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VITAMINA D E RESISTENCIA INSULINICA EM PACIENTES MONOINFECTADOS COM HCV
RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA
Leticia de Paula Scalioni

A infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV) tem sido relacionada a disturbios metabdlicos. O
objetivo geral deste estudo foi determinar a prevaléncia de hipovitaminose D e polimorfismos
genéticos associados com a vitamina D e avaliar se as mutagdes nas posi¢gdes 70 e 91 do core
estdo associadas a presenca de resisténcia insulinica (Rl), a fim de fornecer subsidios para o
desenvolvimento de estratégias mais eficazes para o tratamento desta infecgdo. Foram incluidos
237 pacientes com HCV para determinagdo dos niveis sérico de 25(OH)D e compara-los com
dados virolégicos e laboratoriais, bem como resposta virolégica sustentada (RVS) a terapia
antiviral. Para a avaliagdo dos polimorfismos genéticos relacionados aos genes VDR e GC, um
total de 148 pacientes com HCV foram recrutados. A analise de discriminacgao alélica foi realizada
usando os ensaios TagMan e os SNPs analisados foram: VDR-rs7975232 (Apal) C> A, rs731236
A> G (Taql), rs1544410 C> T (Bsml), rs10735810 T> C (Fokl) e GC-rs4588 e rs7041 e o haplétipo
bAt [CCA]. Para a avaliagdo da prevaléncia de Rl em pacientes com HCV, 214 pacientes nao
diabéticos foram estudados. A insulina foi quantificada usando imunoensaio de
quimioluminescéncia. A RI foi determinada pelo HOMA-RI, onde HOMA-RI> 2 foi definido como
resistente. Por fim, para a avaliagdo da associagcdo entre mutagbes nas posi¢des 70 e 91 do core
do HCV com o desenvolvimento de RI, 92 pacientes com HCV nao tratados foram recrutados. As
mutacdes avaliadas foram determinadas por sequenciamento direto de nucleotideos. Como
resultado, observamos prevaléncia de hipovitaminose D em 66,2% dos pacientes com HCV,
enquanto que entre os pacientes com RVS, a maioria (55,9%) apresentou 25(OH)D superior a
30ng/mL. Na avaliagdo dos fatores genéticos do hospedeiro, foi observada uma associagéo
significativa entre 25(OH)D = 20 ng/mL e AST [p = 0,019 (CI: 1,003 - 1,034)], colesterol total [p =
0,038 (CI: 1,004 - 1,164)], grau de fibrose [p <0,001 (Cl: 0.000 - 0.844)], e presenca de alelo Fokl
(p = 0.028). Também encontramos associacdo entre Bsml e algoritmo de fibrose; Taqgl e
triglicerideos e algoritmo de fibrose; Fokl e HDL; GC rs4588 e tratado e néo tratado e, GGT e; GC
rs7041 com o gendtipo 1 e ndo-1. Na avaliagdo da prevaléncia de RI, 62,1% apresentaram
HOMA>2 e a RI foi associada a valores médios mais elevados de idade (p = 0,040), triglicerideos
(p = 0,032), glicose (p = 0,000), insulina (p = 0,000), circunferéncia abdominal (p = 0,001) e indice
de massa corpérea (p = 0,007). Em relagdo as mutagdes na regido do core, a presenga de
glutamina na posicdo 70 foi associada a baixa concentragdo de vitamina D (p = 0,005).
Concluimos que a deficiéncia de vitamina D é comum entre os pacientes brasileiros infectados
com HCV e nao esta associada a RVS. O polimorfismo de SNPs de VDR e GC foi associado a
concentragdo de vitamina D, grau de fibrose e tipo de genotipo do HCV. Observamos alta
prevaléncia de RI entre os pacientes com HCV, demonstrando que esta populagao pode estar com
maior risco de desenvolver diabetes mellitus tipo 2. Nao houve associagédo entre mutagdes nos
aminoacidos 70 e 91 do core do HCV e a presenca de RI, o que sugere que a variabilidade
genética desta regido tem pouco impacto na RI.

Palavras-chave: vitamina D, polimorfismo, resisténcia insulinica, core, HCV.
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EVALUATION OF SERUM LEVELS AND GENETIC POLYMORPHISMS RELATED TO VITAMIN
D AND INSULIN RESISTANCE IN HCV MONOINFECTED PATIENTS

ABSTRACT
PHD THESIS IN BIOLOGIA PARASITARIA
Leticia de Paula Scalioni

Hepatitis C virus (HCV) infection has been linked to metabolic disorders.The general aim of this
study was to determine the prevalence of vitamin D deficiency and genetic polymorphisms
associated with vitamin D and to evaluate whether the mutations in 70 and 91 core aminoacids
positions are associated with the presence of insulin resistance (IR) in order to provide subsidies
for development of more effective strategies for the treatment of this infection. A total of 237 HCV
patients were included for 25(OH)D levels baseline determination and comparison with virological
and laboratory data as well as sustained virological response (SVR) to antiviral therapy. For VDR
and GC gene polymorphisms evaluation, a total of 148 patients with HCV were recruited, where 20
ng/mL was considered hypovitaminosis threshold. Allelic discrimination analysis was performed
using TagMan assays and SNPs analyzed were: VDR-rs7975232 (Apal) C> A, rs731236 A> G
(Taql), rs1544410 C> T (Bsml), rs10735810 T> C (Fokl) And GC-rs4588 and rs7041 and the
haplotype bAt [CCA]. 214 nondiabetic patients were studied to evaluate the isulin resistance (IR) in
HCV patients. Insulin was quantified using chemiluminescent immunoassay. Rl was determined by
HOMA-RI, where HOMA-RI> 2 was defined as resistant. Finally,for the evaluation of core 70 and
91 aa mutation and the assotiation with IR, 92 HCV untreated patients were recruited. The
mutations evaluated were determined by direct nucleotide sequencing. As results, we observed a
prevalence of hypovitaminosis D in 66.2% of HCV patients, whereas among patients with SVR, the
majority (55.9%) had 25(OH)D higher than 30ng / mL. In the evaluation of host genetic factors, we
found a significant association between 25 (OH) D = 20 ng/mL and AST [p = 0.019 (CI: 1.003 -
1.034)], total cholesterol [p = 0,038 (CI:1.004 — 1.164)], fibrosis grade [p <0.001 (Cl: 0.000 -
0.844)], and presence of Fokl allele (p = 0.028). We also found an association between Bsml and
fibrosis algorithm; Taqgl and triglycerides and fibrosis algorithm; Fokl and HDL; GC rs4588 and
treated and untreated and, GGT and; GC rs7041 with genotype 1 and no-1. In the evaluation of IR
prevalence, 62.1% presented HOMA> 2 and IR was associated with higher mean values of age (p
= 0.040), triglycerides (p = 0.032), glucose (p = 0.000), insulin (p= 0.000), abdominal circumference
(p = 0.001) and body mass index (p = 0.007). Regarding the mutations in the core region, the
presence of glutamine at position 70 was associated with a low concentration of vitamin D (p =
0.005). We conclude that vitamin D deficiency is common among Brazilian HCV infected patients
and is not associated with SVR. The polymorphism of VDR and GC SNPs was associated with
vitamin D concentration, fibrosis grade, and HCV genotype type. We observed a high prevalence of
IR among patients with HCV, demonstrating that this population may be at greater risk of
developing type 2 diabetes mellitus. There was no association between mutations at amino acids
70 and 91 and, suggesting that the genetic variability of this region has little impact on IR.

Key words: vitamin D, polymorphism, insulin resistance, core, HCV.
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1. INTRODUGAO
1.1 Histérico

Até o final da Segunda Guerra Mundial apenas dois tipos de hepatites
virais, com diferentes meios de transmissao (parenteral e entérico), haviam sido
descobertos. Os agentes etioldgicos das hepatites A e B foram identificados no
inicio da década de 70 e com o desenvolvimento de testes soroldgicos sensiveis
a esses agentes, foi possivel observar que muitos casos de hepatite péds-
transfusional ndo eram atribuiveis a infec¢éo pelo virus da hepatite A (HAV) ou
pelo virus da hepatite B (HBV). Dessa forma, foi descrito pela primeira vez uma
nova hepatite pés-transfusional (HPT), chamada de hepatite “ndo-A nao-
B’(HNANB) (Feinstone et al, 1975).

Apds a implementacéo de medidas preventivas, na década de 70, como a
exclusdo de doagdo de sangue remunerada e/ou de portadores de HBsAg
reagentes, foi possivel observar uma redugcédo de aproximadamente 85% do
numero de casos de hepatite pos-transfusional (HPT) (Alter et al, 1972). Mesmo
com a adogao destes critérios, o numero de casos de HPT continuou a ser
notificado e sabidamente ndo estavam relacionados ao virus HAV e HBV, bem
como a outros agentes hepatotropicos como o Citomegalovirus (CMV) e virus
Epstein-Barr (EBV) (Alter et al, 1975).

A auséncia de marcador sorolégico associado a infecgcao pelo(s) agente(s)
da HNANB dificultou a investigagao etiologica da HNANB. No final dos anos 70,
diferentes grupos de pesquisadores demonstraram ser possivel a transmisséo
experimental dos agentes da HNANB aos chimpanzés através da administracédo
parenteral de material infeccioso humano (soro, plasma, hemoconcentrado)
(Hollinger et al, 1978; Alter et al, 1978; Tabor et al, 1978; Bradley et al, 1979;
Bradley et al, 1980; Hollinger et al, 1984; Bradley et al, 1985).

Em estudo realizado por Alter et al. (1978) onde amostras de plasma ou soro
de pacientes com infeccdo aguda ou cronica NANB foram inoculadas em 5
chimpanzés, foi possivel observar evidéncias bioquimicas e histologicas de
hepatite, porém n&o houve evidéncia sorolégica de hepatite tipo A ou tipo B. A
hepatite havia sido transmitida pelo soro derivado de pacientes com hepatite
crdnica, bem como aguda, sugerindo fortemente um estado de portador crénico
para o agente responsavel pela hepatite “ndo-A nao-B’. Portanto, era sabido que

o agente transmissivel poderia persistir e permanecer infeccioso por longos
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periodos.

Foi observado que pelo menos 10% das transfusées sanguineas resultavam
em hepatite NANB (AACH et al, 1991), causando dano hepatico persistente e
evoluindo em pelo menos 20% dos casos para cirrose hepatica nas infecgdes
cronicas (Hoofnagle & Alter, 1985). Além disso, uma parcela dos casos ocorria
esporadicamente na comunidade e nao estava associada necessariamente a
transfusdo sanguinea e a recepcao de derivados do sangue (Alter et al, 1982).
Estudos posteriores tornaram evidente a natureza viral do agente etiolégico da
HNANB (Bradley et al, 1979; Bradley et al, 1980; Hollinger et al, 1984). Em 1989,
o virus da hepatite C (HCV) foi descrito por Choo et al. (1989). Em 1989, o
principal agente etioldgico das hepatites NANB foi descrito por Choo et al. (1989)
a partir do isolamento de varios clones de cDNA por meio de hibrida¢des que se
justapunham, utilizando estudos de clonagem e sequenciamento genético.

A partir da identificacdo do agente etiolégico da hepatite NANB e utilizagdo
de testes de deteccdo de anticorpos anti-HCV (utilizando peptideos
recombinantes) (Kuo et al, 1989), foi possivel esclarecer que os casos clinicos de
hepatite pés-transfusional NANB (Alter et al, 1989) tinham como responsavel o
HCV.

1.2 Estrutura Viral

Através de comparagdes filogenéticas das sequéncias virais, o virus da
hepatite C foi classificado dentro do género Hepacivirus, na familia Flaviviridae
(Choo et al, 1991; Simmonds, 2004).

O membro mais caracterizado do género Hepacivirus € o virus da
hepatite C, o qual recentemente foi renomeado como espécie hepacivirus C
(Smith et al, 2016; ICTV, 2017). Os hepacivirus diferem dos membros dos
géneros Flavivirus e Pestivirus por sua capacidade limitada de serem propagados
em cultura celular, uma vez que apenas algumas estirpes adaptadas de HCV,
incluindo JFH1, infectam eficientemente uma unica linhagem celular suscetivel,
células de hepatoma humano (Huh7). A cultura celular de outros hepacivirus nao
foi alcancada até a data (ICTV, 2017). O virus é estavel em tampao com pH 8.0-
8.7. Os virions sdo sensiveis ao calor, solventes organicos e detergentes (ICTV,
2017).
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O HCV é um virus envelopado que possui estrutura genémica composta por
uma fita simples de RNA de polaridade positiva com aproximadamente 9.400
nucleotideos (Choo et al, 1991; Hoffmann et al, 2012; ICTV, 2017). A particula
viral tem diametro aproximado de 70nm (He et al, 1987; Simmonds, 2004; ICTV,
2017), estrutura tridimensional analoga a dos Flavivirus e simetria icosaédrica,
com espiculas de 6-8 nm em sua superficie (Prince et al, 1996; ICTV, 2017). As
particulas virais apresentam elevada heterogeneidade bioquimica pela sua
associagao com anticorpos ou lipoproteinas (Roingeard et al, 2004; ICTV, 2017),
tendo em vista que os virions podem circular na corrente sanguinea complexados
as lipoproteinas de baixa densidade, as imunoglobulinas, ou como particulas
livres (Lindenbach, 2013; ICTV, 2017).

A analise estrutural do virus revelou que o material genético € envolto por um
nucleocapsideo, composto principalmente por proteinas do core, e ainda
protegido por um envelope lipidico (Rosenberg et al, 2001; ICTV, 2017). O
envelope lipidico contém duas glicoproteinas principais incorporadas a sua
estrutura: proteinas do envelope 1 (E1) e 2 (E2) (Op De Beeck et al, 2003; ICTV,
2017).

O genoma é constituido por uma unica fase de leitura aberta (ORF — open
reading frame), que codifica uma poliproteina de cerca de 3000 aminoacidos
(3010 — 3033 aa), a qual durante e apds a tradugéo, sofre uma série de clivagens
por proteases virais € do hospedeiro produzindo proteinas estruturais (E1, E2 e
core) e nao estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (Choo et al,
1991; Valoup-Fellous et al, 2006; ICTV, 2017). Além disso, é flanqueado por duas
regides nao traduzidas que sédo essenciais na replicacao e sintese das proteinas
virais: a extremidade 5’, que € a mais conservada do genoma viral e contém o
sitio interno de entrada ribossomal (IRES - internal ribossome entry site), e a
extremidade 3’, que apresenta a cauda poli-U, uma estrutura critica para o inicio
da replicacao viral (Choo et al,1991; ICTV, 2017).
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Figura 1. Estrutura do HCV. As particulas do virus da hepatite C tem didmentro
estimado de 70 nm. Estruturalmente, apresentam um RNA fita simples de polaridade
positiva envolto por proteinas do core que formam seu nucleocapsideo. Na superficie do
nucleocapsideo encontra-se o envelope, de composicao lipoglicoprotéica, contendo dois
tipos de glicoproteinas denominadas E1 e E2. Disponivel em: www.hopkins-gi.org
[Acess0:11/06/2017].

1.3 Genoma Viral

A poliproteina precursora € clivada em diversas proteinas individuais
mediante a acdo de proteases virais e celulares. O segmento amino terminal da
ORF representa 25% do genoma e é processado pela peptidase sinal do
hospedeiro para entdo produzir a proteina do nucleocapsideo (core) e duas
glicoproteinas do envelope (E1 e E2). Os 75% restantes do genoma codifica as
proteinas nao estruturais p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B, as quais
sofrem agéo das proteases virais (Lohmann 2013; ICTV, 2017) (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura do Genoma Viral do HCV. Representacdo da fase de leitura aberta
(ORF — open reading frame) codificando genes estruturais e n&o-estruturais com as
regides 5’ e 3’ UTR (untranslated region). A seta escura refere-se ao sitio de atuacéo da
peptidase celular; a seta clara a atuacdo da autoprotease NS2-NS3; os asteriscos sdo
sitios de atuacao da protease NS3-NS4A; F refere-se a proteina F; IRES, sitio interno de
entrada ribossomal (IRES - internal ribossome entry site); HVYR1: regi&do hipervariavel.

1.3.1 Proteinas estruturais
1.3.1.1 Core

A proteina do core é composta por 191 aa (peso molecular ~21 kDa) que
constituem o capsideo viral e que associam-se, provavelmente, pela porcdo N-
terminal ao RNA gendmico para formar o nucleocapsideo (Drazan 2000). E o
primeiro dominio expresso durante a sintese da poliproteina. Nao € glicosilada e
comparada a outras proteinas do HCV, € a mais conservada. Resultados de
analises de sequencias obtidas de diversas estirpes demonstraram homologia de
81% a 88% em sequencias nucleotidicas e 96% em sequencias de aminoacidos
(Simmonds et al, 1994; Davis et al, 1999).

O core é clivado no residuo 191 pela peptidase sinal do hospedeiro (SP)
onde €& destacado da poliproteina precursora. Esta proteina imatura é
adicionalmente clivada pela peptidase celular SP (SPP) dentro da regido C-
terminal transmembranar para gerar a proteina madura e o peptideo clivado. A
clivagem da proteina do core do HCV por SPP é essencial para a montagem do

virus (Santolini et al, 1994; Okamoto et al, 2008). Assim, a clivagem entre
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proteinas do core e E1 por SP facilita ainda mais a clivagem da proteina do core
por SPP (Ma et al, 2007).

O residuo de aminoacido da regiao C-terminal da proteina madura e sua
associagao ao virion nao é conhecido. Estudos onde a expressao de proteinas do
core sao feitos em células de insetos tem indicado que SPP cliva apés o residuo
177 (Ogino et al, 2004), 179 ou 182 (Hussy et al, 1997), e os estudos em células
humanas suportam que a proteina madura termina no residuo 177 (Okamoto et
al, 2008).

A proteina madura é constituida por uma regido de ligagdo RNA-terminal
(Dominio I, ~120 aminoacidos) e uma regido C-terminal de ligagdo a membrana
(Dominio I, ~60 aminoacidos). As proteinas do core formam homodimeros e
multimeros que sao estabilizados por ligagées intermoleculares de dissulfeto
(Kushima et al, 2010) sendo capaz de se agrupar espontaneamente para formar o
capsideo viral e interagir com as glicoproteinas do envelope E1 e E2 (Forns et al,
1999). Em sua regido C-terminal ha uma sequéncia de 20 aa com fungéo de
sinalizagdo que direciona a glicoproteina E1 ao reticulo endoplasmatico granular
(Forns et al, 1999).

Outra proteina sem a sequéncia C-terminal do core maduro, de 17 kDa,
com cerca de 160 aminoacidos também foi descrita (Xu et al, 2001). Essa
proteina é codificada por uma fase de leitura alternativa denominada ARF
(Alternative Reading Frame), com fase de leitura +1 em relagédo a proteina core, e
foi denominada proteina F ou ARFP (Alternative Reading Frame Protein) (Li et al,
2014). Esta proteina parece estar envolvida no processo de replicagdo do HCV,
aumento de hepatécitos e regulagcdo do metabolismo de ferro, embora sua
expresséo durante a infecgdo natural ainda nao esteja totalmente esclarecida (Li
et al, 2014) Figura 3.
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Figura 3. Dominios estruturais e funcionais do core do HCV. O core é
formado por um polipéptido de 194 residuos e é clivado por um peptidio sinal, até
se tranformar em uma proteina madura de 177 residuos. (Strosberg et al, 2010).

1.3.1.2 Envelope (E1 e E2)

As glicoproteinas do envelope viral E1 (35 kDa) e E2 (70 kDa) sao as
principais proteinas estruturais expressas na superficie das particulas virais do
HCV. Elas sao produzidas a partir de clivagem enzimatica e estao envolvidas nos
processos de interagdo com o receptor e fusdo celular (Grakoui et al, 1993;
Takikawa et al, 2000).

Durante a sua sintese, E1 e E2 sao translocadas para o reticulo
endoplasmatico (RE), onde interagem para formar heterodimeros néo covalentes
(Dubuisson et al, 1994; Duvet et al, 1998; Rouillé et al, 2006). A dimerizacao de
E1 e E2 é mediada através de seu dominio transmembrana C-terminal (Op De
Beeck et al, 2000; Patel et al, 2001; Ciczora et al, 2005; Ciczora et al, 2007) e
regides dentro de seus ectodominios (Yi et al, 1997; Drummer e Poumbourios
2004; Albecka et al, 2011). A formagéo do heterodimero é um processo lento
(Michalak et al, 1997; Patel et al, 2001; Brazzoli et al, 2005) onde a dobragem de
cada glicoproteina é dependente de outra, bem como nas chaperonas celulares
(Dubuisson e Rice, 1996).

O ectodominio de E2 pode dobrar-se de forma independente em um
modelo quase original que é reconhecido por receptores celulares e anticorpos de
conformacgéo especifica. A caracterizacdo do ectodominio recombinante de E2
mostrou que este contém trés dominios ricos em folhas B-pregueadas (Whidby et
al, 2009; Krey et al, 2010). Além disso, a estrutura geral de E2 é a mesma, tanto
em pH acido quanto neutro, sugerindo que E2 nao sofre alteragcbes de

conformacgéo dependentes de pH. A proteina E1 ndo realiza seus dobramentos na

20



auséncia de E2, porém pouco se sabe sobre a estrutura de seu ectodominio
(Whidby et al, 2009; Krey et al, 2010).

Em culturas de células de hepatoma humano (Huh-7) e outras linhagens,
os heterodimeros E1 e E2 sé&o retidos no reticulo endoplasmatico. Os principais
determinantes dessa retengcdo sdo os dominios transmembrana destas proteinas
(Dubuisson et al, 1994; Cocquerel et al, 1998; Duvet et al, 1998; Cocquerel et al,
1999; Cocquerel et al, 2002; Ciczora et al, 2005; Rouillé et al, 2006; ICTV, 2017).
No entanto, quando expressos em culturas Caco-2 (céluas de adenocarcinoma
colorretal) ou HepG2 (células de carcinoma hepatcelular), uma fracdo dos
heterodimeros de E1 e E2 s&o segregados em associacdo a proteinas
quilomicron-like e VLDL-like, respectivamente (lcard et al, 2009). Estes dados
sugerem que as glicoproteinas do HCV contém regides indeterminadas de
associacao a lipoproteinas (lcard et al, 2009).

O desenvolvimento do sistema de cultura celular do HCV (HCVcc) permitiu
a caracterizacao parcial das formas funcionais de E1 e E2. Foi observado que
tanto E1 quanto E2 apresentam elevado teor de manose e complexos N-glicanos,
indicando transito das particulas através do complexo de Golgi (Vieyres et al,
2010). Embora E1 e E2 formem heterodimeros intracelulares ndo covalentes, E1
e E2 associados ao virion sao encontrados naturalmente dobrados ligados por
complexos de dissulfeto (Vieyres et al, 2010). Estas ligagdes covalentes podem
contribuir para a resisténcia do HCV em meio acido e, sugere que o arranjo de
dissulfeto é necessario para fusdo das particulas de HCV em pH baixo (Tscherne
et al, 2006).

Em termos antigénicos, a proteina E2 apresenta uma regido hipervariavel
(HVR1) que pode induzir a produgdo de anticorpos neutralizantes, funcionando
como um mecanismo de escape, evadindo desta forma da resposta imune do
hospedeiro (Bukh et al, 1995; Penin et al, 2004; Lyra et al, 2004; ICTV, 2017). A
HVR1 desempenha papel importante na evolugédo da infecgdo pelo HCV. Os
casos de resolugdo na fase aguda apresentam menor variabilidade (nas
sequéncias de E2) dentro de um mesmo paciente em relagdo aqueles casos que
evoluem para hepatite crénica (Chen & Wang 2007; ICTV, 2017).

Além disso, a proteina E2 apresenta um sitio de ligagao para CD81, que é
uma proteina de membrana (26 kDa), encontrada em diversas células, incluindo

hepatocitos, células do sistema imune, fibroblastos e células endoteliais €, podem
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participar do processo de penetracdo do HCV nessas células. Além da interagéo
das proteinas E2 com CD81 para penetragéo nos hepatécitos, o HCV ainda utiliza
o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL-R) (Chen & Wang, 2007,
ICTV, 2017). A ligacdo com LDL-R e o receptor scavenger (SR-B1) leva a
mudangas conformacionais na particula viral permitindo o envolvimento de outros
co-receptores de membrana do hepatécito (CD 81, claudina-1 e ocludina) (Jahan
et al, 2011; ICTV, 2017). As proteinas E1 e E2 ainda sao os principais alvos para
producdo de vacinas e tém sido bastante estudadas quanto a sua variabilidade,
sendo a proteina E1 também utilizada em propoésitos clinicos de diagnostico em
testes de genotipagem (Chen & Wang 2007).

1.3.2 Proteinas ndo estruturais

1.3.2.1 p7

A proteina p7 € um polipeptideo de 63 aa que é parcialmente clivado a
partir de E2. E composta por um pequeno fragmento hidrofébico (hexameros) que
tem atividade de canal ibnico e pode ter um importante papel na maturacéo e
liberacdo da particula viral. Sua necessidade para a replicacdo do HCV em
chimpanzés, confirma a proteina como possivel alvo para a quimioterapia
antiviral, ja que esta relacionada a apoptose celular, maturagéo e liberagéo da
particula viral (Sakai et al, 2003; Roingeard et al, 2004; Aweya et al, 2012).

Inicialmente, a proteina p7 € necessaria para a montagem do virus por
meio da interagdo com NS2 (Jirasko et al, 2010; Boson et al, 2011; Ma et al, 2011;
Popescu et al, 2011; Stapleford e Lindenbach 2011; Tedbury et al, 2011; ICTV,
2017). Seu segundo papel importante envolve sua capacidade de oligomerizar e
formar canais iGnicos hexameéricos e heptaméricos especificos para cations
(Montserret et al, 2010). Dessa forma, a proteina p7 € capaz de equilibrar o pH
dentro dos compartimentos secretérios e endolisossomais das células produtoras
de virus (Wozniak et al, 2010). Foi observado que na auséncia desta proteina, as
particulas virais ndo foram produzidas, sugerindo fortemente que sua atividade de
canal ibnico (atuagdo como viroporina) protege as particulas virais da exposicéao
prematura ao baixo pH durante a maturacdo e saida de virus (Wozniak et al,
2010; ICTV, 2017).
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1.3.2.2 NS2

A proteina NS2 é uma proteina nao-estrutural zinco-dependente de 23 kDa
que contém trés dominios N-terminais transmembrana e um dominio cisteina
protease C-terminal (Jirasko et al, 2010; ICTV, 2017). E a primeira protease viral
ativada pelo polipeptideo e responsavel pela clivagem (agdo cis) da juncgéo
NS2/NS3 (NS2/NS3 protease) e pela maturacdo das proteinas NS restantes
(Dumoulin et al, 2003). Até hoje, poucas propriedades foram atribuidas a NS2
clivada madura, visto que ela parece agir inibindo a apoptose, modulando a
expressao génica e também, na fosforilagdo de NS5A (Franck et al, 2005). Sabe-
se também, que a atividade de protease da NS2 é fundamental para que ocorra a
replicagcdo completa do HCV in vivo, entretanto a mesma € dispensavel para
replicagdo do virus in vitro (Roingeard et al, 2004, Jirasko et al, 2008; ICTV,
2017).

1.3.2.3 NS3

A proteina NS3 (serina protease especifica) € uma proteina nao-estrutural
hidrofilica de aproximadamente 70 kDa. Esta proteina multifuncional,
desempenha um papel importante no ciclo replicativo do HCV. A NS3 apresenta
atividade serina-protease (NS3/4A) na regiao N-terminal de todas as juncdes a
jusante, porém para que a clivagem (acao trans) da poliproteina seja eficiente é
necessaria a presenca do cofator NS4A, principalmente no sitio NS4B/NS5A
(Brass et al, 2006). Além disso, apresenta atividade de helicase (RNA-
helicase/NTPase) na extremidade C-terminal, com funcado de separar o RNA de
cadeia dupla, a partir de uma reagao alimentada por hidrélise de ATP produzido
durante a replicagdo do RNA viral (De Francesco et al, 2000; Raney et al, 2010;
Salam et al, 2014). Embora a funcdo exata da atividade de helicase do ciclo
replicativo do HCV n&o seja bem compreendida, a presenga de uma helicase
totalmente funcional é essencial para a replicacdo do RNA. Dessa forma, a
porcao helicase da NS3 é um alvo valido para o desenvolvimento de terapia
antiviral de agao direta (Salam et al, 2014).

Acredita-se também, que a NS3 pode estar envolvida direta ou

indiretamente na carcinogénese ao interferir na proliferagcdo e morte celular. A
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proteina NS3 pode estar também relacionada a outros aspectos da infecgéao
como: interagdo com a proteina quinase A e C, que participam da transducgéo de
sinais, e do mecanismo patogénico do HCV no desenvolvimento do
hepatocarcinoma ao interagir com a proteina p53 (Tellinghuisen et al, 2002).

O desenvolvimento de agentes antivirais para o tratamento da infecgéo
pelo HCV tem sido direcionado a produgdo de pequenas moléculas inibidoras da
infeccao pelo HCV, que podem atuar diretamente sobre alvos virais ou em outras
proteinas-alvo do hospedeiro que sejam criticas para a replicagdo de HCV. Os
dois primeiros agentes de acgéo direta aprovados foram o telaprevir e bocepreuvir,
que séo inibidores da atividade da protease (IP) NS3/4. Entretanto, ndao sao mais
comercializadas. Atualmente o simeprevir, também um IP esta disponivel no
mercado (Ghany et al, 2011; Salam et al, 2014; Gentile et al, 2014; Feeney et al,
2014; Kanda et al, 2014).

