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Influéncia dos gendsIR e HLA na progresséo da hepatite C e na resposta ao

tratamento com Interferon-alfa peguilado e Ribaari

RESUMO
A taxa de progressao da Hepatite C em portadoéescos do virus da hepatite C (VHC) ao
estagio de cirrose é altamente variavel e os fatgeaéticos do hospedeiro que modificam o
curso da doenca nao séo bem entendidos. O obgste estudo foi investigar os alelos HLA
de classe | e Il e 0os genkfR e uma possivel associacdo com a progressao datqépa
com a resposta ao tratamento. Para tanto, foranieeados 145 pacientes com presenca de
RNA-VHC confirmado por testes moleculares, com agé® ocasionada somente pelo
gendtipo 1 do VHC. As alteragbes estruturais nadidg foram analisadas usando a
classificacdo METAVIR, e os pacientes foram classifos em dois grupos: pacientes com
alteracOes estruturais ausentes, leves ou modefgdass FO, F1, F2); e pacientes com
alteracdes estruturais avancadas, incluindo cir{gsaus F3 e F4). ApOs a biopsia, os
pacientes foram tratados com Interferon-alfa pegoil(1.5ug/ Kg/ dia) e Ribavirina (1g/ pac/
dia) durante 48 semanas para eliminacdo do VHCqums foram classificados em
respondedores (RVS), ndo respondedores (NRS) empesique responderam inicialmente,
mas recidivaram dentro de 6 meses apos terminoatimtento (REC). Os pacientes foram
tipificados utilizando a metodologia PCR-rSSO LuexinA analise estatistica foi realizada
pelo teste exato de Fisherx@ quadrado com correcéo de Yates, onde valoreB<@e05
foram considerados significativos. O alelo DRB1*&l o haplétipo HLA-DRB1*11-
DQA1*05-DQB1*03 apresentaram-se associados comegéotao desenvolvimento de dano
hepatico severo PE0,0016; OR=0,23; IC 95%=0,09-0,58 B=0,0032; OR=0,24; IC
95%=0,08-0,64, respectivamente). Em relacdo a stmpao tratamento foi encontrada
associagdo entre resposta virologica sustentadalela DQB1*03 P=0,03; OR=2,4; 95%
IC=1,14-5,0). Nao foram encontradas associacoes est geneXIR e susceptibilidade ao
VHC e desenvolvimento de dano estrutural no figdeiaretanto, o ligante HLA-C2 foi
associado a infeccdo cronica pelo VHZ=(0,04; OR= 1,6; 95%IC=1,03-2,52). Conclui-se,
portanto, que os alelos HLA-DRB1*11, DQB1*03, o Haipo HLA-DRB1*11-DQA1*05-
DQB1*03 e o ligante HLA-C2 podem influenciar derfa distinta a progressao da hepatite C
e a resposta ao tratamento.

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



Influence ofKIR genes and HLA ligands in both the progression lobiic
hepatitis C and in the response to interferon-giéguilated and Ribavirin
treatment.

ABSTRACT
The rate of hepatitis C progression to cirrhosighaiividuals with hepatits C virus (HCV) is

highly variable and the host factors that modifg ttourse of disease are poorly understood.
The aim of this study was investigate the HLA claaad Il andKIR genes and their possible
association with progression of hepatitis C angh@ase to treatment. For this, were selected
145 patients with RNA-HCV confirmed by molecularste infected only by the HCV
genotype 1. The liver hepatic lesions were analyr@dg METAVIR classification and the
patients were classified in two groups: patientthaut or with mild structural lesions (FO, F1
and F2 degrees); and patients with advanced staldesions, included cirrhosis (F3 e F4
degrees). After biopsies all patients were treatéd interferon-alfa peguilated (1.5ug/ Kg/
dia) plus ribavirin(1g/ pac/ dia) for 48 weeks tearence HCV, which were classified in
responders (RVS), non responders (NRS) and patieattsn the onset obtained response, but
recidivate in the period of 6 months after end retment. The patients were typed using
PCR-rSSO Luminex. Statistical analysis was perfarmging the Fisher exact test and Chi-
Squares with Yates correction aRg0.05 was considered significant. The DRB1*11 allel
and the HLA-DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 haplotype weessociated with protection to
the development of hepatic damage@.0016; OR= 0.23; IC 95%= 0.09 — 0.58+0.0032;
OR= 0.24; IC 95%=0.08-0.64, respectively). Withpes to the treatment response was
found association between the DQB1*03 allele amstasned virological respons@=£0.03;
OR=2.4; 95% IC=1.14-5.0). No association betweeKilR genes and susceptibility to HCV
and development of hepatic damage. However the BPRAligand was associated to
development of chronic hepatitis €5 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-DQB163 haplotype and the
HLA-C2 ligand seems to influence in distinct wayee thepatitis C progression and the
response to treatment

Keywords: Hepatitis C, HLA, KIR receptors, NK cells.
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CAPITULO |

O VIRUS

A infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) é a maausa mundial de doenca
hepatica cronica, com cerca de 170 a 200 milhdgsedsoas infectadas no planeta e 3 a 4
milhdes de novos casos ao afb Destes individuos infectados, 50% irdo necessiear
tratamento, podendo evoluir para cura ou, alteraatente, progressdo da doenca para
hepatite cronica, cirrose, insuficiéncia hepaticaarcinoma hepatocelul&r.

O VHC foi identificado pela primeira vez em 198Ye nestes 20 anos desde a sua
descoberta vem sendo alvo de intensas pesquisasstigacdes clinicas quanto ao seu papel
em causar doenca hepética e a sua habilidade esistppeem face da defesa imunitaria
celular. O VHC é um virus esférico e envelopado peence a famili&laviviridae e ao
género hepacivirus ®. Possui um genoma de 9600 nucleotideos formadoupw fita
positiva de RNA, 3 proteinas estruturais (core,eEE2) e 7 proteinas néo estruturais (p7,
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS56),

A comparagéo da sequéncia de nucleotideos de a@$ressiantes do virus encontradas
em diferentes regides do mundo, revelou a exisaédeipelo menos seis principais grupos
genéticos do virus (genaotipos) que foram enumerddds a 6. Cada um dos genotipos pode
ser dividido em inimeros subtipos (designados fdetass a, b, ¢ etf)®. Alguns genétipos
tém distribuicdo global (1-3), enquanto outros smnente encontrados em regides
especificas (5a e 64). No Brasil, 0s genétipos ou subtipos mais frecgestio 1a, 1b, 2a, 2b
e 3, com predominancia do gendtipo 1 sobre os geErEdndo-1©. Apesar de existirem
alguns relatos feitos em diversas regides do Bf&&indo se conhece ainda, com preciséo, a

prevaléncia e distribuicdo do VHC no pais.

TRANSMISSAO

O VHC é transmitido de forma eficaz através de aontdireto com sangue
contaminado. As taxas de transmisséao vertical iegtal sdo relativamente baixas (3-6%) e a
transmiss&o via sexual tem sido considerada ieefie”’. Em um estudo recente realizado na
Italia, casais monogamicos foram acompanhados pomperiodo de 10 anos, e dos 770
parceiros de pacientes com hepatite C cronica,aap@mdquiriram o VHC nesse perigto
Apesar de conhecidas as rotas de transmissédo ai® @m muitos casos ndo se consegue
identificar a via de infeccéo.
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Na década de 1980, 2 a 10% das unidades de saaggenitiam VHC em paises
desenvolvido$§™. A introducéo de testes anti-VHC para doadoresahgue em meados de
1990 diminuiu drasticamente a transmissdo do \passtransfusdo sanguinea nestes paises
12 A partir de entdo, a transfusdo de sangue pass®BI mais segura, porém ainda hoje
existem individuos com hepatite C que adquirirammirois antes de 1992, por meio de
transfus&o sanguinea e/ou hemoderivatios ainda ndo sabem da infecgéo.

GRUPOS DE RISCO

Atualmente usuérios de drogas injetaveis, pessaas tatuagens epiercings
alcodlatras, portadores de HIV, transplantados, daéafisados, hemofilicos, presidiarios e
sexualmente promiscuos sdo considerados pertea@ntgrupo de risco de adquirir hepatite
c™. Nos Estados Unidos, nos dltimos anos, 15 a 2pesisoas se infectaram com o VHC
pelo uso de drogas injetavétd. Observou-se, ainda, que individuos usuarios deadr
injetaveis adquirem hepatite C com maior rapidez qutras infeccdes virdf$: e de acordo
com Suttonet al (17), em um estudo realizado na Inglaterra e gai&ales, cerca de 50 a
90% dos usuarios de drogas ja entraram em cordai@d/HC apds cinco anos de uso.

O virus pode ser detectado de 1 a 2 semanas apgosicdo, pela presenca de RNA
viral no soro dos pacient&®. O periodo de incubacdo (desde a exposicdo giare@mento
dos sintomas) € de aproximadamente 7 semanas, porémaioria dos individuos com
infeccdo aguda nédo apresentam sintoftfds} por essa razdo, a maioria das infeccdes séo
diagnosticadas ao acaso em decorréncia da eledag¢é@ansaminases ou em estagio avancado

da doenca quando as complicacBes hepéaticas j&otorr

HISTORIA NATURAL DA INFECGAO

Estima-se que 20 a 50% dos infectados possam eesslwnfeccdo espontaneamente
19 pacientes com doenca aguda sintomatica e mulf@ress, tém uma taxa maior de
resolucdo espontédnea da infeccao que outros gregeadem a eliminar o RNA viral em até
12 semanas apés inicio dos sintorff4%®. Na grande maioria dos casos, porém, ndo ha
eliminacao viral, e o virus persiste progredindapafeccao crénica. A doenca cronica pode
ser evidenciada por alteracdes histopatolégicagjuass iniciam com uma inflamag¢éo no
figado, que freqlentemente pode estar associdbeoad, podendo evoluir para cirrose e em
alguns casos hepatocarcindffaE estimado que 20% dos doentes crénicos evolumm p
cirrose, principalmente em 20 anos apos infeccéamyes desses, 0 a 3 % irdo desenvolver

hepatocarcinon’.
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Fatores como gendtipo viral, idade, sexo, obesidadeolismo e co-infecgbes podem
influenciar o curso da hepatite C, porém essesdatsozinhos ndo explicam a variabilidade
da progresséo da doerita A presenca de individuos saudaveis que albergafrus indica
que o VHC parece nao ter efeito citopatico direts hepatdcitos infectad&. Sendo assim,

a progressao da doenca resulta aparentemente pisteesmune do hospedeiro, na qual as
células do sistema imune reconhecem e lisam ostdeos infectados, resultando no
processo de fibrose.

A resposta imune do hospedeiro envolve uma compieenacdo entre o sistema
imune inato e adaptativo que determinam os resdtade infecgcdo por organismos
patogénicos?”). Nesse contexto, a diversidade genética dos gemeslvidos na resposta
imune pode explicar, em parte, a variabilidadeesposta a infeccd&8).

Entre as muitas familias de genes de resposta jmilestacam-se 0s genes do
Complexo Principal de Histocompatibilidade Humado {(nglés: Major Histocompatibility
Complex) ou HLA (do inglés: Human Leucocyte Antiyjéh

GENES HLA

Esses genes apresentam extensa variabilidade ficaodimoléculas que possuem
participacdo efetiva na resposta imune, promovenitiberacdo entre os epitopos de um dado
patdgeno e o repertorio de células T do hospedBiesta forma, dependendo da variante
HLA do individuo, este pode responder de formareifee a0 mesmo antigeffd.

Os genes HLA estéo localizados no bracgo curto dmessomo 6 (6p21.31) dentro da
regido MHC (do inglés: Major Histocompatibility Cphex) e constituem os genes mais
polimdrficos do genoma humano (Figura 1). Os geétles sdo herdados seguindo as leis de
Mendel e sdo expressos de forma co-dominante emiodi/iduo. Podem ser divididos em
genes de classe I, classe Il e classe Il que icadif diferentes produtos importantes na
apresentacdo de antigenos, dos quais os prinpialstos sdo as moléculas HLA de classe |
e classe Il

Os genes de classeH|.A-A, HLA-Be HLA-C estao proximos do telébmero do loco do
HLA, enquanto os genes de classe Il estdo maisgmodxdo centromero no loco do HLA.
Existem alguns genes que sdo chamados de semsliaritesse |, pois lembram os genes de
classe |, porém possuem pouco ou nenhum polimarfitim desses genes € o gene HLA-G,

que parece ter participacdo no reconhecimento tigeans pelas céluldgatural Killer (NK)
(27)
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Figura 1: Estrutura do MHC em humanos FONTE: disgEn em:
www.studentconsult.com

MOLECULAS HLA CLASSE | E CLASSE Il

Estruturalmente cada molécula HLA apresenta umdaféau sulco) extracelular que
se liga a peptideos protéicos, seguido de um paodegnios tipo imunoglobulina, a qual é
ancorada & membrana celular por regides transmearesae citoplasmaticg$.

As moléculas HLA de classe | (HLA-A, -B e —C), poss distribuicdo variada, sendo
encontradas em todas as células nucleadas. Sdadasnpor duas cadeias polipeptidicas
ligadas de forma nao-covalente; uma cade@omposta por trés dominioal a2 e a3)
codificada por genes do locus MHC e outra cade@ardio é codificada por genes do MHC
chamada d@2-microglobulina. Os residuos polimorficos das roolas HLA de classe | séo
encontrados nos dominiasl e a2, onde contribuem para as variacdes na ligacao de

peptideos e no reconhecimento pelas células T iglessds alelos de classe I. As moléculas
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HLA de classe | apresentam peptideos aos linfocitoiticos CD8+ (CTLsf?". A estrutura
de uma molécula do MHC de classe | esta apresengafigura 2.

