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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Andréa Marques Vieira da Silva

A hepatite C cronica (HCC) é um grande problema de Saude Publica, pois se
apresenta como uma doencga assintomatica, onde 20% irdo progredir para cirrose,
podendo ainda evoluir para carcinoma hepatocelular. Os polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNPs) proximos a regidao do interferon lambda 3 (IFNL3) séo
marcadores que estdo associados a eliminacdo espontanea do virus, e no desfecho
dos tratamentos a base de Peg-interferon (Peg-IFNa), bem como, tratamentos
recentes com os antivirais de acdo direta. Neste estudo, a genotipagem de SNPs na
regido de IFNL3 e IFNL4 na populacéo Brasileira e seu papel na resposta virologica
sustentada (RVS) e na regulacéo da resposta imunoldgica sistémica foram avaliados.
Para isso, 740 pacientes com HCC infectados com gendtipos virais 1, 2 e 3 tratados
com Peg-IFNa e ribavirina foram recrutados (conforme protocolo do Ministério da
Saude de 2015) as amostras coletadas nos tempos 0, 12, 22, 33 122 semanas de
tratamento e 32 semana poés-tratamento, juntamente com 24 amostras de voluntarios
sadios (0, 24 e 72 horas) que receberam uma dose dos biofarmacos. Avaliamos a
frequéncia de 12 SNPs da regiao génica do IFNL3 e 4 em pacientes estratificados de
acordo com o desfecho. Confirmamos a associacdo de 10 SNPs com o desfecho
favoravel do tratamento na populacdo miscigenada brasileira. Dentre estes,
destacam-se os SNPs rs12979860, rs8109886 e rs8099917 que, apOs analises de
desequilibrio de ligacdo, funcionam como etiquetas de cobertura de toda regido. Além
disso, utilizando a combinagdo entre 0s gendtipos destes trés SNPs preditores
aumentou-se a taxa de predicdo da RVS, independente de outros fatores preditivos
do hospedeiro. A partir das amostras de um subgrupo de 24 pacientes e 24 voluntarios
sadios, foram avaliados niveis séricos de citocinas e quimiocinas bem como a
expressdo de genes da via de sinalizacdo do IFN tipo I. O perfil observado nos niveis
de CCL3, CCL4 e CXCL10 se mostraram bons biomarcadores de RVS. Niveis baixos
de CCL4 e CXCL10 foram detectados em pacientes com gendtipo rs12979860-CC,
favoravel a resposta ao tratamento. Apresentaram diferencas significativas entre
pacientes homozigotos CC em relacdo aos pacientes com genétipo TT. Por fim, os
pacientes apresentaram o efeito antagonico entre IFN-A e 0os genes da via dos IFN
tipo I, onde niveis altos de expressdao de mRNA de IFNL3 e 4 antes do tratamento
estavam associados a niveis baixos do IFNA1 nos pacientes com HCC. Genes
expressos da via de sinalizac¢éo do IFN tipo | apresentaram altos niveis antes do inicio
do tratamento, com excegdo dos genes IFNAL, IFNAR e IFHI. Em resumo, estes
dados sugerem que a combinacdo de genoétipos de rs12979860, rs8109886 e
rs80999917 sao preditores mais precisos do resultado do tratamento em uma
populacdo miscigenada como a Brasileira e que os gendtipos do gene IFNL3 e 4
regulam a resposta imuno-inflamatdria indicando que 0s mecanismos genéticos
controlam a regulacao dos niveis de IFNs tipo | exercido pelos IFNs tipo Ill.
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ABSTRACT
PHD THESIS IN CELLULAR and MOLECULAR Biology
Andréa Marques Vieira da Silva

Chronic hepatitis C (CHC) is a major public health problem, as it presents as an
asymptomatic disease, where 20% will progress to cirrhosis and may progress to
hepatocellular carcinoma. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) near the interferon
Lambda 3 (IFNL3) region are markers that are associated with spontaneous viral
elimination, and at the outcome of the Peg-interferon (Peg-IFNa), as well as, recent
direct-acting antivirals treatment. In this study, the genotyping of SNPs in the region of
IFNL3 and IFNL4 in the Brazilian population in the sustained virological response
(SVR) as well as the role of these SNPs in the regulation of the systemic immune
response were evaluated. For this, 740 patients with CHC infected with viral genotypes
1, 2 and 3 were treated with Peg-IFNa and ribavirin were recruited (according to the
protocol of the Ministry of Health of 2015), along with 24 samples of healthy volunteers
who received a dose of the biopharmaceutical. We evaluated the frequency of 12 SNPs
of the IFNL3 and IFNL4 gene in patients stratified according to the outcome of SVR.
We confirmed the association of 10 SNPs with the favorable treatment outcome in the
Brazilian mixed population. Among these, SNPs rs12979860, rs8109886 and
rs8099917 are highlighted, which, after analysis of linkage disequilibrium, function as
tags to cover the whole region. In addition, the combination of the genotypes of these
three predictive SNPs increased the rate of SVR, independent of other predictive
factors of the host. From the samples of a subgroup of 24 patients and 24 healthy
volunteers, we evaluated the serum levels of cytokines and chemokines as well as the
expression of genes of the type | IFN signaling pathway. The profile in the pro-
inflammatory chemokines CCL3, CCL4 and CXCL10 are good biomarkers of
virological response. Non-responders had higher levels of CCL3 and CCL4 before
treatment and higher levels of CXCL10 in the first week of treatment. However, lower
serum levels of these chemokines were detected in patients with rs12979860-CC
genotype, favorable to treatment response. Levels of CCL4 and CXCL10 showed
significant differences among CC homozygous patients compared to patients with TT
genotype. Finally, patients had the antagonistic effect between IFN-A and the type I-
interferon pathway genes, where high levels of IFNL3 and IFNL4 pre-treatment mRNA
levels were associated with low IFNAL levels in HCC patients. Several interferon-
expressed genes show high levels prior to initiation of treatment, with the exception of
the IFNAL, IFNAR and IFHI genes. In summary, our data suggest that the genotype
combination of rs12979860, rs8109886 and rs80999917 are more accurate predictors
of treatment outcome in a mixed population such as Brazil and the genotypes of the
IFNL3 and IFNL4 region regulate the immune-inflammatory response indicating that
the mechanisms regulate the levels of type | IFNs exerted by type Il IFNs.
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1. INTRODUCAO

1.1 Breve Histoérico

A hepatite € um processo inflamatorio do figado, e se caracteriza por ser uma

doenca silenciosa e quase sempre assintomatica. Pode ser induzida por
medicamentos, como anti-inflamatoérios ndo esteroidais, pela ingestdo excessiva de
alcool, bem como doencas autoimunes, metabdlicas e genéticas. Além disso, diversos
microorganismos sao causadores de hepatite no homem, entre eles estédo bactérias,
fungos e virus. Contudo, 0os agentes com a maior importancia epidemioldgica sao as
hepatites virais A, B, C.
Particulas virais identificadas por Feinstone e Choo colaboradores, em 1975 como
hepatite ndo-A ou ndo-B, a partir de amostras de individuos submetidos a transfusfes
sanguineas, ja que nao possuiam caracteristicas do virus da hepatite A nem do virus
da hepatite B (1). Somente em 1989, estas paticulas virais foram definidas como virus
da hepatite C por Choo e colaboradores, através de técnicas de clonagem e
sequenciamento do genoma viral usando amostras de alto titulo coletadas de
chimpanzés experimentalmente infectados (2). A hepatite tipo C possui uma marcante
tendéncia a cronicidade, uma vez que mais de 80% dos individuos infectados
desenvolvem essa forma da doenca. E a principal causa de doenca crénica no figado,
levando a cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (CHC), com taxas significativas
de mortalidade e morbidade e ainda é a maior causa de indicacdo de transplante de
figado em todo o mundo (3).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) lancou em 2016 uma meta mundial
visando a erradicacéo das hepatites B e C até 2030 (4). A proposta tem como objetivo
a intensificacdo no diagnostico simplificado, o fortalecimento no atendimento das
hepatites virais, e a disponibilidade do tratamento adequado e personalizado para
populacdo. Contudo, o desenvolvimento de uma vacina continua sendo uma meta

fundamental para o controle global e a erradicacéo da doenca.



1.2 Epidemiologia

A hepatite C é uma das principais causas de morte e morbidade no mundo.
Estimativas recentes mostraram um aumento na sua prevaléncia na ultima década,
chegando a 2,8% da populacéo global, o que corresponde aproximadamente a 185
milhdes de pessoas infectadas (3,5).

Dados sobre a prevaléncia mundial estdo baseados, principalmente, em
estudos de soroprevaléncia do VHC, o que inclui individuos que tiveram cura
espontanea, individuos tratados e com infeccdo aguda. Aproximadamente 400.000
pessoas morrem anualmente de hepatite C, principalmente por cirrose e CHC (6).

Um trabalho publicado em 2017 realizou um estudo sistematico para quantificar
a carga da epidemia do VHC no mundo, usando os melhores dados publicados
disponiveis entre 2000 e 2015 em 138 paises agrupados em 20 diferentes areas
geograficas. Concluiu-se que a prevaléncia global de VHC é estimada em 2,5% da
populacdo mundial (177,5 milhées de adultos infectados pelo VHC), variando de 2,9%
na Africa & 1,3% nas Américas. A maior prevaléncia de VHC (> 3,5%) foi relatada nas
regibes do leste da Asia, norte da Africa e Oriente Médio (7). A soroprevaléncia da
Hepatite C nas regides do mundo sdo de 5,9% na Africa subsaariana e Asia Central,
3,1% na Europa Oriental, 2,8% no Norte da Africa, Leste da Asia e Oriente Médio e
Sul da Asia com 2,5%. Outras regides apresentam frequéncias menores que 2,5% de
soroprevaléncia. A China e a india apresentam 3,2% e 0,9%, respectivamente. Paises
desenvolvidos como Estados Unidos (1,8%), Alemanha (0,6%), Canada (0,8%),
Franca (1,1%) e Australia (1,1%) apresentam menor prevaléncia de VHC e juntos tem
um quinto da populagédo mundial (7). O Egito é o pais com a maior prevaléncia mundial
cerca de 15% da populacéo adulta € soropositiva para VHC e mais de quatro milhdes
permanecem virémicos (8). A prevaléncia de co-infec¢des entre os virus da hepatite
B e C e o virus do HIV é alta, visto que as formas de transmissédo séo similares e
estima-se que 4 a 5 milhdes de pessoas infectadas pelo HIV estejam cronicamente
infectados pelo VHC (9). A prevaléncia mundial da co-infeccédo pelo VHB e VHC é
subestimada, estima-se que varia entre 0,7% e 16%, dependendo da regido
geografica e da populacdo de estudo. A co-infeccdo VHB e VHC é frequentemente
encontrada em varias populacdes de risco, como por exemplo, pessoas que usam

drogas injetaveis (10).



A distribuicdo geografica dos genoétipos do VHC é heterogénea em todo o
mundo. Dados obtidos de 1989 a 2013, conforme definido pelo Global Burden of
Disease (GBD), descreveram que o gendtipo viral 1 (GT1) do VHC é o mais prevalente
(49,1%), seguido pelo gendtipo 3 (17,9%), 4 (16,8%) e 2 (11,0%) sendo os GT5 e 6
responsaveis pelo restante dos casos <5%, conforme ilustrado na figura 1 (11). Na
Africa, 0 GT4 é o mais prevalente com 28,1% seguido do GT1 (26,3%). Nas Américas,
Europa e Asia o GT1 é mais prevalente em torno de 70% seguido do GT3 em torno
de 18%. O GT7 tem sido encontrado somente em poucos individuos (12). Além disso,
0s gendétipos do VHC possuem manifestacdes clinicas distintas e diferem também de
acordo com a rota de transmisséo e a idade dos individuos infectados. Os GT3 e 1a,
por exemplo, sdo altamente representados entre usuarios de drogas injetaveis, o
GT1b é mais frequente entre pacientes que receberam transfusfes de sangue. No

Japdao, o GT1b é o mais prevalente e a populacao infectada é mais velha do que nos
Estados Unidos (13,14).

Figura 1. Prevaléncia relativa da taxa global da do  enca hepatite C de cada gendtipo por regido.
O tamanho dos graficos de pizza € proporcional ao nimero de casos soroprevalentes estimados por
Hanafiah, et al 2013. Adaptado de Messina JP, et al 2015, incluido o gendtipo 7.

No Brasil a notificacdo compulséria de hepatites virais teve inicio em 1996,

desde entdo, a coleta de dados sobre a ocorréncia dessas doencgas passou a compor
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as acoes de vigilancia epidemioldgica. Atualmente, cerca de 1,45 milhdes de pessoas
sao infectadas pelo VHC e os 06bitos por hepatite C representam atualmente a maior
causa de morte entre as hepatites virais no Brasil. Entre 1999 e 2016, foram
detectados no Brasil 319.751 casos de hepatite C, sendo a regido Sul com maior taxa
de deteccdo, com 12 casos para cada 100 mil habitantes, seguida pelas regides
Sudeste (9,6), Centro-Oeste (3,9), Nordeste (1,6) e Norte (1,0), em 2014. Houve uma
tendéncia na elevacao da taxa em todas regides a partir de 2015, devido a mudanca
no critério de confirmacéo de casos de hepatite C. Na revisdo 0s casos positivos foram
considerados positivos quando um dos marcadores anti-VHC e/ou VHC-RNA foram
reagentes.

Ainda, entre 2000 e 2015, foram identificados 46.314 ¢bitos relacionados a
hepatite C, a regido Sul apresentou um coeficiente de mortalidade por VHC como
causa basica de morte para 1,5/100.000 habitantes. No estado do Rio Grande do Sul
(RS), o coeficiente era de 2,8/100.000 habitantes, quase trés vezes maior que a média
nacional para o mesmo periodo (15). Em 2013, Pereira e colaboradores descreveram
a prevaléncia de portadores com anticorpos contra HVHC entre as regides do Brasil
em torno de: Norte 4%, Nordeste 1,4%, Centro-Oeste 2,5%, distrito federal 1,7%,
Sudeste 2,5% e Sul 2,3%. Atualmente, o nUmero de casos é maior entre homens, e
a maior taxa em ambos 0s sexos esta entre a faixa etaria de 55 a 59 anos (15,16).

No territério brasileiro existem infeccdes pelos VHC dos gendtipos 1, 2, 3,4 e
5. Um estudo no Estado do Amazonas de 2004, identificou a seguinte distribuicao:
GTla (26,9%); 1b (46,2%); 2b (3,8%); 3a(15,5%); 4 (3,8%) e 5 (3,8%), em outro
estudo maior prevaléncia foi do GT1b (48,8%), em diversos grupos de risco (17).

Um estudo com a populacdo do Sudeste de 2008, também o GT1 do VHC foi
0 mais prevalente, seguido dos GT3 e 2. Foi observado uma enorme prevaléncia do
gendtipo 3, 40%, diferente de outros estudos. Em varias regifes do Brasil, foram
encontrados os genotipos do GT1, 2, 3, 4 e 5 entre as 1.688 amostras estudadas. A
distribuicdo das frequéncias foram as seguintes: 64,9% para o GT1, 4,6% para o GT2,
30,2% para o GT3, 0,2% para o GT4 e 0,1% para o GT5 (18,19), conforme figura 2.

A prevaléncia de estagios de fibrose hepatica e cirrose foi relatada em estudos
com pequenas amostras no Brasil. Utilizando a biopsia hepatica como referéncia,
observou-se fibrose leve a moderada (FO, Fle F2) em até 70% dos pacientes (19).
Até 8% dos pacientes brasileiros com cirrose desenvolveram CHC em um periodo de

10 anos de acompanhamento (20). A cirrose terminal é a principal indicacao para o
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transplante de figado em todo o mundo, até 75% dos pacientes submetidos a

transplante hepatico em hospitais brasileiros apresentavam CHC.
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Figura 2. Distribuicdo dos genétipos do virus da he patite C nas diferentes regifes brasileiras. O
namero absoluto de casos de cada gendétipo encontrado em cada regido € mostrado. Extraido e
adaptado de Campiotto et al. 2005.

1.3 Aspectos Clinicos na infecgédo da hepatite C

As principais manifestacdes clinicas durante a infeccédo por VHC sé&o a cirrose,
0 CHC e a hepatite fulminante. A histéria natural da infeccéo pelo VHC é variavel e de
dificil previsibilidade, devido aos diversos fatores envolvidos nos aspectos clinicos, os
quais podem ser relacionados ao virus (genotipos, carga viral), ao hospedeiro (idade,
sexo, etnia, doencas metabodlicas, doencas hepaticas concomitantes, fatores
genéticos) ou ao ambiente (consumo de alcool, tabagismo, dieta, coinfec¢des pelos
VHB e pelo HIV) (21). Estudos elaborados sobre o curso temporal de eliminagéo
espontanea da hepatite C aguda sao dificeis de realizar devido ao inicio silencioso da
doenca e auséncia ou presenca de sintomas clinicos leves. A fase aguda da hepatite
C geralmente é assintomatica em 90% das pessoas infectadas, e se caracteriza por
um aumento transitorio na taxa de transaminases seéricas. Nesse estagio, o primeiro
marcador detectavel € o RNA viral que aparece uma a duas semanas apds a
exposicao, seguido dos anticorpos IgG anti-VHC. Entretanto este segundo marcador
aparece entre sete a oito semanas depois (13). As caracteristicas iniciais da doenca
aguda sao sintomas nao especificos, comuns a muitas infec¢cbes virais
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agudas. Sintomas mais especificos de hepatite viral podem ser encontrados em uma
minoria de individuos, pode aparecer astenia, anorexia, urina escura, febre e dores
musculares e articulares, desconforto abdominal, enquanto, sinais de ictericia ndo sao
frequentes. A definicdo de hepatite C aguda (HCA) ocorre através dos seguintes
resultados de diagndstico: (a) soro-conversao recente (periodo de seis meses), anti-
VHC negativo no inicio dos sintomas ou no momento da exposi¢cao ao VHC e segunda
dosagem realizada com intervalo de 90 dias com resultado positivo de anti-VHC; (b)
deteccado de anti-VHC negativo, porém positivo na detec¢cdo do RNA viral, em até 90
dias apdés o inicio dos sintomas ou da data de exposicdo, quando esta for
conhecida. Em torno de 20% dos casos, ocorre a cura espontanea através de efetiva
resposta imunoldgica inata e adaptativa (22). O resultado da infeccdo pelo VHC é
determinado pelo equilibrio da interagcdo dinamica entre a viruléncia do virus e a
resposta imunoldgica do hospedeiro, além da contribuicdo de fatores ambientais e do
hospedeiro que podem influenciar essa interacao (23).

Em cerca de 80% dos casos o sistema imunolégico néo é capaz de erradicar o
VHC durante a fase aguda da infeccdo. A transicéo da hepatite C aguda para crénica
€ geralmente subclinica, sendo o desfecho mais comum geralmente caracterizado
pelo aumento nos niveis de aminotransferases seéricas podendo levar a fibrose e
cirrose no figado. Apds seis meses de persisténcia do RNA viral no sangue e da
presenca de anticorpos anti-VHC, a infeccdo € definida como crbnica. Assim, a
cronicidade é a principal complicacdo da hepatite C aguda.

Durante a fase cronica da hepatite, a maioria dos pacientes é assintomatico,
entretanto alguns pacientes podem apresentar sintomas inespecificos como fadiga,
artralgia ou mialgia e os niveis de transaminases podem estar moderadamente
aumentados (24). A evolucédo a longo prazo da infeccéo crbnica é variavel, porém
alguns fatores podem contribuir para a progresséo da doenca como: idade acima de
40 anos, sexo masculino, co-infec¢do pelo HIV, maior indice de massa corporal,
figado gorduroso e consumo de alcool (25). Em média 25% dos pacientes
desenvolvem uma cirrose ap6s um periodo entre 10 e 30 anos. A cirrose pode estar
associada a uma insuficiéncia hepética, como uma descompensacdo ap0s uma
hipertensao portal (ascite, hemorragia gastrointestinal, etc). Em pacientes cirroticos, o
risco de morte por complicacbes € de 4% ao ano, e o risco de desenvolver um
carcinoma hepatocelular (CHC) é de 1 a 5% ao ano. Trinta e trés por cento dos

pacientes com HCC morrem dentro de um ano apds o diagndstico. No geral, entre 0s
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pacientes com cirrose, a taxa de sobrevida em 5 anos é de 50%. Na verdade, a cirrose
descompensada é a causa principal de transplante de figado (13), figura 3.

Além das doencas hepaticas, a infeccdo cronica pelo VHC também esta
envolvida em uma variedade de doencas extra-hepaticas, afetando os rins, pele,
glandulas salivares, olhos, tiredide, articulagbes, sistema nervoso e sistema
imunoldgico. Dentre as doencas extra-hepaticas, destaca-se a crioglobulinemia mista,
uma doencga auto-imune e linfoproliferativa caracterizada pela circulacdo de
complexos imunologicos chamados crioglobulinas. Os mecanismos que causam
essas doencas ndao sdo completamente compreendidos e a fisiopatologia €
multifatorial relacionada fatores enddécrinos, replicacdo do VHC em células extra-
hepéticas e ativagdo imunoldgicas com efeitos sistémicos (26).

14-46% |nfecgéo aguda <1%

—— elo HCV ;
Eliminagio | _——"| pelo HC Hepatite
espontaneamente lstt%-ss% Fulminante

raros casos Hepaﬁte C
cronica
1:5-51%
Cirrose
1-5% / Ano 3-6% / Ano
A

Hepatite

Hepatocarcinomal
descompensada

18% apos o primeiro ano de
2-4% / Ano* hepatite descompensada

Obito

*pacientes com cirrose no figado

Figura 3. Historia natural da infeccao pelo virus d  a hepatite C. Extraido de Maasoumy B. et al.
2012.



1.4 Transmissao

O VHC é um agente infeccioso transmitido pelo sangue que infecta
naturalmente humanos, mas os chimpanzés podem ser infectados experimentalmente
(13). A transmissdo sanguinea é a principal via de infeccédo pelo VHC e o RNA viral
pode ser detectada entre 7 e 21 dias ap0s a transfusdo sanguinea, podendo ter
periodos de incubacdo mais longo nos casos em que pequenas quantidades de
cargas virais foram transmitidas (25). A transmisséo atraves da transfusdo sanguinea
é relevante em individuos que necessitam continuamente de transfusdo sanguinea,
como pacientes com talassemia, hemofilia, insuficiéncia renal crénica e necessidade
de hemodialise, além de varios tipos de cancer. Ha transmissao via intravenosa, a
ocasionada pela injecao insegura, especialmente com seringas e agulhas multiuso,
ato comum entre usuarios de drogas. A transmisséao vertical do VHC da mée para o
feto é limitada e ocorre em até 5% dos casos, sendo que em maes com co-infec¢cao
com HIV, a transmissao vertical sobe para 10%, contudo, a cesariana hao aumenta
ataxa de infeccdo pelo VHC (13,27). Entre os profissionais de saude, a lesao acidental
ocasionada por agulha contaminada é uma importante causa de infeccdo pelo
VHC. Assim, os profissionais de saude com exposi¢cdo ocupacional ao HIV e VHC
devem confirmar seus resultados negativos seis meses ap0s a suspeita de infeccéo,
devido a soroconversao tardia (28). A infeccdo pelo VHC também pode ser
transmitida com contato sexual, sendo a minoria dos casos, porém esse risco aumenta
entre pessoas com multiplos parceiros sexuais. Pode ocorrer a transmissao
nosocomial devido ao uso de dispositivos médicos ndo estéreis, como endoscopia,
angiografia e dispositivos cirdrgicos. Também pode haver transmissdo via
procedimentos médicos como ginecologia, cardiologia, angiografia, endoscopia,
colonoscopia, aparelhos cirdrgicos e ventosaterapia. Métodos como tatuagem,
piercing e escavacdo como agente adicional para a transmissédo do VHC (7). A figura
4 mostra as notificagdes da hepatite C separadas pela provavel via de transmisséo.
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Figura 4. Proporcao de casos de hepatite C segundo provavel fonte ou mecanismo de infeccao
e ano de notificacdo. Brasil, 2003 a 2016. Extraido do Boletim de hepatites de 2017, Secretaria de
Vigilancia em Saude — Ministério da Saude.