1.3.2.4 NS4

A regido gendmica de NS4 codifica duas proteinas: NS4A (8 kDa) e NS4B
(23 kDa). A proteina NS4A é composta por aproximadamente 54 aa e funciona
como cofator para serina protease NS3 e é também incorporada como
componente integral do core (Roingeard et al, 2004; Dubuisson et al, 2002). A
proteina NS4B (p27), por sua vez, é a proteina viral do HCV menos caracterizada,
porém, alguns estudos sugeriram que ela seja responsavel por induzir a
alteracdes nas membranas celulares denominadas “teia membranosa” (Roingeard
et al, 2004; Dubuisson et al, 2002; Moradpour & Blum, 2004).

1.3.2.5 NS5A

A proteina NS5A € uma fosfoproteina de ligagdo ao RNA que desempenha
diversos papeis no ciclo de replicagdo do HCV (ICTV, 2017). Contém trés
dominios que sao separados por regides de baixa complexidade: dominio |, que
se dobra em uma estrutura incomum e realiza a homodimerizagéo; dominio I,
conservado, mas naturalmente desdobrado; dominio Ill, menos conservado e

tolerante a grandes insergdes e dele¢des (Lindenbach et al, 2013).
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A NS5A desempenha papel essencial na montagem da particula viral em
grande parte por seu dominio lll, onde ocorre a fosforilagdo de um residuo de
serina pela caseina-quinase Il a (Tellinghuisen et al, 2008). Além disso, dados
genéticos e bioquimicos indicam que o dominio Il codifica fatores determinantes
para a associagao fraca ou transitéria do complexo p7-NS2 (Jirasko et al, 2010;
Ma et al, 2011; Popescu et al, 2011; Scheel et al, 2012).

A montagem de particulas virais requer o recrutamento de NS5A para LDs,
onde interage com proteinas do core (Masaki et al, 2008; Rotonya et al, 2016).
Além de interagir com outras proteinas virais, NS5A interage com ApoE, uma
apolipoproteina (apo) que é necessaria para a montagem (Benga et al, 2010; Cun
et al., 2010; Rotonya et al, 2016), e anexina A2, uma proteina de membrana que
aumenta a montagem viral (Backes et ai, 2010; Rotonya et al, 2016).

Por ser uma proteina essencial para a montagem e replicagao viral,
inibidores de NS5A sao antivirais potentes e atuam em concentragcbes
picomolares, como o daclatasvir, que é uma droga de acao direta (DAAs) ja

inserida no novo protocolo de tratamento do HCV no Brasil (Conitec, 2017).

1.3.2.6 NS5B

A regido NS5B possui uma sequéncia semi conservada que codifica uma
RNA-polimerase dependente de RNA. Essa enzima nao apresenta mecanismos
de reparo, o que acarreta uma elevada porcentagem de erros devido a
incorporagéo de nucleotideos durante a replicagdo do RNA e desta foma, torna o
genoma viral susceptivel a inumeras substituicdes de nucleotideos (Forns e Bukh,
1999; ICTV, 2017).

Os sitios para a atividade da proteina NS5B possuem especial afinidade de
ligagdo com segmentos de poli U, como aquele presente na extremidade da
regiao 3’ nao codificante (NC) do HCV. A existéncia de um elemento de
replicagéo cis no seu dominio C-terminal, em conjunto com a regido 3’' NC,
garante a iniciagdo da replicagdo do genoma completo a partir da regiao 3° NC
(You et al, 2004). Dessa forma, torna-se importante a determinacdo da estrutura
do substrato de ligagdo com NS5B para que inibidores efetivos da RNA
polimerase do HCV sejam desenvolvidos (ICTV, 2017).
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A NS5B RNA-polimerase dependente de RNA é responsavel pela
replicagédo do RNA do HCV (ICTV, 2017). Tal como acontece com os inibidores da
transcriptase reversa do HIV, existem duas classes principais de inibidores de
NS5B. Estes sao os inibidores de nucleosideos (s), que se ligam ao local ativo da
enzima e causa a terminagao prematura da cadeia, ou inibidores nucleotideos (t),
que se ligam fora do sitio ativo, mas causam uma alteracdo conformacional que
inibe a atividade da RNA polimerase (Feeney et al, 2014).

Nos ultimos anos, a pesquisa clinica na area de novos tratamentos para a
hepatite C crénica (HCV) tem se dedicado ao desenvolvimento de regimes
baseados em antivirais de agéo direta, com o objetivo de aumentar a eficacia do
tratamento e melhorar a tolerabilidade e seguranca. Sofosbuvir (SOF) € o primeiro
composto com regimes combinados livre de interferon. Pertence aos inibidores de
nucleotideos do genoma viral e atua na polimerase como um terminador de
cadeia durante o processo de replicagdo do HCV. Além disso, exibe atividade
antiviral pan-genotipica com uma elevada barreira a resisténcia (Degasperi e
Aghemo 2014; Conitec, 2017).

1.4 Replicacao

A replicagdo do HCV, mesmo com os avangos no desenvolvimento de
cultivos celulares, ainda esta pouco esclarecida e o modelo aceito mais utilizado
para estudo € aquele baseado na similaridade do ciclo dos virus pertencentes a
familia Flaviviridae.

O inicio da replicagado ocorre na membrana do hepatécito com a adsorgéao
da particula viral. Apés adsorgéo, o virus se internaliza na célula por fuséo de
membrana ou endocitose mediada por receptor (Cabot et al, 2000; Szabo et al,
2003; Pawlotsky 2004; Penin et al, 2004, Zeisel et al, 2011).

Um crescente numero de moléculas celulares estdo envolvidas na
internalizagcdo do HCV nos hepatdcitos. Acredita-se que o receptor de LDL e
glicosaminoglicanas realizam a ligagao celular inicial de baixa afinidade (Barth et
al. 2003; Rotonya et al, 2016), antes da interagao das proteinas E1 e E2 com os
receptores SR-Bl (scavenger receptor class B type 1) e CD81 (Scarselli et al,
2002; Falson et al, 2015; Rotonya et al, 2016). Fatores adicionais como o receptor

do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e receptor de efrina A2 sao
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importantes para a entrada do HCV, e possivelmente modulam a interagéo entre
CD81 e claudina-1 (CLDN1) (Lupberger et al, 2002; Rotonya et al, 2016). As
moléculas CLDN1 e ocludina (OCLN) também foram relacionadas a entrada do
virus (Evans et al, 2007; Ploss et al, 2009; Rotonya et al, 2016). Contudo, a
associagcao entre virion e colesterol parece estar relacionada a fase tardia de
entrada do HCV, durante ou antes da fusao, através da interagédo com o receptor
de absorcao do colesterol (NPC1L1) (Sainz et al, 2012; Rotonya et al, 2016).

A internalizacdo do virus ocorre por endocitose mediada por clatrina,
enquanto a fuséao requer o pH baixo encontrado nos endossomos (Tscherne et al,
2006; Koutsudakis et al, 2006; Rotonya et al, 2016). Além disso, a proteina E2 do
HCV ao se ligar a CD81 é preparada para ativagdo em ambientes acidos (Sharma
et al, 2011; Rotonya et al, 2016).

Apés internalizagdo e desnudamento, o genoma viral &€ exposto para assim
iniciar a traducao e replicagdo. O RNA do HCV é usado como RNA mensageiro
(RNAm), logo a tradugéo € iniciada a partir do reconhecimento do sitio interno de
entrada ribossomal (IRES) localizado na extremidade 5NC. A poliproteina
resultante & clivada por proteases celulares e virais (NS2/NS3 e NS3/NS4A),
produzindo dez proteinas. Enquanto ocorre a traducéo, a atividade de RNA-
polimerase RNA - dependente (transcriptase) gera uma fita de RNA, de
polaridade negativa, complementar ao RNA viral, que serve também de molde
para que haja a sintese de novas fitas de RNA de polaridade positiva, que
servirdo para a formagcdo de novos virus (Pawlotsky 2004; Penin et al, 2004;
Rotonya et al, 2016; ICTV, 2017).

A RNA polimerase dependente de RNA, NS5B, é a proteina mais
importante do complexo de replicagdo do HCV (ICTV, 2017). A proteina NS3 por
sua vez, contém um dominio da superfamilia 2 de helicases DExH/D-box, capaz
de se ligar ao acido nucleico e promover translocacao 3' - 5' acoplado a hidrélise
de ATP (Sheel et al, 2013). Embora o papel exato desta funcdo seja
desconhecido, esta atividade pode ser importante para a separagédo dos RNAs
recém sintetizados da fita molde (Raney et al, 2010). J& a fosfoproteina NS5A
consiste em trés dominios pouco definidos, porém é essencial para replicacao e

montagem do virus (Neddermann et al, 2004; Dubuisson et al, 2014).
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Figura 4. Ciclo de replicagao do HCV. Particulas de HCV se ligam a célula hospedeira
via interacdo especifica entre as glicoproteinas do envelope e receptores celulares. As
particulas ligadas sao entao internalizadas, provavelmente por meio de endocitose
mediada por receptor. Apods a liberagdo do genoma viral no citoplasma (desnudamento)
ocorre a traducéo, no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) em uma poliproteina que &
clivada nas proteinas estruturais e nao-estruturais. As proteinas nao-estruturais
participam da replicacdo viral e as estruturais fazem parte da estrutura do capsideo e
glicoproteinas do envelope. O local de montagem das particulas virais ainda nao foi
identificado, mas acredita-se que seja em membranas intracelulares derivadas do reticulo
endoplasmatico ou do compartimento de Golgi. Os virions recém montados s&do entédo
liberados da célula hospedeira, por exocitose.

A montagem do virus é um processo associado a sintese de lipidios da
celula (Bartenschlager et al, 2011; Rotonya et al, 2016). Apdés a clivagem, a
proteina do core madura passa da membrana do RE para goticulas lipidicas
citoplasmaticas (CLDS) com auxilio da molécula diacilglicerol aciltransferase-1
(DGAT1) (Herker et al, 2010; Rotonya et al, 2016). A formagao do nucleocapsideo
envolve a interacdo de NS5A (que também & encaminhada por DGAT1 através de
sua a-hélice anfipatica N-terminal ou translocada por CLDS) com o core (Rotonya
et al, 2016). O direcionamento do RNA para os locais de montagem do
nucleocapsideo ainda € mal compreendido, porém é facilitado pela justaposicéao
dos sitios de replicagdo do RNA e montagem do virus, e também coordenada
através da interacao entres as glicoproteinas NS2, p7, NS3 e NS5A (Jirasko et al,
2010; Popescu et al, 2011). Uma série de sinais sao responsaveis pela

translocacdo das proteinas de envelope E1 e E2 pelo RE, as quais assumem
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topologia tipo | de proteina de membrana. Apés o término da etapa de montagem,
a particula viral montada é entéo transportada, via complexo de golgi (CG), para
ser exocitada da célula hospedeira (Pawlotsky 2004; Khan et al, 2015; Rotonya et
al, 2016).

1.5 Diversidade Genética

A replicagédo do HCV é muito propensa a erros e gera mutagbes em uma
taxa de aproximadamente 10° por nucleotideo por replicagdo, gerando uma
elevada diversidade viral (Stumpf & Pybus 2002). Os genétipos de HCV diferem
uns dos outros em cerca de 30-35% ao nivel de nucleotideos (Simmonds et al,
2005). Dentro de cada gendtipo, hd uma série de subtipos, que diferem um do
outro em cerca de 15-25%. Embora os gendtipos sejam distintos geneticamente,
a discriminacao de subtipos € menos clara, especialmente em areas de alta
diversidade, como a Africa subsaariana e o Sudeste Asiatico (ICTV, 2017).

Sao propostos genoétipos de 1 a 7, sendo cada um subdividido em subtipos
nomeados alfabeticamente, de acordo com a sua ordem de descoberta (Stumpf &
Pybus 2002; Simmonds et al. 1993; Murphy et al. 2007; Smith et al. 2014) (Figura
5).
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Figura 5. Diversidade genética do HCV. Estudo filogenético de 129 sequéncias

completas do HCV, representando diferentes genétipos/subtipos (1-7). Fonte: Smith et al,
2014.

A heterogeneidade genética do HCV faz com que este apresente
quasispécies, que sao virus com genomas muito semelhantes, porém com
homologia entre 90,8% a 99% nas sequéncias de nucleotideos (Ueda et al, 2004).
Esse fendmeno apresenta importante papel no curso da infecgao pelo HCV, uma
vez que a pressado imunoldgica seleciona variantes resistentes no hospedeiro
(Plauzolles et al, 2013).

A elevada variabilidade genética do HCV apresenta implicagdes clinicas
que incluem: l) gravidade da doenca hepatica, uma vez que a infeccao pelo
genotipo 1 ou presenga de multiplas quasispecies parece se correlacionar com a
maior gravidade; Il) influencia na resposta antiviral, seja devido aos gendétipos 1 e

4, uma vez que esses genotipos sdo mais associados a menor resposta ao
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tratamento antiviral, ou presenca de cepas com mutag¢des de resisténcia (RAV-
resistant-associated variants) (Tong et al, 2008).

Algumas regides s&o potencialmente endémicas para determinados
genotipos tais como: Costa da Guiné na Africa Ocidental para o gendtipo 1, a
Africa Central para o genoétipo 2, o Norte do subcontinente indiano para o genétipo
3, a Africa Central para o gendtipo 4 e o Sudeste Asiatico para o genétipo 6
(Smith et al, 1997). Esses gendtipos disseminaram-se por todo o mundo
principalmente no século XX como resultado da introdugédo de determinados
fatores de risco, como as transfusdes sanguineas e a partilha de agulhas entre
usuarios de droga intravenosa (UDI) (Pybus et al, 2001; Simmonds, 2004).

Os principais subtipos encontrados nos paises industrializados incluem: o
subtipo 1a distribuido no Norte da Europa e EUA e fortemente associado a UDlIs;
o subtipo 1b associado a individuos de idade mais avancada e a transfusées
sanguineas no passado; o subtipo 3a distribuido amplamente nos UDls,
particularmente da Europa (Figura 6).

Os subtipos 2a, 2b e 2c¢, sdo encontrados nos paises mediterranicos e
Extremo Oriente; o subtipo 4a é altamente distribuido na Africa e no Oriente
Médio, onde no Egito € associado ao tratamento massivo da Esquistossomose. O
subtipo 5a ¢ prevalente na Africa do Sul; e o genétipo 6 é encontrado nos UDIs de
Hong Kong, Vietnam e também na Australia (Simmonds, 2004).

No entanto, tem sido verificada uma crescente disseminagéo do genétipo 4
(subtipos 4a e 4d) em alguns paises do Sul da Europa, associado a infecgéo entre
UDIs, co-infeccdo HCV-HIV e imigracéo proveniente do Norte de Africa (Franco et
al, 2007; Sereno et al, 2009).
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Figura 6. Prevaléncia relativa de cada gendétipo do HCV de acordo com o
GBD (Global Burden of Disease Project). O tamanho dos graficos de pizza é
proporcional ao numero de casos soroprevalentes estimados. (Messina et al,
2015).

No Brasil, analises revelaram que a epidemia brasileira de HCV resultou de
introdugdes multiplas e transmissdo autéctone dos subtipos 1a, 1b, 3a e
genotipos 2, 4 e 5. A epidemia brasileira do subtipo 1a do HCV é dominada pela
disseminacao de um clado importante, enquanto que as epidemias brasileiras de
subtipos de HCV 1b e 3a sao caracterizadas pela disseminagao simultanea de
varias linhagens independentes do HCV. Algumas linhagens brasileiras dos
subtipos 1a, 1b, 2b e 3a do HCV tiveram sucesso em se estabelecer e disseminar
através de varias regides do pais. Apesar do intercalamento filogenético
significativo de sequéncias brasileiras, a distribuicdo de cepas de HCV de
diferentes estados através de linhagens nao & completamente homogénea
(Lampe et al, 2013).

1.6 Patogénese do HCV

Ja foi relatado que o HCV apresenta capacidade de se replicar em
celulas derivadas de hepatocitos e linfécitos, mas o crescimento do virus s6 foi
eficiente para a aplicacado na pratica, em linhagem celular de hepatoma humano,
células Huh7 e seus derivados. In vivo, o HCV se replica em hepatdcitos e
possivelmente em linfécitos. Como descrito, a presenca de locais de ligagao para
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o miR-122 (Jopling et al, 2005) em outros hepacivirus descritos é consistente com
o hepatotropismo generalizado, dada a restricdo da expressao deste miRNA ao
tecido do figado (ICTV, 2017).

Além disso, o HCV pode se replicar em outros tecidos, ocasionando
manifestacbes extra-hepaticas, como doencas autoimunes, linfoproliferativas
benignas ou malignas (Lingala, 2015). As manifestagcbes extrahepaticas da
infeccdo pelo HCV incluem crioglobulinemia mista com glomerulonefrite
membrano-proliferativa associada e, possivelmente, porfiria cutanea tardia,
sindromes semelhantes a Sjégren e outras condi¢des autoimunes Os
mecanismos responsaveis pela persisténcia da infecgédo pelo HCV nao foram
ainda totalmente elucidados. A existéncia de quasiespeciese a grande
capacidade mutagénica do virus propiciam o constante escape a intensa resposta
imunoldgica desenvolvida pelo hospedeiro (Lingala 2015). Os efeitos da infec¢ao
pelo HCV nos seres humanos variam de hepatite subclinica a aguda e crénica,
cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (Lingala 2015).

A infeccao persistente ocorre em 60-80% dos casos e entre esses, cerca
de 20% dos casos, progridem ao longo de muitos anos, para cirrose ativa.
Aqueles que sao co-infectados pelo HIV, tem maior chance de progredir para
cirrose e morte do que os demais infectados (Rich e Taylor, 2010; Lingala, 2015)
Os pacientes com cirrose hepatica tem um risco de aproximadamente 5% por ano
de desenvolver carcinoma hepatocelular (ICTV, 2017). A infec¢éo persistente pelo
HCV tem sido epidemiologicamente ligada ao cancer de figado primario, cirrose
criptogénica e algumas formas de hepatite autoimune (ICTV, 2017).

O periodo médio de incubagao do virus varia de 6 a 8 semanas. Alguns
fatores como apresentar genoétipo 1, obesidade, raga negra, idade avancgada,
consumo de alcool e acumulo de ferro no figado estdo associados a maior
cronicidade da infecgéo. Geralmente os sintomas aparecem apés 0s picos séricos
das aminotransferases, que ocorre entre 6 a 12 semanas ap0s a exposicao ao
HCV e esta duracao corresponde ao surgimento dos sintomas que pode durar de
2 a 12 semanas. Nesta fase, que €& caracterizada a fase aguda, equivale a
presencga de sinais clinicos, altera¢cdes enzimaticas ou sintomas (ictericia, fadiga,
anorexia, nausea e outros sintomas inespecificos) que pode durar até um periodo
de 6 meses apds o a exposicao ao HCV (Blackard et al. 2008; Lingala, 2015)
(Figura 7).
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Figura 7. Curso clinico da infec¢cao pelo HCV. O periodo de incubagéo € a
fase entre a exposi¢cdo ao virus e o inicio dos sintomas. Ocorre em média apos
sete semanas a exposi¢cao, podendo variar entre duas a doze semanas. Neste
periodo a pesquisa de anticorpos anti-HCV €& negativa (janela imunolégica), mas
ja é possivel a deteccdo do HCV RNA. O HCV RNA é detectado precocemente,
uma a duas semanas apos a exposi¢do. Muitas vezes assiste-se a um padrao
flutuante das transaminases, que raramente ultrapassam as 200 Ul/L, com
periodos prolongados de valores normais. Assim, uma simples determinacdo de
transaminases nao permite excluir doenga hepatica progressiva, sendo
necessario o seguimento prolongado destes pacientes para determinar a sua
evolucao (FONTE imagem: http://prevencaodst.blogspot.com.br/2012/11/hepatite-
c.html).

A infecgdo crbnica, além de evoluir lentamente, em anos ou décadas,
costuma apresentar um amplo espectro clinico, desde formas assintomaticas com
niveis de enzimas normais até a hepatite crdénica intensamente ativa, cirrose e
hepatocarcinoma (Lingala 2015).

Nos ultimos anos, diferentes pesquisas tém evidenciado que as lesdes
hepaticas se relacionam a mecanismos imunomediados. (Lingala 2015). Os
anticorpos especificos do virus para proteinas estruturais recombinantes (C, E1 e
E2) e proteinas nao estruturais (principalmente NS3, NS4 e NS5) foram
detectados em individuos infectados com HCV. Acredita-se que os epitopos
lineares e conformacionais estejam envolvidos na resposta imune humoral do

hospedeiro a infecgdo. A diversidade antigénica significativa ao longo do genoma
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reflete-se na heterogeneidade da resposta imune humoral. No HCV, a grande
variabilidade é encontrada na posi¢cdo N-terminal do 27aa de E2 (regido
hipervariavel 1, HVR1). O HVR1 contém um epitopo de neutralizacdo do HCV e
as variantes de escape de HVR1 sao positivamente selecionadas pela resposta
imune humoral do hospedeiro (Mondelli et al, 2003). Outros epitopos de
neutralizacdo foram identificados em E2, fora da HVR1, em E2 e em E1 (Fafi-
Kremer et al, 2012, Edwards et al, 2012, Keck et al, 2004). As respostas imunes
mediadas por células a todas as proteinas do HCV foram detectadas. Acredita-se
que tais respostas estdo associadas a melhora ou resolugdo da infeccéo
(Klenerman e Thimme, 2012).

Semelhante a muitas infecgées virais, as respostas imunes inata e
adaptativas séo essenciais no controle da infeccdo por HCV. As reagbdes imunes
inatas no figado estao ligadas a células natural killers (NK), células NKT, células
dendriticas, células de Kupffer e uma resposta de IFN rapida mediada por
hepatécitos infectados. As células NK e NKT liberam granzimas e perforinas nas
células infectadas. Além disso, essas células produzem enormes quantidades de
IFN do tipo Il (representado pelo IFN-y) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(Abdelwahab, 2016).

O ciclo de replicagdo do HCV conduz a montagem de intermediarios de
RNA de cadeia dupla (dsRNA) que podem desencadear a expressdo de genes de
IFN de tipo I. A este respeito, as células hospedeiras identificam dsRNA através
dos receptores de reconhecimento de padrées conhecidos como Toll-like receptor
3 (TLR-3) (Abdelwahab, 2016). O reconhecimento do dsRNA pelo TLR-3 leva a
ativacao do fator 3 de regulacao do interferon (IRF-3). IRF-3 induz a expresséao de
IFN-B e genes estimulados por interferon (ISGs). Os IFNs agem contra a
replicacdo do HCV em células hospedeiras e protegem as células adjacentes nao
infectadas da infecgao pelo HCV, induzindo a expressao de ISGs. A este respeito,
o papel do TLR-3 em infecgbes virais foi mostrado em ratos knock-out que nao
conseguiram montar uma resposta a infecgcdo pelo virus do sarampo
(Abdelwahab, 2016). Além disso, demonstrou-se que o TLR-3 leva a respostas
imunes inatas contra a infecgéo pelo HCV (Abdelwahab, 2016).

Apés a infeccdo aguda por HCV, 15-50% das pessoas infectadas atingem
a cura de sua infeccdo espontaneamente (Abdelwahab, 2016). Varios estudos

sugerem que a depuracdo viral bem sucedida depende da coordenagédo de
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multiplos bragos do sistema imunoldgico. As respostas imunes inata e adaptativa
desempenham um papel essencial neste processo. Respostas imunes
adaptativas vigorosas e amplas foram identificadas em individuos agudamente
infectados e essas respostas resistem entre aqueles que eliminam o virus. Em
contraste, a infeccdo persistente se correlaciona com respostas de células T
fracas, muitas vezes imperceptiveis (Abdelwahab, 2016)

A resposta imune adaptativa inclui dois principais tipos de mecanismos
efetores: respostas celulares que compreendem células auxiliares CD4 T (Th) e
linfécitos T CD8 citotoxicos (CTL) e respostas humorais consistindo de anticorpos
produzidos por células B especificas para o HCV. O reconhecimento de um
epitopo/proteina viral especifico € necessario para 0os mecanismos efetores
imunes adaptativos, que podem direcionar qualquer proteina do HCV. No entanto,
apenas alguns epitopos de células B localizados no envelope viral ou proteinas
de capsideo podem induzir anticorpos neutralizantes ao HCV e prevenir de forma
eficiente a ligacdo e a entrada do virus. As células dendriticas ativadas podem
apresentar antigenos de HCV para as células Th especificas que respondem pela
proliferacéo e producgéo de citocinas, tais como interleucina: IL-2, IFN-y ou IL-4. A
ativacdo de célula Th e a producdo de citocinas sdo necessarias para o
desenvolvimento de linfécitos T citotoxicos (CTL). Idealmente, os CTL
estimulados encontrados no figado irdo lisar células hepaticas infectadas com
HCV por mecanismos citoliticos e nao citoliticos (Abdelwahab, 2016).

Importantes linhas de pesquisa na busca de elucidagao patogénica da
hepatite C tem sido o estudo das intera¢des entre proteinas virais do HCV e do
hospedeiro. As proteinas do HCV orquestram uma rede de interacdo complexa e
dindmica com proteinas celulares que contribuem para a persisténcia viral e para
a protecao do patégeno. Ja foi observado que a proteina do core do HCV teria o
sinal mais potente para iniciar as altera¢des celulares (Hui-Chun et al, 2014).

Através do ensaio de rastreamento de dois hibridos baseada em
computacao, foi construida uma rede de interacdo de virus e proteina humana
(Hui-Chun et al, 2014). As proteinas celulares relacionadas a quatro vias sao
principais alvos das proteinas do HCV: insulina, Jak / STAT, TGF-8 e proteinas de
vias de adesao. A proteina do core apareceu como um importante perturbador da
rede IJT (via insulina, Jak / STAT e TGF-B). Foram encontradas setenta e seis

proteinas celulares que interagem com a proteina do core. Ao interagir com
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PLSCR1(fosfolipideo scramblase 1), conectando insulina e JAK / STAT, a
proteina do core pode, portanto, interferir tanto na insulina quanto nas vias JAK /
STAT. Esta rede sugere que a proteina do core pode (1) interferir a resposta
imune inata do hospedeiro através da interagdo com SLC25A5 (adenine
nucleotide translocator 2 (fibroblast) [solute carrier family 25 member 5]; (2) induzir
o estresse oxidativo através da interacdo com NDUFS2 [NADH dehydrogenase
(ubiquinone) Fe-S protein 2] e ETFB (electron-transfer-flavoprotein, beta
polypeptide); (3) afetar a via de adesédo através de SLC25A5 e ENO1 (alpha
enolase); e (4) elevar o nivel de ferro hepatico através de FTL (gene da cadeia
leve da L-Ferritina) (Hui-Chun et al, 2014). Portanto, a proteina do core poderia
potencialmente direcionar as vias de insulina, Jak / STAT, TGF-B e de adesao
(Hui-Chun et al, 2014).

A progressao da lesdo hepatica na hepatite crénica para cirrose, pode
ainda relacionar-se a fatores do hospedeiro, como: sexo, idade, uso de alcool ou
co-infeccdo com outros virus. O mais importante dos fatores do hospedeiro,
entretanto, parece ser o seu estado imunolégico. Assim, uma resposta
imunolégica vigorosa pode eliminar o HCV em 15% dos individuos que entram em
contato com ele, enquanto que em pacientes crénicos, ou imunossuprimidos a
doenca evolui mais rapidamente para cirrose e hepatocarcinoma quando
comparada aos imunocompetentes. Fatores hormonais e genéticos também estao
implicados na patogénese da hepatite C, sendo aceito que a doenga costuma
progredir mais rapidamente no sexo masculino, com pior prognéstico naqueles

com idade superior a 40 anos € RI > 2.

1.7 Epidemiologia

As hepatites virais constituem um enorme desafio a saude publica em todo
o mundo. Elas sao responsaveis por cerca de 1,4 milhdes de 6bitos anualmente,
como consequéncia de suas formas agudas graves ou, principalmente, pelas
complicagbes das formas descompensadas crdnicas ou por hepatocarcinoma
(MS, 2017). Em todo mundo, estima-se que 150 - 170 milhdes de individuos estdo

infectados pelo virus da hepatite C, cerca de 3% da populagcdo mundial, e em
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risco de desenvolver cirrose hepatica e/ou cancer de figado. Além disso, a
incidéncia & de 3-4 milhées de infecgbes anualmente (WHO, 2016).

A hepatite C € uma doenca de notificagdo compulséria desde 1996. Entre
1999 a 2016, foram detectados 182.389 casos dessa afeccdo, observando-se
uma elevagao da taxa de deteccdo em diferentes regides (MS, 2017). De 1999 a
2016, foram notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(Sinan) 561.058 casos confirmados de hepatites virais no Brasil. Destes, 182.389
(32,5%) séao casos de hepatite C (MS, 2017). Na analise da distribuicdo dos casos
com anti-HCV e HCV-RNA reagentes (155.032) por regides, 64,1% ocorreram no
Sudeste, 24,5% no Sul, 5,5% no Nordeste, 3,3% no Centro-Oeste e 2,5% no
Norte (MS, 2017). Quanto a provavel fonte ou mecanismo de infeccdo, é
importante ressaltar que houve falta de informacdo em 52,1% de casos
notificados, tornando dificil a caracterizacdo das formas prevalentes. Entre os
casos em que esse dado foi preenchido, foi observado que a maior fonte provavel
foi relacionada ao uso de drogas (29,2%), seguida de transfusdo sanguinea
(25,3%) e da relagado sexual desprotegida (18,3%) (MS, 2017). Em 2016, o
percentual de infecgdes relacionadas ao uso de drogas foi de 24,8%, e a
proporcao de infecgdes por via sexual foi maior que por via transfusional: 24,2% e
21,7%, respectivamente (MS, 2017).

