1.12. Fatores Preditivos do Virus e Hospedeiro

Além da eficacia limitada do tratamento, 0 mesmo tem um alto custo e numerosos
efeitos colaterais que, em alguns casos, exige uma reducdo na dose e/ou o término
prematuro do tratamento (Ahlenstiel et al., 2010). Além disso, como a terapia antiviral
padrdo é gendtipo especifica, nem todos os pacientes infectados conseguem alcancar a
RVS. Desta forma, a identificacdo de fatores preditivos da RVS é de suma importancia
para os programas de tratamento antiviral.

Recentemente diversos estudos demostraram que tanto fatores virais quanto fatores
do hospedeiro apresentam um papel fundamental na resposta ou ndo ao tratamento.
Entre os fatores virais definidos como preditivos da RVS esta o gendtipo viral. Na terapia
com PEG-IFN/RBV os gendtipos 1 e 4 encontram-se associados a taxas mais baixas de
RVS (41 a 52%), quando comparados com os tipos 2 e 3 (76 a 84%) (Manns, 2004). Na
terapia com os inibidores de protease, o subtipo 1b responde melhor do que o subtipo la.
A alta carga viral pré-tratamento também € um importante fator preditivo viral de uma
resposta virologica ineficiente (Akuta et al., 2005, 2007, 2010 e 2012). Além disso,
diversos estudos mostram que mutacdes na sequéncia do HCV também estdo
relacionadas com a RVS. Substituicdes de aminoacidos (aa) nas posi¢des 70 e/ou 91 na
regido do core de HCV em pacientes infectados com genétipo 1b e com altas cargas
virais sdo fatores preditivos de resposta virolégica ineficiente a terapia antiviral (Akuta et
al., 2005, 2007, 2010 e 2012), assim como, variacdes na sequéncia da regido NS5A,
denominada de ISDR (Regido Determinante de Sensibilidade ao IFN), também estdo
relacionadas com a nao resposta ao tratamento (Enomoto et al., 1995 e 1996). Mutacdes
especificas em diferentes posi¢cées do genoma viral tém sido associadas com diminuicao
da atividade antiviral aos novos agentes DAAs.

Entre os fatores do hospedeiro considerados importantes no prognostico do resultado
do tratamento da hepatite C, diversas variagbes genéticas encontradas nos genes da

interleucina 28B (IL28B) e da inosina trifosfato pirofosfatase (ITPA) estdo fortemente
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associadas com a RVS e com a cura espontanea do HCV, e a protecado contra a anemia
hemolitica, respectivamente.

No sistema imune inato, a familia das interleucinas, o fator de necrose tumoral e 0s
membros da familia do IFN (IFN-I), IL2BA/B e 1L29 foram apontados em exercer influéncia
sobre a resposta a terapia antiviral e/ou sobre a resolucdo espontanea da infeccao.
Exceto para a IL28B, nenhum destes revelou-se significativamente associado com a
resposta a terapia antiviral e com a resolucado da infec¢cdo aguda. As variacbes genéticas
no gene IL28B em associacdo com a cura espontanea da doenca, pode ser explicado
pela resposta imune inata do hospedeiro. O gene da IL28B codifica o IFN-A3, o qual esta
envolvido no controle de infecgdes virais, incluindo a infeccdo pelo HCV (Marcello et al.,
2006; Li et al., 2009). Os IFNs se ligam a receptores da superficie celular e ativam a
cascata de sinalizacdo celular JAK-STAT, levando assim, a inducdo de genes
estimulantes de IFN (Interferon-Stimulated Genes - 1ISG), um mecanismo pelo qual o IFN
suprime as infec¢des virais (Sheppard et al., 2003; Feld et al., 2005; Siren et al., 2005;
Marcello et al., 2006; Ahlenstiel et al., 2010). No contexto da infeccdo crénica pelo HCV,
dados demonstram que o gene IL28B esta associado com a resposta ao tratamento,
sugerindo que o IFN-A3 ndo é simplesmente um meio alternativo de induzir a via JAK-
STAT. Estudos realizados in vitro, demonstraram que o IFN-a induz a expressao dos
genes de IFN-A, que por sua vez, inibe a replicagdo do HCV por meio do sinal de
transducdo/ISG que distingue da via de IFN-a. Em adicéo, estes dados sugerem que o
IFN-A estd envolvido na resposta imune inata precoce do hospedeiro ao HCV, podendo
explicar o efeito observado na eliminacdo espontanea da doenca (Feld et al., 2005; Siren
et al., 2005; Marcello et al., 2006).

Ao longo dos ultimos anos, muitos estudos de associacdo ampla de genomas
(Genoma Wide Associations Studies - GWAS) foram realizados com sucesso em uma
variedade de areas, dos quais cerca de 2% se relacionaram com a hepatologia. Essa
ferramenta € Util para avaliar a possivel associacdo entre a variacdo genética ao longo da
do genoma humano e o fendétipo de interesse (Karlsen et al.,, 2010). Diversos estudos
utilizando essa metodologia identificaram polimorfismos de base Unica (Single Nucleotide
Polymorphism - SNP) localizados proximo ao gene IL28B associados com resposta a
terapia antiviral com PEG-INF/RBV (Ge et al., 2009; Suppiah et al., 2009; Tanaka et al.,
2009; McCarthy et al., 2010; Rauch et al., 2010). No total, foram identificados 14 SNPs
(rs12980275, rs8105790, rs11881222, rs8103142, rs28416813, rs4803219, rs12979860,

rs10853727, rs8109886, rs8099917, rs7248668, rs12972991, rs4803223 e rs12980602)
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sendo que os dois SNPs que apresentaram uma maior associacdo com resultado
terapéutico da infecgdo pelo HCV foram: rs8099917 e rs12979860, localizados 8 e 3 kb
antes do gene IL28B, respectivamente. A figura 1.7 apresenta esquematicamente a

posicdo destes SPNs no cromossoma humano 19.

Cromossomo 19

IL28B IL28A IL29

rs12979860 rs8099917

Figura 1.7: Localizacdo dos SNP associados com resposta ao tratamento antiviral no

gene IL28B no cromossoma humano 19 (Ahlenstiel et al., 2010).

Suppiah e colaboradores (2009), Tanaka e colaboradores (2010) e Rauch e
colaboradores (2010) identificaram o0 rs8099917 como o SNP com forte associa¢cdo com a
RVS em pacientes europeus, japoneses e suicos, respectivamente. Ge e colaboradores
(2009) e McCarthy e colaboradores (2010) identificaram o SNP rs12979860 com forte
associacdo com a RVS. Os genotipos possiveis para o rs8099917 sédo: TT, TG e GG,
enquanto que para o rs12979860 sao: CC, TC e TT. O rs8099917 com o alelo G vem
sendo denominado de “alelo de risco”, visto que, a presenca de pelo menos uma base G
em um dos alelos ja é o suficiente para aumentar significativamente a taxa de falha no
tratamento. Estudos sobre o rs12979860 relataram que pacientes com o genétipo CC
apresentaram uma taxa de RVS maior do que os com o gendtipo de TT, indicando que a
frequéncia deste alelo esta associado com melhores taxas de RVS (Mangia, 2011).

Como estes SNPs estdo bastante distantes do gene IL28B, o papel funcional direto
destes polimorfismos na expressao génica ou fungéo é incerto. Dois trabalhos relataram
gue o alelo de risco G do rs8099917 foi associado com baixa expressdo de IL28A/B,

enquanto outros também identificaram dois SNPs na regido do promotor do gene da
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IL28B em 97% dos individuos portadores do alelo de risco no SNP rs8099917. Portanto,
individuos que carregam alelos de risco do rs8099917 sdo altamente susceptiveis de
transportar polimorfismos no promotor ou na regido codificante do IL28B e alterar a
expressdo e/ou a funcdo do IL28B resultando em baixos niveis de expressao do IFN-A
(Suppiah et al., 2009; Tanaka et al., 2009).

Além da associacdo com o resultado no tratamento, outros grupos investigaram o
impacto do polimorfismo da IL28B sobre o curso clinico da infec¢do pelo HCV. Thomas e
colaboradores (2009) e Montes-Cano e colaboradores (2010) examinaram o papel do
IL28B na resolucéo espontanea da infeccdo pelo HCV e observaram uma forte correlacao
do SNP rs12979860 respondedor (gendtipo CC) com resolucao da infecgdo. McCarthy e
colaboradores (2010) descreveram uma associacdo do gendtipo CC do rs12979860 com
respondedores ao tratamento antiviral e com baixos niveis de HCV-RNA na fase pré-
tratamento. Montes-Cano e colaboradores (2010) encontraram uma associacdo do
genotipo respondedor do rs12979860 com altos niveis de alanina aminotransferase (ALT)
e com baixos valores de gama glutamiltransferase (yGT), enquanto que, Abe e
colaboradores (2010) sugeriram que o alelo respondedor do rs8099917 foi associado com
baixos niveis de YGT e menor atividade inflamatoria no figado. Li e colaboradores (2010)
observaram que os niveis de colesterol total, do colesterol LDL e de apolipoproteina B
foram significativamente maiores em individuos com o genétipo CC do rs12979860,
comparado com os individuos que possuiam o genoétipo CT ou TT. A razdo para esta
investigacdo foi a forte associacdo entre hepatite C crbnica e baixos niveis de LDL e a
ligacdo entre a terapia com IFN e um declinio do LDL no soro. Eurich e colaboradores
(2010) relataram que o rs8099917 influencia os niveis inflamatérios bioquimicos e
histol6gicos, mas ndo a progressdo para fibrose, em pacientes transplantados com
infeccéo recorrente pelo HCV. Os mecanismos causadores destes achados supracitados
nao sdo muito claros, mas enfatizam o papel fundamental do IL28B na modulacédo da
patogénese do HCV e da resposta do hospedeiro.

Em 2011, ocorreu a introducéo de dois IPs de primeira geracdo, o BOC e o TVR,
sendo um passo importante para o tratamento dos pacientes infectados com HCV.
Associado a terapia anteriormente ja estabelecida com PEG-INF/RBV, estas duas drogas
aumentam a chance de cura para os pacientes virgens de tratamento em 30% (Jacobson
et al., 2011; Poordad et al., 2011; Sherman et al., 2012; Wendt et al., 2014). Em pacientes
que falharam anteriormente com a terapia com PEG-INF/RBV, o gendtipo do IL28B é

menos informativo para o resultado da terapia baseada no TVR e/ou BOC. A introducéo
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dos IPs BOC e TVR representou um avanco significativo para o tratamento de HCV-1. No
entanto, ambas as drogas sdo muito caras e, estudos indicam que pode ser possivel o
tratamento em que a primeira linha terapéutica apresenta um melhor custo e menos
efeitos colaterais (Gellad et al., 2012; Homes et al., 2012; Liu et al., 2012; Camma et al.,
2013). Pesquisadores debateram também, a possibilidade da cura da hepatite C com
terapias livres de IFN (Holmes et al., 2012).

Com a introducdo dos antivirais de acédo direta (DAA), a associacdo entre a
genotipagem da IL28B e resposta ao tratamento € claramente atenuada devido a adicao
de medicamentos mais potentes (Gordon et al., 2011; Holmes et al., 2012). Entretanto,
diversos estudos clinicos tém validado esses achados e, a genotipagem da I1L28B tornou-
se uma ferramenta importante para auxiliar na tomada de decisdes clinicas relativas ao
regime terapéutico mais adequado. Além disso, a genotipagem IL28B tem mostrado que
podem ser Uteis como uma abordagem DAA de primeira geracdo para a identificacdo de
pacientes que podem ser tratados com sucesso com um regime de tratamento mais curto
e mais simples (Jacobson et al, 2011; Poordad et al, 2011). Além disso, o impacto do
gendtipo 1L28B CC (rs12979860) foi observado em pacientes infectados com HCV-1
submetidos a terapia livre de IFN (58-84% entre os pacientes com IL28B CC vs 33-64%
entre os pacientes com genotipos ndo-CC) (Chu et al, 2011; Zeuzem et al, 2012, 2013).
Desta forma, a genotipagem do IL28B pode permanecer (til se usado para individualizar
as estratégias de tratamento, identificar os pacientes que podem ser tratados com
sucesso com regimes mais curtos, mais simples ou mais baratos.

Outro gene que também vem sendo avaliado mais recentemente é o da ITPA, que
tem sido relacionado com protecdo contra a anemia hemolitica induzida pela RBV. O
gene ITPA codifica a inosina trifosfatase (ITPase) que catalisa a conversao de trifosfato
de inosina (ITP) para monofosfato de inosina (IMP) e pirofosfato (Pi), e desta forma, o ITP
nao se acumula nas células normais. O ITP € usado para manter o trifosfato de adenosina
(ATP) dos globulos vermelhos, evitando assim o estresse oxidativo. A deficiéncia de
ITPase interrompe este ciclo, conduzindo assim a uma acumulacdo de ITP nas células
(Cao & Hegele, 2002; Maeda et al., 2005). A ribavirina (1-B-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-
triazol-3-carboxamida) é um analogo de nucleosideo sintético e tem acdes in vitro contra
muitos virus (Patterson et al., 1990) e tem sido utilizado em combinagdo com IFN durante
o tratamento anti-viral. A RBV é incorporada nos eritrocitos onde sofre fosforilagdo para as
suas formas farmacologicamente ativas através de adenosina-quinase. A ribavirina

trifosfato € incapaz de atravessar a membrana celular dos eritrécitos e acumula
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intracelularmente, causando assim, dano oxidativo e conduzindo a hemdlise (Kowdley et
al, 2005). A deficiéncia de ITPase provoca uma acumulacéo de ITP nas células vermelhas
do sangue que pode competir com a RBV trifosfato, protegendo assim da hemodlise
induzida pela RBV (Shipkova et al., 2006; Sakamoto et al., 2010; Kim et al., 2013). Nao se
sabe ao certo como o ITP protege os eritrocitos da hemdlise causada pela RBV,
entretanto especula-se que o mesmo pode evitar o acimulo de RBV nos ertitrocitos ou
ainda pode agir diretamente impedindo que ocorra a hemdlise (Ochi et al., 2010;
Sakamoto et al., 2010; Suzuki et al., 2011).

