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Influência dos genes KIR e HLA na progressão da hepatite C e na resposta ao 

tratamento com Interferon-alfa peguilado e Ribavirina 

 

RESUMO 

A taxa de progressão da Hepatite C em portadores crônicos do vírus da hepatite C (VHC) ao 

estágio de cirrose é altamente variável e os fatores genéticos do hospedeiro que modificam o 

curso da doença não são bem entendidos. O objetivo deste estudo foi investigar os alelos HLA 

de classe I e II e os genes KIR e uma possível associação com a progressão da hepatite C e 

com a resposta ao tratamento. Para tanto, foram selecionados 145 pacientes com presença de 

RNA-VHC confirmado por testes moleculares, com infecção ocasionada somente pelo 

genótipo 1 do VHC. As alterações estruturais no fígado foram analisadas usando a 

classificação METAVIR, e os pacientes foram classificados em dois grupos: pacientes com 

alterações estruturais ausentes, leves ou moderadas (graus F0, F1, F2); e pacientes com 

alterações estruturais avançadas, incluindo cirrose (graus F3 e F4). Após a biópsia, os 

pacientes foram tratados com Interferon-alfa peguilado (1.5ug/ Kg/ dia) e Ribavirina (1g/ pac/ 

dia) durante 48 semanas para eliminação do VHC, os quais foram classificados em 

respondedores (RVS), não respondedores (NRS) e pacientes que responderam inicialmente, 

mas recidivaram dentro de 6 meses após término do tratamento (REC). Os pacientes foram 

tipificados utilizando a metodologia PCR-rSSO Luminex. A análise estatística foi realizada 

pelo teste exato de Fisher e χ2 quadrado com correção de Yates, onde valores de P<0,05 

foram considerados significativos. O alelo DRB1*11 e o haplótipo HLA-DRB1*11-

DQA1*05-DQB1*03 apresentaram-se associados com proteção ao desenvolvimento de dano 

hepático severo (P=0,0016; OR=0,23; IC 95%=0,09-0,58 e P=0,0032; OR=0,24; IC 

95%=0,08-0,64, respectivamente). Em relação à resposta ao tratamento foi encontrada 

associação entre resposta virológica sustentada e o alelo DQB1*03 (P=0,03; OR=2,4; 95% 

IC=1,14-5,0). Não foram encontradas associações entre os genes KIR e susceptibilidade ao 

VHC e desenvolvimento de dano estrutural no fígado. Entretanto, o ligante HLA-C2 foi 

associado à infecção crônica pelo VHC (P= 0,04; OR= 1,6; 95%IC=1,03-2,52). Conclui-se, 

portanto, que os alelos HLA-DRB1*11, DQB1*03, o haplótipo HLA-DRB1*11-DQA1*05-

DQB1*03 e o ligante HLA-C2 podem influenciar de forma distinta a progressão da hepatite C 

e a resposta ao tratamento. 

Palavras-chave: Hepatite C, HLA, receptores KIR, células NK. 



 

Influence of KIR genes and HLA ligands in both the progression of chronic 
hepatitis C and in the response to interferon-alfa peguilated and Ribavirin 
treatment. 
 
 
 
 

ABSTRACT  
The rate of hepatitis C progression to cirrhosis in individuals with hepatits C virus (HCV) is 

highly variable and the host factors that modify the course of disease are poorly understood. 

The aim of this study was investigate the HLA class I and II and KIR genes and their possible 

association with progression of hepatitis C and response to treatment. For this, were selected 

145 patients with RNA-HCV confirmed by molecular tests, infected only by the HCV 

genotype 1. The liver hepatic lesions were analyzed using METAVIR classification and the 

patients were classified in two groups: patients without or with mild structural lesions (F0, F1 

and F2 degrees); and patients with advanced structural lesions, included cirrhosis (F3 e F4 

degrees). After biopsies all patients were treated with interferon-alfa peguilated (1.5ug/ Kg/ 

dia) plus ribavirin(1g/ pac/ dia) for 48 weeks to clearence HCV, which were classified in 

responders (RVS), non responders (NRS) and patients that in the onset obtained response, but 

recidivate in the period of 6 months after end of treatment. The patients were typed using 

PCR-rSSO Luminex. Statistical analysis was performed using the Fisher exact test and Chi-

Squares with Yates correction and P<0.05 was considered significant. The DRB1*11 allele 

and the HLA-DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 haplotype were associated with protection to 

the development of hepatic damage (P=0.0016; OR= 0.23; IC 95%= 0.09 – 0.58 e P= 0.0032; 

OR= 0.24; IC 95%=0.08-0.64, respectively). With respect to the treatment response was 

found association between the DQB1*03 allele and sustained virological response (P=0.03; 

OR=2.4; 95% IC=1.14-5.0). No association between the KIR genes and susceptibility to HCV 

and development of hepatic damage. However the HLA-C2 ligand was associated to 

development of chronic hepatitis C (P= 0.04; OR= 1.6; 95%IC=1.03-2.52). In summary, the 

HLA-DRB1*11, DQB1*03, the HLA-DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 haplotype and the 

HLA-C2 ligand seems to influence in distinct ways the hepatitis C progression and the 

response to treatment 

Keywords: Hepatitis C, HLA, KIR receptors, NK cells. 
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CAPÍTULO I  

O VÍRUS  

A infecção pelo vírus da hepatite C (VHC) é a maior causa mundial de doença 

hepática crônica, com cerca de 170 a 200 milhões de pessoas infectadas no planeta e 3 a 4 

milhões de novos casos ao ano (1). Destes indivíduos infectados, 50% irão necessitar de 

tratamento, podendo evoluir para cura ou, alternativamente, progressão da doença para 

hepatite crônica, cirrose, insuficiência hepática ou carcinoma hepatocelular. (1) 

O VHC foi identificado pela primeira vez em 1989 (2) e nestes 20 anos desde a sua 

descoberta vem sendo alvo de intensas pesquisas e investigações clínicas quanto ao seu papel 

em causar doença hepática e a sua habilidade em persistir em face da defesa imunitária 

celular. O VHC é um vírus esférico e envelopado que pertence à família Flaviviridae e ao 

gênero hepacivírus. (3). Possui um genoma de 9600 nucleotídeos formado por uma fita 

positiva de RNA, 3 proteínas estruturais (core, E1 e E2) e 7 proteínas não estruturais (p7, 

NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (4).  

A comparação da sequência de nucleotídeos de diversas variantes do vírus encontradas 

em diferentes regiões do mundo, revelou a existência de pelo menos seis principais grupos 

genéticos do vírus (genótipos) que foram enumerados de 1 a 6. Cada um dos genótipos pode 

ser dividido em inúmeros subtipos (designados pelas letras a, b, c etc)(4,5). Alguns genótipos 

têm distribuição global (1-3), enquanto outros são somente encontrados em regiões 

específicas (5a e 6a) (4). No Brasil, os genótipos ou subtipos mais freqüentes são 1a, 1b, 2a, 2b 

e 3, com predominância do genótipo 1 sobre os genótipos não-1 (6). Apesar de existirem 

alguns relatos feitos em diversas regiões do Brasil, (7,8) não se conhece ainda, com precisão, a 

prevalência e distribuição do VHC no país.  

 

TRANSMISSÃO 

O VHC é transmitido de forma eficaz através de contato direto com sangue 

contaminado. As taxas de transmissão vertical e perinatal são relativamente baixas (3-6%) e a 

transmissão via sexual tem sido considerada ineficiente (9). Em um estudo recente realizado na 

Itália, casais monogâmicos foram acompanhados por um período de 10 anos, e dos 770 

parceiros de pacientes com hepatite C crônica, apenas 3 adquiriram o VHC nesse período(10). 

Apesar de conhecidas as rotas de transmissão do vírus, em muitos casos não se consegue 

identificar a via de infecção.  
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Na década de 1980, 2 a 10% das unidades de sangue transmitiam VHC em países 

desenvolvidos (11). A introdução de testes anti-VHC para doadores de sangue em meados de 

1990 diminuiu drasticamente a transmissão do vírus por transfusão sanguínea nestes países 
(12). A partir de então, a transfusão de sangue passou a ser mais segura, porém ainda hoje 

existem indivíduos com hepatite C que adquiriram o vírus antes de 1992, por meio de 

transfusão sanguínea e/ou hemoderivados(13), e ainda não sabem da infecção. 

 

GRUPOS DE RISCO 

Atualmente usuários de drogas injetáveis, pessoas com tatuagens e piercings, 

alcoólatras, portadores de HIV, transplantados, hemodialisados, hemofílicos, presidiários e 

sexualmente promíscuos são considerados pertencentes ao grupo de risco de adquirir hepatite 

C(14). Nos Estados Unidos, nos últimos anos, 15 a 27 mil pessoas se infectaram com o VHC 

pelo uso de drogas injetáveis (15). Observou-se, ainda, que indivíduos usuários de drogas 

injetáveis adquirem hepatite C com maior rapidez que outras infecções virais (16); e de acordo 

com Sutton et al (17), em um estudo realizado na Inglaterra e país de Gales, cerca de 50 a 

90% dos usuários de drogas já entraram em contato com o VHC após cinco anos de uso.  

O vírus pode ser detectado de 1 a 2 semanas após a exposição, pela presença de RNA 

viral no soro dos pacientes(18). O período de incubação (desde a exposição até o aparecimento 

dos sintomas) é de aproximadamente 7 semanas, porém a maioria dos indivíduos com 

infecção aguda não apresentam sintomas (18,19); por essa razão, a maioria das infecções são 

diagnosticadas ao acaso em decorrência da elevação de transaminases ou em estágio avançado 

da doença quando as complicações hepáticas já ocorrem. 

 

HISTÓRIA NATURAL DA INFECÇÃO 

Estima-se que 20 a 50% dos infectados possam resolver a infecção espontaneamente 

(19). Pacientes com doença aguda sintomática e mulheres jovens, têm uma taxa maior de 

resolução espontânea da infecção que outros grupos, e tendem a eliminar o RNA viral em até 

12 semanas após início dos sintomas (20-22). Na grande maioria dos casos, porém, não há 

eliminação viral, e o vírus persiste progredindo para infecção crônica. A doença crônica pode 

ser evidenciada por alterações histopatológicas, as quais iniciam com uma inflamação no 

fígado, que freqüentemente pode estar associada à fibrose, podendo evoluir para cirrose e em 

alguns casos hepatocarcinoma(23). É estimado que 20% dos doentes crônicos evoluam para 

cirrose, principalmente em 20 anos após infecção, e que, desses, 0 a 3 % irão desenvolver 

hepatocarcinoma(24). 
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Fatores como genótipo viral, idade, sexo, obesidade, alcoolismo e co-infecções podem 

influenciar o curso da hepatite C, porém esses fatores sozinhos não explicam a variabilidade 

da progressão da doença (25). A presença de indivíduos saudáveis que albergam o vírus indica 

que o VHC parece não ter efeito citopático direto nos hepatócitos infectados (25). Sendo assim, 

a progressão da doença resulta aparentemente da resposta imune do hospedeiro, na qual as 

células do sistema imune reconhecem e lisam os hepatócitos infectados, resultando no 

processo de fibrose (26). 

A resposta imune do hospedeiro envolve uma complexa interação entre o sistema 

imune inato e adaptativo que determinam os resultados de infecção por organismos 

patogênicos (27). Nesse contexto, a diversidade genética dos genes envolvidos na resposta 

imune pode explicar, em parte, a variabilidade da resposta a infecções (28). 

Entre as muitas famílias de genes de resposta imune, destacam-se os genes do 

Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano (do inglês: Major Histocompatibility 

Complex) ou HLA (do inglês: Human Leucocyte Antigen)(27).  

 

GENES HLA 

Esses genes apresentam extensa variabilidade e codificam moléculas que possuem 

participação efetiva na resposta imune, promovendo a interação entre os epítopos de um dado 

patógeno e o repertório de células T do hospedeiro. Desta forma, dependendo da variante 

HLA do indivíduo, este pode responder de forma diferente ao mesmo antígeno (27).  

Os genes HLA estão localizados no braço curto do cromossomo 6 (6p21.31) dentro da 

região MHC (do inglês: Major Histocompatibility Complex) e constituem os genes mais 

polimórficos do genoma humano (Figura 1). Os genes HLA são herdados seguindo as leis de 

Mendel e são expressos de forma co-dominante em cada indivíduo. Podem ser divididos em 

genes de classe I, classe II e classe III que codificam diferentes produtos importantes na 

apresentação de antígenos, dos quais os principais produtos são as moléculas HLA de classe I 

e classe II. 

Os genes de classe I, HLA-A, HLA-B e HLA-C estão próximos do telômero do loco do 

HLA, enquanto os genes de classe II estão mais próximos do centrômero no loco do HLA. 

Existem alguns genes que são chamados de semelhantes à classe I, pois lembram os genes de 

classe I, porém possuem pouco ou nenhum polimorfismo. Um desses genes é o gene HLA-G, 

que parece ter participação no reconhecimento de antígenos pelas células Natural Killer (NK) 

(27). 



 

 

16

 

Figura 1: Estrutura do MHC em humanos FONTE: disponível em: 
www.studentconsult.com 

 

MOLÉCULAS HLA CLASSE I E CLASSE II 

Estruturalmente cada molécula HLA apresenta uma fenda (ou sulco) extracelular que 

se liga a peptídeos protéicos, seguido de um par de domínios tipo imunoglobulina, a qual é 

ancorada à membrana celular por regiões transmembranares e citoplasmáticas (27).  

As moléculas HLA de classe I (HLA-A, -B e –C), possuem distribuição variada, sendo 

encontradas em todas as células nucleadas. São formadas por duas cadeias polipeptídicas 

ligadas de forma não-covalente; uma cadeia α composta por três domínios (α1, α2 e α3) 

codificada por genes do locus MHC e outra cadeia que não é codificada por genes do MHC 

chamada de β2-microglobulina. Os resíduos polimórficos das moléculas HLA de classe I são 

encontrados nos domínios α1 e α2, onde contribuem para as variações na ligação de 

peptídeos e no reconhecimento pelas células T dos diversos alelos de classe I. As moléculas 
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HLA de classe I apresentam peptídeos aos linfócitos citolíticos CD8+ (CTLs) (27). A estrutura 

de uma molécula do MHC de classe I está apresentada na figura 2.  

Diferentemente das moléculas HLA de classe I, as moléculas HLA de classe II 

possuem distribuição restrita, sendo encontradas somente em alguns poucos tipos de células 

denominadas células apresentadoras de antígenos (APC), das quais as mais importantes são as 

células B, macrófagos, células dendríticas e células epiteliais do timo. As moléculas HLA de 

classe II (HLA-DR, -DQ e –DP) são heterodímeros que possuem duas cadeias polipeptídicas, 

uma cadeia α composta por dois domínios (α1 e α2) e uma cadeia β que também possui dois 

domínios (β1 e β2), sendo ambas codificadas pelos genes do MHC II. Nas moléculas HLA de 

classe II a maior parte do polimorfismo se encontra na cadeia β e elas apresentam peptídeos 

aos linfócitos TCD4(27). A estrutura de uma molécula HLA de classe II está apresentada na 

figura 3. 