1.5 Diagnéstico da infeccdo pelo VHC

O rastreio da infeccao pelo VHC é realizado através da deteccdo dos niveis
séricos de anticorpos anti-VHC utilizando ensaio imunoenzimatico (EIA). Os atuais
testes de triagem de terceira e quarta geragdo contém mudltiplos antigenos
recombinantes do nucleocapsideo do VHC e proteinas virais ndo estruturais, como
NS3, NS4 e NS5, fornecendo alta precisdo para a deteccdo da exposicdo ao VHC
(13). Os anticorpos contra o VHC também podem ser detectados por testes rapidos
(TR), testes de imunocromatografia de fluxo lateral em amostras de sangue total com
puncdo digital. Esses testes ndo exigem instrumentos complexos e fornecem o
resultado em até 20 minutos. Pacientes anti-VHC positivo indicam um contato prévio
com o virus, mas nao distingue entre uma infec¢éo resolvida naturalmente ou uma
infec¢@o ativa. Sendo assim, se faz necessario confirmacao pelo método de reacéo
em cadeia da polimerase (PCR), onde o RNA do VHC no soro ou plasma pode ser
detectavel dentro de poucos dias ap6s a infeccdo (29). Individuos com RNA VHC
positivo devem ser submetidos ao estadiamento da doenca para avaliar a extensao
da fibrose por bidpsia hepética ou métodos nédo invasivos e deve-se identificar o
genotipo viral da infeccdo pelo VHC. Nesses casos, geralmente utiliza-se o
sequenciamento direto de regides especificas dentro do genoma viral, seg uido por
alinhamento as sequéncias de referéncia e andlise filogenética. A definicdo do
genotipo do VHC pode orientar a sele¢do, dosagem e duracao global do tratamento
(13,29).



1.6 O virus da hepatite C

1.6.1 Particula viral

O virus da hepatite C pertence a Familia Flaviviridae, do género Hepacivirus.
Esta familia inclui género Pestivirus que infectam mamiferos ndo humanos, género
Pegivirus (GB-A, GB-C e GB-D), e género Flavivirus que inclui o virus da febre
amarela, virus da dengue e o0 virus Zika. Os membros da
familia Flaviviridae compartilham uma série de caracteristicas viroldgicas e estruturais
basicas, como por exemplo a organizacao genémica (13)

Baseado na diversidade da sequéncia do genoma viral, atualmente o VHC esta
classificado dentro de 7 gendétipos e 67 subtipos confirmados, sendo 20 subtipos
atribuidos provisoriamente e 21 subtipos nao atribuidos. O VHC GT1 a GT6 e seus
subtipos 1a, 1b, 2a, 2b, 2c, 3a, 4a, 4d, 5a e 6a estdo bem identificados em todo o
mundo, com caracteristicas epidemiologicas importantes ou em grupos populacionais
especificos (30). Os genomas de isolados do VHC diferem em cerca de 30% ao nivel
dos nucleotideos e mesmo dentro dos subtipos, diferentes isolados podem variar em
atée 10%. Assim, o VHC tem um alto nivel de heterogeneidade genética, com
implicagBes importantes para o diagnostico, tratamento e para desenvolvimento de
uma vacina eficaz. Frequentes mutagbes promovem o0 surgimento de variantes nos
genomas virais que circulam como quasispecies em individuos infectados. Duas
quasiespécies com importancia epidemioldgica definidos como RFI 2k/1b, (31) ja
foram descritas.

O VHC é um virus icosaédrico, com cerca de 56 a 65 nm de diametro,
constituido de um genoma de RNA de fita simples de polaridade positivo, um
nucleocapsideo, e um envelope lipidico contendo duas glicoproteinas virais, E1 e E2,
como mostra a figura 5 (32). A quantidade significativa de lipoproteinas contidas nas
particulas virais do VHC, é uma caracteristica marcante deste virus. A presenca de
membrana lipolipidica formada por lipoproteinas de baixa densidade (LDL - low
density lipoproteins), lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL - very low-density
lipoproteins) e apolipoproteinas (Apo) Al, B, C e E (33). As particulas virais
associadas as lipoproteinas sdo chamadas de “particulas lipovirais (LVP - lipoviral
particles) e possuem um tamanho entre 70 e 80 nm de diametro. Estudos relatam a

importancia destas lipopoliproteinas, VLDL na montagem e secrecdo de particulas
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infecciosas, enquanto as ApoB e ApoE estao relacionadas com a infectividade viral.
A lipase lipoprotéica (LPL) esta relacionado ao hepatotropismo do VHC (34).

Devido a falta de um método in vitro robusto para estudar a replicacdo do virus
da hepatite C e as interacdes ao hospedeiro, a melhor compreenséao do ciclo de vida

do VHC foi realizada principalmente pelas técnicas de biologia molecular (35).

il }Glimprmefnas
Mucleocapsideo “ﬂ 1 | E1eE2

Membrana lipidica

Proteina de VLDL ou LDL

docore

50-60 nm (virion)

70-80 nm (LVP)

Figura 5. Caracteristicas da particula do virus da  hepatite C. Adaptado de Morozok VA e Lagaye,
2018

O genoma viral é constituido por aproximadamente 9600 nucleotideos (nt),
contendo 2 regifes altamente conservadas nao traduzidas 5’UTR e 3'UTR (UTR —
untranslated). As regides UTRs flanqueiam uma Unica fase de leitura aberta (open
reading frame - ORF) que codifica uma poliproteina de 3010 a 3033 aminoacidos (aa)
e a traducao é inicializado pela IRES da 5’UTR no reticulo endoplasmatico. Em geral
mMiRNAs interagem com a regiao 3'UTR de mRNAs para promover a desestabilizacao
do mRNA e / ou represséo translacional. Na infec¢éo por VHC, a ligacdo do miR-122
ao 5' UTR do RNA do virus regula positivamente a replicacdo viral, o miR-122 é
altamente expresso no figado (36).

A poliproteina pode ser dividida em trés segmentos baseados no aspecto
funcional das proteinas, sendo clivada por proteases, que geram trés proteinas
estruturais: proteina do nucleocapsideo e proteinas de envelope E1 e E2 localizadas
na parte N terminal, e sete proteinas nado estruturais (NS): NS1 (p7), NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A, NS5B localizadas na parte C terminal. As proteinas estruturais assim

como as NS exercem um papel principal no ciclo de vida viral, e também estéo
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envolvidas na morfogénese, na replicacdo do RNA e regulacao das funcdes celulares,

contudo todas sao multifuncionais, figura 6 (13).

9600 nt bases

) Gene codifica poliproteina precursora
5" NTR 3" NTR

proteinas estruturais proteinas néo estruturais

p22 gp35 gp7/0 p7 p23 p70 ‘ p8 p27 p56/58 p68

[€] L] [E2] [wst][ns2]|[ns3  |jNsaa](nsas][nssa] nsse]

co-fatores

Envelope proteases RNA polimerase
Glicoproteina , RNA helicase
Nucleocapsideo Proteina Proteina
Transmembranar resistente ao IFN
Figura 6. Estrutura  genbmica do virus da hepatite C . Adaptado de

https://ca.wikipedia.org/wiki/Virus_de_1%27hepatitis_C.

A proteina do nucleo do HCV é traduzida como uma proteina imatura de 22
kDa, contem trés dominios. Estdo envolvidos na ligacdo ao RNA viral, na criagéo de
ligacbes com a goticula lipidica (LD) e o terceiro dominio contém a sequéncia de sinal
para a translocacdo da membrana do RE do ectodominio de E1. A proteina do nucleo
esta direta ou indiretamente envolvida na hepatocarcinogénese e na hepatite por
esteatose. Interage com numerosas proteinas celulares e afeta as funcfes das células
do hospedeiro, tais como transcricdo génica, metabolismo lipidico, apoptose e varias
vias de sinalizacao (13,15).

As glicoproteinas E1 e E2 s@o necessarias para fusdo e entrada do virus,
respectivamente. Os ectodominios destas glicoproteinas sdo fortemente glicosilados,
com seus sitios bastante conservados, porém variando entre os genotipos (10). Vale
a pena mencionar que alguns dos glicanos estéo envolvidos na dobragem e formacéo
dos complexos heterodimeros E1-E2 na superficie do virus. Estes complexos séo
essenciais para a interagdo com os receptores celulares e ajudam a promover a fusédo
virus-a-célula (37) e a variacédo antigénica (38).

A NS1 (chamado também de “p7”) € uma pequena poliproteina de 63 aa de
comprimento, localizada entre as proteinas E2 e NS2, sua clivagem é mediada pelo
sinalizacdo das peptidases das células do hospedeiro (36). A NS1 possui dois
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dominios transmembranares conectados pela al¢ca citoplasmatica e translocados para
o limen do RE. Esta descrito que a NS1 também pode formar o canal ibnico que tem
um papel importante na infeccado pelo VHC e este canal pode ser bloqueado pela
amantadina (36). Os estudos recentes demonstram que NS1 atua para prevenir a
acidificacdo que é necessaria para a producao de particulas de VHC. Além disso, a
proteina parece ser essencial durante a montagem e liberacdo de particulas
infecciosas, como mostrado em diferentes gendtipos (39). Com base nisso, a NS1
pode ser considerada como um alvo potencial para novos antivirais (13).

A funcédo bem conhecida da NS2 esta na sua capacidade de auto clivagem no
local NS2/3. Estudos sugeriram que a expressao da NS2 do VHC resulta na regulacao
positiva da sintese dos acidos graxos, que pode estar relacionada ao papel da NS2
na estimulagcdo da esteatose induzida pelo VHC. Existem dados a favor do
envolvimento desta proteina na montagem e liberacao viral (24).

A NS3 juntamente com a proteina NS4 estdo envolvidas na clivagem das
juncdes NS3/4A, NS4A/4B, NS4B /5A e NS5A/5B (23,40). Sugere-se que essas
proteinas possam agir juntas durante a replicacdo do VHC. A protease NS3/4A do
VHC também pode clivar alguns alvos celulares envolvidos na imunidade inata, como
MAVS (Mitochondrial antiviral-signaling), que pode indiretamente ativar o fator nuclear
kappa B (NF-kB - nuclear factor-kappa B) e o fator regulador do interferon 3 (IRF3 -
Interferon regulatory factor 3) a induzir interferon tipo I. A protease NS3/NS4A é
essencial para a infectividade viral, portanto, € um alvo promissor para antivirais. Em
2011, dois potentes inibidores NS3/NS4A, boceprevir e telaprevir (41) foram
aprovados pelo FDA e EMA e foram utilizados em combinagcdo com IFN-a e
ribavirina. No entanto, varias mutacdes associadas a resisténcia dentro da regiao
codificadora NS3/NS4A foram observadas.

A NS4A tem seu papel na replicacdo do VHC, também pode contribuir para a
patogénese viral, influenciando algumas funcdes celulares (42). A atividade de
polimerizacdo e a modificacdo lipidica da NS4B sdo importantes para a inducao da
estrutura de membrana especializada para a replicacdo do RNA viral, entretanto, ndo
esta envolvida diretamente na replicacdo do virus, mas pode contribuir para a
montagem e a liberacdo das particulas de virus (43). A fosfoproteina NS5A é
multifuncional e contribui para a replicacdo do VHC, patogénese do virus, modulacao

das vias de sinalizacao celular, propagacao do virus e resposta do interferon.
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A NS5A inicialmente atraiu um interesse consideravel devido a sua funcéo na
modulacdo da resposta ao IFN, pois conttm uma "regido que determina a
sensibilidade ao interferon-a (ISDR- interferon-a sensitivity-determining region) de
237-276 aa. A primeira funcdo descrita desta proteina, foi a inibicdo da proteina
quinase dependente RNA (PKR). Foi encontrada interagindo diretamente com gene
estimulado pelo IFN-a, induzindo ocasionalmente, a interrupcdo da sintese protéica
celular. A NS5A pode modular as trés principais vias da MAPK envolvidas na
sinalizacdo mitogénica da célula hospedeira, que regulam o crescimento e a
ativacdo. O NS5A é capaz de regular a sinalizacdo celular por mecanismos pro e
antiapoptoticos. Também tem sido implicado na interferéncia nas vias das ROS e nas
vias de sinalizacdo da fosfatidilinositol 3-quinase, o que pode levar a transformacgéo
de hepatécitos e formacdo de HCC (44). Devido ao seu papel fundamental na
replicacdo do virus, as proteinas NS5A e NS5B s&o consideradas alvos para o0s
antivirais de acéo direta, por exemplo o daclatasvir e sofosbuvir, respectivamente
(13,23).

Além das dez proteinas descritas acima, a proteina de frame-shift (F) ou de
frame de leitura alternativo (ARFP), foi relatada (45). A ARFP é uma proteina viral de
vida curta localizada no citoplasma associado ao reticulo endoplasmatico A detecgéo
de anticorpos anti-ARFP em soros de individuos positivos para o VHC indica que a
proteina € expressa durante a infeccdo, mas provavelmente ndo esta envolvida na
replicacdo do virus. Alguns achados sugerem o envolvimento da ARFP na modulacao

da funcado das células dendriticas e estimulacdo das respostas das células T (13).

1.6.2 Replicacgéo viral

O VHC pode infectar hepatécitos através de duas vias: penetra direta nas
células ou pela disseminacdo de célula para célula. Na entrada livre de células,
particulas virais extracelulares, transportadas pelo sangue, interagem com receptores
dos hepatdcitos que ocorre principalmente durante a infeccdo aguda. A disseminacao
célula-a-célula € quando as células infectadas transmitem virus para as células
vizinhas e ocorre principalmente em hospedeiros cronicamente infectados. A infecgéao
célula-a-célula persiste mesmo na presenca de anticorpos anti-VHC, sugerindo que
esta via de infeccdo € uma estratégia eficaz para o virus escapar as respostas imunes

humorais do hospedeiro (26).
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O VHC possui tropismo pelas células do figado, os hepatdcitos, contudo, pode
proliferar em tecidos extra-hepéticos, incluindo células mononucleares do sangue
periférico. As particulas virais sdo transportadas dentro do figado pelo fluxo
sanguineo, através da fenestracdo e no espaco Disse, onde o virus pode entrar em
contato com os receptores da membrana basal dos hepatécitos. Para uma entrada
bem-sucedida sdo necessarios 6 fatores: fator de ligagdo o HSPG (Heparan Sulfate
proteoglycan), um tipo de receptor glicosaminoglicanos (GAG), receptor de LDL-R, 2
fatores de entrada as proteinas CLDN1 (claudina) e OCLN (ocludina), e dois
receptores SR-B1 (Scavenger Receptor class B Member 1) e CD81 que s&o expressas
na superficie celular (figura 7). O inicio da entrada do VHC parece ser semelhante ao
de muitos outros virus, que se ligam através das GAGSs, estudos demonstraram que
as apopolipoproteinas das particulas do VHC interagem com as lipoproteinas da
membrana celular, sugerindo que as ApoE é responsavel pela interacdo com as GAGs
(46). O LDL é necessario na fase inicial de fixacdo e a glicoproteina E2 interage com
0s receptores, SR-B1 e com CD81 (proteina da familia tetraspanina -TSPAN28). Foi
demonstrado que as proteinas CD81 e Cldnl podem interagir com a superficie dos
hepatdcitos, sugerindo que o CD81-Cldnl forma um complexo relacionado com a
entrada do VHC (23).
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Figura 7. Fatores da célula do hospedeiro utilizada s pela particula viral do VHC envolvidas na
ligacdo e entrada a célula iniciando o processo de replicacdo viral. Extraido de Morozok VA e
Lagaye, 2018.

Apos ligacao e fixacdo nas células, o virus da hepatite C € internalizado por
endocitose dependente das proteinas clatrinas (46). As particulas séo liberadas para

o0 endossomo, onde permanecem até que ocorra a diminuicdo do pH interno mediado
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pela proteina Rab-5 (RAB5A), desencadeando a fusdo do envelope viral e da
membrana endossémica. O capsideo viral é liberado e destruido, e 0 RNA viral é
liberado no citoplasma celular, sendo um RNA (+), o RNA viral atua como mRNA e,
portanto, é traduzido diretamente. O RNA é utilizado para ambos 0s processos a
replicacdo e a traducdo da poliproteina. A traducdo do RNA ocorre no reticulo
endoplasmatico (ER) e é iniciada por uma ligacdo do IRES da regido 5'UTR ao
ribossomo. O produto de tradugdo primario é um precursor de poliproteina de
aproximadamente 3000 aminoacidos que € clivada pelas proteases do hospedeiro e
virais em proteinas estruturais e nao estruturais, conforme descrito anteriormente. O
virus da hepatite C, como outros virus de fita simples de polaridade positiva, induz a
alteracdo no sistema de membranas celulares. A montagem do virion € outro processo
de varios passos, sabe-se que a montagem de particulas ocorre dentro do RE proximo
ou diretamente na superficie a gotas de lipideos (LD). A proteina NS5B é responsavel
por codificar a RNA polimerase dependente de RNA, que replica o genoma pela
sintese de RNA de cadeia negativa. Este RNA de fita negativa serve como modelo
para a sintese de RNA de fita positiva. A replicacdo e o processamento pos-
traducional parecem ocorrer em uma trama membranosa formada por proteinas nao
estruturais do virus e por proteinas da célula hospedeira chamadas de "complexo de
replicacédo”, localizadas nas membranas perinucleares. A encapsidacdo do genoma
parece ocorrer no reticulo endoplasmatico e o nucleocapsideo € envolvido pelo
envelope e amadurecido no complexo de Golgi antes que 0s virus recém-produzidos

sejam liberados no espaco pericelular por exocitose (23), figura 8.
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Figura 8. Ciclo de replicacdo do virus da hepatite C. Adaptado Rehermann B. & Nascimbeni M.,
2005.

1.6.3 Resposta imunoldgica na hepatite C

O controle da infeccdo da Hepatite C exige funcdes coordenadas do sistema
imunoldgico, incluindo a resposta inata com participacdo importante dos IFNs, célula
natural killer (NK e NKT), bem como a resposta adaptativa mediada por células T CD4*
e CD8" especificas ao VHC. Foi demonstrado que células T CD4* especificas foram
determinantes na resposta imunoldgica para eliminacdo do VHC em pacientes com
HCA (47). As respostas imunoldgicas também servem de limite & progressdo da
doenca hepatica, quando nao ocorre a eliminacao do virus (48,49).

Imediatamente apds contato e penetracdo do virus nas células do hospedeiro
o sistema imunologico é alertado, desencadeando uma série de mecanismos para
eliminacéo viral. As células imunolégicas detectam a presencga do virus por meio de
receptores de reconhecimento de padroes (PRRs - Pattern recognition receptors),
iniciando uma rapida resposta imunologica através da liberacdo de IFN tipo | e Il
Além disso, os IFNs ativam e recrutam células para o tecido infectado e ativam as
células imunoldgicas para adquirir funcdes efetoras. Ocorrendo também a ativacao e
atracdo de células do sistema imune como neutrdfilos, células dendriticas (CD),
macrofagos, células NKs que constituem a primeira etapa de controle da proliferacéo
e restricdo do espalhamento do virus (50). As células NKs reconhecem alvos que
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expressam moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe
I, proteinas derivadas de patdgenos e / ou proteinas celulares induzidas por estresse
celular. Ainda, podem auxiliar na diferenciacéo das células T, na maturacao das CDs
na capacidade de secretar citocinas imunomoduladoras e antivirais. Contudo, a
citotoxicidade das células NK através da via perforina / granzima néo é tao efetiva na
infec¢@o pelo HCV, uma vez que os hepatécitos sédo relativamente resistentes a lise
por essa via (51).

A maior populacéo de células imunoldgicas do braco inato no figado € da célula
de Kupffer (CK), macréfagos residentes no tecido hepatico. Sdo células fagociticas,
gue compdem a primeira barreira no figado contra patdégenos, uma vez que estéo
localizadas na periferia da veia porta e nos sinusodides hepaticos. Entretanto, a
contribuicdo especifica destas CK nédo € bem conhecida, devido as caracteristicas
sobrepostas entre os macrofagos que infiltram o figado e macrofagos recidentes (CK).
Possuem funcédo de ligacdo e / ou absor¢édo do virus, levando ao reconhecimento
imunoldgico e a producao de mediadores pro-inflamatorios, resultando na inibicdo dos
virus nos hepatocitos, ativacao de células vizinhas, ativacao e interacdo com outras
células imunoldgicas, aumentando resposta antiviral e inflamatéria. A ativacdo das
CK sé&o importantes para eliminacdo do HCV, mas também podem contribuir para o
dano tecidual e desenvolvimento de fibrose , cirrose e CHC durante hepatite viral
cronica (52).

Em modelo experimental utilizando chimpanzés infectados cronicamente foi
demonstrado uma importante diminuicdo da viremia devido a resposta efetora de
células T CD4* no figado (48,53). Em contrapartida, a diminuicdo da frequéncia de
células T CD4* especificas para VHC nos primeiros meses da infeccéo esta associada
a recidiva da viremia. Visto que, a deplecao de células T CD4* foram associados na
persisténcia e o escape dos virus, prejudicando a indu¢cdo ou manutencdo de
respostas imunolégicas. As respostas mediadas pelos linfécitos T CD4*
desempenham um papel importante no aumento de citocinas e além disso primam e
realizam a manutencao de células de memoria T CD8* (54).

As células T CD8* com funcéo efetora citotdxica (CTLs) estdo relacionadas
tanto na citolise de células infectadas quanto na producéo de citocinas que levam a
eliminacao viral. Em amostras de chimpanzés foi observado que resposta precoce de
CTLs CD8* secretoras de IFN-y intra-hepatico direcionadas para multiplas proteinas

virais, resultam na resolucéo da infeccéo. Outros estudos confirmam que as respostas
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de células T estédo associadas a eliminacéao viral pelos niveis elevados de IL-2 e IFN-
y. Entretanto, a persisténcia do VHC esté associada a uma alta frequéncia de células
T reguladoras (Treg) podendo suprimir os CTLs especificos contra VHC.

De fato, o VHC promove majoritariamente infeccOes persistentes e o
desenvolvimento da cronicidade é marcado por uma diminuicdo dramatica na
atividade de CTLs e de células T CD4" no figado. Estudos demonstram que o VHC
utiliza varios mecanismos de escape do sistema imunolégico do hospedeiro.
Inicialmente, chimpanzés infectados com VHC experimentalmente, demonstraram
que a resposta do IFN tipo | intra-hepatico ndo esta correlacionada com o desfecho
favoravel da infecgéo, indicando que o VHC nao é sensivel a acdo dos IFNs tipo | na
resposta in vivo (55). Outros estudos in vitro mostram que as fun¢des das células NK
podem ser inibidas por altas concentracbes de proteinas de envelope viral E2
interagindo com CD81 (molécula de superficie celular), e os niveis de expressdo do
IRF1 um fator essencial para ativar células NK, ndo se altera durante infeccdo aguda
pelo HCV, alterando a produg&o de citocinas e suas capacidades de ativar as CDs
(50). Ocorre entdo uma cascata de falhas na resposta imunoldgica contra o VHC,
diminuindo a capacidade das CDs de apresentar antigenos associada a presenca de
células T CD4* e CD8" especificas ineficazes (48) no sangue e no figado. E as células
T presentes apresentam baixa diferenciacdo, enquanto que para outros patdogenos
uma maior diferenciacdo das células T especificas € observada (56). Também foi
demonstrado que proteinas do core do VHC podem se ligar ao receptor do
complemento C1q, que estdo expressos em células T e macréfagos, modulando os
niveis de IL-2, IL-12 e IFN-A e por consequéncia reduzindo o mecanismo de
citotoxicidade celular dependente de complemento (CDC) (57). As células T intra-
hepaticas apresentam um fenoétipo alterado para fungbes reguladoras. Fatores
genéticos do hospedeiro também podem contribuir para a modulacdo de respostas
imunes, bem como polimorfismos nos genes de quimiocinas (CCL5), IFN-y, HLA,
mantendo uma infeccdo cronica assintomatica branda, favorecendo a selecédo de
virus mutantes (13). E altos niveis de replicagdo viral sdo tolerados pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro. O papel dos anticorpos neutralizantes permanece incerto,
embora seja ainda possivel que a imunidade humoral contribua para o dano causado
pelo VHC, através da citotoxicidade celular dependente de anticorpos.

