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Resumo

As citocinas possuem um papel fundamental na regulacdo da resposta
imunoldgica. Na infecgdo causada pelo virus da hepatite C (VHC), os niveis de
produgao das citocinas podem interferir na progressao da doenga, persisténcia
viral e resposta terapéutica. Os genes de citocinas séo polimorficos em sitios
especificos, e determinados polimorfismos localizados em regides
codificadoras/regulatérias podem alterar a expressao e a secregao das citocinas.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar a freqiiéncia de alelos polimérficos nos
genes do TNF-a, TGF-B1, IL-10, IL-6, e IFN-y em pacientes portadores da
infeccdo crénica causada pelo virus da hepatite C. Foram avaliados 128
individuos, 34 mulheres e 94 homens, com o diagnostico de infecgéo pelo virus da
hepatite C baseado em achados laboratoriais. A genotipagem das citocinas foi
realizada através da PCR-SSP, utilizando o kit da One Lambda Incorporation -
“Cytokine Genotyping Tray”. Foram comparadas as distribuicbes dos seguintes
polimorfismos: TNF-a (-308G/A), TGF-p1 (c6don10 T/C, cédon 25 G/C), IL-10 (-
1082 A/G; -819T/C; -592A/C), IL-6 (-174G/C) e IFN-y (+874T/A), entre estes
individuos infectados pelo VHC e controles sadios doadores de sangue. Foi
observada diferenga estatisticamente significante na freqiiéncia do polimorfismo
do gene do TGF-B1(cédon 25) entre os individuos sadios e os individuos
infectados com VHC . Nao foi observada significancia estatistica nas frequiéncias
alélicas e genotipicas dos genes que codificam TNF-a, IFN-y, IL-10, TGF-p1
(cédon 10) e IL-6 entre individuos infectados com o VHC e controles sadios. Estes
achados sugerem uma associagdo entre o polimorfismo do gene do TGF-$1
(cédon 25) e a susceptibilidade para o desenvolvimento da infecgdo cronica
causada pelo VHC. Estudos complementares de individuos expostos ao VHC que
conseguiram eliminar o virus e de pacientes portadores do VHC com avaliagao do
grau de lesdo hepatica sdo necessarios para determinar o papel do polimorfismo
do gene do TGF-B1 (cédon 25) na susceptibilidade e no estadiamento/progressao
da infecgdo causada pelo VHC.

Palavras-chaves: hepatite C, genes, citocinas, polimorfismo (genética).



Abstract

Cytokines play a key role in the regulation of immune responses. In hepatitis C
virus infection (HCV), the production of inappropriate cytokine levels appears to
contribute to the progression of the disease, viral persistence and affects response
to therapy. Cytokine genes are polymorphic at specific sites, and certain
polymorphisms located within coding/regulatory regions have been shown to affect
the overall expression and secretion of cytokines. The aim of this study was to
characterize the frequency of genotypes associated with polymorphisms of TNF-a,
TGF-B1, IL-10, IL-6, e IFN-y in patients with chronic hepatitis C virus infection. We
enrolled 128 individuals, 34 females and 94 males, infected by hepatitis C virus.
Genotyping was carried out by PCR-SSP using the kit One Lambda Incorporation -
“Cytokine Genotyping Tray’. We compared the distribution of the following
polymorphisms: TNF-a (-308G/A), TGF-p1 (codon10 T/C, codon 25 G/C), IL-10 (-
1082 A/G; -819T/C; -592A/C), IL-6 (-174G/C) and IFN-y (+874T/A), between these
subjects infected by HCV and a control group of blood donors. We demonstrated a
statistically significant difference in the frequency of TGF-g1 codon 25
polymorphism between healthy subjects and those infected with HCV. We did not
detect any significant differences in the alleles and genotype frequencies of the
polymorphisms in the genes that encode TNF-a, IFN-y, IL-10, TGF-31 codon 10
and IL-6 between these groups. These findings suggest that TGF-p1 codon 25
polymorphism could be associated with susceptibility to chronic HCV infection.
Further studies, including HCV exposed individuals who have cleared the virus as
a control and patients with moderate/severe hepatitis C, are required to determine
the true role of TGF-B1 codon 25 polymorphism in susceptibility and
severity/progression of HCV.

Key words: hepatitis C, genes, cytokines, polymorphism (genetics).



1. Introducdo

A infecgao pelo virus C da hepatite (VHC), inicialmente descrita como uma
forma de transmissao parenteral de hepatite ndo-A nao-B, corresponde a cerca de
90% das hepatites pés-transfusionais. A infecgédo pelo VHC é mais prevalente em
individuos transplantados, transfundidos, pacientes dialisados, usuarios de drogas

intravenosas e tatuados.

A hepatite C aguda evolui, apés um periodo de incubagdo médio de sete
semanas, na maioria dos casos, de forma anictérica e assintomatica. Cerca de
80% dos individuos infectados desenvolvem hepatite crénica, sendo que em torno
de 20% destes casos evoluem para cirrose, com possivel progressao a carcinoma
hepatocelular. Apés a infecgdo aguda, cerca de 1 em 5 casos, evolui para cura
espontanea. O controle da infecgdo parece ser dependente de alguns fatores
relacionados ao hospedeiro, como patrimbnio genético, estados de saude,
nutricional e imunolégico, assim como de fatores inerentes ao proprio virus, como
gendtipo e carga viral.

Desde quando o virus C da hepatite foi descoberto em 1989, tenta-se
esclarecer a resposta imunolégica contra este virus e seu papel na determinagao
da progressao da doenga.

A modulagdo da resposta imune, tanto celular como humoral, é controlada
primariamente pela secregéo de citocinas por varios tipos celulares. A capacidade
maxima de producao in vitro de diferentes citocinas em resposta a estimulagéo por
mitégenos, foi demonstrada como sendo variavel entre diferentes individuos.

Estas diferengas podem ser atribuidas a alguns mecanismos moleculares,
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incluindo variagdes em transcrigéo, tradugéo e vias de secregdo. Recentemente,
um mecanismo potencial foi descrito envolvendo mutagdes conservadas dentro de
regides codificantes e variagbes de seqiiéncias de residuos de nucleotideos
dentro de regides reguladoras (seqiiéncias promotoras, repressoras ou
estimuladoras da transcri¢do). Estes polimorfismos genéticos afetam a expresséao
e secregdo de citocinas tanto in vifro como in vivo, sendo aqui chamados
“polimorfismos funcionais”.

Este trabalho buscou identificar marcadores genéticos potenciais para
suscetibilidade ao desenvolvimento de infecgdo crénica em portadores do VHC
provenientes da cidade de Salvador-BA. Para este fim foram analisados
polimorfismos funcionais em cinco diferentes genes de citocinas (fator de
transformagao do crescimento B1 - TGF-B1 [cédon10 T/C, cédon 25 G/C],
interferon y - IFN-y [+874T/A]}, interleucina 6 - IL-6 [-174G/C], interleucina 10 - IL-
10 [-1082 A/G; -819T/C; -592A/C] e fator de necrose tumoral o - TNF-a -308G/A]).

Estes polimorfismos foram escolhidos por interferirem na produgao dessas
citocinas e existirem associagbes descritas na literatura com outras doengas
infecciosas e de heranga complexa. Além disso, essas citocinas participam de
mecanismos imunolégicos importantes nas infecgées virais, pois o IFN-y e TNF-a
estdo envolvidas na destruicao de células infectadas, a IL-6 estimula a produgao
de anticorpos, os quais sdo importantes para a defesa contra o virus na sua fase
extracelular, enquanto as citocinas IL-10 e TGF-B1 participam na modulagdo
negativa da resposta imune, além do TGF-p1 também estar envolvido na

estimulagao da fibrose hepatica.
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2. Revisao da Literatura

2.1. O virus da hepatite C (VHC)

O virus da hepatite C € um grande problema de saude publica, sendo
estimado que 3% da populagdo mundial esteja contaminada, havendo ainda
provavelmente um grande o numero de pessoas que desconhece o fato de
albergar o virus (STRAUSS, 2001). A infecgdo aguda causada pelo VHC €&, na

maioria dos casos, clinicamente inaparente e de dificil determinagao.

A infecgdo pelo virus da hepatite C representa uma causa comum de
doenga parenquimatosa crénica do figado, caracterizada por inflamagao, dano
celular e reagdes fibréticas no tecido hepatico. A infeccao causada pelo virus da
hepatite C tem como principal consequéncia uma hepatite cronica persistente,
podendo em alguns casos causar cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular.
Além disso, a hepatite C tem tornado- se a principal causa de indicagéo para o

transplante hepatico (LAUER&WALKER, 2001).

O VHC pertence a familia dos flavivirus e possui como alvo mais comum os
vhepatécitos. Sua taxa de replicagdo é extremamente elevada, estimando-se em
mais de dez trilhdes de particulas virais produzidas por dia, mesmo na fase
cronica da infecgdo (LAUER&WALKER, 2001). O VHC é um virus RNA de fita
Unica e polaridade positiva de aproximadamente 9.600 residuos de nucleotideos
que codifica uma unica poliproteina viral (ORF- “open reading frame” - fase aberta

de leitura) (REED&RICE, 2000). Flanqueando a ORF existem regides nao
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codificantes (NC) 5 e 3’ terminais. A regido 5’NC possui sitio de entrada no
ribossomo, por onde é iniciada a sintese protéica. Durante a expressao viral, a
poliproteina precursora de aproximadamente 3.000 residuos de aminoacidos é
clivada no citosol dos hepatécitos, originando as proteinas estruturais, incluindo a
proteina do nucleocapsideo, as glicoproteinas do envelope (E1 e E2) e a proteina
p7, e proteinas nao-estruturais, incluindo as proteases (NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, NS5B), uma helicase e uma RNA-polimerase. As proteinas do
nucleocapsideo, NS3, NS4 e NS5 sdo comumente utilizadas para diagnéstico do
VHC pelos métodos de ELISA e RIBA. A regiao 5’NC e os genes que codificam as
proteinas do nucleocapsideo, assim como outras regides, sdo importantes para

deteccgao do virus e estudos de genotipagem (CLARKE, 1997).

A elevada taxa de mutagdo do VHC (1,44 a 1,92 X 10 3 substituicbes de
nucleotideos/local no genoma/ano), determina a sua classificagdo em quatro
grupos filogenéticos: genétipos, subtipos, isolados e quasispécies. Apesar de nao
haver um sistema de classificagdo padronizado para as variedades genéticas, a
maioria dos pesquisadores concorda que existem pelo menos seis genoétipos
principais € uma gérie de mais de 50 subtipos (SIMMONDS et al, 1993;
SCHREIER et al., 1996; FARCI&PURCELL, 2000).

Dados epidemiolégicos sugerem que a distribuigdo dos gendétipos do VHC
varia entre diferentes regides (DAVIDSON et al., 1995; SCHREIER et al., 1996).
Os gendtipos 1, 2 e 3 estdo mais presentes no Japéo, Europa Ocidental, América
do Norte e América do Sul; o genétipo 4, na Africa Setentrional e Central e no

Oriente Médio; o genétipo 5 na Africa do Sul e 0 6 no Sudoeste Asiatico
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(NOUSBAUM, 1998). Além disso, foram descritas associagdes entre as variagdes
genéticas e as vias de transmissdo (DRIESEL et al., 1994, PAWLOTSKY et al.,
1995), entre as variagdes genéticas e a resposta clinica a terapia com o interferon
(BELL et al., 1997), como também com o desenvolvimento da doenga (GARCIA-
SAMANIEGO et al., 1997), embora esta Ultima associagado seja ainda controversa

(MANGIA et al., 1997).

O gendtipo 1b é mais prevalente em pacientes mais idosos, com cirrose e
carcinoma hepatocelular (LOK&GUNARATNAM, 1997), e parece estar relacionado
com maiores niveis de replicagao viral (SHARARA, 1997). Esse gendtipo também
esta associado a uma ma resposta ao tratamento e maior recorréncia da infecgéo
apos transplante hepatico (SHARARA, 1997). Ele esta associado a formas mais
graves da doenga, podendo essa associagao ser explicada por sua presenga por
periodos mais longos em determinadas regides (NOUSBAUM, 1998), ou a faixa
etaria dos individuos infectados. O genétipo 3a é mais freqliente em populagdes
mais jovens dos paises ocidentais, geralmente entre usuarios de drogas
(FARCI&PURCELL, 2000), entretanto esta associagdo nado foi encontrada em
nosso meio onde o genétipo 1 € mais prevalente neste grupo especifico (SILVA,

2004).

O controle da infecgdo parece ser dependente de caracteristicas do proprio
virus (genétipo, carga viral), do meio ambiente (coinfecgdes, ingestdo de bebidas
alcodlicas) e de fatores do hospedeiro (patrimdnio genético, resposta imune

humoral e celular, perfil de citocinas).
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Em um nimero pequeno de casos a infecgdo tem um curso limitado com a
eliminagdo do VHC-RNA. Os fatores que determinam a eliminagéo espontanea do
virus ou o desenvolvimento de uma infec¢cdo persistente ndo sdao bem
esclarecidos. Um numero crescente de estudos de associagdo genética, tem
sugerido o papel de determinados genes como candidatos a marcadores de
susceptibilidade ou como fatores que possam influenciar o curso da infecgéo

(POWELL et al., 2000; BARRETT et al., 2003)

2.2. Papel de fatores do hospedeiro na resposta a infecgao pelo virus da

hepatite C

Inimeros sdo os trabalhos publicados que buscam correlacionar fatores
genéticos do hospedeiro e susceptibilidade a infecgdo causada pelo VHC,
resposta terapéutica, presenga de co-morbidades (manifestagdes extra-hepaticas)
e progressdo da doenga. O progresso no desenvolvimento de meétodos
moleculares tem permitido detectar variagbes genéticas que interferem na
resposta imune, ou polimorfismos do genoma humano (YEE, 2004), que podem
influenciar nos comportamentos de diferentes individuos frente a infecgbes
diversas, doengas neoplasicas e autoimunes. Essas doengas denominadas de
heranga complexa sao influenciadas por fatores ambientais e por diversos

segmentos génicos, e consiste em um desafio para os geneticistas.
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2.21. HLA

Os antigenos do Complexo Principal de Histocompatibilidade(MHC) sao
glicoproteinas presentes na superficie das membranas celulares. O MHC em
humanos é denominado antigeno leucocitario humano (HLA), sendo determinado
por genes que se localizam no brago curto do cromossoma 6. Os antigenos de
histocompatibilidade podem ser divididos em duas classes: HLA classe | e HLA
classe |l e as diferengas sdo baseadas na distribuigdo dos mesmos nos tecidos e
suas fungdes. As principais proteinas de classe | do HLA sao chamadas A, Be C,
sdo expressas em quase todas as ceélulas nucleadas do organismo e sdo
responsaveis pela ativagado das células T CD8+. As principais proteinas do HLA
classe |l sdao chamadas DR, DP e DQ e sao expressas principalmente pelas
células imunocompetentes, incluindo macréfagos, células dendriticas , linfécitos B

e sdo responsaveis pela ativagdo das células T CD4+.