Diferentemente das moléculas HLA de classe |, agcutas HLA de classe Il
possuem distribuicdo restrita, sendo encontradaeise em alguns poucos tipos de células
denominadas células apresentadoras de antigen@y,(@#s quais as mais importantes sédo as
células B, macréfagos, células dendriticas e cglgpateliais do timo. As moléculas HLA de
classe Il (HLA-DR, -DQ e —DP) sao heterodimeros pogsuem duas cadeias polipeptidicas,
uma cadeian composta por dois dominiogX ea2) e uma cadeiff que também possui dois
dominios B1 ep2), sendo ambas codificadas pelos genes do MHTaH.moléculas HLA de
classe Il a maior parte do polimorfismo se encongra&adeifl e elas apresentam peptideos
aos linfécitos TCD%". A estrutura de uma molécula HLA de classe |l egté@sentada na

figura 3.
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D Elsevier. Abbas et al: Callular and Molecular Immunology 6e - www. studentconsult.com

Figura 2: Estrutura de uma molécula HLA de clas$2 diagrama da esquerda ilustra
as diversas regides da molécula. Dominips, € az da cadeiar, codificados por diferentes
éxons. Cadeia polipeptidicB,-microglobulina n&o codificada pelo MHC, ligada néo
covalentemente a cadeiaO diagrama a direita mostra a estrutura da poegéacelular da
molécula HLA-B27 ligada a um peptideo, exibido pefstalografia de raios X. FONTE:
disponivel emwww.studentconsult.com
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Figura 3. Estrutura de uma molécula HLA de clas€@ dliagrama a esquerda ilustra
as diversas regiées da molécula. Dominips o, da cadeiar e 31 e 3, da cadeid3. As duas
cadeias sédo formadas por genes do MBIGCiagrama a direita exibe a estrutura da porcao
extracelular da molécula HLA-DR1 com um peptidg@adio a ela, conforme demonstrado
pela cristalografia de raios X. FONTE: disponivel &ww.studentconsult.com

HLA E HEPATITE C

Muitos estudos tém relacionado variantes Highn a eliminacéo viral espontanea ou
com a persisténcia da infec¢ao pelo VHC. Téti@l (29), em um estudo realizado com 444
pacientes com infeccao persistente e 231 com iadecgsolvida, nos Estados Unidos, em
2002, relataram associacfes entre HLA-A*11:01, B*%® -C*01:02 e eliminacawiral
espontanea (OR=0,49, 95%IC=0,27-0,89; OR=0,62, @5%B9-1,00 e OR=0,43,
95%I1C=0,21-0,89), respectivamente, e também aggoridos alelos HLA-A*23:01 e -C*04
com persisténcia do virus (OR=1,78, 95%IC=1,01-3,#1 OR=1,78, 1,21-2,59),
respectivamente.

Quanto aos alelos HLA de classe I, DRB1*11:01 eBR2® 03:01 parecem estar

envolvidos na eliminac&o viral espontanea do VHCdéerentes populacé€s?. Por outro
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lado, McKiernanet al (33), em um estudo realizado com pacientes irlsggleencontraram
maior frequencia dos alelos DRB1*01:01 e DQB1*05%04 individuos com eliminacéo viral
sustentada quando comparado com pacientes cromtanméectados H=0,002). Também
relatou os alelos DRB1*03:01:1 e DQB1*02:01 maexfrentes em individuos com infeccao
cronica P=0,001).

Em um estudo realizado na Europa, Thueszal (34), encontraram associagcédo de
DRB1*11:01 e DQB1*03:01 com eliminacdo viral esporda P=0,013, OR=2,14,
95%IC=1,11-4,12 €=0,004, OR=2,22, 95%IC=1,24-3,96), respectivamenteRB1*07:01
e DRB4*01:01 com infecgao persistente (P=0,027, 84 95%IC=1,03-4,17 e P=0,002,
OR=2,38, 95%1C=1,29-4,35), respectivamente.

No Brasil, um estudo realizado na regido de SaéRam 104 individuos infectados,
encontrou associacdo de DRB1*01 e DQB1*03 com ahgéo viral espontane®=0,003,
OR=4,59, 95%IC=1,70-12,41R=0,029, OR=2,83, 95%IC=1,14-7,02), respectivamétite

Além dos genes HLA, outros marcadores genéticoemoéstar envolvidos na

patogénese da hepatite C.

CELULA NATURAL KILLER

A principal célula efetora contra infecgbes vir@i® linfocito T citolitico (CD8+),
porém muitos virus desenvolvem variados mecanigrams evadir ao sistema imuf8. Um
destes mecanismos € diminuir a expressao de ma#eEillA de classe | na célula infectada.
Os linfécitos TCD8+ necessitam da apresentacadaatgmnientos antigénicos por moléculas
HLA de classe | para reconhecer, tornar-se ativadssr a célula infectada.

Sendo assim, a diminuicdo na expressdo de HLAelassn células infectadas por
virus pode levar, por um lado, a uma resisténai#dise por linfocitos TCD8+, mas por
outro lado, a uma susceptibilidade a destruicaoregpea por célulasatural killer (NK), um
conceito conhecido como hipotese do “missing-s@§’.células NK sédo capazes de perceber
a diminuicdo da expressdo de moléculas HLA de elass a auséncia de expressdo dessas
moléculas, desencadeando citotoxicidade contr&latas que estiverem alteradas. Assim, as
células NK passam a ser componentes especialmeap@tantes na resposta imune inata
contra infeccdes virafd®3®)

As célulasnatural killer sdo uma linhagem de células relacionadas com ito&aque
constituem cerca de 5 a 20% das células mononaeslear sangue e no baco. Podem ser
rapidamente recrutadas para tecidos ou 6rgéos gtore$ quimiotaticos produzidos por

células alteradas e sdo capazes de destruir daseéluo via citélise direta e citotoxicidade
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celular dependente de anticorpos. Essas céluldsétansdo responsaveis pela secrecdo de
interferon-gama (INR9, o qual ativa macrofagos e células dendriticd3sj& direcionam a

resposta imune adaptativa mediada por Ly¥h1

RECEPTORES KIR

A funcdo das células NK é finamente regulada poiorde balanco de diferentes
receptores presentes em sua superficie, dos gqudessgacam os receptores conhecidos como
KIR (do inglés: killer cell immunoglobulin-like reptors: receptores semelhantes a
imunoglobulina das célulagatural killer)“?. Esses receptores s&o membros da superfamilia
das imunoglobulinas (Ig) e foram identificados pefeneira vez em 1990, por Moreta al
(41).

Os receptores KIR podem ser inibidores, ou sejaein a citotoxicidade da célula
NK, ou podem ser ativadores. Estruturalmente sdmddos por dois ou trés dominios
extracelulares (DO, D1 e/ou D2), uma regido tramshranar e uma cauda citoplasmatica que
pode ser longa ou curta. Os receptores KIR queupassauda citoplasmatica longa tem
funcao inibidora das células NK pela presenca mosinios citoplasmaticos de um ou dois
motivos de inibicdo baseados em tirosina (ITIM:imgliés: Immunoreceptor Tyrosine-based
Inhibitory Motifs), os quais liberam sinais inibids J& os receptores KIR com cauda
citoplasmatica curta ndo apresentam ITIMs; porémsspem um residuo de aminoacido no
dominio transmembranar que permite associacaocaptas KIR com a molécula DAP-12, a
qual libera sinais ativadores através de motivoatikacédo baseados em tirosina (ITAM: do
inglés: Immunoreceptor Tyrosine-based Activatingtifidp Uma excecdo é o receptor
KIR2DL4, pois o0 mesmo tem uma cauda longa com aepiga de um ITIM e possui um
residuo de aminoacido na regido transmembranatarssteristicas estruturais dos receptores

KIR sdo apresentadas na figuf{4
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Figura 4. Estrutura dos receptores KIR. Caracteasstestruturais das proteinas KIR
com dois (KIR2D) ou trés (KIR3D) dominios extradahes semelhantes a Ig. A associacao
dos receptores KIR ativadores com as proteinastadiaas € mostrado em verde, enquanto
0s motivos de inibicdo baseados em tirosina (ITiéhd$ receptores inibidores sdo mostrados
em vermelho. A letra D seguida dos nameros 0, limd2am os dominios extracelulares
semelhantes a Ig. Os receptores do tipo 1 apresegalominios extracelulares D1 e D2 e os
receptores do tipo 2 apresentam os dominios ekitams DO e D2. FONTE: Disponivel em:
http://www.ebi.ac.ukpd/kir/ index.html Acesso em: outubro de 2009

GENESKIR

Em humanos, os genes que codificam esses recepgié@spresentes N0 Cromossomo
19913.4, dentro do Complexo de Receptores LeucmstdLRC: do inglés: Leukocyte
Receptor Complex), ocupando um espaco de aproximaua 150Kb (Figura 5). Até o
momento foram bem caracterizados 15 gelkd#® (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5A,
2DL5B, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4$2P 3DS1)e 2 pseudogenes
(2DP1e 3DP1)“?).
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Figura 5. Localizagdo cromossOmica dos gadé& Localizagdo cromossOmica do
LRC (complexo de receptores leucocitarios) desthwars geneKIR que se situam no
cromossomo 19 (19q913.4). Dentro do LRC encontranasas familias de genes, dentre elas
estdo os LILRs (leukocyte Ig-like receptors); o$dL(lg-like transcripts); os KIRs (killer cell
immunoglobulin-like receptors); os GPVI. (platelstllagen receptor glycoprotein VI); os
receptores IgAFc, FCAR e NKp46; além dos LAIRs Klmtyte-associated Ig-like receptors) e
genes das proteinas adaptadoras transmembranicaB. BAnte: disponivel em:
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.htmhcesso em outubro 2009

ORGANIZACAO DOS GENES KIR E VARIABILIDADE HAPLOTIPICA

Os geneXKIR sédo organizados em noegons Os dois primeirogxonscodificam as
sequéncias sinais ou lideres.@®nstrés, quatro e cinco codificam os dominios semédtsan
a imunoglobulinas DO, D1 e D2, respectivamentex@nseis codifica a regido de insergcéo da
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molécula na membrana plasmética, e&xn sete codifica a regido transmembranar. Por
Gltimo, osexonsoito e nove codificam os dominios citoplasmati¢o$® Os gene&IR com
dominios extracelulares podem ser divididos em tlp@s: tipo 1 e tipo 2. Os gen&d$R do
tipo 1tém uma organizacdo gendmica idéntica aquela gdiicaomoléculas KIR com trés
dominios semelhantes as imunoglobulinas. No entargeses genes, @&on trés é um
pseudoexonque ndo codifica o dominio DO, sendo codificagiesnas os dominios D1 e D2.
Exemplos desta classe sdo os géiB2DL 1, KIR2DL2, KIR2DL3e todos os genddR2DS.

Os geneXKIR do tipo dois tém completa auséncia edmnquatro; como consequéncia, 0s
receptores desta classe ndo possuem o dominigpBskseatando somente os dominios DO e
D2. Os genes que pertencem a esta classe saoexK@ie2DL4, KIR2DL5Ae KIR2DL5B.

O exontrés também é urpseudoexomo KIR2DP], que também contém upseudoexon
quatro.KIR2DP1é um pseudogene juntamente ddfR3DP1 A organizacdo dos genk$R

esta apresentada na figur4%
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Figura 6. Organizacéo exon-intron dos genes KIRNEke 2 (em amarelo) codificam
a sequéncia sinal ou lider; exon 3 (em roxo) ceaifi dominio extracelular DO, exon 4 (em
verde-claro) codifica o dominio D1, exon 5 (em adato) codifica o dominio D2; exon 6
(em rosa) codifica a sequéncia de unido; exon 7 &zmi-turquesa) codifica a regido
transmembranar; e exons 8 e 9 (em azul-escuroxaogiicam a cauda citoplasmatica. Os
genesKIR do tipo 1 KIR2DL1, 2DL2/3 e todos oDS, tem uma organizacdo gendémica
semelhante, porém, o exon 3 nesses genes é unopgendlilas). O exon 3 também é um
pseudoexon n&IR2DP1, que também contem um pseudoexon 4 (verde maig).cl@s
genesKIR do tipo 2 que incluel2DL4, 2DL5Ae 2DL5B sao caracterizados pela completa
auséncia do exon 4. Adaptado de Carrington e Nor2G08)

Estudos populacionais realizados nos ultimos aeeslaram uma ampla diversidade
nos locosdos geneXKIR e relacionaram esse polimorfismo a susceptibikdaddiversas
doencas e neoplasias. O repertério dos giRRvaria de um individuo para outro, fazendo
com que existam inumeros haplotipdER, os quais diferem tanto em numero quanto em
contetido génicd™®. Alguns geneKIR estdo presentes na maioria dos individuos, também

conhecidos como “genes de moldura do haplétipo”ifdpés: framework) e sdo os genes
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KIR2DL4, 3DL2,3DL3 e 3DPJ; os outros genes exibem flexibilidade de presengaséncia
em diferentes populacdes.