Embora o HCV tenha distribuicdo mundial, existe um elevado grau de
variagao geografica em sua prevaléncia. A prevaléncia da hepatite C & baixa
(<1% anti-HCV) no Reino Unido, Escandinavia (0,01% a 0,1%), Américas, Europa
Ocidental, Australia e Africa do Sul (0,2% a 0,5%). Prevaléncias intermediarias
(1,2 a 4% anti-HCV) séao encontradas no Leste Europeu, Mediterraneo, Oriente
Médio e india. Outros paises com prevaléncia intermediaria incluem Brasil (1,3%
anti-HCV), Europa Oriental, partes da Africa e Asia (Perz et al, 2004; MS, 2017).
Os paises e regides com as taxas mais altas (>4% anti-HCV) de infecgéo crénica
sdo: Egito (22%), Paquistdo (4,8%), China (3,2%) Africa Oriental e Central, Asia
Central, Russia e Japao (EASL, 2015; Ansaldi et al, 2014), sendo o principal
modo de transmissdo nesses paises atribuido as inje¢des usando seringas
contaminadas (Wasley & Alter 2000; Yen et al. 2003; WHO 2012, Lavanchy, 2011;
Lanini et al, 2016). Na América Latina existem cerca de 7 a 9 milhées de pessoas
com HCV (Roman et al, 2014; Ximenes et al, 2015).
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Em paises desenvolvidos, as principais vias de transmissao sdo exposi¢ao
ao sangue e derivados contaminados e o uso de drogas injetaveis que
representam 40 a 50% dos casos. Ja nos paises em desenvolvimento as
principais vias de infeccdo sdo os procedimentos médicos, como: cirurgias,
hemodialises e transfusdo de sangue e derivados, resultando em cerca de
157.000-315.000 infecgbes pelo HCV ao ano, devido a falta de politicas publicas
seguras destes procedimentos nestes paises (Lavanchy, 2009; Lanini et al, 2016).

1.8 Transmissao e Prevengao

A hepatite C é transmitida principalmente pela via parenteral através de
exposicdo da mucosa a sangue ou fluidos derivados do soro ou materiais
perfurocortantes (seringas, alicates) contaminado com o HCV (Gupta et al, 2014).
Alguns grupos apresentam maior vulnerabilidade para aquisicdo do virus, tais
como individuos que receberam transfusao de sangue, hemodialisados e usuarios
de drogas intravenosas que compartilham seringas (Tseng et al, 2016; Rerambiah
et al, 2014; Marinaki et al, 2015). O uso de drogas intravenosas (DIV) é uma das
principais formas de transmissdo do HCV nos ultimos 40 anos em paises como os
Estados Unidos e a Australia, e atualmente este é o principal fator de risco em
paises desenvolvidos (Alter 2002; Dore et al, 2003; Chan et al, 2016). Nesses
paises, o uso de DIV responde por cerca de 70% a 80% das contaminagbes pelo
HCV ocorridas nos ultimos 30 anos (Alter 2002; Dore et al, 2003; Chan et al,
2016).

Outras formas de infeccao pelo HCV incluem os procedimentos médicos e
exposicdo nosocomial, ftransplante de 6rgdos, exposicdo ocupacional,
transmissdo vertical e sexual (Chan et al, 2016). Ao longo das duas ultimas
décadas, praticas efetivas de redugcéao de casos contribuiram para a minimizagao
da transmissdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), reduzindo
simultaneamente a exposicdo ao HCV. No entanto, a infeccdo por HCV em
homens nao pertencentes a classe de usuarios de drogas intravenosas, que
fazem sexo com homens (MSM) tem sido cada vez mais relatada na literatura, um
padrdo que destaca a importancia da transmissédo sexual na disseminagéo
epidemioldgica do HCV (Chan et al, 2016).
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Procedimentos com equipamentos ou seringas contaminadas se
apresentam como uma forma possivel de transmissdo. Estima-se que
aproximadamente 2 milhdées de individuos se infectem por esta via. Em paises
subdesenvolvidos, muitas vezes ocorre a reutilizacdo de material ou auséncia de
esterilizagdo. Além disso, muitas terapias séo realizadas em ambiente domeéstico
por individuos nao habilitados, o que aumenta significativamente o risco de
infeccao pelo HCV (Hauri et al, 2004; Chan et al, 2016).

Acredita-se que entre os anos de 1960 e 1991, antes da introdugao dos
testes sorolégicos nos bancos de sangue, 5% a 15% dos receptores de
hemoderivados infectaram-se com HCV e, atualmente, apds a adogao dos testes
de rastreamento, o risco de infecgdo por transfusdo sanguinea esta em torno de
0,001% por unidade de sangue transfundida. A prevaléncia do anti-HCV em
doadores de o6rgdos, varia de 4,2% a 5,1% dependendo do teste realizado.
Receptores de o6rgédos sélidos de doadores anti-HCV positivos apresentam
elevadas taxas de soroconversdo. Em estudo realizado com transplantados
renais, 35% dos receptores de doadores com anti-HCV reagente desenvolveram
doenca hepatica no pés-transplante, e 74% apresentaram evidéncias de viremia.
Apesar desses dados, as evidéncias ainda sao limitadas e sdo necessarios novos
estudos para avaliar o impacto do transplante de 6rgdos na prevaléncia do HCV
(Martins et al, 2011).

Quanto aos acidentes ocupacionais, os acidentes perfurocortantes sao
uma forma bem documentada de transmissdo do HCV, apresenta taxas de
soroconversao apo6s uma unica exposicao percutdnea com objeto sabidamente
contaminado variando entre 3% e 10% (Mitsui et al, 1992; Lahphear et al, 1994,
Martins et al, 2011). A transmissao vertical apresenta taxas variando entre 0% a
20%, com média em torno de 5% na maioria dos estudos (Taler et al, 1991;
Martins et al, 2011).

A prevencao é realizada evitando, acima de tudo, o contato com sangue
contaminado. Alguns dos cuidados sao: nao partilhar escovas de dente, laminas,
tesouras ou outros objetos de uso pessoal, nem seringas e outros instrumentos
usados na preparagdao e consumo de drogas injetaveis e inalaveis, materiais
hospitalares sempre descataveis (transmissdo nosocomial) e uso de preservativos
nas relagées sexuais.
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1.9 Diagnéstico
1.9.1 Diagnéstico Sorolégico

O diagnéstico da infeccdo pelo HCV é realizado através de testes de
detecgao de anticorpos, antigenos e do genoma viral em amostras de soro ou
plasma. Para a detecc¢do de anticorpos anti-HCV no plasma ou soro séo utilizados
ensaios imunoenzimaticos de terceira geracdo que detectam anticorpos contra
varios epitopos do HCV e apresentam especificidade maior que 99% (Villar et al,
2015; Firdaus et al, 2015; Cloherty et al, 2016). Um dos problemas desta técnica é
a possibilidade de resultados falsos negativos devido ao periodo de janela
imunoldgica necessaria para o surgimento de anticorpos. Além disso, individuos
imunocomprometidos tém uma maior possibilidade de obterem resultados falsos
negativos (Villar et al, 2015; Firdaus et al, 2015; Cloherty et al, 2016).

Os primeiros testes, denominados de testes de primeira geragéo (ELISA ),
foram liberados para o uso comercial em 1990 e caracterizam-se pelo emprego
de apenas uma proteina nado-estrutural, o polipeptidio c100-3 (NS4), como
antigeno alvo. A utilidade clinica era limitada, pois apresentava um tempo médio
de soroconversao de até 16 semanas (Firdaus et al, 2015; Cloherty et al, 2016).

Em 1992, surgiu, nos Estados Unidos, os testes de segunda geracao
(ELISA 1), com o objetivo de aumentar a sensibilidade e especificidade do
método, e ainda diminuir o tempo necessario para a detecgdo dos anticorpos
apos a infeccao (Alter et al, 1992). Nos testes de segunda geracéo, além de
empregar o polipeptidio c100-3 correspondente a regido NS4, houve a
incorporagao de outras proteinas recombinantes das regides core (c-22-3) e NS3
(c-33-c), reduzindo o tempo de soroconversao de 16 para 10 semanas (Firdaus et
al, 2015; Cloherty et al, 2016). Os testes de terceira gerac¢do (ELISA Ill), além dos
antigenos recombinates ou peptideos sintéticos, incluiu-se o antigeno
correspondente a regido NS5 permitindo uma reducgao do tempo de deteccéo para
sete semanas, e apresentando sensibilidade e especificidade de até 99% em
individuos imunocompetentes infectados pelo HCV (Cossart 1999; Chevaliez et al,
2007).

Ja estdo disponiveis os testes de quarta geragao para detecc¢ao simultanea
de antigenos do HCV e anticorpos anti-HCV em amostras de soro ou plasma

(Lambert 2007). O teste apresenta eficiéncia comparada a detecgéo qualitativa do
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virus e tem sido muito utilizado para acompanhamento de pacientes, onde
permitem correlacionar os niveis de antigeno core com a carga viral no soro dos
pacientes infectados podendo ser utilizado com marcadores de replicacdo do
HCV (Buti et al, 2004). Além disso, testes utilizando a detecgéo do antigeno do
core do HCV (p22) (HCVcAg) estao disponiveis e podem ser empregados no
periodo de janela imunolégica (Easterbrook et al, 2017).

Além do diagnéstico soroldgico convencional, atualmente os testes rapidos
para deteccdo de anticorpos anti-HCV vem sendo introduzidos como uma
ferramenta alternativa e pratica para o diagnéstico da hepatite C. O teste baseia-
se no principio da reagao antigeno-anticorpo onde o antigeno encontra-se fixado
na linha T do teste e os anticorpos anti-HCV na amostra do paciente (em casos
de infeccdo por HCV). A linha T dos testes apresenta uma combinagédo de
antigenos (core, NS3, NS4 e NS5) que pode variar de acordo com o fabricante
(Scalioni et al, 2014; Portaria n® 730, de 2 de julho de 2013). Apés a adigcdo da
amostra do paciente, na presenca de anticorpos anti-HCV, este reage com o
conjugado (proteina A) e migra até a linha T do teste onde se liga aos antigenos
la fixados produzindo cor rosa. Alguns estudos realizados até o momento
encontraram resultados de sensibilidade e especificidade superiores a 95%
(Scalioni et al, 2014). Além da praticidade do teste rapido, alguns ainda podem
ser utilizados em amostras de fluido oral apresentando sensibilidade e
especificidade, em ambientes de campo e laboratorial, superior a 90% (Scalioni et
al, 2014).

A deteccédo de anti-HCV em fluidos alternativos como saliva e sangue seco
em papel de filtro utilizando Elisa também ja foi observado (Cruz et al, 2012;
Brandao et al, 2013; Scalioni et al, 2014; Flores et al, 2017).

1.9.2 Diagndstico Molecular

Para a deteccdo do HCV-RNA, testes qualitativos e quantitativos podem
ser empregados em amostras de soro ou plasma. Estes testes sdo baseados na
amplificagdo do DNA, através de meétodos de biologia molecular, de regides
especificas do genoma do virus como NS5B e 5’NC.

Os testes qualitativos permitem determinar a presenca do HCV na fase
inicial da infeccao (1-2 semanas apds exposi¢ao), antes mesmo da producao de

anticorpos (Ozaras & Tahan 2009). Sdo exemplos de testes qualitativos a reagéo
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em cadeia de polimerase (PCR) ou testes de amplificagdo mediada pela
transcricao (TMA). Ambos ensaios utilizam o produto da transcricao reversa (RT)
(Chevaliez & Pawlotsky 2006). Alguns ensaios comerciais qualitativos incluem
Cobas Amplicor HCV versao 2.0, com um limite de detecgcado de 50 Ul/mL para
todos os gendtipos do HCV (Roche Molecular Diagnostics, Pleasonton, CA,
Estados Unidos) e Versant HCV RNA ensaio qualitativo, com sensibilidade
analitica de 10 IU/ml para os gendtipos de 1 a 5 e 5,3 Ul/ L para o genétipo 1
(Firdaus, 2015, Villar et al 2015).

Os testes quantitativos incluem a RT-PCR competitiva, PCR-ELISA
quantitativa e PCR em tempo real. Estes testes devem apresentar elevada
sensibilidade para determinacdo da carga viral antes e durante o tratamento
antiviral, uma vez que sao utilizados tanto no diagnéstico quanto no
monitoramento da eficacia terapéutica (Strauss 2001; Portaria n° 221, de 13 de
julho de 2011, Brasil). Os ensaios quantitativos disponiveis comercialmente sao:
técnica de branched DNA (bDNA) (Versant HCV RNA) (limite de deteccdo = 615
Ul/mL), PCR em tempo real COBAS TagMan/Cobas AmpliPrep (limite de
deteccado = 43 Ul/mL - automatizado), Real Time HCV Abbott (limite de deteccao
= 10 Ul/mL - automatizado), Cobas Amplicore Monitor HCV v.2 (limite de
deteccédo = 600 Ul/mL — semi-automatizado) (Villar et al, 2015).

Os métodos para a genotipagem do HCV sao realizados através da analise
de sequéncia direta, por PCR em tempo real, RFLP e tecnologia de hibridiza¢ao
reversa. O sequenciamento de Sanger € o padrdo ouro para determinar os
gendtipos e subtipos do HCV. A técnica de sequenciamento consiste na
amplificacdo por PCR de uma parte do genoma viral, em especial as regides:
5'NC, NS5B e regides do core com comparagao destas sequéncias com as
sequencias de gendtipos previamente conhecidas (Scott, 2007). Além da
determinacao do genétipo, o sequenciamento também é usado para estudos de
epidemiologia molecular e mutacées de resisténcia as drogas de acgao direta
(DAASs) (Peres-da-Silva, 2015).

1.10 Tratamento

O objetivo da terapia € curar a infeccdo pelo HCV, a fim de prevenir as

complicacbes das doencas hepaticas e extra-hepaticas relacionadas ao HCV,
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incluindo necroinflamacao hepatica, fibrose, cirrose, HCC, manifestacées extra-
hepaticas severas e a morte. O ponto final da terapia € uma SVR, definido pelo
HCV RNA indetectavel no sangue 12 semanas (SVR12) ou 24 semanas (SVR24)
apos o fim da terapia, avaliado por um método molecular sensivel com um limite
de detecgéo inferior a <15 Ul / ml (EASL 2016). Ambas as SVR12 e SVR24 foram
aceitas como pontos finais da terapia por 6rgaos reguladores nos EUA e na
Europa, dado que sua concordancia é > 99% (Martinot-Peignoux et al, 2010).

Estudos de acompanhamento em longo prazo mostraram que a SVR
corresponde a uma cura definitiva da infeccdo por HCV em mais de 99% dos
casos (Swain et al, 2010). O antigeno do core do HCV n&o detectavel 12 ou 24
semanas apos o término da terapia pode ser usado como uma alternativa ao teste
de HCV RNA para avaliar a SVR12 ou a SVR24, respectivamente, em pacientes
com antigeno do core detectavel antes do tratamento (Chevaliez et al, 2014,
2016; Freiman et al, 2016; Aghemo et al, 2016).

A determinagéo do genétipo do HCV, incluindo o subtipo 1a e 1b deve ser
avaliado antes do inicio do tratamento. A genotipagem/subtipagem deve ser
realizada em ensaio que discrimine com precisdo o subtipo 1a do subtipo 1b, ou
seja, deve ser realizado ensaio utilizando a regidao 5’NC e outra regido genémica
como o core ou NS5B (Chevaliez et al, 2009).

Quanto aos testes de resisténcia do HCV aos medicamentos aprovados,
nao ha testes comerciais disponiveis. O teste de resisténcia depende do local e
as técnicas sdo baseadas em estudos populacionais utilizando sequenciamento
de Sanger ou nova geragdo (Fourati et al, 2015). Na Europa e em outros
continentes, um numero limitado de laboratérios disponibiliza. O desempenho dos
ensaios in house variam amplamente. Dessa forma, os testes de resisténcia
permanecem restritos a pesquisa € sem um consenso sobre a técnica ou
interpretacao, logo nao é recomendado (Pawlotsky et al, 2016).

O tratamento da infecgdo crénica pelo HCV no Brasil consistia na
administragédo da combinagéao de interferon peguilado alfa-2a ou alfa-2b (IFN) e
ribavirina (Fried et al, 2002). O interferon peguilado e a ribavirina eram utilizados
para o tratamento em pacientes monoinfectados com HCV e em pacientes co-
infectados HCV/HIV. A resposta virolégica sustentada era determinada pela
auséncia de RNA viral no periodo de seis meses apés o tratamento (Pawlotsky

2009). A duracdo do tratamento para individuos monoinfectados HCV era
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baseado no genétipo infectante onde, era recomendado 24 a 48 semanas de
tratamento para os genétipos 2 ou 3 e 48 a 72 semanas para os genétipos 1 e 4.
A taxa de resposta depende do gendtipo infectante, o que sugere que as
diferencas de sequéncia entre gendtipos influenciam a susceptibilidade a esses
medicamentos (Van den Eynde et al. 2009; Portaria n* 221, de 13 de julho de
2011, Brasil). O tratamento é eficaz em aproximadamente 80% dos doentes
infectados com o gendtipo 2 ou 3 e menos de 50% dos doentes com o gendtipo 1
(Pawlotsky 2009). Assim, doentes com o genétipo 1 necessitam de uma maior
dose de RBV e tratamento mais prolongado (1,0-1,2 g/dia, 48 a 72 semanas) do
que doentes infectados com o gendtipo 2 ou 3 (0,8 g/dia, 24 a 48 semanas). Para
os gendtipos 4, 5 e 6 existem ainda poucos ensaios clinicos, aplicando-se o
protocolo terapéutico utilizado para o gendtipo 1 (Pawlotsky 2009; Portaria n® 221,
de 13 de julho de 2011, Brasil).

Atualmente no Brasil, de acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas para Hepatite C e Coinfecgbes, do Ministério da Saude (Portaria
SVS/MS n°® 221 de julho de 2015 - PCDT), para pacientes que ndo responderam
aos esquemas anteriores, assim como para 0s que irao iniciar o tratamento pela
primeira vez, sao indicados pelo SUS os farmacos que sao chamados de drogas
de acao direta (Direct-Acting Antiviral - DAAs). O arsenal terapéutico do SUS para
o tratamento da hepatite C crénica dispde dos seguintes farmacos: daclatasvir
(inibidor do complexo enzimatico NS5A); simeprevir (inibidor de protease); e
sofosbuvir (analogo de nucleotideo que inibe a polimerase do HCV). Também
esta disponivel no SUS a associagao dos farmacos ombitasvir (inibidor de NS5A),
dasabuvir (inibidor ndo nucleosidico da polimerase NS5B), veruprevir (inibidor de
protease NS3/4A) e ritonavir (potencializador farmacocinético) — 3D (PCDT,
2017). Todos os medicamentos elencados atuam diretamente no HCV,
interrompendo a sua replicacao, e constituem avancgos recentes no tratamento da
hepatite C cronica (AASLD; IDSA, 2016, EASL, 2017).

De acordo com o Ministério da Saude, individuos infectados pelo gendtipo
1, recomenda-se o tratamento por 12 semanas com sofosbuvir e simeprevir ou
sofosbuvir e daclatasvir. Individuos infectados pelo genétipo 2 devem usar
sofosbuvir e ribavirina por 12 semanas, individuos infectados pelo gendétipo 3
devem ser tratados com sofosbuvir, PEG-IFN e ribavirina ou daclatasvir por 12

semanas. Para o genétipo 4 é indicado o uso de daclatasvir e PEG-IFN +
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ribavirina por 24 semanas, ou sofosbuvir + daclatasvir por 12 semanas. A
ribavirina tem sido associada a clinica dos pacientes cirréticos.

Uma das principais barreiras para adocdo dessa terapia € a falta de
financiamento e os altos pregcos dos novos medicamentos. Os pregos iniciais dos
DAAs em paises de alta renda foram extremamente elevados e continuaram a
permanecer altos em muitos paises. Por exemplo, o sofosbuvir, que foi
introduzido no final de 2013, custou US$ 1000 por comprimido nos EUA e
sofosbuvir / ledipasvir em US$ 1125 por comprimido. Isso desencadeou a atengéo
do Congresso dos EUA que investigou o preco do sofosbuvir (United States
Senate, Government Publishing Office; 2015).

Os pregos elevados e o financiamento limitado podem forgar os paises a
racionar ou apenas gradualmente aprimorar o tratamento do HCV. Por exempilo,
no Brasil, pessoas sem fibrose ou fibrose leve ndo séo elegiveis para tratamento.
A Suica inicialmente racionou o acesso ao tratamento, excluindo pacientes com
danos hepaticos leves ou inexistentes devido a altos precos e acesso expandido
somente depois que o pais negociou pequenas reducdes de precos de empresas
originarias (Strauman et al 2016). Nos EUA, os pacientes da Califérnia e do
Estado de Washington apresentaram acdes judiciais contra uma companhia de
seguros privada por restringir o acesso ao tratamento contra o HCV (Walker 2015;
Silverman 2016).

Até o momento nao existe uma vacina disponivel contra a hepatite C.
Porém, existem duas abordagens principais para o desenvolvimento de vacinas
conta o HCV. Um é profilatico e outro sdo vacinas terapéuticas para uso clinico.
Nenhuma das abordagens atingiu a fase lll de testes (Naderi et al, 2014). Desta
forma, a prevengao primaria contra a infeccdo pelo HCV esta relacionada a
eliminacao dos comportamentos de risco para que as taxas de incidéncia da
infeccéo sejam reduzidas e, consequentemente, diminuicdo dos casos de doenca
hepatica (OMS, 2015).

Ao longo dos ultimos anos, muitos estudos de associagdo ampla de
genomas (Genoma Wide Associations Studies - GWAS) foram realizados com
sucesso em uma variedade de areas, dos quais cerca de 2% se relacionaram
com a hepatologia. Essa ferramenta € util para avaliar a possivel associacéao entre
a variagcao genética ao longo da do genoma humano e o fenétipo de interesse

(Karlsen et al, 2010). Diversos estudos utilizando essa metodologia identificaram
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polimorfismos de base Uunica (Single Nucleotide Polymorphism - SNP)
relacionados a menor resposta a terapia dupla e tripla e também a maior
gravidade da lesao hepatica (Falleti et al, 2012; Lange et al, 2011). Substituicées
de aminoacidos (aa) nas posi¢bes 70 e/ou 91 na regido do core de HCV em
pacientes infectados com gendétipo 1b e com altas cargas virais também foram
fatores preditivos de resposta virologica ineficiente a terapia antiviral (Akuta et al,
2005, 2007, 2010 e 2012), assim como, variagdes na sequéncia da regiao NS5A,
denominada de ISDR (Regido Determinante de Sensibilidade ao IFN), também
relacionadas com a nao resposta ao tratamento duplo (Enomoto et al, 1995 e
1996). Mutacbes especificas em diferentes posicdes do genoma viral tém sido

associadas com diminuicdo da atividade antiviral aos novos agentes DAAs.

1.11 Metabolismo do figado

O figado é a maior viscera do corpo humano e desempenha grande
numero de fungdes vitais a saude do organismo. A compreensao da fisiologia
hepatica é fundamental para a analise dos processos patolégicos que acometem
o orgao. O figado & essencial na regulagdo do metabolismo dos carboidratos,
proteinas e lipidios, no armazenamento de substancias e na degradacdo e
excre¢cdo de hormodnios. Além disso, tem como principal funcdo digestiva a
secrecao da bile, exerce papel indispensavel na filtragdo e armazenamento de
sangue, degradando xenobibticos (compostos estranhos ao organismo, por
exemplo, medicamentos e drogas tdxicas). O figado também é responsavel pelo
armazenamento das vitaminas D, A e B12 (por 4, 10 e 12 meses,
respectivamente) e ferro (ligado a proteina ferritina) e atuam na sintese das

proteinas plasmaticas e fatores da coagulagao (Ferramosca et al, 2017).
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1.12 Sistema hormonal da vitamina D

Os seres humanos obtém a vitamina D a partir da exposicao solar, da
dieta e de suplementos alimentares. Mais de 90% da vitamina D sistémica provém
da pele e cerca de 10% da ingestao de alimentos. Existem duas formas principais
de vitamina D: vitamina D3 (Colecalciferol) e vitamina D2 (Ergocalciferol) (Holick
et al, 2004).

As principais fontes alimentares de vitamina D s&o os produtos de origem
animal, particularmente os peixes como salmao, sardinhas, cavala, arenque, 6leo
de figado de bacalhau, atum e tubardo. A producgdo da vitamina D pela pele é
determinada pelo comprimento de onda (290 — 315 nm) da luz solar, latitude,
estagéo do ano e grau de pigmentagao da pele. A radiagédo UVB incide sobre o 7-
dehidrocolesterol (7-DHC) na pele e este é subsequentemene hidrolisado no
figado e rins para as forma 25-hidroxi-vitamina D [25(OH)] e 1,25-diidroxi-vitamina
D [1,25(OH),D], respectivamente (Adams et al, 1982, Holick et al, 2004) (Figura
8).
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Figura 6. Sintese da forma hormonal 1,25-diidroxivitamina D. Ap6s acdo de raios
UVB sobre o 7-dehidrocolesterol, esse isomeriza-se em colecalciferol na pele. Em
seguida é transportado até o figado, onde sofre acdo da enzima 25-hidroxilase
convertendo-a em 25-hidroxivitamina D [25(OH)D]. Nos rins sofre nova hidroxilagcdo e &
convertida nas formas 24,25-diidroxivitamina D (inativa) ou 1,25-diidroxivitamina D (ativa).
Adaptado de Premaor et al, 2006.

A vitamina D é um nutriente essencial para manutengdo da saude. E
membro da superfamilia de horménios esterdides nuclear e foi descoberta pela
primeira vez em estudos de prevenc¢ao do raquitismo em criangcas (Misra et al,

2008). Pesquisas posteriores descobriram que a vitamina D tem funcdes
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fisiolbégicas bastante amplas. Atualmente, os efeitos biolégicos da vitamina D sao
divididos em duas categorias: i) classica: no metabolismo de calcio e fésforo; ii)
nao classica: relacionada principalmente a fungcdo imune, inflamacao,
antioxidacao, antifibrose e outros (Handono et al, 2014; Reddy et al, 2013). Além
dos efeitos inibitérios sobre muitos tipos de malignidades (Reddy et al, 2013;
Zhang et al, 2014).

A 1,25(0OH);D3 é um horménio autocrino. A enzima 1a-hidroxilase também
€ amplamente expressa em células nao-renais, tais como osteoblastos,
monocitos, macrofagos, ceélulas neuronais, células pancreéaticas, e células
cancerosas como no cancer de mama e colon (Henry et al, 2013; Hossein-
Nezhad et al, 2013). Além de multiplas fun¢des, a vitamina D possui multiplos
orgaos alvos. O receptor nuclear de vitamina D (VDR) apés ativagdo pode
influenciar a expressao de muitos genes. O VDR é amplamente expresso no rim,
células do sistema imune e outras células (Cantorna et al, 2004). Estudos
demonstraram que os niveis e atividade da vitamina D estdo intimamente
relacionados com a ocorréncia e desenvolvimento de muitas condi¢des crénicas,
tais como doencas malignas, autoimunes, disturbios metabodlicos e doencgas
infecciosas (Ahmed et al, 2015). Uma vez formada, a vitamina D3 é excretada
para fora da membrana plasmatica e é atraida para a proteina transportadora de
vitamina D [vitamin D Binding Protein (DBP)]. Ja a vitamina D ingerida é
incorporada a quilomicrons que séo absorvidos no sistema linfatico (Mathieu et al,
2005; Holick, 2007) e transferidas para o sangue venoso onde ligam-se a DBP e
lipoproteinas e sao transportadas para o figado (Holick, 2007, Hossein-Nezhad et
al, 2012). Essas proteinas de transporte sao filtradas nos rins e reabsorvidas nos
tubulos proximais (Holick 2007,2012). Na circulagdo encontramos principalmente
a 25(0OH)D complexada a sua proteina de transporte DBP [25(OH)D-DBP] (Kim et
al, 2012). Em estudos realizados com ratos knockout para o gene que codifica
DBP, a DBP mostrou carater protetor da degradacéao renal das formas 25(OH)D e
1,25(0OH)2D3 (Safadi et al, 1999), para fins de ajuste dos niveis sistémicos de
vitamina D (Taes et al, 2006). Além disso, a susceptibilidade a uma variedade de
tumores malignos, incluindo cancer de mama, cancer de préstata, cancer
colorretal, também é relacionado a reducao de VDBP (Weinstein et al, 2015).
Alguns desses estudos ainda encontraram relagdo com sintese e secrecao de
insulina (Johnson et al, 1994; Dunlop et al, 2005).
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1.13 Receptor da Vitamina D (VDR)

O VDR foi descrito em 1974, em mucosa intestinal de modelos animais, por
Brumbaugh e Hausslere, e pertence a familia dos receptores de horménios
esteroides /tirebideos (Brumbaugh & Hausslere 1974). Trata-se de um receptor
intracelular cuja proteina € composta por trés regides distintas: i) um dominio N-
terminal DNA-ligante com dois dedos de zinco; ii) um dominio ativo C-terminal
ligante; iii) uma regido extensa e nao estruturada que liga os dois dominios
funcionais da proteina (regido dobradica). A regidao C-terminal € a mais complexa
e possui doze cadeias a-hélices. Dessa forma, esses dominios do VDR modelam
uma molécula receptiva aos niveis fisiolégicos de 1,25(0OH),D3, capaz de ativar a
maquinaria de regulagdo de grupos de genes que produzem proteinas
necessarias aos efeitos desse horménio (Pike & Meyer, 2010).