 

Figura 2: Estrutura de uma molécula HLA de classe I. O diagrama da esquerda ilustra 
as diversas regiões da molécula. Domínios α1, α2 e α3 da cadeia α, codificados por diferentes 
éxons. Cadeia polipeptídica β2-microglobulina não codificada pelo MHC, ligada não-
covalentemente à cadeia α. O diagrama a direita mostra a estrutura da porção extracelular da 
molécula HLA-B27 ligada a um peptídeo, exibido pela cristalografia de raios X. FONTE: 
disponível em: www.studentconsult.com 
 



 

 

18

 

Figura 3. Estrutura de uma molécula HLA de classe II O diagrama a esquerda ilustra 
as diversas regiões da molécula. Domínios α1 e α2 da cadeia α e β1 e β2 da cadeia β. As duas 
cadeias são formadas por genes do MHC. O diagrama a direita exibe a estrutura da porção 
extracelular da molécula HLA-DR1 com um peptídeo ligado a ela, conforme demonstrado 
pela cristalografia de raios X. FONTE: disponível em: www.studentconsult.com  

 

 

HLA E HEPATITE C 

Muitos estudos têm relacionado variantes HLA com a eliminação viral espontânea ou 

com a persistência da infecção pelo VHC. Thio et al (29), em um estudo realizado com 444 

pacientes com infecção persistente e 231 com infecção resolvida, nos Estados Unidos, em 

2002, relataram associações entre HLA-A*11:01, -B*57 e -C*01:02 e eliminação viral 

espontânea (OR=0,49, 95%IC=0,27-0,89; OR=0,62, 95%IC=0,39-1,00 e OR=0,43, 

95%IC=0,21-0,89), respectivamente, e também associação dos alelos HLA-A*23:01 e -C*04 

com persistência do vírus (OR=1,78, 95%IC=1,01-3,11 e OR=1,78, 1,21-2,59), 

respectivamente. 

Quanto aos alelos HLA de classe II, DRB1*11:01 e DQB1* 03:01 parecem estar 

envolvidos na eliminação viral espontânea do VHC em diferentes populações(30-32). Por outro 
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lado, McKiernan et al (33), em um estudo realizado com pacientes irlandeses, encontraram 

maior frequencia dos alelos DRB1*01:01 e DQB1*05:01 em indivíduos com eliminação viral 

sustentada quando comparado com pacientes cronicamente infectados (P=0,002). Também 

relatou os alelos DRB1*03:01:1 e DQB1*02:01 mais frequentes em indivíduos com infecção 

crônica (P=0,001). 

Em um estudo realizado na Europa, Thursz et al (34), encontraram associação de 

DRB1*11:01 e DQB1*03:01 com eliminação viral espontânea (P=0,013, OR=2,14, 

95%IC=1,11-4,12 e P=0,004, OR=2,22, 95%IC=1,24-3,96), respectivamente, e DRB1*07:01 

e DRB4*01:01 com infecção persistente (P=0,027, OR=2,04, 95%IC=1,03-4,17 e P=0,002, 

OR=2,38, 95%IC=1,29-4,35), respectivamente. 

No Brasil, um estudo realizado na região de São Paulo com 104 indivíduos infectados, 

encontrou associação de DRB1*01 e DQB1*03 com eliminação viral espontânea (P=0,003, 

OR=4,59, 95%IC=1,70-12,41 e P=0,029, OR=2,83, 95%IC=1,14-7,02), respectivamente  (35). 

Além dos genes HLA, outros marcadores genéticos podem estar envolvidos na 

patogênese da hepatite C. 

 

CÉLULA NATURAL KILLER 

A principal célula efetora contra infecções virais é o linfócito T citolítico (CD8+), 

porém muitos vírus desenvolvem variados mecanismos para evadir ao sistema imune (28). Um 

destes mecanismos é diminuir a expressão de moléculas HLA de classe I na célula infectada. 

Os linfócitos TCD8+ necessitam da apresentação de fragmentos antigênicos por moléculas 

HLA de classe I para reconhecer, tornar-se ativados e lisar a célula infectada.  

Sendo assim, a diminuição na expressão de HLA classe I em células infectadas por 

vírus pode levar, por um lado, a uma resistência à citólise por linfócitos TCD8+, mas por 

outro lado, a uma susceptibilidade à destruição espontânea por células natural killer (NK), um 

conceito conhecido como hipótese do “missing-self”. As células NK são capazes de perceber 

a diminuição da expressão de moléculas HLA de classe I ou a ausência de expressão dessas 

moléculas, desencadeando citotoxicidade contra as células que estiverem alteradas. Assim, as 

células NK passam a ser componentes especialmente importantes na resposta imune inata 

contra infecções virais (36-38). 

As células natural killer são uma linhagem de células relacionadas com linfócitos, que 

constituem cerca de 5 a 20% das células mononucleares no sangue e no baço. Podem ser 

rapidamente recrutadas para tecidos ou órgãos por fatores quimiotáticos produzidos por 

células alteradas e são capazes de destruir as células-alvo via citólise direta e citotoxicidade 
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celular dependente de anticorpos. Essas células também são responsáveis pela secreção de 

interferon-gama (INF-γ), o qual ativa macrófagos e células dendríticas (CDs) e direcionam a 

resposta imune adaptativa mediada por LyTh1(39). 

 

RECEPTORES KIR 

A função das células NK é finamente regulada por meio do balanço de diferentes 

receptores presentes em sua superfície, dos quais se destacam os receptores conhecidos como 

KIR (do inglês: killer cell immunoglobulin-like receptors: receptores semelhantes à 

imunoglobulina das células natural killer)(40). Esses receptores são membros da superfamília 

das imunoglobulinas (Ig) e foram identificados pela primeira vez em 1990, por Moretta et al 

(41).  

Os receptores KIR podem ser inibidores, ou seja, inibem a citotoxicidade da célula 

NK, ou podem ser ativadores. Estruturalmente são formados por dois ou três domínios 

extracelulares (D0, D1 e/ou D2), uma região transmembranar e uma cauda citoplasmática que 

pode ser longa ou curta. Os receptores KIR que possuem cauda citoplasmática longa tem 

função inibidora das células NK pela presença nos domínios citoplasmáticos de um ou dois 

motivos de inibição baseados em tirosina (ITIM: do inglês: Immunoreceptor Tyrosine-based 

Inhibitory Motifs), os quais liberam sinais inibidores Já os receptores KIR com cauda 

citoplasmática curta não apresentam ITIMs; porém, possuem um resíduo de aminoácido no 

domínio transmembranar que permite associação do receptor KIR com a molécula DAP-12, a 

qual libera sinais ativadores através de motivos de ativação baseados em tirosina (ITAM: do 

inglês: Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motifs). Uma exceção é o receptor 

KIR2DL4, pois o mesmo tem uma cauda longa com a presença de um ITIM e possui um 

resíduo de aminoácido na região transmembranar. As características estruturais dos receptores 

KIR são apresentadas na figura 4(42). 
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Figura 4. Estrutura dos receptores KIR. Características estruturais das proteínas KIR 
com dois (KIR2D) ou três (KIR3D) domínios extracelulares semelhantes à Ig. A associação 
dos receptores KIR ativadores com as proteínas adaptadoras é mostrado em verde, enquanto 
os motivos de inibição baseados em tirosina (ITIM) dos receptores inibidores são mostrados 
em vermelho. A letra D seguida dos números 0, 1 e 2 indicam os domínios extracelulares 
semelhantes à Ig. Os receptores do tipo 1 apresentam os domínios extracelulares D1 e D2 e os 
receptores do tipo 2 apresentam os domínios extracelulares D0 e D2. FONTE: Disponível em: 
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ índex.html Acesso em: outubro de 2009 

 

GENES KIR 

Em humanos, os genes que codificam esses receptores estão presentes no cromossomo 

19q13.4, dentro do Complexo de Receptores Leucocitários (LRC: do inglês: Leukocyte 

Receptor Complex), ocupando um espaço de aproximadamente 150Kb (Figura 5). Até o 

momento foram bem caracterizados 15 genes KIR (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5A, 

2DL5B, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5 e 3DS1) e 2 pseudogenes 

(2DP1 e 3DP1) (42). 
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Figura 5. Localização cromossômica dos genes KIR. Localização cromossômica do 
LRC (complexo de receptores leucocitários) destacando os genes KIR que se situam no 
cromossomo 19 (19q13.4). Dentro do LRC encontram-se várias famílias de genes, dentre elas 
estão os LILRs (leukocyte Ig-like receptors); os ILTs (Ig-like transcripts); os KIRs (killer cell 
immunoglobulin-like receptors); os GPVI: (platelet collagen receptor glycoprotein VI); os 
receptores IgAFc, FCAR e NKp46; além dos LAIRs (leukocyte-associated Ig-like receptors) e 
genes das proteínas adaptadoras transmembrânicas DAP. Fonte: disponível em: 
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html  acesso em outubro 2009  

 

 

ORGANIZAÇÃO DOS GENES KIR E VARIABILIDADE HAPLOTÍPICA 

Os genes KIR são organizados em nove exons. Os dois primeiros exons codificam as 

seqüências sinais ou líderes. Os exons três, quatro e cinco codificam os domínios semelhantes 

a imunoglobulinas D0, D1 e D2, respectivamente. O exon seis codifica a região de inserção da 
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molécula na membrana plasmática, e o exon sete codifica a região transmembranar. Por 

último, os exons oito e nove codificam os domínios citoplasmáticos (42,43). Os genes KIR com 

domínios extracelulares podem ser divididos em dois tipos: tipo 1 e tipo 2. Os genes KIR do 

tipo 1 têm uma organização genômica idêntica àquela que codifica moléculas KIR com três 

domínios semelhantes às imunoglobulinas. No entanto, nesses genes, o exon três é um 

pseudoexon, que não codifica o domínio D0, sendo codificados apenas os domínios D1 e D2. 

Exemplos desta classe são os genes KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3 e todos os genes KIR2DS. 

Os genes KIR do tipo dois têm completa ausência do exon quatro; como conseqüência, os 

receptores desta classe não possuem o domínio D1, apresentando somente os domínios D0 e 

D2.  Os genes que pertencem a esta classe são os genes KIR2DL4, KIR2DL5A e KIR2DL5B. 

O exon três também é um pseudoexon no KIR2DP1, que também contém um pseudoexon 

quatro. KIR2DP1 é um pseudogene juntamente com KIR3DP1. A organização dos genes KIR 

está apresentada na figura 6 (42). 
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Figura 6. Organização exon-intron dos genes KIR. Exon 1 e 2 (em amarelo) codificam 
a sequência sinal ou líder; exon 3 (em roxo) codifica o domínio extracelular D0, exon 4 (em 
verde-claro) codifica o domínio D1, exon 5 (em azul-claro) codifica o domínio D2; exon 6 
(em rosa) codifica a sequência de união; exon 7 (em azul-turquesa) codifica a região 
transmembranar; e exons 8 e 9 (em azul-escuro) que codificam a cauda citoplasmática. Os 
genes KIR do tipo 1 (KIR2DL1, 2DL2/3 e todos os 2DS), tem uma organização genômica 
semelhante, porém, o exon 3 nesses genes é um pseudoexon (lilás). O exon 3 também é um 
pseudoexon no KIR2DP1, que também contem um pseudoexon 4 (verde mais claro). Os 
genes KIR do tipo 2 que incluem 2DL4, 2DL5A e 2DL5B são caracterizados pela completa 
ausência do exon 4. Adaptado de Carrington e Norman, 2003) 
 

Estudos populacionais realizados nos últimos anos revelaram uma ampla diversidade 

nos locos dos genes KIR e relacionaram esse polimorfismo à susceptibilidade a diversas 

doenças e neoplasias. O repertório dos genes KIR varia de um indivíduo para outro, fazendo 

com que existam inúmeros haplótipos KIR, os quais diferem tanto em número quanto em 

conteúdo gênico (44). Alguns genes KIR estão presentes na maioria dos indivíduos, também 

conhecidos como “genes de moldura do haplótipo” (do inglês: framework) e são os genes 
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KIR2DL4, 3DL2, 3DL3 e 3DP1; os outros genes exibem flexibilidade de presença e ausência 

em diferentes populações.  

Baseado no conteúdo gênico, os haplótipos podem ser divididos em 2 conjuntos 

primários, denominados A e B, os quais foram diferenciados por Southern Blot em estudos de 

Uhrberg et al (45). O haplótipo A é muito frequente em diversas populações, possui 7 genes 

(KIR2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4, 3DL1, 3DL2 e 3DL3), 2 pseudogenes (KIR2DP1 e 3DP1) e 

apresenta uma característica importante: a presença de apenas um gene ativador 

(KIR2DS4)(42). Esse gene, frequentemente, exibe uma deleção de 22 pares de bases no exon 5, 

na porção que determina a inserção da molécula na membrana celular, que, 

consequentemente, faz com que o receptor não consiga ser ancorado na superfície da célula e 

seja secretado na forma solúvel. Sendo assim, indivíduos homozigotos para o haplótipo A e 

para a deleção no gene KIR2DS4 não possuem nenhum gene KIR ativador (46,47). O Haplótipo 

B apresenta número variado de genes e de combinações, podendo ter até seis genes 

ativadores. Já foram identificados mais de 40 diferentes haplótipos B por análise de 

segregação (46,48).  A figura 7 representa o haplótipo A e dois haplótipos B. 

 

Figura 7. Organização do haplótipo A e dois haplótipos B. FONTE: disponível em: 
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html Acesso em outubro 2009 
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LIGANTES DE KIR  

Os ligantes dos receptores KIR são as moléculas HLA de classe I. Os receptores 

inibidores KIR2DL1, 2DL2 e 2DL3 reconhecem alguns ligantes HLA-C, os quais podem ser 

divididos em dois grupos baseado em dimorfismos na posição 77 e 80 da alfa hélice da 

molécula: grupo 1 (HLA-C1) possui o aminoácido serina na posição 77 e asparagina na 

posição 80 (Ser77/Asn80) e o grupo 2 (HLA-C2) que possui uma asparagina na posição 77 e 

uma lisina na posição 80 (Asn77/Lys80) (49). KIR2DL1 se liga as moléculas HLA-C2 

enquanto KIR2DL2/2DL3 se ligam as moléculas HLA-C1. As moléculas HLA-B podem ser 

divididas em Bw4 e Bw6 de acordo com a expressão de um ou dois epítopos sorológicos 

mutuamente exclusivos, que são especificados por 5 variações de aminoácidos nas posições 

77, 80, 81, 82 e 83 (Tabela 1, atualizada em http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/). Bw6 é 

encontrado exclusivamente em moléculas HLA-B, enquanto Bw4 está presente também em 

moléculas HLA-A.(50) Alguns estudos demonstraram que o receptor KIR3DL1 se liga apenas 

a moléculas HLA-B com especificidade Bw4, com diferentes graus afinidade.(51) 

Recentemente foi descoberto que os alelos HLA-A*23:01, A*24:02 e A*32:01 que possuem 

especificidade Bw4, também parecem ser ligantes do receptor KIR3DL1(52). KIR2DL4 se liga 

especificamente a molécula HLA-G, uma molécula HLA não clássica que é primariamente 

expressa no trofoblasto fetal, células endoteliais tímicas e na córnea (53). Já o receptor 

KIR3DL2 se liga especificamente às moléculas HLA-A3 e A11(54). Os receptores ativadores 

KIR2DS1, 2DS2 e 3DS1 possuem grande similaridade em seus domínios extracelulares com 

os receptores inibidores KIR2DL1, KIR2DL2/3 e KIR3DL1, respectivamente e, portanto 

parecem se ligar aos mesmos ligantes HLA dos seus correspondentes inibidores.  KIR2DS4 se 

liga especificamente a alelos HLA-C*04(55) (Tabela 1). Ligantes para os receptores KIR2DL5, 

2DS5, 2DS3 e 3DL3 ainda não foram identificados.  