Existem evidéncias de que determinados perfis de HLA se correlacionam
com susceptibilidade ou resisténcia a infecgédo, evolugdo da doenga e melhor ou
pior resposta terapéutica. Por exemplo, foi observada uma menor freqiiéncia dos
alelos DQB1*0302 e DQA1*0O3 em pacientes do norte europeu portadores de
infecgdo cronica causada pelo VHC quando comparados a controles sadios,
sugerindo uma associagao entre susceptibilidade a infec¢cdo pelo VHC e HLA-DQ
(TIBBS et al., 1996). Em outro estudo no Reino Unido, foi observado que trés
alelos HLA (-DRB1*04, -DQA1*03 e -DQB1*0301) foram significativamente mais
freqlientes em pacientes que eliminaram espontaneamente o virus, quando

comparados com aqueles cronicamente infectados, sugerindo uma associagao
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destes com o controle da infecgdo. Quanto ao alelo DQB1*0302, foi observada

associagao com protegao a infecgdo causada pelo VHC (CRAMP et al., 1998).

THURSZ et al., 1999, descreveram associagdo dos alelos HLA-DRB1*1101
e HLA-DQB1*0301 com eliminagado espontanea do virus em pacientes europeus.
Neste mesmo trabalho, a persisténcia da infecgdo foi associada com os alelos

DRB1*0701 e DRB4*0101.

Muitos estudos observaram associacao dos alelos HLA de classe Il
DQB1*0301 e DRB1*11 com resolugdo espontanea da infecgdo pelo VHC,
predominantemente em populagées caucasianas. Quando realizada uma meta-
analise destes estudos independentes, observou-se estimativas de 3,0 e 2,5 para
os efeitos dos alelos DQB1*0301 e DRB1*11 na resolugdo espontanea da

infecgao, respectivamente (YEE, 2004).

Alguns estudos buscaram associar genes do MHC de classe | e sua relagao
com a infecgao pelo VHC. Foi demonstrada associagédo dos alelos HLA-B*57 e
HLA-Cw*0102 com eliminagédo do virus e dos alelos HLA-A*2301 e HLA-Cw*04

com persisténcia da infec¢gdo em pacientes norte-americanos (THIO et al., 2002).

2.2.2. Papel de outros genes nao localizados no MHC

O papel de outros genes néo localizados no MHC tem sido estudado. Por
exemplo, foi observada maior prevaléncia de individuos homozigotos para delegéo

de 32 pares de base no gene CCR5 (CCR5*A32), receptor de quimiocinas, entre
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pacientes alemaes portadores da infecgao pelo VHC, além da sua correlagdo com
cargas virais mais elevadas (WOITAS et al., 2002). O papel do polimorfismo do
gene MxA , que codifica uma proteina induzida por interferon, foi estudado em
uma populagao japonesa e observou-se que os genétipos G/G na posi¢ao -88 e
C/C na posigdao -123, eram mais prevalentes em individuos nao-respondedores a

monoterapia com interferon (HIJIKATA et al., 2001).

2.2.3. Citocinas

As citocinas sao proteinas soluveis de baixo peso molecular que podem ser
produzidas por quase todos os tipos de células. As citocinas sdo uma familia de
proteinas ou glicoproteinas reguladoras que modulam o crescimento, a
multiplicagdo, a migracao e a diferenciagdo das células, mais significativamente
das células do sistema hematopoiético. Sdo potentes moléculas
imunomoduladoras que regulam a inflamagao e a resposta imune, desta forma
influenciando a ativagéo e a fungéo celular. De maneira geral, com excegéao de
certos fatores de crescimento, que sao produzidas em condigdes fisioldgicas, altos
niveis de citocinas sdao produzidos em resposta a processos inflamatoérios. As
citocinas modulam as fungdes das células de forma autécrina, paracrina ou

endécrina (AOKI&XING, 2004).

Em relagdo a suas agdes fisiologicas e patofisiologicas, as citocinas e seus
inibidores naturais tém um papel importante na defesa do hospedeiro contra

doengas infecciosas, sendo potenciais agentes terapéuticos para tratamento de
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infecgoes (AOKI&XING, 2004). A utilizagdo das citocinas em terapias pode ter
como objetivos aumentar, reconstituir ou diminuir a resposta imune do hospedeiro
contra agentes infecciosos (HEYDTMANN et al.,, 2001). As citocinas também
podem ser usadas como adjuvantes em vacinagées, aumentando os efeitos
imunogénicos das vacinas (AOKI&XING, 2004). De uma outra forma, algumas
citocinas e seus inibidores possuem agao antiinflamatéria e podem ser utilizados
no controle de reagbes imunes causadas pela produgdo exacerbada de citocinas
pré- inflamatérias (HANADA&YOSHIMURA, 2002).

As citocinas tém grande pleiotropismo biolégico e fungdes redundantes ou
compensatoérias entre si dificultando, muitas vezes, a separagdo de seus papéis
individuais. Entretanto, esta claro que as possiveis respostas sdo dependentes do
balango de citocinas. A descricdo de subtipos diferentes de células TCD4,
contribuiu para o entendimento desta regulagdo. Apés a ativagao de células TCD4
virgens, estas proliferam e diferenciam-se em Th1 ou Th2. As células Th1
produzem IFN-y, TNF-Be IL-2 (citocinas proé-inflamatérias) e direcionam a
resposta para um padrao celular. As células Th2 produzem IL-4, IL-10 e IL-13 que
direcionam a resposta para um padrao humoral. A produgéo de IL-10 caracteriza
também essa resposta como anti-inflamatéria, pois esta citocina inibe diversas
células da resposta imune, incluindo macréfagos e células Th1

(MOSMANN&COFFMAN, 1989).

A imunidade adaptativa & geralmente classificada de acordo com o padrao
de secreg¢ao das citocinas e a fungcdo das células T, determinando respostas

imunes do tipo Th1 ou Th2. Nos processos infecciosos, a resposta imune do
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hospedeiro pode seguir um padrado celular (Th1) ou um padrao humoral (Th2)
dependendo da natureza dos agentes infecciosos. Na resposta contra patégenos
intracelulares, como os virus, € desenvolvida uma resposta de padrao celular Th1,
com produgéo principalmente de IL-2 e IFN-y (COFFMAN&MOSMANN, 1991).

As células apresentadoras de antigenos (APCs), incluindo macréfagos e
células dendriticas (DCs), tém um papel fundamental para iniciar e direcionar a
diferenciacao das células T virgens para um fenétipo de resposta Th1 ou Th2 na
fase inicial da ativagdo imune em conjunto com outras células da imunidade inata,
como as células NK, mastdcitos e granuldcitos. Apds o encontro com o patégeno,
as APCs expressam moléculas ativadas em sua superficie e liberam certas
citocinas que podem influenciar o desenvolvimento de um padrdao Th1 ou Th2. O
padrao de resposta determinado é dependente da natureza dos patégenos, do
microambiente e da interagdo das células com as APCs (AOKI&XING, 2004). Por
exemplo, células dendriticas ativadas ou macréfagos produzem IL-12 em resposta
a patégenos intracelulares. Esta IL-12 é crucial para diferenciagado para um padrao
Th1 e importante para produgdao de IFN-y pelas células Th1, células NK e
macréfagos (HEYDTMANN et al.,, 2001). As células Th1 sdo responsaveis pela
ativacdo das células T CD8+, que participam da resposta contra infec¢oes
intracelulares. O completo desenvolvimento da resposta Th1 assegura um controle
efetivo do patdgeno intracelular (NEUMANN-HAEFELIN et al., 2005).

Recentemente, tem-se descrito o papel de células denominadas células T
reguladoras (Tegs) € sua contribuicdo nas doengas infecciosas. Estas células Tregs,

CD4+CD25+, surgem durante o processo normal de maturagdo no timo e

28



sobrevivem na periferia, representando 5 a 10% das células TCD4+. Além da
fungdo de manter a tolerancia , suprimindo a ativagéo e expanséao de linfocitos que
possam causar desordens autoimunes, evidéncias sugerem que estas células
também respondem a antigenos expressos por patégenos (BELKAID&ROUSE,
2005). As Trgs s@0 uma populagéo celular altamente diferenciada com agao
supressora sobre as células T CD4+ e CD8+ antigeno-especificas. Esta
supressao é dose-dependente, requer o contato célula-célula e envolve a
secre¢do das citocinas TGF- e IL-10 (NAKAMURA et al., 2001; ZHENG et al.,
2004; FAHLEN et al., 2005).

Observa-se que a reducdo ou a auséncia desta populagdo de células Tregs
pode melhorar a resposta contra alguns agentes infecciosos, pois limitam a
magnitude das respostas efetoras, resultando em controle inadequado das
infecgbes (BELKAID et al., 2002; CABRERA et al., 2004). Entretanto, estas células
também sdo importantes na limitagdo da lesao aos tecidos causada pela resposta
imune aos patégenos (BELKAID&ROUSE, 2005) .

As citocinas exercem um papel fundamental na coordenagdo da resposta
imune contra uma infecgéo viral. A secregao de citocinas que sao associadas com
o sistema imune inato, como os interferons o e B e a interleucina-12 (IL-12), ocorre
logo apos a infecgdo, antes do desenvolvimento da resposta pelas células TCD8+
(HEYDTMANN et al., 2001). Tem sido proposto que a resposta imune na hepatite
C cronica seja compartimentalizada, com predominio da resposta Th2 ou ThO no
sangue periférico (TSAI et al., 1997), e resposta Th1 no figado (NAPOLI et al.,

1996). Em contraste, pacientes que eliminam o virus espontaneamente
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apresentam uma forte resposta Th1 no sangue periférico (CRAMP et al., 2000). A
ineficiéncia de uma resposta Th1 parece resultar de muitos fatores, como por
exemplo a capacidade debilitada das células dendriticas em estimular as células T
na hepatite C crénica (KANTO et al., 1999; PACHIADAKIS et al, 2005). O
envolvimento de células T reguladoras na hepatite C deve ser considerado como
um possivel mecanismo para persisténcia do virus. Foi descrito que individuos
cronicamente infectados pelo VHC possuem uma maior quantidade de células
Tregs NO sangue periférico quando comparados a controles sadios (SUGIMOTO et
al., 2003). Neste trabalho, também foi observado que a deplegao das células Tyegs
favorece a resposta antigeno-especifica dos linfocitos TCD8+ ex vivo, o que
sugere que a persisténcia viral foi associada com a supresséo das células TCD8+.
Em outro estudo, ensaios in vitro mostraram que a deplecdo de células Tregs
aumenta a proliferagdo de células T CD4+ e CD8+ especificas para o VHC.
Também foi observado que as Tegs sSecretam TGF-B e IL-10 e o papel do TGF-B
foi mostrado abolindo-se o efeito supressor das células Trgs, através de anti-
TGF-B (CABRERA et al.,, 2004). Neste mesmo estudo , a maior frequéncia de
células Treqs em pacientes cronicamente infectados pelo VHC quando comparados
a controles e a correlagao positiva entre estas células e a carga viral, suporta sua
associagcao com persisténcia (CABRERA ef al., 2004). Foi observado que o TGF-
B, geralmente produzido em altas concentragdes em infecgdes crdnicas, é também
um importante fator para sobrevivéncia e fungao das células Trgs (GREEN et al.,
2003). Também foi demonstrado que células T CD4+, quando expostas a altas

concentragbes de TGF-B, podem tornar-se células supressoras (CHEN et al,
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2003; ZHENG et al., 2004). Além disso, grandes quantidades de TGF-$ podem

promover atividade e retengao local das células Treqs (BELKAID&ROUSE, 2005).

2.3. Polimorfismos em genes de citocinas

Diversos estudos foram realizados buscando analisar a correlagao da
variagdo genética encontrada em regides codificantes ou reguladoras dos genes
de citocinas e a infeccdo causada pelo VHC. Estas variagbes genéticas
influenciam significativamente a capacidade de producgdo das citocinas, o que
explica a diferenga entre os individuos em relagdo a sua habilidade de produzir
citocinas in vitro apés estimulagéo dos leucécitos do sangue periférico (BIDWELL,
J. et al., 1999). Estes estudos foram realizados buscando correlagdes entre estes
polimorfismos em genes de citocinas e a susceptibilidade a infecgdo viral, a
resposta a terapias anti-VHC e a progressao da doenga (YEE, 2004).

Os genes de citocinas sdo polimérficos em sitios especificos e certas
mutagdes localizadas dentro de regides codificantes ou reguladoras estédo
associadas com baixa ou alta produgdo de determinada citocina (WILSON et al.,
1997; FISHMAN et al., 1998; PRAVICA et al., 1999).

Existe uma variagao individual na produgédo de cada citocina, onde podem
ser observadas diferengas de 3-20 vezes na produgdo de determinada citocina
ap6s estimulagdao in vitro (TURNER et al, 1995, AWAD et al., 1998). No
mecanismo de producgdo destas citocinas existem muitos pontos possiveis de

controle da sintese e de suas fungdes. A produgado de determinada citocina pode
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depender da atividade transcricional do seu gene, da estabilidade do RNA
mensageiro, da tradugdo dos novos polipeptidios, das modificagbes pos-
traducionais, da estabilidade intracelular da proteina e seu transporte e,
finalmente, da sua exportagdo para o meio extracelular. Existem evidéncias de
que a produgado de citocinas é dependente da ativagdo transcricional dos seus
genes e que os individuos possuem uma variabilidade genética que leva a
produgdo mais alta ou mais baixa (PRAVICA et al., 1999).

Essa variabilidade pode ser controlada por caracteristicas especificas do
genétipo, evidenciadas por polimorfismos nas regides reguladoras de cada gene
que ocasionam diferengas no padrdao de expressdo de atividade transcricional

(BIDWELL, J. et al., 1999).

A predisposi¢cao para o desenvolvimento de uma resposta Th1 ou Th2, em
pequena ou grande parte, pode ser geneticamente determinada pelos genes que
codificam as citocinas (BIDWELL et al., 1998). Foi demonstrado que mesmo uma
simples mudancga de base na seqiiéncia de DNA pode substancialmente aumentar
ou diminuir a ligagdo de um particular fator de transcrigao (PRAVICA et al., 1999).
Isto pode ocorrer mesmo quando o polimorfismo ndo altera a ligagao de fatores
ativadores na posi¢ao da base modificada e sim esta relacionado a alteragbes na
estrutura secundaria do DNA que afeta o acesso dos fatores de transcri¢gao
(WILSON et al., 1993).

Como estes polimorfismos estdao independentemente segregados, grupos
de individuos podem ter um padrao de expressao de citocinas diferente do outro

(PYO et al., 2003; UBOLDI DE CAPEI et al., 2003). Alguns estudos relatam que os

32



polimorfismos de genes de citocinas podem influenciar a evolugéo clinica de
algumas doeng¢as multifatoriais, como complicagoes relacionadas a transplantes
(TURNER, D. et al., 1997; PERREY et al., 1998; BABEL et al., 2004; LEE et al.,
2004; UBOLDI DE CAPEI et al., 2004), doengas auto-imunes (BRINKMAN et al.,
1997; SIMMONDS et al., 2004; CORREA et al., 2005; OEN et al., 2005), doengas
causadas por virus (TAMBUR et al., 2001; BEN-ARI et al., 2003; GENTILE et al.,
2003; OLEKSYK et al., 2005; XU et al., 2005) e canceres (DEMETER et al., 1997,
MIGITA et al., 2005; PERRI et al., 2005; ZHANG et al., 2005). E importante
ressaltar que existem diferengas na freqiiéncias alélicas e genotipicas de genes
de citocinas em diferentes grupos que podem tornar evidentes diferengas na

suscetibilidade genética a doengas (HAUKIM et al., 2002).