O mecanismo de acdo do VDR é baseado no reconhecimento de uma
sequéncia de DNA especifica, chamada de elemento responsivo a vitamina D.
Esse sitio de ligacao existe em diversos genes e permite o acoplamento do VDR
apos sua heterodimerizagcdo com receptor X do acido retindico (RXR)
(Mangelsdorf & Evans, 1995; Haussler et al, 1998) o que ira ativar ou desativar a

transcricao dos genes de interesse (Figura 9) (Sergeev & Rhoten 1995).
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Figura 9. Mecanismo de ativagcao do receptor de vitamina D (VDR). 1. No
interior do nucleo da célula, a molécula de 1,25(0OH)2D3 se liga a uma proteina chamada
receptor de vitamina D (VDR). 2. A VDR forma um complexo com uma proteina
semelhante, o receptor do retindide-x (RXR), e juntas elas se ligam a uma regido na fita
de DNA denominada elemento de reacdo da vitamina D. 3. Ligado ao elemento de
resposta, o VDR-RXR recruta as proteinas do fator de transcricdo para o complexo,
levando a transcricao do gene mais proximo. 4. A transcricdo do gene deixa o nucleo
para ser traduzida pelo mecanismo celular no citoplasma para uma proteina acabada.
Fonte: ANDREW SWIFT
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O gene que codifica o VDR (ID:7421) é composto por 11 éxons que,
somados aos introns do gene se expandem por aproximadamente 75Kb e esta
localizado no cromossomo 12g13.11 (Miyamoto et al, 1997). De acordo com o
gene bank, o VDR possui mais de 900 SNPs incluindo as regides codificantes e
nao codificantes do genoma. Na literatura, a maioria dos trabalhos que se
propuseram a estudar SNPs do VDR avaliaram os polimorfismos Fokl
(rs2228570), Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) e Taql (rs731236) (Figura 8).
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Figura 8. Representacido esquematica do VDR e seus principais
polimorfismos. Fonte: www.genomos.eu/history.

1.14 Vitamina D vs. Hepatite C crénica

Dentre as vitaminas armazenadas no figado esta a vitamina D, cuja forma
hormonal ativada € o 1,25 dehidroxivitamina D, sendo essencial para a
homeostase do osso e calcio (Holick et al, 2004; Mosekilde et al, 2005), assim
como também pode estar envolvida na resposta imune e céncer (Prosser &
Jones, 2004). Esta vitamina também ja foi encontrada em baixos niveis séricos
em pacientes com hepatite cronica e cirrose de diferentes origens (Monegal et al,
1997; Tsuneoka et al, 1996; Bouillon et al, 1984). Baixos niveis de 25 (OH)
vitamina D foram relacionados a disfungao hepatica devido a associagao entre a

concentracao sérica da vitamina D e os indices de funcao hepatica (Monegal et al,

52



1997) ou estadio de fibrose hepatica (Monegal et al, 1997; Masuda et al, 1989;
Hofmann et al, 2008).

A vitamina D é um importante imunomodulador e desempenha um papel
importante em doencas metabdlicas e inflamatérias no figado, incluindo a
infecg@o pelos virus das hepatites C. A deficiéncia de vitamina D é comum nas
populagcbes saudaveis em todo o mundo (Rosen et al, 2011). Apesar disso, 0s
pacientes com doencas do figado, como a hepatite crénica C estdo em risco
substancialmente mais elevado para a hipovitaminose D (Bitetto et al, 2011; Petta
et al, 2010; Melo-Villar et al, 2013).

O polimorfismo do gene VDR foi associado com a susceptibilidade a
infecgéo pelo HBV e ao curso clinico desta infec¢do em populagbes africanas,
asiaticas e do Oriente Médio (Arababadi et al, 2010; Suneetha et al, 2006),
enquanto que na hepatite C, este polimorfismo foi associado com a progressao
rapida para fibrose (haplotipo bAt{[CCA]) (Baur et al, 2012). Estas informagdes
juntas demonstram o potencial da associagdo do eixo VDR-vitamina D nas
hepatites virais e ressalta a importancia da vitamina D como imunomodulador,
indicando associagéo entre a deficiéncia de vitamina D e a auséncia de RVS em
pacientes com hepatite C (Lange et al, 2011; Ladero et al, 2013).

Foram descritos polimorfismos do gene VDR [Bsml (rs1544410), Apal
(rs7975232), Taql (rs731236), GC (rs7041 e rs4588)] relacionados com a
progressao da fibrose e cirrose em pacientes com hepatite C (Baur et al, 2012) e
com uma eliminagao viral ndo efetiva em pacientes com hepatite B (Arababadi et
al, 2010). Contudo, nenhum estudo descreveu polimorfismos destes genes em
pacientes brasileiros infectados pelo HCV. No Brasil, a taxa de miscigenacéo é
elevada e os habitos alimentares sdo muito diferentes do padrdo europeu e
oriental (Baur et al, 2012; Falleti et al, 2012), fatores estes que, podem infuenciar
consideravelmente os resultados em nossa populagao.

Além disso, estudos demonstraram que variantes genéticas do receptor da
vitamina D (VDR) em pacientes com hepatite C sob tratamento com peg-
interferon/ribavirina, foi observado que o haplotipo bAt [CCA] foi significativamente
associado com a auséncia de resposta ao tratamento antiviral. Também foi
observado que o genétipo CC em Apal (rs7975232) semelhante ao haplotipo
supracitado também esta relacionado a nao resposta ao tratamento antiviral com
interferon e ribavirina independentemente do genétipo do gene IL-28B (Lange et
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al, 2011; Baur et al, 2012). Em estudo realizado por Lange e colaboradores foi
observado que o gene CYP27B1-1260 responsavel pela regulacdo da 1-alfa-
hidroxilase foi associada a hepatite C crénica. De acordo com o estudo, os
individuos que apresentaram genoétipo AA apresentaram maior concentragcao de
vitamina D do que os pacientes com o genétipo AC e CC. Além disso, foi
observado que a RVS foi maior em pacientes com genoétipo AA ou CA (Lange et
al, 2012). Falleti e colaboradores observaram que variantes genéticas no gene
GC, responsavel por codificar a proteina de transporte da vitamina D, esta
associado a baixa concentragdo de Vitamina D e a predicdo da RVS. Estes
estudos também sdo amparados por trabalhos realizados in vitro que verificaram
a acao antiviral da vitamina D (Faletti et al, 2012; Gal-Tanamy et al, 2011,
Matsumura et al, 2012).

Conforme os trabalhos ja descritos, estudos genéticos encontraram relagao
entre a concentragdo de vitamina D e a diminuicdo da resposta ao tratamento
antiviral (interferon/ribavirina) em pacientes com hepatite C portadores do
genotipo 1, 2 e 3 em terapia dupla com peg-interferon e ribavirina (Petta et al,
2010; Lange et al, 2011). Bitetto e colaboradores observaram que a concentragao
de vitamina D e o polimorfismo na rs12979860 do gene IL28B foram fatores
preditivos independentes da resposta ao tratamento. Pacientes que nao
apresentaram o gendtipo CC (IL28B) e com deficiéncia de vitamina D
apresentaram maior risco de nao responderem ao tratamento antiviral. A
concentracao de vitamina D foi complementar para predizer a falha no tratamento
(interferon/ribavirina) (Bitetto et al, 2011).

Outros estudos demonstraram que a concentragdo de vitamina D em
pacientes portadores de HCV € menor do que entre individuos saudaveis e que
pacientes com hepatite C respondedores ao tratamento apresentam niveis
significativamente mais elevados de vitamina D em relagdo aos nao-
respondedores (Bitetto et al, 2011; Petta et al, 2010; Mohamed et al, 2013). Da
mesma forma, estudo realizado em 166 pacientes afros americanos infectados
com HCV demonstrou que os pacientes que apresentaram insuficiéncia ou
deficiéncia de vitamina D apresentaram progressao da inflamacao hepatica duas
vezes maior que os demais pacientes (White et al, 2013).

A suplementacao da terapia antiviral com vitamina D (>32 ng/mL) também

foi realizada em estudo de Nimer e colaboradores (2012) onde 95% destes
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pacientes com genétipo 2 e 3 em tratamento com ribavirina e peg-interferon
apresentaram negativacdo da carga viral nas semanas 4 e 12. Foi observada
também, deficiéncia de vitamina D em pacientes coinfectados HIV/HCV, na qual
individuos com baixa concentragdo apresentaram menor resposta ao tratamento
antiviral para hepatite C (Mandorfer et al, 2013). Weintraub e colaboradores
(2012) observaram maior taxa de resposta virolégica sustentada (RVS) em
pacientes americanos portadores de HCV do genétipo 1 com maiores
concentragdes de 25(0OH) Vitamina D. Estudos realizados in vitro demonstraram
que a vitamina D age diretamente como um agente antiviral ao inibir a replicagao
do HCV em linhagens humanas de células de hepatoma (Gal-Tanamy et al, 2011)
e que a concentragdo de 25(OH) vitamina D foi inversamente proporcional a
concentragdo do core e do HCV RNA em cultura (Matsumura et al, 2012).
Adicionalmente, algumas citocinas (IL-6, IL-17, IL-23) foram correlacionadas
negativamente com a concentragdo da vitamina D em pacientes com
hepatopatias, tendo em vista que altos niveis destas citocinas foram associados
com baixa concentracdo da vitamina D (El Husseiny et al, 2012; Hammad et al,
2013).

O Egito tem a maior taxa de prevaléncia de infeccao pelo virus da
hepatite C (HCV) em todo o mundo, onde a hepatite C € considerado um grande
problema de saude. O tratamento padrdao do HCV é a terapia combinada de
interferon peguilado e ribavirina. A resposta (RVS) s6 € alcangada em 30% dos
pacientes. Devido, principalmente aos efeitos adversos e custo do tratamento, a
descontinuagao do tratamento tem sido uma importante abordagem. Dessa forma,
Abdelsalam et al (2017), avaliou a associagédo entre a concentragao de vitamina D
e os polimorfismos do receptor de vitamina D (VDR) com a aquisigdo da RVS,
onde a concentragdo de vitamina D, e os polimorfismos Fokl e Taqgl foram
considerados como preditores para a resposta antiviral com a combinagao de
interferon peguilado e ribavirina (Abdelsalam et al, 2017).

Atualmente, estudos tem sido realizados relacionando os niveis de vitamina
D e a RVS em tratamento com antivirais de agéao direta (DAA). Backsteadt et al
(2017) avaliaram a associacao de niveis de vitamina D com cirrose em uma
coorte infectada por HCV, no periodo pré tratamento até a RVS da semana 12.
Foi observado maior prevaléncia de deficiéncia de Vitamina D em coortes de

pacientes HCV-cirréticos, porém a alteragcdo nos niveis de vitamina D n&o
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influenciaram nas taxas de RVS desses pacientes (Backsteadt et al, 2017). Belle
et al (2017), avaliou em uma coorte francesa o impacto dos niveis de vitamina D
em pacientes com gendtipo 1, virgens de tratamento e submetidos a terapia dupla
convencional (interferon + ribavirina). Nenhum impacto foi observado entre os
niveis de vitamina D e a resposta a terapia antiviral dupla convencional (Belle et
al, 2017). Estudos também avaliaram polimorfismos genéticos relacionados a
cascata da vitamina D em uma populacdo Tailandesa e observaram que
polimorfismo no gene DHCRY7 pode ser um marcador preditivo de resposta ao
tratamento a terapia dupla (interferon+ribavirina) em paciente com HCV gendétipo
1 (Thanapirom et al, 2017).

1.15 Acéao da Insulina

A acado da insulina na célula inicia-se pela sua ligagcado ao receptor de
membrana plasmatica. Este receptor esta presente em praticamente todos os
tecidos dos mamiferos, mas suas concentragdes variam desde 40 receptores nos
eritrécitos circulantes até mais de 200.000 nas células adiposas e hepaticas. O
receptor de insulina € uma glicoproteina heterotetramérica constituida por 2 sub-
unidades a e duas subunidades b, unidas por ligagdes dissulfeto (Kahn et al,
1985). A sub-unidade a € inteiramente extracelular e contém o sitio de ligacao da
insulina. A sub-unidade b € uma proteina transmembrana responsavel pela
transmissdo do sinal e possui atividade tirosina quinase (Kasuga et al, 1982). O
ATP age como doador de fosfatos e a fosforilagado ocorre em residuos tirosina. O
mecanismo molecular exato da agdo da insulina € desconhecido, mas parece
depender da remocgéao do efeito inibitério da sub-unidade a sobre a atividade da
sub-unidade b do seu receptor. A insulina induz a autofosforilagdo do receptor,
aumentando a sua capacidade de fosforilar um ou mais substratos protéicos
intracelulares. A fosforilacdo de seus substratos da inicio a uma série de eventos
incluindo a cascata de reacdes de fosforilagéo e defosforilagdo que regula os seus
efeitos metabdlicos e de crescimento (Sun et al, 1991; White et al, 1997).
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1.16 Resistencia Insulinica e HCV

O metabolismo do figado apresenta como principais horménios a insulina e
o glucagon, que atuam na manutengéo dos niveis glicémicos dentro dos limites
saudaveis. A insulina diminui a quantidade de glicose produzida pelo figado
enquanto o glucagon aumenta a produgcdo da mesma. A ingestdo de alimentos
aumenta o nivel de glicose no sangue. Este aumento estimula a produgdo de
insulina pelo pancreas, diminuindo a producao de glicose pelo figado. O figado
responde a qualquer excesso de glicose no sangue e converte esse excesso em
glicogénio, uma fonte de energia que pode ser convertida de novo em glicose,
quando necessario. A redugao da producao de glicose pelo figado e a conversao
do excedente em glicogénio resulta na diminuicdo dos niveis de glicemia.
Contudo, diversas situacdes fisiolégicas (puberdade, gravidez, menopausa etc) e
patoldgicas (obesidade, diabetes tipo2 — DM2, dislipidemias, esteatohepatite ndo
alcodlica, infec¢des cronicas etc) podem levar a resisténcia a insulina, com
carater transitério ou definitivo (Manual sobre insulino-resisténcia, 2009).

A sindrome metabdlica apresenta como principal caracteristica a
resisténcia a insulina (RI) que é caracterizada por hiperinsulinemia em pacientes
com glicemia de jejum normal e tem sido associada com um risco aumentado de
desenvolver diabetes mellitus, doencas cardiovasculares e doenca hepatica
gordurosa nédo alcoolica (Cannon, 2008). Fatores genéticos e adquiridos podem
influenciar a sensibilidade a insulina. A sindrome de resisténcia a insulina e o
diabetes tipo 2 sédo poligénicos e podem envolver polimorfismos em varios genes
que codificam as proteinas envolvidas nas vias de sinalizagdo, secrecéo e
metabolismo intermediario da insulina (Taylor et al,1990).

A infecgao crénica pelo HCV esta associada com resisténcia a insulina (RI)
(Parvaiz et al, 2011), que é caracterizada por hiperinsulinemia em pacientes com
glicemia de jejum normal e tem sido associada com um risco aumentado de
desenvolver diabetes mellitus, doencas cardiovasculares e doenca hepatica
gordurosa nao-alcodlica (Cannon, 2008; Abdel-Rahman et al, 2012). Estudos
internacionais demonstram prevalencia de resistencia insulinica de 16% a 44,12%
em pacientes com hepatite C (Dai et al, 2012). Também foi observada alta
incidéncia da Rl e diabetes tipo 2 em pacientes com hepatite C, em comparacgéao a
outras doencas hepaticas (White et al, 2008), assim como foi observado que RI
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na doencga crénica associada ao HCV predispée ao DM2 e diminui a resposta ao
tratamento antiviral para os gendétipos 1 (Romero-Gémez et al, 2005;2008;2011;
Conjeevaram et al, 2007), genétipos 2 e 3 (Poustchi et al, 2008). Além disso,
pacientes infectados pelo HCV que respondem a terapia antiviral demonstraram
maior sensibilidade a insulina (Kawaguchi et al, 2007).

Estudos moleculares, epidemiologicos, observacionais e ensaios
randomizados controlados, destacaram a interagdo entre a hepatite C e
resisténcia a insulina (White et al, 2008; Younossi e McCullough, 2009; Serste et
al, 2010). Os estudos moleculares demonstraram a capacidade do HCV de
promover a resisténcia a insulina, interferindo com a sinalizagao intracelular da
insulina. Camundongos transgénicos que expressam a proteina core do HCV
desenvolveram esteatose (acumulo de triglicerideos e outros lipidios nas células
hepaticas que ocorre em consequéncia de diversas desordens metabdlicas),
resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2. Em cultura de células, a
transfeccdo com o replicon JFH-1 (Hepatite fulminante do Japao-1) promove a
degradacéao do substrato 1 e 2 do receptor de insulina, que resulta em resisténcia
a insulina (Romero-Gémez, 2011). Além disso, o uso do danoprevir, um inibidor
de protease do HCV em monoterapia melhora o indice de resisténcia a insulina
quando a carga viral diminui, apoiando o fato de que a replicagdo do HCV
influencia na resisténcia a insulina (Moucari et al, 2010).

Apesar destas evidéncias, os mecanismos pelo qual o HCV promove a
resisténcia a insulina ndo sao completamente compreendidos e parecem ser
gendtipo-especificas e dependentes da agao das citocinas pré-inflamatérias como
TNF-a, supressores de citocina 3, proteina tirosinofosfatase e receptor ativado de
proliferagédo de peroxissomo-a e o alvo mamifero da rapamicina (Shitani et al,
2004; Douglas & George, 2009; Del-Campo et al, 2012). A variabilidade genética
do HCV pode ter papel relevante no desenvolvimento da RI tal como descrito por
Hsieh e colaboradores (2012) que observaram que a proteina E2 do HCV esta
envolvida na patogénese do DM2 por indugao da Rl em cultivo celular contendo o
HCV. Do mesmo modo, Khalig e colaboradores (2011) observaram que a
variabilidade do gene core do HCV também pode ter papel relevante no
desenvolvimento da Rl em pacientes com HCV.

O HCV prejudica a B oxidagao dos lipideos mitocondriais, o que resulta

em baixa combustdo lipidica e na inibicdo da proteina trifuncional mitocondrial
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pelo HCV, como observado em hepatécitos infectados pelo HCV. Além disso,
uma abordagem de biologia de sistemas identificou a enzima de oxidagao de
acido graxo mitocondrial, dodecenoil coenzima, como uma proteina de
estrangulamento que controla a reprogramacgao metabolica do hospedeiro durante
a infeccéo por HCV.

O HCV também mostrou impedir a exportacdo de lipideos do figado
através da reducdo da atividade de proteina de transferéncia de triglicerideos
(MTTP) em estudos com animais (Chang et al, 2016). A infeccdo pelo HCV,
principalmente através da atividade da proteina do core do HCV, diminui a
expressao e atividade do receptor de proliferacdo de peroxissoma (PPAR) -a /vy
em hepatdcitos (Chang et al, 2016). A proteina do core do HCV localiza-se na
membrana das vesiculas lipidicas e induz a acumulagdo de gordura hepatica
ativando SREBP-1c (Figura 10). Uma interagao in vitro entre a proteina do core
do HCV e a apolipoproteina All também foi relatada, sugerindo-se que a proteina
do core do HCV interage diretamente com o receptor X retinoide a, um regulador
transcripcional que controla muitas fungbes celulares, incluindo o metabolismo
lipidico (Chang et al, 2016). A proteina do core do HCV atua como um fator
patogénico envolvido na acumulacdo de goticulas lipidicas, mudangcas na
expressao de genes lipogénicos e / ou atividade de proteinas lipogénicas de
maneira especifica para os genétipos (Chang et al, 2016).

As substituicdes de aminoacidos nas posi¢cbées 182 e 186 do gendtipo 3a
(G3a) do HCV e no aminoacido 70 / Q do gendtipo 1b (G1b) do HCV afetam o
metabolismo lipidico e contribuem para o desenvolvimento de esteatose. A
esteatose hepatica € mais comum em pacientes infectados com HCV do genétipo
3 (G3), possivelmente devido aos efeitos diretos das proteinas do core do HCV
G3. No entanto, a proteina do core pode ndo ser a unica proteina viral envolvida
na esteatose induzida por HCV. Uma interagdo entre NS5A e apolipoproteina Al
foi observada in vitro. A expressdao de NS5A de HCV em células de hepatoma
humano aumentou a formagdo de goticulas lipidicas através de lipogénese
melhorada e a expressao transcricional de coativador PPARy (PGC) 1a e
diacilglicerol aciltransferase-1, mas reduziu a expressao transcricional de MTTP e
PPARYy (Chang et al, 2016) (Figura 10).
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Figura 10. Alteracoes metabodlicas associadas ao virus da hepatite C no
hepatocito. SREBP: proteinas reguladoras do elemento regulador de esterol; PPAR:
receptores ativados por proliferadores de peroxisomas; Glu: Glicose; Glut: transportador
de glicose; ER: reticulo endoplasmatico; SRE: elemento de resposta SREBP; FA: acido
graxo; PPRE: elemento de resposta PPAR; PI3K: fosfatidilinositol 3-quinase; Akt: Protein
kinase B: Fox: Fator de transcricio box forkhead; PEPCK: fosfoenolpiruvato
carboxiquinase; G6Pase: glicose 6 fosfatase; IR: receptor de insulina; IRS: substrato do
receptor da insulina; NS5A: proteina ndo estrutural de HCV; TG: triglicerideo; ApoB:
Apoliporptoein B; MTTP: proteina de transferéncia de triglicerideos microssomal; VLDL:
lipoproteina de colesterol de baixa densidade; SOCS: Supressor de proteinas de
sinalizagdo de citocinas; MTOR: alvo mamifero da rapamicina; TNF: fator de necrose
tumoral; TNFR: receptor do factor de necrose tumoral; LD: goticula lipidica. Fonte: Chang
et al, 2016.

Uma das consequéncias da persisténcia da Rl pode ser o desenvolvimento
de diabetes tipo 2 levando ao aumento da produgéo de glicose pelo figado e
desenvolvimento de complica¢gbes endoteliais, doeng¢a renal ou hepatica. A
diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica caracterizada por hiperglicemia
que pode ocorrer devido a defeitos na secregéo e/ou agao da insulina envolvendo
processos patogénicos especificos, tais como a destruicdo das células beta do
pancreas produtoras de insulina ou resisténcia a acao da insulina. Esta € uma
doenca metabdlica com alta prevaléncia entre os individuos com hepatite C em
comparacdo com aqueles individuos infectados pelo virus da hepatite B, por
exemplo, (Fraser et al, 1996; Serfaty et al, 2009). A diabetes de tipo 2
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compreende aproximadamente 90% dos casos e pode ter um componente
genético e ambiental. Ja a diabetes tipo 1, compreende cerca de 10% dos casos,
e resulta na destruicdo de células beta, que pode acabar por conduzir a
deficiéncia absoluta de insulina, necessitando assim a administracdo exdgena da

mesma para evitar a cetoacidose e coma.
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2. JUSTIFICATIVA

Dentre as vitaminas armazenadas no figado esta a vitamina D, cuja forma
hormonal ativada € o 1,25 dehidroxivitamina D, sendo essencial para a
homeostase do osso e calcio (Holick et al, 2004; Mosekilde et al, 2005), assim
como também pode estar envolvida na resposta imune e céncer (Prosser &
Jones, 2004). Esta vitamina também ja foi encontrada em baixos niveis séricos
em pacientes com hepatite crénica, onde a prevaléncia de hipovitaminose D varia
de 14% a 92,4% em pacientes infectados pelo HCV (Farnick et al, 2013; Monegal
et al, 1997; Tsuneoka et al, 1996; Bouillon et al, 1984). Baixos niveis de 25 (OH)
vitamina D tém sido relacionados a disfun¢ao hepatica, devido a associagéo entre
a concentracao sérica da vitamina D e os indices de fungéo hepatica (Monegal et
al, 1997) ou grau de fibrose hepatica (Monegal et al, 1997; Masuda et al, 1989;
Hofmann et al, 2008). Foi observada deficiéncia de vitamina D em pacientes
coinfectados HIV/HCV, tendo os individuos com baixa concentragdo apresentado
menor resposta ao tratamento antiviral para hepatite C (Mandorfer et al, 2013).

Estudos também demonstraram que variantes genéticas do VDR e no gene
GC (codificador da proteina transportadora da vitamina D) em pacientes com
hepatite C estdo significativamente associadas com a auséncia de resposta ao
tratamento antiviral, porém nenhum estudo foi realizado na América do Sul,
especialmente no Brasil que possui uma populagdo amplamente miscigenada.

A hepatite C cronica assim como o diabetes mellitus sdo de grande
importancia clinica, devido as suas altas taxas de morbidades e mortalidade. Nos
ultimos anos, estudos moleculares, epidemioldgicos, observacionais e ensaios
randomizados controlados, destacaram principalmente a interacdo entre a
hepatite C e resisténcia a insulina, demonstrando a importancia de compreender
melhor esta interagcéo. A sindrome de resisténcia a insulina e o diabetes tipo 2 sao
poligénicos e podem envolver polimorfismos em varios genes que codificam as
proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo, secre¢do e metabolismo
intermediario da insulina. Estudos internacionais demonstram prevaléncia de
resisténcia insulinica entre 16% a 44,1% dos pacientes com hepatite C (Mehta et
al, 2000; Dai et al, 2012). Também foi observada alta incidéncia da Rl e diabetes
tipo 2 em pacientes com hepatite C, em comparacgao a outras doengas hepaticas

(White et al, 2008), assim como foi observado que a Rl na doenca crénica
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associada ao HCV predispde ao DM2 e diminui a resposta ao tratamento antiviral
para os genétipos 1 (Romero-Gémez et al, 2005;2008;2011; Conjeevaram et al,
2007), gendtipos 2 e 3 (Poustchi et al, 2008). Além disso, pacientes infectados
pelo HCV que respondem a terapia antiviral demonstraram maior sensibilidade a
insulina (Kawaguchi et al, 2007).

A variabilidade genética do HCV pode ter papel relevante no
desenvolvimento da RI tal como descrito por Hsieh e colaboradores (2012) que
observaram que a proteina E2 do HCV esta envolvida na patogénese do DM2 por
inducédo da Rl em cultivo celular contendo o HCV. Do mesmo modo, Khaliq e
colaboradores (2011) e Chang e colaboradores (2016) observaram que a
variabilidade do gene core do HCV também pode ter papel relevante no
desenvolvimento da Rl em pacientes com HCV. Apesar destas evidéncias, os
mecanismos pelo qual o HCV promove a resisténcia a insulina ndo sao
completamente compreendidos. Dessa forma, em uma época em que quase
todos os paciente com HCV tem sucesso em seus tratamentos com DAAs, é
importante determinar se as alteracées metabdlicas associadas ao virus da
hepatite C sdo completamente reversiveis ou se alguns sdo agravados apos a
depuracgao. Essas descobertas ajudarao a fornecer cuidados personalizados para

pacientes com infecgao crénica ou passada por HCV.
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3. OBJETIVOS

Determinar os niveis séricos e polimorfismos genéticos associados com a

vitamina D e resisténcia insulinica em pacientes infectados pelo virus da hepatite

C, a fim de avaliar a influencia destes parametros no tratamento antiviral e

compreender a patogénese da infecgéo pelo HCV.

3.10bjetivos Especificos

Determinar os niveis séricos de 25 OH vitamina D em pacientes infectados
pelo HCV antes do tratamento antiviral, a fim de avaliar a relagao entre os
niveis deste parametro no soro e a resposta ao tratamento antiviral;
Determinar os polimorfismos do gene receptor da vitamina D (VDR) Bsm1,
Taqg1, Apal e GC em pacientes infectados pelo HCV, a fim de verificar se
existe alguma associacao entre estes polimorfismos e taxa de resposta
antiviral;

Determinar a prevaléncia da resisténcia insulinica em pacientes infectados
pelo HCV atendidos em Centros de referéncia de tratamento no Rio de
Janeiro;

Determinar a variabilidade genética do gene do core do HCV em pacientes
com e sem R, a fim de avaliar a influéncia destes genes na presenca ou

auséncia de resisténcia insulinica.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta tese serdo apresentados na forma de
manuscritos, sendo trés publicados e dois submetidos para publicagdo em
revistas cientificas indexadas na base de dados da Capes. Os artigos estédo

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

4.1 Artigo 1 Melo-Villar L, Lampe E, de Almeida AJ, de P Scalioni L, Lewis-
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Gomez M.Hypovitaminosis D and its relation to demographic and laboratory data
amonghepatitis C patients. Ann Hepatol. 2015 Jul-Aug;14(4):457-63. PubMed
PMID:26019031
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hepatitis C. Ann Hepatol. 2016 Jan-Feb;15(1):139-40. PubMed PMID: 26626653.
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Artigo 1

Hypovitaminosis D and its relation to demographic and laboratory data
amonghepatitis C patients

Melo-Villar L, Lampe E, de Almeida AJ, de P _Scalioni L, Lewis-Ximenez
LL,Miguel JC, Del Campo JA, Ranchal I, Villela-Nogueira CA, Romero-Gomez
M.

Situacdao de publicagao: artigo publicado em Ann Hepatol. 2015 Jul-
Aug;14(4):457-63. PubMed PMID:26019031

Qualis: B2

Objetivo do estudo: O objetivo deste estudo foi determinar a concentragao de
25(0OH)D em uma coorte de pacientes brasileiros com hepatite C crénica e
investigar a relagédo entre a concentracdo de 25(OH)D e parametros

laboratoriais e virolégicos.
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ABSTRACT

Background. The relationship between 25-hydroxyvitamin D [25(0OH)D] serum levels and response to antivi-
ral therapy and laboratory data in HCV infection remains unclear. The aim of this study was to determine
pre-treatment 25(0H)D serum level among HCV infected individuals and to evaluate the association be-
tween vitamin D status, virological response, and laboratory data. Material and methods. Baseline serum
25(0OH)D levels were measured in 237 chronic HCV infected patients (139 female, age 53.7 + 11.2 years) us-
ing chemiluminescence immunoassay. Correlations between serum 25(0OH)D levels, virological and laborato-
ry data regarding HCV infection as well as sustained virological response (SVR) to antiviral therapy were
evaluated. Results. Mean serum values of 25(OH)D was 26.2 + 12 ng/mL and prevalence of vitamin D defi-
ciency (< 30 ng/mL) was 66.2%. Advanced age (> 55 years), high mean values of LDL, total cholesterol, HDL
and low mean values of alkaline phosphatase and hemoglobin were statistically associated to vitamin D defi-
ciency. Antiviral treatment was underwent by 133 HCV patients and 44.3% of them achieved SVR. Most of
individuals that presented SVR also presented 25(OH)D level higher than 30ng/mL (55.9%). SVR was associat-
ed to low mean values of LDL, total cholesterol and platelets; high mean values of ALT, AST and low fibro-
sis grade. Conclusions: In conclusion, low vitamin D levels were observed among HCV infected patients and
was associated to laboratory findings, however baseline 25(0H)D level is not independently associated with

SVR.