27 
 

 

Tabela 1 Epítopos de Bw4 e seus alelos correspondentes 

Epítopo 
sorológico 

Classe I Posição do aminoácido  

  77 80 81 82 83 Alelos correspondentes 
Bw4 HLA-B, HLA-A Asn Ile Ala Leu Arg B*07:36, B*07:38, B*07:81, B*08:31, B*15:13, B*15:16, B*15:17, B*15:23, 

B*15:24, B*15:67, B*15:95, B*B*27:02, B*27:30, B*27:57, B*38:01, 
B*38:05, B*38:06, B*38:07, B*38:09, B*38:10, B*38:12, B*38:13, B*38:14, 
B*38:16, B*38:19, B*38:20, B*40:13, B*40:19, B*44:06, B*44:18, B*44:25, 
B*44:50, B*49:01, B*49:03, B*49:04, B*49:05, B*49:06, B*49:07, B*51, 
B*52:01, B*52:03, B*52:04, B*52:05, B*52:06, B*52:07, B*52:08, B*52:10, 
B*52:11, B*52:12, B*52:13, B*52:14, B*52:15, B*52:16, B*53:01, B*53:02, 
B*53:04, B*53:06, B*53:07, B*53:08, B*53:10, B*53:14, B*53:15, B*53:17, 
B*53:18, B*53:19, B*54:12, B*56:21, B*57, B*58, B*59:01, B*59:02, 
B*59:03, B*59:04, B*59:05, A*02:87, A*92:29, A*92:36, A*23, A*24 (com 
exceção de A*24:04, A*24:19, A*24:28, A*24:44, A*24:89), A*31:07, 
A*31:08, A*31:10, A*32:03. 

 HLA-B Asn Thr  Ala Leu Arg B*08:02, B*13, B*15:36, B*15:89, B*18:09, B*27:01, B*37:10, B*38:02, 
B*38:03, B*38:04, B*38:08, B*38:15, B*40:47, B*40:96, B*44 (com exceção 
de B*44:09, B*44:46, B*44:50, B*44:75), B*47:04, B*49:02, B*51:54, 
B*51:58, B*53:09, B*53:11, B*53:13, B*56:07. 

 HLA-B, HLA-A Ser Ile Ala Leu Arg B*15:87, B*48:18, B*52:09, B*53:05, B*53:16,  A*32 (Exceto A*32:03). 
 HLA-B Asp Thr  Leu Leu Arg B*07:27, B*15:43, B*27 (com exceção de B*27:01, B*27:02, B*27:04, 

B*27:30, B*27:31, B*27:53, B*27:57 ) B*37 (com exceção de B*37:10), 
B*38:17, B*53:03 
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Tabela 2 Receptores KIR e seus ligantes.  

Ligantes Alelos ou grupo de alelos Receptores KIR 
HLA-C do grupo 2 HLA-C2; C*03:07; C*03:15; Cw4; Cw5; 

Cw6; C*07:07, C*07:09; C*12:05 
C*12:04:1/2; C*15 (exceto C*15:07); 
C*16:02; C*17 e C*18. 

2DL1, 2DS1 

HLA-C do grupo 1 HLA-C1; C*03 (exceto C*03:07, 03:10, 
03:15); C*07 (exceto C*07:07, 07:09); 
C*08; C*12 (exceto C*12:05, 12:04:1/2); 
C*13; C*14 (exceto C*14:04); C*15:07 e 
C*16 (exceto C*16:02). 

2DL2, 2DL3 e 
2DS2 

HLA- Bw4 HLA-B13, B17, B27, B37, B38, B44, B47, 
B49, B51, B52, B53, B57, B58, B59, B63, 
B77, B*15:13, B*15:16, B*15:17, 
B*15:23, B*15:24,  
HLA-A*23:01, A*24:02, A*32:01 

3DL1 e 3DS1 

HLA A3 e A11 HLA-A3 e A11 3DL2 
HLA-G HLA-G 2DL4 
HLA-C*04 HLA-C*04 2DS4 

 

 

KIR E HEPATITE C 

Poucos estudos dos genes KIR em associação com hepatite C vêm sendo 

desenvolvidos, porém com resultados interessantes. Khakoo et al (56) sugerem que uma 

fraca interação entre receptores inibitórios das células NK e seus ligantes podem ter 

efeito protetor contra a infecção pelo VHC em indivíduos inoculados com baixas doses 

de VHC.  

Em outro estudo, Romero et al (57) avaliaram 39 pacientes com clareamento 

viral espontâneo e 121 pacientes com infecção crônica e encontraram uma associação 

entre KIR2DL3/2DL3 e seu ligante C1/C1 e eliminação viral espontânea (P=0,03, 

OR=3,05). Estes autores também encontraram uma associação de KIR2DL3 com o alelo 

HLA de classe II DRB1*12:01 (P=0,0001, OR=22), sugerindo que os genes KIR e a 

apresentação de peptídeos a linfócitos T via HLA de classe II estão ambos envolvidos 

na resolução da infecção por VHC.  

Paladino et al (58) encontraram uma diminuição na freqüência dos genes 

KIR2DL2 (P=0,04) e 2DS2 (P=0,014) e um aumento de 2DS5 (P=0,04) em pacientes 

que resolveram a infecção; e nos pacientes com presença do RNA viral e altos níveis de 

transaminases hepáticas encontraram aumento da freqüência de KIR2DS3. No entanto, o 
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número de amostras utilizadas nesse estudo foi pequeno, dificultando a confirmação dos 

resultados encontrados. 

Os estudos relacionando os alelos HLA e os genes KIR com a hepatite C, em sua 

maioria, avaliam apenas a susceptibilidade à infecção pelo VHC e/ou eliminação viral 

espontânea, comparando pacientes infectados e controles saudáveis. Contudo, poucos 

estudos avaliam a influência dos alelos HLA e dos genes KIR no desenvolvimento de 

dano hepático e/ou severidade da hepatite C em portadores crônicos da doença.  

Tendo em vista a diversidade na resposta à infecção pelo VHC que faz com que 

muitos pacientes evoluam de forma benigna por décadas, enquanto outros rapidamente 

progridem para dano hepático severo, estudos que avaliem os fatores genéticos 

envolvidos na progressão da doença tornam-se importantes. Além disso, a população 

brasileira é uma das populações mais heterogêneas do mundo e, portanto, constitui um 

grupo especial para o estudo dos genes HLA e KIR e a infecção pelo VHC, visto que 

estudos de diferentes regiões e de indivíduos com diferentes descendências podem 

prover informações importantes na patogênese e no curso clínico da doença.  

 

TRATAMENTO DA HEPATITE C 

Os interferons (IFNs) são glicoproteínas naturais produzidas por células da 

maioria dos vertebrados em resposta a agentes estranhos. Os IFNs podem estimular a 

função efetora das células NK, dos linfócitos T citolíticos e dos macrófagos, são 

capazes de regular a expressão de moléculas HLA de classe I e classe II, induzir síntese 

de imunoglobulinas por células B e estimular a proliferação de células T de memória. 

Oferecem assim, várias maneiras de controlar a replicação viral por modularem a 

resposta imune inata e adaptativa. (59). Os IFNs são classificados em três tipos: tipo I, os 

quais formam a superfamília das citocinas da resposta imune inata, na qual o principal 

representante é o IFN alfa; o tipo II, que inclui somente o IFN-gama; e uma nova classe 

de IFNs humanos, os quais foram identificados recentemente ((IFN–λ1 ou IL-29, IFN–

λ2 (IL-28A) e IFN–λ3 (IL-28B)) que foram classificados como IFNs do tipo III(59). 

O interferon exógeno utilizado no tratamento da hepatite C é o IFN alfa. 

Atualmente dispõem-se duas formas de apresentação do IFN alfa. Uma chamada de 

Interferon alfa Convencional, e outra chamada de Interferon Peguilado(60).  

A conjugação do reagente PEG (bis-monometoxipolietilenoglicol) com o IFN 

alfa (interferon peguilado) confere muitas propriedades à molécula, resultando numa 

redução dos efeitos adversos relacionados com o excesso de concentração máxima, 
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redução do risco de fracasso terapêutico pela manutenção da concentração sérica, e o 

conforto de 1 aplicação semanal (61) 

A Ribavirina é um análogo de nucleosídeo que possui grande espectro de ação 

antiviral contra DNA e RNA vírus e sua ação parece estar relacionada a um mecanismo 

imunomodulador que estimula a produção de citocinas da resposta Th1 (IL-2 e IFN-

gama) enquanto suprime a produção de citocinas da resposta Th2. A combinação de 

IFN mais ribavirina aumenta a eficácia do tratamento (59). No Brasil, o programa 

Nacional para Prevenção e Controle das Hepatites Virais, disponibiliza o medicamento 

interferon injetável e a Ribavirina oral de forma gratuita, segundo critérios próprios de 

diagnóstico e tratamento (60). 

O sucesso no tratamento da hepatite C é caracterizado pela presença de “resposta 

virológica sustentada” (RVS), que ocorre quando o RNA viral se torna indetectável no 

soro do paciente 6 meses após do término do tratamento(25,60). No entanto, a resposta ao 

tratamento difere nos pacientes infectados por diferentes genótipos do vírus. De modo 

geral, indivíduos infectados com o genótipo 1 do vírus tem taxas menores de RVS em 

comparação com genótipos 2 e 3(62). 

Como já discutido, o escape viral da resposta imunológica e a cronificação da 

doença dificultam a erradicação do vírus, fazendo com que muitos pacientes não 

consigam adquirir sucesso no tratamento. Fatores como idade acima de 40 anos na 

época da infecção, sexo masculino, co-infecção com vírus da hepatite B (VHB) e com o 

vírus da imunodeficiência adquirida (HIV) e alcoolismo parecem influenciar 

negativamente a doença e a resposta ao tratamento. (63) No entanto, Foster et al (64) 

sugere que os fatores relacionados ao hospedeiro têm papel principal em determinar os 

resultados da resposta ao tratamento em pacientes que são tratados pela primeira vez. 

Nesse sentido, estudos avaliando as variantes HLA vêm sendo realizados como 

possíveis fatores de influência na resposta ao tratamento da hepatite C. 

HLA E A RESPOSTA AO TRATAMENTO 

Um estudo realizado no Japão avaliou 172 pacientes com hepatite C com 

diferentes genótipos virais e que fizeram uso de interferon isolado por seis meses, 

encontrando associação com HLA B55, B62, Cw03 e Cw04 com melhor resposta ao 

tratamento (65). Outro estudo na Croácia, nas mesmas condições, avaliou 112 pacientes 
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(55 respondedores e 57 não- respondedores) e identificou o C*07 como preditor de boa 

resposta ao IFN (P=0,011) (66). Jiao e Wang (67) estudaram 113 pacientes chineses e 

observaram que DRB1*07 foi encontrado em maior frequencia naqueles que 

apresentavam boa resposta ao tratamento com interferon mais ribavirina e eram 

infectados com o genótipo 2 do vírus. Por outro lado, DRB1*04 foi encontrado com 

maior freqüência naqueles pacientes infectados com o genótipo 1 cuja resposta ao 

tratamento era insatisfatória. 

 

Até o momento não foram realizados estudos de associação dos genes KIR com 

resposta ao tratamento da hepatite C. 

Apesar desses estudos relacionarem os genes HLA e a resposta ao tratamento do 

VHC, muitos deles possuem variações na metodologia que dificultam uma consistente 

associação desses genes à hepatite C: mistura de pacientes com diferentes genótipos 

virais, e diferentes protocolos de tratamento, tanto em relação ao tempo quanto à 

combinação da droga utilizada. Estudos que avaliem o papel da genética do hospedeiro 

na reposta ao tratamento são úteis, pois se forem encontrados genes ou alelos que 

influenciem a resposta, estes podem auxiliar na avaliação clínica, bem como 

individualizar o tratamento a partir da constituição genética do paciente.  

 

JUSTIFICATIVA 

 

A diversidade genética dos genes da resposta imune como o KIR e os loci 

HLA podem explicar, em parte, a variabilidade nas respostas a infecções virais em 

indivíduos infectados. A caracterização genética dos genes KIR e dos alelos HLA de 

uma população com hepatite C crônica bem caracterizada, com diferentes graus de 

fibrose, pode permitir a análise de quais genes ou alelos podem estar envolvidos no 

desenvolvimento de dano hepático e quais podem prevenir esses danos.  

Além disso, uma segunda análise em uma população infectada pelo VHC e 

fazendo tratamento com peginterferon e ribavirina permite avaliar quais destes genes 

podem estar envolvidos na resposta ou não resposta ao tratamento. Pouco se sabe 

quanto aos fatores que contribuem para que indivíduos que fazem tratamento para 
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hepatite C consigam ou não adquirir resposta virológica sustentada. Outrossim, 

estudos realizados em populações brasileiras são escassos.  

Nesse contexto, este estudo justifica-se pelo fato de que se encontradas 

associações desses genes com desenvolvimento de dano hepático e melhor ou pior 

resposta ao tratamento, esses dados possam ser utilizados na clínica, ajudando na 

melhor escolha da medicação para o tratamento, e auxiliando no prognóstico dos 

pacientes.  

 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GERAL 

Avaliar uma possível associação entre os genes KIR e HLA com a progressão da 

hepatite C e com a resposta ao tratamento para erradicação do VHC. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Identificar os genes KIR (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, 

KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, 

KIR2DS5, KIR3DS1, KIR2DP1 e KIR3DP1) e alelos dos locos HLA de classe I 

(HLA-A*, B*, C*) e classe II (DRB1*, DQA1* e DQB1*) em uma população 

de indivíduos com hepatite C crônica da região de Botucatú, São Paulo, usando 

a técnica de PCR-SSO Luminex (polymerase chain reaction-sequence specific 

oligonucleotides).  

 

2) Estimar as freqüências genotípicas e alélicas para estes genes na população de 

indivíduos com fibrose ausente a moderada (graus METAVIR F0, F1 e F2) e 

naqueles com fibrose avançada ou cirrose (graus METAVIR F3 e F4). 