Estudos de associagdo de genes de citocinas sdo instrumentos na
identificacdo de estados especificos das doengas ou manifestagdes clinicas que
sdao provavelmente causadas pela expressdao de citocinas geneticamente
determinadas (VANDENBROECK&GORIS, 2003). Os estudos de genes de
citocinas em doengas multifatoriais sdo também instrumentos para compreensao
das fungdes das citocinas. Alteragbes nos niveis de expressao de citocinas
comumente acompanham a resposta imune aberrante que é freqiientemente
observada antes ou concomitantemente com o estabelecimento da progressao da

doenga em muitas condiges patologicas (BIDWELL et al., 2001).

As analises das associagdes entre polimorfismos em genes de citocinas e
doengas humanas tém sido realizadas em estudos do tipo caso-controle, nos

quais a freqiiéncia dos alelos polimoérficos € comparada em grupos de controle e
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pacientes. Um importante critério que deve ser estabelecido quando se faz um
estudo de associagdo de doengas envolvendo a analise de polimorfismo de
mutagdo simples é o estudo das freqiiéncias alélicas em uma populagéo controle
(BIDWELL, J. L. et al., 1999). Varios estudos de freqiéncias de alelos de citocinas
foram realizadas em diferentes populagdes mundiais (UM&KIM, 2003; CHO et al.,

2004; DELANEY et al., 2004; NESS et al., 2004; TRAJKOV et al., 2005).

O desenvolvimento de mapas detalhados de polimorfismos de unico
nucleotideo (SNPs) do genoma humano associados com tecnologias de
genotipagem permite a realizagdo de estudos de associagdo que auxiliam a
desvendar o papel das caracteristicas genéticas nas doengas multifatoriais ou a
importancia destes polimorfismos nas respostas a drogas. Entre as doengas
multifatoriais encontram-se doengas inflamatérias e cardiovasculares,
osteoporose, diabetes, desordens psiquiatrias, canceres e doengas infecciosas.
De maneira geral, a natureza das doengas complexas claramente indica um
componente genético significante (GRAY et al., 2000).

Este € o primeiro trabalho que descreve polimorfismos em genes de
citocinas em individuos brasileiros infectados pelo VHC. Desta forma, uma
abordagem molecular na tentativa de identificar fatores genéticos relacionados
com o desenvolvimento da infeccdo pelo VHC, neste grupo especifico, é
extremamente relevante. A utilizagdo dos genes de citocinas como candidatos
baseia-se na sua fungdo de mediadores da resposta imune, e pela sua
capacidade de regular a intensidade e a duragao desta resposta imunolégica por

inibir ou estimular a ativagao, proliferagao e ou diferenciagéo de varias células, e
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por regular a secreg¢ao de anticorpos e outras citocinas. Esta abordagem trara uma
possibilidade para melhor entendimento da patogénese no desenvolvimento de
diferentes formas clinicas decorrentes da infecgéo pelo VHC, na identificagcéo de
potenciais marcadores de suscetibilidade e a possibilidade de utilizagao dessa
mesma abordagem para o estudo de outras doengas infecciosas de interesse em

NnOSSO Mmeio.

Além disso, esta informagdo sobre polimorfismo nos genes de citocinas,
pode direcionar novos alvos para imunoterapia e, em particular, facilitar a
identificagdo de subgrupos clinicos de pacientes que, devido a sua constituicao
genética nesses /loci dos genes das citocinas, podem se beneficiar de uma terapia

agonista ou antagonista com citocinas (VANDENBROECK&GORIS, 2003).
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2.3.1 Fator de Transformagao do Crescimento-p1 (TGF-B1)

O TGF-B1 é uma proteina pleiotropica que possui um papel importante na
modulagao, no crescimento celular e diferenciagdo de uma grande variedade de
tipos celulares e na produgao e degradacdo de matrix extracelular. E produzida
por leucécitos, incluindo linfécitos, macréfagos, célula dendriticas, atuando de
maneira autécrina ou paracrina para controlar a diferenciagao, a proliferagéo e o
estado de ativagdo destas células imunes (LETTERIO&ROBERTS, 1997). O TGF-
B pode modular a expressdo de moléculas de adesao e desenvolve um gradiente
quimiotatico para os leucdcitos e outras células participantes da resposta
inflamatéria, e as inibe uma vez que tenham se tornado ativadas . A produgédo
aumentada do TGF-B1 e a ativagao de sua forma latente tem sido associada com
desordens autoimunes, susceptibilidade a infecgdes oportunistas, e a
complicagdes fibréticas associadas com condigdes inflamatorias crénicas
(LETTERIO&ROBERTS, 1998).

Sao encontradas trés isoformas altamente homélogas do TGF-$ nos tecidos
de mamiferos: TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3. Estas isoformas sédo reguladas por
genes especificos localizados nos cromossomos humanos nos /oci 19913, 1941 e
14924, respectivamente. O TGF-B1 é a isoforma com papel mais importante no
processo de reparo tecidual e na imunoregulagdo, tanto do ponto de vista
quantitativo como qualitativo (LETTERIO&ROBERTS, 1997).

Todas as trés isoformas humanas do TGF-B sao sintetizadas como

moléculas precursoras que sdo processadas proteoliticamente para produgao das
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formas ativas do TGF-B, formadas de duas cadeias idénticas de polipeptideos que
consistem de 112 aminoacidos da por¢ao C-terminal da proteina precursora. A
seqiiéncia de aminoacidos da forma ativa é altamente conservada nos mamiferos
(LETTERIO&ROBERTS, 1997). Esta forma ativa, que corresponde a um
homodimero de 24 kDa, esta associada de maneira ndo-covalente a uma proteina
denominada LAP (Peptideo Associado a Laténcia). O LAP &€ um componente
importante do TGF-B, necessario para que seja secretado de maneira eficiente,
prevenindo sua ligagdao a receptores inespecificos nas superficies celulares e
mantendo sua disponibilidade imediata em um grande reservatério extracelular
(GOVINDEN&BHOOLA, 2003).

Os niveis de expressao da proteina sdo conseqiiéncia da variabilidade do
seu gene e podem levar a diferentes efeitos do TGF-B1 no crescimento celular e
na formagao da matriz extracelular. O TGF-B1 induz a formagéo de depositos de
matriz extracelular (MEC) e fibrose através de (1) estimulo da quimiotaxia do
fibroblasto, (2) estimulo da sintese de colageno e de fibronectina e (3) inibigdo da
degradacgao de colageno. E produzido por plaquetas, células endoteliais, células T
e macrofagos.

Recentemente, o TGF-1 tem sido associado com o desenvolvimento de
doengas importantes como canceres, aterosclerose, doengas fibréticas e doengas
auto-imunes (GRAINGER et al., 1999; BENDICHO et al., 2005). O TGF-B1 possui
um importante papel no desenvolvimento da fibrose hepatica, através do estimulo
da produgado de colageno pelas células estelares do figado. TSUSHIMA et al,,
1999, observaram que os niveis plasmaticos de TGF-B1 correspondem aos niveis

de TGF-B1 encontrados no figado em pacientes com infecgdo crénica causada
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pelo VHC e ap6s terapia IFN-a estes niveis plasmaticos decresceram,
simultaneamente com a regressao da fibrose hepatica. Os niveis séricos do TGF-
B1 ndo se correlacionam com a atividade inflamatéria da doenga, mas se
correlacionam com o grau de fibrose hepatica, o que sugere que o TGF-B1 esta
mais relacionado a fibrogénese hepatica do que ao dano hepatocelular. A fibrose
hepatica é induzida pela excessiva secre¢do de proteinas da matriz pelas células
estelares hepaticas ap6s o dano e ativagao destas células. Embora o TGF-81 nao
tenha efeito na proliferacdo das células estelares hepaticas, parece manter as
células estelares ativadas pelo decréscimo da apoptose, permitindo que estas
células continuem produzindo proteinas da matrix extracelular e
conseqiientemente fibrogénese (KOUNTOURAS et al., 2003).

Através dos estudos sobre a regulagdo genética na produgao de TGF- B1,
foram identificados alguns polimorfismos genéticos importantes: nas posi¢ées -988
(C/A), -800 (G/A) e -509 (C/T) a montante do primeiro nucleotideo transcrito; uma
insergdo (C) na posigdo +72 da regidao nao traduzida; dois polimorfismos nas
posicbes +869 e +915 na sequiéncia sinal, que alteram o cédon 10 (T/C -
Leu—Pro) e o codon 25 (G/C - Arg—Pro), respectivamente, e um outro
polimorfismo no cédon 263 (C/T - Thr—lle), na regidao do gene que codifica parte
da proteina precursora nao presente na forma ativa (CAMBIEN et al., 1996; AWAD
et al., 1998; GRAINGER et al., 1999).

Foi descrita a associagao da variagao interindividual nos niveis de produgao
do TGF-B1 e o polimorfismo na posigdo +915, pois linfécitos estimulados in vitro

de individuos que possuiam o genétipo homozigoto (arginina/arginina) produziam
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niveis significativamente mais elevados de TGF-B1 quando comparados aos de
individuos heterozigotos (arginina/prolina) (AWAD et al., 1998).

Os polimorfismos que afetam os cdédons 10 e 25 estdo localizados na
seqiiéncia sinal que é clivada do precursor do TGF-f1 ao nivel do cédon 29. A
sequéncia sinal permite o transporte da proteina sintetizada através da membrana
do reticulo endoplasmatico. Este peptideo sinal possue trés regides: uma regiao
N-terminal positivamente carregada, uma regido central hidrofébica, e uma regiao
polar C-terminal. O polimorfismo no aminoacido 10 corresponde ao centro
hidrofébico. De maneira oposta, o polimorfismo no aminoacido 25 esta localizado
proxima a porgao 3’ que codifica o centro hidrofébico e leva a mudanga de um
aminoacido polar para um aminoacido menor apolar (CAMBIEN et al., 1996).

As conséqﬁéncias funcionais destes polimorfismos nao sao bem
compreendidas, embora a transicdo de T—C, que resulta na mudanga de uma
leucina para prolina no cédon 10, parega afetar a exportagéo eficiente de uma
nova proteina sintetizada, enquanto a transicdo G—C que resulta na mudanca de
uma arginina para prolina no cédon 25, tem sido associada com niveis menores
de TGF-B1 in vitro (YAMADA et al., 1998; GRAINGER et al., 1999).

VIDIGAL et al., 2002, observaram que o genétipo C/C no cédon 10
encontrava-se associado com resisténcia a terapia e a susceptibilidade a infecgao
pelo VHC. A transicdo de T para C no cédon 10, que parece afetar os niveis
circulantes de TGF-B1, pode ser também um fator genético indicador da possivel
resposta inadequada a terapia antiviral combinada para infecgdo pelo VHC. Um

estudo recente demonstrou que o gendtipo G/G no cédon 25 é significativamente
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associado com o estagio da fibrose hepatica em pacientes crénicos para o VHC
(POWELL et al., 2000). O genétipo heterozigoto (Arg/Pro), nessa mesma posi¢ao,
indicou uma progressao significativamente mais rapida da fibrose hepatica nos
pacientes portadores de VHC (GEWALTIG et al., 2002). TSUSHIMA et al., 1999,
descreveram que em pacientes cronicamente infectados, os niveis plasmaticos de
TGF-B1 foram significativamente menores em pacientes apés a terapia com |IFN-a
e a queda destes niveis estavam associados com a regressao de fibrose
hepatica. O polimorfismo no cédon 25 (Arg/Pro), também se encontra associado a

um aumento de risco para infarto agudo do miocardio (CAMBIEN et al., 1996)

2.3.2. Interferon-gama (IFN-y)

O IFN-y é uma citocina muito importante produzida pelos linfécitos T
auxiliares (Th1), pelos linfécitos T citotéxicos, pelas células NK e pelos
macréfagos. O papel mais importante do IFN-y encontra-se nas respostas
inflamatérias (PRAVICA et al., 1999). Sua atividade principal é a ativagao dos
macréfagos levando a inibigdo da replicagdo de um amplo espectro de agentes
infecciosos, particularmente de patégenos intracelulares como os virus. O IFN-y
também suprime a ativagdo das células T auxiliares (Th2) e favorece a
diferenciacdo das células T CD4+ virgens para um padrdo Th1 de resposta em
cooperagao com a IL-12.

O receptor do IFN-y € uma proteina heterodimérica composta de duas

subunidades: IFN-y-R1 e IFN-y-R2 (AOKI&XING, 2004). O gene do IFN-y é
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localizado no cromossomo 12g24.1 em humanos, composto de quatro exons e
trés introns e possue um estimulador localizado no primeiro intron. No gene do
IFN-y & encontrada uma repeticdo de dinucleotideo CA no primeiro intron,
localizada 875 bp a jusante do inicio do primeiro exon. Este microssatélite é
polimérfico apresentando extensdo variavel. Foram descritos cinco alelos deste
microssatélite na populagdo do Reino Unido, que mostraram diferenga no numero
de repetigées CA. Foi demonstrado que o alelo #1 corresponde a onze repeticoes
CA, o alelo #2 corresponde a doze repeti¢cdes, e os alelos # 3- #5 correspondem a
treze e quinze repeticbes, respectivamente. Neste mesmo trabalho, foi
demonstrado que uma produgdo mais elevada de IFN-y € encontrada apds a
estimulagao in vitro de células polimorfonucleares com mitégeno sendo este fato
atribuido a individuos que sejam homozigotos para o alelo #2 (PRAVICA et al.,
1999).

O IFN-y € uma citocina implicada no desenvolvimento de fibrose em tecidos
acometidos por processos inflamatérios, levando a um aumento na sintese de
colageno e aumento da transcricdo de genes de outros componentes da matrix
extracelular (MEC) como a fibronectina. Em um estudo consecutivo, o alelo #2 foi
associado a fibrose de enxerto ap6s transplante de pulméo, o que confirmou seu
papel como marcador de alta produgédo de IFN-y, tanto in vivo (AWAD et al., 1999).

Posteriormente PRAVICA et al., 2000, descreveram um polimorfismo de
unico nucleotideo, T para A na posi¢gao +874, na porgado 5’ da regiao CA que se
correlaciona com a presen¢a do alelo #2, alto produtor de IFN-y. Foi demonstrada

correlagdo entre a presenga do alelo T e a presenga do microssatélite
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representado pelo alelo #2 . Este polimorfismo T/A coincide com o sitio de ligagdo
do NF-kB o que pode levar a alteragdes no processo de transcricdo do gene do
IFN-y, desta forma influenciando o seu nivel de produgao.

Este polimorfismo esta associado a doengas auto-imunes, como artrite
reumatoide e esclerose multipla (MCNICHOLL et al., 2000). Foi demonstrada uma
reduzida frequéncia do genétipo + 874T/T (altos produtores) no gene do IFN-y em
um grupo de pacientes com tuberculose cronica, sugerindo que o determinante
genético para baixa produgdo de IFN-y pode predispor ao desenvolvimento de

tuberculose crénica pulmonar (LIO et al., 2002).