Key words. Vitamin D. Hepatitis C virus. Virological response. Treatment.

INTRODUCTION

Vitamin D, whose active form is 1,25-dihydroxy
vitamin D3, is essential for calcium and bone home-
ostasis, and its deficiency has been associated with
a number of diseases, such as cancer, cardiovascular
and autoimmune diseases, insulin resistance (IR), and
infectious disease.> Among patients with chronic
liver disease, vitamin D deficiency is often observed
and that finding has been related to severe fibrosis,
low responsiveness to interferon-based antiviral
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therapy in genotype 1 chronic hepatitis C (CHC)
and the presence of mixed cryoglobulinemia and sys-
temic vasculitis among CHC patients.5

Hepatitis C virus (HCV) infection affects more
than 130 million of individuals'® and its treatment is
usually based in pegylated interferon (PEG-IFN)
and ribavirin (RBV) for 24 weeks for patients infect-
ed with HCV genotypes 2 or 3, or 48 weeks for those
infected with HCV genotype 1, with rates of sus-
tained virological response (SVR) ranging from 60-
70% among CHC patients with genotypes 2 and 3,
but lower than 50% in patients with genotype 1 us-
ing conventional IFN therapy.!! In order to increase
SVR rates, the influence of genetic and metabolic
factors have been studied, and, in the context, inter-
leukin-28B (IL28B) polymorphism and IR are found
to be associated to SVR.12'14 In addition, Nimer, et
al.1® and Abou-Mouch, et al.1 have shown that vita-
min D supplementation improves viral response in
CHC patients infected with genotypes 1, 2 or 3.



458

®
L 4

Melo-Villar L, et al. Anass of Flepatology, 2015; 14 (4): 457-463

The aim of our study was to determine serum lev-
els of 25(OH)D in a cohort of CHC patients from
Brazil, and to investigate the potential relationships
between 25(0OH)D levels and laboratory and virolog-
ical parameters.

MATERIAL AND METHODS

Patients

The study population included CHC patients, res-
ident in Rio de Janeiro and recruited at Viral Hepa-
titis Ambulatory (Viral Hepatitis Laboratory,
Oswaldo Cruz Institute, FIOCRUZ), Hepatology
Unit (Clementino Fraga Filho University Hospital,
UFRJ), and General Medicine Department (Gaffrée
Guinle University Hospital, UNIRIO). Patients
were included if they had a virological diagnosis of
CHC [anti-HCV and HCV RNA reactive serum sam-
ple, with persistently abnormal alanine aminotrans-
ferase (ALT), for at least 6 months]. The infecting
HCV genotypes were the following: 1, 2, 3, and 5.
Exclusion criteria were advanced cirrhosis (Child-
Pugh B and C), presence of hepatocellular carcino-
ma, human immunodeficiency virus (HIV) and/or
hepatitis B co-infection, autoimmune liver disease,
genetic liver disease (Wilson’s disease, hemochroma-
tosis), previous HCV antiviral treatment, excessive
alcohol consumption, concomitant use of drugs
known to affect serum vitamin D concentration and
intravenous drug use.

This study was conducted following the principles
of the Declaration of Helsinki and their appendices.
Approval was obtained from FIOCRUZ Ethics Com-
mittee, and written informed consent was obtained
from all subjects.

Clinical and laboratory assessment

Clinical and anthropometric data were collected
simultaneously from all patients. Body mass index
(BMI) was calculated on the basis of weight in kilo-
grams and height (in meters). Waist circumference
(cm) was measured at the midpoint between the low-
er border of the rib cage and the iliac crest. A 12-h
overnight fasting blood sample was drawn to deter-
mine serum levels of ALT, gamma-glutamyltrans-
ferase (GGT), total -cholesterol, high-density
lipoprotein (HDL) and low-density lipoprotein cho-
lesterol (LDL), triglycerides, ferritin, plasma glu-
cose concentration, and platelet count. Serum
insulin was determined by a chemiluminescence im-
munoassay (LIASON Insulin assay, Diasorin, Italy).

IR was determined with the homeostasis model as-
sessment method.!”

The analysis of serum 25(0H) D was performed
using a chemoluminescent immunoassay on a Liai-
son automatic analyzer (Liason 25 OH Vitamin D,
DiaSorin). Data were expressed as nanograms per
milliliter. In accordance with the manufacturer’s in-
structions, serum 25(0OH)D concentration of 30 ng/
mL was considered the threshold value for identify-
ing low levels of vitamin D. Individuals were classi-
fied as vitamin D deficient when serum 25(OH)D
concentration was below 30ng/mL.

All patients were tested for HCV RNA by qualita-
tive polymerase chain reaction (Cobas Amplicor
HCV Test version 2.0, Roche, Austria; limit of de-
tection: 50 IU/mL). HCV RNA positive samples were
quantified by COBAS TaqMan HCV Test (Roche)
and expressed as IU/mL. HCV genotyping was per-
formed with INNO-LIPA HCV II kit (Innogenetics,
Zwijnaarden, Belgium), which were used according
to the manufacturer’s instructions or using geno-
type-specific primers for entire core region and a
part of 5’ noncoding region (5’NCR).!8

Hepatic fibrosis was assessed using serum bio-
chemical markers.!? Fib-4 index [age (years) x AST
(IU/L)V/[platelet count (10%L) x ALT (IU/L)1/2]
and FORNS index [7.811-3.131 X In platelet count
+ 0.781 x In GGT (IU/L) + 3.467 x In age (years) -
0.014 x cholesterol (mg/dL) were used. If FIB-4 was
less than 1.45, individual was considered as low
fibrosis and if FIB-4 was > 1.45, Forns was consid-
ered. Forns lower than 4.2 was classified as low
fibrosis and Forns > 4.2 was classified as high
fibrosis.

Statistical analysis

Continuous variables were summarized as mean
(£SD) and categorical variables as frequency and
percentage. Nonparametric tests such as Mann-
Whitney and Kruskal-Wallis tests were used to com-
pare continuous variables that were not normally
distributed (Kolmogorov-Smirnov test). Continuous
variables with normal distribution were compared
by using unpaired Student #-test. y2 test was used
for comparison of categorical variables.

Univariate regression analysis was performed us-
ing 25(OH)D serum levels as a categorical depend-
ent variable, and as candidate independent factors
related to low serum levels of 25(OH)D, we selected
age, gender, BMI, baseline ALT, AST, platelet
count, GGT, ferritin, total cholesterol, HDL, LDL,
triglycerides, alkaline phosphatase, hemoglobin,
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blood glucose, insulin, homeostasis model assess-
ment score, fibrosis, SVR, HCV genotype, HCV RNA
levels. Univariate regression analysis was also done
to identify predictors of SVR as a category depend-
ent variable among HCV individuals who underwent
antiviral therapy. Variables associated with the de-
pendent variable in the univariate regression analy-
ses (probability threshold, P < 0.05) were included
in the multivariate logistic regression models 20. We
used SPSS software, version 20.0 (IBM, USA) for all
statistical analyses.

RESULTS

Patient characteristics

A total of 237 CHC patients were included in the
study and the baseline features are shown in table 1.
Mean age of HCV patients was 53.7 = 11.2 years
and most of them were female (58.6%). Mean BMI
was 28.1 + 3.8 kg/m? and 79.6% of them were in the
overweight to obesity range.

HCV patients presented mean values of biochemi-
cal parameters (ALT, AST, GGT, alkaline phos-
phatase, ferritin) above normal values, while mean
lipid values (HDL, LDL, triglycerides) were classi-
fied as normal values. Mean blood glucose values
were considered elevated (104.9 *= 45.5 ng/mL) as
well as mean HOMA score value (3.6 £3.7). Using
HOMA score, IR was found among 59.9% of CHC
patients. Mean hemoglobin values was 14.0 = 1.3
ng/mL and 17 (7.1%) were classified as anemic (he-
moglobin values < 12 ng/mL for women and < 13
ng/mL for men). HCV genotype 1 was the most prev-
alent (87%), and mean HCV RNA was considered
high (9.4 + 85.0 x 108 UI/mL). Using non invasive
methods, most of individuals presented high fibrosis
grade (70.04%).

Serum 25(0OH)D levels

Mean serum values of 25(OH)D in CHC patients
were 26.2 + 12.0 ng/mL Table 1. One hundred and
fifty seven (66.2%) patients had vitamin D deficiency
(< 30 ng/mL). Table 2 shows the results of compara-
tive analysis of demographic and clinical variables
and serum vitamin D concentration, categorized ac-
cording to previously defined cutoff values.

Age (P = 0.003), high total cholesterol (P =
0.001), high LDL cholesterol (P = 0.023), high
HDL cholesterol (P = 0.049), low alkaline phos-
phatase (P = 0.009) and low hemoglobin levels (P =
0.018), were associated with lower 25(OH)D levels

Table 1. Baseline demographic, laboratory, metabolic and his-
tological features of 237 chronic hepatitis C (CHC) patients.

Variable* CHC patients” (n = 237)
Age, years 53.7+11.2
Sex

Male/Female (n) 98/139
Body mass index, kg/m?2 28.1+3.8
Platelet count x 103/mm 185.3 £ 79.6
HCV RNA, x 108 IU/mL 9.4 +85.0
ALT, IU/L 72.0 £+ 56.3
AST, IU/L 76.4 £53.4
Phosphatase alkalin, IU/L 140.1 + 102.4
v-GT, IU/L 105.6 + 116.0
Cholesterol, mg/dL 198.7 + 125.8
HDL cholesterol, mg/dL 51.8 £ 17.9
LDL cholesterol, mg/dL 125.5 + 125.2
Triglycerides, mg/dL 105.1 + 54.4
Ferritin, ng/mL 210.5 £ 118.6
Blood glucose, ng/mL 104.9 = 45.5
Insulin, pU/mL 13.1£11.8
Haemoglobin, ng/mL 14.0+1.3
HOMA score 3.6 3.7
HOMA index, n (%)

<2 95 (40.1%)**

>2 142 (59.9%)**
Serum 25-Hydroxyvitamin D, n (%) 26.2 +12.0

<30 ng/mL
>30ng/mL

157 (66.2%)™*
80 (33.8%)*

HCV genotypes, n (%)
1 206 (86.9%)**

Non 1 31 (13.1%)**
Hepatic fibrosis, n (%)

Low 71 (29.9%)**

High 166 (70.1%)**

* Continuous variables are expressed as mean value * standard deviation.
** Percentages in parenthesis referred to the total of patients (n = 237).
ALT: alanine aminotransferase. AST: aspartate aminotransferase. y-GT,
gamma glutamyltransferase. HDL: high-density lipoprotein. LDL: low-density
lipoprotein. HOMA: homeostatic model assessments.

in CHC at univariate regression analysis. At multi-
variate analysis, age (P = 0.019) and haemoglobin
levels (P = 0.017) were found independent factors in
multiple linear regression analysis (Table 2).

Mean values of blood glucose, GGT, AST and
HCV RNA viral load were elevated among vitamin D
deficiency individuals, though these variables were
not statistically significant. Although vitamin D
deficiency was common among anemic individuals
(13/17), no statistical significance was observed
(p = 0.428). Interestingly, most of individuals
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presenting vitamin D deficiency also presented high
fibrosis grade (71.4%) and IR (61.1%).

Factors associated with SVR

One hundred and thirty three HCV patients un-
derwent and completed the antiviral treatment pro-
gram. SVR was achieved in 59 individuals (44.2%)
and all of them belonged to genotype 1. Low LDL
(P = 0.019), low total cholesterol (P = 0.004), high
AST (P = 0.000), high ALT (P = 0.000), low plate-
lets (P = 0.036) and low fibrosis (P = 0.011) were

associated with SVR (Table 3) in the univariate
analysis, but none of them were associated to SVR
at multivariate analysis. SVR was more prevalent in
those patients without IR (562.5%) presenting high
25(0OH)D levels (55.9%). However, these variables
were not statistically significant.

DISCUSSION

In the present study, serum 25(OH)D levels were
evaluated in HCV infected patients according to an-
tiviral therapy response and clinical-biochemical

Table 2. Univariate and multivariate regression analysis of factors associated with serum 25(0OH)D levels in 237 chronic hepatitis

Non 1

C patients.
Variable* 25 (OH) Vitamin D levels Bivariate Multivariate P value
<30 ng/mL >30ng/mL analysis analysis
(n =157) (n =80) P Value OR (95% ClI)

Age (years) 55.2 +10.6 50.6 +11.8 0.003 0.958 (0.929-0.987) 0.005
Sex 0.07

Female 99 40

Male 58 40
Body mass index (kg/m?) 28.1 +3.8 28.3 +4.1 0.896 NA NA
Glucose (mg/dL) 108.2 +50.7 99.1 £33.7 0.494 NA NA
LDL (mg/dL) 139.5 £152.4 100.7 +£37.9 0.023 0.999 (0.980-1.020) 0.956
Triglycerides (mg/dL) 104.7 £59.6 105.8 +43.6 0.431 NA NA
Total cholesterol (mg/dL) 214.5 £151.3 169.5 +40.9 0.001 0.992 (0.973 - 1.011) 0.41
HDL (mg/dL) 53.6 £19.2 48.6 £14.9 0.049 0.995 (0.969 - 1.022) 0.716
Insulin (mU/mL) 13.7 +12.4 12.2 +10.9 0.577 NA NA
GGT (IU/L) 110.2 £125.0 96.6 £96.3 0.62 NA NA
AST (IU/L) 80.2+56.7 69.1 +45.8 0.062 NA NA
ALT (IU/L) 69.3 £55.9 77.3 £56.9 0.206 NA NA
Alkaline phosphatase (IU/L) 134.2 +109.1 151.8 +87.7 0.009 1.001 (0.998-1.004) 0.386
Hemoglobin (ng/mL) 13.9 1.3 14.3 +1.3 0.018 1.328 (1.053-1.675) 0.017
Platelets (103/mm) 186.7 +76.1 182.8 +86.1 0.739 NA NA
Ferritin (ng/dL) 210.0 £115.9 214.0 £+144.9 0.926 NA NA
HCV RNA (WU/mL) 1.2x107 +1.0x 108 1.6 x 106 + 2.7 x 10° 0.289 NA NA
Sustained virological response,$ n 0.6 NA NA

Yes 26 33

No 37 37
Fibrosis, n NA NA

Low 45 26 0.638

High 112 54
HOMA, n 0.35 NA NA

<2 61 34

>2 96 46
HCV genotype, n 141 65 0.134 NA NA

1 16 15

* Continuous variables data are expressed as mean value * standard deviation. NA: not available. Values in bold indicate significant values (p < 0.05). ALT:
alanine aminotransferase. AST: aspartate aminotransferase. y-GT, gamma glutamyltransferase. HDL: high-density lipoprotein. LDL: low-density lipoprotein.

HOMA: homeostatic model assessments.
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Table 3. Univariate and multivariate regression analysis of risk factors associated with sustained virological response (SVR) in
133 chronic hepatitis C patients.

Variable* No sustained Sustained Bivariate Multivariate P value
viral response viral response analysis analysis
(n=74) (n =59) P Value OR (95% CI)

Age (years) 53.0+12.8 52.0 + 10.0 0.638 NA NA
Glucose (mg/dL) 98.4 + 36.2 108.1 + 46.7 0.223 NA NA
LDL (mg/dL) 110.5 £ 37.2 95.4 £ 35.8 0.019 0.995 (0.971-1.020) 0.705
Triglycerides (mg/dL) 112.4 £ 50.9 103.3 £ 35.5 0.534 NA NA
Total cholesterol (mg/dL) 181.7 £+ 41.1 163.1 £ 35.5 0.004 1.014 (0.991-1.038) 0.226
HDL (mg/dL) 50.2 + 13.1 48.1+12.6 0.432 NA NA
Insulin (pU/mL) 13.4+12.6 12.4+14.5 0.268 NA NA
GGT (IU/L) 103.4 + 150.9 96.9 +94.3 0.932 NA NA
AST (IU/L) 58.4 + 43.3 98.8 + 60.2 0.000 0.995 (0.981-1.009) 0.465
ALT (IU/L) 67.6 + 48.6 102.8 + 66.2 0.000 0.993 (0.981-1.005) 0.249
Alkaline phosphatase(IU/L) 187.5 + 118.1 168.64 + 80.6 0.655 NA NA
Hemoglobin(ng/mL) 14.3+1.5 13.9+1.3 0.129 NA NA
Platelets (103/mm) 178.3 + 80.2 149.1 £ 74.6 0.036 0.997 (0.991-1.004) 0.464
HCV RNA (IU/mL) 2.9x107£1.6x108 7.7x10°+1.0x10¢  0.066 NA NA
Vitamin D, n$ 0.600 NA NA

<30 ng/mL 37 26

> 30 ng/mL 37 33
Fibrosis, n® 0.011 2.157 (0.6675-6.895) 0.195

Low 29 10

High 45 49
HOMA, n$ 0.061 NA NA

<2 30 31

>2 44 28
HCV genotype, n$ 0.982 NA NA

1 71 59

Non 1 03 00

" Continuous variables data are expressed as mean value + standard deviation. § Total values were not 237 individuals, since only 133 underwent antiviral
treatment. NA: not available. Values in bold indicate significant values (p < 0.05). ALT: alanine aminotransferase. AST: aspartate aminotransferase.

v-GT: gamma glutamyltransferase. HDL: high-density lipoprotein. LDL: low-density lipoprotein. HOMA: homeostatic model assessments.

features of HCV infection. To our knowledge, this is
the first study that describes vitamin D levels among
HCYV infected individuals from South America giv-
ing some new insight about this parameter in tropi-
cal regions. The major findings of this study were:

* High prevalence of hypovitaminosis D in HCV
infected patients.

* The association between low serum 250HD
levels and some demographic (age) and laborato-
ry data (LDL, cholesterol, HDL, alkaline phos-
phatase, hemoglobin ).

¢ Lack of association between serum 250HD levels
and SVR to IFN-based therapy.

High prevalence of hypovitaminosis D (66.3%)
was observed in Brazilian HCV infected individuals

similar to that observed among European and Amer-
ican HCV patients. Prevalence of hypovitaminosis D
varying from 46.4 to 73% among monoinfected HCV
patients from Italy:142?! and 86% among HIV-HCV
infected individuals from France.® A recent metanal-
ysis also showed that 71% of HCV infected individu-
als from Europe and North America had low
vitamin D levels.?? In the present study, low serum
250HD levels was associated to higher values of
mean age, LDL, total cholesterol, HDL, and low
mean values of alkaline phosphatase, hemoglobin in
the univariate regression analysis, although only
age was statistically significant in the multivariate
analysis. Petta, et al.! have also demonstrated that
age and HDL cholesterol are independently associat-
ed to low vitamin D levels, however the reason for
this finding it is not explained.
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This study also demonstrated that low vitamin D
levels were not associated to fibrosis grade as ob-
served by Kitson, et al.23 and Bitetto et al.!* among
HCV infected individuals from Australia and
France, respectively. The differences observed in
these studies could be due to different reasons:

* Absence of data regarding the season when blood
sampling was performed; during the summer in-
dividuals could be more exposed to sun and con-
sequently they could present higher levels of
vitamin D%,

* High frequency of high fibrosis grade (88%) in
the present study and

* Different methods for vitamin D determination
(HPLC for Petta, et al.” and Kitson, et al.23 and
electroquimioluminescence at Bitetto, et al.14 and
in the present study).

Vitamin D levels were not associated to SVR in
the present study, as previously observed among
CHC patients from Australia?® and among HIV/HCV
coinfected individuals.!%?* This fact could be due to
the large number of individuals included in the
present study or some genetic characteristics of Bra-
zilian population, such as, miscegenous population.
In the present study, SVR was statistically associat-
ed with low mean values of LDL and total cholester-
ol, high mean values of AST, ALT and platelets and
low fibrosis grade. Berg, et al.?? found that LDL lev-
els (= 2.6 mmol/L) are associated with SVR for tel-
aprevir-based therapy in HCV genotype 1 patients.
Low fibrosis grade have been associated to high
SVR rates, as demonstrated among patients infected
with HCV genotypes 2 or 3 receiving PEG-IFN and
ribavirin (Niederau, et al.26). In addition, Ferreira,
et al.2” showed that high ALT values are associated
with SVR among HIV/HCV infected patients in
Brazil. The data found in the present study would
be useful for defining successful strategies for
PEG-IFN plus ribavirin treatment.

The main limitation of this study lies in its cross-
sectional nature and its inability to dissect the tem-
poral relation between 25(OH)D and laboratory
data. Another limitation of this study is the lack of
data on the potential confounders that may influ-
ence the levels of vitamin D, such as exposure to
sunshine, dietary intake, and the prevalence of oste-
oporosis. Therefore, all patients involved in this
study lived in Rio de Janeiro, where sunshine is
abundant throughout the year. The absence of data
on polymorphisms of vitamin D hydroxylating en-
zymes, and on other variables involved in vitamin D

metabolism, such as parathyroid hormone, and in
vitamin D signaling regulation also could affect the
interpretation of our results.

CONCLUSION

Vitamin D deficiency was common among Brazil-
ian HCV infected patients and it was no associated
with SVR; however a relationship of vitamin D sta-
tus and some laboratory data that could potentially
influence the response to therapy was observed.
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Dear Editor:

We read with great interest the article by Melo-Villar, et
al.! The authors demonstrated that there was an increased
incidence of hypovitaminosis D in chronic hepatitis C pa-
tients. The authors also indicated that vitamin D deficien-
cy has been associated with multiple diseases, especially
with infections. We agree with the authors that there is a
high prevalence of vitamin D deficiency associated with
the following infections: mycobacterial, influenza, hepati-
tis B and C, and human immunodeficiency virus (HIV).
Additionally, vitamin D has been used as a treatment for
tuberculosis.>*

The clinical impact of vitamin D in infectious disease
is associated with its role in immune system modulation.
Vitamin D boosts innate immunity by modulating pro-
duction of anti-microbial peptides and affecting cytokine
response. Nearly all cells display a specific vitamin D re-
ceptor (VDR), including B and T lymphocytes (both rest-
ing and activated), monocytes, and dendritic cells. Vitamin
D exerts its immunomodulatory activity on both mono-
nuclear and polynuclear cell lines through its effects on
the VDR. Vitamin D tends to favour a mononuclear phe-
notype, increasing VDR expression on monocytes and
macrophages. Circulating vitamin D levels have a direct
influence on macrophages, increase their “oxidative burst”
potential (maturation and production of cytokines, acid
phosphatase and hydrogen peroxide), and prevent exces-
sive expression of inflammatory cytokines.? Hypovitami-
nosis D has been shown to be associated with high
interleukin-6 levels in HIV infected patients.® Further-
more, vitamin D also facilitates both neutrophil motility
and phagocyte function.?

*** Department of Gastroenterology, Siirt State Hospital, Siirt, Turkey.

Vitamin D requires 25-hydroxylation in the liver and
subsequent 1-hydroxylation in the kidney to become
biologically active. VDR polymorphisms have been asso-
ciated with liver diseases such as primary biliary cirrhosis,
autoimmune hepatitis, alcohol-related hepatocarcinoma,
and hepatitis B virus.’

Furthermore, hypovitaminosis D in infections may
cause malnutrition in patients with infectious diseases.

The use of vitamin D supplementation in the treatment
of infectious diseases has been considered. However, fur-
ther investigations examining serum interleukin levels,
VDR polymorphisms, and malnutrition status in patients
with certain infections are needed to support this treat-
ment strategy.

ABBREVIATIONS

e HIV: human immunodeficiency virus.
* VDR: vitamin D receptor.
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To The Editor,

We would like to thank Basyigit, ef al. for their com-
ments of on our recent study that aimed to determine pre-
treatment 25(OH)D serum level among hepatitis C virus
(HCV) infected individuals and its impact on virological
response and laboratory data. Our main results were hepa-
titis C patients showed lower vitamin D level and it was
associated to laboratory findings; however baseline
25(OH)D level was not independently associated with
sustained virological response (SVR).

We agree authors highlighting the influence of several
serum interleukine level, vitamin D receptor (VDR) poly-
morphisms and malnutrition in vitamin D status and viral
response to therapy with interferon and ribavirin. Unfor-
tunately, these data were not available in our cohort. El
Husseiny, et al.’ found a negative correlation between vita-
min D and serum level of IL-23 and IL-17 and MCP-1 in
patients with hepatitis C genotype 4 suggesting vitamin D
could be involved in immune response and fibrogenesis.
In addition, studies conducted among Caucasian individu-
als from Europe demonstrated that genetic polymor-
phisms of vitamin D pathway were associated with the rate
of SVR in patients infected by HCV genotypes 1-5.23 In
spite of some studies demonstrated a role of vitamin D
status on SVR rate in patients undergoing interferon-based
antiviral therapy,*© a recent meta-analysis by Kitson, et al.”
demonstrated that baseline 25(OH)D level is not associat-
ed with SVR to peginterferon plus ribavirin, regardless of
genotype. These controversies could be attributable to dif-
ference in genetic background, sun exposure and vitamin
D ingestion. In order to reach definite conclusions about

the role of vitamin D on response to interferon and ribavi-
rin it is mandatory to conduct high quality prospective
clinical research studies.
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Potential relationship of vitamin D, vitamin D receptor (VDR) and vitamin D binding
protein (DBP) have been suggested in the pathophysiology of hepatitis C virus (HCV)
infection. The aim of this observational study is to determine vitamin D levels, and VDR
and DBP genetic polymorphism according demographic and laboratory data in chronic
HCV patients (CHC). A total of 148 CHC patients gave serum samples for testing
25(0OH)D level by immunochemiluminometric assay (<20 ng/mL defined as deficient)
and donated blood samples to allelic discrimination analysis using TagMan assays.
Analyzed SNPs were: VDR- rs7975232 (Apal) C>A, rs731236 A>G (Taql), rs1544410
C>T (Bsml), rs10735810 T>C (Fokl) and GC- rs4588 and rs7041 and the haplotype
bAt [CCA]. Hepatic fibrosis was assessed using Fib-4 and Forns index. Eight-two
(54.40%) patients demonstrated deficiency of vitamin D and this was associated to
AST [p=0.019 (CI: 1.003 - 1.034)], total cholesterol [p=0.038 (CI: 1.004 - 1.164)],
fibrosis grade [p<0.001 (Cl: 0.000 - 0.844)], and Fokl (p=0.028) allele T presence.
Association was found between VDR polymorphism and fibrosis (Bsml andTag]l),
triglycerides (Taql) and HDL (Fokl). DBP polymorphism was associated to HCV
genotype (GC rs7041), previous HCV treatment and GGT (GC rs4588). In conclusion,
low frequency of vitamin D deficiency was found, but VDR polymorphisms were
frequently associated to fibrosis grade suggesting that they could be used as disease
evaluation markers to understand the mechanisms underlying the virus-host
interaction.
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ABSTRACT

Potential relationship of vitamin D, vitamin D receptor (VDR) and vitamin D binding
protein (DBP) have been suggested in the pathophysiology of hepatitis C virus (HCV)
infection. The aim of this observational study is to determine vitamin D levels, and VDR
and DBP genetic polymorphism according demographic and laboratory data in chronic
HCYV patients (CHC). A total of 148 CHC patients gave serum samples for testing
25(0OH)D level by immunochemiluminometric assay (<20 ng/mL defined as deficient) and
donated blood samples to allelic discrimination analysis using TagMan assays. Analyzed
SNPs were: VDR- 157975232 (Apal) C>A4, rs731236 A>G (Taql), rs1544410 C>T (Bsml),
rs10735810 T>C (Fokl) and GC- rs4588 and rs7041 and the haplotype bAt [CCA].
Hepatic fibrosis was assessed using Fib-4 and Forns index. Eight-two (54.40%) patients
demonstrated deficiency of vitamin D and this was associated to AST [p=0.019 (CI: 1.003
—1.034)], total cholesterol [p=0.038 (CI: 1.004 — 1.164)], fibrosis grade [p<0.001 (CI:
0.000 — 0.844)], and FoklI (p=0.028) allele T presence. Association was found between
VDR polymorphism and fibrosis (Bsml andTaql), triglycerides (Taql) and HDL (FokI).
DBP polymorphism was associated to HCV genotype (GC rs7041), previous HCV
treatment and GGT (GC rs4588). In conclusion, low frequency of vitamin D deficiency was
found, but VDR polymorphisms were frequently associated to fibrosis grade suggesting
that they could be used as disease evaluation markers to understand the mechanisms

underlying the virus-host interaction.

Key words: Vitamin D; polymorphism; hepatitis C; fibrosis.



1. INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) is a major cause of chronic hepatitis responsible for more >185
million worldwide accounting a seroprevalence of 2.8% (:*¥. While the incidence rate of
HCYV infection is decreasing in the developed countries, deaths from liver disease
secondary to HCV infection will continue to increase over the next 20 years .

In low- and middle-income countries, interferon and ribavirin-based therapies are the
first choices due to their availability and low cost. The combination of ribavirin (RBV) and
pegylated-interferon-alpha (peg-IFN-a) was considered the standard treatment for HCV
infection in the last decade where those infected by genotypes 1 and 4 are treated for 48
weeks and those infected by genotypes 2 and 3 are treated for 24 weeks ). Recently, the
use of direct acting antivirals has proven effective against HCV in developed countries,
significantly decreasing morbidity and mortality. However, low- and middle-income
countries, most of which are highly endemic areas, access to new antiviral drugs still is
restricted due to high cost ©.