 
3) Estimar as freqüências genotípicas e alélicas para estes genes na população de 

indivíduos com resposta virológica sustentada, sem resposta virológica 

sustentada e naqueles que apresentaram recidiva ao tratamento com 

Peginterferon mais Ribavirina. 
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4) Avaliar, estatisticamente, uma associação entre os genes KIR e alelos HLA com 

o desenvolvimento de dano hepático (diferentes graus de fibrose) e com a 

resposta ao tratamento. 
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RESUMO 

O objetivo deste estudo foi investigar os genes HLA em portadores crônicos do vírus da 
hepatite C e analisar o possível papel desses genes na progressão da hepatite C crônica. 
Para tanto, 145 pacientes brasileiros infectados somente com o genótipo 1 do vírus 
foram avaliados. Os pacientes não possuíam infecções concomitantes pelo HBV e HIV 
e/ou doenças hepáticas e não realizaram tratamento antiviral antes da biópsia de fígado. 
As tipificações dos alelos HLA de classe I e classe II foram realizadas pela técnica de 
PCR-SSO, plataforma Luminex. Foram encontradas associações entre proteção ao 
desenvolvimento de dano hepático com os alelos DRB1*11 (5,0% vs 18,2% P=0,0016; 
OR= 0,23; IC 95%= 0,09 - 0,58) e com o haplótipo HLA-DRB1*11-DQA1*05-
DQB1*03 (4,2% vs 15,3%; P= 0,0032; OR= 0,24; IC 95%=0,08-0,64). Conclui-se que 
os antígenos HLA podem influenciar o desenvolvimento de dano hepático em 
portadores crônicos do VHC.  
 

PALAVRAS-CHAVE: HLA. Fibrose hepática. Hepatite C. 
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INTRODUÇÃO  

A infecção pelo vírus da hepatite C é uma das principais causas de doença 

crônica no fígado. A hepatite C crônica ocorre em aproximadamente 50 a 85% dos 

indivíduos infectados [Villano et al., 1999; Thomas e Seef, 2005] e pode ser 

evidenciada por alterações histopatológicas que se iniciam com uma inflamação no 

fígado, freqüentemente associada à fibrose, podendo evoluir para cirrose e em alguns 

casos hepatocarcinoma. [Goodman, 1995; Thomas e Seef, 2005].  

Os fatores envolvidos na progressão da hepatite C crônica para a cirrose hepática 

têm sido amplamente investigados. Fatores como genótipo viral, idade, sexo, infecções 

concorrentes e alcoolismo podem influenciar a progressão da doença, porém esses 

fatores sozinhos não explicam porque muitos pacientes evoluem de forma benigna por 

décadas e outros rapidamente progridem para doença do fígado em estágio final 

[Kobayashi et al, 1996; Poynard et al, 1997; Freemann et al., 2001; Mallat et al., 2008].  

Um dado relevante, caracterizado pela presença de indivíduos saudáveis que 

albergam o vírus, é que o VHC parece não ter efeito citopático direto nos hepatócitos 

infectados, [Focaccia, 2003; Pawlotski, 2004]. Nesse caso, a progressão da doença e os 

danos hepáticos podem resultar aparentemente da resposta imune do hospedeiro, a qual 

envolve uma complexa interação entre o sistema imune inato e adaptativo. [Rehermann 

et al, 2000; Pawlotski, 2004;] 

Nesse contexto, a diversidade dos genes envolvidos na resposta imune pode 

explicar, em parte, a variabilidade da resposta às infecções. Entre as muitas famílias de 

genes de resposta imune, destacam-se os genes HLA de classe I e classe II do complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC). Vários estudos têm relacionado variantes 

HLA  com o desenvolvimento de infecção ou eliminação viral espontânea do VHC 

[Yasunami et al., 1997; Kuzushita et al., 1998; Asti et al., 1999; Mangia et al., 1999; 
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Harcourt et al., 2000], porém são escassos os estudos que avaliam a associação HLA 

com a progressão da doença em portadores crônicos do vírus, especialmente em 

populações brasileiras. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi investigar os genes 

HLA em portadores crônicos do VHC com diferentes graus de fibrose e analisar o 

possível papel desses genes na progressão e/ou severidade da hepatite C. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS:  

Seleção dos pacientes 

No período de Setembro de 2004 a Janeiro de 2009 (±5 anos e 4 meses) foram 

coletadas amostras de 761 pacientes infectados pelo vírus da hepatite C atendidos no 

Departamento de Medicina Interna -Divisão de Gastroenterologia Clínica da Faculdade 

de Medicina de Botucatu-UNESP, Botucatu, SP, Brasil (22º53'09" S; 48º26'42" W). Os 

pacientes foram criteriosamente selecionados, sendo incluídos apenas 145 pacientes no 

estudo. Os critérios de inclusão foram: presença de infecção crônica por VHC 

caracterizada pela persistência de VHC-RNA no soro, por testes moleculares e por 

biópsia de fígado, e infecção somente pelo genótipo 1 do vírus da hepatite C. Os outros 

616 pacientes foram excluídos do estudo por apresentarem sorologia positiva para o 

vírus da hepatite B (HBV) ou para o vírus da imunodeficiência humana (HIV), presença 

de outras doenças hepáticas, presença de outros genótipos do vírus e/ou tratamento 

antiviral antes da biópsia de fígado. As informações clínicas dos pacientes foram 

coletadas do prontuário do paciente. O protocolo de estudo foi aprovado pelo comitê de 

ética da Universidade Estadual Paulista, Botucatu e todos os pacientes selecionados 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. 

Biópsia do Fígado 
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As biópsias foram realizadas usando a técnica de Menghini ou com agulha de 

Tru-Cut para avaliar a progressão ou severidade da doença. Os fragmentos foram 

analisados quando ao menos oito espaços porta estavam presentes. O tecido foi 

submetido às colorações: hematoxilina-eosina, Tricrômico de Masson e Reticulina. As 

biópsias foram analizadas por um patologista usando a classificação METAVIR: F0 - 

sem fibrose, F1 - fibrose periportal sem septos, F2 – fibrose entre os espaços porta com 

poucos septos, F3 - numerosos septos sem cirrose e F4 cirrose [Bedossa, 1993]. Os 

pacientes foram separados em 2 grupos de acordo com o estágio de fibrose: fibrose 

ausente, leve ou moderada (F0-F2, n= 85) e fibrose avançada ou cirrose (F3-F4, n= 60).  

Genotipagem do VHC 

A genotipagem do VHC foi definida pela técnica reverse line probe assay 

(INNOLIPA v.1.0, Innogenetics,Ghent,Belgium), segundo as instruções do fabricante. 

Essa genotipagem foi precedida pela extração do RNA viral presente no plasma do 

paciente, seguida de uma Reverse-Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-

PCR), realizadas pelo kit Amplicor VHC test version 2.0 (Roche Diagnostic Systems, 

Branchburg, N.J), também seguindo as instruções do fabricante.  

Extração do DNA genômico 

O DNA genômico foi extraído a partir de 250uL de sangue venoso periférico 

coletado em tubo contendo EDTA, utilizando o kit NeoIsocolumn (One Lambda Inc., 

San Diego, CA) de acordo com as instruções do fabricante. 

Tipagem HLA 

As tipagens dos locos HLA (HLA-A*, -B*, -C*, -DRB1*, -DQA1* e DQB1*) 

foram realizadas pela técnica polymerase chain reaction-sequence specific 

oligonucleotides (PCR-SSO, One Lambda®, Canoga Park, CA, USA), na qual o produto 

amplificado foi hibridizado com microesferas ligadas a sondas específicas para os alelos 
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HLA (One Lambda®, Canoga Park, CA, USA). As leituras das reações foram realizadas 

em um citômetro de fluxo que utiliza a tecnologia Luminex (One Lambda®). As 

amostras foram analisadas pelo programa HLA FusionTM, One Lambda. 

Estatística 

As comparações das freqüências alélicas foram analisadas em tabelas de 

contingência 2x2 pelo teste do qui-quadrado com correção de Yates e/ou pelo Teste de 

Fisher, quando necessário. Valores de P significativos foram corrigidos pelo número de 

alelos estudados em cada loco (Pc; Correção de Bonferroni).Valores de Odds Ratio com 

95% de intervalo de confiança também foram calculados para valores de P < 0,05. As 

análises estatísticas foram realizadas pelo programa SISA statistics 

(http://home.clara.net/sisa/two2hlp.htm). A fase gamética dos alelos dos diferentes 

locos analisados não é conhecida, pois não foi feita análise de segregação em famílias. 

A determinação dos haplótipos e o cálculo de suas freqüências foram realizadas pelo 

teste de verossimilhança, utilizando o Programa estatístico Arlequin [Excoffier et al., 

2005]. O equilíbrio de Hardy-Weinberg [Guo e Thompson., 1992] foi feito calculando 

as freqüências genotípicas esperadas e comparando-as com os valores observados, 

sendo realizado também pelo programa Arlequin [Excoffier et al., 2005]. 

 

RESULTADOS 

Características dos pacientes 

As análises demonstraram que as distribuições das proporções das frequências 

genotípicas na população estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg. As características da 

população de estudo referentes a idade, gênero, fatores de risco, tempo de infecção e 

graus de fibrose de acordo com Score METAVIR são apresentadas na Tabela 1.  
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Os pacientes foram considerados como um grupo étnico misto, visto que 

avaliações fenotípicas baseadas em características físicas como cor da pele não são bons 

prognósticos de descendência genética africana [Parra et al., 2003].  

Alelos HLA de Classe II 

O alelo HLA de classe II DRB1*11 foi menos freqüente no grupo com fibrose 

avançada ou cirrose quando comparado ao grupo sem fibrose ou fibrose leve a 

moderada (5,0% vs 18,2% P=0,0016; Pc= 0,0208; OR= 0,23; IC 95%= 0,09 - 0,58), 

respectivamente. O alelo DQA1*05, por sua vez, também foi menos freqüente no grupo 

com fibrose avançada ou cirrose (19,1% vs 32,9%; P=0,013; OR= 0,48; IC 95%= 0,27 - 

0,84), porém após correção de Bonferroni, o valor de P perdeu significância (Pc= 

0,065). Não foram encontradas diferenças significativas quando comparados os dois 

grupos para os alelos HLA-DQB1*. As freqüências dos alelos HLA de classe II são 

apresentadas na Tabela 2. 

Alelos HLA de Classe I 

O alelo HLA-A*02 foi mais freqüente no grupo com fibrose avançada quando 

comparado com o grupo de não fibrose ou fibrose leve a moderada (35% vs 20,6% P= 

0,009; OR= 2,07; IC 95%=1,24-3,52). Contudo, depois de feita a correção do P 

(correção de Bonferroni) o alelo HLA-A*02 perdeu a significância (Pc=0,153). 

Contrariamente, o alelo HLA-A*23 foi menos freqüente no grupo F3-F4 quando 

comparado ao grupo F0-F2 (0,8% vs 5,8% P= 0,029; OR= 0,13; IC 95%= 0,01-1,06), 

porém, após correção de Bonferroni, o valor de P perdeu significância (Pc=0,493). Não 

foram encontradas diferenças significativas entre os alelos dos locos HLA-B* e HLA-

C* nos dois grupos. As freqüências dos alelos HLA de classe I são apresentados na 

Tabela 3. 

Haplótipos 
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Na análise dos haplótipos, foram encontrados 22 haplótipos no grupo F3-F4 e 28 

no grupo F0-F2, dos quais HLA-DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 foi estatisticamente 

menos freqüente em pacientes F3-F4 que nos pacientes F0-F2 (4,2% vs 15,3%; P= 

0,0032; OR= 0,24; IC 95%=0,08-0,64).  

 

DISCUSSÃO 

Os alelos HLA de classe II têm um papel importante na resposta imune frente a 

infecções virais por serem proteínas chave para a apresentação de antígenos por células 

apresentadoras de antígenos aos linfócitos T CD4+. Há muitas evidências de que os 

alelos HLA de classe II estão envolvidos no controle da infecção viral pelo VHC [Alric 

et al., 1997; Mckiernan et al., 2000; Cursino-Santos et al., 2007], sendo o dado mais 

consistente o efeito protetor dos alelos DRB1*11 e DQB1*03 [Thio et al., 2001; 

Yenigun., 2002; Yee, 2004], os quais têm sido fortemente associados à eliminação viral 

espontânea [Mangia et al., 1999; Harris et al., 2008] e a maior resistência para o 

desenvolvimento de infecção crônica pelo VHC. Hong et al., [2005] num estudo de 

meta-análise, demonstraram que indivíduos com alelos HLA-DRB1*11:01 e 

DQB1*03:01 reduzem o risco de desenvolverem infecção crônica pelo VHC em 102% e 

136%, respectivamente, sugerindo que esses alelos possam ser fatores importantes em 

favorecer a eliminação do VHC e proteger contra infecção crônica.  

 No presente estudo, avaliou-se a influência dos alelos HLA na progressão da 

doença no fígado em pacientes cronicamente infectados pelo VHC e o alelo DRB1*11 

foi associado com proteção ao desenvolvimento de fibrose avançada ou cirrose. Esse 

resultado está de acordo com outros estudos que também encontraram associação desse 

alelo com proteção à progressão ou à severidade da hepatite C em diferentes 

populações. Asti et al., [1999], na Itália, encontraram o alelo DRB1*11:04 em menor 
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freqüência em pacientes com doença crônica no fígado de diferentes severidades 

quando comparados a indivíduos assintomáticos que albergam o VHC. Em um estudo 

realizado na França, Renou et al. [2002] relacionaram a severidade da hepatite C com os 

níveis de alanina aminotransferase (ALT), comparando pacientes com hepatite C 

crônica que possuíam níveis normais de ALT e pacientes com níveis de ALT elevados e 

encontraram maior freqüência do alelo DRB1*11 no grupo com níveis normais de ALT. 

Em outro estudo realizado na França Hue et al., [2002] observaram menor freqüência de 

DRB1*11 em pacientes com cirrose (grau F4 de acordo com o score Knodell) quando 

comparados aos pacientes sem cirrose (F0-F3 score Knodell). Tilmann et al., [2001] na 

Europa, observaram que DRB1*11 foi menos freqüente em indivíduos que realizaram 

transplantes para a doença do fígado em estágio terminal induzida pelo VHC quando 

comparados a doadores de sangue.  

Apesar destes estudos avaliarem a progressão da hepatite C de diferentes formas, 

em todos eles, os alelos do grupo DRB1*11 aparecem em menor freqüência em 

indivíduos em estágios mais avançados da doença. Esses dados confirmam o efeito 

protetor de DRB1*11, demonstrando que esse alelo tem papel não só em facilitar a 

eliminação espontânea do VHC, como também em evitar maior dano hepático nos 

pacientes infectados cronicamente pelo vírus.  