A anemia (definida como tendo valores de Hb <10 g/dL e/ou como um declinio
superior a 2 g/dL em relacdo aos valores basais) € um efeito colateral e extremamente
prejudicial na terapia antiviral dupla com PEG-IFN/RBV, sendo necesséria redugfes na
dose de RBV em até 38% dos pacientes (Hadziyannis et al., 2004). Da mesma maneira, a
anemia € o efeito colateral hematolégico mais importante na terapia tripla, com a
incorporacdo de um inibidores de protease (TVR ou BOC), onde a reducdo de RBV é
maior, considerando que a queda de Hb sdo ainda maiores em pacientes tratados com
TVR do que tratados com BOC (Hézode et al., 2009; Kwo et al., 2011). Geralmente o
guadro de anemia é reversivel e dose-dependente. A idade, o sexo feminino, os niveis
basais de plaguetas e de hemoglobina (Hb) também foram relatados como fatores
capazes de influenciar a anemia induzida pela RBV (Ochi et al., 2010).

Segundo Fellay e colaboradores (2010), polimorfismos no gene da ITPA, localizado
no cromossomo 20, podem influenciar o desenvolvimento da anemia induzida pela RBV,
através da reducao da atividade da ITP-ase. A reducéo da atividade de ITP-ase tem sido
documentada por dois polimorfismos: um localizado no segundo exon (rs1127354,
resultando em uma substituicdo de prolina para treonina - P32T) e um localizado no
segundo intron (rs7270101) (Figura 1.8) (Fellay et al., 2010). Ambos os SNPs afetam a
expressdo do ITPA. Pacientes infectados pelo gendtipo 1 que carregam o gendétipo CC no
rs1127354 sdo mais propensos em desenvolver a anemia do que 0S que carregam 0S
genotipos CA/AA; enquanto que, no rs7270101 a reducdo de Hb € maior em pacientes
com o genotipo AA do que com os gendtipos AC/CC (Suzuki et al., 2011). Portanto,
ambos os SNPs desempenham papel importante na protecdo dos pacientes contra a
anemia induzida pela RBV. Por outro lado, os polimorfismos do ITPA ndo foram
associados a RVS, embora o tamanho das amostras de alguns estudos pode ter sido

muito pequeno.
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Figura 1.8: Localizacdo dos SNP associados com a anemia induzida pela ribavirina no

gene ITPA no cromossoma humano 20 (Ahlenstiel et al., 2010).

Outro aspecto importante a ser estudado € a variacdo genética dos polimorfismos nas
diferentes etnias. Diversos estudos englobando individuos com ancestralidade européia,
africana e asiatica demonstraram que a frequéncia do gendtipo respondedor CC
(rs12979860) da IL28B é maior em indiviuos com ancestralidade européia do que em
individuos de descendéncia africana, o que poderia explicar, pelo menos em parte,
porque as taxas de resposta ao PEG-INF/RBV sdo melhores entre as populacdes de
origem européia em relacdo as de descendéncia africana. No ITPA, os gendtipos CC/CA
no rs1127354 séo encontrados em menor frequéncia na populacdo caucasiana (6%) do
gue na oriental (16%). Por outro lado, os gendtipos CA/CC do rs7270101 sdo encontrados
em 13% dos brancos, porém ndo foram detectados em orientais (Suzuki et al., 2011).

Sendo assim, diferentes polimorfismos em ambos 0s genes precisam ser examinados

em pacientes na populacéo brasileira para obtencéo de resultados nacionais.

24



II. JUSTIFICATIVA

Segundo dados do Ministério da Saude, o total de casos confirmados no Brasil para
hepatite C é de, aproximadamente, 61 mil casos entre 1999 a 2009 e o gasto médio do
governo com medicamento pode variar de 2 a 20 mil reais por tratamento/paciente,
dependendo do genotipo infectante. A eficacia da terapia contra a hepatite C crbnica
evoluiu bastante com a utilizacdo do PEG-INF/RBV, e apesar das novas estratégias de
tratamento, a genotipagem do IL28B ainda permanece util para individualizacdo dos
regimes terapéuticos, pois ndo esta relacionada somente com a terapia convencional,
mas também se mostrou Util na abordagem dos DAAs de primeira geracao, uma vez que
identifica os pacientes que podem ser tratados com um tratamento mais simples, curto e
ainda assim, obter sucesso na resposta a terapia. Pacientes submetidos a terapia tripla
com BOC ou TVR e que apresentam o genétipo favoravel, foram elegiveis para
tratamento com duracdo mais curta, em comparacdo com aqueles que nao
apresentavam. Assim, na terapia livre de IFN, o efeito do gendtipo favoravel do 1L28B
também foi demonstrada em pacientes infectados com o gendtipo 1 do HCV (58-84% dos
pacientes com genétipo CC vs. 33-64% dos pacientes com genétipos ndo-CC) (Zeuzem
et al., 2012; 2013).

Na experiéncia do Ambulatério de Hematologia do Hospital Universitario Gaffré-Guinle
(HUGG) da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO), grande parte
dos pacientes que se encontram em tratamento antiviral apresentam reducao do nivel de
Hb durante o tratamento, alguns dos quais necessitaram de reducdo da dose dos
antivirais, tendo de fazer uso de eritropoetina. O problema da anemia relacionada ao
tratamento é tdo importante que, a abordagem hematologica estd contemplada na
Portaria vigente (n° 34, de 28 de setembro de 2007) que dispde sobre o protocolo clinico
e diretrizes terapéuticas para a Hepatite C (DOU 09 de outubro de 2007). Logo, a
genotipagem do ITPA pode ajudar na decisdo dos médicos em relagcéo a terapia antiviral,
especialmente naqueles com alto risco de desenvolver anemia hemolitica ou morbidade
decorrente da mesma (Thompson et al., 2010). Devido a maioria das pesquisas serem
realizadas nos EUA, na Europa e na Asia, h4 uma escassez de estudos relatando a
distribuicdo de diferentes gendtipos de ITPA para a populacéo latino-americana, bem
como a importancia do ITPA variantes em relagdo a anemia induzida por RBV.

A caracaterizacdo dos genotipos de ambos 0s genes beneficia ndo s6 os pacientes,

mas também o Sistema Unico de Saude (SUS) pela utlizagdo racional dos
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medicamentos. Ainda ndo ha uma metodologia padronizada para a determinacdo dos
perfis alélicos dos SNPs de ambos os genes mencionados, que estejam disponiveis para
os Laboratérios de Saude Publica (LACEN). Assim sendo, € de grande importancia o
desenvolvimento de diferentes metodologias que possam oferecer subsidios na
identificacdo desses fatores preditivos, avaliando custo-beneficio, duracédo de execucao e
inovacdo tecnoldgica. Desta forma, o desenvolvimento de protocolos proprios para a
determinacao do perfil alélico humano dos SNPs nos genes da IL28B poderé proporcionar
uma diminuicdo dos gastos com a importacdo de kits tendo em conta os elevados custos
dos atuais programas de tratamento custeados pelo Ministério de Saude.

Diante do exposto, este projeto de tese foi desenhado para melhor avaliar os dois
maiores desafios do atual tratamento antiviral da hepatite C crbnica: o primeiro
relacionado com a identificacdo dos fatores preditivos da resposta terapéutica e o
segundo relacionado com o principal efeito adverso hematolégico que pode resultar na

reducdo da dose dos medicamentos antivirais ou mesmo na sua interrupgao.
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lll. OBJETIVOS

3.1. Geral

e Determinar o perfil alélico dos genes IL28B e ITPA de pacientes com hepatite C, e
avaliar a associacdo dos polimorfismos do gene IL28B com a resolucdo espontanea e
terapéutica da infeccdo e do gene da ITPA com a reducédo dos niveis de hemoglobina
durante o tratamento antiviral.

3.2. Especificos

e Determinar o perfil alélico humano dos genes da IL28B (rs8099917 e rs12979860) por
RFLP, ARMS-PCR e gPCR.

e Comparar os resultados obtidos pelos protocolos desenvolvidos com a técnica de

sequenciamento direto do produto da PCR.

e Avaliar a associacdo dos polimorfismos do gene IL28B (rs8099917 e rs12979860) com

a resolucédo espontanea da infeccdo pelo HCV.

e Avaliar a associacdo dos polimorfismos do gene IL28B (rs8099917 e rs12979860) com
o resultado do tratamento com PEG-INF/RBV.

e Avaliar a associagao dos polimorfismos do gene ITPA (rs1127354 e rs7270101) com a

reducédo dos niveis de hemoglobina durante o tratamento antiviral.

e Avaliar a influéncia dos fatores clinico-laboratoriais, incluindo o polimorfismo da ITPA,

com o desenvolvimento de anemia grave (Hb < 10g/dL) durante o tratamento.
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IV. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta tese serdo apresentados na forma de manuscritos, sendo
dois aceitos e um submetido para publicacédo em revistas cientificas indexadas. Os artigos

estao listados a seguir na ordem em que foram publicados e que seréo discutidos:

4.1. Artigo 1. Delvaux N, da Costa VD, da Costa MM, Lampe E. Comparison of four
methods of genotyping IL28B polymorphisms in chronic hepatitis C patients. J Virol
Methods. 2015; 220:1-4 (doi: 10.1016/j.jviromet.2015.04.001).

4.2. Artigo 2. Delvaux N, da Costa VD, da Costa MM, Villar LM, Coelho HS, Esberard
EC, Flores PP, Brandao-Mello CE, Villela-Nogueira CA, de Almeida AJ, Lampe E. ITPA
allele’s frequency and association with ribavirin-induced anemia in Brazilian patients
receiving antiviral therapy for chronic Hepatitis C. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2015 Jul 7:0.
[Epub ahead of print] PubMed PMID: 26154744

4.3. Artigo 3. Delvaux N, de Almeida AJ, da Costa VD, da Costa MM, Sousa PSF,
Lewis-Ximenez LL, Brandao-Mello CE, Coelho HS, Villela-Nogueira CA, Lampe E.
Evaluate of IL28B polymorphisms with sustained virologic response in chronic hepatitis C
patients. Submetido para ser considerado para publicacdo como artigo completo na
revista Brazilian Journal of Infectious Diseases em 16/07/2015 conforme e-malil

confirmatorio de recebimento do artigo do anexo I.

Durante o periodo de doutorado, foram ainda realizados dois outros trabalhos em

colaboracgéo que séo exibidos em anexo:

Anexo Il. Delvaux N, Paula VS, Espirito-Santo MP, Silva EF, Miguel JC, Oliveira JC,
Silva AS, Vieira YR, Lampe E, Villar LM. Knowledge about viral hepatitis among
participants of Gay Pride Event in Brazil. Braz J Infect Dis. 2013; 17(3):377-8 (doi:
10.1016/j.bjid.2012.09.015).

Anexo Ill. Lampe E, Lewis-Ximenez L, Espirito-Santo MP, Delvaux NM, Pereira
SA, Peres-da-Silva A, Martins RM, Soares MA, Santos AF, Vidal LL, Germano FN, de
Martinez AM, Basso R, Pinho JR, Malta FM, Gomes-Gouvéa M, Moliterno RA, Bertolini
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Parte do presente artigo foi apresentado como tema livre no evento cientifico
internacional “15th International Symposium on Viral Hepatitis and Liver Diseases
(ISVHLD)”, realizado em Berlim, no periodo de 26 a 28 de junho de 2015. O trabalho
entitulado “A simple, fast and cost-effective method to genotyping IL28B polymorphisms in
chronic hepatitis C patients (Nathélia Delvaux, Vanessa Duarte da Costa, Maristella Matos

da Costa, Elisabeth Lampe)” foi apresentado em forma de poster.
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4.2. Artigo 2. Delvaux N, da Costa VD, da Costa MM, Villar LM, Coelho HS, Esberard
EC, Flores PP, Brandao-Mello CE, Villela-Nogueira CA, de Almeida AJ, Lampe E. ITPA
allele’s frequency and association with ribavirin-induced anemia in Brazilian patients
receiving antiviral therapy for chronic Hepatitis C. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2015 Jul 7:0.
[Epub ahead of print] doi.org/10.1590/0074-02760150104

O trabalho intitulado “Impacto dos Polimorfismos do Gene da ITPA sobre o
Desenvolvimento de Anemia Induzida pela Ribavirina na Terapia Antiviral da Hepatite C”
(Nathdlia Delvaux, Vanessa Duarte da Costa, Maristella Matos da Costa, Livia Mello Villar,
Henrique Sérgio Coelho, Eliane Esberard, Priscila Pollo Flores, Carlos Eduardo Brand&o-
Mello, Cristiane Alves Villela-Nogueira, Adilson José de Almeida, Elisabeth Lampe) foi
selecionado para apresentacdo oral no evento cientifico nacional “XXII Congresso
Brasileiro de Hepatologia e XXIl Semana de Figado do Rio de Janeiro (SBH)”, realizado
no periodo de 02 a 05 de Outubro de 2013, no Rio de Janeiro, RJ.