Foi sugerida uma associagao entre o genétipo A/A na posicao +874 do
gene do IFN-y e a susceptibilidade ao desenvolvimento da infecgdo croénica
causada pelo virus da hepatite B (VHB) (BEN-ARI et al., 2003). TAMBUR et al.,
2001, ndo observaram correlagdo entre este polimorfismo e a recorréncia da
infecgdo pelo VHC em transplantados hepaticos, nem correlagdo com rejeigao do
transplante. BARRET ef al., 2003, ndo observaram correlagao do polimorfismo na

posigcao +874 do gene do IFN-y com persisténcia ou elimina¢éo do VHC.
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2.3.3. Interleucina 6 (IL-6)

A interleucina (IL-6) € uma citocina multifuncional que possui um papel
central na defesa do hospedeiro devido ao seu amplo espectro de atividades no
sistema hematopoiético e imune, como diferenciacdo de células B para
plasmocitos e de monécitos para macréfagos , além da habilidade de induzir a
resposta de fase aguda (VANDEN BERGHE et al., 2000; DIEHL&RINCON, 2002).
E produzida por variados tipos de células incluindo fibroblastos, macrofagos,
células dendriticas, linfécitos T e B, células endoteliais, células gliais e
queratinécitos em resposta a estimulos diversos (DIEHL&RINCON, 2002).

A IL-6 é uma citocina altamente regulada e sua expressdo ocorre
normalmente em ’niveis baixos, exceto durante processos infecciosos, traumas e
situacbes de estresse fisiolégico. Sob estas circunstiancias, a expressao
aumentada da IL-6 leva a uma série de eventos tipicos da inflamagao, incluindo
leucocitose, trombocitose, ativagéo de linfécitos e indugéo da sintese de proteinas
de fase aguda nos hepatécitos (VANDEN BERGHE et al., 2000).

O gene da IL-6 esta localizado no locus 7p21 do cromossomo humano. Sao
descritos quatro polimorfismos na regido promotora do gene da IL-6 (597G/A, -
572G/C, -373A (9n)T(n), -174G/C) (TERRY et al., 2000; ISHIHARA&HIRANO,
2002).

Para investigar a possibilidade dos niveis plasmaticos da IL-6 encontrados
na artrite crénica juvenil serem resultados de uma diferenga de controle de
expressdo desta citocina (FISHMAN et al, 1998), foi estudada a regido

flanqueadora 5’ do gene da IL-6 e, desta forma, foi possivel detectar este
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polimorfismo na posigdo —174G/C que parece afetar a sua transcrigdo, sendo
demonstrado que o alelo C esta associado com niveis plasmaticos
significativamente mais baixos da IL-6. Neste estudo foi observada uma freqiiéncia
mais elevada dos fenétipos alto produtores GG e GC nos pacientes portadores de
artrite juvenil crénica (FISHMAN et al, 1998). Neste mesmo trabalho, foi
demonstrada variagdo nas freqiiéncias dos polimorfismos em diferentes grupos
étnicos, sendo observado uma menor freqiiéncia do alelo -174C em indigenas e
afros-descendentes quando comparados a um grupo de caucasianos. Neste
trabalho foram demonstrados dados in vitro e in vivo que sugerem que a presenga
do alelo C resulta em niveis mais baixos da IL-6 (FISHMAN et al., 1998). Estudo
funcional na populagdo coreana, mostrou que o alelo G esta associado a niveis
plasmaticos mais elevados de IL-6 quando comparado ao alelo C (PYO et al,
2003).

Outro estudo mostrou que a mudanga do alelo G para C resulta em
supressao da transcrigcdo génica da IL-6 em resposta ao LPS ou IL-1 em células
HelLa (FISHMAN et al., 1998).

Alguns trabalhos foram realizados buscando associagdes principalmente
entre o polimorfismo na posigdo —174G/C e determinadas condigdes patologicas.
Nao foi possivel determinar correlagdo entre este polimorfismo e pacientes com
doenga intestinal inflamatéria ou individuos caucasianos portadores de lipus
eritematoso sistémico. Portanto, foi demonstrado que existia associagéo entre os
individuos homozigotos G/G na posicdo -174 e a susceptibilidade ao
desenvolvimento de diabetes melitus tipo | (ISHIHARA&HIRANO, 2002). Em

trabalho publicado por OLIVIERI et al., 2002, as células mononucleares do sangue
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periférico (PBMC) de individuos homozigotos para o alelo C e heterozigotos GC
produziram menores niveis de IL-6 in vitro. Nos mesmos individuos em questao,
os niveis de IL-6 no plasma encontravam-se menores do que em individuos
homozigotos para o alelo G.

Estudos tém tentado correlacionar a presenga de polimorfismos no gene da
IL-6 na regidao —174 e desenvolvimento de infarto do miocardio, entretanto com
resultados inconsistentes (BENNET ef al., 2003). Em estudo realizado na Irlanda
uma associagado significante foi observada entre o genétipo CC, baixo produtor,
nos individuos que apresentaram eliminagdo espontanea do virus da hepatite C
quando comparados aos individuos que apresentaram infec¢do persistente. O
fenétipo alto produtor (GG/GC) foi associado com o desenvolvimento de infecgao

persistente (BARRETT et al., 2003).

2.3.4. Interleucina 10 (IL-10)

A interleucina-10 (IL-10) & uma citocina homodimérica de 36-kDa que
possui atividades biolégicas complexas, apresentando fungdes tanto
imunoestimulatérias como imunossupressoras (LAZARUS et al, 2002;
VICARI&TRINCHIERI, 2004). E produzida por macréfagos, células B, células T e
uma variedade de outras células como mastocitos, queratindcitos e algumas
linhagens de células tumorais, normalmente em resposta a algum estimulo

(CONTI et al., 2003).
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A interleucina-10 (IL-10) , conhecida inicialmente pela sua propriedade de
inibir a ativagao e a agdo efetora das células T, mondécitos e macroéfagos, € uma
citocina multifuncional com efeitos diversos nas diferentes células
hematopoiéticas. Uma de suas principais fungdes é limitar a resposta inflamatoria.
Além disso, a IL-10 regula o crescimento e a diferenciagdo das células B, células
NK, células T citotoxicas e auxiliares, mastécitos, granulécitos, células dendriticas,
queratinocitos e células endoteliais (MOORE et al., 2001; PESTKA et al., 2004;
VICARI&TRINCHIERI, 2004).

A IL-10 pode suprimir diretamente a proliferagdo das células T,
especificamente inibindo sua produgédo de IL-2 (ZELLER et al., 1999) e pode inibir
a producdo de citocinas das células T e NK indiretamente, atuando através da
inibicdo da atividade das células acessérias (macréfagos/monécitos). Seus efeitos
inibitérios sobre essas células encontram-se na sintese de monocinas, na
produgao de éxido nitrico (NO), e na expressao do MHC classe Il e moléculas
coestimulatérias como IL-12 e CD80/CD86 (ESKDALE et al., 1997, MOORE et al.,
2001; PESTKA et al.,, 2004). Entre as citocinas pré-inflamatérias que tém sua
sintese inibida pela agao da IL-10 estao IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-a (LAZARUS
et al., 2002; CONTI et al., 2003). A IL-10 também altera a expresséo de receptores
de quimiocinas e aumenta a expressao de ligantes da B, —integrina (PESTKA et
al., 2004).

A transcrigdo do gene da IL-10 pode ser regulada por alguns fatores como
Sp1 e Sp3, que sdo expressos constitutivamente por diversos tipos celulares.
Além do controle da estabilidade do RNA mensageiro (RNAmM) em nivel poés-

transcricional, é sugerido que seu gene seja, de alguma forma, transcrito
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constitutivamente e sujeito a controle pela alteragdo de mecanismos de
degradagao do RNA. Esta situagdo pode vir a facilitar um controle mais rapido da
expressdo da IL-10, que pode ser alcangado mediante a ativagdo da transcrigao
(MOORE et al., 2001).

O gene da IL-10 esta localizado no cromossomo 1 dos humanos,
precisamente entre 1q31 e 1q32. Cerca de trés quartos da variabilidade na
produgédo de IL-10 entre os individuos esta associada com variagdes genéticas
(LAZARUS et al., 2002). O fato da diferenga dos niveis de IL-10 ser proporcional a
sintese do RNA mensageiro e ndo a sua meia-vida, sugerem a existéncia de
variagbes individuais na estrutura da regido promotora da IL-10
(VICARI&TRINCHIERI, 2004).

Alguns polimorfismos foram descritos na regidao 5 do gene da IL-10 em
humanos. Inicialmente foram descritos seis sitios polimoérficos nas posigdes -1082,
-819, -652, -592, -127 e -41 (TURNER, D. M. et al., 1997). Foram descritas duas
regides de microssatélites polimoérficos, que correspondem a repeticao de
dinucleotideos (CA), aproximadamente 1.2 kb e 4.0 kb a montante do sitio de
inicio da transcrigao, e trés das mutagbes pontuais se encontram associadas : -
1082(G/A), -819(C/T), e -592(C/A) (ESKDALE et al., 1998; MOORE et al., 2001).
As possiveis combinagdes destes polimorfismos formam os haplétipos GCC, ACC
e ATA. O haplétipo GCC, quando em homozigose, confere o fenétipo previsto de
alto produtor; quando em heterozigose com os haplétipos ACC e ATA, confere o
fenétipo previsto de produtor intermediario. Quanto aos haplétipos ACC e ATA,

quando em homozigose ou heterozigose conferem o fenétipo previsto de baixo
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produtor. Estes polimorfismos ocorrem provavelmente dentro da regido promotora
do gene da IL-10.

A presenga do alelo G na posi¢gdo —1082 é associada com alta producgao de
IL-10, e o alelo A com baixa produgéo de IL-10, tanto in vitro como in vivo. Células
mononucleares do sangue periférico obtidas de individuos que apresentam um
genoétipo G/G na regiao promotora produzem quantidades duas vezes maiores de
IL-10 quando comparadas com células de individuos que exibiam genoétipos A/A
ou G/A na mesma posicdo (TURNER, D. M. ef al, 1997). Polimorfismos nas
posigdes —819 e —592 parecem nao influenciar independentemente a producéao de

IL-10.

Alguns estudos tém descrito associagdes entre o polimorfismo do gene da
IL-10 e algumas patologias, como doengas auto-imunes, asma, lipus eritematoso
sistémico, artrite e, também, a indugéo da tolerancia a transplantes (LAZARUS et
al., 2002; PYO et al., 2003).

Em relagao a infecgdo causada pelo virus da hepatite C, resultados
contraditérios tém sido publicados baseados na erradicagdo espontanea do virus.
CONSTANTINI et al., 2002, ndao observaram diferengas na distribuicdo destes
polimorfismos na regido promotora do gene da IL-10(-1082, -819, -592) entre o
grupo que erradicou a infecgdo espontaneamente e o grupo que erradicou a
infecgao apds o tratamento com IFN-a. Ja em trabalho publicado por MANGIA et
al., 2004, foi demonstrado que o haplétipo ATA pode estar associado com a

erradicagdo espontanea da infecgdo causada pelo virus da hepatite C.
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O papel da IL-10 na infecgéo pelo HCV é frequentemente discutido. O efeito
da IL-10 no desequilibrio da resposta celular e na inibigdo da produgéo de IFN-a
pode causar persisténcia viral. Pacientes com infecgdo cronica pelo VHC
geneticamente predispostos a uma alta produgdo de IL-10, apresentaram
associagdo com resposta nao sustentada ao tratamento com interferon o, avaliada
apés 12 semanas de terapia (EDWARDS-SMITH et al., 1999). YEE et al., 2001,
observaram que individuos homozigotos nas posigbes -592A, -819T, ou a
presenga do haplétipo (108pb) — (-2575T) - (-2763C) — (-1082A) — (-819T) — (-
592A) esta associado com resposta sustentada ao tratamento com interferon e
ribavirina. VIDIGAL et al., 2002, observaram que o genétipo G/G, associado com o
polimorfismo na posi¢cdo -1082 da regido promotora da IL-10, encontrava-se
associada com a infecgdo crénica causada pelo virus da hepatite C e foi também
observado que o haplétipo GCC/GCC, fenétipo previsto de alto produtor,
encontrava-se mais freqilente em individuos portadores do VHC em relagdao aos

controles sadios.

POWELL et al., 2000, ndo observaram associa¢do dos polimorfismos nas
posi¢gées -592 e -1082 do gene da IL-10 com os estagios de fibrose hepatica.
NELSON et al., 2000, observaram que a IL-10, citocina relacionada com o padrao
de resposta Th2, possui atividade antifibrinogénica em lesées cronicas no figado.
Desta forma, o genétipo —1082 G/G, fenétipo alto produtor, pode ter um efeito

protetor contra a cronificagdo da hepatite C.
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2.3.5. Fator de necrose tumoral-a (TNF-a)

O TNF-a é produzido principalmente por macréfagos e mondécitos, mas
também por uma variedade de outras células como neutréfilos, linfécitos, células
NK, mastécitos, células endoteliais e fibroblastos. O TNF é uma proteina
homotrimérica sintetizada como uma proteina integral de membrana que apés
clivagem produz a forma soluvel de 17Kd (HAJEER&HUTCHINSON, 2001;
AOKI&XING, 2004). A forma solivel do TNF exerce uma série de atividades
inflamatérias e imunomodulatérias que sédo importantes na defesa do hospedeiro.
O TNF é uma citocina pré-inflamatéria com um amplo espectro de atividade
biolégicas. O TNF estimula a ativagao e a diferenciagéo de muitos tipos de células
e possue um papel fundamental na patogénese de muitas condigées inflamatérias,
infecciosas e auto-imunes como sepse, artrite reumatéide e infecgées causadas
por micobactérias (AOKI&XING, 2004). Os niveis circulantes do TNF séao
regulados em diferentes estagios: transcricdo génica, controle pés-transcricional
da estabilidade do RNA mensageiro, clivagem da sua forma de proteina integral
de membrana para liberagdo da forma solivel do TNF e a expressdao dos
receptores(HAJEER&HUTCHINSON, 2001).

A cascata de sinalizagdo mediada pela ligacao do TNF a seus receptores
leva a proliferagdo das células T e a resposta pro-inflamatéria. Os receptores mais
estudados do TNF sdo o TNF-R-1 e TNF-R-2. O TNF-R-1 é constitutivamente
expresso na maioria dos tecidos, enquanto o TNF-R-2 é preferencialmente

expresso no sistema imune sendo altamente regulado.
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O gene do TNF esta localizado dentro da regido altamente polimorfica de
Classe Ill do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), no cromossomo
6p21, entre os genes da linfotoxina a e linfotoxina .