Em estudos de associação com a infecção crônica, o alelo HLA DRB1*11 tem 

sido descrito conjuntamente com DQB1*03 como alelo de proteção ao desenvolvimento 

de infecção crônica pelo VHC, [Mangia et al., 1999; Alric et al., 2000; Hong et al., 

2005]. Entretanto, nossos dados não confirmaram a associação entre DQB1*03 e 

progressão e/ou severidade da hepatite C crônica. Por outro lado, o alelo DQB1*03 

aparece em conjunto com DRB1*11 na análise dos haplótipos, na qual o haplótipo 
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HLA-DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 foi significantemente menos freqüente em 

pacientes F3-F4 que nos pacientes F0-F2.  

Em um estudo realizado na Itália, este mesmo haplótipo foi também associado 

com proteção ao desenvolvimento da Hepatite C. O autor sugere que a associação entre 

infecção pelo VHC e este haplótipo é devida primariamente ao subtipo DRB1*11:04 

[Zavaglia et al., 1998]. No presente estudo, o efeito protetor do haplótipo HLA-

DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 também parece ser devido principalmente ao 

DRB1*11, já que o alelo DQB1*03 não se apresentou associado a graus de fibrose leve 

ou moderada. Além disso, nossos dados não indicam uma associação preferencial com o 

alelo DRB1*11:04 (dados não mostrados).  

O alelo DQA1*05 apresentou-se também com menor freqüência em pacientes 

F3-F4, sugerindo um papel protetor desse alelo contra injúria hepática; porém, após 

correção de Bonferroni o valor de P perdeu significância. Além disso, este alelo 

também está em desequilíbrio de ligação com DRB1*11(�’=0,46), fazendo com que 

esse resultado seja aparentemente secundário à associação com DRB1*11.  

É interessante observar que no grupo F0-F2, de 31 pacientes DRB1*11, somente 

2 (6,0%) pacientes apresentaram concomitantemente os alelos DRB1*07. Já nos grupo 

F3-F4, dos 6 pacientes que possuíam DRB1*11, 3 (50%) apresentavam também o alelo 

DRB1*07, o qual tem sido associado a maior susceptibilidade à infecção persistente 

pelo VHC [Fanning et al., 2000; Corghi et al., 2008].  Assim, esses 3 pacientes possuem 

um alelo de proteção e o outro de susceptibilidade à doença, e talvez, o alelo DRB1*07 

nesses indivíduos contraponha a proteção dada pelo alelo DRB1*11. Contudo, 

DRB1*07 não se apresentou associado com dano hepático severo em portadores 

crônicos de VHC neste estudo. É importante ressaltar que em muitos estudos de 



 

 

51

associação do HLA e a hepatite C, são incluídos vários genótipos virais num grupo 

único de pacientes o qual não foi feito no presente trabalho.  

Os linfócitos T CD8+ vírus específicos também têm papel no controle viral e 

injúria hepática. A função efetora dos linfócitos T CD8+ compreende dois mecanismos 

diferentes: a lise de células infectadas (citotoxicidade), que é a função primária desses 

linfócitos, e também funções efetoras não citolíticas, que incluem a secreção de 

citocinas como interferon gama (IFNγ) e fator de necrose tumoral (TNF)-α, que pode 

inibir a replicação viral sem lisar a célula infectada [Guidotti and Chisari, 2001]. A 

ativação dos linfócitos T citotóxicos requer a interação com moléculas HLA de classe I 

e alguns artigos encontraram associações entre os alelos HLA de classe I e 

susceptibilidade, proteção e/ou progressão da doença em pacientes com hepatite C 

crônica. Fanning et al., [2004] encontraram o alelo HLA-C*04 associado à persistência 

da infecção por VHC. Patel et al., [2006], em um estudo realizado na Inglaterra, 

observaram uma maior proporção de pacientes F2-F4 expressando HLA-B*18 quando 

comparados com controles. Thio et al., [2002] em um estudo comparando pacientes 

com infecção persistente e com eliminação viral espontânea, relataram associações entre 

HLA-A*11:01, -B*57 e -C*01:02 e eliminação viral. Os autores também encontraram 

associação dos alelos HLA-A*23:01 e -C*04 com susceptibilidade à persistência viral.  

No presente trabalho o alelo HLA-A*23 apresentou-se menos freqüente no 

grupo F3-F4, sugerindo proteção ao desenvolvimento de dano hepático; entretanto, após 

correção de Bonferroni o valor de P perdeu significância. Thio et al., [2002] 

encontraram maior susceptibilidade ao desenvolvimento de infecção crônica pelo VHC 

em pacientes HLA-A*23.  

Alguns alelos HLA-C* podem ser importantes na infecção pelo VHC porque são 

ligantes para alguns receptores das células Natural Killer, os quais parecem influenciar 
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a persistência viral [Kakhoo et al., 2004]. Contudo, no presente estudo não foram 

encontradas associações significativas entre os alelos HLA-C* e progressão à cirrose 

em pacientes cronicamente infectados. 

 

CONCLUSÃO 

Nos últimos anos muitos estudos têm associado os genes do complexo MHC à 

progressão, severidade ou atividade da infecção por VHC, com muitos resultados 

diferentes. Em muitos desses estudos a definição de “menor severidade da doença” 

varia desde a dados bioquímicos (nível ALT) a danos histológicos. Neste estudo, os 

pacientes foram caracterizados cuidadosamente quanto ao “status” da infecção crônica, 

e quanto a possíveis interferentes, formando um grupo com características bem 

homogêneas, que permitiu analisar com maior clareza a genética do hospedeiro e inferir 

que o alelo HLA-DRB1*11 constitui um fator genético importante não só na proteção 

contra o desenvolvimento de infecção crônica, mas também em proteger contra dano 

hepático severo em pacientes cronicamente infectados pelo VHC. 
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TABELAS 
 
Tabela I: Características dos pacientes com hepatite C crônica atendidos no 
Departamento de Medicina Interna – Divisão de Gastroenterologia clínica da Faculdade 
de Medicina de Botucatu – UNESP, no período de setembro de 2004 a janeiro de 2009. 
N=145. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*Tatuagens, cirurgias, homossexualidade, promiscuidade e fator de risco desconhecido. 
** O tempo de infecção foi calculado para 90 pacientes (F0=4, F1=25, F2=24, F3=16 e 
F3=21) o tempo de infecção de 55 pacientes é desconhecido. 
***Classificação METAVIR: F0 - sem fibrose, F1 - fibrose periportal sem septos, F2 – 
fibrose entre os espaços porta com poucos septos, F3 - numerosos septos sem cirrose e 
F4 – cirrose. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
PARAMETROS CLÍNICOS 

Pacientes 
N=145 

F0-F2 
N=85 

F3-F4 
N=60 

Idade (média ± SD) 
Sexo n (%) 

43,4±10,4 39,8±9,3 48,6±9,8 

Masculino 112 (77,3) 67 (78,8) 45 (75,0) 
Feminino 33 (22,7) 18 (21,2) 15 (25,0) 

Fatores de Risco n (%)    
Transfusão 36 (24,8) 17 (20,0) 19 (31,7) 
Uso de drogas injetáveis 24 (16,6) 22 (25,9) 2 (3,3) 
Uso de gluconergan 22 (15,2) 10 (11,7) 12 (20,0) 
Uso de cocaína inalada 5 (3,4) 2 (2,4) 3 (5,0) 
*Outros 58 (40,0) 34 (40,0) 24 (40,0) 

**Tempo de infecção (média ± SD) 21,8±8,3 19,2±6,9 25,7±8,7 
***Classificação METAVIR n (%)    

F0 7 (4,8) 7 (8,2) - 
F1 43 (29,7) 43 (50,5) - 
F2 35 (24,1) 35 (41,2) - 
F3 22 (15,2) - 22 (36,7) 
F4 38 (26,2) - 38 (63,3) 
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Tabela II. Freqüência alélica HLA de classe II nos 85 pacientes sem fibrose ou com 
fibrose leve a moderada (F0-F2) e nos 60 pacientes com fibrose avançada ou cirrose 
(F3-F4). 
 

 HLA-DRB1  HLA-DQ 

Alelos F0-F2 F3-F4 Alelos F0-F2 F3-F4 

 n (%) n (%)  n (%) n (%) 

DRB1*01 17 (10,0) 10 (8,3) DQA1   

DRB1*03 21 (12,4) 11 (9,1) DQA1*01 69 (40,5) 50 (41,7) 

DRB1*04 15 (8,8) 19 (15,8) DQA1*02 18 (10,6) 21 (17,5) 

DRB1*07 18 (10,5) 21 (17,5) DQA1*03 18 (10,6) 20 (16,7) 

DRB1*08 11 (6,5) 06 (5,0) DQA1*04  09 (5,2) 06 (5,0) 

DRB1*09 02 (1,2) 02 (1,7) DQA1*05  56 (32,9) 23 (19,1) b 

DRB1*10 01 (0,6) 03 (2,5)  
DQB1 

  

DRB1*11 31 (18,2) 06 (5,0) a DQB1*02  39 (22,9) 31 (25,8) 

DRB1*12 03 (1,8) 02 (1,7) DQB1*03  54 (31,7) 33 (27,5) 

DRB1*13 26 (15,3) 15 (12,5) DQB1*04  08 (4,7) 06 (5,0) 

DRB1*14 04 (2,3) 06 (5.0) DQB1*05  31 (18,2) 23 (19,2) 

DRB1*15 10 (5,8) 14 (11,7) DQB1*06  38 (22,3) 27 (22,5) 

DRB1*16 11 (6,5) 05 (4.2)    

TOTAL 170 120 TOTAL 170 120 
 

a P= 0,0016 (Qui quadrado com correção de Yates); Pc= 0,0208; OR= 0,23; IC 95%= 
0,09 - 0,58  
b P= 0,013 (Qui quadrado com correção de Yates); Pc= 0,065 (Correção de 
Bonferroni); OR= 0,48; IC 95%= 0,27 - 0,84;. 
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Tabela III. Freqüência alélica HLA de classe I nos 85 pacientes sem fibrose ou com 
fibrose leve a moderada (F0-F2) e nos 60 pacientes com fibrose avançada ou cirrose 
(F3-F4). 
 

a P= 0,009 (Qui quadrado com correção de Yates); Pc= 0,153 (Correção de 
Bonferroni); OR= 2,07; IC 95%=1,24-3,52).  
b P= 0,029 (Teste exato de Fisher); Pc= 0,493; OR= 0,13; IC 95%= 0,01-1,06. 
 
 
 

 HLA-A  HLA-B  HLA-C 

Alelos F0-F2 F3-F4 Alelos F0-F2 F3-F4 Alelos F0-F2 F3-F4 
 n (%) n (%)  n (%) n (%)  n (%) n (%) 

A*01 24 (14,1) 16 (13,3) B*07 11 (6,5) 8 (6,7) C*01 4 (2,3) 2 (1,7) 

A*02 35 (20,5) 42 (35)a B*08 11(6,5) 9 (7,5) C*02 6 (3,5) 2 (1,7) 

A*03 12 (7,1) 14 (11,7) B*13     7 (4,1) 1 (0,8) C*03 15 (8,8) 8 (6,7) 

A*11 7 (4,1) 7 (5,8) B*14   12 (7,1) 11 (9,2) C*04 27 (15,8) 21 (17,5) 

A*23 10 (5,8) 1 (0,8) b B*15     9 (5,2) 6 (5,0) C*05 13 (7,6) 14 (11,7) 

A*24 21 (12,3) 8 (6,7) B*18 10 (5,8) 10 (8,3) C*06 16 (9,4) 9 (7,5) 

A*25 2 (1,2) 0 B*27 3 (1,8) 1 (0,8) C*07 38 (22,3) 27 (22,5) 

A*26 10 (5,8) 3 (2,5) B*35 24 (14,1) 15 (12,5) C*08 9 (5,2) 11 (9,2) 

A*29 11 (6,4) 6 (5,0) B*37 3 (1,7) 1 (0,8) C*12 15 (8,8) 4 (3,3) 

A*30 8 (4,7) 5 (4,2) B*38 5 (2,9) 1 (0,8) 
3 (2,5) 

C*14 1 (0,6) 4 (3,3) 

A*31 9 (5,2) 2 (1,7) B*39 4 (2,3) C*15 10 (5,8) 6 (5,0) 

A*32 5 (2,9) 5 (4,2) B*40 6 (3,5) 3 (2,5) C*16 6 (3,5) 7 (5,8) 

A*33 5 (2,9) 2 (1,7) B*41 5 (2,9) 4 (3,3) C*17 7 (4,1) 4 (3,3) 

A*34 0 1 (0,8) B*42 2 (1,2) 0 C*18 3 (1,7) 1 (0,8) 

A*66 0 2 (1,7) B*44 19 (11,2) 18 (15) TOTAL 170 120 

A*68 9 (5,2) 5 (4,2) B*45 2(1,2) 1 (0,8)    

A*74 2 (1,2) 1 (0,8) B*49 5 (2,9) 3 (2,5)    

TOTAL  170 120 B*50 1 (0,6) 3 (2,5)    

   B*51 13 (7,6) 13 (10,8)    

   B*52 3 (1,8) 0    

   B*53 2 (1,2) 4 (3,3)    

   B*54 1 (0,6) 0    

   B*55 4 (2,3) 2 (1,7)    

   B*56 1 (0,6) 0    

   B*57 4 (2,3) 3 (2,5)    

   B*58 1 (0,6) 0    

   B*81 2 (1,2) 0    

   TOTAL  170 120    
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ABSTRACT 
Natural killer (NK) cells play pivotal roles in immune responses against infection with 
viruses such as hepatitis C virus (HCV) and killer cell immunoglobulin-like receptors 
(KIRs) are related to the activation and inhibition of NK cells. The aim of this study was 
to investigate the possibility that KIR genes and HLA ligands influence progression to 
cirrhosis in patients infected with hepatitis C. A total of 145 Brazilian patients with 
confirmed chronic hepatitis C were evaluated. Genotyping of KIR and human leukocyte 
antigen (HLA) genes was performed by polymerase chain reaction with sequence-
specific oligonucleotide probes. The HLA-C2 ligand was more frequent in patients than 
healthy controls (74.5% vs 64.3% P= 0.04; OR= 1.6; 95%IC=1.03-2.52 respectively). 
The HLA-C1C2 genotype was more frequent in the patients with advanced fibrosis or 
cirrhosis (F3-F4 group) than F0-F2 group (61.6% vs 44.7% P=0.06 respectively), and 
also was more frequent in the F4 group than F0-F3 group (65.7% vs 46.7%; P= 0.05; 
OR=2.19; 95%IC=1.01-4.73 respectively). The contribution of NK and KIR to the 
development of liver damage in patients chronically infected has to be further 
investigated.  
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ABBREVIATIONS 
KIR Killer immunoglobulin-like receptor 
HCV Hepatitis C virus 
HLA Human leukocyte antigen 
HIV Human immunodeficiency virus 
HBV Hepatitis B virus 

INTRODUCTION 

Hepatitis C virus (HCV), first described in 1989, is a human hepatotropic virus 

that belongs to the Flaviviridae family [1,2]. Most patients with HCV infection progress 

to chronic disease, which can lead to liver fibrosis and the subsequent occurrence of 

cirrhosis and hepatocellular carcinoma [3]. 