Parte do presente artigo também foi apresentado como tema livre, em formato de
poster, no evento cientifico internacional “Special Conference on Hepatitis C
(AASLD/EASL)”, realizado em Nova York, NY, no periodo de 12 a 13 de setembro de
2014. O trabalho apresentado intitulou-se: “Association of Inosine Triphosphatase (ITPA)
polymorphisms with treatment-induced reduction in hemoglobin in Brazilian patients during
HCV therapy and allelic distribuition in healthy individuals” (Nathalia Delvaux, Vanessa
Duarte da Costa, Maristella Matos da Costa, Adilson José de Almeida, Carlos Eduardo
Brand&@o-Mello, Cristiane Alves Villela-Nogueira, Henrique Sérgio Moraes Coelho, Eliane
Esberard, Priscila Pollo Flores, Thais Guarana, Elisabeth Lampe).
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Evaluate of IL28B polymorphisms with sustained virologic response in chronic hepatitis C
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SUMMARY

Background: IL28B genotypes are important as they are a marker of endogenous
IFN-responsiveness and are also relevant in clinical practice to guide treatment decisions
in patients with acute and chronic HCV infection.

Aims: To evaluate the role of IL28B in spontaneous and in treatment-induced
clearance of HCV infection.

Methods: IL28B single nucleotide polymorphisms at rs12979860 and at rs8099917
were determined from 24 patients with acute HCV infections and from 111 patients with
chronic HCV infection treated with PEG-IFN/RBV using the technique ARMS-PCR.

Results: Genotype CC at rs12979860 was related to a substantial increase in
spontaneous clearance of the virus (73.3% vs 26.7% for CT/TT), and at rs8099917
genotype TT was detected in all patients who cleared the infection. Among treated
subjects with genotypes CC at rs12979860, sustained virologic response (SVR) was
achieved in 65.5% of them compared with 32.9% in those with genotypes CT/TT (p =
0.0045; OR 3.87, 95%CI 1.583 - 9.461). The association between IL28B rs8099917
genotypes and SVR was not statistically significant, although the presence of allele G was
greater in non-responders than in SVR patients (66.7% vs 33.3%).

Conclusions: Our results confirm that the genetic variation in 1L28B predicts
spontaneous and hepatitis C treatment-induced viral clearance. The IL28B polymorphisms
CC at rs12979860 and TT at rs8099917 were associated with spontaneous virus
elimination in HCV acutely infected patients and the CC at rs12979860 was associated
with SVR. Therefore, subjects with favorable ILB28B genotype should delay treatment as
HCV elimination is most likely to occur spontaneously. As subjects chronically infected
with IL28B rs8099917 GG genotype have a high probability of not responding to treatment,

they should therefore be considered for treatment with new interferon-free drugs.
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1. INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) is a global public health problem that infects approximately 185
million people worldwide.! In Brazil, it is estimated that about two million individuals are
infected. Only a small proportion of cases of clinical acute hepatitis spontaneously clear
the infection. Most of the infected develop chronic hepatitis. Treatment of chronic HCV
infection remains a great challenge in terms of cost effectiveness. The success of antiviral
treatment, known as sustained virological response (SVR), depends upon a combination
of host and viral factors. SVR is defined as undetectable HCV RNA 6 months after
completion of treatment. In 1991, interferon (IFN) was first approved for HCV therapy and,
in 1998, was used in combination with ribavirin (RBV). Then, in 2001-2002, IFN was linked
with the polyethylene glycol molecule (PEG-IFN). An additional advance came in 2011
with the approval of the HCV protease inhibitors telaprevir (TVR) and boceprevir (BOC).
The addition of these inhibitors substantially increases the rate of SVR, from 40-45% to
68-79%, although the number of adverse events also increases significantly.? 3 4 5 Shortly
after, other direct-acting antiviral (DAA) inhibitors of NS3-4A protease, RNA-dependent
RNA polymerase and NS5A protein were approved or are in clinical development stage in
therapeutic regimens in combination with either PEG-IFN/RBV, RBV alone or other
DAAs.5 7

Despite the great improvement in the response rate, these new therapeutic regimens
have some constraints, which preclude its broad access for every patient infected with
HCV, especially patients with decompensated cirrhosis and also due the risk of resistance
development. Moreover, these new DAAS regimens are prohibitively expensive, preventing

its use in many countries. Thus, the development of alternative or additional therapeutic
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strategies, as well as the identification of SVR predictors, essentially before beginning
treatment, remains a major target in HCV research.

The genome wide association study (GWAS) allowed the identification of single
nucleotide polymorphisms (SNPs), located on chromosome 19 upstream of the interleukin
28B (IL28B) gene, associated with treatment response and viral clearance to HCV
infection. Several SNPs were identified, nonetheless, rs12979860 and rs8099917
demonstrated the highest association with the therapeutic outcome of HCV infection® ® 10.
11,12,13 and with spontaneous clearance of HCV.'* The IL28B gene encodes interleukin 28,
a cytokine belonging to the IFN-A family that is referred to as type Il interferon (IFNL3) and
is expressed in many human tissues. IL28B can be activated by viral infections, stimulating
the immune system pathways against viral infections.1® 16,17, 18

The SVR rate with PEG-IFN/RBV therapy in HCV-1 infected patients is higher in
individuals with the rs12979860 CC genotype than the CT/TT genotypes (70-80% vs. 30-
40%).1% 20 Likewise, the SVR is higher in individuals with the rs8099917 TT genotype
compared to the GT/GG genotypes (81% vs. 59%).?! These findings were also observed
in patients co-infected with human immunodeficiency virus (HIV) and have been
associated with spontaneous clearance.* In children with perinatal acquisition of HCV it
was also demonstrated that those with the rs12979860C/C SNP of the IL28B gene have a
higher probability of spontaneous clearance of hepatitis C virus.??

The IL28B genotyping has shown usefulness also with the first-generation DAA
approach to identify patients that can be treated successfully with a shorter and simpler
treatment schedule. Over 80% of CC patients undergoing triple therapy with BOC or TVR
were eligible for a shortened duration of treatment compared with approximately 50% of
non-CC patients. Furthermore, patients with the CC genotype showed similar SVR rates
with IFN/RBV with or without the addition of BOC.? 4 Therefore, these patients may be

eligible for dual therapy, which could spare them from the adverse events triggered by the
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addition of another drug. In IFN-free therapy the effect of the favorable IL28B genotype on
early viral kinetics was also demonstrated in HCV-1 infected patients (58 to 84% among
patients with IL28B CC [rs12979860] vs. 33 to 64% in patients with non-CC genotypes).®
24 The objective of this study was to evaluate the role of IL28B polymorphisms
(rs12979860 and rs8099917) in spontaneous and in treatment-induced clearance of HCV

infection.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Study population

Two cohorts of patients were studied: 24 patients with acute HCV infections (9 males,
aged 45.17+13.0 years) and 111 patients with chronic HCV infection on antiviral therapy
(42 males, aged 56.9+9.8 years). Blood samples were collected in EDTA tubes between
2011 and 2014. Patients with acute infection were prospectively followed from the initial
phase until 12 months of disease on an outpatient basis at the Oswaldo Cruz
Institute/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil. Acute infected patients were either symptomatic
(i.e., jaundice and/or dark urine) with elevated alanine aminotransferase (ALT) or were
asymptomatic with recent anti-HCV seroconversion. Patients were followed for up to 12
months after initial phase of the infection. Seroconversion was defined as a positive anti-
HCV antibody or HCV RNA PCR assay in a participant with a documented negative result
of an anti-HCV test within the past year. Spontaneous clearance (SC) of HCV infection
was defined as undetectable HCV RNA within the first 6 months of follow-up after the
estimated date of infection, through quantitative Abbott Real Time HCV assay (lower
detection limit: 12 IU/ml) in serum, in the absence of treatment. Patients with chronic HCV
infection on antiviral therapy were prospectively evaluated on an outpatient basis at
Gaffréee & Guinle University Hospital; Clementino Fraga Filho University Hospital, and

Antonio Pedro University Hospital, Rio de Janeiro, Brazil. Patients were treated with PEG-
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IFN alpha 2b, administered subcutaneously at a dose of 1.0-1.5 pg/kg weekly plus full-
dose RBV (1000- 1250 mg/day), during 24 (genotype 2 and 3) or 48 weeks (genotype 1).
Biochemical and virological parameters at pre-treatment (baseline) were collected. SVR
was defined as undetectable HCV-RNA in serum samples 24 weeks after the end of
therapy.

The local Ethical Committee (CEP N° 297.459) approved this study. All patients eligible
for the study were at least 18 years or older, male or female and had a diagnosis of
chronic HCV infection (positive anti-HCV antibody and detectable HCV RNA in serum

samples of patients with infection for more than 6 months).

2.2. Data collection and laboratory parameters

Information on demographics such as age, gender and HCV genotype were obtained
at study entry. Serum aminotransferase (alanine aminotransferase - ALT) was measured
with an automatic analyzer (Labmax Plenno, Lab test, MG, Brazil).

Determination of HCV genotypes was performed by using Abbott Real Time HCV

assay (Abbott Laboratories, lllinois, USA), according to manufacturer's instructions.

2.3. IL28B Genotyping

Human genomic DNA was extracted from 200 pL of whole blood using the QlAamp
DNA Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s directions, and
stored at -20°C.Tetra-primer Amplification - Refractory Mutation System - Polymerase
Chain Reaction (ARMS-PCR) was used to determine the IL28B genotype of both SNPs.
The primers used to target the two SNPs and the ARMS-PCR reaction’s protocol are the
same as described earlier.?®> Briefly, this technique uses four primers in a single PCR
reaction: two outer primers that amplify the region that comprises the SNP, and two inner

allele-specific primers which produce allele-specific fragments. For the SNP rs12979860,
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the inner forward primer was designed to hybridize the genomic sequence with the T allele
and the reverse primer to the C allele. By placing the outer primers at different distances
from the SNP, the two-specific fragments can be discriminated by their distinct sizes in an
agarose gel. Thus, the outer primer pairs produced a fragment of 277 bp and the
homozygote TT could be distinguished by an additional fragment of 198bp, the
homozygote CC by a band of 132bp and the heterozygote TC produce both fragments.
Similar procedure was done in the tetra-primer ARMS-PCR to determine the IL28B
genotype of SNPrs8099917. The genotypes of rs8099917 could be differentiated
according to the following fragment profile: TT - 437 bp and 295 bp; GG - 437 bp and 197

bp; and TG - 437 bp, 295 bp and 197 bp.

2.4. Statistical Analysis

Data are expressed as frequencies and mean + standard deviation for continuous
variables with a normal distribution or median and ranges for those that did not pass
normality test (Kolmogorov-Smirnov test). To compare categorical variables we used the
Pearson’s chi-square (y?) test for independence with Yate's continuity correction and
Fisher's exact test as appropriate. Differences between groups were considered
statistically significant at p<0.05 (two-tailed). All calculations were performed by using
Graph Pad In Stat 1998, version 3.01 for Windows 95 (Graph Pad Software, San Diego,

CA., USA).

3. RESULTS
3.1. IL28B in patients with acute HCV infections and association with SC

IL28B genotype of SNPs rs12979860 and rs8099917 were determined in 24 well-
characterized patients acutely infected with HCV and prospectively followed from the initial

phase of the infection. Fifteen women (62.5%) and 9 men (37.5%) comprised these study
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cohort with a mean age of 45.1 years (range, 24-66 years). All patients of this group were
infected by HCV genotype 1. Spontaneous clearance (SC) of viral infection within the first
6 months of follow-up was observed in 15 patients (62.5%) and the other 9 patients
(37.5%) develop chronic hepatitis. The rs12979860 CC, CT, and TT variants were
detected, respectively, in 62.5% (15/24), 29.1% (7/24), and in 8.3% (2/24) patients with
acute HCV infection (Tablel).

The rs12979860 CC genotype was detected in 73.3% (11/15) patients who
experienced SC of HCV infection. The rs12979860 CT/TT genotype was detected in
26.7% (4/15) patients with SC. The association between IL28B genotypes and SC
demonstrated that the CC genotype was related to a substantial increase in spontaneous
clearance of the virus (CC versus CT/TT; 73.3% versus 26.7%) but did not reach
significant statistical value (p=0.2119; OR: 3.438; 95CI: 0.6013-19.653). Figure 1A shows
the frequencies of SVC among different rs12979860 genotypes.

As for rs8099917, genotypes TT and TG were detected, respectively, in 87.5% (21/24)
and 12.5% (3/24) in the acute HCV infection cohort. The rs8099917 TT genotype was
found in 71.4% (15/21) of patients with SC. TG genotypes were found only in patients who
developed chronic infection, i.e., none of the rs8099917 with G allele (n=3) demonstrated
spontaneous clearance (Figure 1A). The association between IL28B genotypes and SC
demonstrated that were statistically significant (p=0.0415; OR: 16.692; 95CI. 0,7503 -

371.38).