Existem muitos polimorfismos no gene do TNF. Atualmente seis
microsatélites polimérficos foram descritos; TNF a-f. TNF a, b, d sdo multialélicos e
altamente polimoérficos, TNFc e TNFe sdo marcadores microssatélites bialélicos e
trialélicos respectivamente, e o TNFf representa o sexto microssatélite a montante
do gene da linfotoxina B, correspondendo a uma repeticdo de dinucleotideos (CA)
com dez alelos, altamente polimérfica , encontrada na populagdo nipdnica
(UDALOVA et al., 1993; TSUKAMOTO et al., 1998, HAJEER&HUTCHINSON,
2001). Polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs) foram descritos na regido
promotora nas posi¢des (relacionadas ao sitio de inicio da transcrigao) -1031T/C,
-863C/A, -857C/A, -851CIT, -419G/C, -376G/A, -308G/A, -238C/A, -163G/A e —
49G/A. Ainda podem ser encontrada uma inser¢do de uma citosina na posigao
+70 no primeiro exon, uma substituicdo G—A na posi¢ao +488 no primeiro intron e
a delecao de uma guanina na posigao +691 no primeiro intron do gene do TNFa.

O polimorfismo bialélico da posi¢cdao -308 envolve a substituigdo de uma
guanina por uma adenosina no alelo denominado TNF2 (WILSON et al., 1993).
Neste estudo de WILSON et al., 1993, o alelo TNF2 apresentou forte associagao
com os alelos HLA A1, B8 e D3. WILSON et al., 1997, descreveram que o alelo
TNF2 é um ativador transcricional muito mais forte que o alelo comum.

Foi demonstrada a importancia deste polimorfismo genético, representado
pela presenga do alelo A, na suscetibilidade a doenga coronariana em pacientes

com diabetes tipo 2 (VENDRELL et al., 2003). O alelo TNF2 tem sido associado
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com um aumento de quatro vezes no risco de desenvolver comprometimento
cerebral devido a malaria e sete vezes no risco de desenvolver consequéncias
neurolégicas sérias (MCGUIRE ef al, 1994). Foi descrita a associacdo da
presenga do alelo -308 A com doenga celiaca, deficiéncia seletiva de IgA
(CATALDO et al., 2003) e leishmaniose mucocutanea (CABRERA et al., 1995).
Foram também reportados na infecgdo pelo virus da hepatite B e pelo virus da
hepatite C, onde o alelo —238A tem sido associado com o desenvolvimento de
hepatite crénica enquanto isto ndo ocorre com o alelo —308A, em ambos os casos
(HOHLER, KRUGER, GERKEN, SCHNEIDER, MEYER ZUM BUSCHENEFELDE
et al, 1998, HOHLER, KRUGER, GERKEN, SCHNEIDER, MEYER ZUM
BUSCHENFELDE et al., 1998).

O polimorfismo da posigdo —308G/A no gene do TNF-a tem sido o mais
estudado, mas resultados divergentes sao encontrados quando da correlagdao com
determinadas patologias. Algumas explicagbes para o encontro dessas
discrepancias seria o polimorfismo elevado da regido 5 do TNFa, levando a
desequilibrios de ligagdo com os genes HLA e com SNPs entre si, o que pode
dificultar estudos do papel de um SNP isolado (HAJEER&HUTCHINSON, 2001).

As citocinas pré-inflamatérias, incluindo o TNF, estdo envolvidas na
patogénese da infeccdo causada pelo virus da hepatite C. YEE et al, 2000,
observaram que os alelos -238 A e -308 A aumentavam 3,2 e 5,1 vezes,
respectivamente, o risco de desenvolvimento de cirrose em pacientes portadores
de infecgdo cronica causada pelo virus da hepatite C. Em trabalho realizado por
BITTENCOURT et al., 2001, foi demonstrado que o polimorfismo da posi¢ao -308

na regido promotora do gene do TNF-a nao esta associado com susceptibilidade
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ao desenvolvimento de hepatite autoimune em individuos brasileiros e sugere que
relatos anteriores de associagdo encontrados no Reino Unido e América do Norte
podem ser secundarios a um desequilibrio de ligagdo dos alelos do TNF-a com o

loci HLA-DRB1.
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3. Hipétese

Individuos infectados pelo VHC apresentam diferengas na freqiiéncia de alelos

polimérficos em genes candidatos em relagao a controles nao infectados.
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4. Objetivos
Geral

Identificar marcadores genéticos potenciais para suscetibilidade ao

desenvolvimento de infecgao crénica pelo virus da hepatite C em Salvador-BA.

Especifico
e Comparar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas de
polimorfismos nos genes das citocinas (TGF-$, IFN-y, IL-6, IL-10 e TNF-a)
entre portadores do VHC e controles sadios, utilizando a reagao em cadeia
da polimerase com iniciadores (primers) especificos para sequéncias

(PCR-SSP).
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5. Materiais e Métodos

5.1. Selegao de pacientes

O grupo de estudo foi composto por uma amostra de conveniéncia de 128
individuos encaminhados ao Centro de Pesquisas Gongalo Moniz —CPqGM-
Fiocruz/BA, no periodo de margo de 2004 a outubro de 2004, para confirmagao
diagnostica devido ao fato de todos apresentarem sorologias positivas para

anticorpos anti-VHC por ELISA de terceira geracao.

O grupo de individuos controles foi constituido de 94 doadores voluntarios
no Servigo de Transfusdo de Sangue — STS, dos quais 11 eram do sexo feminino
e 83 do sexo masculino, com a idade variando de 18 a 54 anos. Os doadores
foram entrevistados no momento da doagdao no banco de sangue e atenderam aos
pré-requisitos estabelecidos pela portaria de nimero 1.376 do Ministério da Saude

(SILVA, 2003).

A distribuigdo de freqiiéncias dos polimorfismos do grupo de controles foi
objeto de estudo em trabalho anterior realizado no laboratério de Imunogenética e
Transplante de Orgdos no Hospital Universitario Professor Edgar Santos da

UFBA, e resultou em trabalho de Dissertagao de mestrado (SILVA, 2003).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de ética do Centro de Pesquisas

Gongalo Moniz. Foi critério de inclusdao a autorizagdo formal com assinatura do
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termo de consentimento livre e esclarecido. Foram excluidos do estudo individuos

com suspeita de coinfecgdo por outros virus, como VHB, HIV e HTLV.

5.2. Coleta de sangue

Foram coletados de cada individuo dois tubos de sangue, um de 10 mL e
outro de 5 mL, sem anticoagulante e com anticoagulante - EDTA,
respectivamente. Dentro de duas horas depois da pung¢do venosa todas as
amostras de soro foram aliquotadas e conservadas imediamente a -20°C, até o
momento do uso. As aliquotas ndo foram descongeladas mais do que uma vez
para evitar degradacdo do RNA. Com o soro foram realizadas detecgcédo e
genotipagem do VHC-RNA. O tubo com anticoagulante foi destinado a extragao do
DNA gendmico para realizagdo dos ensaios de detecgdo de polimorfismos nos
genes de citocinas - Sistema One Lambda® (PCR-SSP). O DNA gendémico foi
extraido no LPBM de acordo com as instrugdes do fabricante do Kit QiAmp Mini®

(Qiagen nc., Valencia, CA, USA).

5.3. Diagnéstico Molecular do VHC

A extragdo e a genotipagem do VHC- RNA foram realizadas de acordo com

metodologias anteriomente descritas (CHOMCZYNSKI&SACCHI, 1987,

DAVIDSON et al., 1995).

57



5.4. Extragao de DNA gendmico

O sangue coletado em EDTA foi centrifugado para separagdo da camada
rica em leucécitos e, posteriormente, o DNA gendmico foi extraido dos leucécitos
do sangue periférico de acordo com as instrugdes do Kit QiAmp DNA Mini®
(Qiagen Inc., Valencia, CA, USA). As amostras de DNA foram ressuspensas em
100uL de dH20 e suas concentragbes e purezas determinadas pela leitura das
densidades opticas a 260 e 280 nm, sendo as amostras posteriormente

congeladas a -70°C.

5.5. Genotipagem de citocinas (TGF-p1, IFN-y, IL-6, IL-10 e TNF-a)

Foi utilizado o kit para genotipagem de citocinas da One Lambda
Incorporation - “Cytokine Genotyping Tray’. Cada kit contétm 16 tubos que
correspondem a um tubo controle negativo e 15 tubos com dois pares de
iniciadores: um par com seqiiéncias especificas que amplificam seletivamente
regiées reguladoras polimérficas dentro de genes que codificam TNF-a (-308G/A),
TGF-B1 (10C/T, 25C/G), IL-10 (-1082A/G, -819T/C, -592A/C), IL-6 (-174C/G) e

IFN-y (874T/A); o segundo par de iniciadores amplifica uma seqgiiéncia controle.

O controle negativo e os tubos com os dois pares de iniciadores foram

dispensados em microplacas de PCR com 96 tubos (Axygen Scientific, Union City,
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CA, USA) de acordo com as instru¢gées do fabricante (One Lambda, Canoga Park,

CA, USA).

A mistura para as reagbes de PCR (Mix) foi preparada conforme as
instrugdes do fabricante: 140 ulL de D-Mix (solugdo fornecida pelo fabricante,
contendo dNTPs, sal sédico de vermelho de fenol, sacarose, gelatina, KClI,
MgCl;.6H,0, Tris.HCI), aos quais foram adicionados cerca de 1,9 ug de DNA teste
e 5Ul de Taq polimerase (Invitrogen Life Technologies, CA, USA). Ap6s misturar
os reagentes com auxilio de um agitador de tubos, 8 uL do Mix foi distribuido em
cada um dos tubos, exceto no tubo controle negativo, ao qual tinha sido
adicionado 1 uL de dH20 e 7 pL. do Mix sem o DNA teste. Os tubos foram, entao,
selados com filme termo-resistente (Axygen Scientific, Union City, CA, USA) e
colocados no termociclador (Perkin Elmer 9700), o qual foi previamente
programado com os seguintes parametros: um ciclo de 96°C por 130 segundos
seguidos de 63°C por 60 segundos; nove ciclos de 96°C por 10 segundos e 63°C
por 60 segundos; vinte ciclos de 96°C por 10 segundos, 59°C por 50 segundos e

72°C por 30 segundos; e o ciclo final de 4°C.

Depois da PCR, os produtos de DNA amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose e visualizados por coloragdo com brometo de
etidio e exposigao a luz ultravioleta. O gel de agarose 2,5% foi preparado com
0,75g de agarose (Gibco BRL, Gaithersburg, USA ) e 30 mL de tampédo TBE 1X
(Tris-Borato 89mM; EDTA 2mM pH 8.0) e 0,05 pg/mL de brometo de etidio. A
cuba de eletroforese utilizada foi desenvolvida pela One Lambda (Micro SSP Gel

System) de forma a permitir a analise concomitante de 96 produtos de PCR em
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um curto tempo de migragao; assim, em cada gel, foram analisados os resuitados
de PCR de seis diferentes amostras de DNA (16 rea¢gbes para cada amostra). O
gel foi recoberto com 10,0 mL de TBE 1X contendo 0,05 ug/mL de brometo de
etidio e todo conteudo de cada reagédo de PCR (10 pL) foi transferido para o pogo
correspondente. A corrida eletroforética foi entdo realizada a 120-130V (~30 mA)
durante 4 a 5 minutos, ou até que o corante (vermelho de fenol) migrasse cerca de

dois tergos da distancia entre duas linhas de pogos no gel.

A interpretagdo dos resultados de PCR-SSP é baseada na presenga ou
auséncia de um fragmento de DNA especifico amplificado. Desde que a
amplificagdo durante a PCR pode ser afetada por varios fatores (erro de
pipetagem, baixa qualidade do DNA, presen¢a de inibidores, etc.) um par de
iniciadores-controle é incluido em cada reagao de PCR. O par de iniciadores-
controle amplifica uma regidao conservada do gene da B-globina humana, a qual
esta presente em todas as amostras de DNA humano e é usado como controle
positivo da PCR. Na presen¢a de uma banda positiva de tipagem (amplificagao de
uma sequéncia especifica de um alelo da citocina), o produto dos iniciadores-
controle pode ser mais fraco ou ausente devido a diferenga na concentragao e
temperatura de hibridizagdo entre o par de iniciadores especificos e o par de
iniciadores do controle interno. Os fragmentos de DNA amplificados do par de
iniciadores especificos da citocina sdo menores do que o produto do par de
iniciadores do controle interno, mas maiores que a banda do par de iniciadores
quando nao incorporados. Desta forma a reagdo positiva para um alelo ou grupo

de alelos de citocina especifico foi visualizada no gel como um produto de DNA
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amplificado entre a banda produto do controle interno e a banda de iniciadores

nao incorporados.

Apés a eletroforese, os produtos amplificados foram visualizados usando
luz ultravioleta e fotografados com auxilio de um transluminador, conforme figura
1. Os resultados foram interpretados usando mapas das placas de genotipagem

de citocinas fornecidas pelo fabricante do kit de PCR (anexo).

H G F E D C B A Pares de hases

-T50 |
-500
-175
-125

Figura 1 - Imagem de gel de agarose a 2,5% mostrando a genotipagem de um
individuo: TNF-a G/G (1: G-F); TGF-p1 CIC G/G (1:E-B); IL-10 ACC/ATA (1:A, 2:

H-E); IL-6 G/G (2:D-C); IFN-y TIT (2:B-A); controle negativo (1:H) .
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5.6. Regido amplificada

Foram analisadas mutagdes de unico nucleotideo em cinco diferentes genes

de citocinas (tabela 1):

TGF-p1

Foi realizada a amplificagao de duas regiées, uma de 175 pb no cédon 10 do
gene, na qual ha substituicdo de uma timina (T) por uma citosina (C), e outra de
125 pb no cdédon 25, onde ocorre a substituicdo de uma guanina (G) por uma
citosina (C). Estas mutagdes resultam em nove genoétipos que correspondem aos

fenétipos previstos: alto, intermediario e baixo produtor da citocina.

IFN-y

Foi realizada a amplificagdo de uma regido de 250 pb no intron 1 do gene, na qual
pode ocorrer a substituicdo de uma timina (T) por uma adenina (A) no par de
bases da posigdo +874. Sao descritos trés possiveis genotipos, que
correspondem aos fenoétipos previstos: alto, intermediario e baixo produtor da

citocina.
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IL-6

Foi realizada a amplificagdo de um produto de 175 pb na regido promotora do
gene que corresponde a posi¢ao —174 identificando a substituicdo da citosina (C)
por uma guanina (G), resultando em trés possiveis genétipos, que correspondem

aos fenétipos previstos: alto e baixo produtor da citocina.

IL-10

Foi realizada a amplificagdo de dois produtos na regido promotora do gene. Um de
300 pb que comporta a posi¢do —1082 identificando a substituigdo da adenina (A)
por uma guanina (G), e a posigdo —819 onde ocorre a substituicdo da timina (T)
por citosina (C). O segundo produto amplificado consiste numa regiao de 250 pb
repetindo a posicdo -819, e a posigdo —-592 na qual ha substituicdo de uma
adenina (A) por uma citosina (C). Estas mutagdes resultam em trés possiveis
genoétipos, que correspondem aos fenétipos previstos: alto, intermediario e baixo

produtor da citocina.