Several studies have demonstrated that the immunological response to HCV 

infection involves both the innate and adaptive immune systems; however, the 

mechanisms responsible for the onset and progression of hepatic lesions during chronic 

hepatitis C are not fully understood.  Natural killer cells (NK) are crucial components of 

innate response and accumulated evidence suggests that NK cells play an important role 

not only in host defense against pathogens in the liver but also in liver injury and repair 

[6-8].  

The function of NK cells is regulated by a fine balance of inhibitory and 

activating signals, which are mediated by a diverse array of cell-surface receptors which 

include the killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR) [6,9]. These receptors can 

inhibit or activate NK cells and the difference between both is mainly in the 

intracytoplasmatic tail. The inhibitory receptors have a long tail with an 

immunoreceptor tyrosine inhibitory motif, whereas the activating receptors have a short 

tail without this motif but with the capacity to interact with activating adaptor proteins 

such as DAP12 [10,11]. The KIRs specifically recognize human leukocyte antigen 
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(HLA) class I present on target cells, and Bw4 and distinct allotypes of HLA-C (C1 and 

C2 groups) are the predominant ligands for most KIR [12]. 

In humans, KIRs are encoded by a cluster of genes located in the leukocyte 

receptor complex on chromosome 19q13.4. At least 15 KIR genes have been thus far 

characterized, of which 9 are NK cell inhibitory (KIR2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 

2DL5A, 2DL5B, 3DL1, 3DL2, 3DL3), 6 are activating (KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 

2DS5, 3DS1), and 2 are pseudogenes (KIR2DP1, 3DP1) [13,14]. Based on the genetic 

content and pattern of segregation at the population level, KIR haplotypes are divided 

into two groups, A and B, which differ in number and kind of KIR genes. Common to 

both groups of haplotypes are the ‘framework genes’: KIR3DL2, 3DP1, 2DL4, and 

3DL3 [13-15]. 

Recently, studies have shown the important influence of KIR genes and ligands 

favoring the viral clearance in HCV infection, [16,17] but little is known on the role of 

these genes in liver damage and progression to cirrhosis in patients chronically infected. 

The aim of the present study was therefore to investigate the KIR genes and HLA 

ligands and their possible association with progression of hepatitis C. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Study population  

In the period of 2004, September  to 2009, January were collected samples of 

761 patients infected by the HCV attended at Internal Medicine Department, 

Gastroenterology Division, Botucatu Medical School, São Paulo State University, 

UNESP, Botucatu, SP, Brazil (22º53'09" S; 48º26'42" W).The patients were carefully 

selected and from those, only 145 unrelated patients were included in this study. 

Inclusion criteria were: the presence of chronic hepatitis C with persistence of RNA-
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HCV in the serum confirmed by molecular assays and by liver biopsies, and infection 

only by the genotype 1. A total of 616 patients were excluded of this study by the 

following exclusion criteria: human immunodeficiency virus (HIV) positive serology or 

hepatitis B virus (HBV) co-infection, presence of other hepatic diseases, presence of 

other virus genotypes and history of antiviral therapy before liver biopsy.  

In Addition, 289 unrelated healthy individuals from Southern Brazil, more 

precisely from the north and the northwest area of the state of Paraná (N/NW Paraná) 

registered as bone marrow donors by the Maringá Regional Hemocenter (Rudinick et 

al., 2008) were used as control and were compared to HCV patients (case-control 

study). The Brazilians form one of the most heterogeneous populations in the world 

and, at an individual level, skin color and physical evaluation is a poor predictor of 

genomic African ancestry [20]. So the individuals were considered to be a mixed ethnic 

group. The study protocol was approved by the Ethics Committee for Research 

Involving Human Beings of the Maringa State University, Maringá, Paraná, Southern 

Brazil, and all subjects provided written consent to participate in the study. 

Liver biopsy 

The biopsies in all patients were carried out using the technique of Menghini or 

with Tru-Cut needle to determine the degree of fibrosis and progression of infection. 

The fragments were analyzed when at least eight portal spaces were present and were 

stained with hematoxylin and eosin, masson trichrome and reticulin stain. The hepatic 

biopsies were analyzed by a pathologist using the METAVIR score: F0 - no fibrosis, F1 - 

portal fibrosis without septa, F2 - portal fibrosis and few septa, F3 – numerous septa without 

cirrhosis and F4 – cirrhosis [18]. The patients were stratified into two subgroups according 

to the fibrosis stage: absence of fibrosis or mild fibrosis (F0-F2, n=85) and advanced 

fibrosis or cirrhosis (F3-F4, n=60).  
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HCV Genotyping 

The HCV genotype was defined by the reverse line probe assay (INNOLIPA 

v.1.0, Innogenetics, Ghent, Belgium) according to the manufacturer’s instructions. This 

genotyping was preceded by the extraction of RNA viral present in the plasma of the 

patient, followed by a Reverse-Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

(Amplicor HCV test, version 2.0, Roche Diagnostic Systems, Branchburg, NJ), 

according to the manufacturer’s instructions. 

DNA extractionGenomic DNA was isolated from 250uL of peripheral blood 

using NeoIsocolumn Kit (One Lambda Inc., San Diego, CA) or purelink® (Invitrogen, 

USA) according to the manufacturer’s instructions. 

KIR and HLA class I genotyping  

The following KIR genes: KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, 

KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5,  

KIR3DS1, KIR2DP1 and KIR3DP1 and the HLA class I (HLA-A,- B,- C) were 

genotyped by polymerase chain reaction with sequence specific oligonucleotide  probes 

protocols (PCR-SSO) using the Luminex 100 xMAP flow cytometry dual-laser system 

(One Lambda Inc.), followed by flow analysis using a LABScan_ 100 flow analyzer. 

KIR2DS4 

The two major full-length subtype and deleted forms of KIR2DS4 also were 

analyzed by PCR-SSO.  The doubtful result samples were confirmed by an in house 

polymerase chain reaction with sequence specific primers (PCR-SSP). The specific 

primers for the gene KIR2DS4 were made according to the recommendations of Martin 

et al. [19]. After PCR processing, the amplified DNA fragments were separated by 

2,5% agarose gel electrophoresis for 30 minutes at 70 Volts, and subsequently, for 2 
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hours at 100 Volts. The primer pairs amplified a 219-bp product in exon 5 if the full-

length gene was present and a 197-bp product if the deletion variant was present.  

Statistical analysis  

KIR and KIR-HLA ligand frequencies were obtained by direct counting. To 

compare the distribution of frequencies the dates were organized in contingency tables, 

and the values were compared using a Chi-square with Yates correction or Fisher’s 

exact test. Odds ratios (OR) with 95% confidence intervals (95% CI) were also 

calculated. The analyses were carried out using SISA online statistics 

(http://home.clara.net/sisa/two2hlp.htm). P values <0.05 were considered statistically 

significant. 

 

RESULTS 

Patients’ characteristics  

The patients’ characteristics relative to age, gender, risk factors, duration of infection 

and degrees of fibrosis according to METAVIR score are summarized in table 1.  

KIR genes and HLA ligands frequencies  

First, the patients were stratified into individuals with absence of fibrosis or mild 

fibrosis (F0-F2, n=85) and individuals with advanced fibrosis or cirrhosis (F3-F4, n=60) 

and the comparison of KIR genes and HLA ligands was evaluated between F0-F2 and 

F3-F4. Next, the patients with cirrhosis (F4 stage, n=38) were separated and compared 

with patients without cirrhosis (F0-F3 stage, n=107). Furthermore, all patients were 

compared with unrelated healthy controls. 

The HLA class I allele ligands of KIR (HLA C1, C2, Bw4 and A3/A11) were 

analyzed in all groups. The HLA-C2 was more frequent in the patients than in healthy 

controls (74.5% vs 64.3% P= 0.04; OR= 1.6; 95%IC=1.03-2.52 respectively). The HLA 

C1 and C2 ligand genotypes were also analyzed and the heterozygote HLA-C1C2 
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genotype showed a trend being more frequent in the F3-F4 group when compared with 

the F0-F2 group (61.6% vs 44.7%; P=0.06, OR 1.98, IC 1.02-3.9 respectively). It was 

also more frequent in the patients with liver cirrhosis (F4) when compared with patients 

without cirrhosis (F0-F3) (65.7% vs 46.7%; P= 0.05; OR=2.19; 95%IC=1.0-4.7 

respectively). The frequency distribution of HLA ligands genotypes is shown in figure 

1. 

The Bw4 molecules were divided into two groups on the basis of whether 

isoleucine or threonine was present at position 80 (Bw4-80Ile and Bw4-80Thr, 

respectively) and were analyzed in all patients and controls. The Bw4-80Ile showed a 

trend being less frequent in the group with liver cirrhosis (F4) when compared with the 

patients without cirrhosis (39.5% vs 56.1%,P=0.09; OR=0.51; 95%IC=0.24-1.0) (dates 

not shown).  

With respect to KIR genes, no association between the 16 KIR genes and 

susceptibility to HCV, progression to fibrosis or cirrhosis was observed. Likewise, the 

distribution of KIR2DS4 forms (the full-length gene, the deletion variant or both) was 

similar in all groups and the deleted variant of KIR2DS4 was the most frequent in all 

groups. Although the difference did not reach statistical significance, in the analysis of 

KIR2DL2 and KIR2DL3 homozygotes and heterozygotes was observed a low frequency 

of the KIR2DL3/KIR2DL3 genotype in F3-F4 group (46.7%) when compared with F0-

F2 group (57.7%) (dates not shown).  

In the analysis of the interactions between activating and inhibitory KIR loci and 

HLA class I ligands (KIR2DL1 and its ligand C2; KIR2DL2 with C1; KIR2DL3 with 

C1; KIR3DL1 with Bw4; KIR3DL1 with Bw4-80Ile; KIR3DL1 with Bw4-80Thr; 

KIR3DL2 with A3 and/or A11; KIR2DS1 with C2; KIR2DS2 with C1; KIR3DS1 with 
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Bw4; KIR3DS1 with Bw4-80Ile and KIR3DS1 with Bw4-80Thr) none receptor-ligand 

pair was associated with susceptibility or progression of disease.  

Furthermore patients were identified as KIR AA, AB, or BB haplotypes on the 

basis of the multiple KIR genes they possessed. The KIR AA was the most frequent 

haplotype in all groups (33.1% in total of patients, 39.2% in F3-F4 group, 33.3% in F0-

F2 group, 34.2 in F4 group, 32,7% in the F0-F3 group and 33.2% in the unrelated 

healthy controls), but no significant differences in the distribution of haplotypes 

frequencies were observed. 

 

DISCUSSION 

Mortality associated with chronic hepatitis C results mainly from the 

development of liver fibrosis and the subsequent occurrence of cirrhosis with 

complications such as hepatocellular carcinoma [3]. It has been shown that there is no 

relationship between viral load or genotype and fibrosis. Nevertheless, evidences 

suggest that host immune factors, were ones that correlate with fibrosis progression in 

HCV. [21,22].  

The NK cells represent a fundamental component of the innate immune system. 

The repertoire of NK cells is extensive in the liver [23] and cytolitic activity seems to 

have an inverse association with liver fibrosis stage, suggesting that the presence of 

cytolitic active peripheral NK cells may be protective against liver disease progression 

[24]. NK cells likely to play pivotal roles in immune responses against hepatitis C virus 

infection and the KIRs are the major group of receptors that modulated NK function.  

An important association seems to involving KIR2DL3 gene. Romero et al. [25] 

reported an association between KIR2DL3/2DL3 and its ligand HLA-C1/C1 and 

spontaneous HCV clearance. Khakoo et al. [16] also suggested that the genotypic 
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combination of KIR2DL3 with HLA-C1 was protective in terms of spontaneous 

clearance of the virus in individuals infected with low-dose viral inoculums. They 

hypothesized that this KIR-ligand pair could be protective because it had a weak 

inhibitory function that was easily overridden by activating signals. In the hierarchy of 

KIR2DL-molecule-mediated inhibition, KIR2DL3/HLA-C1C1 appears to confer weaker 

inhibitory responses, while KIR2DL1 with C2C2 is at the top of the list of the genes 

with the highest inhibitory power [26]. 

Khakoo et al. [16] also demonstrate that KIR2DL2 seems to counteract 

KIR2DL3/HLA-C1C1 protection. Another study found the presence of KIR2DL2 

associated with viral clearance [27]. A recent study with intravenous drug users found a 

significant association between the presence of the inhibitory receptors KIR2DL2 and/or 

KIR2DL3 and the HLA-C1 homozygous genotype together with the activating receptor 

KIR2DS4 in the protection from HCV infection [28].  

It has become clear that the KIR genes and the strength of HLA-KIR interactions 

has functional significance and can influence disease susceptibility and all these 

observations suggest that NK activation enhances HCV clearance. 

 Most studies analyzed KIR genes and viral clearance; however there were no 

studies that analyzed KIR genes and progression of the disease and liver damage in 

chronically infected patients. In the present study the patients were carefully selected to 

form a homogeneous group in terms of HCV genotype and absence of viral co-

infections. The data did not show any significant association at 5% level between 

inhibitory or activating KIR and susceptibility to HCV, progression to fibrosis or 

cirrhosis. Nonetheless, the frequency of the genotype KIR2DL3/ KIR2DL3 was higher 

in F0-F2 group (57.7%) when compared with F3-F4 group (46.7%). This was observed 

only for KIR2DL3/KIR2DL3 but not for KIR2DL3/HLA-C1 interaction (the frequencies 
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of KIR2DL3/KIR2DL3 with HLA-C1 were similar in both groups). Although the 

statistical power of the study was insufficient to confirm this association, the result 

might be an indication that KIR2DL3 homozygote genotype can be important not only 

for spontaneous clearance, as previously observed, but also for protection against liver 

disease injury and must be better investigated. 

With respect to the distribution of HLA-C ligands, the HLA-C2 was more 

frequent in the patients than in healthy controls (74.5% vs 64.3% P= 0.04; OR= 1.6; 

95%IC=1.03-2.52 respectively). Khakoo et al. [16] reported a higher frequency of 

HLA-C2C2 genotype among patients with persistent infection and a higher frequency of 

HLA-C1C1 in individuals with resolved infection. The HLA-C2C2 and HLA-C1C1 

genotypes did not show association, however the heterozygote HLA-C1C2 genotype 

was more frequent in individuals with advanced fibrosis or cirrhosis when compared 

with patients without fibrosis or mild fibrosis (61.6% vs 44.7%; P=0.06, OR 1.98, IC 

1.0-3.9 respectively) and more frequent in cirrhotic patients than non cirrhotic (65.7% 

vs 46.7%; P= 0.05; OR=2.19; 95%IC=1.0-4.7 respectively). The finding that 

heterozygosity for the HLA-C1 and C2 genotype may be important in the disease may 

reflect the particularly delicate balance in immune responsiveness in the patients 

chronically infected. With respect to the HLA-B Bw4 ligands a trend towards a higher 

frequency of Bw4-80Ile in patients without liver cirrhosis was observed. (dates not 

shown).  