3.2. IL28B in patients with chronic HCV infection and association with SVR

A total of 111 chronic hepatitis C patients treated with PEG-IFN/RBV were included in
this study. The demographic and clinical characteristics at baseline of the patients included
in this study are shown in tablel. Most patients were female (62.6%), with a mean age of

56.9+9.8 years (range, 28-78 years). Median ALT baseline values were 97.7+61.1 U/L.
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HCV genotype 1 was the most prevalent (86.5%). SVR was achieved in 41.4% (46/111) of
patients.

The rs12979860 CC, CT and TT variants were found, respectively, in 26.1% (29/111),
50.5% (56/111), and in 23.4% (26/111) in this cohort of patients. Among the 29 genotype
CC patients, 19 (65.5%) achieved SVR. In patients with genotypes CT/TT (n=82) a SVR
was observed in 27 (32.9%) of them (Figure 1B). The association between IL28B
genotypes (CC vs CT/TT) and SVR rates demonstrated that differences were statistically
significant (p=0.0045; OR 3.87, 95%CI 1.583 - 9.461).

Frequencies of IL28B genotypes TT, TG, and GG at rs8099917 were, respectively,
59.5% (66/111), 35.1% (39/111), and 5.4% (6/111). In patients with the homozygote TT
(n=66) a SVR was observed in 31 (46.9%) individuals. In the 45 patients with TG/GG
genotypes, 15 (33.3%) achieved SVR and 30 (66.7%) were nonresponder (Figure 1B).
Although the presence of allele G was greater in nonresponders than in SVR patients
(66.7% vs 33.3%), the association between [IL28B rs8099917 genotypes and SVR
demonstrated that differences were not statistically significant (p=0.2166 ; OR:1.771; 95CI:

0.8070 - 3.888).

4. DISCUSSION

This study on the association of genetic variation in IL28B gene in spontaneous and in
treatment-induced clearance of HCV infection confirm the impact of the IL28B genotypes
in HCV viral control and expands the potential clinical utility of testing IL28B genotype. In
many parts of the world, the PEG-IFN/RBV therapy remains the only treatment for HCV
due to the high cost of DAAs drugs. IL28B genotypes are important as they are a marker
of endogenous IFN-responsiveness and also are relevant in clinical practice to guide

treatment decisions in patients with acute and chronic HCV infection. Our study presents
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the IL28B genotype association of two IL28B SNPs with the outcome of the disease
towards SC and with treatment outcome.

Distinct genetic variation in the IL28B was observed in the two cohorts of patients
studied. The CC genotype (rs12979860) was the most prevalent in acute hepatitis C
patients compared to the chronic patients (62.5% vs 26.1%). As regard the rs8099917
SNP, the prevalence of TT genotype was 87.5% in acute and 59.0% in chronic hepatitis C
patients. This data confirms that the CC genotype at rs12979860 and the TT at rs8099917
had an important role in the control of the infection, since patients with this genotype are
more likely to clear the virus spontaneously, whereas patients with the unfavorable
genotypes are more prone to progress to chronicity, thus explaining the lowest rate these
genotypes in the cohort with chronic hepatitis. Interestingly, the genotype CC frequency in
patients who did not clear the virus spontaneously is similar to that observed in the cohort
of chronic hepatitis (26.7% and 26.1%, respectively).

The IL28B rs12979860 and rs8099917 genotypes frequencies in the both cohorts
studies are similar to those reported previously.?6: 27. 28,29, 30, 31, 32 \greover, in accordance
with data from literature, in this study patients with acute infection who spontaneously
cleared HCV infection the frequency of CC genotype was significantly higher compared to
patients who progress to chronicity (73 vs 26%). Data from the literature also showed that
the allelic frequencies of rs12979860 were significantly different in patients with
spontaneous HCV clearance in comparison to patients with chronic hepatitis C, where CC
genotype is observed in about 70% of cases with SC, whereas in patients with chronic
hepatitis C, the proportion of this genotype varies from 39.6% to 17.1%. Moreover, a
significant negative linear trend in the order of the CC genotype frequencies of patients
with an increasing severity of liver diseases (from 40% in CHC, 30% in cirrhosis to 17% in

HCC) was report in a recent study about the impact of IL28B polymorphism on natural
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outcome of infection, suggesting an important role of CC allele in liver disease
progression.33

Our data demonstrated clearly that individuals who were homozygous for the C allele
at rs12979860 and homozygous for the T allele at rs8099917 had more probabilities of
achieved the SC. More than 70% of patients who spontaneously cleared the virus were
carriers of these genotypes. In particular, for rs8099917 the association between IL28B
genotypes and SC demonstrated that were statistically significant (p=0.0415). The clinical
impact of these results is that acute infected HCV subjects could postpone the therapy to
allow the spontaneous clearance, as more than 70% of them clear the infection without
treatment. In the Australian trial in acute hepatitis C, the IL28B rs8099917 TT homozygote
(versus GT/GG, p=0.044) was the only independent factor associated with spontaneous
clearance.?®

The mechanism and explanation behind the association of genetic variations in the
IL28B gene and SC may be related to the host innate immune response. IL28B encodes
IFN-111, which is involved in viral control of HCV.3* IFNs bind to cell-surface receptors and
activate the Janus kinase—signal transducer and activator of transcription (JAK-STAT) cell-
signaling cascade leading to the induction of interferon stimulating genes (ISGs), a
mechanism by which IFNs suppress viral infections.3®

In our case series of patients with chronic HCV infection on antiviral therapy, the major
C allele for rs12979860 were observed with a great association (p = 0.0045) with SVR.
However, no significant statistical association with SVR was observed for the genotypes of
rs8099917. Other studies also found that genetic variations in rs8099917 did not have
significant impact on SVR.?6: 3 On the other hand, the presence of allele G was twice
greater in non-responders than in SVR patients (66.7% vs 33.4%) in the chronic HCV
cohort studied. This is agreement with previous studies which found that G allele was

associated with failure to antiviral treatment, with is considered risk allele. Overall, the
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results observed in this study are consistent with previous studies carried on in Brazil3! 32
36 and with studies conducted worldwide.® 10. 12,13

In conclusion, our results indicate that the IL28B polymorphisms are strong predictors
for SC in patients with acute HCV infection and for SVR in chronically infected patients on
antiviral therapy with PEG-IFN/RBV. In acute infected patients, it was demonstrated that
the favorable IL28B single nucleotide polymorphisms (CC at rs12979860 and TT at
rs8099917) were associated with high rates of SC. Therefore these patients with favorable
ILB28B genotypes should delay treatment as spontaneous clearance is mostly to occur.
As chronically HCV infected patients, with IL28B rs8099917 GG genotype, have a high
probability of not responding to treatment, they should therefore be considered for

treatment with new interferon-free drugs.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of patients with acute hepatitis C

(n=24) and patients chronically infected (n = 111).

L Baseline Values
Characteristics

Acute hepatitis C Chronic hepatitis C
Age (years), mean £ SD 45.17+13.0 years 56.9+9.8 years
Sex, n (%):

Male 9 (37.5) 42 (37.8)
Female 15 (62.5) 69 (62.2)
ALT* (U/L), median (range) 78.7 £ (60.7-93.8) 97.7+61.1

HCV genotypeT,n (%):
1 24 (100.0) 102 (91.9)
2 - 2(1.8)
3 - 7 (6.3)
SC, n (%):
Yes 15 (62.5) -
No 9 (37.5) -
SVR, n (%):
Yes - 46 (41.4)
No - 65 (58.6)
IL28B rs12979860, n (%):
CC 15 (62.5) 29 (26.1)
CT 7(29.1) 56 (50.5)
TT 2 (8.3) 26 (23.4)
IL28B rs8099917, n (%):
TT 21 (87.5) 66 (59.5)
TG 3(12.5) 39 (35.1)
GG 0 (0.0) 6 (5.4)

* ALT normal values up to 41 U/L.

T Abbott Real Time HCV assay (Abbott Laboratories, lllinois, USA). Lower detection limit: 12 [U/ml.
T Without genotype information.

ALT, alanine aminotransferase; NA, not applicable; SVR, sustained virological response.
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Figure 1: Genotype frequencies of IL28B rs12979860 and rs8099917. (A)
Spontaneous clearance of HCV infection in relation to IL28B genotypes (n=24). (B)
Sustained virological response according to IL28B genotypes in patients treated with PEG-

IFN/RBV (n=111).
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V. DISCUSSAO

Apés a identificacdo do HCV em 1989, sabe-se que 0 mesmo apresenta
importancia e distribuicdo global, afetando diversos paises. Desta forma, torna-se um
grave problema de saude, que por sua vez, requer intervencdes ativas para a sua
prevencao e controle. O HCV infecta cerca de 180 milhdes de individuos pelo mundo
e, no Brasil, mais de trés milhbes de pessoas estdo infectadas (Choo, et al., 1989;
Lavanchy, 2009, 2011; Thomas, 2013). Além disso, 0 virus apresenta uma alta
variabilidade genética que o distingue em gendétipos, subtipos e quasiespecies
(Simmonds et al., 1993; Murphy et al., 2007; Smith et al., 2014; Echeverria et al.,
2015). Devido a adaptacao do virus ao hospedeiro, as variantes geradas apresentam
nao so6 diferencas nos cursos clinicos, mas também diferencas no tratamento e em
suas respostas. Ainda ndo existe uma vacina contra o HCV e o tratamento antiviral
considerado padréao ainda é a combinacédo do IFN ou PEG-IFN com a RBV (Holmes et
al., 2012). Entretanto, novas terapias antivirais tém sido atualmente desenvolvidas,
dentre os quais tém se destacado os DAA, muitos dos quais estdo em uso em
diversos paises e outros ja estdo em fase avancada de ensaios clinicos (Lee et al.,
2011). Estes agem nas etapas essénciais do ciclo replicativo do HCV como a entrada
do virus nos hepatécitos, a traducdo do RNA e a replicacdo propriamente dita
(Poordad et al., 2011).

Estudos demonstraram que a resposta antiviral esta relacionada a diversos
mecanismos, incluindo os fatores virais e os do hospedeiro (Fried et al., 2002; Buti et
al., 2002). Entre os fatores virais definidos como preditivos da RVS esta o genatipo
viral, a alta carga viral pré-tratamento e mutacdes na sequéncia do HCV (Enomoto et
al., 1995 e 1996; Manns, 2004; Akuta et al., 2005). Entre os fatores do hospedeiro,
diversas variagOes genéticas encontradas no gene da IL28B e no gene da ITPA estdo
fortemente associadas com a RVS e a cura espontanea do HCV, e a protecado contra a
anemia hemolitica, respectivamente.

Estudos observaram que os polimorfismos no gene da IL28B mostraram
associacdo com a RVS ao tratamento pela infeccdo do HCV. Esses SNPs foram
identificados como rs12979860 com os possiveis genotipos CC, TC e TT e rs8099917
com os gendtipos TT, TG e GG. No SNP rs12979860, o gendtipo CC foi o que
apresentou a mais forte associagdo com a RVS, assim como o gendtipo TT do SNP
rs8099917 (Ge et al., 2009; Tanaka et al., 2009). No entanto, a maioria dos métodos
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de identificacdo dessas variantes atualmente disponiveis € custosa. Desta forma, € de
extrema importancia avaliar a relacdo de custo-beneficio das técnicas utilizadas para a
identificagdo desses polimorfismos. Assim sendo, O primeiro manuscrito que
elaboramos relacionou-se com o desenvolvimento de protocolos proprios que
pudessem fornecer resultados especificos com metodologias de baixo custo. O artigo
publicado intitulou-se “Comparison of four methods of genotyping IL28B
polymorphisms in chronic hepatitis C patients” e foi publicado no Journal of Virological
Methods neste ano de 2015.

Neste trabalho, quatro metodologias foram empregadas para a caracterizacdo dos
SNPs do gene IL28B. Um total de 281 amostras de sangue obtidas de pacientes com
infeccdo crbénica pelo HCV foram estudadas. As metodologias tetra-primer
amplification-refractory mutation system-polymerase chain reaction (ARMS-PCR),
restriction fragment length polymorphism (RFLP), reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa (QPCR), e sequenciamento nucleotideo direto foram avaliadas em termos
de especificidade, custo e tempo de execugao.

Nossos resultados mostram que todos os métodos testados foram especificos para
genotipagem de SNPs rs12979860 e rs8099917 do gene IL28B. No entanto, a
metodologia ARMS-PCR apresentou os melhores resultados de acordo com a analise
de custo-beneficio. De acordo com a literatura, essa metodologia foi aplicada com
sucesso em estudos que tinham como objetivo avaliar polimorfismos associados a
diversas patologias, como diabetes, tuberculose, esquizofrenia, tipos de cancer,
hepatite B, entre outros (Zhang, et al., 2007; Lajin et al., 2013; Almasi et al., 2015; Mir
et al., 2015; Naderi et al., 2015). Galmozzi e colaboradores utilizaram essa tecnologia
em amostras de sangue previamente analisadas por sequenciamento direto, e
observaram que foi possivel diferenciar facilmente entre os genétipos dos SNPs do
gene IL28B. Além disso, verificaram uma reprodutibilidade dos resultados em mais de
99% dos individuos analisados (Galmozzi et al., 2011). Outros estudos com hepatite C
que utilizaram o ARMS-PCR para a caracterizacdo desses SNPs, também obtiveram
sucesso concordando assim com 0s nossos resultados (Hashemi et al., 2012; Li et al.,
2012; Kirath et al., 2014). Desta forma, conclui-se que esta abordagem representa um
meétodo simples, rapido e de menor custo que envolve uma Unica reacdo de PCR,
seguida por eletroforese em gel. Essa técnica é de facil execucéo para ser utilizada
em laboratérios de diagnostico molecular de rotina, com requisitos minimos de

equipamento. Por conseguinte, estes resultados sédo particularmente importantes nos
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paises em desenvolvimento, uma vez que, os laboratorios geralmente tém recursos
financeiros escassos.