Baseado no contetudo génico, os hapldtipos podendigiglidos em 2 conjuntos
primarios, denominados A e B, os quais foram difeisdos poSouthern Bloem estudos de
Uhrberget al (45). O hapl6tipo A é muito frequente em divergapulacdes, possui 7 genes
(KIR2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4 3DL1, 3DL2 e 3DL3), 2 pseudogene&K(R2DPle 3DP1)e
apresenta uma caracteristica importante: a preselgaapenas um gene ativador
(KIR2DSJ“?). Esse gene, frequentemente, exibe uma delecdd parés de bases no exon 5,
na por¢cdo que determina a insercdo da molécula mambmana celular, que,
consequentemente, faz com que o receptor ndo eossicgancorado na superficie da célula e
seja secretado na forma soluvel. Sendo assim,ithaig homozigotos para o haplotipo A e
para a delecdo no geKéR2DS4nd0 possuem nenhum geliR ativador®®4”). O Haplétipo
B apresenta numero variado de genes e de combgjapdelendo ter até seis genes
ativadores. Ja foram identificados mais de 40 eifiexs haplétipos B por analise de

segregacai®*® A figura 7 representa o haplétipo A e dois htipis B.

Haplétipo do grupo A

(CELL LINE - ACCESSION NUMBER)
UVSHLS-5B - ACO11501, ACO06293
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R | Ity ) e ] § il e ey I
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Figura 7. Organizacdo do haplétipo A e dois hapt®iB. FONTE: disponivel em:
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html Aces em outubro 2009
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LIGANTES DE KIR

Os ligantes dos receptores KIR sdo as moléculas HéAclasse I. Os receptores
inibidores KIR2DL1, 2DL2 e 2DL3 reconhecem alguigghtes HLA-C, os quais podem ser
divididos em dois grupos baseado em dimorfismogpasicdo 77 e 80 da alfa hélice da
molécula: grupo 1 (HLA-C1) possui 0 aminoacido rs@rha posicdo 77 e asparagina na
posicdo 80 (Ser77/Asn80) e o grupo 2 (HLA-C2) gosspi uma asparagina na posi¢ao 77 e
uma lisina na posicdo 80 (Asn77/Lys80Y. KIR2DL1 se liga as moléculas HLA-C2
enquanto KIR2DL2/2DL3 se ligam as moléculas HLA-B%. moléculas HLA-B podem ser
divididas em Bw4 e Bw6 de acordo com a expressaandeou dois epitopos sorolbgicos
mutuamente exclusivos, que sdo especificados pariacdes de aminoacidos nas posicoes
77, 80, 81, 82 e 83 (Tabela 1, atualizada em hitpw.ebi.ac.uk/imgt/hla/). Bw6 é
encontrado exclusivamente em moléculas HLA-B, engu8w4 esta presente também em
moléculas HLA-A®? Alguns estudos demonstraram que o receptor KIR3& liga apenas
a moléculas HLA-B com especificidade Bw4, com difées graus afinidad®’
Recentemente foi descoberto que os alelos HLA-A¥23A*24:02 e A*32:01 que possuem
especificidade Bw4, também parecem ser ligantesckptor KIR3DLE?. KIR2DL4 se liga
especificamente a molécula HLA-G, uma molécula Hido classica que € primariamente
expressa no trofoblasto fetal, células endoteliisicas e na cérne8®. Ja o receptor
KIR3DL2 se liga especificamente as moléculas HLA@B11°%. Os receptores ativadores
KIR2DS1, 2DS2 e 3DS1 possuem grande similaridadseus dominios extracelulares com
os receptores inibidores KIR2DL1, KIR2DL2/3 e KIRI3D respectivamente e, portanto
parecem se ligar aos mesmos ligantes HLA dos seusspondentes inibidores. KIR2DS4 se
liga especificamente a alelos HLA-C*® (Tabela 1). Ligantes para os receptores KIR2DLS5,
2DS5, 2DS3 e 3DL3 ainda néo foram identificados.



Tabela 1 Epitopos de Bw4 e seus alelos corresptarien

Epitopo Classe |
sorolégico

Posi¢do do amino&cido

77

80

81 82

83

Alelos correspondentes

Bw4 HLA-B, HLA-A

Asn

lle

Ala Leu

Arg

B*07:36, B*07:38, B*07:81, B*08:31, B*15:13, B*15:4, B*15:17, B*15:23,
B*15:24, B*15:67, B*15:95, B*B*27:02, B*27:30, B*27%7, B*38:01,
B*38:05, B*38:06, B*38:07, B*38:09, B*38:10, B*38:2, B*38:13, B*38:14,
B*38:16, B*38:19, B*38:20, B*40:13, B*40:19, B*44.6, B*44:18, B*44:25,
B*44:50, B*49:01, B*49:03, B*49:04, B*49:05, B*49:6, B*49:07, B*51,
B*52:01, B*52:03, B*52:04, B*52:05, B*52:06, B*52:@, B*52:08, B*52:10,
B*52:11, B*52:12, B*52:13, B*52:14, B*52:15, B*52:4, B*53:01, B*53:02,
B*53:04, B*53:06, B*53:07, B*53:08, B*53:10, B*53:4, B*53:15, B*53:17,
B*53:18, B*53:19, B*54:12, B*56:21, B*57, B*58, B*5:01, B*59:02,
B*59:03, B*59:04, B*59:05, A*02:87, A*92:29, A*92:8, A*23, A*24 (com
excecdo de A*24:04, A*24:19, A*24:28, A*24:44, A*289), 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*40:8, B*44 (com excecéao
de B*44:09, B*44:46, B*44:50, B*44:75), B*47:04, B49:02, B*51:54,
B*51:58, B*53:09, B*53:11, B*53:13, B*56:07.

HLA-B, HLA-A

Ser

lle

Ala Leu

Arg

B*15:87, B*48:18, B*52:09, B*53:05, B*53:16, A*3ZExceto A*32:03).

HLA-B

Asp

Thr

Leu Leu

Arg

B*07:27, B*15:43, B*27 (com excecdo de B*27:01, BFfD2, B*27:04,
B*27:30, B*27:31, B*27:53, B*27:57 ) B*37 (com exg@o 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; 2DL1, 2DS1
Cwob; 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.

HLA-C dogrupo1l HLA-C1; C*03 (exceto C*03:07, 03:10, 2DL2,2DL3e
03:15); C*07 (exceto C*07:07, 07:09); 2DS2
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).

HLA- Bw4 HLA-B13, B17, B27, B37, B38, B44, B47,3DL1 e 3DS1
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

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

KIR E HEPATITE C

Poucos estudos dos genkfR em associacdo com hepatite C vém sendo
desenvolvidos, porém com resultados interessafbedkooet al (56) sugerem que uma
fraca interacdo entre receptores inibitorios ddsla® NK e seus ligantes podem ter
efeito protetor contra a infeccdo pelo VHC em imdlims inoculados com baixas doses
de VHC.

Em outro estudo, Romeret al (57) avaliaram 39 pacientes com clareamento
viral espontaneo e 121 pacientes com infec¢ao @dmiencontraram uma associacao
entre KIR2DL3/2DL3 e seu ligante C1/Cl e eliminacdo viral espontafie),03,
OR=3,05). Estes autores também encontraram umaiagdo deKIR2DL3com o alelo
HLA de classe Il DRB1*12:01R=0,0001, OR=22), sugerindo que oS geKé&R e a
apresentacdo de peptideos a linfocitos T via HLAldsse Il estdo ambos envolvidos
na resolucao da infec¢éo por VHC.

Paladinoet al (58) encontraram uma diminuicdo na frequéncia dgeses
KIR2DL2 (P=0,04) e 2DS2(P=0,014) e um aumento &bDS5(P=0,04) em pacientes
que resolveram a infeccdo; e nos pacientes coremyagsio RNA viral e altos niveis de

transaminases hepaticas encontraram aumento deéfreég deKIR2DS3 No entanto, o
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namero de amostras utilizadas nesse estudo foepegdificultando a confirmacéo dos
resultados encontrados.

Os estudos relacionando os alelos HLA e os ggifee€om a hepatite C, em sua
maioria, avaliam apenas a susceptibilidade a iafg@elo VHC e/ou eliminacao viral
espontanea, comparando pacientes infectados eolesngaudaveis. Contudo, poucos
estudos avaliam a influéncia dos alelos HLA e dasegKIR no desenvolvimento de
dano hepatico e/ou severidade da hepatite C eraduoes cronicos da doenca.

Tendo em vista a diversidade na resposta a infeuef@oVHC que faz com que
muitos pacientes evoluam de forma benigna por @scahquanto outros rapidamente
progridem para dano hepatico severo, estudos qademv os fatores genéticos
envolvidos na progressao da doenca tornam-se iengest Além disso, a populagéo
brasileira € uma das populacdes mais heterogémeasiddo e, portanto, constitui um
grupo especial para o estudo dos genes HIKARee a infeccdo pelo VHC, visto que
estudos de diferentes regides e de individuos cidenedtes descendéncias podem
prover informacdes importantes na patogénese enso clinico da doenca.

TRATAMENTO DA HEPATITE C

Os interferons (IFNs) s&o glicoproteinas naturaisdgzidas por células da
maioria dos vertebrados em resposta a agentesitesdtaOs IFNs podem estimular a
funcdo efetora das ceélulas NK, dos linfocitos Toldicos e dos macréfagos, sao
capazes de regular a expressao de moléculas Hichasiee | e classe Il, induzir sintese
de imunoglobulinas por células B e estimular aifm@céo de células T de memodria.
Oferecem assim, varias maneiras de controlar dcagglo viral por modularem a
resposta imune inata e adaptati¥d. Os IFNs s&o classificados em trés tipos: tims|,
quais formam a superfamilia das citocinas da réaposine inata, na qual o principal
representante € o IFN alfa; o tipo I, que incluinente o IFN-gama; e uma nova classe
de IFNs humanos, os quais foram identificados teceente ((IFNx1 ou IL-29, IFN—

A2 (IL-28A) e IFN-A3 (IL-28B)) que foram classificados como IFNs duotill®?.

O interferon exdégeno utilizado no tratamento daalisp C é o IFN alfa.
Atualmente dispdem-se duas formas de apresentagdBbNd alfa. Uma chamada de
Interferon alfa Convencional, e outra chamada tifleron Peguilad®.

A conjugacdo do reagente PEG (bis-monometoxipldieiglicol) com o IFN
alfa (interferon peguilado) confere muitas propaiges a molécula, resultando numa

reducdo dos efeitos adversos relacionados com esgxcde concentragdo maxima,
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reducdo do risco de fracasso terapéutico pela magé@n da concentracdo seérica, e 0

conforto de 1 aplicacdo semalffal

A Ribavirina € um anélogo de nucleosideo que pagsuide espectro de acéo
antiviral contra DNA e RNA virus e sua acéo parestar relacionada a um mecanismo
imunomodulador que estimula a producéo de citocitzasesposta Thl (IL-2 e IFN-
gama) enquanto suprime a producdo de citocinagsfmsta Th2. A combinagcdo de
IFN mais ribavirina aumenta a eficacia do tratamér. No Brasil, o programa
Nacional para Prevencdo e Controle das Hepatitessydisponibiliza o medicamento
interferon injetavel e a Ribavirina oral de formatgita, segundo critérios préprios de

diagnéstico e tratamen).

O sucesso no tratamento da hepatite C é caradenmzda presenca de “resposta
virolégica sustentada” (RVS), que ocorre quandoNARiral se torna indetectavel no
soro do paciente 6 meses apés do término do tratef1é®. No entanto, a resposta ao
tratamento difere nos pacientes infectados poratifes gendtipos do virus. De modo
geral, individuos infectados com o gendétipo 1 dos/iem taxas menores de RVS em

comparacdo com gendtipos 2&3

Como ja discutido, o escape viral da resposta ihdgica e a cronificacdo da
doenca dificultam a erradicagcdo do virus, fazendm @ue muitos pacientes ndo
consigam adquirir sucesso no tratamento. Fatore® ddade acima de 40 anos na
época da infeccédo, sexo masculino, co-infeccdovdams da hepatite B (VHB) e com o
virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) e alcsalio parecem influenciar
negativamente a doenca e a resposta ao tratanf®htdo entanto, Fosteet al (64)
sugere que os fatores relacionados ao hospedairpdpel principal em determinar os
resultados da resposta ao tratamento em pacienéesa) tratados pela primeira vez.
Nesse sentido, estudos avaliando as variantes Mé&# sendo realizados como

possiveis fatores de influéncia na resposta aanexito da hepatite C.
HLA E A RESPOSTA AO TRATAMENTO

Um estudo realizado no Japdo avaliou 172 paciecwes hepatite C com
diferentes gendtipos virais e que fizeram uso derferon isolado por seis meses,
encontrando associacdo com HLA B55, B62, Cw03 e4Lwedm melhor resposta ao

tratamentd®. Outro estudo na Cro&cia, nas mesmas condicéaip@ad12 pacientes
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(55 respondedores e 57 ndo- respondedores) efidemto C*07 como preditor de boa
resposta ao IFNPE0,011)®®). Jiao e Wang (67) estudaram 113 pacientes chireses
observaram que DRB1*07 foi encontrado em maior ueegia naqueles que
apresentavam boa resposta ao tratamento com moteri@ais ribavirina e eram
infectados com o gendtipo 2 do virus. Por outre,|ddRB1*04 foi encontrado com
maior frequéncia naqueles pacientes infectados cogendtipo 1 cuja resposta ao
tratamento era insatisfatoria.

Até o0 momento ndo foram realizados estudos de iagSocdos gendsIR com

resposta ao tratamento da hepatite C.