Several case/control studies have reported an association between the 

presence/absence of specific KIRs and disease progression following infection with 

some oncogenic viruses [29]. The activating receptor KIR3DS1 was found significantly 

more frequent in cervical intraepithelial neoplasia 3 (CIN/3) cancer cases in comparison 

to healthy controls [30]. Conversely, in HIV infection, it was described a significant 
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association between KIR3DS1 and HLA-Bw4 alleles with protection from AIDS 

progression [31]. Recently, López-Vázquez et al. [32] in a research realized in Spain, 

found that the HLA-B Bw4-80Ile epitope and the KIR3DS1 gene had a protective effect 

against the development of hepatocellular carcinoma in patients infected with hepatitis 

C, especially in those with minimal liver damage. In contrast, Paladino et al. [17] found 

an increased frequency of two copies of KIR3DS1 and HLA-Bw4 in cirrhotic patients 

infected with hepatitis C. These finds suggest that KIR3DS1 seems to be important on 

the progress of infectious diseases; however the results are still contradictories. In the 

present study no associations were found between KIR3DS1/ HLA-Bw4 genotypes and 

the progression of HCV infection.  

 

 

CONCLUSION 

Significant association with KIR genes to cirrhosis progression in patients with 

chronic hepatitis C was not found, although KIR2DL3/KIR2DL3 genotype was more 

frequent in F0-F2 patients, HLA-C2 was more frequent in patients than healthy 

controls, HLA B Bw480Ile was more frequent in non cirrhotic patients and HLA C1C2 

genotype was more frequent in F3-F4 and F4 patients. The contribution of NK and KIR 

to the development of liver damage in chronically infected patients have to be further 

investigated, mainly in large cohorts. 
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TABLES 
 
Table 1 Clinical and demographic features of patients with chronic hepatitis C attended 
in the Department of Internal Medicine, Gastroenterology Division, Botucatu Medical 
School, to September of 2004 to January of 2009, N=145. 

*Tattoo, surgeries, occupational exposition, homosexuals or promiscuous sexual 
behavior and unknown risk factor. 
**Duration of infection was calculated only for 90 patients (F0=4, F1=25, F2=24, 
F3=16 and F3=21) to 55 patients the duration of infection is unknown. 
***METAVIR score: F0 - no fibrosis, F1 - portal fibrosis without septa, F2 - portal 
fibrosis and few septa, F3 – numerous septa without cirrhosis and F4 – cirrhosis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
PARAMETROS CLÍNICOS 

Pacientes 
N=145 

F0-F2 
N=85 

F3-F4 
N=60 

F4 
N=38 

Idade (média ± SD) 
Sexo n (%) 

43,4±10,4 39,8±9,3 48,6±9,8 50,0±9,53 

Masculino 112 (77,3) 67 (78,8) 45 (75,0) 17 (71,1) 
Feminino 33 (22,7) 18 (21,2) 15 (25,0) 11 (28,9) 

Fatores de Risco n (%)     
Transfusão 36 (24,8) 17 (20,0) 19 (31,7) 10 (26,3) 
Uso de drogas injetáveis 24 (16,6) 22 

(25,9) 
2 (3,3) 2 (5,3) 

Uso de gluconergan 22 (15,2) 10 (11,7) 12 (20,0) 6 (15,8) 
Uso de cocaína inalada 5 (3,4) 2 (2,4) 3 (5,0) 3 (7,9) 
*Outros 58 (40,0) 34 (40,0) 24 (40,0) 17 (44,7) 

**Tempo de infecção (média ± SD) 21,8±8,3 19,2±6,9 25,7±8,7 27,8±9,6 
***Classificação METAVIR n (%)     

F0 7 (4,8) 7 (8,2) - - 
F1 43 (29,7) 43 (50,5) - - 
F2 35 (24,1) 35 (41,2) - - 
F3 22 (15,2) - 22 (36,7) - 
F4 38 (26,2) - 38 (63,3) 38 (100) 
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Figure 1 HLA-C ligand (C1,C2) genotype frequencies in the patients with chronic 
hepatitis C. 
 

 
 
F3-F4 (advanced fibrosis or cirrhosis) vs F0-F2 (absence of fibrosis or mild fibrosis) 
F4 (cirrhosis) vs F0-F3 (absence of cirrhosis). 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 

 

75

Artigo: “ INFLUÊNCIA DOS ALELOS HLA DE CLASSE I E II NA RESPOSTA AO 
TRATAMENTO COM INTERFERON ALFA PEGUILADO E RIBAVIRINA EM 
PACIENTES COM HEPATITE C CRÔNICA” 

 
 

Título: Influência dos alelos HLA de classe I e II na resposta ao tratamento com 
Interferon-alfa peguilado e Ribavirina em pacientes com hepatite C crônica 
 
Amanda Vansan Marangon1, Giovanni Faria Silva2, Camila Fernanda Verdichio de 
Moraes3, Rejane Maria Tomasini Grotto3, Maria Inês De Moura Campos Pardini3, 
Dayse Sousa De Pauli4, Ana Maria Sell1, Ricardo Alberto Moliterno1. 
 
1 Immunogenetics Laboratory, Department of Clinical Analysis, Maringá State 
University, UEM, Maringá-PR, Brazil. 
2 Gastroenterology Division, Department Internal Medicine, Botucatu Medical School, 
São Paulo State University,UNESP, Botucatu-SP, Brazil. 
3Molecular Biology Laboratory of Blood Transfusion Center, Botucatu Medical School, 
São Paulo State University, UNESP,  Botucatu-SP, Brazil 
4 Clinical Hospital of Londrina, Londrina State University, UEL, Londrina-PR, Brazil. 
 
PALAVRAS-CHAVE: HLA, hepatite C, Interferon, Ribavirina 
 
CORRESPONDÊNCIA 
Dr. Ricardo Alberto Moliterno 
Laboratório de Imunogenética 
Departamento de Análises Clínicas 
Universidade Estadual de Maringá Av. Colombo, 5790 
Maringá, PR 87020-900 
Brazil 
Tel: +55 44 3011 4864 
Fax: +55 44 3011 4931 
e-mail: ramoliterno@uem.br 
 

Resumo 
O objetivo deste estudo foi determinar a influência dos alelos HLA em portadores 
crônicos do vírus da hepatite C, e analisar o possível papel desses genes na resposta ao 
tratamento com interferon-alfa peguilado mais ribavirina. Para tanto, 144 pacientes 
brasileiros infectados com o genótipo 1 do vírus foram tratados com Interferon-alfa 
peguilado na dose de 1,5ug/Kg em associação com Ribavirina na dose de 1000mg, se 
peso menor que 75Kg, e 1250mg, se peso maior que 75Kg, por 48 semanas. Os 
pacientes não possuíam infecções concomitantes pelo HBV e HIV e/ou doenças 
hepáticas, não realizaram tratamento antiviral prévio e foram acompanhados por mais 
de 6 meses após término do tratamento para garantir a resposta virológica sustentada. 
Os pacientes foram classificados de acordo com a resposta ao tratamento em 
respondedores, não respondedores e recidivantes. As tipificações dos alelos HLA de 
classe I e classe II foram realizadas pela técnica de PCR-SSO, plataforma Luminex. Foi 
encontrada associação entre resposta virológica sustentada e o alelo DQB1*03 (62,3% 
vs 40,6% P=0,03; OR=2,4; 95% IC=1,14-5,0). Conclui-se que os antígenos HLA 
podem influenciar positivamente a resposta ao tratamento com interferon-alfa peguilado 
e ribavirina. 
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INTRODUÇÃO 

A combinação de Interferon convencional ou peguilado mais Ribavirina 

ministrado por 24 ou 48 semanas respectivamente, é o tratamento de escolha para 

pacientes com hepatite C.1,2 O principal objetivo da terapia é a erradicação do vírus, 

porém, as taxas de resposta ao tratamento variam bastante entre os indivíduos 

infectados. A eficácia na terapia depende de diversos fatores virais e individuais. Entre 

os fatores relacionados ao vírus, o genótipo viral parece ser o mais importante, no qual 

indivíduos infectados com os genótipos 2 e 3 adquirem resposta virológica sustentada 

(RVS) em 76 a 82% dos casos; já nos indivíduos infectados com genótipo 1, a RVS é 

alcançada somente em aproximadamente 42-46% dos casos.1,3 

Desde que o tratamento com Interferon-alfa e Ribavirina envolve a resposta 

imune do hospedeiro e as moléculas HLA são proteínas importantes na ativação e 

apresentação de antígenos aos linfócitos T,4,5 parece interessante avaliar se os genes 

HLA influenciam a resposta ao tratamento. Os alelos HLA têm sido notadamente 

associados à eliminação viral espontânea e a proteção a progressão da hepatite C.6-11 

Quanto à resposta ao tratamento, alguns estudos têm sido realizados, porém com dados 

ainda inconsistentes, com amostras heterogêneas, e escassos em populações brasileiras. 

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influência dos alelos 

HLA de classe I e II na resposta ao tratamento com terapia combinada de Interferon-alfa 

peguilado e Ribavirina em pacientes infectados cronicamente com o genótipo 1 do 

VHC. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS:  

Seleção dos pacientes  
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No período de Setembro de 2004 a Janeiro de 2009 (±5 anos e 4 meses) foram 

coletadas amostras de 761 pacientes infectados pelo vírus da hepatite C atendidos no 

Departamento de Medicina Interna -Divisão de Gastroenterologia Clínica da Faculdade 

de Medicina de Botucatu-UNESP, Botucatu, SP, Brasil (22º53'09" S; 48º26'42" W). Os 

pacientes foram criteriosamente selecionados, sendo incluídos apenas 144 pacientes no 

estudo. Os critérios de inclusão foram: presença de infecção crônica por VHC 

caracterizada pela persistência de VHC-RNA no soro por testes moleculares e por 

biópsia de fígado, e infecção somente pelo genótipo 1 do vírus da hepatite C. Os outros 

616 pacientes foram excluídos do estudo por apresentarem sorologia positiva para o 

vírus da hepatite B (HBV) ou para o vírus da imunodeficiência humana (HIV), presença 

de outras doenças hepáticas, presença de outros genótipos do vírus e/ou tratamento 

antiviral prévio. As informações clínicas dos pacientes foram coletadas do prontuário do 

paciente. O protocolo de estudo foi aprovado pelo comitê de ética da Universidade 

Estadual Paulista, Botucatu e todos os pacientes selecionados assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido. 

Tratamento 

O tratamento dos pacientes foi realizado com Interferon-alfa peguilado na dose 

de 1,5ug/Kg em associação com Ribavirina na dose de 1000mg, se peso menor que 

75Kg,  e 1250mg, se peso maior que 75Kg. Todos os pacientes realizaram tratamento 

por 48 semanas e foram acompanhados por mais de 24 semanas após término do 

tratamento para garantir a resposta virológica sustentada (RVS). Os pacientes que não 

seguiram corretamente o protocolo de medicação foram excluídos do estudo. Os 

pacientes foram classificados em 3 grupos de acordo com a resposta ao tratamento. O 

primeiro grupo (RVS) foi formado por 53 pacientes com resposta virológica sustentada 

(pacientes com RNA viral indetectável 24 semanas após o término do tratamento); o 
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segundo grupo foi constituído por 64 pacientes não respondedores (NRS) com RNA 

viral detectável na 48ª semana de tratamento; e o terceiro grupo foi formado por 27 

pacientes denominados recidivantes (REC; pacientes que apresentaram RNA viral 

indetectável na 48ª semana, porém na 12ª ou 24ª semana pós término do tratamento 

apresentaram RNA viral no soro).  

Genotipagem do VHC 

A genotipagem do VHC foi definida pela técnica reverse line probe assay 

(INNOLIPA v.1.0, Innogenetics,Ghent,Belgium), segundo as instruções do fabricante. 

Essa genotipagem foi precedida pela extração do RNA viral presente no plasma do 

paciente, seguida de uma Reverse-Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-

PCR), realizadas pelo kit Amplicor VHC test version 2.0 (Roche Diagnostic Systems, 

Branchburg, N.J), também seguindo as instruções do fabricante.  

Extração do DNA genômico 

O DNA genômico foi extraído a partir de 250uL de sangue venoso periférico 

coletado em tubo contendo EDTA, utilizando o kit NeoIsocolumn (One Lambda Inc., 

San Diego, CA) de acordo com as instruções do fabricante. 

Tipagem HLA 

Após o ajuste da concentração, as tipagens dos alelos HLA (HLA-A*, -B*, -C*, 

-DRB1*, -DQA1* e –DQB1*) foram realizadas pela técnica polymerase chain reaction-

sequence specific oligonucleotides (PCR-SSO, One Lambda®, Canoga Park, CA, USA), 

na qual o produto amplificado foi hibridizado com microesferas ligadas a sondas 

específicas para os alelos HLA (One Lambda®, Canoga Park, CA, USA). As leituras das 

reações foram realizadas em um citômetro de fluxo que utiliza a tecnologia Luminex 

(One Lambda®), a qual por meio de lasers detecta qual pérola (ligada a uma sonda) se 
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ligou ao DNA amplificado, e organizadas pelo programa de computador Labscan®. As 

amostras foram analisadas pelo programa (programa HLA FusionTM, One Lambda). 

Estatística 

As comparações das freqüências alélicas, obtidas por contagem direta, foram 

analisadas em tabelas de contingência pelo teste do qui-quadrado com correção de Yates 

e/ou pelo Teste de Fisher quando necessário. Valores de Odds Ratio com 95% de 

intervalo de confiança também foram calculados. Quando necessário os valores de P 

significativos (P<0,05) foram corrigidos para o número de alelos encontrados em cada 

loco (Pc; Correção de Bonferroni). As análises estatísticas foram realizadas pelo 

programa SISA statistics (http://home.clara.net/sisa/two2hlp.htm). A fase gamética dos 

alelos dos diferentes locos analisados não é conhecida, pois não foi feita análise de 

segregação em famílias. A determinação dos haplótipos e o cálculo de suas freqüências 

foram realizadas pelo teste de verossimilhança, utilizando o Programa estatístico 

Arlequin12.    

 

RESULTADOS 

Características dos pacientes 

As análises demonstraram que as distribuições das proporções das frequências 

genotípicas na população estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg. As características da 

população de estudo referentes a idade, gênero, fatores de risco e tempo de infecção são 

apresentadas na Tabela 1. 