TNF-a

Foi realizada a amplificagdo de um produto de 125 pb na regido promotora do
gene que corresponde a posi¢ao —308, identificando a substituicdo da adenina (A)
por uma guanina (G) resultando em trés possiveis genétipos, que correspondem

aos fenotipos previstos: alto e baixo produtor da citocina.
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Tabela 1. Caracteristicas dos Polimorfismos nos Genes de Citocinas
; - : ’ ; Fendtipos previstos de
Gene Posicéo dos Polimorfismos  Alelos/Haplétipos Genotipos/Haplétipos producaio das citocinas
TNF-a Regido Promotora AG A/A Alto
-308 G/A Alto
G/G Baixo
TGF-B8 Codons T.CeC,G TIT GIG Alto
10 (+869) T/IC GIG Alto
25 (+915) T/IC G/C Intermediario
C/C GIG Intermediario
T/T G/IC Intermediario
C/IC G/C Baixo
Cc/IC C/IC Baixo
TIT C/IC Baixo
T/C CIC Baixo
IL-10 Regido Promotora AG; TCeAC/ GCC/GCC Alto
-1082; -819 e -592 ACC; ATAe GCC GCC/ACC Intermediario
GCC/ATA Intermediario
ACC/ACC Baixo
ACC/ATA Baixo
ATA/ATA Baixo
IL-6 Regi&o Promotora C.G G/G Alto
-174 G/C Alto
C/C Baixo
IFN-y Intron 1 TA TT Alto
+874 T/A Intermediario
A/A Baixo

Modificado de Barrett et al. (2003)
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5.7. Analise estatistica

A freqiiéncia genotipica foi obtida com a contagem direta dos alelos
identificados no PCR. A freqiiéncia alélica foi calculada pela divisdo do nimero de

alelos encontrados pelo nimero total de genes analisados por loco.

Para os fenétipos previstos de produgéo de cada citocina foram utilizados
os padroes do fabricante do kit de genotipagem que seguem os descritos na
literatura (TURNER, D. M. et al, 1997; WILSON et al., 1997; PRAVICA et al,
2000; HOFFMANN et al., 2001).

A comparagao entre as freqiiéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas entre
os diferentes grupos, foi realizada utilizando o Teste do Qui-quadrado ou Teste
Exato de Fisher, quando uma das freqiéncias foi inferior a cinco. Foi estabelecido
um nivel o de 5% de significancia.

O programa “SAS 8.01” foi utilizado em todas as analises.
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6. Resultados

Neste estudo foram avaliados 128 individuos com infecgdo crénica
causada pelo virus da hepatite C, sendo 34 (26,56%) do sexo feminino e 94
(73,44%) do sexo masculino. Destes individuos 87 (67,97%) estao infectados pelo
gendtipo 1, 05 (3,91%) pelo genétipo 2 e 36 (28,12%) pelo gendtipo 3. A média de
idade dos pacientes foi de 45,84 + 10,61 anos. Os pacientes nao relataram

nenhum grau de parentesco entre si.
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Polimorfismos (cédon 10T/C; cédon 25G/C) do gene de TGF-p1

Cédon 10 (T/C)

A distribuicdo das freqiiéncias alélicas, genotipicas e dos fendtipos
previstos para o polimorfismo no cédon 10 T/C do gene do TGF-B1 observada nos
grupos de pacientes com hepatite C e de individuos sadios € mostrada na tabela
3. A frequiéncia observada do alelo T foi 0,5430 e do alelo C foi 0,4570 no grupo
de pacientes com hepatite C. A analise destes dados através do teste Qui-
quadrado nao revelou diferenca significante entre as frequéncias observadas nos
dois grupos [p=0,2195; OR=1,2664, Intervalo de confianga (0,8684 a 1,8466)].

O numero de individuos com os genétipos TT, TC e CC no grupo de
pacientes com hepatite C foi: 37, 65 e 26, respectivamente. As freqiiéncias
observadas para os genétipos TT, TC e CC foram 0,2891, 0,5078 e 0,2031 no
grupo de pacientes com hepatite C. A analise estatistica através do teste Qui-
quadrado mostra que as diferengas observadas entre os dois grupos nao séo

significantes [p=0,4563; OR=1,3282; Intervalo de confianga (0,6925 a 2,5476)].

As freqiiéncias observadas apresentaram distribuicio semelhante aquelas

esperadas no equilibrio de Hardy-Weinberg (dados nao mostrados).
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Tabela 2 - Distribuigao das freqiiéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo

do gene do TGF- B1 (cédon 10T/C ).

(N) Freqiiéncia do alelo

Hepatite C Individuos sadios* P
(n=128) (n=94)

T (139) 0,5430 (91) 0,4840
C (117) 0,4570 (97) 0,5160 0,2195

(N) Frequiéncia do genétipo
1T (37) 0,2891 (21) 0,2234 0,3925°
TC (65) 0,5078 (49) 0,5213 0,5517°
CcC (26) 0,2031 (24) 0,2553 0,2151°¢
0,4563¢

aTT/TC; P TC/CC; °TT/CC; “ TT/TCICC.

*(SILVA, 2003)
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Cédon 25 (G/C)

A distribuicdo das freqiéncias alélicas, genotipicas e dos fenotipos
previstos para o polimorfismo do gene do TGF-1 no cédon 25 (G/C) observada
nos dois grupos € mostrada na tabela 4 e figuras 2 e 3. As freqiiéncias observadas
para os alelos G e C foram 0,9375 e 0,0625 no grupo de pacientes com hepatite
C. A andlise destes dados através do teste Qui-quadrado revelou diferenga
significante entre as freqliéncias observadas nos dois grupos [p=0,0005;
OR=2,9618; Intervalo de confianga (1,5680 a 5,5945)].

O numero de individuos com os gendtipos GG, GC e CC, observados nos
dois grupos estudados foram 113, 14 e 01 no grupo de pacientes com hepatite C ,
respectivamente. As freqiéncias genotipicas observadas foram 0,8828, 0,1094 e
0,0078 no grupo de pacientes com hepatite C para os genoétipos GG, GC e CC,
respectivamente. A analise estatistica através do teste Exato de Fisher mostra que
as diferencas observadas entre os dois grupos sédo significantes (p=0,0004). A
comparacgéio das frequéncias dos genétipos GG e GC revelou que as diferenca
observada entre os dois grupos é significante [p=0.0002; OR=3,6574; Intervalo de

confianga (1,8022 a 7,4221); teste Qui-quadrado].

As freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo no gene TGF-p1
(cédon 25 G/C) em pacientes infectados com diferentes genétipos do virus da
hepatite C é mostrada na tabela 5, mas nao foram observadas diferencas

estatisticamente significantes (teste Exato de Fisher).

As frequiéncias observadas apresentaram distribuigdo semelhante aquelas

esperadas no equilibrio de Hardy-Weinberg (dados n&o mostrados).
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Tabela 3 - Distribuigdo das freqii€ncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo

do gene do TGF- B1 (cédon 25G/C ).

(N) Freqiiéncia do alelo

Hepatite C Individuos sadios* p
(n=128) (n=94)
G (240) 0,9375 (157)0,8351
] (16) 0,0625 (31)0,1649 0,0005
(N) Freqiiéncia do genétipo

GG (113) 0,8828 (64) 0,6809 0,0002°

GC (14) 0,1094 (29) 0,3085 1,0000°

CC (01) 0,0078 (01) 0,0106 1,0000°¢
0,0004°

®GGIGC; ® GC/CC; °*GG/CC; ‘GG/GCI/CC.

*(SILVA, 2003)
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Figura 2 - Distribuicdo da freqiiéncia dos alelos G e C do gene do TGF- 1 (cédon
25) em pacientes com hepatite C e em grupo de individuos sadios [p=0,0005;

OR=2,9618; Intervalo de confianga (1,5680 a 5,5945); teste Qui-quadrado].
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Figura 3 — Distribuigdo da frequiiéncia dos genétipos observados do gene do TGF-
B1 (cédon 25) em pacientes com hepatite C e em grupo de individuos sadios
(p=0,0002; OR=3,6574; Intervalo de confianga (1,8022 a 7,4221); teste Qui-
quadrado).
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Tabela 4 - Distribuicdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo no
gene TGF-p1 (cédon 25 G/C) em pacientes infectados com diferentes genétipos
do virus da hepatite C.

(N) Frequéncia do alelo

Hepatite C p
Genoétipo 1 Genotipo 3
(n=87) (n=36)
G (164) 0,9425 (67) 0,9305
C (10) 0,0575 (05) 0,0695 0,7716

(N) Frequéncia do genétipo

Gendtipo 1 Genétipo 3
GG (77) 0,8851 (32) 0,8889 0,7555%
GC (10) 0,1149 (03) 0,0833 0,2857°
CcC (00) 0,0000 (01) 0,0278 0,3000°

0,3631¢

3GG/GC; °GC/CC; °GGICC: ‘GG/GCICC .
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Distribuicdo das freqiiéncias fenotipicas

A distribuigdo das freqiiéncias dos fenétipos previstos para o polimorfismo

da hepatite C e de individuos sadios € mostrada na tabela 4 e figura 6.

As freqiéncias fenotipicas inferidas de acordo com na analise dos
genétipos foram 0,7344, 0,2031 e 0,0952 para o grupo de pacientes com hepatite

C, para alto, intermediario e baixo produtor de TGF-1, respectivamente.

A frequéncia de individuos com fenétipo previsto de alto produtor desta
citocina & significativamente maior no grupo de pacientes (p=0,0043; teste Qui-
quadrado). A comparagéo das freqiiéncias dos fenétipos previstos de alto produtor
e produtor intermediario demonstra que as diferengas observada entre os dois
grupos é significante [p=0,0015; OR=2,6562; Intervalo de confianga (1,4413 a

4,8950), teste Qui-quadrado].
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Tabela 5 - Distribuigdo das freqiiéncias genotipicas e fendtipos previstos para o

polimorfismo do gene do TGF-B1 (cédon 10T/C; cdédon 25G/C ).

(N) Frequéncia do genétipo

Hepatite C

Individuos sadios* p
(n=128) (n=94)
T/T G/G' (37) 0,2891 (18) 0,1915
T/C G/G' (57) 0,4453 (31) 0,3298
TIC GIC? (07) 0,0547 (18) 0,1915
C/C GIG? (19) 0,1484 (15) 0,1596
T/T GIC? (0) 0,0000 (03) 0,0318
c/ic GIC? (07) 0,0547 (08) 0,0851
c/c cic? (0) 0,0000 (01) 0,0105
T/T CIC? (0) 0,0000 (0) 0,0000
T/C CIC? (01) 0,0078 (0) 0,0000
Freqiiéncias dos fenétipos previstos
Alto produtor (94) 0,7344 (49) 0,5213 0,0015°
Intermediario (26) 0,2031 (36) 0,3830 0,7055°
Baixo produtor (08) 0,0625 (09) 0,0957 0,1300°
0,0043"

T Alto produtor; Z Intermediario; ° Baixo produtor
2 Alto produtor/Intermediario; ® intermediario/Baixo produtor
¢ Alto produtor/ Baixo produtor; 4 Alto produtor/Intermediario/Baixo produtor.

*(SILVA, 2003)
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Figura 4 - Distribuicdo da freqiiéncia dos fenoétipos previstos do gene do TGF-B1
(cédon 10 e codon 25) em pacientes com hepatite C e em grupo de individuos

sadios [p=0,0015; OR=2,6562; Intervalo de confianga (1,4413 a 4,8950); teste Qui-

quadrado].
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Polimorfismo +874T/A do gene do IFN-y

A distribuigao das freqiéncias alélicas, genotipicas e dos fenétipos
previstos para o polimorfismo +874 (T/A) do gene do IFN-y observada nos grupos
estudados é mostrada na tabela 7. As freqiiéncias observadas para os alelos T e
A foram 0,3555 e 0,6445 no grupo de pacientes com hepatite C, respectivamente.
A analise através do teste Qui-quadrado mostrou que as diferengas observadas
entre os grupos nao sao estatisticamente significantes [p=0,6560; OR=1,0943;

Intervalo de confianga (0,7361 a 1,6267)].

As freqliéncias de individuos com os genoétipos TT, TA e AA foram,
respectivamente, 20, 51 e 57 no grupo de pacientes com hepatite C. As
freqliéncias observadas dos genétipos TT, TA e AA foram, respectivamente,
0,1563, 0,3984 e 0,4453 em pacientes com hepatite C. A analise estatistica
mostra que as diferengas observadas entre os dois grupos nao sao significantes
[p=0,3049; OR=1,9608; Intervalo de confianga (0,8109 a 4,7412); teste Qui-

quadrado].

As freqiiéncias dos fenétipos previstos foram 0,1563, 0,3984 e 0,4453 para
o grupo de pacientes com hepatite C, para altos, intermediarios e baixos
produtores de IFN-y, respectivamente. A diferenga observada entre os grupos nao
é estatisticamente significante [p=0,3049; OR=1,9608; Intervalo de confianga

(0,8109 a 4,7412), teste Qui-quadrado].

As fregliéncias observadas apresentaram distribuicdo semelhante aquelas

esperadas no equilibrio de Hardy-Weinberg (dados ndo mostrados).
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Tabela 6 - Distribuigéo das freqiéncias alélicas, genotipicas e fenétipos previstos

para o polimorfismo +874 T/A do gene do IFN-y.

(N) Frequéncia do alelo

Hepatite C Individuos sadios* p
(n=128) (n=94)
T (91)0,3555 (63)0,3350
A (165)0,6445 (125)0,6650 0,6560

(N) Freqiiéncia do genétipo

TT (20) 0,1563 (09) 0,0957 0,1313?
TA (51) 0,3984 (45) 0,4787 0,4302°
AA (57) 0,4453 (40) 0,4256 0,3227°

0,3049°

Freqiiéncias dos fenétipos previstos

Alto produtor (20) 0,1563 (09) 0,0957 0,1313°
Intermediario (51) 0,3984 (45) 0,4787 0,4302°
Baixo Produtor (57) 0,4453 (40) 0,4256 0,3227°

0,3049°

8 TT/TA (Alto produtor/Intermediario);

b TA/AA (Intermediario/Baixo produtor);

© TT/AA (Alto/Baixo produtor);

dTT/TA/AA (Alto produtor/Intermediario/Baixo Produtor).

*(SILVA, 2003)
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Polimorfismo -174G/C do gene da IL-6

A distribuicdo das freqliéncias alélicas, genotipicas e dos fendétipos
previstos para o polimorfismo - 174G/C do gene da IL-6 observada nos diferentes
grupos estudados é mostrada na tabela 8. As freqliéncias observadas para os
alelos G e C foram, respectivamente, 0,7930 e 0,2070 no grupo de pacientes com
hepatite C. A andlise através do teste Qui-quadrado mostrou que as diferengas
observadas entre as freqiiéncias alélicas dos grupos estudados ndo sao
estatisticamente significantes [p=0,8994; OR=0,9703; Intervalo de confiancga
(0,6083 a 1,5479)].

As frequéncias absolutas de individuos com os genétipos GG, GC e CC
observadas nos grupos foram, respectivamente, 80, 43 e 05 no grupo de
pacientes com hepatite C. As freqiiéncias genotipicas observadas nos dois grupos
foram 0,6250, 0,3359 e 0,0391 em pacientes com hepatite C, para os genétipos
GG, GC e CC, respectivamente. As diferengas observadas entre os dois grupos
ndo sao estatisticamente significantes [p=0,9618;, OR=0,9302; Intervalo de

confianga (0,5240 a 1,6514) teste Qui-quadrado].

