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RESUMO

A infeccéo cronica pelo virus da Hepatite C € um problema global de saude publica
em que mais da metade dos individuos infectados evoluem para a sua forma crbénica bem
como carcinoma hepatocelular. Este estudo objetiva descrever os polimorfismos nos genes da
IL-28B e do IFNL4 na populacéo de Belém com infecgdo cronica pelo virus da hepatite C ja
gue podem influenciar na resposta terapéutica e na histdria natural desta infec¢do. Trezentos e
sessenta e seis pacientes foram atendidos no Hospital da Santa Casa de Misericordia do Para
confirmados por RT-PCR e 243 controles. Os SNPS estudados foram determinados por
técnica da PCR Real time e a ancestralidade foi avaliada usando 48 marcadores INDEL
validados para populacbes parentais Europeu, Africano e Indigena. Foi encontrado
contribuicdes de ancestraliade Africana, Europeia e Amerindia em pacientes e controles,
respectivamente (0,06 vs 0,04), (0,588vs 0,662), (0,275) vs (0,214). As frequéncias dos rs-860
CI/C, C/T, T/T, (CIT e T/T) em pacientes e em controles, respectivamente foram: (21% vs
38%), (59% vs 48%), (19% vs 14%), (79% vs 62%). As frequéncias genotipicas nos rs-917
em pacientes e em controles ndo mostraram significancia. As distribuicdes das frequéncias
genotipicas no ss-590 foram semelhantes as encontradas no rs-860. Como preditores de
resposta terapéutica: género feminino, idade abaixo de 45 anos, estagio de fibrose hepética
F1F2, rs8099917 gendtipo T/T, RNA HCV <600.000UI/ml e niveis de Plaquetas > 150
x10%/mm?>. A resposta terapéutica se associou com o rs-917 T/T, o seu alelo mutante em
homozigose ou heterozigose com falha terapéutica e F3 F4. Em concluséo, do ponto de vista
da genética, uma Unica troca de base nitrogenada em um determinado cromossoma leva
grandes repercussdes em diferentes populagdes estudadas interferindo com aspectos
relacionados a resposta terapéutica e histéria natural da infeccdo HCV. Estas informacdes
poderiam levar a um tratamento individualizado com melhor perspectiva de resposta,
aumentada vigilancia para certos pacientes com maior probabilidade de evoluir para estagios

mais avancgados fibrose e carcinoma hepatocelular.

Palavras-chave: Hepatite C, Ancestralidade, SNP, IFL3, IFL4.



ABSTRACT

Chronic infection by Hepatitis C virus is a global public health problem in which more than
half of infected people evolves to chronicity and can progress to cirrhosis with its
complications as well as hepatocellular carcinoma. This study aimed to describe the
polymorphisms in genes IL-28B and IFNL4 in a population of Belém with chronic infection
by hepatitis C because they can influence the therapeutic response and the natural history of
this infection. Three hundred and sixty-six patients were attended at Santa Casa de
Misericordia do Para Hospital, confirmed by RT-PCR and 243 controls. The SNPs studied
were determined by PCR Real Time technique and ancestry was assessed using 48 INDEL
markers validated for European, African and Indian parental populations. Contributions of
African, European and Amerindian ancestry were found in patients and controls, respectively
(0.06 vs 0.04), (0,58 vs 0.662) (0.275) vs (0.214). The frequencies of rs-860 C/C, C/T, T/T
(C/T and T/T) in patients and controls were respectively: (21% vs 38%), 59% vs 48%), (19%
vs 14%), (79% vs 62%). The rs-917 genotype frequencies in patients and controls showed no
significance and genotype frequencies in ss-590 were similar to those in rs-860. As predictors
of therapeutic response: female gender, age below 45 years old, hepatic fibrosis stage (F1F2),
rs-917 genotype T/T, HCV RNA <600.000UI/ml and platelets levels > 150 x104 / mm3.
Therapeutic response was associated with the rs-917 T/T and its mutant allele in heterozygous
or homozygous was associated with therapeutic failure and F3 F4. In conclusion, from the
point of view of genetics, one nitrogenous base exchange on a particular chromosome leads to
large repercussions on different studied populations interfering with aspects related to the
response to therapy, natural course of HCV infection. This information could lead to
individualized treatment with better prospects of responses, increased vigilance for certain
patients more likely to progress to more advanced stages of fibrosis and hepatocellular

carcinoma.

Keywords:. Hepatitis C, Ancestry, single-nucleotide polimorphisms, IFNL3, IFNL4.
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1 INTRODUCAO

O virus da hepatite C (HCV) foi descoberto em 1998 tendo sido estabelecido como a
principal causa de hepatite diagnosticada como hepatite ndo-A ndo-B (CHOO E COL, 1998).
A partir deste periodo avancos tem sido feitos sobre o conhecimento das caracteristicas
bioldgicas, historia natural e tratamento deste virus (ECHEVERRIA, et al., 2015, EASLD,
2015, AASLD, 2015). De acordo com a Organizagdo Mundial de Satude (WHO), cerca de 3%
da populacdo mundial esta infectada pelo HCV com impacto importante na saude publica
mundial (HANAFIAH et al, 2013).