Na imunopatogenia da hepatite C tem o envolvimento de citocinas, que podem

estar associadas tanto a morte dos hepatécitos e a fibrose, quanto relacionadas a
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mediacao da regeneracao do figado apds a lesdo. As citocinas Thl tém importante
papel nas hepatites agudas, ndo sendo relevantes na inducao de fibrose, enquanto
que as citocinas Th2 aumentam a transcricdo de diversos genes fibrogénicos,
incluindo pré-colageno | e lll, metaloproteinases de matriz como a 2 (MMP-2), ou a
MMP-9 e o inibidor tecidual das metaloproteinases (TIMP). Na esteato-hepatite, as
citocinas proinflamatérias, como TNF (fator de necrose tumoral) foram associadas
com a gravidade da doenca em alguns modelos animais. O TNF vem sendo descrito
por sua importancia central nas hepatopatias devido a sua capacidade de induzir tanto
a morte quanto a proliferacdo dos hepatdcitos. Induzindo tanto a ativacdo do fator
nuclear kB (NF-kB do inglés: Nuclear factor - kB) e da proteina quinase ativada por
mitogenos (MAPK do inglés: mitogen-activated protein kinase), quanto o0s
mecanismos de apoptose mediado por caspases. Em contrapartida, também tém sido
bastante estudado, citocinas que induzem uma resposta anti-inflamatoria, dentre elas
alL-10 e o TGF-b. Ambas sé@o conhecidas como inibidoras da funcdo dos linfocitos T
pro-inflamatorios e no figado possuem acao principalmente na formacéo da fibrose. A
IL-10 produzida por subtipos de células T, mondcitos e macrofagos tém sido
observadas exercer um perfil imunoregulador na hepatite viral e auto-imune, doenca
alcodlica do figado em modelos animais. Pacientes com uma intensa resposta pro-
inflamatoéria durante a infec¢cdo aguda pelo HCV podem fazer o “clearence” viral,
enquanto que pacientes que respondem com um padréo antiinflamatoério (com altos
niveis de IL-10) tem maiores chances de se tornarem portadores crénicos.

Em pacientes com a Hepatite C crdnica, a fibrose hepatica € causada por
células inflamatérias presentes no infiltrado intra-hepético que secretam altos niveis
de citocinas e quimiocinas e induzem a secrecao de colageno pelas células estreladas
hepaticas (CEH) (13). As CEHs podem apresentar diferentes fenotipos celulares com
funcBes e caracteristicas distintas que, contribuem significativamente para a
homeostase metabdlica do figado. A lesdo hepatica provoca a transdiferenciagéo de
CEHs ao seu fenotipo ativado, levando a uma reprogramacdo metabdlica. Isso
aumenta a autofagia, a amplificacéo da lesdo parenquimatosa e o desenvolvimento
de caracteristicas fenotipicas "classicas" de HSCs / miofibroblastos ativados. Através
dessas mudancgas, as células estreladas ativadas conduzem a resposta fibrotica a
lesbes e ao desenvolvimento de cirrose. A reducdo do niamero de CEHs contribui
para a regressao da fibrose ou da cirrose e do reparo hepatico na maioria, mas nao

em todos os pacientes (58).
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Em diferentes modelos experimentais tem sido relatado o envolvimento de
quimiocinas e seus receptores como mediadores pré-inflamatérios na evolucéo de
dano ao figado. Em humanos, quimiocinas e seus receptores desenvolvem um papel
importante na eliminacéo viral e no desenvolvimento de inflamacéo cronica no tecido.
Obviamente, a modulacdo dessas vias é importante para geracdo de uma resposta
imunoldgica eficiente, e na indugdo do processo inflamatorio durante a fase de
infecgdo crbnica. Entretanto, a modulagéo desta via também pode ser um mecanismo
utilizado pelo VHC para escapar controle imunolégico (59)

Estudos descrevem que a quimiocina CXCL10 € abundantemente expressa por
hepatdcitos de pacientes com HCV crénico. O nivel de expressdo do mRNA CXCL10
esta correlacionado com a gravidade da inflamagé&o lobular com predominéncia de
células T, sugerindo que esta quimiocina regula o recrutamento destes linfécitos. Por
sua vez, os linfocitos T infiltrantes do figado expressaram uniformemente o receptor
CXCR3/CXCL10. Como a inflamacdo lobular é um correlato cada vez mais
reconhecido da progressao da doenca na infec¢éo crbnica pelo HCV, foi sugerido que
a CXCL10 pode ser um componente importante de mecanismos efetores antivirais e
lesédo hepatocelular por meio do recrutamento de células T CD8 citotoxicas para a
vizinhanca de hepatdcitos infectados pelo HCV (60).

Altas concentracdes séricas de CCL3 e CXCL10 estdo associadas a um
aumento na frequéncia de linfocitos T periféricos positivos para CCR5 e CXCR3
durante hepatite C crbnica. Ja no figado, uma reducéo no numero de CCR5/CXCR3-
células T positivas foi observado, que poderia ser devido a regulagédo negativa desses
receptores de quimiocinas produzidos pela alta concentragéo sérica de seus ligantes,
figura 9 (59).
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Figura 9. Resposta imunolégica inata e adaptativa . Importancia da resposta especifica de células T
citotoxicas. Numa infeccéo viral ndo citopatica, o desenvolvimento de uma resposta vigorosa de CTLs
€ essencial. As APCs processam antigenos virais e migram do parénquima infectado para os linfonodos
para estimular CTLs imaturos especificos. Estas células expressam o receptor de quimiocinas CCR7 e
migram para os linfonodos, atraidos pelas quimiocinas CCL1 e CCL2. Apds estimulo, os CTLs
especificos param de expressar CCR7 aumentando a regulacéo dos receptores CCR5 e CXCR3, e
depois migram para o parénquima hepatico para desenvolver sua funcdo efetora, atraidos pelas
quimiocinas produzidas no figado. Durante a fase inicial da infeccdo, a imunidade inata é a primeira
barreira para combater o virus. A resposta inata celular também é recrutada no parénquima infectado
pela interacdo entre quimiocinas e seus receptores. Adaptado de Larrubia, J.R., 2008.

1.7 Tratamento

O tratamento da hepatite C crénica evoluiu exponencialmente nos ultimos anos
com a implementacéo de varias drogas antivirais de acao direta (AADs), elevando a
cura desta doenca para acima de 90% e diminuindo os ciclos de tratamento.
Atualmente, os AADs se tornaram o tratamento padrédo para a terapia de VHC em
varios paises, incluindo o Brasil, entretanto, uma série desafios criticos e limitacdes
ainda permanecem. Dentre as limitacbes destacam-se a dificuldade de acesso a
terapia devido ao alto custo, a incerteza sobre o desenvolvimento de resisténcia viral,
o diagnadstico precoce de portadores de VHC, a eventual falha do tratamento em um
subconjunto de pacientes e a falta de imunidade contra reinfec¢cdo. Especialmente
em pacientes idosos e com doenca hepatica avancada pode haver o risco persistente
de desenvolvimento de CHC apds a cura. Esses fatores em conjunto dificultam

substancialmente o controle da infeccao viral através de terapias baseadas em AADs,
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portanto, o Peg-IFNa ainda é utilizado como tratamento padrdo em alguns paises, e
alguns casos especiais (53,54).

A resposta a terapia com alfapeginterferona estao agrupadas em 3 padrdes de
modo geral: pacientes com RVS, com resposta no final do tratamento com recidiva e
nao resposta. A RVS é definida com a ndo deteccdo do RNA viral durante o tratamento
e durante pelo menos 6 meses ap0s o término do tratamento. Cerca de 95% dos
pacientes que atingiram RVS apresentam resposta duravel. A terapia com IFN-a
durante a hepatite C aguda reduz a taxa de cronicidade para abaixo de 10%.
Surpreendentemente, quase todos o0s pacientes com hepatite C aguda
(independentemente do gendtipo ou da carga viral inicial) rapidamente nao
apresentam RNA viral durante a terapia (61) Alguns pacientes podem apresentar
respostas transitorias e recidiva ocorrendo entre 10% — 25% dos casos. Nesses casos
nao € detectado RNA viral por semanas, contudo ao final do tratamento o RNA do

HCV é detectavel, (62) como mostra na figura 10.
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Figura 10. Respostas virolégicas na terapia da hepa tite C cronica. Adaptado de Feld JJ. &
Hoofnagle J.H, 2005.

Em 1989 antes da identificacdo do virus da hepatite C, o biofarmaco IFN-a
humano recombinante foi utilizado como terapia para tratar as infeccdes da hepatite
ndo-A nao-B, pacientes tratados alcancaram niveis normais de ALT e nao foi
detectado RNA viral (63), sendo que o tratamento apresentava muitos efeitos
colaterais, porém ndo em todos. Apoés a identificacdo do VHC em 1991, a ribavirina,

um analogo sintético de nucleosideos (guanosina), foi utilizada como monoterapia. A
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ribavirina possui amplo espectro de acao antiviral, inibindo seletivamente a sintese de
DNA e RNA e proteinas virais em células hospedeiras infectadas e melhora a
resposta imune mediada por citocinas contra o virus. Contudo, ndo resultou na
eliminacdo do RNA viral em nenhum dos pacientes (64). Posteriormente, em 1995
estudos analisaram a terapia combinada do IFN-a recombinante e RBV, o IFN-a
administrado 3 vezes por semana, via subcutanea e a RBV por via oral diariamente,
foi observado a obtengédo da RVS em 50% dos pacientes tratados. Uma das razdes
da baixa resposta ao tratamento € a meia-vida curta do interferon (aproximadamente
oito horas), o que leva a grandes flutuagcbes nas concentracdes plasmaticas do
farmaco durante o periodo de tratamento. Em contrapartida, a replicacdo do VHC tem
uma alta taxa de renovacao e uma meia-vida (in vivo) de apenas algumas horas. Foi
observado um aumento intermitente da carga viral nos pacientes nos dias sem
tratamento (65). Contudo, a ligacdo covalente de uma porcado de polietilenoglicol
(PEG) de cadeia ramificada de 40 kD ao IFNa-2a produziu um composto Peg-IFNa-
2a, que sustenta a absorcéo, levando a uma taxa de depuragéo do farmaco mais lenta
com meia vida mais longa do que o IFNa convencional, mantendo o efeito antiviral e
diminuindo sua imunogenicidade (66), as altas concentracfes sustentadas de Peg-
IFNa permitiu mudar a administracdo para 1 vez por semana (67).

O IFN-a, é uma citocina essencial para vastos processos imunoldgicos. Nao
agem diretamente no virus, mas sim através da inducdo de genes estimulados por
IFN (ISGs), os quais, estabelecem um estado antiviral dentro da célula, inibindo a
replicacéo viral e estimulando a atividade de células NK. Além deste papel, os IFNs
tipo | modulam a resposta imune adaptativa aumentando a expressdo do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | para promover apresentacdo de
antigeno, a proliferacéo de células T de memoaria, inibicdo ao apoptose das células T,
estimulando a maturacéo de CDs.

Simultaneamente, estudos sobre as andlises estruturais do genoma do VHC
identificaram proteinas NS importantes da fase de replicagéo viral, identificando alvos
atraentes para o desenvolvimento de drogas antivirais. Uma serina protease
localizada dentro da proteina NS3 do VHC que processa a poliproteina viral em quatro
sitios especificos que é essencial para a replicagdo, a apoezima NS5B uma RNA-
polimerase dependente de RNA, e o dominio | da NS5A, em 1996, 1999 e 2005,
respectivamente. A partir de 2000, diversos estudos ocorreram avaliando a eficacia

da terapia a base de Peg-IFNa, atualmente, ha duas formula¢des aprovadas a alfa-2a
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(Pegasys, Roche) e alfa-2b (Peg-Intron, Schering-Plough). Em um dos estudos foi
observado um aumento do alcance de RVS de 30% entre pacientes tratados com Peg-
IFNa-2a em comparacao ao IFNa-2a convencional. Entretanto, a comparacao entre
0s esquemas de tratamento entre Peg-IFNa-2a sem RBV, Peg-IFNa/RBV e IFNa-2b
convencional/RBV apresentaram 29%, 56% e 44% de RVS, respectivamente,
demonstrando importante papel da RBV (68).

Em dois grandes ensaios com esses agentes, as taxas de RVS 48 semanas de Peg-
IFNa/RBV foram 54 e 56%, em comparacao com 44 e 47% com IFN-a convencional/
RBV e apenas 29% com Peg-IFNa sozinho. As taxas de resposta foram maiores entre
0s pacientes com GT2 e GT3 do que entre aqueles com GT1. Um estudo subsequente
de diferentes regimes de Peg-IFNa-2a/RBV mostrou que pacientes com GT2 ou GT3
poderiam ser tratados com uma dose menor de RBV e que as taxas de RVS apos 24
semanas de tratamento (81 e 84%) foram semelhantes as taxas apds 48 semanas de
tratamento (79 e 80%) (69), reduzindo o tempo de tratamento dos GT2 e GT3 para 24
semanas e GT1 permanecendo duracao de 48 semanas de tratamento.

Devido a diversidade de caracteristicas essenciais para obter um 6timo prognostico
do tratamento, em 2007, foi publicado uma portaria da Secretaria de Vigilancia em
Saude o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) para o tratamento da
Hepatite Viral Crénica C (VHC) visando garantir uma prescricdo segura e eficaz e
dando diretrizes para o tratamento da populacéo brasileira, critérios de diagndstico,
de inclusdo/exclusao de pacientes no tratamento, esquema terapéutico, mecanismos
de acompanhamento e avaliacdo deste tratamento (70).

Em 2008, foi constituido o Comité Técnico Assessor em Hepatites Virais
(CTAHV), pela Portaria N° 94/SVS, de 10 de outubro de 2008, com carater consultivo
em relacdo aos aspectos técnico cientificos referentes as hepatites virais, composto
por membros da comunidade cientifica envolvidos em atividades de assisténcia aos
portadores de hepatites, além de representantes de especialidades médicas e
membros da sociedade civil. Posteriormente, conforme os novos dados cientificos
eram publicados sobre novas drogas, o tratamento e sobre as infecgdes das hepatites
virais, os PDCT da Hepatite Viral Cronica B ou C e coinfec¢des, foram atualizados
incluindo novos farmacos e esquemas de tratamento ou de diagndstico, e publicados
em 2010, 2011, 2015, 2017, (70). O CTAHV fornece aos profissionais de saude
recomendacbes atualizadas baseadas nas melhores evidéncias cientificas

disponiveis inseridas no contexto de Saude Publica e na racionalizacao e dispensacao
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dos medicamentos preconizados para o tratamento da doenca, disponibilizados pelo
Ministério da Saude, buscando promover melhora na qualidade de vida dos
portadores da hepatite C e potencializar os resultados do tratamento.

Com o melhor entendimento das proteinas nao-estruturais do VHC, os agentes
inibidores dessas proteinas mostraram-se promissores ao desabilitar diretamente o
ciclo de vida do VHC.

Em 2011, o telaprevir e boceprevir tornaram-se disponiveis como os primeiros
antivirais de acao direta para o tratamento da HCC com RVS variaveis para os
diferentes genotipos. Comparando esquemas de tratamento de pacientes GT1,
associando estes inibidores com a terapia padrao com IFN-a e RBV foi observado um
aumento de quase o dobro na obtencdo da RVS tanto para telaprevir quanto para
boceprevir (71,72). Posteriormente, mais dois inibidores de proteases o daclatasvir e
asunaprevir, foram incluidos em estudos clinicos de fase Il no tratamento de pacientes
infectados com GT1 para avaliagao, foram utilizados sozinhos ou combinados com
IFN-a mais RBV, foi concluido que o tratamento dos HCC poderia ser feito sem a
utilizacao da terapia a base de IFN-a. A partir de 2014, varios medicamentos AADs,
0s quais inibem especificamente a funcéo de proteinas virais essenciais a replicacéo
viral, foram liberados no mercado para tratar diferentes genétipos do virus hepatite C
Esses medicamentos apresentaram RVS em torno de 85% a 95% dependendo de
outros fatores preditivos e com melhor tolerabilidade. Apesar de terem vantagens
consideraveis sobre a terapia baseada em IFN-a, os virus sofrem mutacdes
associadas a resisténcia, que ocorrem naturalmente durante a replicacédo do virus e
sao selecionadas sob a pressédo dos AADs. O surgimento de variantes associadas a
resisténcia ao VHC (RAVs - resistance associated variants) diminui a susceptibilidade
aos AADs resultando em falha no tratamento (68).

No Brasil, até 2015, era utilizado o esquema padrao de terapia combinada Peg-
IFNa-2a ou 2b e RBV, com taxa de RVS para os GT1 e 4 em torno de 50% e para
GT2 e 3 entre 75 e 90% com alguns efeitos adversos (48). Em 2016, houve a
introducé&o de inibidores de proteases para compor diferentes tipos de tratamento para
HCC. Foi publicado neste ano novos esquemas de tratamento de acordo com as
caracteristicas clinicas do hospedeiro, como também o agente etiolégico e
dependendo dos AADs disponiveis no SUS, ainda se utiliza a terapia dupla Peg-IFNa
e RBV nos seguintes casos: a) tratamento de adultos com infeccédo por GTla, na
presenca de polimorfismos especificos da NS5A (M28T/A, Q30E/H/R/G/K/D,
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L31M/V/F, H58D e Y93C/H/N), tratamento prévio com Peg-IFNa + RBV associado ou
nao a IP (telaprevir, boceprevir, simepevir); b) para GT3 utilizar a combinagéo tripla
sofosbuvir + alfapeguinterferona + ribavirina; por GT4 tratamento prévio com a terapia
dupla Peg-IFNa + RBV; c) criancas de 3 a 11 anos utilizar a terapia dupla com Peg-
IFNa e RBV, conforme descrito pelo PCDT, 2018 (70). Apesar da disponibilidade de
AADs e seu baixo perfil de toxicidade, o Peg-IFNa mantém um papel no tratamento
de infec¢cdes agudas e cronicas do VHC em locais com recursos limitados, para
pacientes com doenca renal terminal e outros que néo sao elegiveis para AADs. O
objetivo primario do tratamento na infeccdo aguda ou crénica pelo VHC é controlar a
progressdo da doenca hepatica pela inibicdo da replicacdo viral, reduzindo desta
forma a atividade inflamatéria hepatica, e por consequéncia a evolugéo para cirrose e
CHC, promovendo a RVS. Atualmente, o tratamento ideal da infeccdo pelo VHC é
bem complexo e deve ser personalizado para cada caso levando em consideracao as
caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes.

Foi lancada pela OMS uma meta mundial: a erradicacdo desta doenca até
2030, entdo, a intensificacdo no diagnodstico simplificado, o fortalecimento no
atendimento das hepatites virais, a disponibilidade do tratamento adequado e

personalizado para populagdo serdo fundamentais nos proximos anos.

1.8 O papel dos IFNs na resposta antiviral contrah  epatite C

Os IFNs tém papel fundamental na eliminacéo viral. Os, IFNs tipo | e Ill fazem
parte da resposta inata e sdo expressos apoés a detecgdo direta de fragmentos virais,
induzindo varios ISGs que irdo eliminéd-los por mecanismos diversos. Por outro lado,
o IFN-y (tipo 1) € expresso de forma tardia pelas células T especificas e células NK
ativadas, que induzem também varios 1SGs.

A superfamilia dos IFNSs tipo | incluem os IFN-a (com 13 subtipos e os IFNs -3,
-€, -K, € -w, 0S quais desempenham papel crucial na resposta imune antiviral,
antiproliferativa e imunomoduladora, mas se diferem nas suas poténcias. S&o
produzidos por diversas células, pelos leucocitos e pelos fibroblastos (73). Todos os
tipos de IFN-a se ligam a um receptor comum composto de duas cadeias IFNAR1 e
IFNAR2 (73).

A familia do IFN-A foi descrita pela primeira vez em 2003 por dois grupos

independentes (74,75), utilizando analise computacional de genes, identificaram trés
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novas citocinas IL-28A, IL-28B e IL-29 e seus receptores de classe Il que sao
distantemente relacionadas aos IFNs tipo | e & familia IL-10.

A maioria das células podem expressar os IFNs tipo lll, sendo que as principais
produtoras sdo CDs mielbides e plasmocitdides (73). Entretanto, as células epiteliais
da mucosa intestinal, das vias aéreas, e dos hepatocitos tém maior capacidade de
expressdo do IFN-A. Visto que, para efetiva sinalizacdo do IFN-A é necesséria sua
ligacdo a um complexo heterodimero composto pelos receptores IFNLR1 e IL-10R2,
e 0 IFNLRL é restrito a células epitelias, subconjunto de céulas mieloides e neurais.

Embora os IFNs tipo | (IFN-a/B) e IFN tipo Ill (IFN-A) sinalizem através de
complexos receptores distintos, eles ativam a mesma via de sinalizacao intracelular e
exercem muitas das mesmas atividades biologicas, incluindo atividade antiviral, em
uma ampla variedade de células alvo, demonstrando um efeito antagonista entre eles
(76,77)

Os IFNs tipo | e Il s&o expressos a partir da deteccéo de padrbes moleculares
associados aos patdogenos (PAMPs, do inglés Pathogen -
associated molecular pattern), pelos receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs - Pattern recognition receptors). Os receptores principais séo o RIG-I
(retinoic acid-inducible gene I) que detectam RNASs virais e interagem com as MAVs
(do inglés, Mitochondrial antiviral-signaling protein) levando ativacdo dos fatores de
transcricdo NF-kB e os IRF ou fatores regulados pelo interferon (do inglés interferon
regulatory factor), que induzem a expresséo dos IFNs. Por outro lado, observado a
via de deteccdo de DNA o sensor citosolico Ku70 induz a producdo de IFN-AL1 e IFN-
A2/3, mas nao o IFNa/B, (78) figura 11.
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Figura 11. Vias de sinalizacéo de receptores dos IF N tipo | e tipo lll. O reconhecimento do virus

pelas vias PPRs induz a ativagéo dos fatores de regulagdo do IFNs IRF1, IRF3, IRF7 e NF-kB para induzir a
transcricdo, traducao e secrecdo de IFN tipo | (IFN-a e IFN-B) e IFN tipo Il (IFN-A). IFNs tipo | e tipo Il sinalizam
para as células vizinhas através de receptores distintos induzindo a ativagéo da via JAK-STAT levando a ISGs que
podem amplificar o sinal de IFN e induzir um estado antiviral em células e tecidos infectados.