A publicacdo desse artigo comparando os quatro métodos de genotipagem do
IL28B representa a consolidacdo dos dois primeiros objetivos especificos desta tese.
As metodologias desenvolvidas foram mencionadas em todos os detalhes no
manuscrito, de modo a permitir que outros autores possam ndo sé reproduzir os
protocolos, mas também, nos referenciar futuramente.

Na segunda publicacdo, avaliamos os SNPs rs1127354 e rs7270101 do gene da
ITPA, que esta relacionado com a protecdo contra a anemia hemolitica induzida pela
RBV utilizada no tratamento antiviral. Este artigo intitulou-se “ITPA allele’s frequency
and association with ribavirin-induced anemia in Brazilian patients receiving antiviral
therapy for chronic Hepatitis C”, publicado on line na revista das Memarias do Instituto
Oswaldo Cruz, em julho de 2015.

Nos ultimos anos, estudos realizados em pacientes infectados com hepatite C
cronica tratados com PEG-IFN/RBYV, identificaram polimorfismos no gene ITPA. Desta
forma, foi possivel observar que dois SNPs (rs7270101 e rs1127354) apresentavam
uma forte associacdo com a anemia hemolitica induzida pela RBV, levando assim, a
uma melhor compreensdo dos efeitos da anemia induzida por esse medicamento
(Fellay et al., 2010; Sakamoto et al., 2010; Thompson et al., 2010; Kurosaki et al.,
2013; Seto et al., 2013; Tanaka et al., 2010).

O gene ITPA codifica a inosina trifosfatase (ITPase) que catalisa a conversao de
trifosfato de inosina (ITP) para monofosfato de inosina (IMP) e pirofosfato (Pi), e desta
forma, o ITP ndo se acumula nas células normais. O ITP é usado para manter o
trifosfato de adenosina (ATP) dos glébulos vermelhos, evitando assim o estresse
oxidativo. A deficiéncia de ITPase interrompe este ciclo, conduzindo assim a uma
acumulacao de ITP nas células (Cao & Hegele, 2002; Maeda et al., 2005). A ribavirina
(1-B-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida) é um analogo de nucleosideo
sintético e tem acdes in vitro contra muitos virus (Patterson et al., 1990) e tem sido
utilizado em combinac¢do com IFN durante o tratamento anti-viral. A RBV é incorporada
nos eritrocitos onde sofre fosforilacdo para as suas formas farmacologicamente ativas
através de adenosina-quinase. A ribavirina trifosfato € incapaz de atravessar a
membrana celular dos eritrocitos e acumula intracelularmente, causando assim, dano
oxidativo e conduzindo a hemolise (Kowdley et al, 2005). A deficiéncia de ITPase

provoca uma acumulacao de ITP nas células vermelhas do sangue que pode competir
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com a RBYV trifosfato, protegendo assim da hemdlise induzida pela RBV (Shipkova et
al., 2006; Sakamoto et al., 2010; Kim et al., 2013).

Para o0 nosso conhecimento, este trabalho € o primeiro a analisar a frequéncia dos
polimorfismos no gene ITPA em uma coorte composta tanto por individuos saudaveis
guanto por individuos brasileiros infectados pelo HCV. A distribuicdo alélica total (n =
300) nos SNPs rs7270101 e rs1127354 apresentou altas taxas dos gendtipos AA
(84%) e CC (94,3%), respectivamente. Estas frequéncias foram diferentes da relatada
por Fellay e colaboradores (2010) onde observou que 48,4% dos americanos
carreavam o genotipo AA (rs7270101) e, 47,6% o gendtipo CC (rs1127354). Por outro
lado, estudos europeus demonstraram que a maioria dos individuos possuiam o0s
gendtipos AA e CC, nos rs7270101 e rs1127354, respectivamente (D'Avolio et al,
2012; Domingo et al, 2012; Naggie et al, 2012; Rau et al., 2013). Nas populacdes
japonesas e coreanas, o genotipo CC é o mais prevalente no rs1127354, mas séo
monoalélicos (AA) para o SNP rs7270101 (Ochi et al., 2010; Tanaka et al., 2010; Kim
et al., 2013).

Neste trabalho, a anemia foi mais observada em pacientes com os genétipos do
gene ITPA ditos como preditores da anemia hemolitica induzida pela RBV, sendo
concordantes com estudos realizados nos EUA (Fellay et al., 2010; Thompson et al.,
2010), Europa (Naggie et al., 2012; D’Avolio et al., 2012; Rau et al., 2013), e na Asia
(Ochi et al., 2010; Sakamoto et al., 2010; Suzuki et al., 2011; Kim et al., 2013; Kurosaki
et al., 2013). Apesar da populacdo brasileira apresentar uma forte miscigenacéo
devido aos fluxos migratérios, a distribuicdo alélica em ambos os SNPs desse gene
apresentou maior similaridade com a verificada nas popula¢gdes caucasianas embora,
nossos resultados mostraram que 0s genoétipos preditores de anemia hemolitica
induzida pela RBV foram ligeiramente mais frequentes no nosso grupo de estudo,
sugerindo assim, que nossa populacdo de estudo pode ser geneticamente mais
propensa a desenvolver anemia.

Nos 97 pacientes com o tratamento concluido observou-se uma diminuicdo
progressiva de Hb na 122 semana de tratamento com PEG-IFN/RBV. Em comparacgéo
com o valor de Hb pré-tratamento, a anemia (definida como Hb <10 g/dL e/ou um
declinio superior a 2 g/dL) foi maior nos pacientes com o genadtipo AA (rs7270101) e
CC (rs1127354) em ambos os géneros. Estes resultados s&o concordantes com
estudos realizados na Espanha, onde pacientes co-infectados com HIV/HCV em

terapia com PEG-IFN/RBV, apresentaram reducdo de Hb significativamente maiores
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em pacientes com genoétipo CC do que naqueles com gendtipo CA/AA, durante as
semanas 4 (p=0,0003), 12 (p<0,0001) e 36 (p=0,0102) (Domingo et al., 2012). Outros
trabalhos observaram que o declinio de Hb se dava na 42 semana (D’Avolio et al.
2012; Naggie et al, 2012; Rau et al. 2013) e na 122 semana de terapia antiviral (Kim et
al., 2013).

Considerando as diferencas entre os géneros dos pacientes, foi possivel observar
um declinio significativo de Hb até a 122 semana. No SNP rs7270101, homens que
possuiam o0 genétipo AA apresentaram uma queda maior, embora né&o
estatisticamente significativa (p=0,1475), de Hb na 122 semana em comparacao com
aqueles que tinham o gendtipo CC/AC. Por outro lado, ndo houve influéncia do
gendtipo de ITPA sobre os niveis de Hb nos pacientes do sexo feminino, uma vez que
a diminuicdo foi semelhante aos pacientes que tinham os genotipos AA e os CA/CC
(p=0,5295). Para rs1127354, os homens e mulheres com gendtipo CC também
demonstraram uma queda mais evidente de Hb quando comparados com aqueles que
tinham o gendtipo AC. Scherzer e colaboradores (2013) observaram diferencas de
incidéncia de anemia hemolitica induzida pela RBV na 42 semana entre 0s géneros,
onde as mulheres na pré-menopausa tem menores chances de desenvolver a anemia
do que as mulheres na pds-menopausa e em homens de qualquer idade. Essas
diferencas ndo foram relacionadas com os genoétipos de ambos os SNPs do gene
ITPA. O autor especula que, no caso das mulheres, essa diferenca na queda de Hb
entre 0s grupos pré e pés menopausa poderia ocorrer devido a deficiéncia de ferro.
Ademais, uma vez que a anemia nas mulheres na pds-menopausa e nos homens de
gualquer idade ndo mostrou diferenca, talvez a causa da anemia induzida pela RBV
seja hormonal. Ainda assim, nos homens foi verificado uma queda ligeiramente maior
nos niveis de Hb do que nas mulheres com mais de 46 anos. A razdo de o porqué isso
ocorre ainda € desconhecida, mas presume-se que o0 metabolismo das células
vermelhas se faz de forma mais eficiente nas mulheres do que nos homens
(Stattermayer et al., 2014).

Nossos resultados mostraram que a maioria (78,7%) da nossa populagéo
apresenta 100% de atividade ITPase e apenas um pequeno numero de pacientes
(7,0%) apresentaram a atividade da ITPase inferior ou igual a 30%. Esses dados sao
concordantes com os obtidos por Rembeck e colaboradores (2014), onde a maioria
dos pacientes também apresentou 100% de atividade ITPase. Além disso, a maioria

dos pacientes de nossa coorte mostrou a pior combinagdo em ambos os SNPs
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(AArs7270101 CCrs1127354 e ACrs7270101 CCrs1127354), o que poderia explicar o
porqué de um numero significativo de pacientes brasileiros desenvolver anemia
induzida pela RBV, uma vez que a atividade da ITPase € conhecida por aumentar a
probabilidade de desenvolvimento de anemia. Isso ocorre devido ao acumulo anormal
de ITP nas heméacias. Tanto razdes congénitas como genéticas sdo responsaveis pela
reducdo da atividade da ITPase. A protecdo contra a anemia induzida pela RBV
somado a redugao da atividade da ITPase, pode reduzir o estresse oxidativo das
células e, consequentemente, a hemolise (Hitomi et al., 2011; Rembeck et al., 2014).

Apesar de todos os pacientes possuirem seus dados completos sobre os
parametros bioquimicos e hematoldgicos (pré-tratamento, 42, 8% e 122 semanas), e
gue haviam completado a terapia antiviral durante o periodo do estudo, a principal
limitacdo desta publicacdo foi o tamanho da coorte relativamente pequena.
Consequentemente, nao foi possivel observar associacdo entre a RVS e 0s genadtipos
da ITPA, concordando assim, com resultados obtidos de outros estudos (Thompson et
al 2010; Motomura et al 2012; Naggie et al 2012; Kim et al 2013). Além disso, quase
todos os pacientes tratados foram monoalélicos para o genétipo CC (rs1127354).

Para nosso conhecimento, este € o primeiro estudo brasileiro a explorar as
diferencas de género como possiveis co-fatores de protecdo de anemia hemolitica
induzida pela RBV em relacdo a distribuicdo do alelo ITPA e a diminuicdo da Hb
durante o tratamento antiviral. Desta forma, nossos resultados nos permitem concluir,
gue a frequéncia alélica dos SNPs rs7270101 e rs1127354 do gene ITPA apresenta,
respectivamente, altas taxas dos gendétipos AA e CC, sugerindo que a coorte estudada
possui uma grande propensao para o desenvolvimento de anemia induzida pela RBV.
Ademais, vimos uma diminuicdo progressiva de Hb durante as semanas da terapia
antiviral, sendo que essa diminuicdo foi mais significativa na 122 semana de
tratamento e em pacientes do sexo masculino.

Com a publicagdo deste artigo intitulado “ITPA allele’s frequency and association
with ribavirin-induced anemia in Brazilian patients receiving antiviral therapy for chronic
hepatitis C” foi possivel alcangar os dois ultimos objetivos especificos desta tese.
Desse modo, a relacdo dos SNPs do gene ITPA com a reducéo de Hb e a influéncia
dos fatores clinicos com o desenvolvimento de anemia grave durante o tratamento
antiviral, possibilita ndo s6 auxiliar a utilizagdo racional dos medicamentos pelo SUS,
mas também, poupar os pacientes dos sérios efeitos colaterais.
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Em nosso terceiro trabalho, submetido recentemente a revista Brazilian Journal of
Infectious Diseases, analisamos a associacdo entre 0os genotipos de ambos os SNPs
do gene da IL28B com a resolugéo espontanea (RE) da infec¢éo pelo HCV bem como,
com a resposta virologica sustentada (RVS) alcancada por meio do tratamento
antiviral.

Nosso estudo confirma a importancia dos gendtipos preditores no controle viral do
HCV e potencializa a utilidade clinica da genotipagem do gene IL28B. O tratamento
padréo e disponivel em diversos paises ainda € a combinacdo PEG-IFN/RBV (Holmes
et al., 2012). Devido ao elevado custo dos medicamentos dos DAAS, o
desenvolvimento de alternativas terapéuticas ou andlises adicionais, bem como a
identificagdo de fatores predivos de RE e de RVS, continua a ser um dos principais
alvos na pesquisa do HCV.