Apesar desses estudos relacionarem os genes HlrAsp@asta ao tratamento do
VHC, muitos deles possuem variagcdes na metodolpggadificultam uma consistente
associacdo desses genes a hepatite C: misturacimtpa com diferentes genotipos
virais, e diferentes protocolos de tratamento,ctagrn relacdo ao tempo quanto a
combinacdo da droga utilizada. Estudos que avaligrapel da genética do hospedeiro
na reposta ao tratamento sdo Uteis, pois se foreongados genes ou alelos que
influenciem a resposta, estes podem auxiliar nalisag@ clinica, bem como

individualizar o tratamento a partir da constitoigienética do paciente.

JUSTIFICATIVA

A diversidade genética dos genes da resposta imome oKIR e os loci
HLA podem explicar, em parte, a variabilidade rnespostas a infec¢bes virais em
individuos infectados. A caracterizacao genéticagneXIR e dos alelos HLA de
uma populacdo com hepatite C crénica bem caraatixrjzcom diferentes graus de
fibrose, pode permitir a analise de quais geneslelos podem estar envolvidos no
desenvolvimento de dano hepatico e quais podenepireesses danos.

Além disso, uma segunda analise em uma popula¢éctada pelo VHC e
fazendo tratamento com peginterferon e ribavirieamnite avaliar quais destes genes
podem estar envolvidos na resposta ou ndo resposteatamento. Pouco se sabe

guanto aos fatores que contribuem para que indigidue fazem tratamento para
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hepatite C consigam ou nao adquirir resposta \giokd sustentada. Outrossim,

estudos realizados em populac¢oes brasileiras saeses.

Nesse contexto, este estudo justifica-se pelo fietoque se encontradas
associacOes desses genes com desenvolvimento dénejadtico e melhor ou pior
resposta ao tratamento, esses dados possam smdosl na clinica, ajudando na
melhor escolha da medicacdo para o tratamentoxi@aado no prognostico dos
pacientes.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar uma possivel associagdo entre os giiliese HLA com a progresséo da

hepatite C e com a resposta ao tratamento paiccdo do VHC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Identificar os geneKIR (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DLS5,
KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DS1, KIR2DS2, KIRAXKIR2DS4,
KIR2DS5, KIR3DS1, KIR2DP1 e KIR3DPd alelos dos locos HLA de classe |
(HLA-A*, B*, C*) e classe Il (DRB1*, DQAl1* e DQB1*)em uma populacao
de individuos com hepatite C crénica da regido dwi&ta, Sdo Paulo, usando
a técnica de PCR-SSO Luminex (polymerase chairtiogasequence specific

oligonucleotides).

2) Estimar as frequéncias genotipicas e alélicas gstes genes na populacdo de
individuos com fibrose ausente a moderada (grau$AVER FO, F1 e F2) e

naqueles com fibrose avancada ou cirrose (grausAWE F3 e F4).

3) Estimar as frequéncias genotipicas e alélicas @stes genes na populacdo de
individuos com resposta virologica sustentada, s&sposta virologica
sustentada e naqueles que apresentaram recidivatrad@mento com

Peginterferon mais Ribavirina.
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4) Avaliar, estatisticamente, uma associacdo entgenesKIR e alelos HLA com

o desenvolvimento de dano hepatico (diferentessgari fibrose) e com a

resposta ao tratamento.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar os genes lebAportadores crénicos do virus da
hepatite C e analisar o possivel papel desses gang®gressao da hepatite C crbnica.
Para tanto, 145 pacientes brasileiros infectadoseste com o gendtipo 1 do virus
foram avaliados. Os pacientes ndo possuiam infeagiiecomitantes pelo HBV e HIV
e/ou doencas hepaticas e nao realizaram trataraatitéral antes da biopsia de figado.
As tipificages dos alelos HLA de classe | e cldsseram realizadas pela técnica de
PCR-SSO, plataforma Luminex. Foram encontradascesgies entre protecdo ao
desenvolvimento de dano hepéatico com os alelos DRB(@,0% vs 18,2%°=0,0016;
OR= 0,23; IC 95%= 0,09 - 0,58) e com 0 hapl6tipoA-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 q
os antigenos HLA podem influenciar o desenvolvimede dano hepatico em
portadores cronicos do VHC.

PALAVRAS-CHAVE: HLA. Fibrose hepatica. Hepatite C.
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INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da hepatite C é uma das ip@e causas de doenca
cronica no figado. A hepatite C crénica ocorre emroximadamente 50 a 85% dos
individuos infectados [Villano et al., 1999; Thomas Seef, 2005] e pode ser
evidenciada por alteragcbes histopatologicas queisem com uma inflamacédo no
figado, freqlientemente associada a fibrose, podewdlir para cirrose e em alguns
casos hepatocarcinoma. [Goodman, 1995; Thomasfe2868].

Os fatores envolvidos na progressao da hepatitérica para a cirrose hepatica
tém sido amplamente investigados. Fatores comatigendral, idade, sexo, infec¢des
concorrentes e alcoolismo podem influenciar a megio da doenca, porém esses
fatores sozinhos néo explicam porque muitos pagseavoluem de forma benigna por
décadas e outros rapidamente progridem para dogmclgado em estagio final
[Kobayashiet al, 1996; Poynaret al, 1997; Freemanet al, 2001; Mallatet al,, 2008].

Um dado relevante, caracterizado pela presencandieiduos saudaveis que
albergam o virus, é que o VHC parece ndao ter ef#ibpatico direto nos hepatécitos
infectados, [Focaccia, 2003; Pawlotski, 2004]. Mes#so, a progressao da doenca e 0s
danos hepaticos podem resultar aparentemente glastasmune do hospedeiro, a qual
envolve uma complexa interagédo entre o sistemaenmato e adaptativo. [Rehermann
et al, 2000; Pawlotski, 2004;]

Nesse contexto, a diversidade dos genes envolwnidossposta imune pode
explicar, em parte, a variabilidade da respostafascdes. Entre as muitas familias de
genes de resposta imune, destacam-se os genedéitlasse | e classe Il do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC). Varios w#bs tém relacionado variantes
HLA com o desenvolvimento de infeccdo ou eliminacéal vespontanea do VHC

[Yasunamiet al, 1997; Kuzushitat al, 1998; Astiet al, 1999; Mangieet al, 1999;
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Harcourtet al, 2000], porém s&do escassos 0s estudos que avalassociacdo HLA
com a progressdo da doenca em portadores cronwogirds, especialmente em
populacdes brasileiras. Nesse contexto, o objel@ase trabalho foi investigar os genes
HLA em portadores crénicos do VHC com diferenteaugrde fibrose e analisar o

possivel papel desses genes na progressao e/oidadeala hepatite C.

MATERIAIS E METODOS:
Selecéo dos pacientes

No periodo de Setembro de 2004 a Janeiro de 2@ar(@s e 4 meses) foram
coletadas amostras de 761 pacientes infectadosvfrek da hepatite C atendidos no
Departamento de Medicina Interna -Divisdo de Gasterologia Clinica da Faculdade
de Medicina de Botucatu-UNESP, Botucatu, SP, Bfagit53'09" S; 48°26'42" W). Os
pacientes foram criteriosamente selecionados, sewtiddos apenas 145 pacientes no
estudo. Os critérios de inclusdo foram: presencainfieccdo crénica por VHC
caracterizada pela persisténcia de VHC-RNA no spoo, testes moleculares e por
biopsia de figado, e infec¢cdo somente pelo gendtigo virus da hepatite C. Os outros
616 pacientes foram excluidos do estudo por apma®en sorologia positiva para o
virus da hepatite B (HBV) ou para o virus da imwefmiEncia humana (HIV), presenca
de outras doencas hepdticas, presenca de outrosipgsndo virus e/ou tratamento
antiviral antes da bidpsia de figado. As informac@inicas dos pacientes foram
coletadas do prontuario do paciente. O protocolestiedo foi aprovado pelo comité de
ética da Universidade Estadual Paulista, Botucatades os pacientes selecionados
assinaram o termo de consentimento livre e esatirec

Biopsia do Figado
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As biopsias foram realizadas usando a técnica degMei ou com agulha de
Tru-Cut para avaliar a progressdo ou severidadelagmca. Os fragmentos foram
analisados quando ao menos oito espagos portaaestavesentes. O tecido foi
submetido as colora¢des: hematoxilina-eosina, dmao de Masson e Reticulina. As
biopsias foram analizadas por um patologista usand@assificacdo METAVIR: FO -
sem fibrose, F1 - fibrose periportal sem septos; fiBrose entre os espacos porta com
poucos septos, F3 - numerosos septos sem cirré%e arrose [Bedossa, 1993]. Os
pacientes foram separados em 2 grupos de acordoocestagio de fibrose: fibrose
ausente, leve ou moderada (FO-F2, n= 85) e filtmearcada ou cirrose (F3-F4, n= 60).

Genotipagem do VHC

A genotipagem do VHC foi definida pela técnicaverse line probe assay
(INNOLIPA® v.1.0, Innogenetics,Ghent,Belgium), segundo asugses do fabricante.
Essa genotipagem foi precedida pela extracdo do RiA presente no plasma do
paciente, seguida de unfReverse-Transcription-Polymerase Chain React{®T-
PCR), realizadas pelo kikmplicor VHC testversion 2.0 (Roche Diagnostic Systems,
Branchburg, N.J), também seguindo as instrucodahltaante.

Extracdo do DNA gendmico

O DNA gendmico foi extraido a partir de 250uL degee venoso periférico
coletado em tubo contendo EDTA, utilizando o kitodecolumn (One Lambda Inc.,
San Diego, CA) de acordo com as instrucfes dodaitie.

Tipagem HLA

As tipagens dos locos HLA (HLA-A*, -B*, -C*, -DRB1*DQA1* e DQB1*)
foram realizadas pela técnicpolymerase chain reaction-sequence specific
oligonucleotidegPCR-SSO, One Lamb8aCanoga Park, CA, USA), na qual o produto

amplificado foi hibridizado com microesferas ligadgasondas especificas para os alelos
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HLA (One Lambdg, Canoga Park, CA, USA). As leituras das reacBesriaealizadas
em um citdmetro de fluxo que utiliza a tecnologiaminex (One Lambd. As
amostras foram analisadas pelo programa HLA Fif§jdBne Lambda.

Estatistica

As comparacdes das frequéncias alélicas foram sadals em tabelas de
contingéncia 2x2 pelo teste do qui-quadrado comecéo de Yates e/ou pelo Teste de
Fisher, quando necessario. ValorePdggnificativos foram corrigidos pelo numero de
alelos estudados em cada loco (Pc; Correcao deeBoni).Valores d®©dds Ratiacom
95% de intervalo de confianca também foram cal@dguhra valores de < 0,05. As
analises estatisticas foram realizadas pelo pragrarBISA  statistics

(http://home.clara.net/sisa/two2hip.HtmA fase gamética dos alelos dos diferentes

locos analisados ndo é conhecida, pois ndo fa &itlise de segregacdo em familias.
A determinacdo dos haplotipos e o calculo de sieagiéncias foram realizadas pelo
teste de verossimilhanca, utilizando o Programatiesito Arlequin [Excoffieret al,
2005]. O equilibrio de Hardy-Weinberg [Guo e Thooms 1992] foi feito calculando
as freqléncias genotipicas esperadas e comparandora 0s valores observados,

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

RESULTADOS

Caracteristicas dos pacientes

As analises demonstraram que as distribuicbes gmngdes das frequéncias
genotipicas na populacdo estdo em equilibrio ddy-Mfeinberg. As caracteristicas da
populacdo de estudo referentes a idade, géneasedatlie risco, tempo de infeccéo e

graus de fibrose de acordo com Score METAVIR sdesgmtadas na Tabela 1.
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Os pacientes foram considerados como um grupo oétmisto, visto que
avaliagOes fenotipicas baseadas em caracteriiszzs como cor da pele ndo séo bons
prognésticos de descendéncia genética africanea[€aal, 2003].

Alelos HLA de Classe I

O alelo HLA de classe Il DRB1*11 foi menos freqieemio grupo com fibrose
avancada ou cirrose quando comparado ao grupo Beosd ou fibrose leve a
moderada (5,0% vs 18,2%-=0,0016;Pc= 0,0208; OR= 0,23; IC 95%= 0,09 - 0,58),
respectivamente. O alelo DQA1*05, por sua vez, tamfoi menos freqliente no grupo
com fibrose avangada ou cirrose (19,1% vs 32/380;013; OR= 0,48; IC 95%= 0,27 -
0,84), porém apds correcdo de Bonferroni, o va®iPdperdeu significAnciaPc=
0,065). Nao foram encontradas diferencas signiastquando comparados os dois
grupos para os alelos HLA-DQB1*. As frequéncias dtedos HLA de classe Il sé&o
apresentadas na Tabela 2.

Alelos HLA de Classe |

O alelo HLA-A*02 foi mais frequente no grupo conbrfise avangada quando
comparado com o grupo de néo fibrose ou fibrose éemnoderada (35% vs 20,687
0,009; OR= 2,07; IC 95%=1,24-3,52). Contudo, depids feita a correcdo d&
(correcédo de Bonferroni) o alelo HLA-A*02 perdeu sggnificancia Pc=0,153).
Contrariamente, o alelo HLA-A*23 foi menos freqieemto grupo F3-F4 quando
comparado ao grupo FO-F2 (0,8% vs 5,8%0,029; OR= 0,13; IC 95%= 0,01-1,06),
porém, apos correcdo de Bonferroni, o valoPdgeerdeu significanciaPc=0,493). Nao
foram encontradas diferencas significativas ensralelos dos locos HLA-B* e HLA-
C* nos dois grupos. As frequéncias dos alelos HleActhsse | sdo apresentados na
Tabela 3.