As freqiiéncias dos fenétipos previstos foram 0,9609 e 0,0391 para o grupo
de pacientes com hepatite C, para altos e baixos produtores de IL-6,
respectivamente. As diferengas observadas entre os dois grupos nao sao
estatisticamente significantes [p=1,0000; OR=1,0933; Intervalo de confianga

(0,2855 a 4,1864); teste Exato de Fisher].

As frequéncias observadas apresentaram distribuigdo semelhante aquelas

esperadas no equilibrio de Hardy-Weinberg (dados ndo mostrados).
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Tabela 7 - Distribuigao das freqiiéncias alélicas, genotipicas e fenétipos previstos

para o polimorfismo -174 G/C do gene da IL-6.

(N) Freqiiéncia do alelo

Hepatite C Individuos sadios™* p
(n=128) (n=94)
G (203)0,7930 (150)0,7979
C (53)0,2070 (38)0,2021 0,8994
(N) Frequéncia do genétipo
GG (80) 0,6250 (60) 0,6383 0,8049°2
GC (43) 0,3359 (30) 0,3191 1,0000°
CcC (05) 0,0391 (04) 0,0426 1,0000°
0,9618¢
Frequéncias dos fenétipos previstos
Alto produtor (123) 0,9609 (90) 0,9574
Baixo produtor (05) 0,0391 (04) 0,0426 1,0000

? GGI/GC; ® GC/CC; ° GG/CC; “ GG/GC/CC.

*(SILVA, 2003)
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Polimorfismos (-1082G/A; -819C/T; -592C/A) do gene da IL-10

As combinagdes possiveis dos polimorfismos nas posi¢des -1082, -819 e -
592 formam os haplétipos GCC, ACC e ATA. As freqiiéncias absolutas de
individuos com os genétipos possiveis GCC/GCC, GCC/ACC, GCC/ATA,
ACC/ACC, ACC/ATA e ATA/ATA foram, respectivamente, 17, 22, 33, 11, 27 e 18
no grupo de individuos com hepatite C. Para a analise estatistica, os genétipos
foram agrupados de acordo com os fenétipos previstos. Assim, foram agrupadas
as freqiiéncias correspondentes aos genétipos GCC/ACC e GCC/ATA (produtores
intermediarios) e as freqiiéncias correspondentes aos genédtipos ACC/ACC,
ACC/ATA e ATA/ATA (baixos produtores). O genétipo GCC/GCC corresponde aos
altos produtores. A andlise mostrou ndo haver diferengas significantes entre os
fenétipos previstos de alto, intermediario e baixo produtor nos grupos comparados
[p=0,8833; OR=1,0224; Intervalo de confianga (0,4480 a 2,3330); teste Qui-
quadrado]. Os dados estdo representados na tabela 9.

Considerando-se os polimorfismos em cada posi¢gdo separadamente foram
observadas as freqiiéncias alélicas e genotipicas a seguir: na posi¢ao —1082G/A,
no grupo de pacientes com hepatite C, para os genétipos GG, GA e AA e alelos G
e A foram 0,1328, 0,4298 e 0,4374 e 0,3476 e 0,6524, respectivamente. Nao
foram encontradas diferengas estatisticamente significantes nas freqiéncias
genotipicas para o polimorfismo —1082G/A (p=0,8833; teste Qui-quadrado), nem

na analise das frequiéncias dos alelos G e A (p=0,6737; teste Qui-quadrado).
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Na posigcao —819C/T, as freqiiéncias no grupo de pacientes com hepatite C,
para os genétipos CC, CT e TT e alelos C e T foram 0,3907, 0,4687 e 0,1406 e
0,6250 e 0,3750, respectivamente. Na posi¢gao —592C/A, as freqii€ncias no grupo
de pacientes com hepatite C, para os gendétipos CC, CA e AA e alelos C e A foram
0,3907, 0,4687 e 0,1406 e 0,6250 e 0,3750, respectivamente. A analise das
freqliéncias alélicas nas posicbes -819 e -592 nos dois grupos n&o mostrou
diferenga estatisticamente significante (p=0,7742; teste Qui-quadrado), e nem a

analise das freqliéncias genotipicas (p=0,7020; teste Qui-quadrado).

As freqliéncias observadas apresentaram distribuicdo semelhante aquelas

esperadas no equilibrio de Hardy-Weinberg (dados ndo mostrados).
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Tabela 8 — Distribuigdo das freqiiéncias alélicas, genotipicas e fenotipos previstos

para os polimorfismos —1082G/A, -819C/T e -5692C/A do gene da IL-10.

(N) Freqiéncia do alélica

Hepatite C Individuos sadios* b
(n=128) (n=94)

-1082G (89) 0,3476 (69) 0,3670

-1082A (167) 0,6524 (119) 0,6330 0,6737

-819C (160) 0,6250 (120) 0,6383

819 T (96) 0,3750 (68) 0,3617 0,7742

-592 C (160) 0,6250 (120) 0,6383

-592 A (96) 0,3750 (68) 0,3617 0,7742

(N) Fregiiéncia do genétipo

GCC/GCC (17) 0,1328 (13) 0,1383

GCC/ACC (22) 0,1720 (17) 0,1809

GCC/ATA (33) 0,2578 (26) 0,2766

ACC/ACC (11) 0,0859 (06) 0,0638

ACC/ATA (27) 0,2109 (22) 0,2340

ATA/ATA (18) 0,1406 (10) 0,1064

Fregiiéncias dos fenotipos previstos

Alto produtor (17) 0,1328 (13) 0,1383 0,9581°

Intermediario (565) 0,4298 (43) 0,4575 0,6283°

Baixo produtor (56) 0,4374 (38) 0,4042 0,7781°
0,8833¢

3 Alto produtor/Intermediario; ° Intermediario/Baixo produtor;

¢ Alto/Baixo produtor; ¢ Alto produtor/Intermediario/Baixo produtor.

*(SILVA, 2003)
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Polimorfismo no gene do TNF — a na posigao -308

A distribuicdo das frequiéncias alélicas, genotipicas e dos fendétipos
previstos para o polimorfismo no gene do TNF- a na posi¢ao -308G/A, nos grupos
de pacientes com hepatite C e de individuos sadios, sdo mostradas na tabela10.
As frequéncias observadas para os alelos G e A foram, respectivamente, de
0,8477 e 0,1523 no grupo de pacientes com hepatite C. As diferengas entre as
freqiéncias alélicas nos dois grupos nao sao estatisticamente significantes
[p=0,21568; OR=0,6997; Intervalo de confianga (0,3966 a 1,2342); teste Qui-
quadrado].

As freqliéncias absolutas de individuos com os genétipos GG, GA e AA
foram, respectivamente, 94, 29 e 05 no grupo de pacientes com hepatite C. As
freqiiéncias observadas dos genétipos GG, GA e AA foram, respectivamente,
0,7344, 0,2265 e 0,0391 em pacientes com hepatite C. A andlise estatistica
mostra que as diferengas observadas entre os dois grupos nao sao significantes
[p=0,1637; OR=0,9325; Intervalo de confianga (0,4920 a 1,7674); teste Exato de

Fisher].

As frequéncias dos fendtipos previstos de alto e baixo produtores sao
0,2656 e 0,7344 no grupo de pacientes com hepatite C. A comparagdo das
freqiiéncias entre os grupos nao revelou diferenga estatisticamente significante
[p=0,3877; OR=0,7575; Intervalo de confianga (0,4029 a 1,4241); teste Qui-
quadrado].

As freqiiéncias observadas apresentaram distribuicdo semelhante aquelas

esperadas no equilibrio de Hardy-Weinberg (dados ndo mostrados).
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Tabela 9 - Distribuicdo das freqiiéncias alélicas, genotipicas e fenétipos previstos

para o polimorfismo —308 G/A do gene do TNF-a.

(N) Freqiéncia do alelo

Hepatite C Individuos sadios* .
(n=128) (n=94)
G (217)0,8477 (167)0,7776
A (39)0,1523 (21)0,2234 0,2158
(N) Frequéncia do genétipo
GG (94) 0,7344 (73) 0,7776 0,8302°
GA (29) 0,2265 (21) 0,2234 0,1443°
AA (5) 0,0391 (0) 0.0000 0,0732°
0,1637¢
Freqiéncias dos fenoétipos previstos
Baixo produtor (94) 0,7344 (73) 0,7776
Alto produtor (34) 0,2656 (20) 0,2234 0,3887

2 GGIGA; " GA/AA; ° GG/AA; ? GG/GA/AA.

*(SILVA, 2003)
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7. Discussao

A infecgao pelo VHC além de apresentar uma prevaléncia elevada,
apresenta alta morbidade e mortalidade devido ao desenvolvimento de fibrose
hepatica, cirrose e carcinoma hepatocelular.

A histéria natural da infecgdo pelo VHC é altamente variavel no que se
refere a fatores inerentes do préprio virus (carga viral, genétipo, quasiespécies),
fatores relacionados ao hospedeiro (idade, sexo, etnia, resposta imune,
determinantes genéticos) e fatores externos (consumo de alcool, drogas), que
representam fatores de risco independentes.

A epidemiologia genética progrediu para analise de doengas complexas, ou
seja, aquelas que sao influenciadas por um grande numero de fatores, a maioria
das quais de dificil identificagao.

Fatores genéticos do hospedeiro podem ser determinantes no curso natural
das infecgbes virais. Na ultima década, alguns genes e suas variagdes alélicas
foram apontados como candidatos potenciais a determinagao da histéria natural
de doengas hepaticas crénicas. Nestes estudos, a selegdo dos genes investigados
foi principalmente baseada na plausibilidade biolégica (BATALLER et al., 2003).

Diversos sdo os trabalhos na literatura cientifica que buscam demonstrar a
importancia dos polimorfismos em genes de citocinas como marcadores genéticos
potenciais na infec¢ado pelo virus da hepatite C. Em nosso meio, ainda ndao haviam
sido estudadas as freqiiéncias de polimorfismos em genes de citocinas em

portadores do VHC, sendo de fundamental importancia o desenvolvimento de um
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banco de dados para investigagdes a respeito da influéncia desses polimorfismos

na resposta imune e susceptibilidade a essa infecgao.

No presente trabalho foi realizada uma comparagdo entre as fregiiéncias
alélicas, genotipicas e dos fenétipos previstos de polimorfismos nos genes de
citocinas (fator de transformagéo do crescimento B1 [TGF-B1], interferon y [IFN-y],
interleucina 6 [IL-6], interleucina 10 [IL-10] e fator de necrose tumoral o. [TNF-qa])
em uma amostra de individuos portadores de infec¢ao crénica causada pelo virus
da hepatite C e doadores de sangue na populagado da cidade de Salvador - Bahia.

Foi observada diferenga estatisticamente significante entre as frequéncias
dos alelos G e C para o polimorfismo do cdédon 25 do gene do TGF-B1, quando
comparados individuos portadores de VHC com individuos sadios, com uma maior
freqiéncia do alelo G (p=0,0005) Também foi observada diferenga
estatisticamente significante entre os genétipos GG e GC (p=0,0002) em relagéo
ao CC.

A combinagdo do polimorfismos no cdédon 10 e no cédon 25 determinam
nove genétipos diferentes, distribuidos em trés fenétipos previstos: alto produtor,
produtor intermediario e baixo produtor de TGF-B1(HOFFMANN et al., 2001).

Em relagdo a distribuigdo das frequéncias dos fenétipos previstos, foram
observadas diferengas estatisticamente significantes entre o fenétipo de alto
produtor e produtor intermediario (p=0,0015) e, também, entre o fenétipo de alto
produtor comparado ao de produtor intermediario mais baixo produtor (p=0,0043),

quando comparados individuos portadores de VHC a individuos sadios.
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KANTO et al., 1997, observaram que a inibigao do TGF-B in vitro aumenta a
atividade dos linfécitos T citotoxicos. O TGF-B1 possue efeitos imunossupressores
e, na maioria das células, efeitos antiproliferativos (SCHUPPAN et al., 2003).
Teoricamente, é possivel que a supressao da resposta imunolégica pelo TGF-B1,
em individuos que possuam o fenétipo previsto de alto produtor, seja mais
pronunciada e que esta modulagdo aumente a susceptibilidade ou a persisténcia
do virus. O TGF-B1 é conhecido como supressor da atividade antiviral do
interferon, o que talvez favorega a replicagao e persisténcia viral. E importante
discutir também o papel das células T reguladoras na persisténcia a agentes
infecciosos. Foi descrito que as Trgs secretam TGF-B e que a utilizagdo de anti-
TGF-B in vitro , foi capaz de anular o efeito supressor das células Trgs (CABRERA
et al., 2004). O TGF-B, geraimente produzido em altas concentragbes em
infecgdes cronicas, é descrito como um importante fator para sobrevivéncia e
fungao das células Tregs (GREEN et al., 2003). Também foi observado que células
T CD4+ podem tornar-se células supressoras quando expostas a altas
concentragbes de TGF-B, além da ativagcdo e retengdo que esta citocina pode
exercer sobre as células Trgs (CHEN et al, 2003; ZHENG et al., 2004,
BELKAID&ROUSE, 2005). Pode-se especular que individuos que possuam o
fendtipo previsto de alto produtor de TGF-f3, apresentem maior predisposi¢cao a
persisténcia do VHC, por favorecerem uma maior indugdo das células Tregs, bem
como através desta maior produgdo, favorecerem a sua agao supressora sobre
as células T CD4+ e CD8+. Esta hipdtese esta de acordo com nossos achados

que demonstram diferengas significantes nas freqiéncias dos genétipos do TGF-
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B1 entre pacientes cronicamente infectados pelo VHC e individuos sadios.
Estudos futuros séo necessarios para avaliar melhor esta hipétese.

Polimorfismos genéticos podem explicar as diferengas encontradas entre os
niveis de progressdo da fibrose hepatica nos individuos infectados pelo VHC
(SCHUPPAN et al., 2003). Sendo assim, é possivel que variantes polimérficas do
gene do TGF-B1, que estejam relacionadas diretamente com os niveis de
producdo dessa citocina, possam contribuir para o desenvolvimento de fibrose
hepatica. Entretanto, alguns estudos demonstram resultados contraditérios
quanto a influéncia dos polimorfismos no gene do TGF-B1 na indugao da
fibrogénese hepatica pelo VHC. Este fato pode refletir a heterogeneidade das
populagbes estudadas ou outros fatores de riscos independentes e
desconhecidos. Trabalhos anteriores observaram que individuos caucasianos
heterozigotos para o polimorfismo no cédon 25 desenvolviam uma progresséo
mais rapida e grau mais elevado de fibrose hepatica (GEWALTIG et al., 2002;
TAG et al., 2003). No trabalho desenvolvido por GEWALTIG et al., 2002, também
foram detectados niveis plasmaticos mais elevados do TGF-B1 total em pacientes
que apresentavam fibrose e carreavam o genétipo Arg25Arg. WANG et al.,
2005, observaram que pacientes caucasianos portadores de VHC, que possuiam
ao menos uma prolina no cédon 10, apresentavam risco de desenvolver fibrose
hepatica mais pronunciada. Nesse mesmo trabalho, o estagio da fibrose foi
correlacionado com a presenga de uma prolina no cédon 25.