No nosso trabalho, os genoétipos de ambos os SNPs do gene da IL28B foram
determinados em dois grupos distintos: 24 pacientes agudos infectados e 111
pacientes croénicos tratados com PEG-IFN/RBV. No SNP rs12979860, o genétipo CC
foi 0 mais prevalente em pacientes com hepatite C aguda em comparacdo com 0S
pacientes cronicos (62,5% vs 26,1%). Em relacdo ao SNP rs8099917, a prevaléncia
de gendtipo TT foi de 87,5% nos individuos agudos e 59,0% nos individuos portadores
da doenca crbnica. Estes dados confirmam que tanto o gendétipo CC (rs12979860)
guanto o TT (rs8099917) apresentam importancia no controle da infec¢cdo, uma vez
gue os pacientes com estes genaétipos favoraveis sdo mais propensos a eliminar o
virus espontaneamente. J4 os pacientes portadores dos genétipos desfavoraveis sao
mais propensos ao progredir para a cronicidade, o que poderia explicar a menor taxa
desses gendtipos na coorte de pacientes com hepatite crbnica. Interessante observar
gue a frequéncia do gendtipo CC em pacientes que nao eliminaram o virus
espontaneamente se assemelha ao observado no grupo de hepatite crénica (26,7% e
26,1%, respectivamente).

As frequéncias dos genotipos de IL28B (rs12979860 e rs8099917) encontrada no
nosso trabalho sdo semelhantes aos relatados prévios (Grebely et al., 2010; van de
Berg et al., 2011; Tillmann et al., 2010; Romero-Gomez et al., 2013; da Silva Conde et
al., 2014; Ramos et al., 2012a; 2012b). Grebely e colaboradores mostraram que 60,0%
dos individuos que eram homozigotos para o alelo T no rs8099917, apresentavam
uma maior resolucdo espontanea da infeccdo (p = 0,021) e que, nenhum dos

homozigotos para o alelo G apresentou eliminacdo espontanea do virus. Assim como
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o trabalho de van de Berg e colaboradores, apontaram que as pessoas portadoras do
genotipo TT no rs8099917 e do gendtipo CC no rs12979860, eram mais propensos ao
clareamento viral do que aquelas que possuiam o0s genotipos TG/GG e CT/TT,
respectivamente. Além disso, 0s pacientes do sexo feminino alcancavam mais a
resolucéo espontanea do que os do sexo masculino (52,0% vs 26,0%). Os gendtipos
CC e TT, no rs12979860 e rs8099917, respectivamente, foram mais frequentes em
pacientes com clareamento viral espontaneo, quando comparados aos pacientes
cronicamente infectados com o HCV (88,9% vs 30,3%; p <0,001 e 88,9% vs 49,6%, p
= 0,002) (Ramos et al., 2012a). No trabalho de Tillmann e colaboradores, a eliminagéo
espontédnea viral foi mais comum em pacientes com o gendtipo CC (64%) em
comparacao com CT (24%) ou TT (6%) (p < 001).

Além disso, estes estudos abordam que nos pacientes com infec¢do aguda e, que
eliminam espontaneamente a infeccdo pelo HCV, a frequéncia do gendtipo CC foi
expressivamente maior em comparacdo aos pacientes que evoluem para a
cronicidade (73,0% vs 26,0%). Por outro lado, De Re e colaboradores, observou que
existe uma tendéncia negativa nas frequéncias dos genétipos CC em pacientes com
gravidade crescente de doencas hepaticas (40% em CHC, 30% em cirrose, 17% em
HCC), sugerindo um papel importante do alelo C na progressédo da doenca do figado
(De Re et al., 2014).

Os nossos dados demonstram que os individuos homozigotos para o alelo C no
rs12979860 e homozigotos para o alelo T no rs8099917 tinham maior probabilidade de
alcancar a cura espontanea, mais de 70% dos pacientes que eliminaram o virus eram
portadores desses genétipos. Apesar de ndo apresentar significancia estatistica
(p=0.2119), no rs12979860 o gendtipo CC foi detectado em 73,3% dos pacientes que
apresentaram RE enguanto que os gendtipos CT/TT foram detectados em 26,7% dos
pacientes com RE, demonstrando assim, que o gendtipo favoravel ocorre em uma
frequéncia substancialmente maior no grupo que alcancou a RE. Para o rs8099917, a
associacdo entre genétipos de IL28B e o clareamento espontaneo, demonstrou ser
estatisticamente significativa (p = 0,0415). O impacto clinico desses resultados é que
os individuos infectados pelo HCV poderiam adiar a terapia para permitir a eliminacéo
espontanea, pois mais de 70% deles acabam se curando da infec¢cdo sem tratamento.
Grebely e colaboradores, observaram que no SNP rs8099917, o homozigoto T (vs

TG/GG) foi o Unico fator independente associado com a cura espontanea.
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Em nossos casos de infeccdo crbnica pelo HCV, o alelo C (rs12979860)
apresentou uma grande associacdo (p = 0,0045) com a RVS. No entanto, para o0s
genotipos do SNP rs8099917 ndo houve associacdo estatisticamente significativa com
a RVS. Outros estudos também néo acharam significancia estatistica entre rs8099917
e RVS (Grebely et al., 2010; da Silva Conde et al., 2014). Por outro lado, na nossa
coorte de pacientes com hepatite C cronica, a presenca do alelo G foi duas vezes
maior em nao-respondedores do que em pacientes com RVS (66,7% vs 33,4%). Esse
dado é concordante com estudos anteriores que encontraram que o G alelo foi
associado com a falha ao tratamento antiviral, considerado assim, como alelo de risco.
No geral, os resultados observados neste estudo sdo consistentes com estudos
anteriores realizados no Brasil (Ramos et al., 2012a; 2012b). O estudo de Cavalcante
e colaboradores (2012) no Brasil, também observou que o gendtipo CC do rs12979860
foi associado a RVS, enquanto que os genotipos CT/TT foram associados com a falha
na resposta a terapia antiviral (p = 0,0112). Ja no rs8099917, o gendtipo TT foi
associado com a RVS, e os outros genoétipos foram associados com pacientes ndo
respondedores ao tratamento antiviral (p = 0,080). Além dos estudos realizados no
Brasil, dados obtidos por trabalhos feitos pelo mundo corroboram com 0S nossos
achados (Ge et al., 2009; McCarthy et al., 2010; Suppiah et al., 2009; Tanaka et al.,
2009).

Diante desses resultados podemos concluir que os polimorfismos IL28B sao fortes
preditores de cura espontanea do virus em pacientes com infec¢cdo aguda pelo HCV
bem como, para a RVS em pacientes cronicamente infectados submetidos a terapia
antiviral com PEG-IFN/RBV. Em pacientes agudos, demonstrou-se que 0s SNPs
favoraveis do IL28B (CC em rs12979860 e TT no rs8099917) foram associados com
altas taxas de cura espontanea. Por conseguinte, pode se sugerir que esses pacientes
com genotipos favoraveis poderiam ser acompanhados, pois a eliminacao espontanea
pode ocorrer com grande probabilidade, podendo assim postergar o tratamento se for
necessario. Para os pacientes crénicos, com o0s genétipos desfavoraveis, a elevada
probabilidade de n&o responder ao tratamento deve ser considerada, devendo ser
considerado para estes pacientes o tratamento com novos medicamentos livre de IFN.

Com a submisséo deste artigo intitulado “Association of IL28B polymorphisms with
spontaneous resolution of infection and with treatment response to HCV infection” foi
possivel alcancar o terceiro e quarto objetivo especifico desta tese, cujos resultados

nos permitiram concluir que a genotipagem do IL28B pode ser extremamente util para
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individualizar estratégias de tratamento, identificar os pacientes que podem ser
tratados com sucesso com regimes mais curtos, mais simples ou mais baratos. Além
disso, pode auxiliar na utilizacdo racional dos medicamentos pelo SUS e poupar os

pacientes dos sérios efeitos colaterais da terapia antiviral.
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VI. CONCLUSOES

A determinacdo do perfil alélico humano dos genes da IL28B (rs8099917 e
rs12979860) por RFLP, ARMS-PCR e gPCR foram especificos com resultados 100%

concordantes com os do sequenciamento nucleotidico.

A técnica ARMS-PCR apresentou os melhores resultados de acordo com a analise de

rapidez e custo-beneficio.

O desenvolvimento de anemia grave (Hb < 10g/dL) durante o tratamento foi mais
acentuado nos pacientes com gendtipo AA (rs7270101) e com genodtipo CC
(rs1127354), sendo que essa diminuicdo foi mais significativa na 122 semana de

tratamento e em pacientes do sexo masculino.

A populacdo estudada € geneticamente mais propensa a desenvolver anemia
hemolitica induzida pela RBV, devido a alta frequéncia dos gendtipos AA e CC,
respectivamente, nos SNPs rs7270101 e rs1127354 do gene ITPA.

Em pacientes com infeccdo aguda demonstrou-se que os SNPs do IL28B (CC,
rs12979860 e TT, rs8099917) foram associados com melhores taxas de resolugéo

espontanea da infeccao pelo HCV.

Nos pacientes crénicos pode-se observar que os individuos portadores do genétipo
CC no rs12979860 e do gendétipo TT no rs8099917 tinham maior probabilidade de
apresentarem RVS apos tratamento com PEG-INF/RBV.

Os resultados obtidos demonstraram que os polimorfismos estudados do gene da
IL28B tem papel importante no controle da infec¢éo pelo HCV e que os SNPs do gene
da ITPA séo preditores de anemia hemolitica induzida pela RBV.
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infection and with treatment response to HCV infection”, na data de 16/07/2015.
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Title: ASSOCIATION OF I1L28B POLYMORPHISMS WITH SPONTANEQUS RESOLUTION OF INFECTION AND WITH TREATMENT
RESPONSE TO HCV INFECTION

Brazilian Journal of Infectious Diseases
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Your submission "ASSOCIATION OF 1L28B POLYMORPHISMS WITH SPONTANEOUS RESOLUTION OF INFECTION AND WITH
TREATMENT RESPONSE TO HCV INFECTION" will be handled by Editor-in-Chief Carlos Brites.

You may check the progress of your paper by logging into the Elsevier Editorial System as an author at http://ees elsevier com/bjid/.

Enter these login details:
Your username is: Nathalia Delvaux

If you can't remember your password please click the "Send Password" link on the Login page.

Thank you for submitting your work to this journal.
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Anexo Il. Delvaux N, Paula VS, Espirito-Santo MP, Silva EF, Miguel JC, Oliveira JC,
Silva AS, Vieira YR, Lampe E, Villar LM. Knowledge about viral hepatitis among
participants of Gay Pride Event in Brazil. Braz J Infect Dis. 2013; 17(3):377-8 (doi:
10.1016/j.bjid.2012.09.015).
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Anexo lll. Lampe E, Lewis-Ximenez L, Espirito-Santo MP, Delvaux NM, Pereira
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Martinez AM, Basso R, Pinho JR, Malta FM, Gomes-Gouvéa M, Moliterno RA, Bertolini
DA, Fujishima MA and Bello G. Genetic diversity of HCV in Brazil. Antivir Ther. 2013;
18(3PtB):435-44 (doi: 10.3851/IMP2606).
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the dopenan dynasses of the vinn n different rogroen
thessghost the country.
Methody: A totad of 626 IV NS:8 gene soqquences of
sablypex 1a (+=021), 1h (+=170) and Ja (o~182), no-
Lated from seven dilfesrat Browdinn stalen cowrring four
out of frve regeen were aralpwed i the prowent sudy
We sl asabpeed 22 OV NS:8 gene sequences of manoe
genetec varoniy inchading genstype 2 [1+13), genotype
4 (v~ sl saditype %a (p+3) Bravdian IKV soquences
were aligned with sequesces of nos-Bovidian ongn sed
sabjocted bo scomen Bocdiveed plrghogeactic snodyves
Rewalts: These anabpees revealed that the Bravdian IKV
autochthense Iraswravion of wiitypes a, Th, 3o and
genatypes 2, 4 and 54 Beuikan B0V subdype 15 cpademas

-uh&m..d-t*“
choracterived by concermenl  dhoemiration of sevenal
mdependest HOY Encagen. Seme IKV Bowdian loe-
sgex of wublypes 12, 1h, b and Ja were seccondud =
becvarsrg evtablinbod andd @weminatad threagh sevenl
islermoong of Boacdiss sequences, the datribution of
HOY stz foom different states acsme Encages was not
compleicly bemogeacou

Conclevem: Thew sowlls demomndrste the comboncr
of multiple introductiven asd el proposgation of beth
prevalent and wncommos Y geactic vasoniy in Bea-
ol aed deatily some majer Bewilon 1KV dades with
ratoswnde divemmnation Thn wedy she wgeests tha
the slocrved BV dirvemity = Beanl bos been shaped by
bath foquent vical mgestion smosg rogioss asd (0 2ty
wirsl dhvw misation

Introduction

HOCV mifects nearly 2.5% of the woeld's batran popu-
latson 160 sulbon peoplc) and & rocognoed as »
maygor cause of hepostitm and lwer cancer woekdwale
[1]. HCV & a2 member of the Hepacveno gomas of
the Reswaradee fasuly. The vinus o clasafiod ano s
oo pesctypes (bibclled 1 o 6), ok with muls.
ple subtypes (labclicd 1, 1h, and so on) [2]. A recom
n-ﬁh-dth"ﬂ-hyyzhm&nmk
mto two datina

funker sub-catcgormead b subtypa
dougrated 1 and 2 3], Although mos HEV Encages

@03 evobomd Mded Pea 10 eum pend e Jme iy

remaun rostexcted to endane soposs of Afncs sed
Ao, 3 fow HEV hincages (wach soosubeypex Ia, 1h ssd
Za) are gotally doscmiroscd. These ‘cpademac” HEV
lincoggen borve Blecly cxplosted highly cfficicnt routes of
vl tramimessa chat ascoc deniy the 2 costury
wach 30 Blood tmusduson, wjection
drug we and nosstceik modical wgectans [4-6].