Os IFNs tipo | e Il sdo ativados apdés uma infeccéo viral e varios relatos
sugerem funcdes redundantes. Contudo, a transcricdo destes genes € regulada
temporalmente, visto que os IFNs tipo | sdo expressos e resolvidos rapidamente,
enquanto que os IFNs tipo Il ttm a inducéo tardia, sustentada e tecido especifica. Os
mecanismos responsaveis pelas diferencas na expressédo e respostas dos IFN-A,
ainda sdo desconhecidos. Pode ser devido as diferencas nas cadeias laterais dos
genes para IFNL1, 2 e 3, e diferencas de amino&cidos no local de ligacdo ao receptor
(79). Por exemplo, o IFNL2 e IFNL3 tem atividades antivirais diferentes. Um estudo
com proteinas recombinantes do IFN-A1, A2 e A3 em células HepG2 infectada com
virus da encefalomiocardite mostrou que o IFN-A3 é o mais ativo entre os trés. Estudos
sugerem que a transcricdo do IFN-A é dependente do NF-kB (80). Os IFN-A apos se
ligarem aos seus receptores iniciam ativacdo da Janus quinase 1 (JAK1) e tirosina
quinase 2 (TYK2) a fosforilagéo recruta o tradutor de sinal e ativador de transcricdo
(STAT1 e 2) formando um heterodimero fator regulador do interferon (IRF9). Este
complexo forma o fator génico estimulado pelo interferon (ISGF3) que transloca para
0 nucleo se ligando ao elemento de resposta por IFN (ISR3), induzindo a producéo de

centenas de ISGs (74,76,81,82). A cinética de expressao dos IFNs tipo | e Il podem
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ser diferentes para cada tipo de célula, como mostra a figura 12. Em células
mononucleares do sangue periférico (PBMCSs) e fibroblastos, o IFN-A3 apresentou um
pico apos 4h e se manteve por 24h, ja o IFN-A1 teve um pico em 6h. O mRNA do

IFNL4 pode ser detectado em hepatdécitos 2 a 4 horas apds estimulagcédo com poli (I:C).
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A. etal. 2014.

Assim € gerado a principal funcéo destes IFNs tipo lll, principalmente contra virus que
infectam as células do figado, mucosas respiratorias ou gastrointenstinal e virus que
atravessam a barreira hematoencefalica. Em modelo murino foi observado que ambos
interferons tipo | e Ill sdo produzidos apés infeccdo pelo rotavirus, mas as células
epiteliais intestinais respondem preferencialmente ao IFN tipo Ill, sugerindo o
predominio do IFN-A no papel antiviral do intestino. O IFN-A € importante em uma
ampla variedade de infeccfes virais que incluem virus sincicial respiratério, rotavirus,
norovirus. Estudos utilizando camundongos nocaute para os receptores do IFN tipo |
(IFNAR1 %) ou IFN tipo Il (IL28R a %) ou para ambos IFNs, confirmando a
importancia do IFN-A para a resisténcia inata contra patégenos virais que infectam
pulmdos mesmo em camundongos nocaute para IFNAR1 %0, Demonstrando que a
inoculacao intranasal do IFN-A induziu a producéao o fator antiviral Mx1 pelos tecidos
dos pulmdes, protegendo-os da infec¢do por virus da influenza. Em contraste, a
aplicacéo intraperitoneal de IFN-A n&o induziu Mx1 no figado, ndo protegendo-os
contra os virus hepatotropicos (83). Em outro estudo o IFN-A inibiu a replicacédo do
coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV) nos pulmdes e tecido

gastrointestinal (84). Os IFNs tipo Ill também contribuem para a resisténcia as
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infeccbes fungicas, infeccdes bacterianas, principalmente as respiratorias, como
Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus Aureus, e tem papel descrito em alguns
tipos de cancer (78).

O IFN-a recombinante fornecido exogenamente liga-se e ativa os receptores
celulares, induzindo as mesmas cascatas de resposta que ocorrem com a producao
endogena, (62) figura 13. Ativam a via de sinalizacdo JAK-STAT-1 e 2 e ao IRF9
gerando um complexo de gene estimulado pelo IFN fator 3 (interferon-stimulating gene
factor 3, ISGF3) que é translocado para o nucleo que se ligam ao DNA originando os
elementos de resposta estimulado prelo IFN (ISREs - interferon-stimulated response
elements) provocando a transcricdo de centenas de mRNA de genes estimulados pelo
IFN (ISG - interferon-stimulated gene) (69), que saem do nucleo e codificam proteinas
que alteram o metabolismo celular e interfere na replicacao viral. Os principais ISGs
considerados importantes na inibicdo da replicacdo do VHC inclui a OAS (2, 5'
oligoadenilato sintetase), que ativa as RNases antivirais, como adenosina desaminase
que é especifica na edicdo do RNA viral; e proteina quinase R, que inativa a traducéo
da proteina do mRNA viral, como a ativacdo da RNAseL (ribonuclease-L), ou outras
vias. O complexo replicativo do VHC esta associado com as membranas
citoplasmaticas dos hepatdcitos e compreende intermediarios replicativos de RNA,

MRNA viral, proteinas estruturais e NS e montagem de novos virus.
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Figura 13. Mecanismo de acéo do interferon contra o VHC. Adaptado de Hoofnagle e Seeff, 2007.

1.9 Polimorfismos no gene de IFNL3 (IL28B)

A variacao genética humana tem uma grande influéncia na susceptibilidade de
um individuo a doencas infecciosas. Estudos pan-gendmicos (do inglés Genome-wide
association study - GWAS) demonstrou que variantes do SNP localizados proximos
aos genes que codificam as interleucinas da familia do IFN tipo Ill, tinham uma relacéo
direta na limitacao da infeccéo pelo VHC. Estudos GWAS associam SNPs comuns de

todo genoma humano, inseridos no banco de dados HapMap (http://www.hapmap.org

com um coorte de pacientes, podendo identificar marcadores importantes da doenca
sem prévio conhecimento.

Em 2009 ocorreram os primeiros relatos da associacdo dos genes do IFNL3 a
resposta ao tratamento de pacientes com HCC com Peg-IFNa/RBV. Esta regiao
gendmica localizada no cromossomo 19q13.13 consiste de genes que codificam
proteinas da familia do IFN-A, composta pelos IFN-A1, IFN-A2 e IFN-A3, (denominados
anteriormente como IL-29, IL-28A, IL-28B, respectivamente) e recentemente descrita

0 IFN-A4 (85). A organizagdo genbmica € composta por 5 exons e 4 introns.
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Tanaka e colaboradores, utilizando estudo de associacdo de genoma inteiro
(GWAS) identificaram os SNPs rs8105790, rs11881222, rs8103142, rs28416813,
rs4803219, rs8099917 e rs7248668 que apresentaram forte associacdo a RVS em
pacientes infectados com GTL1 tratados da populacédo de japoneses. Neste mesmo
periodo, Suppiah et al. 2009 identificaram o homozigoto do alelo G para rs8099917
associado a pacientes que ndo responderam ao tratamento, e 0 rs12980275 também
apresentou um forte sinal associado ao desfecho a resposta ao tratamento com
alfapeginterferona, em populacdes Europeias. ApOs estes dois estudos, diversos
relatos surgiram confirmando a enorme importancia de SNPs na regiao de IFNL3, que
pode aumentar a predicdo quanto a eficicia da terapia baseada em IFN-a para
infeccéo crénica, bem como, séo fortemente preditivos no clareamento espontaneo
de VHC durante a fase aguda das infec¢des (86,87).

O IFN-A3 possui alta homologia de sequéncias de aminoacidos com IFN-A2
(96%), e em menor grau com IFN-A1 (81%), e parecem ser originados de um gene
ancestral comum (88). O IFN-A4 é originado de uma mutacao do tipo frameshift que
possui 27% a 29% de similaridade de sequéncia com os outros trés IFN-A (85).

O papel dos IFN-As na resposta do hospedeiro ao virus tem sido bastante
estudado na infeccao pelo VHC. Uma vez que, cerca de 40% dos pacientes com HCC
tratados com Peg-IFNa nédo ficam curados devido ao polimorfismo na regido génica
do IFNL. Uma gama de SNPs tem sido associado ao desfecho, sendo que nas
populacfes europeias, amerindias, apresentam forte desequilibrio de liga¢éo (LD - do
inglésLinkage Disequilibrium) entre a maioria dos SNPs da regido do IFNL3 E IFNL4,
formando um grande bloco com haplotipos especificos. Em contrapartida, a populacéo
de Africanos nao apresenta LD forte entre os mesmos SNPs (89). O LD mede
associacdes ndo-aleatérias entre polimorfismos de alelos em dois ou mais loci, ndo
necessariamente no mesmo cromossoma. Notavelmente, as taxas de frequéncias do
genadtipo preditor do SNP rs12979860-CC sao distintas nas diversas populagdes,
apresentando aproximadamente 85% em asiaticos do Leste Asia, 58% do Sul da Asia,
48% entre os europeus, 38% amerindio e 11% dos africanos (90). Consequentemente
a taxa de RVS alcancada pelos pacientes diferem de acordo com 0S grupos
populacionais (76,91). Visto que, asiaticos do Leste tém taxas mais altas de RVS do
gue os pacientes com ascendéncia Europeia. Dentre as populacdes, 0s asiaticos sdo
0S que possuem a maior frequéncia dos gendtipos preditores rs12979860-CC e
rs8099917-TT em torno de 89%. Um estudo mostrou que Asiaticos portadores VHC
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GT1 tratados obteve maior RVS de que os caucasianos (92). Em pacientes com
ascendéncia Europeia, 0 genotipo CC esta associado ao dobro de taxa de RVS em
relacdo ao genotipo TT, com similar proporcdo para Afro-americanos e Hispanicos
(91). Outro estudo avaliando fatores relacionados ao desfecho do tratamento, a
ancestralidade africana foi o Unico preditor de resposta, pode se explicar pela menor
frequéncia do alelo C entre os afrodescendentes em relacdo aos descendentes de
europeus (76). Estudos avaliaram a interferéncia da selecédo natural sobre os IFNs
humanos e seus receptores e, foi visto que alguns IFNs tipo | e IFN-y evoluiram sob
forte pressao seletiva exercida por patdégenos. Os IFNs tipo Il exibem restrita selecéo
positiva em populagbes européias e asiaticas, indicando que a variacao genética
nesses genes confere uma vantagem seletiva ao hospedeiro, pelo aumento da
resisténcia a infeccao viral (81). Na figura 14, ilustra as distintas frequéncias dos alelos
na populacdo mundial.

Figura 14. Frequéncia dos alelos C e T do rs1297986 0. Extraido de Thomas D.L. et. al. ,2009.

Ainda ha muito a compreender sobre o papel funcional do IFN tipo Ill na
infeccdo pelo VHC e a relacdo com o desfecho dos tratamentos, bem como sua
importancia entre outras infecgdes virais. Niveis séricos e mRNA de IFNL tanto no
sangue como no figado sdo mais altos em pacientes com HCC do que com RVS ou
com inflamacdo hepatica ndo viral. In vitro, IFN-A recombinante em cultivo de CDs

derivadas de mondécitos, promoveu a diferenciacdo das CDs para um fenétipo com
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baixa capacidade de estimulacdo de células T e alta expressdo de PD-L1, que
promoveu a expansao das células T reguladoras (69). A resposta a terapia é depende
dos niveis de expressao dos ISGs produzidos antes do tratamento, pacientes que
produzem altos niveis 1ISGs no figado apresentam mal progndstico. Foi observado
também que altos niveis de IFN-A4 hepaticos apresentam maiores niveis de
expressao de ISGs, piores taxas de resposta ao tratamento e menores taxas de
depuracdo espontanea (93), contudo ha relatos contraditérios. Estudos em modelo
animal, chimpanzés infectados com VHC apresentaram rapida inducéo hepatica da
transcricdo do IFN tipo Ill, associada com uma regulacao positiva dos ISGs e baixos
niveis de IFN tipo | (77,94). Sugerindo que o sistema IFN tipo Il é funcionalmente
predominante via antiviral induzida nos hepatécitos, como visto, a inducéo de IFN-A
em cultura primaria de hepatocitos humano. Estudo avaliando a proteina do IFN-A4
observou a substituicdo de um aminoacido, alterando uma prolina na posicéo 70 (P70)
para uma serina (P70S), altera a atividade antiviral do IFN-A4. Analises demostraram
gue pacientes com variante IFN-A4-S70 apresentam menores niveis de expressao
génica de ISGs. Estas caracteristicas foram observadas também na avaliacdo da
expressao génica de alguns ISGs a partir do tecido do figado de doadores nédo
infectados pelo VHC e de pacientes com HCC entre respondedores e nao
respondedores. Identificaram o importante papel dos genes ISG15 e USP18 com o
desfecho do tratamento (95)

Posteriormente, apds o conhecimento das propriedades antivirais do IFNs tipo
lll, foi desenvolvimento IFN-A recombinante para o uso clinico como tratamento
alternativo ao IFN-a. Uma das vantagens dos IFN tipo Il é sua especificidade tecidual,
apresentando menor eventos adversos, comparado com o IFN-q, que atua de forma
sistémica (96). Contudo, com advento das AADs, houve um declinio nas avaliacoes
do IFN-A para terapia da infeccdo do HCC. Entretanto, hipdteses mais recentes
sugerem que este IFN-A poderiam serem utilizados para controlar infec¢des virais
respiratorias, bem como, virus que infectam tecidos que expressam o IFNLR, em

particular o figado e o pulmao.
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2- OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar variantes polimérficas da regido dos genes IFNL3 e IFNL4 e seu papel
funcional em amostras de pacientes com HCC infectados pelos VHC GT1, GT2e GT3
tratados com terapia combinada alfapeginterferona e RBV e em amostras de

voluntarios sadios submetidos a uma dose de PEG-IFNa-2a ou 2b.

2.2 Objetivos Especificos

- Confirmar a associacao dos SNPs do gene IFNL3 E IFNL4 com a resposta viroldgica
sustentada de pacientes com HCC tratados com alfapeginterferona e RBV;

- Avaliar o grau de desequilibrio de ligacao entre os SNPs do gene IFNL3 E IFNL4 da
populacdo brasileira, comparando com o valor de LD nas populagbes europeias,
amerindias e africanas;

- Avaliar a importancia da combinacao genotipica destes SNPs para melhor predizer
a RVS;

- Avaliar o papel funcional do SNP rs12979860 nos niveis séricos de citocinas e
quimiocinas nas amostras dos voluntérios sadios e pacientes com HCC;

- Andlisar os niveis séricos de citocinas com pacientes respondedores e néao
respondedores;

- Comparar os niveis séricos e de mRNA das citocinas entre os dois tratamentos Peg-
IFNa2a e Peg-IFNa-2b;

- Comparar a expressao génica de citocinas da via de sinalizacdo do IFN tipo I, em
relacdo a RVS;

- Avaliar a relagé@o entre a presenca das variantes do SNP rs12979860 nos niveis de
expressao de genes da via de sinalizagc&o do IFN tipo I.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 Origem do Estudo

A origem desta pesquisa ocorreu a partir de amostras de participantes de dois
estudos clinicos de fase | e Il/1ll, que teve como objetivo avaliar a eficacia e seguranca
da alfapeginterferona-2b 48 KDa humano (Peg-IFNa-2b) denominado BIP48,
desenvolvidos em conjunto por Bio-Manguinhos/Fiocruz/Brasil e Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia/Cuba. Foi utilizado como referéncia o produto comercial
alfapeginterferona-2a (Peg-IFNa-2a) de 40KDa Pegasys®. Estes estudos foram
aprovados pelos Comités de Etica em Pesquisa - CEP de cada local dos participantes
e foi conduzido de acordo com as diretrizes da Declaracdo de Helsinque, Boas
Praticas Clinicas e requisitos regulatérios locais. O estudo foi concebido e conduzido
pelo patrocinador principal do Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos de Bio-
Manguinhos/Fiocruz em colaboragdo com o0s investigadores principais. O
patrocinador coletou os dados, monitorou a conduta do estudo e realizou as analises
estatisticas. Maiores detalhes sobre critérios de inclusdo e né&o incluséo,
descontinuacédo de pacientes no estudo, exames laboratoriais e acompanhamento dos
pacientes estdo descritos minuciosamente nos protocolos intitulados, “Comparacao
Farmacocinética e Farmacodinamica do BIP48 e Alfapeginterferona 40kDa em
Voluntarios Sadios - Ensaio clinico de fase |.” Pareceres CEP HCPA n°: 09-581 e
CONEP n° 321/2010 e “Avaliacdo da Eficacia e da Seguranca do BIP48
(Alfapeginterferona 2b 48 kDa) Comparado ao Pegasys® (Alfapeginterferona 2a 40
kDa), associados a Ribavirina, no Tratamento de Pacientes com Hepatite Cronica pelo
Virus C: Estudo Randomizado, Aberto, com Analise Cega, Multicéntrico - Ensaio
clinico de Fase Il/llI", pareceres CEP HCPA n° 134.833 e CONEP n° 772/2011. E
foram registrados no banco de dados de estudos clinicos realizados em todo o mundo,
ClinicalTrials.gov, identificado por NCT01889849 e NCT01623336, respectivamente.

No estudo clinico de fase | foram avaliados 32 voluntarios sadios (VS) divididos
em 2 grupos: um grupo foi administrado 180 pg do produto investigacional BIP48, e
outro grupo com 180 ug do produto Pegasys. As amostras de sangue foram coletadas
antes da administracéo do tratamento (0), e nos tempos de 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72,
84, 96, 120, 168, 216, 264 e 336 horas apos administracdo. Apos 15 dias de periodo
de lavagem, para garantir o total clareamento plasmatico da molécula do organismo,
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foi administrado mais uma dose de cada biofarmaco invertendo o produto
administrado: voluntarios sadios que haviam recebido o BIP48 na 12 administracdo
receberam o Pegasys na 22, e vice e versa.

No estudo clinico de fase II/lll participaram 740 pacientes portadores de HCC
que foram randomizados, sendo 370 infectados com GT1 e 370 com GT2 ou 3
(GT2/3). Todos os participantes foram submetidos aos tratamentos com Peg-IFNa-2a
ou Peg-IFNa-2b com o esquema de uma dose/semana combinado com ribavirina,
sendo que os infectados com GT1 no periodo de 48 semanas e em casos especiais
até 72 semanas e pelos GT2/3 no periodo de 24 ou até 48 semanas, de acordo com
0s critérios clinicos preconizados pelo Ministério da Saude, 2011, no protocolo clinico
e diretrizes terapéuticas para hepatite C e coinfecgbes (97).

Do total, 24 pacientes formaram uma coorte exploratéria para avaliacdo da
farmacocinética e farmacodinamica pertinentes ao estudo fase Il, e as amostras de
sangue total foram coletadas em 16 intervalos de tempos. Os participantes foram
submetidos a exames clinicos e laboratoriais pré-tratamento, durante e apds o término
do tratamento, nenhum dos participantes possuiam coinfeccéo para Hepatite B e HIV
e nem haviam sido previamente tratados. Foram feitas biopsias hepaticas e
classificadas de acordo com o sistema de pontuacdo METAVIR da seguinte forma:
FO, sem fibrose; F1, fibrose leve; F2, fibrose moderada; F3, fibrose grave; e F4 com
cirrose (98).

O fluxograma indica toda a metodologia utilizada neste estudo e as amostras

utilizadas em cada fase, figura 15.
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Figura 15. Fluxograma da metodologia. = As amostras foram provenientes de dois estudos clinicos
para avaliar farmacocinética, farmacodindmica e eficacia um novo Peg-IFNa2b. GT = gendtipo viral.

3.2 Amostras

Para esta pesquisa foram avaliadas amostras de 24 participantes (voluntarios
sadios) do estudo de fase | e amostras de 740 participantes portadores de HCC GT1,
GT2/3 oriundos do estudo fase Il/111.

Neste estudo foram utilizadas amostras de sangue total dos individuos sadios
(n=24) coletadas em tubos tubo PAXgene® (BD Biosciences) nos tempos 0, 24, 72,
horas. As amostras de sangue total dos pacientes com HCC e tratados com Peg-
IFNa/RBV (740) foram coletadas em tubos contendo EDTA, e para o subgrupo dos
pacientes (24) incluidos nas avaliacbes de farmacocinética e farmacodinamica as
amostras foram coletadas em tubos PAXgene®, nos tempos 0, 12, 22, 32, 122 semanas
durante o tratamento e 32 semana pos-tratamento. Este trabalho foi submetido ao
CONEP (CAAE: 46065015.6.0000.5248).
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3.3 Selecédo de SNPs

Foram realizadas genotipagem de 12 SNPs localizados proximos ao gene
IFNL3 abrangendo a regido do IFNL2 (IL-28A), IFNL3 (IL-28B) e IFNL4 pelo método
de “TagMan™ SNP genotyping Assays” (Life Technologies, CA, EUA). Na tabela 1
estdo descritas as variantes, as localizacbes e o catalogo do fabricante. Os
polimorfismos foram selecionados utilizando trés estratégias: i) dois SNPs etiquetas
(tag SNPs) para representar a regidao IFNL3-IFNL4 foram determinados de acordo
com o Projeto Internacional HapMap: rs11879005 e rs2099331 (tag SNPs liberacéo
27, abrangendo 200Kbp da regidao gendmica IFNL3). ii) os polimorfismos: rs12979860,
rs8099917, rs8105790, rs8109886, rs8113007, rs11881222 e rs12980275 foram
priorizados como candidatos por terem sidos previamente associados ao resultado do
tratamento com alfapeginterferona e ribavirina. Finalmente, iii) trés SNPs funcionais
rs8103142, rs4803221 e rs4803222 foram selecionados por serem variantes de
mutacdo pontual “Missense” substituicdo ndo sinonimia e substituicdo sinonimia e

variante 5' UTR, respectivamente.
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Tabela 1. Detalhes das sondas TagMan™ (ThermoFisher
dos SNPs. Localizacdo baseado no banco de dados do
(GRch38- Assembly build).

Scientific) utilizadas para genotipagem
1000geneomas conjunto GRCh38

Variantes Localizacdo Asa Numero SNP Ensaio TagMan
(chr19.3) (rs) (catalogo)

Upstream 39220263 C>T rs11879005 C__ 7820581 10
Upstream 39241143 T>C rs12980275 AHABEQ1*
Upstream 39241861 T>C rs8105790 C__ 43813808 10

Intron 39244283 T>C rs11881222 AHGJ5L5*
Missense 39244466 T>C rs8103142 AHCTA3H*

Intron 39248147 G>A rs12979860 AHBKCW9*
Missense 39248489 C>G rs4803221 C__31138520_10

5'UTR 39248713 G>C rs4803222 C__ 7820457_10
Upstream 39252122 A>C rs8109886 C__ 11710100 _10
Upstream 39252463 A>T rs8113007 C__11710097_10
Upstream 39252525 T>G rs8099917 C__ 11710096 10
Dowstream 39273910 T>G rs2099331 C__16118028_20

Abreviacdes: A= alelo de maior freqgti@na= alelo de menor frequéncia. * Referéncia

para customizacdo de uma sonda para 0 ensaio,em as sequencias detalhadas.
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Figura 16. Esquema representativo da regido do crom  ossoma 19.13q, dos genes IFNL2, IFNL3 e
IFNL4. Indicando a localizagéo dos 12 SNPs genotipados neste estudo. Baseado nos dados extraidos
de NCBI - CCDS (National Center for Biotechnology Information - The collaborative consensus coding
sequence).

A extracdo de DNA genodmico foi realizada utilizando kit para extracdo de DNA
(DNeasy Blood & Tissue extration kit), QIAGEN. O RNA gendmico foi extraido a partir
de amostras de sangue total coletados em tubos PAXgene®, utilizando kit apropriado
para esse tipo de tubo (PAXgene blood RNA kit), QIAGEN, de acordo com as
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instrucdes do fabricante. As extracdes foram feitas utilizando um equipamento de
automacao QIAcube da marca Quiagen, foram quantificados utilizando um
espectrofotometro (Nanodrop ND 1000 Technologies) e o grau de pureza foi calculada
pela razdo entre as densidades 6ticas 260 e 280 nm (DOz260/DO2g0) = 0 resultado deve
ser superior a 1,8 para avaliacdo do DNA e superior 1,75 para RNA (98) e
armazenados a -20° C e -70° C até o momento da utilizagdo. Para avaliar a integridade
do RNA, foi utilizado a técnica de eletroforese em gel, amostras extraidas foram
aplicadas em gel de agarose a 1% em TAE (tampao Tris a 40mM, acido acético a
20mM e EDTA a 1mM).