Several predictors of successful treatment of chronic hepatitis C using interferon and
ribavirin have been identified 7¥, such as factors related to the virus (infection by HCV
genotype 2-3, basal HCV viral load, and HCV genetic variability) or to the host (liver
inflammation, fibrosis, lower serum cholesterol values and interleukin 28B (IL-28B)
polymorphisms C/C, vitamin D concentration) -1,

Calcitriol is an important modulator in the immune pathways, and is also known to
be involved in cell proliferation and differentiation (!, Most of its biological effects are
mediated through the vitamin D receptor (VDR), a member of the nuclear receptor
superfamily of ligand-activated transcription factors 1315 and directed to these cells
connected with a binding protein. GC-globulin is the main serum vitamin D binding
protein; it is polymorphic and characterized in Caucasian populations by a great variability
at two loci (rs7041 and rs4588) (19,

The presence of the minor alleles in GC-globulin loci has been associated with lower
circulating vitamin D levels 7, instead VDR polymorphisms has been associated with
rapid fibrosis progression (haplotype bAt{{CCA]) !®. Vitamin D deficiency has been
associated to low sustained virological response (SVR) among hepatitis C patients 192%,

Moreover, vitamin D levels and SNPs involved in its metabolism have been related to anti-



HCV therapy response ?!2%. In this way, our aim is to evaluate the influence of genetic
determinants of 25(OH)D serum levels and the association with demographic, metabolic

and virological data in chronic HCV patients living in South America.

2. METHODS

2.1 Study design and population

This is a observational study that included 148 chronic hepatitis C patients (CHC)
resident in Rio de Janeiro recruited at Viral Hepatitis Ambulatory (Viral Hepatitis
Laboratory, Oswaldo Cruz Institute, FIOCRUZ), Hepatology Unit (Clementino Fraga Filho
University Hospital, UFRJ), General Medicine Department (Gaffrée Guinle University
Hospital, UNIRIO) and Hepatology Unit (Antonio Pedro University Hospital, UFF). Non-
probabilistic recruitment was conducted from 2011 to 2012 year.

Patients were included if they had a virological diagnosis of CHC [anti-HCV and
HCV-RNA reactive serum sample, with persistently abnormal alanine aminotransferase
(ALT), at least 6 months] and more than 18 years of age. The infecting HCV genotypes
were the following: 1, 2, 3 and 5. Patients were excluded if they were positive for serum
hepatitis B surface antigen or anti-human immunodeficiency virus antibody, or exhibited
other causes of hepatocellular injury (e.g., any history of alcoholism, autoimmune hepatitis,
advanced cirrhosis, or treatment with hepatotoxic drugs) and, concomitant use of drugs
known to affect serum vitamin D concentration and intravenous drug use. These factors
were excluded due to potential source of bias.

This study was approved by the Ethics Committee of FIOCRUZ (CAAE
41269015.3.0000.5248). Informed consent was obtained from each patient who was
included in the study, and the study protocol was followed according to the ethical

guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki.

2.2 Clinical and laboratorial data

All serum samples were tested for anti-HCV using commercial EIA kit HCV Ab

(Radim, Pomezia, Italy), where all anti-HCV-reactive samples were retested in duplicate.



HCV RNA viral load was determined using CobasTagMan HCV Test (Roche
Molecular Systems, Inc, Basel, Switzerland) or Abbott Real Time HCV m2000sp (Abbott
Laboratories, Illinois, USA) and expressed as [U/mL. HCV genotyping was performed
using INNO-LIPA HCV II kit (Innogenetics, Zwijnaarden, Belgium) or Abbott Real Time
HCV m2000sp (Abbott Laboratories, Illinois, USA) according manufacturer’s instruction.

Clinical and demographic data were collected simultaneously from all patients. A
12-h overnight fasting blood sample was draw, to determine serum levels of ALT, gamma-
glutamyltransferase (GGT), total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL) and low-
density lipoprotein cholesterol (LDL), triglycerides, plasma glucose concentration, and
platelet count.

Baseline serum vitamin D level was assessed by measuring serum 25-
hydroxyvitamin D levels using automated immunochemiluminometric assay (ICMA)
(Liason 25 (OH) Vitamin D, Diasorin, Varceli, Italy) with 20 ng/mL being considered the
threshold value. Serum insulin was also determined using ICMA (Liason Insulin Assay,
Diasorin, Varceli, Italy). Insulin resistance (IR) was determined using homeostasis model
assessment method (HOMA >2) 29

Hepatic fibrosis was assessed using Fib-4 and Forns index as the same as described
previously (25). When Fib-4 was less than 1.45, individual was considered as low fibrosis,
and if Fib-4 was > 1.45, Forns index was considered. Forns index below 4.2 were
considered as low fibrosis, and index above or equal to 4.2 were considered high
fibrosis@>.

Genomic DNA was obtained from whole blood samples using Qlamp DNA Mini
Kit (Quiagen, Valencia, CA). The purified and elute DNA was quantified using a Nanodrop
Spectrophotometer ND-1000 (Thermo Scientific, Rockford, IL). Thereafter, DNA was
diluted in UltraPure DNase/RNase-Free water (Invitrogen Corporation, Camarillo, CA,
USA) to a concentration of 2 ng. The allelic discrimination analysis was performed using
the TagMan assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) at ViiA7 Real-Time PCR
System 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
TagMan Master mix (2.5uL), TagMan assay (0.25 pL), and H20 (1.25pL) were added to a
final volume of 4pL per sample, and 1L of DNA was added for a total reaction volume of

SuL. Reaction conditions for SNPs Apal, Fokl, Taql and rs4588 were: 10 min at 95°C after



50 cycles of denaturation at 95°C (15 s) and annealing at 60°C (1 min). To genotyping
SNPs Bsml and rs7041 TagMan Master mix (5.0uL), TagMan assay (0.50 pL), and H20
(3.5uL) were added to a final volume of 9uL per sample, and 1pLof DNA was added for a
total reaction volume of 10uL. Reaction conditions for these polymorphisms were: 10 min
at 95°C after 50 cycles of denaturation at 95°C (15 s) and annealing at 60°C (1min) to
Bsml and 61°C (1 min) to rs7041 @9,

We selected tag-SNPs from vitamin D metabolism-related genes, VDR and GC and
the haplotype bAt [CCA]. These SNPs were chosen using previous literature
information!%1926:27.28) pyblic databases were used to collect additional information about

SNPs and genes: NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov

The analyzed SNPs were: VDR- 157975232 (Apal) C>A4, rs731236 A>G (Taql),
rs1544410 C>T (Bsml), rs10735810 T>C (Fokl) and GC- rs4588 and rs7041.

Haplotypes were constructed from the combination of the VDR polymorphisms
Bsml, Apal and Taql {bAt [CCA] [*D” (Bsml allele C), “A” (Apal allele C) and, “t” (Taql
allele A)]} and their frequencies were inferred using the PHASE 2.1.1 program (Matthew
Stephens Lab, University of Chicago). To predict that both allele frequencies will remain
constant because they are in equilibrium, we calculated the Hardy-Weinberg equilibrium by

X2 (p<0.05).

2.4 Statistical Analysis

Continuous data are expressed as mean =+ standard deviation, and the categorical
data are expressed as number (percentage). Comparisons of differences in categorical date
between groups were performed using the Chi-square test. Distributions of continuous
variables were analyzed by the Student t test or Mann Whitney U test for the two groups
where appropriate. Missing data was presented in tables when appropriate. Independent
factors possibly affecting 25(OH)D concentration (cut off value of 20 ng/mL) were
determined by stepwise multiple logistic regression analysis.

Hardy-Weinberg equilibrium for each SNP were compared using the Pearson chi-
square test (X2). 25(OH)D concentration and the variance in each genotype was accessed in

One-Way ANOV A with Bonferroni’s correction. At univariate analyses, p-value were



considered significant when p<0.2 and in multivariate analyze p<0.05. All the tests were

performed with IBM SPSS Statistics 20.0 for Windows (Chicago, Illinois, USA).

3. RESULTS
3.1 Baseline characteristics

Demographic, virological, and clinical features of population studied are shown in
Table 1. There were 56 men and 92 women, with mean age of 54.41 (£11.27). Elevated
mean of ALT, AST, phosphatase, GGT, blood glucose, total cholesterol and, LDL serum
levels were observed in patients.

Normal median values were observed for: VLDL (19.82 £10.83 mg/dL), HDL
(54.80 £20.86 mg/dL), platelets (20479.70492 £60563.37 103/mm), hematocrit (40.64
+6.48 %) and hemoglobin (13.64 £1.78 ng/mL) (anemic classification: hemoglobin values
<12 ng/mL for women and < 13 ng/mL for men). Using the cutoff value of 20 ng/mL,
82/148 (54.40%) patients demonstrated deficiency of vitamin D. HCV RNA viral load (log
mean) was high and most prevalent genotype was 1 (88.37%). During this study, 68 CHC
patients were treated for HCV using PEG-IFN and ribavirin and in this subgroup, 46
(31.08%) did not achieve SVR. Sixty-eight patients (45.94%) were not treated for
HCV.Using fibrosis algorithm, 52.00% (n=77) presented high level. The HOMA index
mean was also lower than the cutoff established in this work (1.99+3.33), where 33.10%
(n=49) presented IR.

3.2 Association between serum 25(OH)D levels, clinical and viral data in chronic HCV
patients

To assess the relationship among 25(OH)D concentration and demographic and
laboratory data in HCV patients, a cutoff value was established (deficiency <20 ng/mL).
High mean values of age (p=0.042), AST (p=0.022), HDL (p=0.072), triglycerides (0.047),
SVR (p=0.108), and presence of high fibrosis (p=0.016) were associated to 25(OH)D
deficiency at univariate analysis.

Patients with high rates of platelets presented 25(OH)D > 20 ng/mL (p=0.014), as
also blood glucose (p=0.106) and ALT (p=0.160) were high in patients with 25(OH)D > 20



ng/mL (Table 2). At multiple linear regression analysis, AST [p=0.019 (CI: 1.003 —
1.034)], total cholesterol [p=0.038 (CI: 1.004 — 1,164)], and, fibrosis grade [p<0.001 (CIL:
0.000 — 0.844)] were significant.

3.3 Association between VDR and GC polymorphism according 25(OH)D level among
HCYV patients

To study the implication of these SNPs and 25(OH)D concentration according
clinical and laboratory data of HCV patients, first our sample was categorized according to
previously defined cutoff value [25(OH)D deficiency < 20 ng/mL]. Second, the alleles
were categorized in risk allele/non-risk allele and grouped and, presence/absence of
haplotype bAt [CCA]. The genotype distribution of all investigated SNPs was in Hardy-
Weinberg equilibrium. Only FokI was statistically significant (p=0.028), where allele T
were associated with 25(OH)D > 20 ng/mL.

After this, the One-way ANOVA test with Bonferroni’s multiple comparison post
test (p<0,05) were done. There was no statistically difference between SNPs genotypes and
25(OH)D concentration in 148 Brazilian CHC patients (Figure 1). Apal: [CC vs. CA
(t=0.172), CC vs. AA (t=0.199), CA vs. AA (t=0.430)]; Taql: [AA vs. AG (t=0.806), AA
vs. GG (t=0.990), AG vs. GG (t=0.497)]; Bsml: [CC vs. CT (t=1.281), CC vs. TT (t=0.564),
CT vs. TT (t=0.278)]; Fokl: CC vs. CT (t=1.786), CC vs. TT (t=0.961), CT vs. TT
(t=2.040)]; GC rs4588: AA vs. AC (t=0.927), AA vs. CC (t=0.101), AC vs. CC (t=1.515)];
GC rs7041: [TT vs. TG (t=0.610), TT vs. GG (t=2.001), TG vs. GG (t=1.565)].

Besides that, we carried out a bivariate and a linear regression analysis by
comparing favorable allele group with demographic, biochemical and viral data. The
significant results are given in table 3. In the multivariate analysis, using SPNs as
dependent variable, we found association between Bsmlrs1544410 (fibrosis algorithm),
Taql rs731236 (triglycerides and fibrosis algorithm), FokI rs10735810 (HDL), GC rs4588
(treated and none-treated and, GGT) and, GC rs7041 (genotype 1 and none-1).

4. DISCUSSION

In vitamin D pathway, a series of studies had reported on interaction between

vitamin D-related genes and 25(OH)D levels. Among them, vitamin D receptor and vitamin



D-Binding protein (DBP) genes played an important role in vitamin D pathway. Previous
studies had shown that genetic variations in these genes had a significant effect on vitamin
D levels in many populations including the Chinese ?°2%, Japanese ©V),
Caucasian!®!71920.2) Brazilian healthy girls ?®, and in this study, FokI C allele in

Brazilian CHC patients were associated to 25(OH)D < 20 ng/mL.

This way, we hypothesized that genetic determinants of 25(OH)D serum levels may
be associated with demographic, metabolic and virological data in chronic HCV Brazilian
patients. To our knowledge, this is the first study that describes the interaction between
vitamin D-related genes and 25(OH)D levels among HCV infected patients from South
America giving some new insight about these parameters in tropical regions.

In this study, the prevalence of vitamin D deficiency was 55.04% that is lower than
previously observed in similar population in Brazil (63%) > and among Italians HCV
patients (73%) 0222332 Moreover, severe fibrosis was found in patients with lower
vitamin D concentration (Table 2). Lange et al. !®) published a large study of non-cirrhotic
patients with chronic HCV infection where vitamin D status was assessed in a cohort of
468 patients and the prevalence of vitamin D deficiency was greater in patients with more
advanced fibrosis, according our founding. Others studies found the contrary !>, These
differences can be explained because of variation in the 25(OH)D assay used, vitamin D
cutoff and, the different ethnicities and geographic latitude of populations studied, and
clinical trials.

Vitamin D deficiency is common among patients with liver diseases. Whether
vitamin D status can also affect liver function is poorly understood. In this study, low
25(OH)D concentration was associated with high AST and cholesterol total value. Skaaby
etal G3 investigate the association between vitamin D status, liver enzymes, and incident
liver disease in 2,649 individuals and found that the risk of having a high level of ALT,
AST, or GGT tended to be higher for lower vitamin D levels, in accordance with our
results. There is conflicting information when it comes to the link between cholesterol and
vitamin D. Population studies show that people with lower vitamin D levels are more likely
to have high cholesterol, although this does not prove a cause and effect relationship

despite being according our findings ®%. To the National Institutes of Health, there is
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insufficient evidence to determine any relationship between vitamin D intake and
cholesterol levels.

A strong association of vitamin D sufficiency to TT genotype in Fokl was
found.This way, Fokl C>T polymorphisms may be used as a molecular marker to predict
the risk and to evaluate the disease severity of HCC in those infected with HCV since low
concentrations of vitamin D is directly associated with increased liver injury in Brazilian
population. Differently, Shehab et al. > observed that VDR genetic polymorphisms are
significantly associated with the occurrence of HCV related HCC especially T allele
carriers which could be considered as a risk factor of hepatocellular carcinoma in Egyptian
patients.

Regarding VDR and DBP genes polymorphisms in Brazilian population, the Bsml,
Apal, Taqgl and the rs4588 and rs7041 polymorphisms were most consistently associated
with lower 25(OH)D levels ?®*9. However, in the present study both of these SNPs were
not associated with lower levels of 25(OH)D after applying Bonferroni’s correction, in
accordance with Zhang’s study in Chinese population. Nevertheless, Falleti et al (16),
demonstrated that normal serum vitamin D levels and the carriage of GC-globulin WT
1soform strongly predicts the achievement of SVR after PEG-interferon plus ribavirin
antiviral therapy. Some studies found that the carriage of Apal CC genotype and Taql AA
genotype had significant higher viral load as compared to those with Apal CA/AA type and
Taql AG type, respectively (28). Besides that, VDR gene variants can modulate biological
effects of vitamin D without influencing serum vitamin D levels (!339),

Some variables could explain these differences. It is well established that there are
racial differences in the relations between the 25(OH)D concentrations, parathyroid
hormone concentration, and calcium homeostasis ). Racial differences in vitamin D
physiology or race-specific factors that modify the effects of vitamin D may affect the
immune response to HCV @7,

We did not find a significant association between VDR bAt [CCA] haplotype and
clinical and laboratory data in HCV patients as the same as Hung et al ®® who also did not
find any relationship between this haplotype and response to peginterferon plus ribavirin
therapy. These genetic variations have been described as important modulators of several

chronic liver diseases such as primary biliary cirrhosis and autoimmune hepatitis %,
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In the present study, fibrosis was associated to Bsml rs1544410 and Taql rs731236
what was not observed among Chinese population with chronic HCV infection ?®.To
explain the relation between high serum triglycerides and the effect of Taql rs731236 a
hypothetical explanations is related to the mechanism in which vitamin D induces the
expression of VLDL-cholesterol receptors in some types of cell ®). This situation is
associated with an elevation of the levels of VLDL and triglycerides, and is common in
CHC patients “9. The relationship between HCV genotype and GC remains unknown.

This study presents some limitations, like the absence of race information or
ancestry profile, sun exposure, and season of collection that could create some bias
regarding vitamin D measures. In conclusion, the present study suggests a significant
association of VDR FokI rs10735810 and the 25(OH)D concentration in CHC patients,
strong association between fibrosis algorithm, 25(OH)D, Bsml rs15444 and, Taql
rs731236, and finally the association between GC rs7041 (Genotype 1/ None-1). These data
could provide helpful information for understanding the complex mechanisms underlying

the virus-host interaction and the variations observed in antiviral therapy responses.
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Figure Legend: Figure 1. Association of VDR and GC gene polymorphism with 25 (OH) D
concentration in Brazilian chronic HCV patients. No significant variance was found using

ANOVA I test with Bonferroni’s correction (p<0.05).
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Table 1. Demographic, laboratory and, metabolic data of 148 chronic hepatitis patients (CHC).

Variable Value

Age (years) 54.41 (£11.27)
Gender

F 92 (62.2%)

M 56 (37.8%)
25(0OH)D ng/mL 23.08 (£10.48)
HCV RNA IU/mL 571000,000 (12 — 30600000,00)
Log 5.75(1.08 — 7.48)
Glucose ng/mL 107.66 (+47.28)
AST UI/mL 76.00 (4 —397)
ALT UI/mL 69.00 (+£58.33)
VLDLmg/dL 19.82 (+10.83)
LDLmg/dL 151.96 (£190.94)
HDL mg/dL 54.80 (+20.86)
Triglycerides mg/dL 102.52 (+45.90)
Total cholesterol mg/dL 233.75 (£197.55)
vyGT Ul/mL 124.62 (£121.55)
Insulin pU/mL 18.60 (+24.56)
HOMA 1.99 (£3.33)
APRI 1.61 (x£2.25)
FORNS 3.42 (£7.01)
Fib-4 3.84 (+4.46)
TSH 3.34 (£7.77)
Hemoglobin ng/mL 13.64 (£1.78)
Hematocrit (%) 40.64 (6.48)
Phosphatase Ul/mL 111.32 (+£85.54)
Platelets10°/mm 20479.70492 (£60563.37)

Antiviral treatment

Without sustained virological response (SVR)
With SVR

No treatment

46 (31.08%)
22 (14.86%)
68 (45.94%)

Genotype*

1 114 (88.37%)
None-1 15 (11.62%)
25(0OH)D

<20 82 (55.40%)
>20 66 (44.60%)
HOMA

<2 49 (33.10%)
=2 99 (66.90%)
Fibrosis algorithm*

Low 41 (27.70%)
High 77 (52.00%)

Continuous variables are expressed as mean value = stardard deviation. ALT: alanine aminotransferase. AST:
aspartate aminotransferase. YGT: gamma glutamyltransferase. HDL: high- density lipoprotein; VLDL: very low-

density lipoproteinLDL: low- density lipoprotein. HOMA: homeostatic model assessments. * with missing data.



Table 2. Univariate and multivariate regression analysis of factors associated with 25(OH) concentration.

Variable 25(OH)D ng/mL Bivariate = Multivariate analysis
<20 =20 analysis P P (CI)
value
Age (years) 57 (#9) 52 (£12) 0.042 0.967 (0.943 — 1.063)
Gender
Female, n 47(%) 45(%) 0.041 0.882 (0.254-4.937)
Male, n 19(%) 37(%)
Log 5.38 (£1.60) 5.082 (£1.84) 0.572 -
Glucose ng/mL 105.89 (+45.06) 109.26 (+49.51) 0.106 0.102 (0.992 — 1.093)
AST UI/mL 100.45 (£67.45) 79.73 (£42.97) 0.022 0.019 (1.003 — 1.034)
ALT Ul/mL 59.80 (+49.30) 77.09 (£64.18) 0.160 0.109 (0.853 - 1.016)
VLDLmg/dL 21.74 (£10.32) 17.83 (+11.08) 0.205 -
LDLmg/dL 162.42 (£199.99) 141.51 (£182.62) 0.357 -
HDL mg/dL 57.48 (£20.71) 52.01 (£20.84) 0.072 0.075 (0.983 — 1.429)
Tg mg/dL 108.71 (£51.80) 96.10 (£86) 0.344 -
Tc mg/dL 251.21 (£207.63) 215.62 (£186.76) 0.047 0.038 (1.004 — 1,164)
vGT Ul/mL 131.21 (£141.62) 119.18 (£102.70 0.824 -
TSH 4.75 (£10.85) 2.0 (£1.640) 0.040 0.110 (0.669 —52.71)
Hemoglobin ng/mL 13.59 (£1.37) 13.69 (£2.08) 0.422 -
Hematocrit (%) 40.54 (5.16) 40.79 (7.48) 0.232 -
Phosphatase UI/mL 116.57 (£96.27) 106.98 (£75.90) 0.532 -
Platelets10°/mm 5162.316 33911.87 (+78289.79) 0.014 0.087 (0.932 — 1.005)
(+21730.170)
Response to antiviral 0.108 0.5 (0.035 - 969.661)
treatment (n=68) *
SVR, n 5 17
Without SVR, n 21 25
Genotype (n=129) *
1 46 68 0.341 -
None-1 8 7
HOMA
<2 46 53 0.517 -
>2 20 29
Fibrosis algorithm (n=118)*
Low 13 28 0.016 0.000 (0.000 — 0.844)
High 43 34

Continuous variables are expressed as mean value = stardard deviation. ALT: alanine aminotransferase. AST:
aspartate aminotransferase. YGT: gamma glutamyltransferase. Tg: triglycerides. Tc: Total cholesterol. HDL: high-
density lipoprotein, VLDL: very low- density lipoprotein. LDL: low- density lipoprotein. HOMA: homeostatic model

assessments. * with missing data



Table 3. Univariate and multivariate regression analysis of factors associated with VDR- Apal rs7975232,
Taql rs731236, Bsml rs1544410, Foklrs10735810, GC- rs4588 and, GC- rs7041 SNPs.

SNP Bivariate analysis Multivariate analysis
P value P (CD
Bsml rs1544410
Total Cholesterol mg/dL 0.080 0.524 (0.998 —1.003)
HOMA 0.019 0.987 (0.887 —1.125)
Fibrosis Algorithm 0.030 0.040 (0.048 —0.554)
Genotype 1/ None-1 0.148 0.360 (0.240 —2.444)
Taql rs731236
Total Cholesterol mg/dL 0.045 0.116 (0.999 — 1.005)
Triglycerides mg/dL 0.194 0.033 (0.978 —0.999)
AST UI/mL 0.184 0.452 (0.994 —1.013)
Hematocrit % 0.114 0.456 (0.868 — 1.065)
Fibrosis Algorithm 0.164 0.019 (1.320 - 21.746)
Apal rs7975232
HOMA 0.018 0.027 (0.171 —0.900)
Age 0.138 0.087 (0.917 —1.006)
Gender 0.153 0.125 (0.838 — 4,247)
Fokl rs10735810
LDL mg/dL 0.035 0.106 (0.998 —1.018)
HDL mg/dL 0.106 0.012 (0.889 —0.995)
GGT mg/dL 0.115 0.133 (0.979 —1.003)
Insulin pU/mL 0.163 0.871 (0.926 — 1.067)
SVR/Without SVR 0.019 0.097 (0.728 —44.221)
GC rs4588
Treated/Untreated 0.023 0.679 (0.070 — 59.088)
AST Ul/mL 0.082 0.244 (0.989 — 1.047)
Total Cholesterol mg/dL 0.057 0.159 (0.995 - 1.029)
GGT mg/dL 0.014 0.057 (0.999 — 1.056)
Platelets10°/mm 0.059 0.044 (1.000 —1.034)
GCrs7041
Fibrosis Algorithm 0.191 0.620 (0.213 -2.514)
Genotype 1/ Non-1 0.001 0.011 (0.023 —0.608)
AST UI/mL 0.155 0.757 (0.987—1.018)
ALT UI/mL 0.109 0.784 (0.988 — 1.016)
VLDL mg/dL 0.127 0.454 (0.874 —1.351)
LDL mg/dL 0.115 0.676 (0.997 —1.002)
HDL mg/dL 0.163 0.763 (0.972 —1.021)
Triglycerides mg/dL 0.188 0.658 (0.947 - 1.035)
GGT mg/dL 0.084 0.236 (0.998 — 1.010)

Univariate analysis: p<0.2; Multivariate analysis p<0.05. ALT: alanine aminotransferase. AST: aspartate
aminotransferase. GGT: gamma glutamyltransferase. HDL: high- density lipoprotein; VLDL: very low- density

lipoprotein. LDL: low- density lipoprotein. HOMA: homeostatic model assessments.
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ABSTRACT

Objective: This study aims to estimate the prevalence of insulin resistance (IR) among chronic hepatitis C
(CHC) patients and their related laboratory and demographic data. Materials and Methods: In this study, non-
diabetic CHC patients referred to Viral Hepatitis Ambulatories from Rio de Janeiro (Brazil) donated blood
samples. Insulin was measured using a chemiluminescence immunoassay. IR was determined by HOMA-IR,
where HOMA-IR >2 was defined as IR. Results: A total of 214 CHC patients were recruited (123 females
aged 53.6 years £10.9 years). IR was present in 133 patients (62.1%) and was associated in bivariate analysis
to higher mean values of age (p=0.040), triglycerides (p = 0.032), glucose (p = 0.000), insulin (p = 0.000),
waist circumference (p =0.001), and body mass index (p = 0.007); however, none of these variables were
significant in the multivariate analysis. Conclusions: The high prevalence of IR was observed among CHC
patients, and there was no difference in clinical or laboratory parameters when both groups were compared in
the multivariate analysis. This high IR prevalence could lead to a high risk for development of cardiovascular

disease and metabolic disorders.
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INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) is a major cause of chronic liver disease, cirrhosis and hepatocellular
carcinoma and is responsible for chronically infecting approximately 130 million people worldwide (1).
HCV morbidity is not limited to the liver but encompasses extrahepatic conditions, including insulin
resistance (IR) and type 2 diabetes mellitus (DM) (2). Chronic infection with HCV is a major risk factor for
the development of insulin resistance and, consequently, for type 2 DM (3). High prevalence of type 2 DM
was documented among chronic HCV cases compared to the general population or to other chronic liver
diseases (2).

Currently, several direct-acting antiviral agents (DAAs) were developed for the treatment of HCV
infection (4), but DA As are not widely available in low resource areas. In these regions, Peg-IFN and
ribavirin (RBV) are used for antiviral therapy and result in a sustained virological response (SVR) of
approximately 50-80% according to the HCV genotype (5). Low rates of SVR for double therapy are
observed in the presence of IR or type 2 diabetes using double therapy (6,7).

Some studies showed that more than 50% of HCV infected individuals have IR (8,9). In Brazil, IR
prevalence varies from 20 to 80% in HCV patients (9-13). IR was also associated with age, waist
circumference, body mass index (BMI), advanced liver fibrosis (10), HCV viral load (14), higher mean
degree of steatosis (15) and higher serum levels of oxidative stress (10,11). Although some studies have
reported IR prevalence among HCV individuals, the number of subjects is relatively small, and only one or
two HCV genotypes were included. In addition, the relationship among IR and biochemical, haematological,
and virological data is unclear. The present study was conducted to determine the prevalence of IR and
related demographic and laboratory data among chronic HCV patients referred to hepatology units from

Southeast Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Study Population

https://mc04.manuscriptcentral.com/aem-scielo
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A total of 214 consecutive chronic HCV (CHC) patients referred to Viral Hepatitis Ambulatory
(FIOCRUZ) and Hepatology Unit (Clementino Fraga Filho University Hospital, UFRJ) were recruited from

January 2012 to November 2012 and were included in this study.

The inclusion criteria were individuals of any gender or ethnicity who were more than 18-years-old,
presented with reactive serum for anti-HCV/HCV RNA for more than 6 months and agreed to participate in
the study after reading and signing the informed consent. The exclusion criteria were the presence of
decompensated liver disease (ascites, bleeding from ruptured varices, or encephalopathy), other causes of
liver disease (hepatitis B), severe psychiatric disorders, pregnancy or breastfeeding, pancreatitis, the presence
of type 2 diabetes mellitus defined as a fasting plasma glucose concentration > 126 mg/dL in two
measurements prior to inclusion in the study or previous antiviral treatment. All patients were negative for

hepatitis B surface antigen and anti-human immunodeficiency virus.

Anthropometric and laboratory evaluations

Body mass index (BMI) was calculated as weight divided by the square of the height (kg/m”). Waist
circumference was measured to the nearest 0.5 cm at the shortest point below the lower rib margin and the
iliac crest. Trained staff took these measurements.

Fasting blood samples were obtained for measurement of aminotransferases (alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase), alkaline phosphatase, gamma-glutamyltransferase, glucose,
total cholesterol, high density lipoprotein cholesterol (HDL cholesterol), very low density lipoproteins
(VLDL), low density lipoproteins (LDL) cholesterol, triglycerides, haemoglobin, haematocrit, neutrophil and

platelet counts, and thyroid stimulating hormone (TSH).