Haplotipos
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Na andlise dos haplétipos, foram encontrados 2btiaps no grupo F3-F4 e 28
no grupo FO-F2, dos quais HLA-DRB1*11-DQA1*05-DQBIB foi estatisticamente
menos frequente em pacientes F3-F4 que nos pai€ftE2 (4,2% vs 15,3%2=

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

DISCUSSAO

Os alelos HLA de classe Il ttm um papel importarsteesposta imune frente a
infecgBes virais por serem proteinas chave papesentacao de antigenos por células
apresentadoras de antigenos aos linfocitos T CBié&t+muitas evidéncias de que o0s
alelos HLA de classe Il estdo envolvidos no coetdd infecgéo viral pelo VHC [Alric
et al, 1997; Mckiernaret al, 2000; Cursino-Santost al, 2007], sendo o dado mais
consistente o efeito protetor dos alelos DRB1*1D@B1*03 [Thio et al, 2001,
Yenigun., 2002; Yee, 2004], os quais tém sido fodmste associados a eliminacéo viral
espontanea [Mangiat al, 1999; Harriset al, 2008] e a maior resisténcia para o
desenvolvimento de infec¢do cronica pelo VHC. Hebhal, [2005] num estudo de
meta-andlise, demonstraram que individuos com sleitl A-DRB1*11:01 e
DQB1*03:01 reduzem o risco de desenvolverem infecgénica pelo VHC em 102% e
136%, respectivamente, sugerindo que esses aletsam ser fatores importantes em
favorecer a eliminacao do VHC e proteger contradgdio cronica.

No presente estudo, avaliou-se a influéncia de®sflHLA na progressao da
doenca no figado em pacientes cronicamente infestpdlo VHC e o alelo DRB1*11
foi associado com prote¢do ao desenvolvimento lwlede avancada ou cirrose. Esse
resultado esta de acordo com outros estudos queétarancontraram associagdo desse
alelo com protecdo a progressdo ou a severidaddegatite C em diferentes

populacdes. Astet al, [1999], na Italia, encontraram o alelo DRB1*XL:€m menor
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frequéncia em pacientes com doenca cronica no dighel diferentes severidades
guando comparados a individuos assintomaticos lipeegam o VHC. Em um estudo
realizado na Franca, Reneual [2002] relacionaram a severidade da hepatiter® @®
niveis de alanina aminotransferase (ALT), compavapdcientes com hepatite C
cronica que possuiam niveis normais de ALT e p&eserom niveis de ALT elevados e
encontraram maior freqiéncia do alelo DRB1*11 ngogrcom niveis normais de ALT.
Em outro estudo realizado na Franca ldual, [2002] observaram menor freqtiéncia de
DRB1*11 em pacientes com cirrose (grau F4 de acoaio o score Knodell) quando
comparados aos pacientes sem cirrose (FO-F3 sca@el). Tilmannet al, [2001] na
Europa, observaram que DRB1*11 foi menos frequenteindividuos que realizaram
transplantes para a doenca do figado em estagintrinduzida pelo VHC quando
comparados a doadores de sangue.

Apesar destes estudos avaliarem a progresséao datéépde diferentes formas,
em todos eles, os alelos do grupo DRB1*11 apareeammenor freqiéncia em
individuos em estagios mais avancados da doencas Erados confirmam o efeito
protetor de DRB1*11, demonstrando que esse al@lopapel ndo s6 em facilitar a
eliminagdo espontanea do VHC, como também em enmitor dano hepético nos
pacientes infectados cronicamente pelo virus.

Em estudos de associagao com a infeccao croniaielo HLA DRB1*11 tem
sido descrito conjuntamente com DQB1*03 como alielprote¢cdo ao desenvolvimento
de infeccdo cronica pelo VHC, [Manget al, 1999; Alricet al, 2000; Honget al,
2005]. Entretanto, nossos dados ndo confirmaranssacacdo entre DQB1*03 e
progressao e/ou severidade da hepatite C cronaraotrro lado, o alelo DQB1*03

aparece em conjunto com DRB1*11 na analise dosotipps, na qual o haplétipo
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HLA-DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 foi significantemente emos frequente em
pacientes F3-F4 que nos pacientes FO-F2.

Em um estudo realizado na lItalia, este mesmo hpplébi também associado
com protecdo ao desenvolvimento da Hepatite C.tQr sugere que a associacao entre
infeccdo pelo VHC e este haplétipo € devida priemaente ao subtipo DRB1*11:04
[Zavaglia et al, 1998]. No presente estudo, o efeito protetorhdplétipo HLA-
DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 também parece ser devidoingppalmente ao
DRB1*11, j& que o alelo DQB1*03 néo se apresentsoeiado a graus de fibrose leve
ou moderada. Além disso, nossos dados ndo indioseragsociacdo preferencial com o
alelo DRB1*11:04 (dados nao mostrados).

O alelo DQA1*05 apresentou-se também com menoiiéecja em pacientes
F3-F4, sugerindo um papel protetor desse alelor&Zanjuria hepatica; porém, apds
correcdo de Bonferroni o valor de perdeu significancia. Além disso, este alelo
também estd em desequilibrio de ligacdo com DRB¥X140,46), fazendo com que
esse resultado seja aparentemente secundéariocéagésocom DRB1*11.

E interessante observar que no grupo FO-F2, da@gries DRB1*11, somente
2 (6,0%) pacientes apresentaram concomitantemsnagetns DRB1*07. J& nos grupo
F3-F4, dos 6 pacientes que possuiam DRB1*11, 3 Y&@¥esentavam também o alelo
DRB1*07, o qual tem sido associado a maior sudodigade a infec¢do persistente
pelo VHC [Fanninget al, 2000; Corghet al, 2008]. Assim, esses 3 pacientes possuem
um alelo de protecédo e o outro de susceptibilidadeenca, e talvez, o alelo DRB1*07
nesses individuos contraponha a protecdo dada a@lelo DRB1*11. Contudo,
DRB1*07 ndo se apresentou associado com dano bepstivero em portadores

cronicos de VHC neste estudo. E importante ressgii@ em muitos estudos de
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associagdo do HLA e a hepatite C, sdo incluidowwaenodtipos virais num grupo
anico de pacientes o qual nao foi feito no prestratmlho.

Os linfocitos T CD8 virus especificos também tém papel no controlal \&r
injuria hepatica. A funcéo efetora dos linfocitosD8" compreende dois mecanismos
diferentes: a lise de células infectadas (citoidaide), que € a funcdo priméaria desses
linfécitos, e também funcdes efetoras ndo cit@fjcque incluem a secrecdo de
citocinas como interferon gama (IizNe fator de necrose tumoral (TNé;)-que pode
inibir a replicacdo viral sem lisar a célula inttd [Guidotti and Chisari, 2001]. A
ativacao dos linfécitos T citotdxicos requer aliatgo com moléculas HLA de classe |
e alguns artigos encontraram associacoes entreledgs aHLA de classe | e
susceptibilidade, protecdo e/ou progressado da doent pacientes com hepatite C
cronica. Fanningt al, [2004] encontraram o alelo HLA-C*04 associadoessisténcia
da infeccdo por VHC. Patedt al, [2006], em um estudo realizado na Inglaterra,
observaram uma maior proporcdo de pacientes F2¢pessando HLA-B*18 quando
comparados com controles. Thaeo al, [2002] em um estudo comparando pacientes
com infeccao persistente e com eliminagéo virabeEmea, relataram associagdes entre
HLA-A*11:01, -B*57 e -C*01:02 e eliminacawiral. Os autores também encontraram
associagao dos alelos HLA-A*23:01 e -C*04 com spsb#@idade a persisténcia viral.

No presente trabalho o alelo HLA-A*23 apresentoursenos frequente no
grupo F3-F4, sugerindo protecao ao desenvolvimgatdano hepatico; entretanto, apos
correcdo de Bonferroni o valor dé perdeu significancia. Thieet al, [2002]
encontraram maior susceptibilidade ao desenvolvionde infeccao cronica pelo VHC
em pacientes HLA-A*23.

Alguns alelos HLA-C* podem ser importantes na igéxpelo VHC porque séo

ligantes para alguns receptores das céNksral Killer, os quais parecem influenciar
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a persisténcia viral [Kakhoet al, 2004]. Contudo, no presente estudo ndo foram
encontradas associacoes significativas entre dssai A-C* e progressao a cirrose

em pacientes cronicamente infectados.

CONCLUSAO

Nos ultimos anos muitos estudos tém associado rmessgdo complexo MHC a
progressao, severidade ou atividade da infeccaoVbtit, com muitos resultados
diferentes. Em muitos desses estudos a definicdtmdeaor severidade da doenca”
varia desde a dados bioquimicos (nivel ALT) a ddmetologicos. Neste estudo, 0s
pacientes foram caracterizados cuidadosamenteajaaritstatus” da infecgao cronica,
e gquanto a possiveis interferentes, formando unpogrcom caracteristicas bem
homogéneas, que permitiu analisar com maior claaggnética do hospedeiro e inferir
que o alelo HLA-DRB1*11 constitui um fator genéticoportante ndo s6 na protecéo
contra o desenvolvimento de infec¢do cronica, rae®ém em proteger contra dano

hepatico severo em pacientes cronicamente infestaelo VHC.
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TABELAS

Tabela . Caracteristicas dos pacientes com hepdiit crbnica atendidos no
Departamento de Medicina Interna — Divisdo de ®asterologia clinica da Faculdade
de Medicina de Botucatu — UNESP, no periodo dergsite de 2004 a janeiro de 2009.
N=145.

Pacientes FO-F2 F3-F4

PARAMETROS CLINICOS N=145 N=85 N=60
Idade (média + SD) 43,4+10,4 39,8+9,3 48,6+9,8
Sexo n (%)
Masculino 112 (77,3) 67 (78,8) 45 (75,0)
Feminino 33(22,7) 18(21,2) 15 (25,0)
Fatores de Risco n (%)
Transfusao 36 (24,8) 17 (20,0) 19(31,7)
Uso de drogas injetaveis 24 (16,6) 22 (25,9) 2 (3,3)
Uso de gluconergan 22 (15,2) 10(11,7) 12(20,0)
Uso de cocaina inalada 5(3,4) 2(2,4) 3 (5,0)
*Outros 58 (40,0) 34 (40,0) 24 (40,0)

*Tempo de infec¢do (média £ SD) 21,8+8,3 19,246,9 25,748,7
***Classificacdo METAVIR n (%)

FO 74,8 782 -
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)

*Tatuagens, cirurgias, homossexualidade, promisclgce fator de risco desconhecido.
** O tempo de infeccéo foi calculado para 90 pai@er{F0=4, F1=25, F2=24, F3=16 e
F3=21) o tempo de infeccdo de 55 pacientes é descimio.

***Classificacdo METAVIR: FO - sem fibrose, F1 bfiose periportal sem septos, F2 —
fibrose entre os espacos porta com poucos se@oesinerosos septos sem cirrose e
F4 — cirrose.
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Tabela Il. Frequéncia alélica HLA de classe Il B69acientes sem fibrose ou com
fibrose leve a moderada (FO-F2) e nos 60 paciea®sfibrose avancada ou cirrose
(F3-F4).

HLA-DRB1 HLA-DQ

Alelos  FO-F2 F3-F4 Alelos  FO-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 (5,00 DQA1*04 09 (5,2) 06 (5,0)
DRB1*09 02 (1,2) 02(1,7) DQA1*05 56 (32,9) 23 (19,1f
DRB1*10 01 (0,6) 03 (2,5) DOB1
DRB1*11 31 (18,2) 06 (5,0 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

#P=0,0016 (Qui quadrado com correcdo de Yates¥, 0,0208; OR= 0,23; IC 95%=
0,09 - 0,58

b p= 0,013 (Qui quadrado com correcdo de Yatesy, 0,065 (Correcédo de
Bonferroni); OR= 0,48; IC 95%= 0,27 - 0,84;.
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Tabela lll. FreqUéncia alélica HLA de classe | B6acientes sem fibrose ou com
fibrose leve a moderada (FO-F2) e nos 60 paciea@sfibrose avancada ou cirrose

(F3-F4).
HLA-A HLA-B HLA-C
Alelos FO-F2 F3-F4 Alelos FO-F2 F3-F4 Alelos FO-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§ 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 74,1 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*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) O 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(29) 1(0,8) C*14 1(0,6) 4 (3,3)
A*31 9(52) 2(1,7) B*39 4(2,3) 3(2)5) 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(29) 2(1,7) B*41 5(2,9) 4(3,3) CcC*17 7 (4,1) 4 (3,3)
A*34 0 1(0,8) B*42 2(1,2) O 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(52) 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) O

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

B*54 1(0,6) O

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

B*56 1(0,6) O

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

B*58 1(06) O

B*81 2(1,2) O

TOTAL 170 120

4P= 0,009 (Qui quadrado com correcio de Yates¥; 0,153 (Corregdo de

Bonferroni); OR= 2,07; IC 95%=1,24-3,52).
b p= 0,029 (Teste exato de Fishd?k= 0,493; OR= 0,13; IC 95%= 0,01-1,06.
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ABSTRACT

Natural killer (NK) cells play pivotal roles in inume responses against infection with
viruses such as hepatitis C virus (HCV) and kittel immunoglobulin-like receptors
(KIRSs) are related to the activation and inhibitafrNK cells. The aim of this study was
to investigate the possibility th&iR genes and HLA ligands influence progression to
cirrhosis in patients infected with hepatitis C.té&tal of 145 Brazilian patients with
confirmed chronic hepatitis C were evaluated. Ggring of KIR and human leukocyte
antigen (HLA) genes was performed by polymerasdancheaction with sequence-
specific oligonucleotide probes. The HLA-C2 ligands more frequent in patients than
healthy controls (74.5% vs 64.3P& 0.04; OR= 1.6; 95%IC=1.03-2.52 respectively).
The HLA-C1C2 genotype was more frequent in thegpasi with advanced fibrosis or
cirrhosis (F3-F4 group) than FO-F2 group (61.6%#4s7% P=0.06 respectively), and
also was more frequent in the F4 group than FO+B8(65.7% vs 46.7%P= 0.05;
OR=2.19; 95%IC=1.01-4.73 respectively). The conititn of NK and KIR to the
development of liver damage in patients chronicatlifected 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,a human hepatotropic virus
that belongs to thElaviviridae family [1,2]. Most patients with HCV infection progss
to chronic disease, which can lead to liver fibsoand the subsequent occurrence of
cirrhosis and hepatocellular carcinoma [3].