Bt hoas boen extnnied thoe aroend 14% of the Braxl-
an wa (15 midlica people) 8 HOV-pesatree
78] Most duggaosed coes of HEY adocnon oocue m
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wost, mwthcot and sorth Braulos ; yet the
atmatal peevalosce pec of HOV miocon o moughly
sarmalar in chfficacat ropuss of the country [7]. The mont
mlnmnwnmlm—
TRY) and 3 (11-43%), varysy; n chifficacat

4 xnd 5 Bove been mecly foend
=1%) 19-21). Previcess ssacdics basad on the ammbpn
of dhe NSSE genc showed that mntrochctions
of the cpadersac HOV subeypes have ocoumed = Beal,
abbouph caly 3 fow HOV diadex borve boon sccoakully
duacmsatcd durisg, the sccosd hall of the 206 cantury
122.23). Addstscenal charascscnzation of the NS goac of
HCV pobecs from o de Jancwo further rovealied dhat
mwcot Boxzilon subtype 1a soquonces beanchod wahas
e peomcinly dogatad ciade | [24]
of HOV cpadermacy withn ssdivadin] Becedian states,
b Heod o 3 coustry of contmontal dancroscas and
kathe w known ca the dapenion dyssmaas of HOY
acron dificacat regoe. s thas udy, paniald NSSE genc
of HOV subtype s {u=321), 1b (x==170) and
Ja (x=1R5) sraurm, aboog wah 12 of the k=
peovakot ponceypes 2,4 and 5, pobead from soves Bea-
wlon seaes, wese combmod wik HOV soquances from
other coumnes o doscemmanc the dagree of sobeson of
each local HOV cpudanc and so adenedy the scale of

exposmaion of ssapoe Beszilan HOV lncages.
Methods

HOV sequences daloets

Pastral NSSH gene were obtancd from 3
sotal of 254 HOV srama (sebtype 1299, subeype
1h=T6, smibtype a=61, gosotype 2-10, penceype 46
and wabtype $a:-2) solsed m the soudh (R Geande do
Sell), somth-cam (Rio de Jancwo), contmal-went (Gode
and Mato Geveno do Sel) and north (Amopd) Bealos
regposa, betwoen 2002 and 201 1. These now soquences
were added alomy with 484 Becedian HOV NSSH genc
scqpuences (mbeype 132222 subrype 1he™, subeype
Ja=124, genotype 1=3 and penceype 5=1) sobecd
mn the southcan Sio Paulo), contmalwes (Godia,
Mato Gircews and Mo Grseo do Sul) and mork
118,22.23,25-27). The Bexnsloss HOV scquences were
ambped together with globad seference soquences
aeulable 3t e Loa Alnce HOV databosc | 28] that
muatched the scloctod genoemes rogon. In order 1o dio
HOVY lucoges, subaype 1o sclerence soguences were
reprosaied by solates of both dlade 1 snd dade 2
wakon from varsous Glies w the Unsed Senes, Famope

adlthm*mlb-ihnf

crcnce sequences were seprosesied by sobsies from
Afnea, Asaa, Fuope, the Canbbean, Nonh Amcriea,
South Amcrica, the fosmer Sovact Unon sed Occana.

Predogeactic amyses
Nudeotade soquances were aligned way CLUSTAL X
peogram |29 to poncrc 3 firml alygmencat of 257 bp
{rschootade postsors RI09-5606 ecbaree 1o the scler
ance sequence HTT). Mhylogenacs wese sccomtnicsed
by the moxaman bkckhood (ML) mohod web
Phy ML [30] m s oslisc web scever [11]. ML toces
weze recoeatzacied under the GTHob T, [32] sackeo
tide substmataon model, sclecsed waing e PModchot
peogram [33) Heurmtac troe scasches were

the SIR The ncle-
abdaty of the phylogomics was ctaroncd with the
appeocemate likchibood cat vt (2LRT) [34] Based
on 3 Shanodurs-|Hacgawa- like peocodure.

Results

A ural of 658 HOV Becolan NSSE goe soquosces
bubtype 1a=321, sebtype 182170, ssbwype 3ac185,
pesmype 2:13, penotype 4=6 and subeype S3=3) were
ascdysed m the prosant sady The sscot provalens Bea-
wdian HOV strass, 1a, 15 and Ja, were solated from
scven déferene statex mclnding Rio de Jancro (R]) and
Sao Pauks (SP) froes the scuth <ot eogaon, Gosa (GO)
and Mato Gecoonny do Sal (MS) from the conteal wont
regen, Ammapd (AF) and RondSas (RO) foemn the noek
regaen, s Rio Geande do Sul (RS) fooen dhe souh
regens (Fagre 1) Uncornencn Beazilan HOV szase of
pesanypes 2, 4 and 5 were molated from cqfut dficaost
Mato Groea, GO and MS from the contealwont
regpon, RO feoen the nosth eqpaon, asd Pacsss (PR) and
RS from the scesth scguon (Figuee 1)

ML pghylogencic ssodysis of passal NSSE genc
showed that HOCV subeype 13 molates previosaly doag-
sated o clade | 3nd chade 2 foemmad two ditanct mono-
plylotic sub-chatcn, g e chasbicoton of
Packett ot al. 3] (Fagaee 2A). The vast mogonty (98%)
of Banlosm HOV mbeype 13 soquosces beanchod
wihn clade | msd caly » fow wosan volsed m K]
fe=3), GO (n=2), RS (==1) and AP (==1) beanchod
within chede 2 (Fygure 2A). Mot (E3%) chade | Bea-

K sl s e cue BRI | e 2A) T

resmsnng clade 1 Hoolan solao beanched w2 scc-

cod monophyltn: sebclide, bose desgpuatal BRI AL
or were utenpersod mmong dade 1 struns of nos-

Bestslows oogn (Faggeee 2A). Brasuluan segquences (rom
dilferant country sogrorm wore hyghly sscnmied
e phylogencin troe, possting S0 » low dogree of vind
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(aLRT=0.93) Brslows sub dade maanly composcl of
soquences froem SP, however, was adestdiod withan bne-
age ER 1| (Fagure 2A) Tha chade, here called SP-1a,
compened 30K of subtype 1 soquonces from 5P, 1 5%
of sequences feom OOIMS and <5% of scquences
from other Brxedian staecx (Tabke 1), Asother wecs
cumng olwcrvatxn o that while most soguences feom
RJ (BA%), SP (96.5%) and GOVMS {(91%) boandhal
withas Bracaloan chades BR La-1 and ER 111, an wspoe-
tant [eacticn of soquences feom 1S (30%) boandhal
omtasde thoe Beszilom liscages (Table 1)

The 170 Bexeilon HOV selwype 15 soquesces am-
w-hﬂmw-#bﬂll
independent incages among global sclorenoe sapecnos
(Fygere 208). Mow &ml- subtype 1b hocago sec

Ao ey ma R R

of urall sec (0<5) A wxal of scven Broclos chado
(RIB-1 10 BR 1BV, howerer, comtancd 310 st
Some of thoe mogore Beazilon b chadex wese
hyhly spponcd GLRT>0.93) wheras othen da-
phyed caly 3 modonee sppon (0.75<al RT<0.50;
Faguee 1B). Togethee the scven muapw Beredian clade
contan 75% of Bowmlos ssbeype 1b scqences s
thewr sl of doscmmatam soom 10 be hyhly van-
shle. Abhough chades BRUIB-VI and ER15-VII costzen

mﬁ_‘w“t’klmlm
eu-—nnpumh-—:ut-_ Mn

of sean
cated that dwh—l\lwm
chade BRIV, S5% of from SP aed 64%,
of sequences from GOMS branched wathas chades

BHIBAL o BR1BVIL 64%, of scgeences feom ARRO
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branched withan cladcs BER15- 1 and BR1b-V asd 64%,
of sequacaces feoen RS branched witha chades ER15-VI
and BRITb-VII (Tabk 1).

Sansdarly so the Hocolon subwype Th, the 155 Bowalan
wibeype Jasoquanco wer waticral acwes sovenal - 30)

lncges thoe were mtcrmined smony; scfer
ence soquences of non-Bexolom cegun (Fgure 200 Mo
Besulan wbtype 3o bncages are of srall soc {uch),
with exception of dheee chudex (BR300 to BR 30111} wath
medhuss seppost (130l HT<050) the cootus 210
stzaiss (Fagare 200 The theee ssaper Brcalon dhdos con-
taancyd £2% of Besulan Ja sequonces ichadad
here. Amalysas of steam composition of sapee Rewilan
Incgo mdicecs mo dhoe ssccanon betwon lecation
and phylogenctic dada. The magor Bexedian chade, hose
rowmsed Ba- 11, woe deteesad i all oowstry scppaons s
corumed 2 sansdar peoporos of from cxch
locaticn, megpny boween 26%. and 38% (Tabde 1) The
chade BiUa| contained 2 soeal of 37 soquences, mchad-
=y 11 of froem HS, 27% of soquences froen
R and 18% of soquences fecen SP (Table 1), The mace
chade, doggrated BRI, amtancd a sctad of 10
g 3% of froen R, ™% of
froen SF and 12% of soguences feoen GOMS
(Table 1). The low manber of HOV by pe 13 soquences
froen 1S, GOVMES and AIVRO mclided i thes sudy oy
cxplan the apparces sbecrcr of soguoces feom thoe
reppeess wihan mranoe Hesolan dado.

Ml phylogenctic sl of & partial NSSE pone
from uncomumon HOV Becolin steass revealed the
cxmscace of musltiple istroductions asd smochthonos
trarsssssion of 2,4 3d 5 = Hexod (Fag-
ure 3). The xx penotype 4 scquences fecen R brnchad
m two wellwipposted knoges with three sogqeences
cach that were chassficd ax sebeypos 43 and 4b. The 13

Oevet i Swerdy of WV s Bk

penetype 1 Beanlan soguoncs fonmad theee well ssp-
poesed monophykte dado. The ssapoe dade beosgp 1o

pe 2b and mciaded sequences frem RO (n=3), RS
(=2}, GO =1}, PR fa=1), R] (=1 ) anad SP {2=1). Twer
soqucnoes fecen QH—H-JMM'M
walwype Ia, whercn e other two wapeen fom
wabwypes le, i and 23 Fanlly, the theee gosomype §
saquences bewschad = swo ndependent lncages withan
wabwype Sa.

Discussion

Deapetc many rapeanal wadics o0 Brcdan HCV
penoeype deanbaton, the ds ’ of the
viess = Hecl 30 a whole o hupely unknows. Two
preveous stadics showed that subiple stroductions
of HOV subeypes 1, 15 and 3a ocosrrod o the south-
cant aned comtralwent Brasolan sopions s the acoomd
halfl of dhe 200 conpamry |22,23). Here, dhe mamber
of aabpscd Braclian ocaliies was expanded s
new umaghts were obecrved s the dvenay of HCV
sabtypes. Deapete the face that our asscmbled dwtasce
denvad from coorvencnce stndica, the dats obscrval
eclicat the hacroganery of HOV varsets occcurng m
Bexal s a cosntry

Meot (95%) Brcolon subtype 1a soase groupad
m chade 1. Withe chude |, Boamlos stzuss foom dif-
feramt repoma foancd two dotic nd moncphylcie
exchoive chasen at leat two catrxcs
and selwcquerns woadisicon of the subtype = the coen-
try. Beznilan scquences fromn different locsaoms wese
hﬁm—lm&mwmqﬁ
chade 1 chaters, mcdicotng 3 low dagree
of vinl pobexn by grograghe cogis. However, the
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carculstson of chade 1 HOV soquences of ‘non-Beszlon’
ongs = RS was hggher (30K} than m say ether Braul-
1an sevie (< 15%). lecsotagly, HOV subtype La stevisa
froen onher Lanm Ammcrscon coustne wese moee ovenly
datnbutod amosg dada 1 and 2 soquances from USA
and Furope, and caly 3 fow chade | steaims froem other
courtnes of Latis Amcncs wihin Bocedian
momophylcte cado. Tha domomtrec the the poe-
tem of dopenwon of HOV sbogpe 13 mn Boed was
umcpae and déicerat from the other Latn Assercan
were bocsied booally to chade 1, the grographecal s
tempoml ceypn of the chade somass ushoaorws
warranied further mvosgpation.