Serum insulin levels were determined by a chemo—illuminescence immunoassay (Liaison Insulin,
Diasorin, Pomezia, Italy) using an autoanalyser. The HOMA-IR score was calculated using the following
equation: HOMAIR= fasting insulin x fasting glucose x 0.056/ 22.5. A HOMA-IR higher than 2.0 was
considered insulin resistance (7,15). Fibrosis grade was assessed using aminotransferase (AST) to platelet

ratio index (APRI), and an index above 2 indicated the presence of advanced fibrosis (16).

https://mc04.manuscriptcentral.com/aem-scielo
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Virological Assays

All patients had positive anti-HCV as measured using EIA (HCV Ab, Radim, Italy) and positive
HCV RNA in serum. HCV RNA was detected and quantified using Cobas Tagman HCV (Roche
Diagnostics, France), and HCV RNA reactive samples were submitted to the genotype using INNOLIPA

HCV II (Innogenetics, Zwijndrecht, Belgium).

Data analysis
Continuous variables were summarized as the mean + standard deviation (SD) and categorical
variables were described as frequencies and percentages. Comparisons between groups were made by using
the Student’s 7 test or the Mann-Whitney U test for continuous variables and the Chi-square test or Fisher’s
exact probability test for categorical data. Two-sided P-values 0.05 were considered statistically significant.
Bivariate analysis was done using HOMA-IR as the dependent dichotomous variable (<2 or >2).
Variables significantly associated with IR in the bivariate analysis (p< 0.05) were included in the stepwise

multivariate logistic regression model. All data were entered and analysed in SPSS version 20.0.

Ethical Considerations

This study was conducted according to the ethical guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki.
The protocol and consent form were approved by the Ethics Committee of FIOCRUZ. All individuals gave
their informed consent and answered a questionnaire giving information regarding risk behaviour and

sociodemographic data (age, gender).

RESULTS

Patients’ characteristics

https://mc04.manuscriptcentral.com/aem-scielo



O©COoO~NOOARNWN-=-

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

Archives of Endocrinology and Metabolism Page 6 of 11

Table 1 shows the baseline features of the 214 CHC patients included in this study. There were 123
females (57.6%) and their mean age was 53.7 £ 10.9 years. The mean waist circumference was 93.3 cm
(+11.8) and the mean BMI was 27.5 kg/m” (+ 4.2). The mean HOMA-IR score was 3.4 (3.5) and a HOMA-
IR level higher than 2 was found in 133 patients (62.1%). A total of 46 individuals (21.5%) were classified
with an advanced grade of fibrosis using the APRI index. HCV genotype was determined among 167
individuals, 145 of them presented with genotype 1 (86.8%) followed by genotypes 3 (9.6%), 2 (2.4%), and
5 (1.2%). After inclusion in the study, 39 individuals underwent therapy with PEG interferon/ribavirin, 16

(41.0%) of whom achieved SVR. The mean values of ALT, AST, and GGT were above the normal values.

Baseline HOMA-IR and demographic and laboratory data

When IR was evaluated according to the demographic and laboratory data (Table 1), significant
differences were found between the two groups according to age (p = 0.040), waist circumference (p=0.001),
BMI (p = 0.007), glucose (p=0.000), triglycerides (p = 0.032) and insulin (p=0.000) in the bivariate analysis.
Variables included in the multivariate analysis model were age, waist circumference, BMI, and triglycerides;
none of these variables was significantly associated with HOMA-IR. Most individuals with IR had higher

mean values of GGT and HCV viral load, but this was not statistically significant.

DISCUSSION

HCYV infection has been related to extra-hepatic manifestations, such as diabetes and IR. The present study
demonstrated a high prevalence of IR (62.1%) compared to previous studies conducted in Europe (42 - 46%)
(7, 17), North America (40%) (18), Asia (51%) (8) and Brazil (53%) (9). Recently, IR prevalence in the
Brazilian Longitudinal Study of Adult Health was found to vary from 12 to 22%, a rate that is lower than that
found in the present study (19). The high prevalence of IR found in the present study could be the result of the
large number of HCV individuals who were included. Since the role of insulin resistance and hyperglycaemia
as predictors of SVR with DAA HCV treatment has not been clearly established, the high prevalence of IR

observed in the present study could have an impact in SVR with DAA treatment.

https://mc04.manuscriptcentral.com/aem-scielo
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1
?, 154 In the bivariate analysis, IR was associated with age and anthropometric factors (BMI, waist
g 155  circumference); however, this association was not found in the multivariate analysis. Some studies also
? 156  showed the association of age, waist circumference, and BMI to IR among HCV patients (9,10,11,13,18). IR
g 157  was also associated with higher mean values of triglycerides and is most likely the result of the
1? 158  characteristics of the HCV replication cycle. The HCV life cycle is associated with cholesterol and
15 159  lipogenesis pathways in hepatocytes causing enhanced lipogenesis, impaired degradation and impaired
1; 160  export (20).
1? 161 Some biochemical parameters, such as ALT, AST and, GGT were above the normal values, most
13 162  likely as a result of chronic liver inflammation. Miyajima et al.(16) also showed higher mean values of
20 glucose, ALT, AST and GGT among HCV chronic patients compared to non-infected individuals from
22
164  Japan.
23
24
25 165 In the present work, HOMA was not associated with HCV viral load, genotype or SVR. Although
26
27 166  some studies have shown an improvement in HOMA values among HCV patients presenting with SVR (7)
28
29 167  and a high viral load among those presenting with IR (14), other studies have not found any such association
30
31 168 (17, 21). This lack of association could be the result of the low prevalence of SVR, high viral load and
32
33 169  predominance of genotype 1 in the present cohort. One limitation of this study is the low number of non-1
34
35 170  HCV genotypes; other studies that evaluated HOMA-IR in HCV patients also included 75 to 80% of HCV
36
37 171 genotype 1 (9,14).
38
39 172 IR was not associated with fibrosis grade as was observed in studies conducted in HCV patients from
40
41 173 Northeast and South regions of Brazil (9,14); this could be because of the small number of patients with an
42
43 174  advanced grade of fibrosis that was included in these studies.
44
45 175 In conclusion, a high prevalence of insulin resistance was observed among HCV patients,
46
47 176  demonstrating that this population may be at increased risk for developing type 2 diabetes mellitus. In the
48
49 177  bivariate analysis, IR was associated with demographic (age), anthropometric (BMI and waist
50
51 178  circumference) and laboratory (glucose, insulin and triglycerides) parameters. Although these variables were
52
53 179  not significant in the multivariate analysis, these data suggest a high risk for development of cardiovascular
54
55 180  disease and metabolic disorders among HCV patients.
56
57 181
58
59 182
60
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183  Table 1 - Demographic and laboratory data among Brazilian HCV patients according to insulin
184  resistance (IR) status. Legend: *Mean=SD; "Median, minimum and maximum; NI: not included.

Without IR With IR Bivariate Multivariate Analysis
analysis  Odds Ratio (IC 95%)
N=81 N=133
Variable All patients P value P value
55.64+10.40 52.47+11.16 0.040 0.957 (0.912 - 1.005)
Age (years)” 53.7+10.9 0.080
Gender (Female/Male) 123/91 47/34 76/57 0.899 NI
87.96+11.29 95.80+11.24 0.001 1.053 (0.996 — 1.114)
Waist Circumference
(cm)? 93.30+11.80 0.071
25.90+3.80 28.30+4.20 0.007 1.046 (0.896 — 1.222)
BMI (kg/m®)* 27.50+ 4.20 0.567
90.00 87.00 92.5 0.000 NI
Glucose (mg/dL)" (32.00-355.00)  (32.00—24.00) (60.00 —355.00)
18.00 16.30 19.80 0.059 NI
VLDL (mg/dL)" (7.00 - 115.00) (7.00—46.80)  (40.00 —115.00)
97.85 107.00 0.154 NI
103.00 (35.00— (14.00 —996.00)
LDL (mg/dL)" (14.00 — 1077.00) 1077.00)
90.00 82.00 99 0.032 1.010 (0.998 — 1.021)
Triglycerides (mg/dL)®  (34.00 —573.00)  (34.00 —273.00) (40.00 — 573.00) 0.102
165.50 177.00 0.099 NI
Total Cholesterol 173.00 (100.00 — (74.00 —
(mg/dL)" (74.00 — 1169.00) 1169.00) 1069.00)
49.60 49.30 49.80 0.844 NI
HDL (mg/dL)" (3.00-130.00) (4.00-130.00)  (3.00—120.00)
11.60 6.00 14.70 0.000 NI
Insulin (uU/mL)" (2.00 —75.00) (1.70 - 12.60) (6.00 — 75.00)
52.00 56.00 51.00 0.350 NI
ALT (U/L)® (0.00—297.00)  (12.00 —269.00) (0.00 —297.00)
62.00 69.50 61.00 0.274 NI
AST (U/L)® (10.00 —325.00)  (21.30—244.00) (10.40—325.00)
73.00 63.00 0.399 NI
66.15 (10.00-343.00) (14.00 —
GGT (U/L)® (10.00 — 1142.00) 1142.00)
115.00 114.00 117.00 0.538 NI
Alkaline phosphataseb (6.00 —95.00) (6.00-501.00)  (10.00—695.00)
1.70 1.62 1.75 0.360 NI
TSH (mlU/L)" (0.07-91.40) (0.37-77.70) (0.07-91.40)

https://mc04.manuscriptcentral.com/aem-scielo
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1
?, Haemoglobin® 13.90+1.50 13.84+1.39 13.96+1.53 0.574 NI
4 Haematocrit" 41.60+4.50 41.25+3.57 41.92+4.95 0.297 NI
5
6 Platelet (x 10°/mm®)* 188.80+80.10 179.52+78.52 194.54+80.85 0.185 NI
7
8 9.80 x 10* 6.00 x 10* 2.70 x 10° 0.108 NI
9 HCV RNA (U/mL)" (25-1.00x 10°) (25-3.00x 107) (28 —1.00 x 10°)
1? Fibrosis Grade 0.703 NI
15 Low (APRI <2), n (%) 168 (78.50) 62 (76.54) 106 (79.70)

Advanced (APRI >2), n
1; (%) 46 (21.50) 19 (23.45) 27 (20.30)
16 185
17
18
19 186
20
21
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Abstract: The role of hepatitis C virus (HCV) in insulin resistance (IR) is not fully understood. The aim
of this study was to determine the impact of amino acid (aa) substitutions in the core region of HCV
according to IR and to identify clinical and laboratory associations. Ninety-two treatment-naive HCV
patients were recruited to determine laboratory data and blood cell count. IR was determined using
Homeostasis Model Assessment (HOMA) index where IR was defined as HOMA >2. HCV RNA
load and genotype were determined by Abbott Real time HCV. HCV core region was determined by
direct nucleotide sequencing. Bivariate analysis was conducted using HOMA IR >2 as a dependent
factor. IR prevalence was 43.5% (n = 40), vitamin D sufficiency was found in 76.1% (1 = 70) and 72.8%
(n = 67) had advanced liver fibrosis. In the bivariate analyses, elevated values of YGT (p = 0.024)
and fibrosis staging (p = 0.004) were associated with IR, but IR was not related to core mutations.
The presence of glutamine in position 70 was associated with low vitamin D concentration (p = 0.005).
In the multivariate analysis, no variable was independently associated with HOMA-IR. In conclusion,
lack of association between IR and HCV core mutations in positions 70 and 91 suggests that genetic
variability of this region has little impact on IR.

Keywords: amino acid; core mutation; insulin resistance; hepatitis C

1. Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection is a serious health problem affecting over 170 million people
worldwide [1]. Chronic hepatitis C (CHC) is associated with many extrahepatic manifestations that
contribute to morbidity and mortality [2].

CHC when associated with metabolic diseases may lead to rapid progression of the disease,
increasing the risk of developing hepatocellular carcinoma (HCC) and advanced fibrosis [3]. These
data become extremely relevant due to the high prevalence of obesity and metabolic syndromes
observed worldwide [3].

Int. |. Mol. Sci. 2017, 18, 1444; doi:10.3390/1jms18071444 www.mdpi.com/journal/ijms
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Further studies are needed to address the various metabolic manifestations possible in patients
with CHC. Currently available antiviral treatment for HCV has been shown to be quite effective (>90%),
but it is important to recognize and identify irreversible and associated metabolic damage, thereby
reducing the morbidity and mortality associated with HCV [3].

Some studies have shown that CHC is associated with insulin resistance (IR) and DM2 (diabetes
mellitus type 2) [4,5], which is characterized by hyperinsulinemia in patients with normal fasting
blood glucose and with an increased risk of developing diabetes mellitus (T2DM), heart disease,
and nonalcoholic fatty liver disease [6,7].

Hepatitis C virus promotes the development of IR and DM2 by increasing the inflammatory
response, such as high production of interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factor (TNF), and oxidative
stress, leading to interference in the insulin signaling pathway in hepatocytes [8].

Previous studies provided a direct experimental evidence for the contribution of HCV core protein
in the development of insulin resistance (IR), but the clinical impact of HCV core region on IR is still
not clear [8,9]. Akuta et al. [9] demonstrated that patients infected with HCV genotype 1b and who
had 70Q core mutation had higher rates of IR than patients with HCV genotype 1b without the
mutation, indicating that this mutation is associated with the development of IR. In addition, it has
been suggested that core 70Q mutation is associated with a higher incidence of HCC and mutations in
70 and/or 91 positions are important predictors of IR in patients without cirrhosis or DM [10,11].

Despite this evidence, there are few studies on the genomic variability of the HCV 70/91 aa
relating to the development of IR [8-10]. The aim of this study is to determine the impact of aa
substitutions in the core region of HCV with insulin resistance and to identify associations with clinical
and laboratory data.

2. Results

2.1. Clinical Characteristics

The baseline characteristics of 92 patients with CHC are shown in Table 1. There were
55 women and 37 men, with a mean age of 54.84 (£10.88) years. Elevated mean values of ALT
(73.51 £ 58.76 IU/mL), AST (72.15 + 44.04 IU/mL), alkaline phosphatase (136.21 + 75.66 IU/mL),
and yGT (94.25 £ 77.66 IU/mL) were observed in patients. HOMA index mean was also higher than
the cutoff established in this study (3.08 + 2.74), where 43.5% (n = 40) presented IR. Lipids mean
values were classified as normal as well as blood glucose value (92.84 + 13.51 ng/mL), platelets
(187.13 + 72.72 103 /mm), and hemoglobin (14.04 -+ 1.27 ng/mL) (anemic classification: hemoglobin
values <12 ng/mL for women and <13 ng/mL for men). Using the cutoff value of 20 ng/mL for
hypovitaminosis, most individuals had adequate vitamin D concentrations (76.1%, n = 70). Genotype 1b
was the most prevalent 64.1% (n = 59), followed by genotype 1a, 25% (n = 23) and genotype 3, 10.9%
(n = 10). HCV RNA log median was high, 5.81 UI/mL (1.86-7.49). After inclusion in the study,
most individuals were not treated (56.5%) while 40 individuals were treated after of which half of
them achieved sustained viral response (SVR). Using fibrosis algorithm, 72.8% (n = 67) presented
advanced fibrosis.
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Table 1. Demographic, laboratory, and metabolic data of 92 CHC.

Variable Value
Age (years) 54.84 (£10.88)
Gender
Female 55 (59.8%)
Male 37 (40.2%)
25(0OH)D ng/mL 27.82 (+12.29)
HCV RNA IU/mL 6.51 x 10° (7.2 x 101-3.06 x 108)
Logio HCV RNA IU/mL 5.81 (1.86-7.49)
Blood pressure 99.03 (+18.52)
Glucose ng/mL 92.84 (+£13.51)
ASTIU/mL 72.15 (£44.04)
ALT IU/mL 73.51 (£58.76)
VLDL mg/dL 18.96 (+7.80)
LDL mg/dL 105.500 (98-1069)
vGT IU/mL 94.25 (£77.66)
Insulin pU/mL 13.43 (+12.28)
HOMA 3.08 (+£2.74)
TSH mIU/L 1.63 (0.07-11.49)
Hemoglobin g/dL 14.04 (£1.27)
Hematocrit (%) 41.65 (£3.60)
Phosphatase IU/mL 136.21 (£75.66)
Platelets103 /mm 187.13 (£72.72)

Sustained virological response (SVR)

Without SVR 20 (21.7%)

With SVR 20 (21.7%)

No treatment 52 (56.5%)
Genotype

la 23 (25%)

1b 59 (64.1%)

3 10 (10.9%)
25(OH)D *

<20 21 (22.8%)

>20 70 (76.1%)

Homeostatic model assessment(HOMA)
<2 52 (56.5%)
>2 40 (43.5%)
Fibrosis algorithm
Low 25 (54.3%)
High 67 (72.8%)

Continuous variables are expressed as mean value =+ standard deviation. Percentage in parenthesis referred to the
total of 92 patients. ALT: alanine aminotransferase. AST: aspartate aminotransferase. yGT: y glutamyltransferase.
LDL: low-density lipoprotein. * missing data: one patient.

2.2. Insulin Resistance and Associated Factors

To assess the influence of IR on HCV infection, comparative analysis of demographic and clinical
variables was evaluated according to previously defined IR cutoff values (HOMA > 2). Elevated values
of YGT (p = 0.024) and advanced fibrosis (p = 0.004) were both associated with HOMA > 2 in CHC
patients in the univariate analysis (Table 2), but associations were lost when using the multivariate
analysis. We made an analysis using HOMA >3.0 and 3.5, but no variable was statistically significant.
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2.3. Substitution of Hepatitis C core Amino Acids 70 and 91 versus Insulin Resistance Development and
Laboratorial Data

IR was evaluated regarding the presence or absence of mutations at core positions 70 and 91.
In this study, R70Q (Q = 26; H = 2) and M91L/C (L = 12; C = 2) core substitutions were present
exclusively in HCV genotype 1b; while genotype 1a had R70W/P/Q (W =1; P =1; Q = 1) and cysteine
in all sequences at position 91 and genotype 3, the mutations P70Q/R (Q = 4; R = 10) and C91L (n = 1).
A total of 92 subjects were studied, where 52 presented insulin resistance with HOMA-IR > 2. There
was no statistical association between the presence of IR and mutations in the core region (Table 3).
Analysis using HOMA >3.0 and 3.5 was carried out, but no variable was statistically significant (data
not shown).

Besides, all mutations were analyzed as dependent variables in a univariate model with
biochemical, virological, and demographic data (data not shown). The presence of amino acid
glutamine (Q) in position 70, was associated with lower 25(OH)D concentration (p = 0.005)
(CI: 0.09091-0.4789). When protein sequences were evaluated in VESPA software, no variable position
(signature) was found in the presence of IR. A boxplot was designed for each genotype and mutation
core aa 70 according to HOMA values. Median HOMA values were higher in genotype 3a samples
with any mutation in position 70 (Figure 1).

Table 3. Evaluation of insulin resistance defined by HOMA index according genetic variability of HCV
core gene (aa 70 and 91) in 92 patients with CHC.

Variable Total N (%) HOMA <2 >2 Bivariate Analysis p Value
Any mutation in 70aa
Wild type 50 (54.3%) 23 (57.5%) 27 (51.92%) 0.594
Mutant 42 (45.7%) 17 (42.5%) 25 (48.08%) ’
70Q
Wild type 63 (68.5%) 28 (70%) 35 (67.31%) 0783
Mutant 29 (31.5%) 12 (30%) 17 (32.69%) ’
70R
Wild type 83 (90.2%) 37 (92.50%) 46 (88.46%) 0.518
Mutant 9 (9.8%) 3 (7.50%) 6 (11.54%) ’
Any mutation in 91aa
Wild type 78 (84.8%) 34 (85%) 44 (84.62%) 0.959
Mutant 14 (15.2%) 6 (15%) 8 (15.38%) )
Any mutation in 70 and
9laa
Wild type 87 (94.6%) 39 (97.5%) 48 (92.31%) 0276
Mutant 5 (5.4%) 1 (2.50%) 4 (7.69%) )

aa: amino acid. Genotype 3 wild type in aa 70 according reference sequence D49374.1 is P (proline). Genotype 1,
subtypes la and 1b, in aa 70 according reference sequence NC_004102 and D90208, respectively, R (arginine).
Genotype 3 wild type in aa91 according reference sequence D49374.1 is C (cysteine). Genotype 1, subtypes la and
1b, in aa91 according reference sequence NC_004102 and D90208, respectively, C (cysteine) and M (methionine).
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Figure 1. Boxplots for each genotype and mutation 70 according to HOMA values for each patient.
Mutation70_genotypela: Median, 1.501; Minimum, 0.6321; Maximum, 2.669. Mutation70_genotypelb:
Median, 1.881; Minimum, 0.7246; Maximum, 6.793. Mutation70_genotype3: Median, 2.312; Minimum,
0.7104; Maximum, 8.880.

3. Discussion

The present study did not identify an association between insulin resistance and core amino acid
70 and 91 substitutions. Conversely, core mutations R70Q and M91L/C had been previously reported
to be associated with IR in genotype 1b [9]. In addition, these mutations had been related to: increased
HCC risk, [12,13], non-virological response to interferon-based therapy in Japanese patients [10],
variable responses to double (IFN/RBV) [14,15], and triple therapy (telaprevir plus INF/RBV) [16,17],
and liver steatosis [18]. On the other hand, some studies showed that HCV core protein increases IRS-1
phosphorylation, modulates Forkhead box transcriptional regulators (FoxO1 and FoxO2), and activates
the mTOR/S6K1 pathway that could contribute to promote IR. These data show that HCV core protein
have an important role in developing IR even in the absence of core mutations [19-21].

The lack of association of these mutations in the present study could be due to the prevalence of
obese patients in Brazil compared to Japan that could interfere in the prevalence of IR. The standard
definition of overweight is BMI 25.0-29.9 kg/m?, and obesity, BMI > 30 kg/m?. These cut-offs are
based on studies involving Western populations. According to this cutoff, the prevalence of obesity
(>30) is only 2-4% in Asian populations [22], while in young Brazilian adults the prevalence of obesity
is 8.1% (males) and 10.7% (females) [23]. In addition, only genotype 1b patients were included in the
Japanese cohort while in this study, genotypes 1a, 1b, and 3 were included that may have contributed
to the differences in results.

The IR prevalence was 42.5%, similar to previous studies (44.1%) in HCV patients [24].
IR was associated with elevated YGT levels and fibrosis as previously shown in HCV-monoinfected
patients [25]. Everhart and collaborators [25] evaluated high serum yGT levels as a predictor for
virological response and clinical end points in 1319 patients with significant liver fibrosis included in
the hepatitis C anti-viral treatment against cirrhosis (HALT-C) trial.

The presence of core amino acid Q in position 70 was associated with low concentrations of vitamin
D. In obese subjects, the endocrine system with insufficient vitamin D concentration is characterized
by high PTH level and 1,25(0OH);Ds due to the negative feedback by the low hepatic synthesis of
25(OH)D, which also contributes to a higher concentration of intracellular calcium, thus decreasing
secretion and sensitivity to insulin [26].

Vitamin D can affect insulin response to glucose directly or indirectly [27]. The direct effect seems
to be mediated by the binding 1,25(0OH),D3 with a vitamin D receptor in the -cell. Alternatively,
the activation of vitamin D may occur inside the p-cells by 1x-hydroxylase expressed into these
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cells [28]. After the relationship between the metabolic pathways of vitamin D and insulin has been
established, core protein may be a key part of this not well-established cascade.

This study presents some limitations as the small number of treated patients, lack of information
regarding ethnicity, and genetic background and the small number of samples studied from each
genotype group. However, few studies included HCV genotypes 1a and 3 to evaluate the impact of
these mutations in insulin resistance. The absence of an association between mutations in HCV core aa
70 and 91 and the presence of IR suggests that genetic variability of this region has little impact on
insulin resistance.

4. Materials and Methods

4.1. Study Population

Between 2011 and 2012, a total of 92 serum samples were collected from CHC patients residing
in Rio de Janeiro that were referred to Viral Hepatitis Ambulatories in Rio de Janeiro (Oswaldo Cruz
Institute, FIOCRUZ; Gaffree and Guinle University Hospital, UNIRIO and Clementino Fraga Filho
University Hospital, UFR]). Patients were included if they had CHC (anti-HCV and HCV-RNA positive
for more than six months) and were 18 years of age and older. Exclusion criteria were: presence of
diabetes type 1 (DT1) and 2 (DM2), hepatocellular carcinoma, human immunodeficiency virus (HIV)
and/or hepatitis B co-infection, autoimmune liver disease, genetic liver disease (Wilson’s disease,
hemochromatosis), previous HCV antiviral treatment, and excessive alcohol consumption. At the time
in which blood samples were collected, no patients were treated. Some of them initiated antiviral
therapy after the inclusion in the study. This study was approved by the institutional review boards.
Informed consent was obtained from each patient who was included in the study, and the study
protocol was followed according to the ethical guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki (Ethical
approval number: CAAE41269015.3.0000.5248).

4.2. Laboratorial Data

All serum samples were tested for anti-HCV using the commercial EIA kit HCV Ab (Radim,
Pomezia, Italy), where all anti-HCV-reactive samples were retested in duplicate. HCV RNA viral load
was determined using Abbott Real Time HCV m2000sp (Abbott Laboratories, Lake Bluff, IL, USA) and
expressed as IU/mL.

A 12-h overnight fasting blood sample was drawn, to determine serum levels of alanine
aminotransferase (ALT), y-glutamyltransferase (GGT), total cholesterol, high-density lipoprotein
(HDL) and low-density lipoprotein cholesterol (LDL), triglycerides, ferritin, plasma glucose
concentration, and platelet count. Baseline serum vitamin D level was assessed by measuring serum
25-hydroxyvitamin D levels using automated immunochemiluminometric assay (ICMA) (Liason 25
(OH) Vitamin D, Diasorin, Varceli, Italy) with 20 ng/mL being considered the threshold value. Serum
insulin was determined using ICMA (imunoquimioluminescence) (Liason Insulin Assay, Diasorin, Varceli,
Italy). Insulin resistance (IR) was determined with the homeostasis model assessment method (HOMA)
(IR: HOMA > 2) (HOMA IR = fasting insulin (uUI/mL) x fasting glucose (mmol/L)/22.5). Hepatic
fibrosis was assessed using Fib-4 and Forns index as the same as described previously [28].

4.3. Extraction of Viral RNA, Amplification of the Core Region by RT-PCR, and Sequence Analysis

RNA was extracted from 140 pL of serum by QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Inc., Hilden,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. cDNA was synthesized by extension of
random hexamers with Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) [29].

The RT-PCR mixture contained 1 uL (10 M) of the corresponding type of specific primers,
417 sense: 5'-GGYGGYGGNCAGATCGTTGG-3' and 874 antisense: 5-ARGAAGATAGARAARGAG
CAACC-3' 4 uL of ANTP (1.25 mM), 4 pL of PCR buffer (10x), 2 uL of MgCl, (50 mM), 0.5 pL of
Platinum® Taq DNA Polymerase (5 U/uL), 7.5 uL of DNase/RNase free distilled water and 5 pL
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of cDNA. The conditions for the RT-PCR step were as follows: 94 °C for 4 min; then 40 cycles at
94 °C for 30 s, 55 °C for 60 s, 72 °C for 60 s, and a final elongation at 72 °C for 7 min. The RT-PCR
conditions were the same for all genotypes. A total of 4 uL. of the PCR1 product was submitted
to a second round of PCR in the presence of 1 uL of each internal primer (10 uM) 439 sense:
5-GAGTWTACBTGYTGCCGCGCAG-3' and 1AS antisense: 5-ATRTACCCCATGAGRTCGGC-3/,
2.5 puL of PCR buffer (10x), 4 uL of dNTPs (1.25 mM), 2.3 uL of MgCl, (50 mM), 0.5 uL of Platinum®
Taq DNA Polymerase (5 U/uL), and 12.7 uL. of DNase/RNase-free distilled water. After an initial
denaturation at 94 °C for 2 min, the DNA was amplified for 40 cycles at 94 °C for 30 s, 59 °C for
45 s, and 72 °C for 60 s and subjected to a final extension at 72 °C for 7 min. PCR products of the
expected length of 284 base pairs were fractionated by 1.5% agarose gel electrophoresis and stained
with ethidium bromide.

PCR products were purified using the QIAquick gel extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany)
and submitted to nucleotide sequencing reactions in both directions using the Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (version 3.1, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions and analyzed on an ABI 3730 DNA automated sequencer (Applied
Biosystems). The sequences obtained were aligned using the CLUSTALX program, version 1.83 and
sequences were analyzed in MEGA v.6.0. After translation of nucleotide sequence into amino acids,
protein sequences were evaluated in VESPA software to detect signatures or residues with different
frequencies in the two sets of sequences (with and without IR).

4.4. Statistical Analysis

Continuous data were expressed as mean + SD, and the categorical data were expressed as
numbers (percentages). Statistical differences in the categorical data were evaluated by the chi-squared
test with Yates correction, or Fisher exact test. Distributions of continuous variables were analyzed by
Student’s t-test or the Mann—-Whitney U test for the two groups when appropriate. Multiple logistic
regression analysis with stepwise variable selection was performed to assess the independent factors
of higher HOMAIR >2.

All evaluations were performed considering the genotype and subtype. Each group of samples
with different genotypes and subtypes were evaluated separately considering their reference sequence,
since differences in amino acids positions according to genotype are already known.

All the tests were performed with IBM SPSS Statistics 20.0 per Windows (Chicago, IL, USA).
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5. DISCUSSAO

5.1. Vitamina D na hepatite C crénica

No presente estudo, os niveis séricos de 25 (OH) D foram avaliados em
pacientes infectados com HCV e relacionados a resposta a terapia antiviral
baseada em interferon e ribavirina, caracteristicas clinicas e bioquimicas. Para o
nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que descreve os niveis de vitamina
D entre os individuos infectados pelo HCV da América do Sul, dando uma nova
visdo sobre esse parametro em regides tropicais. Os principais achados deste
estudo foram: 1) alta prevaléncia de hipovitaminose D em pacientes infectados
com HCV; 2) a associagdo entre baixos niveis séricos de 250HD e alguns dados
demograficos (idade) e laboratoriais (LDL, colesterol, HDL, fosfatase alcalina,
hemoglobina); 3) falta de associagao entre niveis séricos de 250HD e RVS para
terapia baseada em interferon e ribavirina.