Several studies have demonstrated that the immgitaloresponse to HCV
infection involves both the innate and adaptive imen systems; however, the
mechanisms responsible for the onset and progres$ibepatic lesions during chronic
hepatitis C are not fully understood. Naturaldsiltells (NK) are crucial components of
innate response and accumulated evidence sugbatstsK cells play an important role
not only in host defense against pathogens initiee but also in liver injury and repair
[6-8].

The function of NK cells is regulated by a fine drade of inhibitory and
activating signals, which are mediated by a divarsay of cell-surface receptors which
include the killer cell immunoglobulin-like recepso(KIR) [6,9]. These receptors can
inhibit or activate NK cells and the difference weéen both is mainly in the
intracytoplasmatic tail. The inhibitory receptorsavk a long tail with an
immunoreceptor tyrosine inhibitory motif, wherels fctivating receptors have a short

tail without this motif but with the capacity totaract with activating adaptor proteins

such as DAP12 [10,11]. The KIRs specifically redagnhuman leukocyte antigen
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(HLA) class | present on target cells, and Bw4 drstinct allotypes of HLA-C (C1 and
C2 groups) are the predominant ligands for most KIH.

In humans, KIRs are encoded by a cluster of geoeatdd in the leukocyte
receptor complex on chromosome 19q13.4. At leasKIE5genes have been thus far
characterized, of which 9 are NK cell inhibitoriKIR2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4,
2DL5A, 2DL5B,3DL1, 3DL2, 3DLJ), 6 are activatingKIR2DS1 2DS2 2DS3 2DS4
2DSH 3DS)), and 2 are pseudogenédR2DP1, 3DP1) [13,14]. Based on the genetic
content and pattern of segregation at the populdéwel, KIR haplotypes are divided
into two groups, A and B, which differ in numberdakind of KIR genes. Common to
both groups of haplotypes are the ‘framework genkfR3DL2, 3DP1, 2DL4 and
3DL3[13-15].

Recently, studies have shown the important infleenidKIR genes and ligands
favoring the viral clearance in HCV infection, [18] but little is known on the role of
these genes in liver damage and progression twosis in patients chronically infected.
The aim of the present study was therefore to thy&te theKIR genes and HLA

ligands and their possible association with progicesof hepatitis C.

MATERIALS AND METHODS

Study population

In the period of 2004, September to 2009, Januane collected samples of
761 patients infected by the HCV attended at IterMedicine Department,
Gastroenterology Division, Botucatu Medical SchoBBo Paulo State University,
UNESP, Botucatu, SP, Brazil (22°53'09" S; 48°26D)'The patients were carefully
selected and from those, only 145 unrelated patievere included in this study.

Inclusion criteria were: the presence of chronipdtgis C with persistence of RNA-
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HCV in the serum confirmed by molecular assays landiver biopsies, and infection
only by the genotype 1. A total of 616 patients evexcluded of this study by the
following exclusion criteria: human immunodeficignarus (HIV) positive serology or
hepatitis B virus (HBV) co-infection, presence dher hepatic diseases, presence of
other virus genotypes and history of antiviral &par before liver biopsy.

In Addition, 289 unrelated healthy individuals froBouthern Brazil, more
precisely from the north and the northwest arethefstate of Parana (N/NW Parand)
registered as bone marrow donors by the MaringdoRagHemocenter (Rudinick et
al., 2008) were used as control and were compareHQGV patients (case-control
study). The Brazilians form one of the most hetermpus populations in the world
and, at an individual level, skin color and phykieagaluation is a poor predictor of
genomic African ancestry [20]. So the individualere/considered to be a mixed ethnic
group. The study protocol was approved by the BthHiommittee for Research
Involving Human Beings of the Maringa State UniwgrsMaringa, Parana, Southern
Brazil, and all subjects provided written consenparticipate in the study.

Liver biopsy

The biopsies in all patients were carried out usirggtechnique of Menghini or
with Tru-Cut needle to determine the degree ofolis and progression of infection.
The fragments were analyzed when at least eighilpspaces were present and were
stained with hematoxylin and eosin, massiochromeand reticulin stain. The hepatic
biopsies were analyzed by a pathologist using tB AMVIR score:FO - no fibrosis, F1 -
portal fibrosis without septa, F2 - portal fibrosisd few septa, F3 — numerous septa without

cirrhosis and F4 — cirrhosfd8]. The patients were stratified into two subgroupoetiag
to the fibrosis stage: absence of fibrosis or rilddosis (FO-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 limb@rassay (INNOLIP&
v.1.0, Innogenetics, Ghent, Belgium) accordinght® manufacturer’s instructions. This
genotyping was preceded by the extraction of RNialvpresent in the plasma of the
patient, followed by aReverse-Transcription-Polymerase Chain Reac{iBi-PCR)
(Amplicor HCV test,version 2.0, Roche Diagnostic Systems, BranchbiNg),
according to the manufacturer’s instructions.

DNA extractionGenomic DNA was isolated from 250uL of peripher&adul
using Neolsocolumn Kit (One Lambda Inc., San Digg8) or purelink® (Invitrogen,
USA) according to the manufacturer’s instructions.

KIR and HLA class | genotyping

The followingKIR genesKIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DLS5,
KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DS1, KIR2DS2, KIRAKIR2DS4, KIR2DS5,
KIR3DS1, KIR2DPland KIR3DP1 and the HLA class | (HLA-A,- B,- C) were
genotyped by polymerase chain reaction with seqgiepecific oligonucleotide probes
protocols (PCR-SSO) using the Luminex 100 xMAP floytometry dual-laser system
(One Lambda Inc.), followed by flow analysis usammgABScan_ 100 flow analyzer.

KIR2D$4

The two major full-length subtype and deleted foroisKIR2DS4also were
analyzed byPCR-SSO. The doubtful result samples were confirmed by amanse
polymerase chain reaction with sequence specifimgrs (PCR-SSP). The specific
primersfor the gene&KIR2DS4were made according to the recommendations ofiMart
et al. [19]. After PCR processing, the amplified DNA fragnts were separated by

2,5% agarose gel electrophoresis for 30 minutedavolts, and subsequently, for 2
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hours at 100 Volts. The primer pairs amplified ®-bp product in exon 5 if the full-
length gene was present and a 197-bp product dehetion variant was present.

Statistical analysis

KIR and KIR-HLA ligand frequencies were obtained byedi counting. To
compare the distribution of frequencies the dateseevorganized in contingency tables,
and the values were compared using a Chi-squate Yaates correction or Fisher’'s
exact test. Odds ratios (OR) with 95% confidenceeruals (95% CI) were also
calculated. The analyses were carried out using ASIBnline statistics
(http://home.clara.net/sisa/two2hlp.htn®. values <0.05 were considered statistically

significant.

RESULTS

Patients’ characteristics

The patients’ characteristics relative to age, gendsk factors, duration of infection
and degrees of fibrosis according to METAVIR scare summarized in table 1

KIR genes and HLA liganddrequencies

First, the patients were stratified into individaiatith absence of fibrosis or mild
fibrosis (FO-F2, n=85) and individuals with advath¢#rosis or cirrhosis (F3-F4, n=60)
and the comparison &IR genes and HLA ligands was evaluated between Fang2
F3-F4. Next, the patients with cirrhosis (F4 stage38) were separated and compared
with patients without cirrhosis (FO-F3 stage, n=L0Furthermore, all patients were
compared with unrelated healthy controls.

The HLA class | allele ligands of KIR (HLA C1, CBw4 and A3/All) were
analyzed in all groups. The HLA-C2 was more frequarthe patients than in healthy
controls (74.5% vs 64.3%= 0.04; OR= 1.6; 95%IC=1.03-2.52 respectively). HiA

C1 and C2 ligand genotypes were also analyzed hedhéterozygote HLA-C1C2
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genotype showed a trend being more frequent iF8i€4 group when compared with
the FO-F2 group (61.6% vs 44.7%50.06, OR 1.98, IC 1.02-3.9 respectively). It was
also more frequent in the patients with liver ansts (F4) when compared with patients
without cirrhosis (FO-F3) (65.7% vs 46.79%= 0.05; OR=2.19; 95%IC=1.0-4.7
respectively). The frequency distribution of HLAdNds genotypes is shown in figure
1.

The Bw4 molecules were divided into two groups be basis of whether
isoleucine or threonine was present at position (B&4-80lle and Bw4-80Thr,
respectively) and were analyzed in all patients ematrols. The Bw4-80lle showed a
trend being less frequent in the group with liverhosis (F4) when compared with the
patients without cirrhosis (39.5% vs 56.840.09; OR=0.51; 95%IC=0.24-1.0) (dates
not shown).

With respect toKIR genes, no association between the KIR genes and
susceptibility to HCV, progression to fibrosis airlcosis was observed. Likewise, the
distribution of KIR2DS4forms (the full-length gene, the deletion variantboth) was
similar in all groups and the deleted variantkdR2DS4was the most frequent in all
groups. Although the difference did not reach statal significancein the analysis of
KIR2DL2 andKIR2DL3 homozygotes and heterozygoteas observed a low frequency
of the KIR2DL3/KIR2DL3genotype in F3-F4 group (46.7%) when compared ®ith
F2 group (57.7%) (dates not shown).

In the analysis of the interactions between aatigaind inhibitoryKIR loci and
HLA class | ligands (KIR2DL1 and its ligand CRjR2DL2 with C1; KIR2DL3 with
C1l; KIR3DL1 with Bw4; KIR3DL1 with Bw4-80lle; KIR3DL1 with Bw4-80Thr;

KIR3DL2 with A3 and/or A11,KIR2DS1with C2; KIR2DS2with C1; KIR3DS1with
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Bw4; KIR3DS1with Bw4-80lle and KIR3DS1 with Bw4-80)hmone receptor-ligand
pair was associated with susceptibility or progmessf disease.

Furthermore patients were identified as KIR AA, AB,BB haplotypes on the
basis of the multipl&KIR genes they possessed. The KIR AA was the most drequ
haplotype in all groups (33.1% in total of patier®#8.2% in F3-F4 group, 33.3% in FO-
F2 group, 34.2 in F4 group, 32,7% in the FO-F3 gramd 33.2% in the unrelated
healthy controls), but no significant differencas the distribution of haplotypes

frequencies were observed.

DISCUSSION

Mortality associated with chronic hepatitis C résulmainly from the
development of liver fibrosis and the subsequentuwoence of cirrhosis with
complications such as hepatocellular carcinomal{3jas been shown that there is no
relationship between viral load or genotype andoBis. Nevertheless, evidences
suggest that host immune factors, were ones thaglate with fibrosis progression in
HCV. [21,22].

The NK cells represent a fundamental componenh@frinate immune system.
The repertoire of NK cells is extensive in the tiy23] and cytolitic activity seems to
have an inverse association with liver fibrosiggstasuggesting that the presence of
cytolitic active peripheral NK cells may be proteetagainst liver disease progression
[24]. NK cells likely to play pivotal roles in imnme responses against hepatitis C virus
infection and the KIRs are the major group of récepthat modulated NK function.

An important association seems to involvlRiR2DL3 gene. Romeret al [25]
reported an association betwe&iR2DL3/2DL3 and its ligand HLA-C1/C1 and

spontaneous HCV clearance. Khakebal [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 withw-dose viral inoculums. They
hypothesized that this KIR-ligand pair could be tpative because it had a weak
inhibitory function that was easily overridden bgtigating signals. In the hierarchy of
KIR2DL-molecule-mediated inhibitiorKIR2DL3HLA-C1C1 appears to confer weaker
inhibitory responses, whilgIR2DL1 with C2C2 is at the top of the list of the genes
with the highest inhibitory power [26].

Khakoo et al [16] also demonstrate th&IR2DL2 seems to counteract
KIR2DL3HLA-C1C1 protection. Another study found the presenof KIR2DL2
associated with viral clearance [27]. A recent gtwith intravenous drug users found a
significant association between the presence ointmbitory receptor&IR2DL2 and/or
KIR2DL3 and the HLA-C1 homozygous genotype together Withdctivating receptor
KIR2DS4in the protection from HCV infection [28].

It has become clear that tHéR genes and the strength of HLA-KIR interactions
has functional significance and can influence diseausceptibility and all these
observations suggest that NK activation enhanceg el€arance.