Alelos HLA de classe II 

Comparações entre os alelos HLA de classe II nos 3 grupos demonstrou uma 

freqüência estatisticamente mais alta de DRB1*11 no grupo RVS quando comparada ao 

grupo NRS (39,6% vs 15,6% P=0,0065; Pc=0,0845, OR=3,54; 95% IC= 1,4-8,4) e ao 
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grupo REC (39,6% vs 11,1% P=0,0098; Pc=0,1274; OR= 5,2; 95% IC 1,4-19), porém, 

após correção de Bonferroni, o valor de P perdeu significância. Além de DRB1*11, o 

alelo DRB1*13 também foi mais freqüente no grupo RVS que no grupo NRS, embora 

não estatisticamente significante (37,7% vs 20,3% P=0,06). Por outro lado, essa 

tendência não foi observada quando comparados RVS versus REC. Em relação ao loco 

DQB1, indivíduos com RVS apresentaram freqüências maiores de DQB1*03 que 

indivíduos NRS (62,3% vs 40,6% P=0,03; OR=2,4; 95% IC=1,14-5,0). As freqüências 

dos alelos HLA de classe II estão apresentadas na Tabela 1. 

 Alelos HLA de classe I  

Pacientes NRS apresentaram baixa freqüência do alelo HLA-A*31 quando 

comparados com o grupo REC (1,5% vs 14,8% P=0,02; OR=0,09; 95% IC=0,009-0,85) 

e com o grupo RVS (1,5% vs 11,3% P=0,04; OR=0,12; 95% IC=0,01-1,0). Porém, após 

correção de Bonferroni o valor de P perdeu a significância (Pc=0,34 e Pc=0,68, 

respectivamente).  O grupo de RVS, por sua vez, apresentou uma tendência, de menor 

frequência do alelo HLA-C*05 quando comparado com o grupo NRS (9,4 vs 23,4%, 

P=0,05). Não foram encontradas associações entre os alelos do locus HLA-B e os 

diferentes grupos de resposta ao tratamento (dados não mostrados). 

Haplótipos 

Em relação aos haplótipos, o haplótipo HLA-DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 

foi significantemente mais freqüente em pacientes RVS (37,7%) quando comparados 

aos NRS (12,5%) (P=0,003; Pc=0,066; OR=4,24; 95% IC=1,6-10,7). (dados não 

mostrados). 

 

 DISCUSSÃO 
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 Em diversos países da Europa, nos Estados Unidos, na China e na Índia estudos 

avaliando a distribuição dos genótipos em amostras VHC positivas demonstrou que o 

genótipo 1 foi responsável pela maioria das infecções.13-19  No Brasil, o genótipo 1 do 

VHC aparece com predominância sobre os genótipos não-1 em algumas regiões.20-22 O 

tratamento com interferon-alfa peguilado mais ribavirina é eficaz nos indivíduos 

infectados com os genótipos 2 e 3 do vírus da hepatite C, porém a resposta virológica 

em indivíduos infectados com o genótipo 1 é peculiar, apresentando baixas taxas de 

RVS.1,2 Está claro que fatores virais, como o genótipo, influenciam diretamente a 

resposta terapêutica. Entretanto, em pacientes que iniciam o tratamento pela primeira 

vez, os fatores relacionados ao hospedeiro parecem ter papel principal em determinar os 

resultados da resposta terapêutica.23 Os Interferons e a Ribavirina, além das 

propriedades antivirais diretas, possuem também propriedades imunomodulatórias, que 

contribuem para o efeito antiviral por envolver outras células que não as infectadas.24 

Uma das propriedades imunomodulatórias dos interferons tipo I (que incluem o 

interferon alfa) é a ativação e maturação das células dendríticas, levando a um aumento 

na expressão de moléculas HLA. Também podem regular várias quimiocinas, receptores 

de quimiocinas e moléculas co-estimulatórias que estimulam a resposta de linfócitos 

TCD4+ e TCD8+ e modulam a resposta de linfócitos T por promover a diferenciação 

em Th1. Assim, a resposta imunológica induzida pela terapia com interferon-alfa 

peguilado mais ribavirina pode ter influência na eliminação imunológica do vírus.4 

No presente trabalho, o alelo DRB1*11 foi associado a melhor resposta ao 

tratamento, sendo mais freqüente no grupo de respondedores quando comparados aos 

não respondedores e também aos recidivantes porém, após correção de Bonferroni 

perdeu significância. Diversos estudos têm demonstrado que o alelo HLA-DRB1*11 

parece ter influência no curso da hepatite C.26-28 Esse alelo tem sido fortemente 
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associado à eliminação viral espontânea e a maior resistência a desenvolver infecção 

crônica pelo VHC em diversos países29-30. Em relação à influência na resposta ao 

tratamento, porém, não há muitos relatos. Em um estudo realizado com descendentes de 

italianos, foram encontradas frequências maiores de DRB1*11 em pacientes com 

resposta sustentada a monoterapia com interferon-alfa, porém, sem significância 

estatística.31  

O alelo DQB1*03 também foi associado positivamente à resposta ao tratamento, 

sendo mais freqüente no grupo RVS quando comparado ao grupo de NRS. Em um 

estudo realizado no Reino Unido foi observada associação de DQB1*03 com melhor 

defesa antiviral em pacientes infectados com VHC e tratados com inferferon-alfa mais 

ribavirina.32 Em outro estudo também foram encontradas altas frequências de DQB1*03 

em pacientes com resposta ao tratamento com interferon, porém, sem significância 

estatística.33 O alelo DQB1*03 está em forte desequilíbrio de ligação com DRB1*11 e 

tem sido descrito conjuntamente com DRB1*11 como alelo de associação a eliminação 

viral espontânea.34,35 É interessante ressaltar que o alelo DQB1*03 só se apresentou 

mais freqüente no grupo de respondedores quando comparado ao grupo de não 

respondedores, não havendo diferença nas freqüências de DQB1*03 entre 

respondedores (62,2%) e recidivantes (48,1%).  

O envolvimento dos alelos HLA nos resultados da infecção pelo VHC na 

ausência de terapia antiviral é, na maioria das vezes, relacionado à habilidade das 

moléculas HLA em modular a ativação dos linfócitos T. Desde que a terapia com 

Interferon também age por estimular linfócitos T, o fato de DRB1*11 e DQB1*03 

estarem associados à eliminação viral espontânea e também a melhor resposta ao 

tratamento é plausível, pois é possível que o perfil genético dos pacientes que 
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respondem ao tratamento seja provavelmente semelhante ao daqueles pacientes com 

infecção auto-limitada ou que evoluem para formas mais brandas da doença. 

Além destas associações, foi encontrada maior frequência do alelo DRB1*13 

nos indivíduos respondedores que nos não respondedores, porém sem significância 

estatística (P=0,06). Contrastante com esse resultado, em um estudo realizado na 

Turquia com pacientes infectados cronicamente, foi observada associação entre 

DRB1*13 e não resposta ao tratamento com interferon-alfa-2b.36  

Em relação aos alelos HLA de classe I, os indivíduos NRS apresentaram menor 

frequência do alelo A*31 quando comparado aos indivíduos com RVS e aos 

recidivantes; porém, após correção de Bonferroni, o valor de P perdeu a significância. 

 Apesar de terem sido realizados alguns estudos avaliando a influência do HLA 

na resposta ao tratamento, os resultados são conflitantes. Em um estudo realizado com 

pacientes japoneses foi observada associação entre o grupo HLA-DR4 e não resposta ao 

tratamento com interferon-alfa.37 Similarmente, na China encontraram associação de 

DRB1*04 com não resposta em pacientes infectados com o genótipo 1b do VHC e 

tratados com Interferon-alfa e ribavirina.38 Em contraste, no Canadá, o alelo 

DRB1*0404, foi relacionado a melhor resposta ao tratamento com interferon-alfa.39  

Quanto aos alelos HLA de classe I, na Croácia foi observada associação de C*07 

com RVS a terapia com interferon-alfa.40 Em um estudo com pacientes japoneses foi 

encontrada associação de HLA-B55, B62, Cw3 e Cw4 com melhor resposta ao 

tratamento com interferon-alfa.41 Em Taiwan os alelos A*11, B*51, C*15 e DRB1*15 

foram relacionados a  resposta sustentada ao tratamento com interferon-alfa e, o alelo 

A*24, a não resposta.42 Quanto a haplótipos, o haplótipo DRB1*07:01-DQA1*02:01-

DQB1-02 foi associado com resposta a interferon-alfa na Polônia.43 
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Essa ausência de consenso talvez possa ser explicada por variações na 

metodologia de cada estudo, tais como mistura de genótipos virais nas análises, 

diferentes critérios ou diagnósticos de resposta ao tratamento, diferenças étnicas, bem 

como pequeno número de amostras. Além disso, alguns estudos avaliaram pacientes 

tratados somente com interferon-alfa (monoterapia) enquanto outros avaliaram 

pacientes tratados com terapia combinada com Ribavirina, e quase não há estudos com 

o interferon-alfa peguilado mais ribavirina. Por intermédio da literatura consultada, o 

único trabalho avaliando a influência do HLA em pacientes infectados com vários 

genótipos do VHC tratados com interferon-alfa peguilado e ribavirina foi realizado em 

Taiwan recentemente, e encontrou associação de HLA-A*24 e B*40 e os haplótipos 

B*40-DRB1*03, B*46- DRB1*09, C*01- DQB1*03 e C*01- DRB1*09 com resposta 

virológica sustentada.44 

 

Conclusão  

Apesar de nossa investigação também possuir limitações, este trabalho difere 

dos outros por apresentar indivíduos selecionados de forma restrita, com relação a 

características virais e individuais e, os quais foram acompanhados cuidadosamente 

durante e após o tratamento, permitindo avaliar com clareza a influência dos alelos HLA 

na resposta ao tratamento e inferir que os alelos HLA-DRB1*11 e DQB1*03 e o 

haplótipo HLA-DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 podem ser fator genético, relacionado 

a resposta imunológica, importante no desenvolvimento de uma melhor resposta 

virológica sustentada em pacientes cronicamente infectados pelo genótipo 1 do VHC e 

tratados com Interferon-alfa peguilado e Ribavirina por 48 semanas. 
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TABELAS 
 
 
Tabela 1 Características dos pacientes com hepatite C crônica atendidos no 
Departamento de Medicina Interna – Divisão de Gastroenterologia clínica da Faculdade 
de Medicina de Botucatu – UNESP, no período de setembro de 2004 a janeiro de 2009. 
N=144. 

*Tatuagens, cirurgias, homossexualidade, promiscuidade e fator de risco desconhecido. 
** O tempo de infecção foi calculado para 90 pacientes (RVS=35, NRS=36 e REC=19) 
o tempo de infecção de 54 pacientes é desconhecido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
PARAMETROS CLÍNICOS 

Pacientes
N=144 

RVS  

N=53 

NRS  

N=64 

REC 

 N=27 

Idade (média ± SD) 
Sexo n (%) 

43,3±10,4 39,79±10,2 46,4±10,1 43,4±9,71 

Masculino 111 (77,1) 40 (75,5) 49 (76,5) 22 (81,5) 
Feminino 33 (22,9) 13 (24,5) 15 (23,5) 5 (18,5) 

Fatores de Risco n (%)     
Transfusão 35 (24,3) 12 (22,6) 14 (21,9) 9 (33,3) 
Uso de drogas injetáveis 24 (16,6) 12 (22,6) 6 (9,4) 6 (22,2) 
Uso de gluconergan 22 (15,3) 7 (13,2) 10 (15,6) 5 (18,5) 
Uso de cocaína inalada 5 (3,5) 3 (5,7) 2 (3,1) 0 (0) 
*Outros 58 (40,3) 19 (35,8) 32 (50,0) 7 (25,9) 

**Tempo de infecção (média ± SD) 21,8±8,3 18,9±7,86 24,3±9,2 22,2±5,6 
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Tabela 2 Distribuição dos alelos HLA de classe II em 144 pacientes portadores crônicos 
da hepatite C com resposta virológica sustentada, sem resposta e recidivantes ao 
tratamento com Interferon-alfa peguilado mais Ribavirina. 

Alelos RVS 

n(%)=53 

NRS 

n(%)=64 

REC 

n(%)=27 

DRB1    

   DRB1*01 7(13,2) 16(25,0) 4(14,8) 

   DRB1*03 8(15,0) 16(25,0) 7(25,9) 

   DRB1*04 9(16,9) 13(20,3) 9(33,3) 

   DRB1*07 11(20,7) 18(28,1) 7(25,9) 

   DRB1*08 4(7,5) 8(12,5) 4(14,8) 

   DRB1*09 2(3,7) 1(1,6) 1(3,7) 

   DRB1*10 0 1(1,6) 3(11,1) 

   DRB1*11 21(39,6)a 10(15,6) 3(11,1) 

   DRB1*12 3(5,7) 2(3,1) 0 

   DRB1*13 20(37,7) b 13(20,3) 8(29,6) 

   DRB1*14 2(3,8) 5(7,8) 2(7,4) 

   DRB1*15 6(11,3) 11(17,2) 4(14,8) 

   DRB1*16 8(15,1) 6(9,4) 1(3,7) 

DQB1    

   DQB1*02 18(33,9) 32(50,0) 13(48,1) 

   DQB1*03 33(62,3) c 26(40,6) 13(48,1) 

   DQB1*04 2(3,7) 7(10,9) 4(14,8) 

   DQB1*05 16(30,2) 24(37,5) 10(37,0) 

   DQB1*06 21(39,6) 23(35,9) 11(40,7) 
a P=0,0065; OR=3,54; 95% IC= 1,4-8,4 para RVS vs NRS;  P=0,0098; OR= 5,2; 95% 
IC 1,4-19 para RVS vs REC. 
b P=0,06 (tendência) para RVS vs NRS. 
c  P=0,03; (P não corrigido devido a associação anteriormente descrita) OR=2,4; 95% 
IC=1,14-5,0 para RVS vs NRS. 
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CAPÍTULO III 
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CONCLUSÕES 

 

O estudo realizado com pacientes cronicamente infectados com o genótipo 1 do VHC 

mostrou que: 

 

1) O alelo HLA-DRB1*11 constitui um fator genético importante não só na proteção 

contra o desenvolvimento de infecção crônica, mas também em proteger contra dano 

hepático severo em pacientes cronicamente infectados pelo VHC. 

2) Além disso, o alelo HLA-DQB1*03 pode estar envolvido na melhor resposta ao 

tratamento com Interferon-alfa peguilado e Ribavirina, sendo que, pacientes 

DQB1*03 têm maiores chances de atingir resposta virológica sustentada. 

3) Em relação aos genes KIR não foram encontrados dados significativos, quando 

comparados os genes KIR e os pacientes com fibrose hepática, sugerindo que esses 

genes talvez não estejam envolvidos no desenvolvimento de dano no fígado, porém 

ainda devem ser mais bem estudados. 

4) Os resultados encontrados para os alelos HLA podem ser utilizados na clínica, 

ajudando na escolha da medicação para o tratamento, e auxiliando no prognóstico 

dos pacientes. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Como perspectivas futuras tem-se a confecção de um quarto artigo avaliando a 

influência dos genes KIR e dos ligantes HLA na resposta ao tratamento com interferon 

peguilado mais ribavirina. 

Além disso, frente aos resultados encontrados, torna-se interessante avaliar os 

genes HLA na resposta ao tratamento em um grupo maior de pacientes, o qual permita 

avaliar a resposta ao tratamento e os diferentes graus de fibrose no mesmo estudo. 

 

 

 
 
 