The sepregatsces of most Bexzalan HOEV NSSEsubtype

e with strazm from she state of R de fncim [35)
Of note was the olwervitaon that 915% of the Bea-
zilan sbolade | soquonces pecsest the glatamne (Q)
ameno acad soudhee 3¢ postica 30, whercas 60K of non-
Brealos soquasa of that chde cxhitead 3 hpanc (X0
BK has bees repoesed 10 odubat poduced
10 macrocpche mhibeces (MK- 7009, [TMN-191 s
TMCALS) [16,37). Recenthy, 11 disacal Phasc 15 enal
-‘Tmu:n:‘d.llllﬁ-ihk—n-d
wirolopcal ropone peo. were hagher
mdcmiﬂhl“ﬂmhyp 12 comtaumny the
Q8K polprmorphoan = boockne. Thoe rouls sbow
the wécamtion eqandeng soquonce varstaore amonyg
HCY gosypes, subtypes snd cven chaudo withan ssb-
typex muay be wspoctast for themapans appecaches
wmang, new arsrvasal drage
Bexedian stramm of HEV subtypos 1h asd Ja wese

_pnotey
decticas of both HCV subtypes s Bl Seonc oupee
Hexolon clade of 210 scquacaces were aden-
Ulicd withe cach HCY subeype dhat togedher com-
prvsed F5% sd £3% of sebeype Th and 3 sogecnces
uchaded here, respocimdly. Ambyne of stoan compons-
Don of e Besriban lnceges provadal cvadosce than
HOV suleype Th stosan odubian some kv of
volien by grogrphe cegn, whoens HOV subiype
T steanns dapley # moee eandom phylogoscie soong
bry satnplang bocaton, Tully comseton wih cur pecr)-
o folangp [ 22]. b snportt 10 note, boweves, that
sotec mapor Beibun subtype 1h and Ja dhases ds-
pheyad coly & moderstc suppost (0.75<al RT<0.900,
unbictang et partaal NSSHE gose soquences g ot
be mlonmare w scsobve all
s, the smotcl suppont of Bevedean
HCV subtype Th s 3o chasers here adontibed shoukd
be condemod o the fumuse by wxcromany the kngth of

Aoty ooy mea R B

Oewet i Swcrdy of IV i Bk

the NSSE pene soquances ssabyacd or by conceantay
dficecnt parald gene (eygrmere.

The roults here dancastzaie that HOV
wabwypes 23, 2h, Aa, 4b s 53 wese abo wtsoducal
wto the coustry, 3s well 2a 2 dvogest HOV penotype
2 liscape dhat beanched between clades 2, 21 and 7
Sequencay of luger [eagmens or fell boagth penoomes
w nocowenry o usdoubtally chosdy thoe two HOV
Bexoluan strass 30 rocoenbunst vessex o ax 3 new
welwypc withs gesotype 2. O sone, all sumoe HOV
penctypes bere msalynod ctablabed sockebosoes
tramessnicn actworks. Moot nawodks scom o be
restrcted 10 & fow schvckaals foom the xume state, with
exceptaon of subtype b kncage thos wens doscssisatcd

d:d‘a—qumlﬂmu.l-}
so of a huper sumber of samples for thou “ranc” HOV
webwypes will be nccosary o obtan 3 meoee desvilad
ksowiodge of thor tamamssscn dynamcs w Boced,

B wonnn B stindy we show ovabence of com-
plex HOV genetype and sebeype dascomststos dyrvsics
w Heswul, as cxpecsad o o coutry with costcatal pro-
portms. Abhough subtype Ta sppossed w0 be robutly
wdcspread [rom o sagghe antry evant, subtypes Th and
Ja showad endane of semall misodectiom m
defmsie s of the comtry. The sty further suy-
s thont varal tmsenssscn betwoon défcron Heseaban
oo socrrs 80 be more froquant foe HCV sulbtypos
1 s 3o dhom for subtype 1h snd danomstestes the
comtcnce of sroducions and sstodtomns
trassnssecn of geootypes 2 4 and 3w Beced. Wah the

wrcssang evadonce of datnct phosory pos of HCY goso-
types, suby pos s satossoleype chades with sopod 10
10 trestencrd s dng ressience, & comtamas

oo
survalboce of HCY g doversay oo buge coustry
such as Hesol o eclevas.
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Anexo IV. Parecer do Comité de Etica do Hospital Universitario Gaffree e
Guinle/HUGG/UNIRIO.
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HOSPITAL UNIVERSITARIO

GAFFREE E QBoa ™
GUINLE/HUGG/UNIRIO

Tiuto da Pocquica: Ardise dos polimorts=os de nucleotides (mco nos genes humanos da nletleucna
788 o inosing fosfalo profosfalions am amasiras e Sngue « s egaco s mucosa
tucs »oamu impado sobm o lraleswnlo da bepatite C

Pecquicador: ADILSON JOSE DE ALNEIDA

Area Temstioa: Arca 3. Farmacos, medicamenton, vadinas © testes Aagnosticos noves (fases |, e 1) cu
ndo regsttados no paks [anda que fase (V) cu quando a pesqusa for refereme 3 seu SO
com modeidades, naicecdes, dows ou vies de adminstracdo diferentes dagueles
wstabolaccas, incluindo sau emprago am combinagdes,

Verclo: 1

CAAE: 140682513 9.0000.5258

|m Proponende: Hospital Universitinio Gaffree ¢ GuinleHUGGEUNIRID
Patrcoinador Prinolpal: Fruncaswoto Prdoca

DADO 2 DO PARECER

NOmero do Parecer: 241 396
Dats cs Redatoria: 00042013

Aprecentagdo do Prejeto:

Estudos sdm demorairado que, akem de fadores reacionados ao virus fatores dos Nospedeires tambem
feriam papel fundamental na presanca ou suséncia de resposta 3o raotamento e na

protec s ou N30 contra 3 anemia Rduzida pela rbavining (RBV) Varaches gendticas perko dos genes da
rtereucing 2008 (ILZ30) e do nosing

Irfosfato profoalatase (ITPA) estido Krtamente assodades com & RYS & o proteciio conlra & anema
hemolltica, msmmctivamente. Dunlre o

palimofmmos de nuckotideo Grica (SNP) sstucdados no gene K268, o 129758680 gendtpo CC, » 0 deo
G do 158099517 foram o3 que

apresantaram a mas $rle associacho com espcsta RVE, Da mesma farma, no gene ca ITPA os SNPs
Mas raRconadas com 3 anamia B0 o5 qua

passuem o gendtipo CC no 1127354 ¢ 0 gendtipo AA no rs7270101. O objelivo geral desie trabatho ¢
avalar o impacto dos SNPs nos genes da

ILZEE e ITPA sotve 0 tatamento da hepatie C.

Otjetivo ds Pecquica:

Detarminar 0 pafi adico rumano dos ganes IL288 ¢ ITPA am amoslras da sandue @

Caderaco: Fue Varg o Saron o TTS

Dakma: Thece CCP: 22 70004
ur: Nuriciglo: RO DE ANDIRO
Taletara: 21112042017 Fae: @INRIGTT C-asl: hugpilemne troept sgpibaTal cam
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
GAFFREE E CPoa ™
GUINLE/HUGG/UNIRIO

eslregaco buca' de pacienties com hepatie C submesdos a terapia antivral com PEGIFN,

REY ¢ 0 seu Impacio sotve 08 resultados do tratamaento,

Avaliagdc dos Ricooc & Benefiolos:

Recos:netentes 3 coleln de sangue decredo desconiono doloroso ou owed 8o local )
Bacalicdoscomialogdio da sweelual sxistenca cw algum marcedar gendico (IL2BB ou ITPA) gus possa
RlAr MsOCHOD AN

Do lies 2oss hows 40 atamecio da hepatis C 0uU 80 Seaervohrimerto te anemis dursnin esde Iralementn,
resulados deGsed exames. Dasta forma, também astand contribuindo para 0 avango No conhatinento
gdanmifico sore a repatite C,

Comentarics ¢ lem cobre a Fecquica:
Avalagdo relro e prospecivag emoivendo pacientes que rataram ou fralardo de infecgdo peld virus da
hegatile C nos ambulatonos de hemaltologia e de hepatologia do MUGGS,

Conciderapdes cobre oc Termoc de aprecentaplo cbrigatora:
Al ke ooy Cbmtivin Gum predan i roinger O et pacie Co ssluto,
Recomencapbes:

Neohume secommnicio acomade o wle ankl e

Conolutdec ou Pendénolas o Licta do inadequapdes:
APOVAND

Eituagdo do Parecer:

Aprovano

Necectits Apreciagdo da CONEP:

Nio

Concidernpdes Finalc a eritério do CER:

RIO DE JANERO. 11 ¢ Abril de 2013

Azcinador por:
Pecro Eder Portarl Flilhe
(Coordgenador)
Caderago: Fue Varg o Boros o TTH
Oakea: Thece CCP: 22 200004
ur: w Muriclalo: O DE ANDING
Taetara: 211150423177 Fxe: 2 NMA5TT el tugoilenans beompt egpiloTal cor
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Anexo V. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Tiulo da Pesquisa Andlss dos polmordsmos de nudeatideo inco nos genss humanos da
nkerisucna 281 ¢ inowra Ploshio peolocdalsse om seoeirss do ssgue ¢ eslregngn de muooss
bucs @ sou impacio solwe o Falssento das hepedile C

» Informagies ao pacionte:

Duam osla comsuia ool Bl 8 poRunidadn o8 pamopar dn uma PESCUISA oade semo
eshudarcs fonenies mieciados (oD virne & Ropafie C (HCY) com dade masor que 5= awe

Otyelwo. O ciyelvo prncgal desin pesguea ¢ camclenisar o poil gesddico hemano [ma oS genes
1788 e ITPA ulitando amcsine de sangue @ esfrogago da mecosa becal de packemes com hepabie ©
sEmeides a0 nmamesio com medercn paguiado (FN-PFT G @ rhaviena V) @ aaler o sow Impadio
SRS 8 IEpOSE S0 RS0 (08 S55at Balicameiin

Procodeesics Dusaie a corsulls com 0 mideo ssslomle, o5 paoonios com higstle C que &
recoboram iameno ou =510 on malkiSo pora Inchy fabmenio deverio formocor dee alquolie do
sange (S ml o 10 mh ¢ do ashegace d0 Mecsa tuchl pas andlss poEany As cobilas &0 sangue @
eElega & Mties D S0 Ialzades aia DS W7 [l plesanas oF falde egecializaie
nesires Bpos de ookl @ o npleasio om aslos a0 pacenie.

Heoos Os possies Boce 550 squekes ieconaios com 3 relinds oinees de saegue. omo
derelo dasconicnin doloies ou mundas bcal O =0 oo deprsives colblons sapalaniis i ook
pEa A alzaca0 00 sslingace O oMUl da mesa Ducal MR (PONE GESCONionNo OU S80D AR (6
pacenies

Henelices. Pelos loskes quo seido malzados, ofa) Sild) serd  islormadiols) se spresaris agem
marcady gensico (ILZE8 au [TPA] gee possa o5y assocado 3 resposia a0 Falamenio & hepalile © ou
desarwchimonin de anema demsle s Malamenin, adm de oceher reelagtes apds andlsn dos
MUl Geaies sanpws Dol s, [Den efai coniiningn A 0 SVangD N0 CoMecEesio
oonifico sobie a bepsine C

A Su2 paracpacio @ VOLUNTARIA, 1500 ¢, 8 s docsdo om panter ou 1o do ostedo, OU mesmo
Eandond- o som coPusicagio o I akiar do forma aigema a assisdnoa medica gue do oufm forma
vocf losa nesdn hoepdanl

im GEo de dida S0l O pesguisn U Jidio O pacenies podenl Sy anlalado © mdSon
ALSON JOSE DE MMEIDA por moD O Dofones 2764 11037764-1165 ou oo o=l
s o i, el om0 o CEF a0 HLGEG, por meio o elelne 2364 51/7 ou do ceal
cphnoEgrad oo Tambée pONaD MY RS 6 Seguriis Deaquaadons midas. Cralens
Awin  Viea Noguon oeilbatudianiy o (Tlee emal Cinaa [sborand,

7 05 wimos midicos fomm ampicados § ol & mns dividas oam escamcidas pelo midco
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3 Pgmsso antdm mnha concardingia @ eponiinea vortade am  ssbheetor oo a6
PROCMBIMERIOS (aVOMAS MG pesgusa.

4. Erfeadd que mishas IMONTRCO0S DOSEOMS OSSO SO Tovislas por pessods devickamonie
AIOMDEE [N condury 3 pesquisa, porem sordo esirtameme CONFIDENCIAIS o, de lorma aiguma,
POGSRA0 10mar-56 patlcas

5. O Msunanos G0sss PEGUESE DOOMBO S0 UTEZS00G AN PUDECHCR0 Gemica.

6 A5 dquotss do sInger © eshiogago do mucosa Decal coleladss Serdo armasneadss, spde
resivago dos exames, podendo Sor usdas, PosRIImEnie, om oulras pesquisis com tns semeibanion,
Mas SOMENte apds alacao pelo Comdd do 11 em Peaquisa, Que POSALE ASDINGAS A AEsralerm do em
NOovD Temmo o8 Comssmmenio Lvre & Escisecan, todiea MANTENDO SENPHE A IDENTIDADE DO
DOADCH EM SKGLO

7. fasim, declaro que:

- Ful caramente Momado a Mo 006 Deneflicos Que & IMAlZAcI0 006 MXARS 00 SaNgue @
CEIRGRD G0 MNCOSE DuCH) POSE INA2Y 3 & NIRCLa0 pein HEV

Fol ambem chramonie piormado & rospedo dos polencais nscos econsdos & oolols das
amOsras.

< ACETTO partiopsy dossi pesqued @ dedano dur mow consantimento [ pamcpar desio esludn,
10 moalndo UMa 00 00 Termo 00 Consemmanio L @ Fackrecdo @ asiando onsle 0o gue a outia
COpNR S0l SquUivd 50D 8 resporrsalybdiad G0 pesgussdor responeived Dol pesguesy

Pacerm A e RO
Sew dopeoente Msodee () M feren) Teidorm ( }

Forimis ( )}
e T T R cep
Flesporaive loged (gemdo fr 0 cool: ARG dovespornive logd
AR P D e e
Madco Faponsied: - _ - ChM =
Erderego do cormulinn Codndha ce
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