3.4 Discriminacao alélica

Os polimorfismos foram genotipados pelo ensaio de discriminacao alélica, por
reacao de cadeia de polimerase, em tempo real (qPCR) usando o sistema TagMan
(life Technologies, EUA), onde cada alelo é discriminado utilizando sondas especificas
contendo um marcador fluorescente, cada sonda é marcada com fluoréforos VIC® ou
FAM®. Os gendétipos sdo determinados em diferencas de uma Unica base variante na
sequéncia do DNA por meio da emissdo da intensidade de cada de fluorescéncia,
fornecendo o gendtipo de cada paciente, individuos homozigotos emitem somente
fluorescéncia de um fluoréforo e o heterozigoto emite ambos pigmentos. Estes SNPs
estdo localizados na regido dos éxons, introns do gene IFNL3 e IFNL4 e na regido
intergénica entre 39,22 - 39,27 kb do cromossomo 19.13, figura 16. Analise de cada
amostra foi feita para um volume total de 20 pl contendo 10 yL do reagente comercial
“TagMan® Genotyping Master Mix” (Life Technologies, CA, EUA) e 0,5 uL de cada
sonda TagMan, incluindo 2 puL de DNA na concentracdo entre 20 a 40 ng,
posteriormente, aplicadas em uma placa Optica de 96 pocos. As informacdes basicas
a respeito de cada SNPs e a referéncia de cada sonda encontram-se descritos na
tabela 1. As reacOes foram realizadas no termociclador StepOne Plus Real Time PCR
System (Life Technologies, CA, EUA), foram utilizadas as condicbes padrbes de
ciclagem: 30 segundos a 60° C, 10 minutos a 95° C, seguido de 15 segundos a 92°
C, 60 segundo a 60° C.

Os gendtipos sdo determinados em funcdo da intensidade de cada

fluorescéncia e os dados séao capturados pelo software do StepONe Plus gerando um
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grafico de discriminacao alélica, conforme apresentado na figura 17, os dados foram

extraidos para uma planilha em Excel para futuras analises.

@ Homozigoto VIC - CC

22 4 ‘. @ @ Heterozigoto FAM/VIC -TC
® Homozigoto FAM-TT

m Indeterminado

Alelo 2

0.7

03 08 13 13 23
Alelo 1

Figura 17. Grafico representativo de discriminacao alélica dos SNPs pelo sistema TagMan. Cada
ponto representa a amostra, onde alelo 1 € marcado com fluoréforo VIC e alelo 2 marcado com FAM.
Verde indica individuos homozigoto para alelo 1, azuis individuos heterozigotos e vermelho individuos
homozigotos para alelo 2 e em preto controle negativo ou amostras indeterminadas.

3.5 RT-qPCR para avaliar a expressédo génica de cito cinas da via do Interferon

tipo 1 e lll

3.5.1 Sistema microfluidico de avaliacdo de express  &o génica simultaneamente

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir do RNA utilizando uma
mistura de oligonucleotideos “ramdon primer” e enzima transcriptase reversa kit
SuperScript 1I™ reverse trancrisptase (Thermo Fisher Scientific). Cada amostra foi
pré-amplificada com a mistura com 200nM de cada par de primers dos genes de
citocinas, quimiocinas e genes constitutivos, como descrito na tabela em anexo,
utilizando o reagente, mistura “TagMan PreAmp Master Mix” e 1,25uL de cada cDNA.
As amostras foram amplificadas nas condi¢des, 95° C por 10 minutos, 15 ciclos a 95°
C por 15 segundos e 60° C por 4 minutos e manter a 4° C e estocar a -20° C. As
amostras foram preparadas em diluente de amostra contendo tampéao comercial para
expressao génica “TagMan gene expression Master mix”, reagente de ligacdo do DNA
e a coloracao e EvaGreen (Apllied Biosystems Lifetechnologies, USA), adicionar 1,7puL
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o0 cDNA pré amplificado diluido a 1:5 em tampé&o de suspenséo de DNA. Foi preparado
a solucéo pré-primer utilizando reagente de ligacdo adicionar 5uL em cada orificio e
1,7uL de cada par de primers. Posteriormente, foi aplicado fluido (Control Line Fluid)
no chip 96x96 e feito o carregamento no equipamento IFC Controler HX por 20
minutos. Com posterior distribuicdo das amostras e 0os primers na placa em seus
respectivos orificios. Assim cada primer foi analisado com cada amostra e

amplificados no sistema microfluidico BioMark™, Fluidigm.

3.5.2 Sistema utilizando sondas especificas marcada s com fluor6foros

Devido alta homologia entre os genes do IFNL2 e IFNL3, conduzimos um RT-
gPCR utilizando a expressédo do gene TagMan® Master Mix (Applied Biosystems)
para medir os transcritos do IFN-AL, 2, 3 e 4, a partir do cDNA sintetizado como
descrito no item 3.4.1. Utilizamos sequencias de primers e sondas marcadas com
fluoréforo para detecgéo especifica de acordo com as instru¢des do fabricante. As
sequéncias de primers/sonda IFNL3 e IFNL4 foram projetadas manualmente com
base na montagem do genoma humano NCBI (NCBI36 / hg18). Utilizamos a sonda
pré-projetada pela IDT (Integrated DNA Technologies) dos IFNL1 e 2, e 0os genes

constitutivos beta 2 microglobulina (B2M) e 18S.

3.6 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas no sor o0 pelo ensaio de

microarranjo liquido/multiplex

Os soros de 24 voluntarios sadios nos tempos 0, 24h 72h apdés administracdo dos
Peg-IFNa-2a ou Peg-IFNa-2b e soros de pacientes tratados com Peg-IFNa2a ou Peg-
IFNa2b e RBV, nos tempos 0, 12, 28, 32, 122 semana durante o tratamento e 32 semana
apos o término do tratamento foram coletados e congelados em freezer -80°C, para
posterior dosagem de citocinas. A dosagem foi realizada pelo método
MAGPIXLuminex® (kit Bio-Plex Pro™ Human Cytokine - Biorad — EUA), baseada no
meétodo de microarranjo liquido/multiplex utilizando plataforma de citometria de fluxo,
onde microesferas sdo conjugadas com anticorpos especificos. O kit utilizado incluiu
0s sistemas de deteccao personalizado para 27 citocinas perfil de Thl e Th2: IL-1ra
e B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9,IL-10, IL-12(p70), I1L-13, IL-15, IL-17A, fator de
crescimento fibroblastico basico (FGF-b), fator estimulador de colbnias de

granuldcitos-macréfago (GM-CSF), fator estimulador de colonias de granulécitos (G-
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CSF), Interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator de
crescimento derivado de plaquetas isoforma BB (PDGF-BB), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), as quimiocinas, CXCLS8/IL-8, CXCL10/IP-10, CCL2/MCP-
1, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1-B, CCL5/RANTES, CCL11/Eotaxina. Os niveis séricos
de IFNa foram analisados utilizado o teste imunoenzimatico Verikine™ (Human
Interferon Alpha Multi-Subtype Serum ELISA Kit — BPL assay science). Os ensaios
foram executados conforme as recomendacoes do fabricante, as amostras e a curva
padrao foram diluidas conforme o protocolo e adicionados em uma placa de 96 pocos,
em duplicata. Amostras com quantidades abaixo do limite de deteccdo foram
registradas como “zero” e amostras acima do limite determinado pela curva padréao
foram registrados com o valor mais alto da curva. A quantificagéo foi feita utilizando
0 equipamento MAGPIX® System equipado com o software xPONENT versao 3.2 que
captura dos dados que sdo expressos em intensidade fluorescente mediana - MFI
(Median Fluorescent Intensity). O ensaio imunoenziméatico foi medido utilizando o um
espectrofotometro VERSAmax (Molecular Devices). Os dados foram analisados para
ambos testes utilizando o programa SoftMax Pro software version 5.4, utilizando a

regressao logistica de 5 parametros e expressos em pg/mL.

3.7 Andlises estatisticas

A ferramenta de linguagem R versédo 3.4.1 (99) com pacotes adicionais, foi
utilizada para agrupar os dados demograficos e clinicos dos participantes deste
estudo e os resultados da genotipagem, obtendo as frequéncias e porcentagem das
variaveis, de acordo com as estratificagcbes selecionadas. Foi utilizado o pacote
epiDisplay versdo 3.2.2 (Epidemiological Data Display Package) para explorar os
dados e apresentar os resultados, utilizando o teste Qui-quadrado para avaliar a
diferencas entre as frequéncias dos dados gerando o valor de p.

Os resultados da genotipagem foram extraidos para um editor de planilhas
Excel, para posterior analises nos pacotes estatisticos do ambiente R. As frequéncias
genotipicas e alélicas foram obtidas por contagem direta. O desvio do Equilibrio
Hardy-Weinberg (HWE) de todos os SNPs foram testados usando-se o método
descrito por Guo e Thompson em 1992, avaliado pelo teste de Qui-quadrado - X2,
considerando o equilibrio quando o valor de P>0,05 foi utilizado pacote Genetics

(Population Genetics) versao 1.3.8.1 e hwde-0.61 (100). A associagao entre os SNPs
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genotipados e o resultado do tratamento foi examinada utilizando o pacote SNPassoc
versdo 1.9-2, utilizando cinco modelos genéticos diferentes (padrées de heranca):
codominante, dominante, recessivo, overdominant e log-aditivo identificando o valor
da razdo de chance, OR - Odds Ratio, e o intervalo de confianga de 95%, por
regressao logistica aplicando a correcdo do modelo de Bonnferroni. O valor de OR >
1 indica gendtipo ou alelo estd em associagdo ao risco de o paciente ndo responder
ao tratamento e valor de OR <1 indica associacdo do paciente que possua este
genaotipo de responder ao tratamento, ou seja obter a RVS. A andlise foi feita sem
ajuste e ajustada para as covariaveis: etnia, genotipo viral, tratamento, fibrose e carga
viral antes do inicio do tratamento, covariaveis que apresentaram diferenca
significativa com p valor <0,05. O pacote Haplo.stats, versédo 1.7.7 foi utilizado para
avaliar haplotipos associados ao risco ou ndo de influenciar no prognéstico do
paciente gerando um valor de OR.

Para analise do LD em pares entre SNPs e construcao de haplétipos (101) foi
utilizado o software Haploview, gerando grafico r2 e a frequéncia dos blocos de
haplétipos da populacdo estudada. O LD € caracterizado pela associacdo nao
aleatoria entre alelos de diferentes locus, o valor de LD foi definida como forte com
valor r2> 0,80.

Novamente, utilizando a linguagem R, dados gerados pela RT-gPCR por
ambas técnicas de expressdo genica de 96 citocinas simultaneamente e sistema
Tagman, foram analisadas as intensidades brutas de primeiro e segundo planos
exportadas da plataforma comercial Fluidigm® e qPCR Via7, foram feitos a correcéo
do background e uma analise exploratéria dos dados, foi gerado graficos de
acumulacéo de fluorescéncia e curva de fusdo de Rn para cada reacdo em cada gene.
Para a quantificacdo relativa das expressdes, os dados de acumulado da
fluorescéncia de cada amostra foram utilizados para ajustar quatro parametros de
curvas sigmoides usando a biblioteca gPCR (102) para o pacote estatistico R versao
3.4.1 (103). Para cada amplificacéo, o ciclo de quantificacao foi determinado como o
maximo da segunda derivada da curva sigmaoide ajustada, e a eficiéncia como a razao
entre a fluorescéncia do ciclo de quantificacdo e a fluorescéncia do ciclo
imediatamente anterior a essa. Para cada gene, a eficiéncia estimada pela média de
todas as eficiéncias para cada reacdo de amplificacdo dos genes. Os controles
endogenos utilizados na normalizacdo entre as diferentes amostras amplificadas

foram selecionados pelo método geNorm (104). Fatores de normalizacdo foram
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estimados para cada amostra usando a média geométrica dos genes normalizados
selecionados (104).

Comparacdes pareadas de médias de expressdo normalizadas transformadas
por log (base 2) entre os grupos de interesse foram realizadas por contrastes /
diferencas (dobras) obtidas apds modelos lineares bi e multivariados ajustados por
regressdes ordinarias de minimos quadrados. Sempre que a variavel de interesse
apresentasse mais de dois niveis, os valores de P foram corrigidos pelo método pés-
Hoc de Tukey Honest Significant Difference (85). ApOs todas as comparacdes
pareadas gene-a-gene, conduzimos um ajuste de erro Tipo | para comparacdes
multiplas seguindo o método de Holm-Bonferroni (105). Diferentes conjuntos de
variaveis de confusdo foram selecionados por especialistas clinicos e incluidos em
modelos multivariados para ajustar os efeitos ajustados para diferentes variaveis de
interesse para todos o0s genes. Em todas as andlises, os niveis bicaudais de
significancia < 0,01, 0,05 e 0,1 foram considerados como "altamente significativos”,
"significativos" e "sugestivos"”, respectivamente.

O perfil de citocinas presentes nos soros foram avaliados utilizando o programa
estatistico GraphPad Prism versdo 5. Foram aplicados os testes ndo parameétricos
One-way ANOVA, testes Mann Whitney, Kruskall-wallis, Wilcoxon e Friedman com
teste de Dunn, foram utilizados para avaliar possiveis diferengas entre os resultados.
O teste Spearman foi empregado para analisar a correlacdo entre os resultados

fenotipicos e imunogenéticos.
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4- RESULTADOS

4.1 Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas asso  ciadas a RVS

Do total de 740 pacientes com HCC tratados, 33 (4,5%) foram excluidos das
analises pois ndo completaram todo o tratamento devido a decisédo dos pacientes de
abandonar o protocolo, por violagdo do protocolo ou perda de seguimento e retirada
do consentimento. Sendo assim, o presente estudo avaliou uma coorte de 707
pacientes, dos quais 539 (76%) receberam tratamento completo, 130 (18%) tiveram
término precoce esperado e 38 (5,4%) tiveram evento adverso. As caracteristicas
demograficas e clinicas de todos os pacientes com HCC submetidos ao esquema de
tratamento completo com terapia combinada (Peg-IFNa / RBV), estdo apresentados
na Tabela 2. Entre os 707 pacientes, 62% obtiveram RVS e 38% n&o responderam ao
tratamento (NR) e foram observadas diferencas significativas nos parametros
associados ao desfecho do tratamento. A faixa etaria (p=0.982) e o género (p=0.063)
nao apresentaram diferenca entre os pacientes que obtiveram RVS e NR, como
mostra a tabela 2. Pacientes infectados com GT1 tiveram um menor percentual de
RVS (50%) em relagéo a 78% dos pacientes com GT2/3 (P <0,001). Pacientes de cor
negra (etnia auto-atribuida) apresentaram uma taxa 35% (P = <0,001) de RVS
enquanto brancos e pardos, 65% e 60%, respectivamente. Individuos com maior
comprometimento do figado, com estagio de fibrose F3 e F4 apresentaram menor
capacidade de alcance de RVS, com uma porcentagem de 52% (P = 0,022), em
comparacdo aos pacientes com estagio FO, F1 e F2 com 67% e 58%,
respectivamente. Antes do inicio do tratamento, pacientes com carga viral < 5,90
Ul/mL, Logl0 obtiveram 72% de RVS, enquanto que pacientes acima 5,91 Ul/mL,
log10 apresentaram 52%, com P valor <0,001. Entre os dois biofarmacos foi visto
diferenca significativa com p <0,001, onde os pacientes tratados com Peg-IFNa2a
alcancaram uma taxa de RVS de 70% em relacao a 55% tratados com Peg-IFNa2b,
sem levar em consideracdo o genétipo viral. Os dados demograficos e clinicos dos
pacientes incluidos neste estudo, apresentaram uma distribuicio homogénea na
frequéncia, inclusive a frequéncia genotipica dos SNPs para ambos tratamentos
(dados ndo mostrados). Desta forma, possiveis efeitos dos fatores preditivos do
hospedeiro e do virus foram minimizados para avaliacao da eficacia e seguranca dos

biofarmacos e no desfecho do tratamento.

48



Tabela 2. Distribuicao da frequéncia dos dados demo  graficas e clinicos em relacdo ao desfecho
do tratamento dos pacientes com HCC tratados com Pe g-IFNa2a ou 2b e RBV. Teste Qui-
quadrado.

Caracteristica: Pacientes (%) RVS (%) NR (%) P valor

Total 707 441 (0.62) 266 (0.38)
Género
F 376 (0.51) 247 (0.65) 129 (0.34) 0.063
M 331 (0.45) 194 (0.59) 137 (0.41)
Gendtipo Viral
GT1 344 (0.49) 171 (0.50) 173 (0.50) <0.001
GT2/3 363 (0.51)270 (0.74) 93 (0.26)
*Etnia
Branca 564 (0.80)368 (0.65) 196 (0.35) <0.001
Parda 91 (0.13) 55 (0.60) 36 (0.40)
Negra 52 (0.07) 18 (0.35) 34 (0.65)
Faixa etaria
19 to 42 186 (0.26)117 (0.63) 69 (0.37) 0.982
43 to 57 366 (0.52) 228 (0.62) 138 (0.38)
>58 155 (0.22) 96 (0.63) 59 (0.38)
**Estagio inicial
de fibrose
FO-1 359 (0.51)240 (0.67) 119 (0.33) 0.022
F2 184 (0.26) 107 (0.58) 77 (0.42)
F3-4 64 (0.09) 33 (0.52) 31 (0.48)
Carga viral
inicial (log
IU/mL)
2,651t0 5,90 360 (0.51)259 (0.72) 101 (0.28) <0.001
>591 347 (0.49) 182 (0.52) 165 (0.48)
Tratamento
IFNa-2a 353 0,50 246 0,70 107 0,30 <0.001
IFNo-2b 354 050 195 055 159 0,45

*Etnia auto-declarada; **alguns dados nao disponiveis.

4.2 Andlises de associacdo dos SNPs daregido IFNL3 E IFNL4 com o desfecho

do tratamento

Foi observado um desvio significativo do EHW para 6 SNPs rs1188122
(p=0,046); rs8103142 (p =0,047), rs12979860 (p=0,026); rs4803222 (p=0,008);
rs8113007 (p =0,005); e rs2099331 (p =0,012), entre o grupo dos pacientes com HCC.
Nenhum individuo foi excluido a partir de analise do controle de qualidade da
genotipagem.
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As analises de associacdo dos genotipos com o desfecho do tratamento
demonstraram que 10 SNPs apresentaram genétipos associados ao desfecho do
tratamento. Para tal, foram utilizados cinco diferentes modelos genéticos de analise
comparativa entre homozigotos dominantes ou recessivos e heterozigotos, os alelos
de maior frequéncia (MAF) foram utilizados como referéncia para o calculo. Na tabela
3 esta descrito a frequéncia e valores de OR dos gendtipos e carreadores dos SNPs
associados ao desfecho do tratamento. Do total, 9 SNPs apresentaram gendétipos e
carreadores associados ao risco do obter falha terapéutica durante o tratamento com
Peg-IFNa/RBV. O maior valor foi gerado pelo gendtipo rs12979860-TT que
apresentou OR de 4,51 e IC (2,8-7,3), valor de P=1,89E-09, seguido pelos rs8103142-
CC, OR = 4,08 (2,5-6,6), P=1,85E- 08; rs8105790-CC, OR = 4,66 (2,4-9,0) P=1,86E-
06; rs8099917-GG OR =4,05 (2,0-8,0) P=2,51E-05; rs4803221-GG OR=3,9 (2,1-7,2)
P=2,77E-03; rs4803222-CC OR=3,64 (2,2-6,0) P=8,59E-05; rs1188122-CC OR=3,63
(2,2-6,0) P=1,08E-06; rs8113007-TT OR=3,79 (2,3-6,3) P=6,46E-07; rs12982275-CC
OR=3,52 (2,2-5,6) P=4,62E07. Somente o gendtipo (CC) do SNP rs8109886 mostrou
uma OR=0,25 (0,2-0,4) P=5,63E-08 indicando associacdo a RVS apos o término do
tratamento, figura 18A. ApOs 0 ajuste para possiveis fatores de confundimentos, como
genotipo viral, cor, fibrose, carga viral e droga, foi observado um aumento no valor do
OR confirmando a relevancia do efeito fenotipico das variantes, contudo, um aumento
no intervalo de confianca, diminuindo a precisao, conforme ilustrado na figura 18B. A
tabela 3 apresenta a distribuicdo detalhada da frequéncia dos gendtipos e carreadores
e valores de OR dos SNPs associados ao desfecho. Esses dados confirmam que o
SNP rs12979860 como sendo o marcador com maior potencial de predizer o desfecho

do tratamento, entre os outros, similar aos dados apresentados em todo mundo.
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Figura 18 Associacdo dos variantes em torno daregi 8o de IFNL3 e IFNL4 com o desfecho do
tratamento. Analises genotipica dos SNPs em pacientes com HCC tratados com Peg-IFNa/RBV, a
partir de sangue total (n=707). A) modelo ndo ajustado; B) modelo ajustado pelo confundidores:
gendtipo viral, Cor, fibrose, carga viral antes da terapia e os biofarmacos como covariavel.
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Tabela 3. Distribuicdo da frequéncia dos gendétipos

desfecho do tratamento e os valores de Odds Ratio.