Um outro trabalho demonstrou que individuos com o genétipo alto produtor
(Arg25Arg) eram mais propensos ao desenvolvimento de fibrose hepatica

progressiva quando comparados com individuos que apresentavam o genétipo
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baixo produtor (POWELL et al., 2000). BEN-ARI et al., 2004, observaram que o
fenétipo previsto de alto produtor do TGF-B1 correlaciona-se com o escore de
fibrose em pacientes ndo submetidos a terapia antiviral e com a expressao in situ
da citocina em pacientes que apresentaram recorréncia da infecgdo pelo VHC
apos transplante hepatico.

Desde que ndo existem explicacées diretas de como as substituicées de
aminoacidos nos cédons 10 e 25 contribuem para fibrogénese hepatica, estudos
adicionais serdo necessarios para determinar como estas alteragées contribuem
na modulagdo das atividades biolégicas do TGF-B1. Sera necessario avaliar as
manifestagdes fenotipicas do polimorfismo no cédon 25 do gene do TGF-B1 no
figado de pacientes cronicamente infectados pelo VHC. Devido ao fato dos niveis
séricos de TGF-B1 muitas vezes nao serem representativos, seria necessaria a
analise do RNAm do TGF-B1 e a expressao da proteina no tecido hepatico dos
pacientes com esses polimorfismos genéticos especificos.

Foi demonstrado por CRIBIER et al., 1998, que niveis mais baixos de IFN-y
eram encontrados em individuos infectados pelo VHC, quando comparados aos
controles sadios. O IFN- y como uma citocina que estimula o processamento e a
apresentagao de antigenos virais pelas moléculas do MHC classe |. Além disso, o
. IFN-y pode inibir a replicagao dos virus em células infectadas, levando a redugao
da carga viral.

Em nosso estudo, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significantes entre as frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas do

polimorfismo na posicdo +874 do gene do IFN-y. entre o grupo de pacientes
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infectados pelo VHC e os controles sadios. TAMBUR et al., 2001, ndao observaram
associagao entre este polimorfismo e a recorréncia da infecgdo pelo VHC em
transplantados hepaticos. Apesar disso, foi observada uma tendéncia de produzir
niveis mais elevados de IFN-y entre os pacientes que nao apresentaram
recorréncia da infecgao. Em estudo conduzido por BARRET et al., 2003, também
nao foi possivel descrever associagdo do polimorfismo na posigdo +874 do gene

do IFN-y com persisténcia ou eliminagdo do VHC.

Conforme os dados obtidos no nosso estudo, ndo foi possivel demonstrar
associagao entre o polimorfismo —174 G/C do gene da IL-6 e infecgdo causada
pelo VHC. O polimorfismo na posigdo -174 tem sido associado com
susceptibilidade a um amplo espectro de doencgas,como por exemplo a artrite
cronica juvenil (FISHMAN et al., 1998). OYANAGI et al., 1999, observaram niveis
elevados da IL-6 no soro de pacientes portadores da infecgdo pelo VHC, e a
produgdo hepatica, examinada através de hibridizagcdo in situ e
imunohistoquimica, encontrava-se localizada nas células de Kupffer do
parénquima hepatico e macrofagos localizados no trato portal.  Relatos
experimentais descrevem o alelo -174C como um ativador transcricional mais
fraco que o alelo comum -174G, levando conseqiientemente a niveis plasmaticos
mais baixos da IL-6 (FISHMAN et al., 1998). Um estudo desenvolvido na Irlanda
demonstrou que a o genétipo CC na posicdo -174 estava associado com a
eliminagdo do VHC (BARRETT et al, 2003). J& em estudo conduzido em
pacientes ingleses, a presenga deste alelo ndo pode ser associado com a

eliminagao viral (MINTON et al., 2005). TAMBUR et al., 2001, observaram que
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entre transplantados hepaticos que ndo sofreram rejeicdo aguda, o fendtipo
previsto de baixo produtor apresentava-se mais prevalente quando comparados
aos controles sadios. Da mesma forma, MAS et al.,, 2004, observaram que a
presenga do gendtipo alto produtor era mais freqlente em pacientes
transplantados hepaticos com episédios de rejeigdo aguda.

No presente trabalho, ndo foram demonstradas diferengas estatisticamente
significantes entre o grupo de pacientes com hepatite C e o grupo de individuos
sadios em relagao ao polimorfismo no gene do IL-10.

Em trabalho realizado por TAMBUR et al, 2001, foi observada uma
tendéncia aos fenétipos previstos de altos produtores da {L-10 entre os individuos
que nao apresentaram rejeigdo apos o transplante hepatico. Nesse mesmo estudo
foi observada uma tendéncia aos fenétipos previstos de baixo produtores entre os
individuos transplantados que nao apresentaram recorréncia da infecgao pelo
VHC. MAS et al, 2004, publicaram dados concordantes que descreviam
associagdo dos fenétipos baixos produtores com individuos que apresentaram
episédios de rejeigdo aguda, mas ndo conseguiram demonstrar associagéo entre
os genotipos da IL-10 e a recorréncia do VHC apés transplante.

A IL-10 possui a capacidade de inibir a expressdo do MHC em células
apresentadoras de antigenos. Sendo assim, os pacientes que possuem uma
tendéncia a produzir uma menor quantidade de IL-10, podem apresentar uma
habilidade maior de apresentar antigenos, como peptideos virais, no contexto das
moléculas do MHC, favorecendo a eliminagdo da infecgéo pelo VHC.

EDWARDS-SMITH et al., 1999, descreveram que pacientes infectados pelo

VHC, genotipados como altos produtores de IL-10, ndo apresentavam resposta
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sustentada ao tratamento com interferon alfa. No trabalho realizado por VIDIGAL
et al, 2002, essas observagdes ndo foram confirmadas, pois nao foram
observadas diferengas significantes entre as frequéncias dos genétipos
associados com o polimorfismo da IL-10 entre pacientes respondedores e nao-
respondedores a terapia antiviral com interferon alfa e ribavirina. Estas diferencas
podem ser justificadas pelas diferengas entre os estudos em relagao a terapia e os
critérios de definicdo de paciente como respondedores. No primeiro, a avaliagéo
dos pacientes quanto a resposta terapéutica foi realizada apés 12 semanas e no
segundo, apos 48 semanas.

No trabalho de VIDIGAL et al, 2002, foi descrita uma associagdo do
genétipo -1082 G/G com a infecgdo cronica causada pelo VHC, quando
comparados pacientes com controles sadios, sugerindo seu papel como marcador
de suscetibilidade. KNAPP et al., 2003, observaram associag¢éo do genétipo G/G
na posig¢ao -1082 com infecgao persistente em uma coorte de pacientes do Reino
Unido. De maneira oposta, LIO et al.,, 2003, observaram associagdo do genétipo
G/G na posigao -1082 com eliminagdo espontanea do virus em pacientes italianos.

CONSTANTINI et al., 2002, nao observaram associagdo dos polimorfismos
nas posigdes -1082, -819 e -592 com eliminagao espontanea do virus ou resposta
a terapia com interferon alfa. BARRET et al, 2003, analisando pacientes que
eliminaram o virus frente aqueles que desenvolveram infecgdo persistente, nao
observaram diferengas estatisticamente significantes entre os genétipos da IL-10
nos grupos estudados. Da mesma forma, MINTON et al., 2005, ndo observaram
associagdo do polimorfismo na posigéo -1082 com persisténcia ou eliminagao do

VHC.
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Alguns polimorfismos na regido promotora do gene do TNF-a tém sido
associados com susceptibilidade a, ou progressao de, doengas autoimunes e
infecciosas, incluindo a infecgdo pelo VHC, embora a significAncia funcional
destas mutagdes ndo esteja esclarecida. No presente trabalho, ndo foi possivel
demonstrar associa¢ao do polimorfismo na posigao —308 do gene do TNF-a. com a
infec¢ao causada pelo VHC.

HOHLER ef al, 1998, observaram associagdo com susceptibilidade a
infecgdo pelo VHC com o polimorfismo na regido promotora do TNF-a. Nesse
trabalho, duas mutagdes foram analisadas. Foi observada associagédo entre o
polimorfismo na posi¢do -238 com susceptibilidade a infecgao, enquanto nenhuma
associacdo foi demonstrada com a mutagdo na posigdo -308. VIDIGAL et al,
2002, analisando os polimorfismos nas posi¢gbes -376, -308, -238 e -163, nao
identificaram associagdo entre esses possiveis genétipos do TNF-a e a
persisténcia a infecgdo pelo VHC apés terapia combinada de IFN-a e ribavirina.
BARRET et al., 2003, também nao observaram associagdo do polimorfismo na
posi¢do -308 e a infecgdo persistente pelo VHC. Nossos dados estdo de acordo
com o achado destes autores que também nao encontraram correlagdo entre o
polimorfismo na posi¢do -308 do gene do TNF-a e a infecgao pelo VHC.

YEE et al., 2000, observaram que os alelos -238 A e -308 A aumentavam o
risco de desenvolvimento de cirrose em pacientes portadores de infecgao crénica
causada pelo virus da hepatite C. Entretanto, ROSEN et al, 2002, néao
conseguiram associar os polimorfismos nas posigées -238 e -308 do gene do

TNF-a com o grau de lesao histoldgica no figado e resposta a terapia antiviral.
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BATHGATE et al., 2000, observaram que pacientes homozigotos na
posi¢ao -308, genétipo A/A, estdo mais propensos a rejeicdo apos transplante
hepatico. Em trabalho semelhante desenvolvido por MAS et al., 2004, estudando-
se as posi¢gdes -238 e -308, foi demonstrado que os genétipos do TNF-a
associados com o fenétipo previsto de alto produtor encontravam-se mais
freqientes em pacientes que apresentaram rejeicdo aguda apds transplante
hepatico, comparando-os com grupo de pacientes que nao apresentaram rejeigao.
Nesse mesmo trabalho, foi observado aumento das freqiéncias dos fenétipos
previstos de alto produtores no grupo de individuos que apresentaram recorréncia
da infecgao pelo VHC. Apesar dessas diferengas ndo apresentarem significancia
estatistica, o polimorfismo na posicédo -238 demonstrou uma associagao mais forte
com recorréncia quando comparado ao polimorfismo na posigéo -308.

De maneira contraria, TAMBUR et al., 2001, analisando o polimorfismo na
posicao -308, ndo encontrou associagao com rejeicao ou recorréncia da infecgao
pelo VHC em transplantados. ROSEN et al., 1999, estudaram o polimorfismo em
doadores e o seu papel na determinagdo da recorréncia do VHC em
transplantados hepaticos e, descreveram associacdo entre a recorréncia da
infecgdo nos transplantados e o presenga do alelo A na posi¢do -308 no gene do
TNF-a dos doadores.

E importante ressaltar que muitos estudos realizados buscando encontrar
marcadores de susceptibilidade ou resisténcia para infec¢gédo causada pelo virus
da hepatite C estabelecem comparagdes de individuos infectados cronicamente
pelo VHC com individuos sadios. Isto pode vir a causar um problema no desenho

do estudo, pois se estima que de 54 a 86% dos individuos considerados
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controles, se expostos ao VHC, desenvolveriam infecgées cronicas, enquanto os
outros conseguiriam eliminar o virus (YEE, 2004). Desta forma, idealmente
deveriam ser comparados individuos que conseguiram eliminar o virus com
individuos portadores de infecgdes crénicas, quando se busca determinar o papel
de marcadores genéticos na susceptibilidade ao VHC.

Um conceito importante € que a demonstragdo de uma associagao com
determinado alelo, nao significa necessariamente que este alelo é funcionalmente
responsavel pela susceptibilidade ou resisténcia a doengas complexas como a
hepatite C. As variantes alélicas pontuais encontram-se em segmentos de DNA
que provavelmente contém outros polimorfismos. Desta forma, estas variantes
alélicas podem ser herdadas como haplétipos. Portanto, é pertinente considerar a
possibilidade de desequilibrio de ligagdo entre /oci polimérficos, apesar da
complexidade deste tipo de abordagem. Além disso, as interagées entre esses
genes e 0 meio ambiente podem contribuir significativamente para o entendimento
dessas caracteristicas.

E importante ressaltar que estudos de associagdo genética na satde e na
doenga consistem de diferentes partes: a identificagdo de novos polimorfismos, a
associagcado destes polimorfismos com doengas, e a compreensdo dos efeitos
funcionais das variantes polimérficas. Estes fatores ndo precisam ser analisados
necessariamente ao mesmo tempo, e a importancia dos estudos que abordam
apenas um deste trés aspectos ndo deve ser negligenciada. E fundamental que
toda evidéncia neste campo seja considerada, mesmo quando associagdes nao

sejam demonstradas.
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Outra observagédo relevante é que trabalhos realizados em populagdes
distintas podem apresentar freqiiéncias genotipicas diferentes, devido a
heterogeneidade dos grupos étnicos estudados.

E improvavel que um polimorfismo em uma determinada posicdo de um
gene represente de maneira isolada a susceptibilidade para o desenvolvimento de
determinada patologia. Estes polimorfismos devem interagir com outros fatores
genéticos e ambientais para determinar a susceptibilidade a determinadas
patologias e as diferengas nas respostas do hospedeiro ao virus. Interagées com
outros fatores genéticos, ambientais, comportamentais e do proprio virus podem
contribuir para a progressido da infecgdo causada pelo virus da hepatite C. No
futuro sera importante o desenvolvimento de trabalhos ndo apenas com ajustes
para variaveis de cbnfundimento potenciais, mas com analises de interagdes de
genes putativos com outros fatores. Os estudos dos determinantes genéticos do
hospedeiro na infecgédo pelo VHC precisam abordar de maneira integrada além da
genética molecular, a epidemiologia, a biologia funcional e a medicina clinica.
Desta forma, estudos epidemiolégicos apropriados serdo de extrema importancia

para um melhor entendimento da histéria natural da infecgéo causada pelo VHC.
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8. Conclusodes

e O estudo demonstrou uma associagao entre o alelo G do polimorfismo no gene
do TGF-B1 (cédon 25 — G/C) com a infecgao pelo VHC, sugerindo que este
seja um marcador genético potencial para susceptibilidade a infecgao causada
pelo VHC. Estes dados sugerem um papel do TGF-B1 na infecgdo ou

persisténcia do VHC no hospedeiro.

e As freqiiéncias alélicas, genotipicas e dos fenétipos previstos dos genes do
TGF-B1 (codon 10 — T/C), IFN-y (+874T/A), IL-6 (-174G/C), IL-10 (-1082G/A, -
819T/C e -592C/A) e TNF-a (-308G/A) nao apresentaram diferengas
estatisticamente significantes entre pacientes infectados com o VHC e

controles sadios.
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9. Perspectivas futuras

Avaliar a associagdo entre o polimorfismo no gene do TGF-B1 e formas clinicas

da hepatite C.

Realizar estudos funcionais, verificando se ha influéncia dos genétipos do

TGF-B1 na produgéo desta citocina.

Verificar se ha relagdo entre os genétipos do TGF-B1 e o nimero de ceélulas T

reguladoras nos pacientes estudados.
Investigar a associagao de polimorfismos nos genes que codificam TGF-f1,
IL-13, metaloproteinases e inibidores de metaloproteinases na evolugéo da

fibrose causada pelo VHC.

Avaliar a influéncia do polimorfismo nos genes de citocinas na resposta

terapéutica ao VHC.
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