Most studies analyzedIR genes and viral clearance; however there were no
studies that analyzedIR genes and progression of the disease and liveag@arm
chronically infected patients. In the present sttitypatients were carefully selected to
form a homogeneous group in terms of HCV genotypd absence of viral co-
infections The data did not show any significant associatn5% level between
inhibitory or activating KIR and susceptibility tBlCV, progression to fibrosis or
cirrhosis. Nonetheless, the frequency of the gerei§iR2DL3/ KIR2DL3was higher
in FO-F2 group (57.7%) when compared with F3-F4igr{46.7%). This was observed

only for KIR2DL3/KIR2DL3but not forKIR2DL3IHLA-C1 interaction (the frequencies
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of KIR2DL3/KIR2DL3 with HLA-C1 were similar in both groups). Althougthe
statistical power of the study was insufficientdonfirm this association, the result
might be an indication th&lR2DL3 homozygote genotype can be important not only
for spontaneous clearance, as previously obselwgdalso for protection against liver
disease injury and must be better investigated.

With respect to the distribution of HLA-C ligandg)ye HLA-C2 was more
frequent in the patients than in healthy contr@¥.§% vs 64.3%°= 0.04; OR= 1.6;
95%IC=1.03-2.52 respectively). Khakaa al [16] reported a higher frequency of
HLA-C2C2 genotype among patients with persisteféation and a higher frequency of
HLA-C1C1 in individuals with resolved infection. #hHLA-C2C2 and HLA-C1C1
genotypes did not show association, however therbieygote HLA-C1C2 genotype
was more frequent in individuals with advanceddgs or cirrhosis when compared
with patients without fibrosis or mild fibrosis (&6 vs 44.7%P=0.06, OR 1.98, IC
1.0-3.9 respectively) and more frequent in cirthqtatients than non cirrhotic (65.7%
vs 46.7%; P= 0.05; OR=2.19; 95%IC=1.0-4.7 respectively). Thadihg that
heterozygosity for the HLA-C1 and C2 genotype mayirhportant in the disease may
reflect the particularly delicate balance in immuresponsiveness in the patients
chronically infected. With respect to the HLA-B Bwidands a trend towards a higher
frequency of Bw4-80lle in patients without liverrrtiosis was observed. (dates not
shown).

Several case/control studies have reported an iaisoc between the
presence/absence of specific KIRs and disease gusign following infection with
some oncogenic viruses [29]. The activating reaeigtR3DS1was found significantly
more frequent in cervical intraepithelial neopla3i@CIN/3) cancer cases in comparison

to healthy controls [30]. Conversely, in HIV infemst, it was described a significant
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association betweelKIR3DS1 and HLA-Bw4 alleles with protection from AIDS
progression [31]. Recently, Lopez-Vazqueizal [32] in a research realized in Spain,
found that the HLA-B Bw4-80lle epitope and tKER3DS1gene had a protective effect
against the development of hepatocellular carcinonaatients infected with hepatitis
C, especially in those with minimal liver damagecbntrast, Paladinet al [17] found
an increased frequency of two copieskdR3DS1land HLA-Bw4 in cirrhotic patients
infected with hepatitis C. These finds suggest KI®&3DS1seems to be important on
the progress of infectious diseases; however thelteeare still contradictories. In the
present study no associations were found betwe@RBDS1/HLA-Bw4 genotypes and

the progression of HCV infection.

CONCLUSION

Significant association witKIR genes to cirrhosis progression in patients with
chronic hepatitis C was not found, althougfR2DL3/KIR2DL3genotype was more
frequent in FO-F2 patients, HLA-C2 was more frequen patients than healthy
controls, HLA B Bw480lle was more frequent in narrlwtic patients and HLA C1C2
genotype was more frequent in F3-F4 and F4 patid@imgs contribution of NK and KIR
to the development of liver damage in chronicatifected patients have to be further
investigated, mainly in large cohorts.
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Table 1 Clinical and demographic features of pasienth chronic hepatitis C attended
in the Department of Internal Medicine, Gastroeuitagy Division, Botucatu Medical
School, to September of 2004 to January of 2009,48=

PARAMETROS CLINICOS

Pacientes
N=145

FO-F2
N=85

Idade (média £ SD)
Sexo n (%)

Masculino

Feminino
Fatores de Risco n (%)

Transfusao
Uso de drogas injetaveis

Uso de gluconergan
Uso de cocaina inalada

*Qutros

*Tempo de infec¢do (média + SD)
***Classificacdo METAVIR n (%)

FO
F1
F2
F3
F4

43,4+10,4 39,849,3

112 (77,3)
33 (22,7)

36 (24,8)
24 (16,6)

22 (15,2)
5 (3,4)
58 (40,0)
21,8+8,3

7 (4,8)
43 (29,7)
35 (24,1)
22 (15,2)
38 (26,2)

67 (78,8)
18 (21,2)

17 (20,0)
22
(25,9)
10 (11,7)
2 (2,4)
34 (40,0)
19,2+6,9

7(8,2)
43 (50,5)
35 (41,2)

F3-F4 F4
N=60 N=38
48,6%9,8 50,0%9,53
45 (75,0) 17 (71,1)
15 (25,0) 11 (28,9)
19 (31,7) 10 (26,3)
2(3,3) 2(5,3)
12 (20,0) 6 (15,8)
3(50) 3(7,9
24 (40,0) 17 (44,7)
25,7+8,7 27,8496
22 (36,7) -
38 (63,3) 38 (100)

*Tattoo, surgeries, occupational exposition, hormaaés or promiscuous sexual

behavior and unknown risk factor.

**Duration of infection was calculated only for §atients (FO=4, F1=25, F2=24,
F3=16 and F3=21) to 55 patients the duration afatibn is unknown.
**METAVIR score: FO - no fibrosis, F1 - portal fiesis without septa, F2 - portal
fibrosis and few septa, F3 — numerous septa witbioditosis and F4 — cirrhosis.



Figure 1 HLA-C ligand (C1,C2) genotype frequendrethe patients with chronic

hepatitis C.
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F3-F4 (advanced fibrosis or cirrhosis) vs FO-FXéate of fibrosis or mild fibrosis)

F4 (cirrhosis) vs FO-F3 (absence of cirrhosis).
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Resumo
O objetivo deste estudo foi determinar a influéndes alelos HLA em portadores
cronicos do virus da hepatite C, e analisar o pekspapel desses genes na resposta ao
tratamento com interferon-alfa peguilado mais nivaa. Para tanto, 144 pacientes
brasileiros infectados com o gendtipo 1 do virusro tratados com Interferon-alfa
peguilado na dose de 1,5ug/Kg em associagéo coaviRia na dose de 1000mg, se
peso menor que 75Kg, e 1250mg, se peso maior e, #or 48 semanas. Os
pacientes ndo possuiam infec¢cdes concomitantes HBM e HIV e/ou doencas
hepaticas, ndo realizaram tratamento antiviral iprévforam acompanhados por mais
de 6 meses apos término do tratamento para gaeargsposta virolégica sustentada.
Os pacientes foram classificados de acordo com sposta ao tratamento em
respondedores, ndo respondedores e recidivanteSpifisacdes dos alelos HLA de
classe | e classe Il foram realizadas pela téaecBCR-SSO, plataforma Luminex. Foi
encontrada associacao entre resposta virologitardada 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 apgigenos HLA
podem influenciar positivamente a resposta aonraméo com interferon-alfa peguilado
e ribavirina.
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INTRODUCAO

A combinacdo de Interferon convencional ou pegoiladais Ribavirina
ministrado por 24 ou 48 semanas respectivamente,tr@tamento de escolha para
pacientes com hepatite *€.0 principal objetivo da terapia é a erradicacdovitos,
porém, as taxas de resposta ao tratamento varistanba entre os individuos
infectados. A eficacia na terapia depende de digefiatores virais e individuais. Entre
os fatores relacionados ao virus, o gendtipo paaéce ser o mais importante, no qual
individuos infectados com os gendtipos 2 e 3 adquiresposta virolégica sustentada
(RVS) em 76 a 82% dos casos; ja nos individuosiaflos com gendtipo 1, a RVS é
alcancada somente em aproximadamente 42-46% dus'Gas

Desde que o tratamento com Interferon-alfa e Rilvavienvolve a resposta
imune do hospedeiro e as moléculas HLA sdo prdaieimgortantes na ativacao e
apresentacdo de antigenos aos linfécitds parece interessante avaliar se os genes
HLA influenciam a resposta ao tratamento. Os alé#b#\ tém sido notadamente
associados & eliminacédo viral espontanea e a pm@@rogressdo da hepatité €.
Quanto a resposta ao tratamento, alguns estudosidémealizados, porém com dados
ainda inconsistentes, com amostras heterogénessassos em populacdes brasileiras.
Nesse contexto, o presente trabalho teve comoiwabjavaliar a influéncia dos alelos
HLA de classe | e Il na resposta ao tratamento tevapia combinada de Interferon-alfa
peguilado e Ribavirina em pacientes infectados icammente com o genoétipo 1 do

VHC.

MATERIAIS E METODOS:

Selecado dos pacientes
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No periodo de Setembro de 2004 a Janeiro de 2@ar(@s e 4 meses) foram
coletadas amostras de 761 pacientes infectadosvfre da hepatite C atendidos no
Departamento de Medicina Interna -Divisdo de Gasterologia Clinica da Faculdade
de Medicina de Botucatu-UNESP, Botucatu, SP, Bfagit53'09" S; 48°26'42" W). Os
pacientes foram criteriosamente selecionados, sewtiddos apenas 144 pacientes no
estudo. Os critérios de inclusdo foram: presencainfieccdo crénica por VHC
caracterizada pela persisténcia de VHC-RNA no smo testes moleculares e por
biopsia de figado, e infec¢cdo somente pelo gendtigo virus da hepatite C. Os outros
616 pacientes foram excluidos do estudo por apmasen sorologia positiva para o
virus da hepatite B (HBV) ou para o virus da imwefmiEncia humana (HIV), presenca
de outras doencas hepdticas, presenca de outrosipgsndo virus e/ou tratamento
antiviral prévio. As informacdes clinicas dos patés foram coletadas do prontuario do
paciente. O protocolo de estudo foi aprovado pelmit® de ética da Universidade
Estadual Paulista, Botucatu e todos os pacienfesi@@ados assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Tratamento

O tratamento dos pacientes foi realizado com laten-alfa peguilado na dose
de 1,5ug/Kg em associagcao com Ribavirina na dos&08@mg, se peso menor que
75Kg, e 1250mg, se peso maior que 75Kg. Todosaoempies realizaram tratamento
por 48 semanas e foram acompanhados por mais dmr@idnas apos término do
tratamento para garantir a resposta viroldgicaestatla (RVS). Os pacientes que nao
seguiram corretamente o protocolo de medicacdomfoeacluidos do estudo. Os
pacientes foram classificados em 3 grupos de acavdoa resposta ao tratamento. O
primeiro grupo (RVS) foi formado por 53 pacientesncresposta viroldgica sustentada

(pacientes com RNA viral indetectavel 24 semanass aptérmino do tratamento); o



78

segundo grupo foi constituido por 64 pacientes nedpondedores (NRS) com RNA
viral detectavel na 482 semana de tratamento; erceito grupo foi formado por 27
pacientes denominados recidivantes (REC; paciegtes apresentaram RNA viral
indetectavel na 482 semana, porém na 122 ou 248nsep®s término do tratamento
apresentaram RNA viral no soro).

Genotipagem do VHC

A genotipagem do VHC foi definida pela técnicaverse line probe assay
(INNOLIPA® v.1.0, Innogenetics,Ghent,Belgium), segundo asugses do fabricante.
Essa genotipagem foi precedida pela extracdo do RiA presente no plasma do
paciente, seguida de unfReverse-Transcription-Polymerase Chain React{®T-
PCR), realizadas pelo kikmplicor VHC testversion 2.0 (Roche Diagnostic Systems,
Branchburg, N.J), também seguindo as instrucodaltaante.

Extracdo do DNA gendémico

O DNA gendmico foi extraido a partir de 250uL degee venoso periférico
coletado em tubo contendo EDTA, utilizando o kitodecolumn (One Lambda Inc.,
San Diego, CA) de acordo com as instrucfes dodaitie.

Tipagem HLA

ApOs 0 ajuste da concentragao, as tipagens das aflA (HLA-A*, -B*, -C*,
-DRB1*, -DQA1* e —-DQB1*) foram realizadas pela téznpolymerase chain reaction-
sequence specific oligonucleotid®CR-SSO, One Lamb8aCanoga Park, CA, USA),
na qual o produto amplificado foi hibridizado conicroesferas ligadas a sondas
especificas para os alelos HLA (One Lanfhd@anoga Park, CA, USA). As leituras das
reacdes foram realizadas em um citbmetro de flwe wiliza a tecnologia Luminex

(One Lambd8), a qual por meio de lasers detecta qual périgjadd a uma sonda) se
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ligou ao DNA amplificado, e organizadas pelo prowgade computador Labs¢ams
amostras foram analisadas pelo programa (programafdsion™, One Lambda).

Estatistica

As comparacoes das frequéncias alélicas, obtidaxguagem direta, foram
analisadas em tabelas de contingéncia pelo tesjaiequadrado com correcdo de Yates
e/ou pelo Teste de Fisher quando necessario. \dabe€dds Ratiocom 95% de
intervalo de confianca também foram calculados.n@Qaanecessério os valores He
significativos P<0,05) foram corrigidos para o numero de alelooetmados em cada
loco (Pc, Correcdo de Bonferroni). As andlises estatistitaam realizadas pelo

programaSISA statisticghttp://home.clara.net/sisa/two2hlp.htrnd fase gamética dos

alelos dos diferentes locos analisados ndo é cat@goois nao foi feita analise de
segregacao em familias. A determinacéo dos hap&#po calculo de suas frequiéncias
foram realizadas pelo teste de verossimilhancdizarido o Programa estatistico

Arlequin®?,

RESULTADOS

Caracteristicas dos pacientes

As analises demonstraram que as distribuicfes gmngdes das frequéncias
genotipicas na populacao estdo em equilibrio ddy-Mfeinberg. As caracteristicas da
populacao de estudo referentes a idade, géneoogdade risco e tempo de infec¢cdo sao
apresentadas na Tabela 1.