e carreadores dos SNPs associados ao

" Desfecho nao ajustado ajustado
Genotipos
SNPS  Carreadores RVS (9 0 Valor
(%) NR (%) OR P-value OR de P
TIT 171 (38.8) 60 (22.6) Referéncia
T/IC 219 (49.7) 143(53.8) 1,9(1.3-2.7)  4,62E-07 6 @.7-4.0) 2,38E-08
rs12980275 ci/C 51(11.6)  63(23.7) 3,5 (2.2-5.6) 5,1 (2.9)9.1
T 171 (38.8) 60 (22.6) 1 1
carreador C 270 (61.2) 206 (77.4) 2,2 (1.5-3.1)6,06E-06 3,0 (2.0-4.6)  1,10E-07
TIT 255 (57.8) 113 (42.5) Referéncia
T/IC 171 (38.8) 122 (45.9) 1,6 (1.2-2.2) 1,86E-06 ,2 @.5-3.3)  4,06E-07
rs8105790 ci/C 15 (3.4) 31(11.7) 4,7 (2.4-9.0) 5,8 (2.6-)3.0
T 255 (57.8) 113 (42.5) 1 1
carreador C 186 (42.2) 153(57.5) 1,9 (1.3-2.5) ,47E-05  2,5(1.7-3.7)  1,29E-06
TIT 185 (42) 71 (26.7) Referéncia
T/IC 218 (49.4) 142 (53.4) 1,7(1.2-2.4)  1,08E-06 ,4 (A.6-3.7) 3,37E-08
rs11881222 c/iC 38 (8.6) 53(19.9) 3,6 (2.21-6.0) 5,4 (2.91)0.
TIT 185 (42) 71 (26.7) Referéncia
carreador C 256 (58) 195 (73.3) 2,0 (1.43-2.8) 55B;05 2,8 (1.9-4.3)  3,20E-07
TIT 157 (35.6) 49 (18.4) Referéncia
T/IC 229 (51.9) 147 (55.3) 2,1 (1.4-3.0)  1,85E-08 ,8711.8-4.5) 1,50E-09
rs8103142 c/iC 55 (12.5) 70 (26.3) 4,1 (2.5-6.6) 6,0 (3.39}0.
TIT 157 (35.6) 49 (18.4) Referéncia
carreador C 284 (64.4) 217 (81.6)  2,5(1.7-3.5) ,476-07 3,4(2.2-5.3) 1,67E-08
c/Cc 165 (37.4) 50 (18.8) Referéncia
CIT 227 (51.5) 149 (56) 2,2(1.5-32) 1,89E-09 (3,8-4.7) 2,59E-10
rs12979860 TIT 49 (11.1) 67 (25.2) 4,5 (2.8-7.3) 6,6 (3.6192.
c/C 165 (37.4) 50 (18.8) Referéncia
carreador T 276 (62.4) 216(81.2) 2,6(1.8-3.7) ,828-08  3,5(2.3-55)  4,32E-09
c/C 244 (55.3) 108 (40.6) Referéncia
CIG 178 (40.4) 125 (47.0) 1,6 (1.2-2.2)  8,71E-03 ,2(2.5-3.3)  2,77E-03
rs4803221 GIG 19 (4.3) 33 (12.4) 3,9 (2.1-7.2) 4,5 (2.2-9.4)
c/C 244 (55.3) 108 (40.6) Referéncia
carreador G 197 (44.7) 158 (59.4)  1,8(1.3-2.5) /43E-01 2,5(1.7-3.6)  3,10E-03
G/IG 182 (41.3) 69 (25.9) Referéncia
CIG 222 (50.3) 146 (54.9) 1,7 (1.2-2.5) 1,36E-03 24 (1.5-3.6) 8,59E-05
rs4803222 c/IC 37 (8.4) 51 (19.2) 3,6 (2.2-6.0) 5,2 (2.8-9.7)
GIG 182 (41.3) 69 (25.9) Referéncia
carreador C 259 (58.7) 197 (74.1)  2,0(1.4-2.8) 2,98E-02 238 (1.8-4.1) 5,94E-04
AIA 106 (24) 106 (39.8) Referéncia
AIC 229 (51.9) 134 (50.4) 0,6 (0.4-0.8) 5,63E-080,5 (0.4-0.8)  4,67E-07
rs8109886 CiIC 106 (24) 26 (9.8) 0,3 (0.2-0.4) 0,2 (0.1-0.4)
AIA 106 (24) 106 (39.8) Referéncia
carreador C 335 (76) 160 (60.2) 0,5(0.3-0.7) 3E05 0,4 (0.3-0.6) 2,03E-05
AIA 182 (41.3) 68 (25.6) Referéncia
AIT 223 (50.6) 147 (55.3) 1,8 (1.3-2.5) 6,46E-07 2 4 (1.6-3.7) 7,48E-08
rs8113007 TIT 36 (8.2) 51 (19.2) 3.8(2.3-6.3) 5,3 (2.8-9.8)
AIA 182 (41.3) 68 (25.6) Referéncia
carreador T 259 (58.7) 198 (74.4) 2,0 (1.5-2.9) ,84E-05 238(1.9-42) 4,36E-07
TIT 264 (59.9) 121 (45.5) Referéncia
TIG 163 (37) 119 (44.7) 1,6 (1.16-2.1) 2,51E-050,3 (0.2-0.6) 9,42E-06
rs8099917 GIG 14 (3.2) 26 (9.8) 4,1 (2.0-8.0) 5,7 (2.5-12.9)
TIT 264 (59.9) 121 (45.5) Referéncia
carreador G 177 (40.1) 145 (54.5) 1,8 (1.3-2.4) ,012-04 0,5 (0.4-0.6) 8,32E-08
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4.3 Andlises de desequilibrio de ligacdo e bloco de haplétipo dos

polimorfismos

Os rs12970860 e rs8099917 sdo os polimorfismos mais relevantes no entorno
da regido do gene IFNL3 associados ao desfecho de pacientes com HCC tratados
com Peg-IFNa e RBV. Além disso, esses SNPs apresentam distintos valores de LD
dependendo da ancestralidade. As analises entre os 12 SNPs na regiao de IFNL3
mostraram um forte LD entre os rs12980275, rs1188122, rs8103142, rs12979860,
rs4803222 e rs8113007 formando um bloco haplétipico principal com o valor r220,75,
(figura 19A). Também foi observado bloco entre SNPs rs8105790, rs4803221 e
rs8099917 com LD mais forte com valor de r? = 0,85 e 0 rs8109886 apresentou um LD
r2 <0.60 considerado moderado entre todos os outros SNPs. A partir dos dados
obtidos, selecionamos os 3 SNPs rs12979860, rs8109886 e rs8099917 que
apresentaram LD que funcionam como etiquetas de toda a regido e valores de r2

moderados, como mostra a figura 19B.
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Figura 19 Desequilibrio de ligacdo de par em par en tre todos SNPs da regido do IFNL3 e IFNL4.
Genotipagem das amostras de pacientes com HCC tratados com Peg-IFNa/RBV, a partir de sangue
total (n=707). A) Todas as amostras dos pacientes infectados com HCC, B) DL dos 3 SNPs
representativos desta regido. Os valores de r2 sédo proporcionais a tonalidades das cores: a cor preta
equivale ar2 1, e o tom clareia conforme a diminui¢édo do valor do r2, que foi definido pelo método dos
intervalos de confianca implementados pelo software Haploview.
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Em seguida, foi analisado o LD com dados extraidos do banco 1000 genomas
(conjunto-GRCh38), das populagfes europeia, amerindias e africanas. Apresentando
uma similaridade dos valores de r? da populacdo deste estudo com a populacédo

amerindia, préxima da populacéo europeia e bem diferente da populacdo africana,
conforme mostra a figura 20.
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Figura 20. Desequilibrio de ligacdo de parempare ntre os SNPs da regido ao gene IFNL3 e IFNL4.
Avaliacdo da LD a partir dos dados extraidos do 1000genomas. A) populacdo europeia; B) populagdo
Amerindias, C) populacao africana. Os valores de r2 sao proporcionais a tonalidades das cores: a cor
preta equivale a r2 1, e o tom vai clareando conforme a diminuicdo do valor do r2, foram definidos pelo
método dos intervalos de confianca implementados pelo software (haploview).

4.4 Avaliacdo dos polimorfismos representativos do IFNL3 E IFNL4 e o

desfecho do tratamento

Os SNPs rs12979860, rs8109886 e rs8099917 foram definidos como tags
deste bloco de haplétipo, visto que estes representam toda regido do IFNL3 e IFNL4
especificas deste estudo. Sendo assim, avaliamos os genétipos destes SNPs com
relacdo ao desfecho do tratamento.

As frequéncias dos genotipos destes trés SNPs entre 0s pacientes tratados,
gue obtiveram RVS, para rs12979860 (C/C - 78%, C/T-60% e T/T - 42%), para
rs8109886 (C/C - 80%, A/C - 63%, A/A - 50%) e para rs8099917 (T/T - 69% T/G -
57%, G/G 35%), figura 21. O rs8109886-C/C apresentou a maior taxa de RVS (80%)
entre 0s outros, e pacientes infectados com GT2/3 apresentaram 85% de RVS, figura
22A e 22B. Isto pode ser explicado, pelo fato de todos os pacientes com genotipo
rs8109886-CC serem também homozigotos para rs12979860-CC, ampliando o efeito
fenotipico do rs8109886-C/C. Diferencas significativas foram observadas quando
comparados os genotipos dos SNPs a rs12979860 (C/C vs C/T p=0,0091 e C/C vs
T/T p <0,0001), rs8109886 (C/C vs A/C p=0,0118; C/C vs A/A p <0,0001), e rs8099917
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(T/T vs G/G p <0,0001) (figura 21). Contudo, o rs12979860 apresentou a maior
diferenca significativa entre os genétipos de cada SNP, confirmando ser mais forte
biomarcador. De fato, o genétipo rs8099917-G/G € um importante preditor de risco de
nao resposta ao tratamento pelo paciente, com uma taxa de RVS entre todos
pacientes <40%, (figura 21). Principalmente em pacientes GT1 com 18% de RVS

somente, conforme mostra a figura 22A.
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Figura 21. Frequéncia e a distribuicdo de RVS em pa cientes com HCC tratados com Peg-IFN «a.
Analise da porcentagem de individuos que apresentaram RVS discriminado por genétipo das variantes
rs12979860, rs8109886 e rs8099917. Os numeros acima das colunas descrevem a quantidade de
pacientes submetidos ao tratamento. Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para comparacéo
entre os genotipos (*P<0,01, **P<0,001, ***P<0,0001).
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Figura 22. Frequéncia dos genétipos rs12979860, rs8 109886 e rs8099917, dos pacientes com
HCC tratados e a porcentagem de RVS obtida, estrati ficados pelo gendtipo viral.  Andlise da
porcentagem de individuos que apresentaram RVS discriminado por genétipo das variantes
rs12979860, rs8109886 e rs8099917. A) GT1; B) GT2/3. Os numeros acima das colunas descrevem a
guantidade de pacientes submetidos ao tratamento de cada genotipo. Foi utilizado o teste estatistico
exato de Fisher para comparagéo entre os gendtipos (*P<0,01, **P<0,001, ***P<0,0001).

4.5 A relagcdo entre a combinagdo genotipica do paci ente e o resultado do

tratamento

Nossos dados mostraram diferencas entre os 3 SNPs na taxa de obtencéo de
RVS. Sendo assim, avaliamos a probabilidade da combinagdo dos gendtipos em
melhorar a predi¢cdo no desfecho do tratamento. Observou-se que a combinacdo dos
genaotipos SNPs do rs12979860 e rs8109886 apresentou um aumento acima de 80%
para CC-CC e CC-AA e 69% para CC/AC, sem diferenca significativa entre eles, figura
23A. Em contraste, a combinagé&o entre rs12979860 e rs8099917, apresentou taxa de
RVS para CC-TT (78%), e as demais combinac¢des génicas com taxa menor de 61%,
com diferenca significativa como mostra a figura 23B. Além disso, estes dados
sugerem que a combinacdes de gendtipos dos trés SNPs foram validadas, ampliando

a probabilidade de prever o prognéstico do tratamento (figura 23C).
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Figura 23. Distribuicdo da combinacao genotipica do s pacientes com HCC tratados com Peg-
IFN-a e porcentagem de RVS de cada combinacdo. Andlise da porcentagem de individuos que
apresentaram RVS discriminado pela combinacéo génica. Os nimeros acima das colunas descrevem
a quantidade de pacientes submetidos ao tratamento. A) rs12979860 & rs8109886; B) rs12979860 &
rs8099917; C) rs12979860 & 8109886 & rs8099917. Os numeros dentro das colunas descrevem a
frequéncia dos pacientes. (*P<0,05; **P<0,001 a ***P<0,0001), utilizando o teste exato de Fisher.

Com foco na terapia personalizada, classificamos os pacientes com HCC com
base nos parametros demograficos e clinicos preditivos e investigamos se
adicionando a combinacdo genética com os trés SNPs contribuiria para melhores
estimativas do resultado do tratamento. Para esta proposta, consideramos o genétipo
viral como uma variavel ndo-genética e separamos 0s pacientes em dois grupos de
acordo com variaveis prognaosticas positivas ou negativas. O primeiro grupo continha
pacientes <50 anos de idade com fibrose FO e F1 (varidveis progndsticas positivas,
VPP), e 0 segundo grupo continha pacientes com idade =50 anos exibindo fibrose F2,
F3 ou F4 (variaveis prognaosticas negativas, VPN).

Em nossa analise, pacientes infectados pelo VHC GT1 com VPP ou VPN
apresentaram pelo menos 82% de RVS, com excecdo dos pacientes heterozigotos
com 47% de RVS, como mostra figura 24A. Curiosamente, o grupo VPP infectado
com o HCV GT1 apresentou taxas de RVS semelhantes ao grupo VPN, néo
demonstrando diferenga significativa. Em relagéo aos pacientes infectados com HCV
GT2/3, o grupo VPP obtiveram acima de 80% de RVS, nas trés combinacdes. Em
contraste, no grupo VPN, apenas pacientes homozigotos para o alelo favoravel (CC-
CC-TT) obtiveram 80% da RVS, demonstrando uma diferenca significativa na
combinacgao génica (CC-AC/AA-TT e CT-AC -TG) entre os dois grupos (VPP e VPN),
como mostra na figura 24B. Mais uma vez, os resultados confirmam que a combinacéo
genética pode melhorar a previsdo dos resultados do tratamento de pacientes com
HCC utilizando a terapia a base de alfapeginterferona. A figura 24C, apresenta 0s
resultados da RVS obtidos por todos os pacientes (GT1 - 39% e GT2/3 - 62%) versus
0s pacientes com combinacBes genéticas e ndo genéticas favoraveis que
apresentaram mais de 80% de RVS (figuras 24A e 24B), elevando o percentual de
RVS para 86% para GT1 e para 84% para GT2/3. Em resumo, as caracteristicas de
agrupamento da genética do hospedeiro com outras variaveis progndésticas podem
elevar a previsao da porcentagem de RVS para o VHC GT1 e GT2/3, bem como, a

genética do hospedeiro.
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Figura 24. Percentual de RVS em pacientes com HCCt ratados com Peg-IFN a/RBYV estratificado
pela combinacdo génica entre o rs12979860, rs810988 6 e rs8099917 e pelo gendtipo viral,
agrupados de acordo com fatores clinicos relacionad 0s com bom progndstico terapéutico
Analise da porcentagem de individuos que apresentaram RVS discriminado pela combinacéo génica.
A) pacientes com idade < 50 anos, com FO e F1; B) pacientes = 50 anos com F2, F3, F4; C) taxa de
RVS entre todos os pacientes e pacientes com variavel genética preditiva para o desfecho do
tratamento. Foi utilizado o teste exato de Fisher, e obtidos valores de **P<0,001, ***P<0,0001. Os
numeros dentro das colunas descrevem a frequéncia dos pacientes. As combinacfes os genoétipos
estavam na seguinte ordem dos SNPs rs12979860 & rs8109886 & rs8099917.
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4.6 Avaliacdo dos niveis séricos de quimiocinas dur ante o tratamento.

As diferengas nos niveis de quimiocinas foram avaliadas a partir dos soros de
voluntéarios sadios e pacientes.

No grupo dos voluntarios sadios foi observado diferenca significativa nos niveis
das quimiocinas CCL4 e CXCL10, ap6s administracdo do Peg-IFNa, caracterizando a
inducéo pelo biofarmaco. Foi observado um aumento nos niveis de CCL4 apds 24h
de administracdo do Peg-IFNa (P<0,016), figura 25A. Adicionalmente, CXCL10
apresentou um aumento apos 24 e 72 horas de administracdo do farmaco com valor
de P<0,0001, e uma leve diminuigdo nos niveis de CXCL10 de 24 para 72 horas com
valor de P<0,001, figura 25B.
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Figura 25. Niveis séricos de CXCL10 e CCL4 induzida s pelos biofarmacos em voluntarios sadios
apo6s administracdo do Peg-IFN a. Quantificacdo de citocinas em soro de voluntarios sadios que
receberam uma dose de 180ug do Peg-IFNa-2a ou Peg-IFNa-2b, nos tempos 0, 24 e 72 horas ap6s
administragdo. A) CCL4; B) CXCL10. Teste Kruskal-Wallis com comparagGes multiplas de Dunn’s,
valores da mediana (*P<0,01, **P<0,001, ***P<0,0001).

Pacientes com HCC apresentam niveis de citocinas séricas aumentadas cujas
respostas imunolégicas tém relagdo direta com o desenvolvimento e a manutencao
da infeccéo viral (107). Entdo ao comparar o tempo zero dos voluntarios sadios e dos
pacientes antes do inicio do tratamento, foi observado niveis altos na maioria das
citocinas dos pacientes. Ja em voluntérios sadios nao foi detectado niveis de vérias

citocinas como mostra nas figuras 26A e B. Apresentando diferenga significativa nos
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niveis da quimiocina CCL2 (P<0,0001), e o fator de crescimento PDGF-BB apresentou
menor nivel em pacientes do que em voluntarios sadios (P =0,0019), indicando a

induc&o negativa desta citocina em pacientes com HCC.
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Figura 26. Niveis séricos das citocinas dos volunta  rios sadios e dos pacientes com HCC.
Quantificacdo de citocinas no soro de voluntarios sadios e pacientes com HCC, antes da administracao
da pegalfainterferona. A) IL-4, IL-5, IL-6, IL-7 e IL-15 e B) G-CFS, IFN-y, IL-Ira, IL-9, PDGF-BB, TNF-a
e CCL2. As diferencas entre os niveis de citocinas foram avaliadas utilizando o teste estatistico Mann
Whitney (**P<0,001, ***P<0,0001).
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Entretanto, ao avaliarmos os pacientes ao longo do tempo de tratamento, foi
observado diferenca significativa entre tempo 0 em relagdo aos demais tempos,
somente nos niveis das quimiocinas, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8 e CXCL10,
demonstrando o efeito induzido pela terapia, figuras 27 e 28. CCL3 e CCL4
apresentaram diminuicéo logo na primeira semana de tratamento se mantendo até o
final do tratamento, com diferenca significativa, como mostra figuras 27A e 27B.
Curiosamente, tanto CCL3 como CCL4 apresentaram dois grupos de pacientes, 0s
gue apresentavam niveis altos e outros que apresentavam niveis baixos, durante e
depois do tratamento. Dentro do grupo com altos niveis de CCL3 e CCL4, 67% néo
responderam ao tratamento, eram infectados com GT1 e foram tratados com Peg-
IFNa2b.

Alta producado de CCL5 foi observada a partir da segunda semana de tratamento,
em um grupo de pacientes apresentando diferenca significativa com valor de P<0,001.
Dentro do grupo de alto produtores de CCL5 (n=8), 75% foram pacientes NR e GTl e
62% foram tratados com Peg-IFNa2b (figura 27C). Visto que, ndo foi observado
diferenca entre os VS e os pacientes, demonstrando que niveis altos de CCL5 possa
estar relacionado a inflamacéo hepatica. Foi observado que 78% dos pacientes que
tinham niveis altos de CCL5 também apresentavam niveis altos para CCL4,
entretanto, ndo foi visto correlagcdo entre as duas quimiocinas.

Os niveis da quimiocina CXCL8 tiveram um declineo logo na primeira semana
de tratamento ficaram baixos, permanecendo assim durante e depois do tratamento.
Entretanto, no grupo dos VS néo foi detectado CXCLS8, (figura 28A). Foi identificado
um aumento na produgéo da quimiocina CXCL10 logo nas primeiras horas, induzidos
pelo tratamento. Os niveis de CXCL10 foram diminuindo no decorrer do tratamento,
porém um determinado grupo de pacientes mantiveram niveis altos, eram 0s mesmos
pacientes com alta producao de CCL4. Demonstrando diferenca significativa entre os
tempos 0 e 122 semana e 32 semana pos tratamento com valor de P<0,05, como

mostra na figura 28B.
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Figura 27. Niveis séricos das quimiocinas dos volun tarios sadios e dos pacientes com HCC
tratados com Peg-IFN a. Quantificacdo de citocinas no soro de voluntarios sadios (VS) e dos pacientes
tratados com Peg-IFNa/RBV, nos tempos 0, 13, 23 32 122 durante o tratamento e 32 semana pos-
tratamento. A) CCL3; B) CCL4; C) CCL5. As diferencas entre os niveis de citocinas foram avaliadas
utilizando o teste estatistico Mann Whitney (*P<0,01, **P<0,001, ***P<0,0001).
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Figura 28. Niveis séricos das quimiocinas dos volun tarios sadios e dos pacientes com HCC
tratados com Peg-IFN a. Quantificacdo de citocinas no soro de voluntarios sadios (VS) e dos pacientes
tratados com Peg-IFNa/RBV, nos tempos 0, 12, 22, 32, 122 semanas durante o tratamento e 32 semana
pos-tratamento. A) CXCL8; B) CXCL10 Foi utilizado teste estatisco Kruskall-Wallis para as analises
(*P<0,01, **P<0,001, ***P<0,0001).

65



4.7 Niveis de CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8 e CXCL10 esta o relacionados a

resposta ao tratamento.

Notavelmente, houve diferencas na producdo seérica das quimiocinas,
agrupando pacientes com niveis altos e baixos, e, portanto, foi avaliado a relacéo
desta quimiocinas com o desfecho do tratamento. Os niveis das citocinas foram
analisados em 0 e 122 semana de tratamento, visto que esse é o tempo que define a
resposta virolégica precoce (RVP), um fator preditivo de progndéstico entre
respondedores e ndo respondedores. Diferencas significativas entre as seguintes
quimiocinas foi observada: CCL3, CCL4, CCL5 e CXCL10, figura 29. Niveis altos de
CCL3 e CCL4 em pacientes com RVS antes do tratamento e um declinio na 122
semana, P=0,01 e P=0,02 respectivamente (figuras 29A e B). A quimiocina CCL5
apresentou um aumento apdés o tratamento e a diferenca significativa entre os tempos
foi maior nos pacientes néo respondedores (P<0,0001) do que nos pacientes com
RVS (P<0,001), figura 29C. Devido ao perfil do nivel de CXCL10 durante o tratamento,
avaliamos os tempos antes e na 12 semana de tratamento, pacientes né&o
respondedores apresentaram maior producdo de CXCL10 na primeira semana de
tratamento com valor de P=0,028, figura 29D. Sendo assim, CCL3, CCL4 e CXCL10

podem ser considerados bons biomarcadores de resposta ao tratamento.
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Figura 29 Diferenca nos niveis das quimiocinas estr  atificados por RVS e NR. Quantificagcao de
quimiocinas em soro dos pacientes tratados com Peg-IFNa/RBV, estratificados pela resposta viroldgica
sustentada (RVS) e nao resposta (NR). Nos tempos 0 e na 128 semana do tratamento para A) CCL3;
B) CCL4; C) CCL5 e tempo 0 e na 12 semana de tratamento D) CXCL10. Teste Kruskal-Wallis com
comparacdes multiplas de dunn’s (*P<0,01, **P<0,001, **P<0,0001).

4.8 Avaliacéo funcional dos polimorfismos em relaca 0 aos niveis de citocinas

séricas.

Visando compreender o papel funcional dos SNPs da regido do IFNL3 e IFNLA4,
decidimos investigar o perfil dos niveis das citocinas em relagdo aos gendtipos do
polimorfismo rs12979860, por ser o mais forte preditor. De modo geral foi observado
gue em pacientes com genétipo CC-rs12979860, os niveis séricos das citocinas sado
menores do que em pacientes com alelo de risco (CT ou TT). Ja para 0s niveis séricos
dos IFN-qa, que ndo apresentaram diferenca entre pacientes tratados com IFNa-2a ou
IFNa-2b, foi observado maior nivel de IFN-a nos pacientes homozigotos CC em
relacdo ao TT, com diferenca significativa na 122 semana de tratamento (figura 30A),
porém, ndo ficou caracterizado nesta coorte que a modulacéo dos niveis séricos de
IFN-a influencia na obtencdo de RVS, figura 30B.
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Figura 30. Niveis séricos de IFN- a dos pacientes com HCC estratificados pelos gendtip os do
SNP rs12979860 e o desfecho do tratamento. Quantificagdo dos niveis IFN-a, de amostras do soro
de pacientes com HCC tratados com Peg-IFNa/RBV nos tempos 0, 12 e 122 semana de tratamento. A)
estratificado pelos genoétipos do rs12979860; B) estratificado por pacientes que obtiveram RVS e NR,
agrupados pelo genétipo, tempo 122 semana de tratamento. Teste Kruskal-wallis e Dunn’s teste de
comparagdes multiplas (*P<0,05).