Foi observada alta prevaléncia de hipovitaminose D (66,3%) em individuos
brasileiros infectados pelo HCV, semelhante ao observado entre os pacientes
europeus e americanos com hepatite C. Enquanto que a prevaléncia de
hipovitaminose D variou de 46,4 a 73% entre pacientes HCV monoinfectados na
Italia (Petta et al, 2010; Bitetto et al, 2011; Ladero et al, 2013) e 86% entre
individuos coinfectados por HIV-HCV na Frangca (Terrier et al, 2012).
Recentemente, uma metanalise demonstrou que 71% dos individuos infectados
com HCV da Europa e da América do Norte apresentavam niveis baixos de
vitamina D (Villar et al, 2013). No presente estudo, niveis baixos de 250HD no
soro foram associados a valores mais elevados de meédia de idade, LDL,
colesterol total, HDL e baixos valores médios de fosfatase alcalina e hemoglobina
em analise de regressdo univariada, embora apenas a idade tenha sido
estatisticamente significante na analise multivariada. Petta e colaboradores (2010)
também demonstraram que a idade e o colesterol HDL estdo independentemente
associados a baixos niveis de vitamina D, porém o motivo dessa descoberta nao
€ explicado.

Este estudo também demonstrou que baixos niveis de vitamina D nao
foram associados ao grau de fibrose conforme observado por Kitson e
colaboradores e Bitetto e colaboradores (2011) entre individuos infectados com

HCV da Australia e Franca, respectivamente.
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As diferengcas observadas nestes estudos podem ser devido a
diferentes razdes: i) auséncia de dados em relacdo a época em que a
amostragem de sangue foi realizada; durante o verédo, os individuos poderiam
estar mais expostos ao sol e, consequentemente, poderiam apresentar niveis
mais altos de vitamina D (Guzman-Fulgencio et al, 2014), ii) alta frequéncia de
fiborose grave (70,1%) no presente estudo e iii) diferentes métodos para
determinacao de vitamina D (HPLC para Petta et al, 2010 e Kitson et al, e
eletroquimioluminescéncia para Bitetto et al, 2011 e no presente estudo).

Os niveis de vitamina D nao foram associados a RVS no presente estudo,
como observado anteriormente entre os pacientes com CHC na Australia (Kitson
et al, 2013) e entre os individuos coinfectados com HIV/HCV (Bitetto et al, 2011;
Guzman-Fulgencio et al, 2014). Esse fato pode ser devido ao grande niumero de
individuos incluidos nesse trabalho ou a algumas caracteristicas genéticas da
populacao brasileira, como a miscigenagao da populacdo. Neste estudo, a RVS
foi estatisticamente associada a baixos valores médios de LDL e colesterol total,
valores médios elevados de AST, ALT e plaquetas e baixo indice de fibrose.

Uma hipoétese para a associagado entre transaminases elevadas e RVS é
que uma resposta imunolégica vigorosa poderia eliminar o HCV e
consequentemente aumentar os niveis dessas enzimas hepaticas devido a lesao
no figado. Como o HCV é um virus que encontra-se envolvido por uma camada
de VLDL e LDL, e além disso, utiliza receptor de LDL como auxiliar em sua
adsorcao nos hepatdcitos, baixos niveis de LDL e colesterol poderiam explicar
valores mais altos de RVS nestes pacientes. Berg e col. descobriram que o0s
niveis de LDL (22,6 mmol / L) estdo associados a RVS para a terapia baseada em
telaprevir em pacientes com genétipo 1 do HCV. O baixo indice de fibrose foi
associada a altas taxas de RVS, como demonstrado nos pacientes infectados
com gendtipos 2 e 3 do HCV que foram tratados com PEG-IFN e ribavirina
(Niederau et al, 2014). Além disso, Ferreira e col. (2014) mostraram que altos
valores de ALT estdo associados a SVR entre os pacientes infectados pelo
HIV/HCV no Brasil.

Dessa forma, os dados encontrados neste trabalho seriam uteis para definir
estratégias bem-sucedidas para o tratamento com PEGIFN e ribavirina. A
principal limitacdo deste estudo reside na sua natureza transversal e sua

incapacidade de demonstrar a relagcdo temporal entre 25(OH)D e dados
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laboratoriais. Outra limitacao é a falta de dados sobre os potenciais fatores de
confusédo que podem influenciar os niveis de vitamina D, como a exposi¢ao a luz
do sol, a ingestao dietética e a prevaléncia de osteoporose. Portanto, todos os
pacientes envolvidos neste estudo viveram no Rio de Janeiro, onde o sol é
abundante ao longo do ano. A auséncia de dados sobre polimorfismos das
enzimas hidroxilantes de vitamina D e sobre outras variaveis envolvidas no
metabolismo da vitamina D, como o horménio paratiredide e na regulagdo da
sinalizagdo de vitamina D também pode afetar a interpretacdo de nossos
resultados.

Em conclusao, a deficiéncia de vitamina D foi comum entre os pacientes
brasileiros infectados com HCV e ndo estava associada a RVS. No entanto, uma
relacdo de status de vitamina D e alguns dados laboratoriais que poderiam
potencialmente influenciar a resposta a terapia foram observados.

Contribuicao ao tépico hipovitaminose D e heptite C crénica

Basyigit e col comentaram o nosso estudo anterior (contribution to author)
no qual o objetivo foi determinar a concentragéao de 25(OH)D em pacientes com
hepatite C pré-tratamento e o impacto na resposta virolégica. Neste estudo, os
pacientes com hepatite C apresentaram baixa concentracdo de vitamina D e
relacdo com alguns fatores laboratoriais. Entretanto, a concentragéo de 25(OH)D
nao foi associada a resposta viroldgica sustentada. Basyigit e col sugeriram que
outros fatores como, nivel de interleucinas, polimorfismos no gene do receptor da
vitamina D (VDR), ma nutricao e resposta ao interferon e ribavirina poderiam estar
associados a estes resultados. Estes dados nao foram comtemplados no primeiro
estudo, porém corroborou com nossos objetivos prévios de avaliar alguns destes
fatores como polimorfismos no receptor de vitamina D e a associacdo da
concentragao de vitamina D com niveis de interleucinas (dados n&o incluidos) em
estudos seguintes.

El Husseiny e col. (2012) encontrou correlagdo negativa entre
concentragao de vitamina D e os niveis de IL-23, IL-17, e MCP-1 em pacientes
com HCV gendtipo 4 no Egito, sugerino que a vitamina D pode estar envolvida na
resposta imune e fibrogenese. Em conjunto, estudos conduzidos com individuos
caucasianos europeus demonstraram que polimorfismos na cascata da vitamina
D estdo associados com a resposta virolégica em pacientes infectados com os
genotipos 1 e 5 do HCV (Lange et al, 2011; Falleti et al, 2013).
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Apesar de alguns estudos demonstrarem um papel do status de vitamina D
na taxa de RVS em pacientes submetidos a terapia antiviral baseada em interfon
e ribavirina (Villar et al, 2013; Bitetto et al, 2011), uma metanalise de Kitson e col.
(2014) demonstraram que a concentracdo basal de vitamina D n&o esta
associada com a RVS, peg-interferon e ribavirina, de acordo com o genétipo.
Estes resultados discordantes podem ser atribuidos as diferencas genéticas,
exposicdo ao sol e ingestdo de vitamina D. A fim de alcangar conclusbes
definitivas sobre o papel da vitamina D na resposta ao tratamento com interferon
e ribavirina € recomendado estudos clinicos prospectivos de alta qualidade.

Uma série de estudos ja relatou a interagéo entre genes responsaveis por
expressarem moléculas da cascata de metabolizacdo e ativagcao da vitamina D e
os niveis de 25(OH)D. Entre esses, desempenha papel importante na via vitamina
D os genes que codificam o receptor de vitamina D e a proteina de ligacéo a
vitamina D (DBP). Estudos anteriores demonstraram que as variagées genéticas
nestes genes tiveram um efeito significativo nos niveis de vitamina D em muitas
populagdes, incluindo os chineses (Gong et al, 2010; Ren et al, 2015), japoneses
(Miki et al, 2011), caucasianos (Lange et al, 2011; Lange et al, 2012; Falleti et al,
2012; Ladero et al, 2013; Zierold et al, 2003), meninas brasileiras saudaveis
(Santos et al, 2013), e no presente estudo, o alelo C no SNP Fokl foi associado a
menores concentragdes de vitamina D [25 (OH) D <20 ] em pacientes brasileiros
com CHC.

Desta forma, levantamos a hipétese de que os determinantes genéticos
dos niveis séricos de 25 (OH) D podem estar associados a dados demograficos,
metabdlicos e virolégicos em pacientes brasileiros com hepatite C crénica. No
segundo manuscrito deste estudo, avaliamos a interacdo entre os genes
relacionados a vitamina D e os niveis de 25 (OH) D entre os pacientes infectados
com HCV da América do Sul, dando uma nova visao sobre esses parametros em
regides tropicais.

Neste estudo, a prevaléncia de deficiéncia de vitamina D foi de 55,04%,
menor que a observada anteriormente em populagcéo similar no Brasil (63%)
(Melo-Villar et al, 2015), que utilizou um n superior ao nosso, e entre pacientes
italianos com HCV (73%) (Petta et al, 2010; Bitetto et al, 2011; Bitetto et al, 2011;
Ladero et al, 2013). Um trabalho brasileiro, conduzido a fim de verificar a

influéncia da deficiéncia de vitamina D no metabolismo e densidade o&ssea,
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avaliou um total de 120 homens, 20-93 anos, onde 46,7% apresentaram 25 (OH)
D abaixo de 30 ng / mL e em 27,6% abaixo de 20 ng/mL (Moreira et al, 2017).
Uma deficiéncia similar foi observada entre mulheres brasileiras em idade
reprodutiva. Entre as 369 mulheres avaliadas, 81,1% apresentaram
hipovitaminose D e 32,0% apresentaram deficiéncia (Lopes et al, 2017).

Além disso, o grau de fibrose mais grave foi encontrado em pacientes
com menor concentracdo de vitamina D (Tabela 2), onde na analise de regressao
linear multipla, o grau de fibrose [p <0,001 (CI: 0,000 - 0,844) ] foi estatisticamente
significativo. Lange e col. (2011) publicou um grande estudo em pacientes néao
cirréticos com infecgéo crénica por HCV, onde o nivel de vitamina D foi avaliado
em uma coorte de 468 pacientes e a prevaléncia de deficiéncia de vitamina D foi
maior em pacientes com fibrose mais avangada, em concordancia com nossos
resultados. Outros estudos encontraram o contrario (Wang et al, 2010). Essas
diferengcas podem ser explicadas devido a variagao no teste de 25(OH)D usado,
ponto de corte de vitamina D e as diferencas etnicas e latitudes geograficas das
populacdes estudadas em cada ensaio clinico.

A deficiéncia de vitamina D é comum entre os pacientes com doencas
hepaticas. Porém, ndo se sabe se a concentragcao de vitamina D também pode
afetar a funcdo hepatica. Neste estudo, a baixa concentracédo de 25(OH)D foi
associada com alto valor de AST e colesterol total. Skaaby (2014) investigou a
associagao entre concentracdo de vitamina D, enzimas hepaticas e incidéncia de
doenca hepatica em 2.649 individuos e observou que o risco de ter ALT, AST ou
GGT elevados tende a ser maior para menores niveis de vitamina D, em acordo
com nossos resultados. Ha informagdes conflitantes quando se trata da ligacao
entre o colesterol e a vitamina D. Estudos populacionais demonstraram que as
pessoas com menores niveis de vitamina D sdo mais propensas a ter colesterol
alto, embora isso ndo prove uma relacdo de causa e efeito, apesar de estar de
acordo com nossos achados (Hsia et al, 2007). Para o NIH, ndo ha evidéncias
suficientes para determinar qualquer relagao entre a ingestdo de vitamina D e os
niveis de colesterol.

Foi encontrada uma forte associagéo entre niveis normais de vitamina D
e o0 gendtipo TT em Fokl. Desta forma, os polimorfismos Fokl C> T podem ser
utilizados como um marcador molecular para prever o risco e avaliar a gravidade

da doenga nas pessoas infectadas com HCV, uma vez que a baixa concentracédo
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de vitamina D estad diretamente associada ao aumento da lesdo hepatica na
populacdo brasileira. Diferentemente, Shehab (2016) observou que os
polimorfismos genéticos de VDR estéo significativamente associados a ocorréncia
de portadores de alelos T, em pacientes com HCV tratados com terapia dupla
convencional, que poderiam ser considerados como um fator de risco de
carcinoma hepatocelular em pacientes egipcios.

O polimorfismo em Fokl € uma transicdo T-C no cédon de iniciacdo da
traducdo de VDR o que resulta em uma proteina mais curta com atividade
biolégica aumentada (Arai et al, 1997). Isso poderia explicar a associagao entre
Fokl e alta concentragcdo de HDL neste estudo. Ochs-Balcom e col. (2011)
hipotetizaram uma associagdo positiva da variante Fokl e excesso de tecido
adiposo devido a diminuicéo da atividade bioldgica da proteina VDR resultante, o
que poderia suprimir o efeito inibitério de 1,25(0OH),D3; na adipogénese, mas
diferente de nés, eles ndo encontraram nenhuma associagao.

Em estudos anteriores dos genes VDR e DBP na populagéao brasileira, os
polimorfismos Bsml, Apal, Taql e rs4588 e rs7041 foram associados de forma
mais consistente com niveis menores de 25(OH)D na populagao brasileira
(Santos et al, 2013; Shehab et al, 2016). No entanto, no presente estudo, esses
SNPs nao foram associados com niveis mais baixos de 25(OH)D apés a
aplicacao da corregcédo de Bonferroni, assim como observado no estudo de Zhang
na populacdo chinesa. Entretanto, Falleti (2012), demonstrou que os niveis
normais de vitamina D no soro e da isoforma de GC-globulina WT prevé
fortemente a aquisicdo da RVS apds a terapia antiviral com peg-interferon e
ribavirina. Alguns estudos descobriram que a presenca do genoétipo Apal CC e do
gendtipo Tagl AA estava associada a carga viral significativamente maior, em
comparagao com aqueles com os alelos Apal CA/AA e Tagl AG, respectivamente
(Hung et al, 2016). Além disso, as variantes do gene VDR podem modular os
efeitos biolégicos da vitamina D sem influenciar os niveis séricos de vitamina D
(Wang et al, 2010; Santos et al, 2012). Algumas variaveis podem explicar essas
diferencas. Esta bem estabelecido que existem diferencas raciais nas relagdes
entre as concentragdes de 25(OH)D, concentracéao de horménio paratiredide e
homeostasia de calcio (Uitterlinden et al, 2004). Diferengas raciais, na fisiologia da
vitamina D ou fatores especificos da ragca que modificam os efeitos da vitamina D

podem afetar a resposta imune ao HCV (Gutiérrez et al, 2011).
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Nao encontramos uma associagao significativa entre o haplétipo VDR bAt
[CCA] e dados clinicos e laboratoriais em pacientes com HCV. O mesmo foi
observado por Hung (2016), que também n&o encontrou nenhuma relagéo entre
esse haplotipo e resposta a terapia com peg-interferon e ribavirina. Essas
variagbes genéticas foram descritas como moduladores importantes de varias
doencgas hepaticas crénicas, como cirrose biliar primaria e hepatite autoimune
(Fan et al, 2005).

A populagao brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, a qual
nos ultimos cinco séculos, descende de uma mistura de europeus, amerindios e
africanos. Lins e col. (2012) analisam os polimorfismos dos receptores de
vitamina D e o papel da ascendéncia genética em um grupo de brasileiros. A
presenca das variedades de alelos de risco de acordo com a ascendéncia, para
Fokl rs10735810 em nossa populacao foi de 0,706, superior a encontrada na
populacao européia (0,525), asiatica (0,646) e total brasileira (0,674). No entanto,
menos do que encontrado na populagéo africana (0,833) (Lins et al, 211).

No presente estudo, a fibrose foi associada a Bsml rs1544410 e Taq|l
rs731236 o que nao foi observado entre a populagdo chinesa com infeccao
crénica por HCV (Hung et al, 2016). Para explicar a relagado entre triglicerideos
sericos elevados e o efeito de Taql rs731236, uma explicagdo hipotética esta
relacionada ao mecanismo em que a vitamina D induz a expressao de receptores
de colesterol VLDL em alguns tipos de células (Ochs-Balcom et al, 2011). Esta
situacdo estd associada a elevacdo dos niveis de VLDL e triglicerideos e é
comum em pacientes com CHC (Ginsberg et al, 2005). A relacao entre gendtipo
de HCV e GC permanece desconhecida.

Portanto, o presente estudo sugere uma associagao significativa de VDR
Fokl rs10735810 e a concentracdo de 25(OH)D em pacientes com CHC,
associagao forte entre o algoritmo de fibrose, concentragédo de 25(OH)D, Bsml
rs15444 e Taql rs731236 e, finalmente, a associagao entre GC rs7041 (Gendtipo
1/Nenhum-1). Assim, existe a necessidade de identificar fatores preditivos virais e
do hospedeiro que possam influenciar a taxa de RVS e evitar a exposicao
desnecessaria a comorbidades. Os polimorfismos de genes que codificam ou
regulam a expressao molecular de vias metabdlicas relacionadas a vitamina D no
hospedeiro podem ser uteis como marcadores de avaliagdo da doenca e

preditores de resposta terapéutica. Além disso, eles poderiam fornecer

136



informagdes Uteis para a compreensao dos mecanismos complexos subjacentes a
interacdo virus-hospedeiro e as variagdes observadas nas respostas de terapia

antiviral.

5.2 Resisténcia insulinica e hepatite C

Muitos estudos avaliaram a associacéo entre a infecgdo crénica pelo
HCV, resisténcia a insulina e diabetes mellitus. A resisténcia a insulina € uma
condicdo frequentemente detectada, coexistindo com obesidade e sindrome
metabdlica, e possivelmente progredindo para diabetes tipo 2. Relacionada ao
HCV, a diabetes mellitus tipo 2 pode surgir de uma complexa interacao entre Rl,
esteatose e processos inflamatorios (Desbois et al, 2017).

Estudos epidemiolédgicos indicando a associagéo entre diabetes tipo 2 e
infeccdo por HCV foram publicados pela primeira vez no inicio da década de
1990. Mais recentemente, diversos estudos epidemiolégicos proporcionaram
analises mais aprofundadas da relacdo entre Rl com fibrose hepatica grave em

pacientes com infecgao crénica pelo HCV (Desbois et al, 2017) (Quadro 1)
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Quadro 1. Estudos que avaliaram em analises multivariadas a relagédo entre
presenca de RI e fibrose hepatica grave em pacientes infectados com virus da
hepatite C

Referéncia Amostra Associacao com fibrose
(n) severa
Konrad et al 2000 Alemanha 10 Sim
Sud et al 2004 Australia 170 Sim
Muzzi et al 2005 Suica 221 Sim
D'souza et al 2005 Reino Unido 59 Sim
Taura et al 2006 Japao 83 Sim
Leandro et al 2006 Italia 3068 Sim
Bugianesi et al 2006 Italia 132 Sim
Kita et al 2007 Japéao 68 Sim
Petta et al 2008 Italia 201 Sim
Moucari et al 2008 Franca 500 Sim
Hsu et al 2009 Taiwan 528 Sim
Hung et al 2011 Taiwan 1470 Sim
Mohamed et a/ 2011 Egito 50 Sim
Conjeevaram etal 2011 Estados Unidos 341 Sim
Thompson et al 2012 Estados Unidos 1038 Sim
Alfaleh et al 2013  Arabia Saudita 157 Sim
Dokmeci et al 2014 Turquia 104 Sim
Huang et al 2015 Taiwan 1077 Sim
Fartoux et al 2005 Franca 141 Nao
Elgouhari et al 2008 Estados Unidos 183 Nao
Petta et al 2009 Italia 156 Nao
Rueger et al 2014 Suica 1461 Nao

O presente estudo demonstrou alta prevaléncia de Rl (62,1%) em
comparagao com estudos anteriores realizados na Europa (42 -46%) (Del Campo
et al, 2013; Serfaty et al, 2012), América do Norte (40%) (Ramcharran et al,
2010), Asia (51%) (Kiran et al, 2013) e Brasil (53%) (Mello et al, 2006). Essa
diferenga pode ser devido ao grande numero de individuos incluidos no presente
estudo.

Apesar de pesquisas extensas nesta area, ndo existe um acordo geral
sobre o efeito direto da infecgdo pelo HCV na resisténcia a insulina. Um estudo
realizado com 52 pacientes com CHC (idade média = 39,48) e 52 pacientes
saudaveis, realizado no periodo de 2012 a 2015, observou prevaléncia de
resisténcia a insulina em 26,9% dos pacientes com CHC e em 34,62% dos
controles saudaveis. O indice HOMA médio foi de 1,93 nos pacientes e de 2,18
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nos controles. Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre
pacientes e grupos controle em relagao ao nivel de insulina em jejum, glicemia em
jejum, indice HOMA e resisténcia a insulina. Dessa forma, a hepatite C crénica
nao pode ser considerada como um fator de risco para a resisténcia a insulina e
diabetes na populagéo iraniana (Eshraghian et al, 2017).

Neste presente estudo, a Rl foi associada a idade e aos fatores
antropométricos (peso, IMC, circunferéncia da cintura). Alguns estudos também
mostraram a associa¢do de idade, circunferéncia da cintura e IMC com RI entre
pacientes com HCV (Mello et al, 2006; Oliveira et al, 2009; Souza et al, 2011;
Oliveira et al, 2016; Ramcharran et al, 2010). A Rl também foi associada a
maiores valores médios de triglicerideos, o que provavelmente é devido as
caracteristicas do ciclo de replicagdo do HCV (Chang et al, 2016).

Alguns parametros bioquimicos, como ALT, AST e GGT, estavam acima
dos valores normais, provavelmente como resultados da inflamagao crénica do
figado. Miyajima e col. (2013) também apresentaram maiores valores médios de
glicose, ALT, AST e GGT em pacientes crénicos com HCV em comparagdo com
individuos nao infectados do Japao.

No presente estudo, o HOMA nao foi associado a carga viral do HCV,
genotipo ou RVS. Embora alguns estudos tenham demonstrado uma melhora nos
valores de HOMA entre os pacientes com HCV que apresentaram RVS (Del
Campo et al, 2013) e alta carga viral entre aqueles que apresentaram RI
(Michalczuk et al, 2012). No presente estudo, observou-se baixa prevaléncia de
RVS, alta carga viral e predominancia do genétipo 1, o que poderia explicar a falta
de associagao.

Foi observada uma alta prevaléncia de resisténcia a insulina entre os
pacientes com HCV, demonstrando que esta populagdo pode estar com maior
risco de desenvolver diabetes mellitus tipo 2. Além disso, a RI foi associada a
parametros demograficos (idade), antropométricos (IMC e circunferéncia da
cintura) e laboratoriais (glicose, insulina e triglicerideos), indicando um alto risco
de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e disturbios metabdlicos entre
pacientes com HCV.

Devido a elevada prevaléncia de Rl em pacientes com HCV e ja sabermos
previamente que pacientes com HCV tem tendéncia ao desenvolvimento de

doencas metabdlicas, houve o interesse em estudar caracteristicas do HCV que

139



pudessem estar associadas a Rl. Dessa forma, realizamos nosso ultimo
manuscrito da tese com o objetivo de avaliar a associagdo entre mutagdes nas
posicdes 70 e 91 do core do HCV a qual ja foi associada previamente com o
desenvolvimento de hepatocarcinoma.

O presente estudo n&o identificou uma associagéo entre a resisténcia a
insulina e as substituicdes nos aminoacidos 70 e 91 do core do HCV. Por outro
lado, as mutagdées R70Q e M91L/C do core foram previamente relatadas como
associadas com a resisténcia insulinica (RI) no genétipo 1b no Japéo (Akuta et al,
2009). Alem disso, essas mutagdes foram relacionadas ao aumento do risco de
HCC, (Nakamoto et al, 2010; Akuta et al, 2012), auséncia de resposta viroldgica a
terapia baseada em interferon em pacientes japoneses (Akuta et al, 2007),
respostas variaveis ao tratamento duplo (IFN / RBV) (Akuta et al, 2009; Akuta et
al, 2010), terapia tripla (telaprevir mais INF / RBV) (Akuta et al, 2012; Sumida et
al, 2011) e esteatose hepatica (Banerjee et al, 2008). Por outro lado, alguns
estudos mostraram que a proteina do core do HCV aumenta a fosforilacdo de
IRS-1, modula os reguladores de transcricdo de Forkhead-box (FoxO1 e FoxO2) e
ativa a via mTOR / S6K1, o que poderia contribuir para promover a RIl. Estes
dados mostram que a proteina do core do HCV tem um papel importante no
desenvolvimento de RI, mesmo na auséncia de mutagdes no core (Banerjee et al,
2010; Hori et al, 2016).

A auséncia de associacao dessas mutag¢des no presente estudo pode ser
devido a prevaléncia de pacientes obesos no Brasil em comparagado com o Japéao,
o que poderia interferir na prevaléncia de RI. A definicdo padrao de sobrepeso &
IMC 25,0-29,9 kg / m2 e obesidade, IMC = 30 kg / m2. Esses cortes sdo baseados
em estudos envolvendo populagdes ocidentais. De acordo com esse corte, a
prevaléncia de obesidade (= 30) é de apenas 2-4% nas populagcdes asiaticas
(Silva et al, 2016), enquanto que em adultos brasileiros jovens a prevaléncia de
obesidade é de 8,1% (homens) e 10,7% (mulheres) (Dai et al, 2009). Além disso,
apenas os pacientes com genoétipo 1b foram incluidos na coorte japonesa
enquanto que neste estudo, os gendtipos 1a, 1b e 3 foram incluidos, o que podem
ter contribuido para as diferengas de resultados.

A prevaléncia de RI foi de 42,5%, semelhante a estudos prévios (44,1%)
em pacientes com HCV (Everhart et al, 2012). A Rl foi associada a niveis

elevados de yGT e fibrose, assim como demonstrado anteriormente em pacientes
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monoinfectados com HCV (Schuch et al, 2009). Everhart e colaboradores
avaliaram os niveis elevados de yGT no soro como preditor de resposta viroldgica
e desfecho em 1319 pacientes com significativa fibrose hepatica incluida no “anti-
viral treatment against cirrhosis (HALT-C) trial”.

A presenca do aminoacido Q na posigéo 70 do core do HCV foi associada
a baixas concentragbes de vitamina D. Em individuos obesos, o sistema
endocrino com insuficiente concentragéo de vitamina D € caracterizado por alto
nivel de PTH e 1,25 (OH),D; devido ao feedback negativo pela sintese hepatica
baixa de 25(OH)D, o que também contribui para uma maior concentragéo de
calcio intracelular, diminuindo assim a secrec¢ao e sensibilidade a insulina (Zeitz et
al, 2003).

A vitamina D pode afetar a resposta da insulina a glicose, direta ou
indiretamente (Bland et al, 2004). O efeito direto parece ser mediado pela
1,25(0OH);D; e sua ligagdo com o receptor de vitamina D na célula B.
Alternativamente, a ativagao da vitamina D pode ocorrer dentro das células 8 pela
1a-hidroxilase expressa nessas células (Melo-Villar et al, 2016). Apos a relagéo
entre as vias metabdlicas de vitamina D e insulina, a proteina do core pode ser
uma parte fundamental desta cascata ainda nao muito bem estabelecida.

Por fim, este estudo apresenta algumas limitagbes, como o pequeno
numero de pacientes tratados, falta de informagdes sobre etnia e antecedentes
genéticos e o pequeno numero de amostras estudadas em cada grupo de
genotipos. Entretanto, poucos estudos incluiram os genétipos 1a e 3 do HCV na
avaliacdo do impacto dessas mutagbes na resisténcia a insulina. A auséncia de
uma associagao entre muta¢des nos aminoacidos 70 e 91 do core do HCV e a
presenga de RI sugere que a variabilidade genética desta regido tem pouco

impacto na resisténcia a insulina.
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6. CONCLUSOES

+ A deficiéncia de vitamina D foi comum entre os pacientes brasileiros infectados
com HCV e nao estd associada a RVS. No entanto, foram observadas uma
relacdo entre o status de vitamina D e alguns dados laboratoriais, que podem

potencialmente influenciar a resposta a terapia antiviral.

« Foi observado uma associacado significativa de VDR Fokl rs10735810 e a
concentragcado de 25 (OH) D em pacientes com CHC, associagéo forte entre o
algoritmo de fibrose, concentragao de 25(OH)D, Bsml rs15444 e Taql rs731236 e,
finalmente, a associagao entre GC rs7041 (Genétipo 1 / Nenhum-1). Esses dados
demonstram que existe a necessidade de identificar fatores preditivos virais e do
hospedeiro que possam influenciar a taxa de RVS e evitar a exposicéo

desnecessaria a comorbidades.

« Uma alta prevaléncia de resisténcia a insulina foi observada entre os pacientes
com HCV, demonstrando que esta populagdo pode estar com maior risco de
desenvolver diabetes mellitus tipo 2. Além disso, a RI foi associada a parametros
demograficos (idade), antropomeétricos (IMC e circunferéncia da cintura) e
laboratoriais (glicose, insulina e triglicerideos), indicando um alto risco de
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e disturbios metabdlicos entre

pacientes com HCV.

« N&o houve associagdo entre muta¢cdées nos aminoacidos 70 e 91 do core do
HCV e a presenga de RI, o que sugere que a variabilidade genética desta regido

tem pouco impacto na resisténcia a insulina.
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