Alelos HLA de classe |l

Comparacdes entre os alelos HLA de classe Il ngauBos demonstrou uma
freqliéncia estatisticamente mais alta de DRB1*1§rapo RVS quando comparada ao

grupo NRS (39,6%s 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%s 11,1%P=0,0098;Pc=0,1274; OR= 5,2; 95% IC 1,4-19), porém,
apos correcdo de Bonferroni, o valorRi@erdeu significancia. Além de DRB1*11, o
alelo DRB1*13 também foi mais freqliente no grupoSRyue no grupo NRS, embora
nao estatisticamente significante (37,4% 20,3% P=0,06). Por outro lado, essa
tendéncia ndo foi observada quando comparados\R¥sBSREC. Em relacao ao loco
DOB1, individuos com RVS apresentaram frequénciasomes de DQB1*03 que
individuos NRS (62,3%'s40,6%P=0,03; OR=2,4; 95% IC=1,14-5,0). As freqléncias
dos alelos HLA de classe Il estdo apresentadasibeld 1.

Alelos HLA de classe |

Pacientes NRS apresentaram baixa frequéncia do &leA-A*31 quando
comparados com o grupo REC (1,5%d4,8%P=0,02; OR=0,09; 95% IC=0,009-0,85)
e com o grupo RVS (1,5%s11,3% P=0,04; OR=0,12; 95% IC=0,01-1,0). Porémsap
correcdo de Bonferroni o valor de perdeu a significanciaP¢=0,34 ePc=0,68,
respectivamente). O grupo de RVS, por sua veesaptou uma tendéncia, de menor
frequéncia do alelo HLA-C*05 quando comparado comrupo NRS (9,4/s 23,4%,
P=0,05). Nao foram encontradas associa¢Oes ent@etss do locus HLA-B e os
diferentes grupos de resposta ao tratamento (detnsostrados).

Haplotipos

Em relacdo aos haplotipos, o haplétipo HLA-DRB1TIQA1*05-DQB1*03
foi significantemente mais frequiente em pacientéS R37,7%) quando comparados
aos NRS (12,5%)R=0,003; Pc=0,066; OR=4,24; 95% I1C=1,6-10,7). (dados néo

mostrados).

DISCUSSAO
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Em diversos paises da Europa, nos Estados Umdda8hina e na india estudos
avaliando a distribuicdo dos gendtipos em amodtHE positivas demonstrou que o
gendtipo 1 foi responséavel pela maioria das infestt*® No Brasil, o genétipo 1 do
VHC aparece com predominancia sobre os genétippd réin algumas regiéé%? O
tratamento com interferon-alfa peguilado mais rithaa é eficaz nos individuos
infectados com os gendtipos 2 e 3 do virus da hepgat porém a resposta virolégica
em individuos infectados com o gendtipo 1 é peculipresentando baixas taxas de
RVS!? Esta claro que fatores virais, como o genétipduémciam diretamente a
resposta terapéutica. Entretanto, em pacientesnitiam o tratamento pela primeira
vez, os fatores relacionados ao hospedeiro partargpapel principal em determinar os
resultados da resposta terapéuticaDs Interferons e a Ribavirina, além das
propriedades antivirais diretas, possuem tambémripaades imunomodulatérias, que
contribuem para o efeito antiviral por envolverrastcélulas que ndo as infectatfas.
Uma das propriedades imunomodulatorias dos interéertipo | (que incluem o
interferon alfa) é a ativacdo e maturacdo dasaldéndriticas, levando a um aumento
na expressao de moléculas HLA. Também podem regaites quimiocinas, receptores
de quimiocinas e moléculas co-estimulatorias quienalam a resposta de linfécitos
TCD4+ e TCD8+ e modulam a resposta de linfécitgso promover a diferenciagéo
em Thl. Assim, a resposta imunologica induzida geftapia com interferon-alfa
peguilado mais ribavirina pode ter influéncia rien&lac&o imunolégica do virds.

No presente trabalho, o alelo DRB1*11 foi associadmelhor resposta ao
tratamento, sendo mais freqiiente no grupo de rdsplones quando comparados aos
ndo respondedores e também aos recidivantes pagds, correcdo de Bonferroni
perdeu significancia. Diversos estudos tém demadstgue o alelo HLA-DRB1*11

parece ter influéncia no curso da hepatité®€. Esse alelo tem sido fortemente
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associado a eliminacéo viral espontanea e a mesisténcia a desenvolver infeccédo
cronica pelo VHC em diversos pafSe8. Em relacdo a influéncia na resposta ao
tratamento, porém, ndo ha muitos relatos. Em uodesealizado com descendentes de
italianos, foram encontradas frequéncias maioresDB81*11 em pacientes com
resposta sustentada a monoterapia com interfefan-pbrém, sem significancia
estatistica’

O alelo DQB1*03 também foi associado positivameéntesposta ao tratamento,
sendo mais frequiente no grupo RVS quando compaaadgrupo de NRS. Em um
estudo realizado no Reino Unido foi observada @@@séc de DQB1*03 com melhor
defesa antiviral em pacientes infectados com VH@t@ados com inferferon-alfa mais
ribavirina®? Em outro estudo também foram encontradas altgedreias de DQB1*03
em pacientes com resposta ao tratamento com irderf@orém, sem significancia
estatisticd®> O alelo DQB1*03 est4 em forte desequilibrio dadi@o com DRB1*11 e
tem sido descrito conjuntamente com DRB1*11 conetoalle associacdo a eliminacéo
viral espontane¥* E interessante ressaltar que o alelo DQB1*03 sépsesentou
mais frequente no grupo de respondedores quandgacado ao grupo de nao
respondedores, n&do havendo diferenca nas freqgéndm DQB1*03 entre
respondedores (62,2%) e recidivantes (48,1%).

O envolvimento dos alelos HLA nos resultados daagho pelo VHC na
auséncia de terapia antiviral €, na maioria dagsiemlacionado a habilidade das
moléculas HLA em modular a ativacdo dos linfécilasDesde que a terapia com
Interferon também age por estimular linfécitos Tfato de DRB1*11 e DQB1*03
estarem associados a eliminacdo viral espontaneamkém a melhor resposta ao

tratamento é plausivel, pois é possivel que o Ipgdnético dos pacientes que
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respondem ao tratamento seja provavelmente sentellbandaqueles pacientes com
infeccdo auto-limitada ou que evoluem para formas frandas da doenca.

Além destas associagdes, foi encontrada maior éretia do alelo DRB1*13
nos individuos respondedores que nos nao respordedmorém sem significancia
estatistica #=0,06). Contrastante com esse resultado, em undestalizado na
Turquia com pacientes infectados cronicamente, dbservada associacao entre
DRB1*13 e n&o resposta ao tratamento com interfat@n2b°

Em relagéo aos alelos HLA de classe I, os indiddNBRS apresentaram menor
frequéncia do alelo A*31 quando comparado aos iddoas com RVS e aos
recidivantes; porém, apos correcao de Bonferromglar deP perdeu a significancia.

Apesar de terem sido realizados alguns estuddsiagta a influéncia do HLA
na resposta ao tratamento, os resultados saoteatés. Em um estudo realizado com
pacientes japoneses foi observada associagaoocegtupo HLA-DR4 e ndo resposta ao
tratamento com interferon-alf4.Similarmente, na China encontraram associacéo de
DRB1*04 com nao resposta em pacientes infectados @ayendtipo 1b do VHC e
tratados com Interferon-alfa e ribaviriffa.Em contraste, no Canad4, o alelo
DRB1*0404, foi relacionado a melhor resposta amin@nto com interferon-alf4.

Quanto aos alelos HLA de classe |, na Cro4ciabieeovada associacdo de C*07
com RVS a terapia com interferon-affaEm um estudo com pacientes japoneses foi
encontrada associacdo de HLA-B55, B62, Cw3 e Cwh ceoelhor resposta ao
tratamento com interferon-alfaEm Taiwan os alelos A*11, B*51, C*15 e DRB1*15
foram relacionados a resposta sustentada ao watarmom interferon-alfa e, o alelo
A*24, a ndo respostd.Quanto a haplétipos, o haplétipo DRB1*07:01-DQA2@L-

DQB1-02 foi associado com resposta a interferoa-adf Polonid>
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Essa auséncia de consenso talvez possa ser eaplpad variacdes na
metodologia de cada estudo, tais como mistura detiges virais nas andlises,
diferentes critérios ou diagnosticos de respost&atamento, diferencas étnicas, bem
como pequeno numero de amostras. Além disso, algstnglos avaliaram pacientes
tratados somente com interferon-alfa (monoteramapuanto outros avaliaram
pacientes tratados com terapia combinada com Ribaye quase ndo ha estudos com
o interferon-alfa peguilado mais ribavirina. Poretimédio da literatura consultada, o
anico trabalho avaliando a influéncia do HLA em ipates infectados com varios
gendtipos do VHC tratados com interferon-alfa plegiai e ribavirina foi realizado em
Taiwan recentemente, e encontrou associacao de AtRA-e B*40 e os haplétipos
B*40-DRB1*03, B*46- DRB1*09, C*01- DQB1*03 e C*01bRB1*09 com resposta

virolégica sustentad4.

Concluséo

Apesar de nossa investigacdo também possuir lidgatageste trabalho difere
dos outros por apresentar individuos selecionadgo$odna restrita, com relacdo a
caracteristicas virais e individuais e, os quararfo acompanhados cuidadosamente
durante e apds o tratamento, permitindo avaliar claneza a influéncia dos alelos HLA
na resposta ao tratamento e inferir que os alelo&-BRB1*11 e DQB1*03 e o
haplétipo HLA-DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 podem ser atgenético, relacionado
a resposta imunoldgica, importante no desenvolMimate uma melhor resposta
virolégica sustentada em pacientes cronicamengetados pelo gendtipo 1 do VHC e

tratados com Interferon-alfa peguilado e Ribavippa48 semanas.
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TABELAS

Tabela 1 Caracteristicas dos pacientes com hep@&titeronica atendidos no

Departamento de Medicina Interna — Divisdo de @asterologia clinica da Faculdade
de Medicina de Botucatu — UNESP, no periodo derdmte de 2004 a janeiro de 2009.
N=144.

) Pacientes RVS NRS REC

PARAMETROS CLINICOS N=144 N=53 N=64 N=27
Idade (média + SD) 43,3+10,4 39,79+10,2 46,4+10,1 43,4+9,71
Sexo n (%)

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 (%)

Transfusao 35(24,3) 12(22,6) 14 (21,9) 9 (33,3)

Uso de drogas injetaveis 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 cocaina 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 infec¢do (média + SD) 21,8+8,3 18,9+7,86 24,3+9,2 22,2456

*Tatuagens, cirurgias, homossexualidade, promisclgc fator de risco desconhecido.
** O tempo de infeccao foi calculado para 90 pai@er{RVS=35, NRS=36 e REC=19)
o tempo de infeccao de 54 pacientes € desconhecido.
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Tabela 2 Distribuicdo dos alelos HLA de classenl 4 pacientes portadores crénicos
da hepatite C com resposta virologica sustentaela, esposta e recidivantes ao
tratamento com Interferon-alfa peguilado mais Rifaa.

Alelos RVS NRS REC
n(%)=53 n(%)=64 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(39,6f  10(15,6) 3(11,1)
DRB1*12 3(5,7) 2(3,1) 0
DRB1*13  20(37,7f  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(62,3f  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)

4P=0,0065; OR=3,54; 95% IC= 1,4-8,4 para RVS\RS; P=0,0098; OR= 5,2; 95%
IC 1,4-19 para RVSsSREC.

®P=0,06 (tendéncia) para RUBNRS.

¢ P=0,03; P ndo corrigido devido a associacdo anteriormenserida) OR=2,4; 95%
IC=1,14-5,0 para RV8sNRS.
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CONCLUSOES

O estudo realizado com pacientes cronicamentetatfes com o genoétipo 1 do VHC

mostrou que:

1)

2)

3)

4)

O alelo HLA-DRB1*11 constitui um fator genético iompante ndo sé na protecdo
contra o desenvolvimento de infec¢éo crbnica, mad€&m em proteger contra dano
hepatico severo em pacientes cronicamente infestaelo VHC.

Além disso, o alelo HLA-DQB1*03 pode estar envotvida melhor resposta ao
tratamento com Interferon-alfa peguilado e Ribaeiyi sendo que, pacientes
DQB1*03 tém maiores chances de atingir respostddgica sustentada.

Em relacdo aos genddR nao foram encontrados dados significativos, quando
comparados os gen&dR e os pacientes com fibrose hepatica, sugerindesgses
genes talvez ndo estejam envolvidos no desenvaittorde dano no figado, porém
ainda devem ser mais bem estudados.

Os resultados encontrados para os alelos HLA poslmutilizados na clinica,
ajudando na escolha da medicacdo para o tratanemiaxiliando no prognostico

dos pacientes.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras tem-se a confecgcédo dquario artigo avaliando a
influéncia dos genes KIR e dos ligantes HLA na osip ao tratamento com interferon
peguilado mais ribavirina.

Além disso, frente aos resultados encontradosatseninteressante avaliar 0s
genes HLA na resposta ao tratamento em um grupor rdaipacientes, o qual permita

avaliar a resposta ao tratamento e os diferentes gle fibrose no mesmo estudo.