Os niveis séricos de CCL4 mostraram diferenca significativa quando comparados os
genadtipos CC <CT e CC <TT (P <0,001) no grupo de pacientes antes do tratamento
(figura 31B). Esses dados sugerem que o genétipo preditor (CC) parece regular a
producdo desta quimiocina, visto que dos pacientes com alelo de risco (T)
apresentava niveis mais altos do CCL4. Apesar do numero pequeno de pacientes
homozigoto (CC), confirmamos este dado, quando observado o mesmo perfil de
modulacdo no grupo controle com gendtipo preditor (figura 31A). Os niveis baixos
CCL4 estao relacionados a RVS, visto que, esses respondedores, carreadores do

alelo C, apresentaram niveis menores de CCL4 antes do tratamento (figura 31C).
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Figura 31. Niveis séricos de CCL4 estratificados po  r gendtipos para rs12979860. Quantificacéo
da quimiocina de CCL4 em soros de pacientes com HCC tratados com Peg-IFNa-/RBV, tempos 0, 1 2
e 122 semana de tratamento e amostras dos voluntarios sadios nos tempos 0, 24 e 72h apés
administracdo de uma dose de Peg-IFNa. A) voluntarios sadios; B) em pacientes com HCC e C) niveis
séricos CCL4 antes do tratamento em pacientes que obtiveram RVS ou NR. Teste Kruskal-wallis e
Dunn’s teste de comparac¢8es multiplas (***P<0,0001).

Em relacdo ao CXCL10, 24 horas apdés a administracdo do farmaco, todos os
genaotipos apresentaram aumento nos niveis de CXCL10. Porém, homozigoto alelo
(C) apresentou menor incremento, onde foi observada diferenca significativa entre o
gendtipo CC e CT com P <0,01 (figura 32A). Os resultados demonstrados em
voluntarios sadios confirmam o efeito fenotipico de modulacdo do SNP rs12979860-
CC nos niveis de CXCL10. No grupo de pacientes, foi observado niveis baixos de
CXCL10 no gendtipo CC, com uma diferenca significativa entre o genétipo CC <CT e
CC <TT (P <0,05), na primeira semana de tratamento. Foi observado um efeito de
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modulacdo nos niveis de CXCL10 em pacientes com genoétipo CC favoravel, pois os
niveis de CXCL10 permaneceram os mesmos durante o tratamento. O grupo dos
pacientes nao respondedores apresentaram maior nivel de CXCL10 antes do
tratamento e uma leve diminuicdo dessa citocina durante a primeira semana (figura
32B). A modulacédo do CXCL10 pode ser correlacionada com o resultado favoravel da
terapia genotipica, uma vez que 0s niveis mais elevados de CXCL10 foram
encontrados em pacientes com alelos de risco, associados ao desfecho de néo-

respondedores, como mostrado na figura 32C.
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Figura 32. Niveis séricos de CXCL10 estratificados  por genétipos para rs12979860. Quantificacédo
dg quimiocina de CXCL10 nos soros de pacientes com HCC tratados com Peg-IFNa-/RBV, tempos 0,
1 2 e 122 semana de tratamento e amostras dos voluntarios sadios nos tempos 0, 24 e 72h apos
administragdo de uma dose de Peg-IFNa. A) voluntéarios sadios; B) em pacientes com HCC e C) niveis
séricos CXCL10 da 12 semana de tratamento em pacientes que obtiveram RVS ou NR. Teste Kruskal-
wallis e Dunn’s teste de comparagdes multiplas (*P<0,05).
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4.9 Avaliacao dos niveis de expresséo génicado  IFNAL, IFNL3 e IFNL4

Foram avaliados no sangue periférico 0s niveis de expressdao génica das
citocinas IFNa e IFN-A e, curiosamente, niveis mais altos do IFNA1 foram encontrados
nos voluntarios sadios quando comparados aos pacientes com HCC (figura 33B).
Foram encontrados niveis altos de RNAmM de IFNLAL1 antes da administragdo do
biofarmaco no grupo de voluntarios sadios com um sutil aumento apds administracao
do farmaco e diminuicdo apds 72h dos niveis de IFNA1 com diferenca significativa
entre os tempos (figura 33A). Entretanto, a expressédo de IFNAL1 dos pacientes tem
um aumento na primeira semana do tratamento e diminui na 122 semana e 32 pos-
tratamento, figura 33B.

Em contrapartida, ndo foi detectado aumento na expressao génica dos IFNL1,
2, 3 e 4 nas amostras dos voluntarios sadios e os IFNLA-1 e 2 ndo foram detectados
nas amostras de pacientes com HCC. Pacientes com HCC apresentaram aumentos
nos transcritos de RNAm tanto de IFNL3 quanto de IFNL4 no tempo O e os niveis
foram diminuindo ao longo do tempo (figuras 34A e B), estes niveis foram mais altos
do que os niveis do IFNA1. O IFNL3 apresentou diferenca significativa tempo 0 > 122
> 3%pt (P<0,0001), 12>122 semana (P<0,01), figura 34A. Ja IFNL4 apresentou
diferenca significativa entre a 12>122 (P<0,05) e 12>32pt (P<0,0001), demonstrando o
efeito induzido pelo biofarmaco, figura 34B. Na avaliagdo do polimorfismo do
rs12979860, em relagdo os genes IFNL3 e IFNL4 nado foi observado diferenga
significativas entre os genoétipos preditores CC e o de risco TT, apresentando
diferenca significativa entre os pacientes heterozigotos antes do tratamento e na 122
de tratamento, como mostra as figuras 34C e 34D.
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Figura 33 Niveis de expressdo génica mRNA do  IFNAL. Quantificagdo da expressao do génica do
IFNA1 apartir de sangue total de voluntarios sadios nos tempos 0 12, 24, 48 e 72 horas ap0s
administracdo de uma dose do Peg-IFNa e de pacientes com HCC tratados com Peg-IFNa/RBV,
tempos 0, 1 2 e 122 semana de tratamento e 3% semana pds-tratamento. A) voluntarios sadios (n=18);
B) paciente com HCC (n=24) e tempo 0 dos voluntarios sadios (VS). Teste Kruskal-wallis e Dunn’s teste
de comparac¢des multiplas (*P<0,01, **P<0,001, **P<0,0001).
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igura 34. Niveis de expressao génica dos genes  IFNL3 e 4. Quantificacdo da expressdo do genica
do IFNL3 e 4 apartir de sangue total de pacientes com HCC (n=24) tratados com Peg-IFNa/RBV,
tempos 0, 1 & 122 semana de tratamento e 32 semana pos-tratamento. A) IFNL3; B) IFNL4; e
estratificado pelos genétipos do rs12979860, C) IFNL3 e D) IFNL4. Teste Kruskal-wallis e Dunn’s teste
de comparag8es multiplas (*P<0,01, **P<0,001, ***P<0,0001)
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4.10 - Avaliacdo dos niveis de expresséo génicada  assinatura genica da via de

sinalizacao do IFN tipo I.

O desfecho do tratamento dos pacientes com HCC esta relacionado direta e
indiretamente nos niveis de expressdo genica de citocinas e ISGs antes e ao longo
do tratamento. Devido ao niumero pequeno de amostras avaliadas, fizemos analises
exploratdria de dados somente dos genes com perfil pré-inflamatério, regulatérios e
da via do inteferon tipo I. Foram avaliados os genes IFNAR, STAT2, STING TICAM1,
TBK1, TBX21 IRF3, IRF7, IRF9, IFI6, IFI35, IFIHL, IFIT1, IFIT2, IFIT5, IFITM1, IFITM3,
IFI6, IFI16 IFI35, IFI44, IFIH1, RIG-I, RNASEL, ISG15, OAS1, OAS2, OAS3, OASL,
CXCL10, SOCS3 (os nomes das abreviacdes estdo descritos na lista das siglas).

A andlise da expressdo génica de citocinas no sangue periférico entre os
tempos 0, 12 e 122 semana de tratamento, 32 semana pos-tratamento, a maioria
apresentou altos niveis expressos antes do inicio do tratamento, com excecao dos
genes IFNAL, IFNAR e IFHI (figura 35). De modo geral, apresentaram um declinio na
primeira semana de tratamento, com um leve aumento nos tempos 122 semana e 32
pés-tratamento, demostrando diferenca significativa (P<0,05) entre o tempo O e os
tempos 12 122 utilizando o teste one-way ANOVA Kruskal-wallis, e teste Dunn’s para

comparacdes multiplas.
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Figura 35. Grafico Heat map (grafico de calor) do p erfil de expressdo dos genes da via do
interferon tipo I. Quantificacdo da expressdo dos genes da via de sinalizagéo do IFN tipo | a partir de
sangue total em pacientes com HCC (n=24) tratados com Peg-IFNa/RBV, tempos 0, 1 & 122 semana
de tratamento e 32 semana pds-tratamento. Representando a mediana dos valores normalizados.

Na avaliacdo entre pacientes com HCC respondedores e ndo respondedores,
os genes IF144, IFTM1 e OAS1 apresentaram niveis mais altos em néo respondedores
do que os pacientes o RVS, sugerindo que a regulacdo negativa de genes
relacionadas com bom progndstico, (figura 36). Por outro lado, observou-se a
regulacédo positiva dos genes IFI6, IFH1, RIGI e RNASEL antes do tratamento em
pacientes que evoluem favoravelmente com o RVS. Os niveis da expressao destes
genes entre os diferentes biofarmacos, Peg-IFNa2a e 2b ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas (figuras 36 e 37).
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Figura 36. Perfil de expresséo relativa de mRNA de
2a/2b, entre respondedores e ndo respondedores.

sinalizacdo do IFN tipo | apartir de sangue total de pacientes com HCC (n=24) tratados com Peg-
IFNa/RBV, tempos 0, 1 2 semana de tratamento. Apresentando niveis mais altos entre os néao
respondedores. A) IFI44; B) IFTM1 e C) OAS1- tempo 0; B) IFI44, D) IFTM1 e F) OAS1 — tempo 12

semana de tratamento.
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Foi ainda analisado a relagdo do polimorfismo rs12979860 com os niveis de

expressao génica durante a primeira semana de tratamento que mostrou diferenca

significativa entre os genotipos. Pacientes homozigotos alelo (C) apresentaram niveis
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mais baixos do que os pacientes com alelo de risco (T) para os genes IFI6, IFI16, IRF9

e RIGI com P<0,05, figuras 38A, B, D e E. Enquanto que, os niveis dos genes IFH1 e

RNASEL foram sutilmente mais altos para pacientes com genotipo CC, figura 38C e
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5- DISCUSSAO

A demonstracdo de que os SNPs regulam as respostas a terapia antiviral € uma
caracteristica dos estudos de GWAS que buscam marcadores preditivos altamente
precisos e econdmicos. Os SNPs da regido IFN-A estdo relacionados a resposta ao
tratamento da HCC, bem como sua relacdo com a eliminagédo espontanea do HCV
(76,91). Anteriormente, foram descritos fatores demograficos e clinicos como
preditores associados a resposta terapéutica antiviral, entretanto, estudos relatam o
polimorfismo na regido do IFNL3 como sendo considerados os mais fortes preditores
associados ao desfecho do tratamento da HCC (106).

Este é o primeiro estudo que engloba um nimero maior de SNPs da regido do
IFNL3 E IFNL4 entre os brasileiros, que tem uma arquitetura genética caracterizada
por uma mistura de trés linhagens paternas, formadas por ancestrais Amerindios,
Europeus e Africanos, com distribuicdo heterogénea dentro das regifes do pais. A
maioria dos estudos de associacdo de variantes do gene IFNL3 em pacientes
brasileiros com HCC tratados com Peg-IFNa/RBV sao focados nos polimorfismos
rs12979860 e rs8099917, onde os gendtipos CC ou TT, respectivamente, apresentam
forte associacao a desfechos favoraveis (107-110). Contudo, varios SNPs das regides
IFN-A tem sido associados com a resposta ao tratamento com terapia baseada no IFN-
a como, rs8105790, rs11881222, rs8103142, rs28416813, rs4803219, rs10853727,
rs8109886 rs8099917 e rs7248668 e rs12980275 (85-87).

Curiosamente o impacto de variantes genéticas na regiao do IFNL sob as taxas
de RVS é maior em europeus quando comparado a africanos em pacientes infectados
com HCV. Com a descri¢cao do locus de IL-28B (IFNL3 E IFNL4) e especialmente o
genotipo rs12979860-CC a precisdo da taxa de resposta ao tratamento por IFN-a e a
resolucéo da infec¢éo pelo HCV entre individuos de ascendéncia Europeia e Africana
foi entendida. Os carreadores de T, que sdo os alelos com mau prognostico,
apresentam maior frequéncia em Africanos (76,91) e por isso, pacientes com
ascendéncia europeia apresentam taxa de RVS trés vezes maior do que afro-
americanos e duas vezes mais na populacdo hispéanica (91). O alelo C é o mais
comum na populagcdo mundial com excecdo na populacdo Africana (85). No Brasil, o
genadtipo CC em rs12979860 tem diferentes frequéncias no nordeste (24%), sudeste
(32%) e sul (35%). Por outro lado, o gendtipo TT de maior risco apresenta maior
frequéncia na regiao do nordeste em torno de 21%, seguido por 18% e 11%, sudeste
e sul, respectivamente (107,108,111). Estes dados estdo alinhados com o relato cujo
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marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) de ascendéncia africana foi
significativamente maior na regido nordeste em relacdo ao sudeste (108). Em nossa
coorte, observamos uma frequéncia de CC (30%), CT (53%) e TT (16%),
apresentando um LD similar aos amerindios e europeus. Confirmando, o esperado
pois a maioria dos individuos estudados foram provenientes da regido sul.

No presente estudo corroboramos os dados publicados, confirmando a
associacao de varios SNPs e que 0 rs12979860 é o mais forte preditor na obtencao
de RVS dos pacientes tratados com Peg-IFNa. Contudo, o SNP rs8109886-CC
apresentou maior taxa de RVS entre os pacientes, este efeito pode ser explicado pelo
fato de que todos os pacientes rs8109886-CC carregavam 0s genotipos preditores
rs12979860-CC e rs8099917-TT, amplificando o efeito fenotipico deste SNP. Assim,
identificamos o polimorfismo rs8109886-CC téo forte quanto rs12979860, e mais forte
do que 0 rs8099917, em predizer a RVS em esquemas de tratamento baseados em
interferon alfa. Visto que, o gendtipo de menor frequéncia do rs8109886-CC identifica
especificamente o haplotipo (CCT) favoravel na obtencdo de RVS, amplificando o
efeito fenotipico deste SNP. Demonstrando que o SNP rs8109886 é um importante
marcador na populacéo brasileira, sua identificacdo pré-tratamento pode ser usada
como estratégia para personalizar o tratamento dos pacientes infectados pelo VHC,
0os quais forem indicados para terapia com Peg-IFNoa/RBV, individualmente ou
juntamente com rs12979860 e rs8099917. Sendo assim, estes trés SNPs rs12979860,
rs8109886 e rs8099917 podem ser considerados etiquetas SNPs (tagSNPs)
representativos desta regido, que podem fornecer informagdes suficientes sobre
outros SNPs que ndo necessariamente precisam ser genotipados. A combinacéo
entre 0s genodtipos preditores destes SNPs aumentou a taxa de cura e
consequentemente obteve um bom progndostico, contribuindo para identificar com
maior probabilidade os pacientes capazes de alcancar a RVS no tratamento de HCC
com Peg-IFNa, além de agregar conhecimento aos dados existentes da populacéo
brasileira.

Foi abordado o efeito da combinacéo genotipica entre estes trés SNPs, a taxa
de RVS foi acima de 80% em pacientes com alelos preditores dos polimorfismos
rs12979860, rs8109886 e rs8099917, CC-CC-TT e CC-AC-TT, respectivamente,
aumentando a chance de predicdo. Fatores preditivos estdo associados ao
prognoéstico desfavoravel a terapia com Peg-IFNa, como: GT1, sexo masculino,

fibrose hepatica avancada, co-infecgfes, resisténcia a insulina, baixa adesdo ao
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tratamento, alta carga viral e ascendéncia africana. No entanto, a cinética viral, a
presenca de cirrose hepética e o GT3 sao fatores que influenciam as taxas de RVS
na terapia com AADs (112). Em seguida, esses marcadores genéticos, possivelmente
em conjunto com outros fatores preditivos, poderiam ser usados para otimizar os
regimes de tratamento e a duragdo em contextos com recursos limitados, aumentando
a eficacia e as chances de RVS. Portanto, é de grande importancia a inclusdo do
rs8109886 no ensaio de PCR em tempo real de deteccdo simultanea dos SNPs
rs12979860 e rs8109917 (113). Como descrito neste estudo, a taxa de RVS para GT1
foi de 86% e para GT2/3 de 84%, em pacientes com combinacdo de variaveis
preditivas. Sendo assim, a terapia personalizada pode melhorar a taxa de RVS e
diminuir os eventos adversos. Interessante ainda que, estudos tém mostrado que os
polimorfismos na regido do IFN-A também estdo associados com o desfecho do
tratamento de paciente com HCC tratados com os inibidores de proteases, os AADs,
(112), apresentando assim a possibilidade de diminuir o tempo da administracdo dos
AADs em pacientes homozigotos do alelo C (rs12979860) (114), gerando assim uma
substancial economia para a Saude Publica.

Os genes IFNL3 e 4 codifica as proteinas IFN-A3 e 4, que pertencem a familia
de interferon tipo Ill caracterizada por uma poderosa atividade antiviral. E bem
conhecido por sua capacidade de controlar a replicacao viral pela ativagao de vias de
sinalizacao celular que induz ISGs (95), ambas proteinas IFN-A3 e IFN-A4 estimulam
0 mesmo conjunto de ISGs (115). Estao relacionados a promover resposta antiviral
contra varios patégenos humanos, incluindo os virus da hepatite B e da
imunodeficiéncia humana. Também foi demonstrada a capacidade do IFN-A na
inibicdo da replicacdo do DENV-2 (116). Aléem disso, foi descrito que fetos de
camundongos fémeas com auséncia de sinalizacdo IFN tipo Il aumentaram a
replicacdo do ZIKV na placenta e no feto quando infectados no final da gestacao.
Reciprocamente, o tratamento de camundongos gravidas com IFN-A2 reduziu a
infeccdo pelo ZIKV (117).

Curiosamente, nenhum desses trés SNPs (rs12979860, rs8109886 e
rs8099917) estédo localizados na regido codificadora do IFNL3 ou 4, e 0 mecanismo
pelo qual essa variante afeta a resposta as terapias do HCV ainda néo esta claro. As
variantes genéticas ndo-codificadoras podem ter efeitos funcionais impactados pela

estrutura do RNA, podendo ser regulado por variante proximo ou distante do gene.
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Os SNPs rs368234815 e rs117648444, sao descritos como 0s SNPs funcionais
desta regido localizados na regiao exdnica do IFNL4 (85,93). Contudo, o forte LD
observado em muitas populacdes na regidao do IFNL, dificulta a identificacdo das reais
variantes funcionais responsaveis pelos fenoétipos. O alelo rs368234815-AG, que cria
um quadro de leitura aberta para um novo interferon humano, o IFN-A4, esta associado
a diminuicdo da capacidade de eliminagdo do HCV, consequentemente uma menor
taxa de RVS (85). Enquanto que, rs117648444 apresenta uma substituicdo de um
aminoacido na proteina do IFN-A4, alterando uma prolina para uma serina (P70S) com
substancial modificagdo na atividade antiviral do IFN-A4 (85), o polimorfismo
rs117648444-IFNA4-S70 foi associado a uma maior taxa de RVS (93).

Recentemente, o SNP rs12979860 foi descrito estar localizado na regiao
intronica do novo IFN tipo Il designado IFNL4 e 367 pares de bases de uma variante
dinucleotidica funcional (rs368234815, anteriormente descrito como ss469415590;
IFNL4-TT/AG) localizado dentro do primeiro exon IFNL4, possui um forte LD com
estes trés polimorfismos funcionais (rs368234815, rs117648444 e rs4803217) menos
na populacédo africana, embora esses dados carecam de replicacdo independente
(93,115). Outro estudo descreve que o rs4803217 influencia na regulacdo da
eficiéncia da traducdo de mRNA pela IFNL3 3 'UTR em células HelLa, possivelmente
alterando funcionalmente as AREs (118). Estudos de andlise epigenética no IFN-A3
mostraram que em individuos infectados pelo VHC GT1, rs12979860 gendtipos C/C
tinham niveis de metilacdo mais baixos em relacdo a C/T ou T/T, consequentemente,
rs12979860-CC teriam uma atenuacdo na expressao génica pela inibicdo da
transcricdo. No entanto, nenhuma correlacdo foi encontrada entre os niveis de
metilacdo do IFNA-3 e expressao de mRNA no sangue periférico, mas o autor sugeriu
que a metilacao pode regular um gene diferente naquela regido (119).

O sistema imunolégico de pacientes com HCC permanece em constante
atividade para controlar a infeccdo, apresentando assim niveis séricos altos de
citocinas pro-inflamatoria e regulatérias, algumas destas quimiocinas foram
identificadas como biomarcadoras (120). Similar aspecto fenotipico foi observado
antes do tratamento neste estudo, niveis altos de citocinas e quimiocinas do perfil de
resposta imunoldgica Thl e Th2. A quimiocina CCL5 é comumente induzida por
macrofagos e células de Kupfer em contato com VHC, atuando na ativacdo de
moléculas inflamatérias e marcadores de fibrose nas células estreladas hepaticas, e

podem desempenhar um papel significativo na inflamacéo hepatica e na fibrose (121).

81



Neste estudo, alta producao de CCL5, foi observada em pacientes ndo respondedores
a partir da 22 semana de tratamento, sugerindo ser um biomarcador para progressao
da doenca hepatica. Como demonstrado, em pacientes com doenca hepatica
cronica e em modelo animal onde CCL5 e CCR5 estdo super expressos, e com a
delecdo do CCL5 gerou diminuicdo de apoptose, a proliferacdo compensatoéria e a
fibrogénese devido a reducéo da infiltragdo de células imunoldgicas (122).

Em relacéo as quimiocinas, CCL3 e CCLA4, foi observado altos niveis séricos
nos pacientes antes do tratamento e baixo nivel na 122 semana de tratamento foram
associadas a RVS, sendo que a distribuicdo heterogénea dos niveis de citocinas
demonstrou existir uma variavel de confusdo. Ao estratificarmos pelo gendtipo do
rs12979860, foi observado diferenca significativa na concentragcdo de CCL4 em
pacientes homozigotos do alelo C que apresentaram efeito modulador, concluindo que
niveis baixos desta citocinas estdo associados com a RVS. Estes resultados
corroboram com estudos que mencionam niveis séricos basais elevados dessas
guimiocinas, associados a ndo resposta no soro e no figado (123). Portanto,
sugerimos o CCL4 como um forte biomarcador. Outro relato descreve niveis séricos
altos de CCL4 antes do tratamento como o unico fator que esta independentemente
associado a ndo resposta ao tratamento com terapia com IFN-a (111). Alem disto,
niveis baixos de CCL4 pré-tratamentos podem prever com seguranca um resultado
favoravel do tratamento (124), de acordo com observado neste estudo.

Altos niveis da quimiocina CXCL10 também s&o associados a inflamacéo e
patogénese da infecgdo crbénica pelo VHC, assim como foram associados a falha do
tratamento (125,126). O CXCL10 codifica uma proteina induzida por IFN-y (IP-10),
que é um fator quimiotatico para neutréfilos. As quimiocinas CCL4 e CXCL10 sé&o
secretadas por varios tipos de células em resposta a IFNs, em especial CCL4, que
desempenha um papel crucial no recrutamento de células T em sitios infectados
promovendo inflamag&o e dano tecidual (127). Quimiocinas e seus receptores sao
centrais na inflamacédo hepatica associada ao HCV (128), estando envolvidas na
imunopatogénese da hepatite crénica (123). Os nossos resultados, demonstraram que
baixos niveis de CXCL10 estdo associados a obtencdo da RVS. Sendo assim,
sugerimos que CXCL10 também pode ser utilizada como biomarcadores na predicéo
do sucesso do tratamento.

No presente estudo foi observado que individuos com genotipo rs12979860-

CC mantiveram os niveis CCL4 e CXCL10 néo alterados em relacdo ao tempo de
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tratamento. Entretanto, na comparacao entre os alelos preditivo e de risco, observou-
se diferentes padrdes de secrecdo dessas quimiocinas. De fato, os niveis destas
quimiocinas podem predizer um clareamento efetivo do HCV, indicando que o esse
balanco esta associado ao bom prognostico (125,129). Observou-se que altas
quantidades de CXCL10 foram associadas com a falta de resposta ao tratamento, e
0s niveis equilibrados de CXCL10 em pacientes indicaram alcance de RVS, como
também foi visto este efeito de modulacdo nos niveis de CXCL10 nos voluntarios
sadios. Entretanto, estudos demonstraram que pacientes infectados pelo GT1
tratados com Peg-IFNa/RBV que ha aumento dos niveis séricos basais de CXCL10,
bem como uma resposta viroldgica bem-sucedida caracterizada por uma reducao
acentuada dos niveis de quimiocinas intra-hepaticas (120). Uma limitagcdo no nosso
estudo foi ter baixo numero de pacientes nos subgrupos de homozigotos CC para
rs12979860 e 8109886, o que reflete que existiu um viés de selecdo positiva para o
alelo desfavoravel a rs12979860-T e 8109996-A em nosso coorte.

A resposta a terapia baseada em IFNa depende da expressdo de ISGs em
pacientes antes do inicio do tratamento e as variagdes proximas ao loci IFNL3 (IL28B)
se correlacionam com a inducao do ISG no figado (120). Um recente estudo analisou
detalhadamente, a associacao entre expressao hepatica dos IFNs tipos I, Il e Ill e os
ISGs, confirmando que a expressdo hepatica do IFNL2/3 e IFNL4 é a principal
responsavel pela inducéo de ISGs na resposta a infec¢ao pelo HCV (130).

Curiosamente, voluntarios sadios apresentaram niveis mais altos de IFNA1 do
gue os pacientes com HCC, sugerindo uma regulacdo negativa do gene IFNA1 nesses
individuos. Corroborando com os dados obtidos apartir de amostras de chimpanzés
com infeccdo aguda, apresentando niveis minimos de IFN-a no figado e néo
detectaveis no sangue (77). Este fato, pode ser explicado pelas andlises in vitro,
utilizando células Huh-7.5 (linhagem celular de figado humano) infectadas com HCV,
gue exibiu uma resposta antiviral ineficaz ao tratamento com IFN-a, enquanto que com
IFN-A produziu uma forte e sustentada resposta antiviral. Demostrou-se que as células
infectadas cronicamente induziram estresse do RE e autofagia que regulou
negativamente o receptor do IFN tipo | (IFNAR1), mas ndo os receptores dos IFNs
tipo 1l e lll, resultando na sinalizagdo JAK-STAT pelo IFN-a defeituosa. Podendo ser
explicado, pelo fato, de que as células epiteliais do figado expressam abundantemente

IFN-A e seus receptores (131).
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Em acordo com os dados da literatura, os resultados encontrados neste estudo,
sugerem que os ISGs da via de sinalizacdo do IFN tipo | e Il foram regulados
positivamente pelos IFN-A3 e 4. Estudos demonstraram que um aumento na
expressao de ISGs no figado antes do tratamento do paciente responde mal a terapia
com Peg-IFNo/RBV (120), enquanto que baixos niveis estdo associados a uma
resposta favoravel ao tratamento. O alelo protetor correlaciona-se com uma menor
expressao de ISGs e, nagueles com o alelo de risco, niveis mais baixos de IFN-A3
intra-hepatico foram associados com maior expressao de ISG (Mx1 IFI44 e IFIT1) (88),
corroborando com o0s niveis mais altos do IFl44, encontrados neste estudo, se
relacionaram com individuos ndo respondedores. Visto em outro estudo o
polimorfismo funcional da regido do IFN-A rs368234815-AG mostrou a correlagdo com
altos niveis de ISGs e probalidade de nao responder ao tratamento com Peg-IFNa.

Estudos descrevem que pacientes com HCC apresentam niveis séricos mais
baixos de IFN-A1 (IL29) do que em pacientes com HCA que obtiveram eliminacgéo viral
espontanea (132). Outro estudo, também descreveu niveis menores de IFN-A2
(IL28A) e IFN-A3 (IL28B) nos pacientes com HCC do que nos pacientes com
eliminacao viral espontanea. Devido a regulacdo na traducdo de mRNA, diferencas
sutis nos niveis do gene IFNL3 como parte funcional do gendtipos, relatadas em
alguns estudos podem subestimar as diferencas reais nos niveis de proteina IFN-A3
(118,133). Enquanto que, pacientes com genétipos rs12979860-CC apresentaram
maiores niveis de IFN-AL1 e IFN-A3 do que pacientes com gendtipo TT (96). Contudo,
ha dados divergentes na literatura em relacdo aos niveis desta citocina. Niveis IFN-
A3 mais elevados estéo relacionados com depuracao viral de pacientes tratados com
peg-IFNa/RBV, e o gendtipo rs12979860-CC correlaciona com 0s niveis mais altos,
observados em tecido do figado ou em células do sangue periférico (86,87,132,133),
enquanto em um estudo ndo, nao identificamos uma diferenca nos niveis de
expressao entre o0s genodtipos de IFNL3 (rs12979860) em PBMCs como nos
subgrupos de células como mondcitos, células NK e dendriticas (134,135).

Entretanto, neste estudo, foi observado uma sutil diferenca da expressao
génica do IFNL3 e 4 entre os gendtipos do SNP rs12979860. Corroborando com
estudo que analisou diferencas nos niveis de IFN-A3 entre os gendtipos do
rs12979860, onde individuos com eliminacéo viral espontanea gendtipo CC tinham
altos niveis IFN-A3, enquanto que, foi observado em pacientes com HCC menores

niveis de IFN-A3 e sem diferenca significativa entre os genotipos. Além disso,

84



observamos niveis altos da expressao génica IFNL3 e 4, nas amostras dos pacientes
com HCC antes do tratamento e o declinio apds o inicio do tratamento, o que difere
do relato onde niveis séricos de IFN-A3 com niveis mais baixos antes do tratamento e
um aumento na 42 semana de tratamento estaria assoiado a bom prognostico. Em
contrapartida, em nossas analises foram observados niveis menores do IFNAL antes
do tratamento, notavelmente, os IFNL3 e IFNL4 tiveram um declineo logo apos o inicio
do tratamento e o IFNA1 teve o aumento, demonstrando o efeito antagonista do IFNL3
E IFNL4 sobre o gene do IFNAL, como também os niveis séricos do IFN-a, como
descrito na literatura. Recentes evidencias relatam que expresséo de ISGs no figado
correlaciona com o IFNL, mas ndo com IFN tipo | (130).

Nossos dados ndo apresentaram diferenca significativas nos niveis de mRNA
apartir de sangue entre as variaveis, do desfecho do tratamento, entre os dois tipos
de alfapeinterferonas. Entretanto, apresentou diferencas significativas entre os
genadtipos do rs12979860 dos genes IFI6, IFI16, IRF9, IFIH1 e sutil diferenca dos
genes RIG-1 e RNASEL. Apresentando niveis mais baixos dos genes induzidos pelo
interferon, IFI6 e IFI16, em pacientes homozigotos do alelo preditor rs12979860. Foi
descrito que a expressado destes genes IFI6 e IFI16 foi altamente preditiva para
eventual responsividade da terpaia combinada Peg-IFNo/RBV, maior expresséo
foram associados com resposta mais fraca (136). O gene IFIH1 desempenha um
papel importante na resposta imune inata desencadeada pela infeccéo viral, foi
observado sutil diferenca entre os genotipos com niveis mais altos para 0 rs12979860-
CC.

Portanto, podemos sugerir que o papel de niveis de IFN-A regulados
geneticamente poderia ser a modulacéo com ajuste fino dos niveis de IFN-a e de ISGs
necessarios, onde niveis 6timos ou moderados sao capazes de controlar a replicacao
viral e a progressado inflamatéria enquanto que niveis elevados nédo seriam tédo
eficientes. Assim, os SNPs rs12979860 e rs8099917 podem ser sitios para fatores de
transcricdo e alvos de metilagdo resultando na regulacdo da expressao de IFNLS3,
onde uma menor expressao de ISGs nos haplétipos respondedores em resposta a
terapia por IFN-a (137) (128)(127)(126)(126)(125)(124)(123). Um estudo in vitro
avaliou a expresséao de ISGs induzidos pelos IFN-a e IFN-A recombinantes em células
Huh-7.5 (138), e observou a fosforilacdo de STAT1 e STAT2 ap0s tratamento com
IFN-A ocorreu mais rapidamente e foi eliminada mais rapido do que a estimulagéo pelo

IFN-a. Os resultados obtidos também com bloqueio dos receptores IFNs tipo |, Il e lll,
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demonstrou uma cinética de fosforilagcdo distinta associada a cada receptor, foi
observado que o IFN-A induz a ativacdo da maioria dos genes induzidos pelo IFN-aq,
embora com cinética diferente sugerindo que multiplas proteinas precisam interagir
perfeitamente para construir uma rede antiviral eficiente.

Embora os DAAs atualmente sejam a terapia padrao para o CHC, induzindo
90% da RVS nos pacientes do VHC-GT1, a maioria dos individuos em todo o mundo
nao tem acesso a esse esquema de tratamento, principalmente por seu alto custo. No
entanto, muitos paises em desenvolvimento mantém a terapia baseada em IFN como
a opcao de tratamento (139). Assim, o Peg-IFNa permanece uma opcao para
pacientes infectados pelo VHC, para o genatipo viral 3, com falhas de DAA, bem como
criangas, pacientes com coinfeccdo por VHB, particularmente aqueles com alta
probabilidade de resposta (70,114).

Em resumo, nossos dados sugerem que a combinacdo de genotipos
rs12979860, rs8109886 e rs8099917 sdo preditores mais precisos de bom
prognostico, durante o tratamento com Peg-IFNa/RBV de pacientes com HCC da
populacao brasileira. Como foi sumarizado na figura 39, nosso estudo demonstrou
que o aumento da RVS foi independente do gendtipo viral e esta intrinsecamente
correlacionado com seus alelos preditivos. De fato, o genétipo preditor desencadeou
nos pacientes com HCC um perfil fenotipico caracterizado por um balango entre IFNL3

E IFNL4 e IFNAL, além de um padréo equilibrado nos niveis de ISGs e quimiocinas.
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Figura 39. Modelo esquematico mostrando os principa is achados deste estudo. Pacientes com
HCC sé&o incapazes de eliminar o VHC, apresentam aumento da expressdo de ISGs (Genes
estimulados por interferon), aumento da expressdo de IFNL3 E IFNL4 e diminuicdo da expressao
IFNAL. Ap6s o inicio do tratamento, pacientes infectados, tanto com genétipo viral GT1 ou GT2/3,
passaram a apresentar baixa expressdo de IFNL3 E IFNL4 e aumento da expressao de IFNAL.
Notavelmente, a combinacdo génica dos SNPs rs12979869-CC/rs8109886-CC/rs8099917-TT se
mostrou um importante fator preditivo, independente do genétipo viral, ampliando a predicao da RVS.
Os baixos niveis séricos das quimiocinas CCL4 e CXCL10 foram relacionados com a RVS, sendo
modulados pelo genétipo preditor rs12979860-CC.
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6- CONCLUSOES

Foi confirmado a associacdo de polimorfismos da regidao do gene IFNL3 E
IFNL4 (rs8103142, rs8105790, rs8113007, rs1188122, rs12982275, rs12979860,
rs4803221, rs4803222, rs8109886 e rs8099917), com o desfecho ao tratamento com
alfapeginterferona, nesta coorte da populacéo brasileira.

A arquitetura genica da regido do IFNL3 e IFNL4 é similar as populacdes
amerindias e europeia, com similar LD, onde os SNPs rs12979860, rs8100886 e
rs8099917, podem representar todo este bloco de haplétipo.

O SNP rs8109886-CC é um forte preditor de desfecho do tratamento com a
terapia a base de Peg-IFNa, carreia os genotipos preditores, rs12979860-CC e
rs8099917-TT.

A combinacéo dos gendtipos rs12979860-CC, rs81098886-CC e rs8099917-TT
juntamente com fatores preditivos do hospedeiro e do virus GT1 e GT2/3, podem
auxiliar no tratamento personalizado, obtendo uma melhor taxa de RVS nos pacientes
submetidos a terapia.

Foi demostrado o efeito induzido pelo SNP rs12979860 em relag&o aos niveis
das quimiocinas pré-inflamatérias CCL4 e CXCL10, mostrando diferentes padrdes
entre os alelos preditivo e o de risco.

Nossos dados sugerem um efeito antagonista entre IFN-A e IFN-a. E que
pacientes com HCC possuem niveis altos de ISGs podem ter sido induzidos pelo IFN
tipo 11l e n&o pelo IFN tipo I.

Foi identificado que as quimiocinas CCL3, CCL4 e CXCL10 podem ser
consideradas biomarcadores do perfil de resposta ao tratamento. Enquanto que, a
quimiciocina CCL5 poderia ser utilizada como biomarcador na progressao da doenca
hepética.

N&o foi demostrado diferenca significativa, nos niveis séricos e nem na
transcricdo de mRNA de citocinas analisadas neste estudo, entre os dois biofarmacos.

A genotipagem destes SNPs rs12979860, rs81098886 e rs8099917, podera ser
utilizada em pacientes com HCC submetidos aos novos tratamentos com AADSs,

visando avaliar seu efeito na resposta ao esquema terapéutico.
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8- ANEXOS

8.1 Anexo A — Tabelas com sequencias dos genes

Tabela 1 - Listagem dos pares de sequéncias senso e antisenso dos genes analisados
neste estudo.

Genes Sequencia Sense (5" — 3') Sequencia anti-sense (5 — 3')
AIRE GCCTGCCAAGGATGACACT AAGGTGTGCTCGCTCAGAA
BCL2 CCCCTGGTGGACAACATC CAGCCAGGAGAAATCAAACAG
CASP5 TGGCTGCTCTTCTGCAAATC GTCTGCGGTCCTCTCTCTTT
CCL22 GAAACACTTCTACTGGACCTCAGAC TCTTCACCCAGGGCACTCT
CCR6 ACAATGAGCGGGGAATCAAT AGCCTGGAGAACTGCCTGAC
CCRY GTGGTGGCTCTCCTTGTCAT TGTGGTGTTGTCTCCGATGT
CD19 GGCAGCGGCTACGAGAAC GGCTGGGTCAGCTCTTCAT
CD209 TTCACCTGGATGGGACTTTC CTTGAAGCTGGGCAACAGAG
CD3E TGAGGGCAAGAGTGTGTGAG CCCCAGTGATGCAGATGTC
CD4 AGAGCCACTCAGCTCCAGAA GAGACCTTTGCCTCCTTGTT
CD46 TTGCCATAGTTGTTGGAGTTG CACCATCTGCTTTCCCTTTC
CD48 GACCAGCATTCAAGGTCACT TAGTTCTCAGGCAGGCTCTCA
CD68 CGACCTGCTCTCCCTGAG CACTGGGGCAGGAGAAACT
CD83 GAAACCTAAGTGGCAAGGTGAT CAGGACAATCTCCGCTCTGT
CD8A AACCACAGGAACCGAAGAC TCCCTCAAAAGGAAGGATCTC
CFB GGATATGGAAAACCTGGAAGA GAAGGGCGAATGACTGAGAT
CFH CAGAACCACCAAAATGCTTACA TGTTTGGCTGTCCACCTTAAT
CLEC5A ACGGCTTCATTACCACAAGG TGTGGATCCTTTTCCTTTGC
CTLA4 GCAGTTAGTTCGGGGTTGTT GTTGGGGGCATTTTCACATA
CXCL10 TTCCTGCAAGCCAATTTTGT CCTTTCCTTGCTAACTGCTTTC
CXCL13 GTGGGAATGGTTGTCCAAGA TTCAGCTTGAGGGTCCACAC
DOK2 GCATGGAGGAAAATGAATTGTA GCACCTCTCACTGGCTTCTG
EBI3 CTGGCCCTTCCCAGAGAT CACAGCCCTGAGGATGAAG
FOXP3 AGAAGCAGCGGACACTCAAT CTTGTGCAGACTCAGGTTGTG
GATA3 CCAAGCGAAGGCTGTCTG TCCTCCAGAGTGTGGTTGTG
GNLY CTCGTGGCCGGAGAAACT TTCCACAGGACAAGGTGAGA
GZMA TGATTGGAATGAATATGGTTTG CAACAAAGGGCTTCCAGAAT
GZMB GGGGGACCCAGAGATTAAAA TGCCATTGTTTCGTCCATAG
IFI16 TTGAATTGGCACCGAAAAGT TTTCTTGTTTTTCCTGGTCTTGA
IFI35 GGTTTGCTAGGGATGGAGTG ACTGGCTGCGACCTGATCT
IFl44 GGGAGCTGGACCCTGTAAA TTTCCTCCCTTAGATTCCCTATT
IFI6 CTGGTCTGCGATCCTGAATG ATACTTGTGGGTGGCGTAGC
IFIH1 CTAGCCTGTTCTGGGGAAGA CACTTCTTTTGCAGTGCTTTGT
IFIT1 AGAACGGCTGCCTAATTTACAG TCAGGCATTTCATCGTCATC
IFIT2 GCACTGCAACCATGAGTGA GGAGTTTTCTCCCTCCATCAA
IFIT5 CATGAGTGAAATTCGTAAGGACAC ACCTCAAACAGATCAATGTCTTC
IFITM1 TTCTTGAACTGGTGCTGTCTG CCCAGATGTTCAGGCACTTG
IFITM3 CGCCTACTCCGTGAAGTCTA GGGATGACGATGAGCAGAAT
IFNal GCCATCTCTGTCCTCCATGA TGGTAGAGTTCGGTGCAGAAT
IFNAR TGCTGCGAAAGTCTTCTTGA CGATTTGTTCCTCAGAAGTTGA
IFNB CATTACCTGAAGGCCAAGGA CAGCATCTGCTGGTTGAAGA
IFNG TGACCAGAGCATCCAAAAGA ATTGCTTTGCGTTGGACATT
IGF1 TGCCCAAGACCCAGAAGTAT CCCTCTACTTGCGTTCTTCA
IKZF2 TTTCTCTGGTGCCTTTTGAGA GAGCTTTTCCCCCACAAACT
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Tabela 2 - Listagem dos pares de sequéncias senso e antisenso dos genes analisados
neste estudo.

Genes Sequencia Sense (5' — 3') Sequencia anti-sense (5° — 3')
IL12A CCAAGAATGAGAGTTGCCTAAA TAAGGCACAGGGCCATCATA
IL13 CTGGTCAACATCACCCAGAA TGCAGCCTGACACGTTGAT

IL15 TGCAAAGTAACAGCAATGAAGTG CATTCCCATTAGAAGACAAACTG
IL17A GGAATCTCCACCGCAATGA GCTGGATGGGGACAGAGTT
IL18 TTTAAGGAAATGAATCCTCCTGAT TTCAAATTGCATCTTATTATCATGTC
IL1A TGTGACTGCCCAAGATGAAG CCGTGAGTTTCCCAGAAGAA
IL1B GGACAGGATATGGAGCAACAA TCTTTCAACACGCAGGACAG
IL2 AGCTCAAAGCAAAAACTTTCAC TGTTGTTTCAGATCCCTTTAGTTC
IL21 TGAATGACTTGGTCCCTGAAT TGACTTTAGTTGGGCCTTCTG
IL22RA1 CAGACCGGACATGGACCTAC AGGCGGCTTGGTGACATA
IL23A TGGGACACATGGATCTAAGAGAA GTCACAGCCATCTCCACACT
IL23R GCTGGTGTCATGGAGGAATTA TTTCCTTGGTTGGCAGTTCT
IL2RA GCCTCGTCACAACAACAGATT CTCAGGAGGAGGACGCTGAT
IL5 GAGACCTTGGCACTGCTTTC TGCACAGTTGGTGATTTTTATG
IL7 ATAGCACTGGTGATTTTGATCTC CTTTGTTGGTTGGGCTTCAC
IL9 TTGTCTCTGTTTGGGCATTC TGCATGGTGGTATTGGTCAT
IRF3 TCGAGGTGACAGCCTTCTAC GCCTCACGTAGCTCATCACT
IRF7 TGATGCTGCGGGATAACTC CCTGTGGTGGTGGGACAG
IRF9 TCCAGCCATACTCCACAGAA AGGCTCTACACCAGGGACAG
ISG15 GAGAGGCAGCGAACTCATCT CCAGCATCTTCACCGTCAG
LAG3 CACCTCCTGCTGTTTCTCATC GTCTTGGTCGCCACTGTCTT
MARCO CCAGGGAGTGAAAGGATCTTC TCGGTTACTACTGCCGACAA
MSR1 GGGATACCCAGGTGTTCAAG TCTCCCAAAACAAAACACTTCA
OAS1 GGCTGAATTACCCATGCTTTA ATCGTCGGTCTCATCGTCTG
OAS2 GTTGGTGTTGGCATCTTCTG CCACAACTTCCTGGTGTCTG
OAS3 TGTTGGAGACTTCCTGAAACAG ATGCAGCACAGGGCAGAT
OASL AAATTTCTGCCCATCCTTCAG TGGCTTTCACATACTGCTGGTA
OSM CCAGCTCCAGAAGCAGACA TGCTCTCTCAGTTTAGGAACATC
PDL1 AGGGAGAATGATGGATGTGAA CGTCTCCTCCAAATGTGTATCA
PRF1 AAGACCCACCAGGACCAGTA AGCGGGGGAGTGTGTACC
PTPRC AGGGATGGATCTCAGCAAAC TGCGTAGAGCTTTTACCACTTG
RIG-I AAGCCTTGGCATGTTACACAG GGCTTGGGATGTGGTCTACT
RNAse L ACCTGGGCCTTCTGAACATT CGGATGAACTTTAGCAGATCAC
SLAMF7 GAGTACGACACAATCCCTCACA CATCTTTTTCGGTATTTCCACAG
SOCS3 AAGGACGGAGACTTCGATTC GGAAACTTGCTGTGGGTGAC
STAT2 CCAGATTTGCCCTGTGATCT AAACCTCATCCACGGTGTTC
STING ATATCTGCGGCTGATCCTGC CATCTGCAGGTTCCTGGTAGG
TBK1 GAAGGGCGACGCTTAGTCTT ACCCCTGTTATTGCCTTAGCC
TBX21 CCAACAATGTGACCCAGATG TCTCCGTCGTTCACCTCAA
TICAM1 GGATCCCTGATCTGCTTGG GAGGTGGTGAAGGCATGTTC
TLR5 CCCTCTGCCCCTAGAATAAGA AAGGCTATTCGGCCATCAA
TNFAIP6 CCAGGCTTCCCAAATGAGTA CAAGCAACCTGGGTCATCTT
TNFRSF18 GAGTGGGACTGCATGTGTGT CACTGGAAGCCAAAACTGAA
TNFRSF9 GTTGTTAAACGGGGCAGAAA CTGGAAATCGGCAGCTACA
TREX1 AGACCCTCTCAGACAGTCGAA GACAGCAGATGGTCTTGGCT
TWIST1 CATGTCCGCGTCCCACTA CATTTTCTCCTTCTCTGGAAACA
18S AGGATGAGGTGGAACGTGTG CTTCACGGAGCTTGTTGTCC
B2M AGATAGTTAAGTGGGATCGAGACA  ATTAAAAAGCAAGCAAGCAGAA
GAPDH AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT CAACAGCCTCAAGATCATCAGCAA
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8.2 Anexo B — Parecer do Comité de Etica em Pesquis  a.

Figura somente da primeira e ultima folha do parecer consubstanciado emitido
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