A infeccdo estava associada a transfusdo de sangue até 1992 outros fatores de risco
sdo: transplante de 6rgdos solidos de doadores infectados, transmissdo vertical, sexo com
pessoa infectada, praticas sexuais envolvendo maltiplos parceiros, lesdo de mucosa e uso de
cocaina intranasal (ALTER, 1999; BARRET/T, GRANT, 2002; NIH, 2002).

Aproximadamente 25% dos pacientes com infeccdo aguda pelo HCV podem
apresentar clareamento espontaneo e estas taxas podem aumentar se 0 paciente apresenta
gendtipo selvagem da IL28B, sintomas agudos e género feminino. Em torno de 75% dos
pacientes evoluem para a forma crbnica com risco de progressdo para cirrose e carcinoma
hepatocelular. A progressao da doenca acelera apos 20 anos de infecgdo (HAJARIZADEH, et
al., 2013).

A prevaléncia e incidéncia no mundo sdo variaveis, embora muitos paises da Asia
possuam uma prevaléncia de baixa a intermediaria, cerca de metade da populacdo global de
pacientes com infeccdo cronica HCV encontram-se na Asia (HAJARIZADEH, et al., 2013).

A Europa tem uma prevaléncia de 1%, a Africa 5,3% sendo a Africa central a mais
endémica. O Egito tem a mais alta prevaléncia com 11 a 14% ou aproximadamente 10
milhGes de habitantes infectados (JENSEN, 2010). Na América Latina, a prevaléncia real ndo
é conhecida, sendo sugerido que possa estar entre 1% e 2,6%, dependendo do pais avaliado, e
mesmo dentro de um mesmo pais existem diferencas regionais (DAVALOS, 2009). A
soroprevaléncia no Brasil € de 1,2% e na Amazonia brasileira varia de 1,1 a 2,4 %, no Para e
de 2% e no Acre 2% e 5,9%, (FONSECA, et al.,2004).
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O tratamento da infeccéo cronica pelo HCV vem sendo modificado e novos esquemas
vém surgindo, como as drogas antivirais de acdo direta (DAAs) e as chamadas drogas alvo
hospedeiro host-targeting antivirals (HATs) (ANTONELLLI, et al., 2015). O tratamento com
a combinacdo de Interferon Peguilado e Ribavirina, ainda tem seu espaco no arsenal
terapéutico ja que as novas opgoes terapéuticas tem alto custo e beneficiam os pacientes com
estagios de fibrose hepética mais avancada (AASLD/IDSA, 2015, EASL, 2015, Brasil, 2015)

E importante predizer no periodo pré-tratamento os melhores candidatos ao regime da
combinacdo PR e melhor seleciona-los para as novas op¢Oes terapéuticas. Dados clinicos,
dados de laboratério, informacdes histoldgicas referentes ao tecido hepéatico, podem ajudar a
identificar candidatos a bons respondedores a este esquema terapéutico (ASSELAH, 2010).

Diferentes fatores foram associados com a falha terapéutica a combinacdo de
Interferon Peguilado e Ribavirina como: fatores virais e fatores relacionados ao paciente. Um
fator preditivo relacionado ao paciente importante para a RVS é a resposta viroldgica precoce
(RVP) (definida como a queda de 2 log na carga viral do HCV na semana 12 de tratamento) e
um mais forte preditor de RVS € a resposta virologica rapida RVR (indetectabilidade do RNA
HCV na semana 4 de tratamento) (BRASIL, 2003). Atualmente com os tratamentos baseados
em DAAs as definigdes de RVS modificaram sendo atualmente avaliadas com 12 semanas
apos o termino do tratamento (EASL, 2015).

Estudos recentes do tipo GWAS identificaram variagdes no gene da I1L-28B como
preditores de resposta ao tratamento com PR assim como com o clareamento viral (GE, et al.,
2009; TANAKA.et al., 2009 e SUPPIAH, et al., 2009). Estas variacbes genotipicas ou
polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) levam alguns hospedeiros a eliminarem o HCV. O
SNP conhecido como rs 12979860, localizado 3mil bases upstream do gene IL-28B, mostrou
associacdo com maior chance de clareamento espontdneo e resposta ao tratamento
(THOMAS, et al., 2009).

Ainda no contexto genético, mais recentemente foi demonstrado o SNP ss 469415590
localizado antes do gene do IFNL3 (IL28B) que gera uma variante que consiste em um novo
gene associado ao clareamento espontanea (PROKUNINA et al., 2013) cujo alelo AG ¢
desfavoravel ao clareamento viral e a RVS em pacientes tratados com o regime Interferon
Peguilado e Ribavirina (ANTONELLI, et al 2015).

As novas drogas antivirais DAAs estdo mudando a interpretacdo de alguns destes
fatores preditivos, mas a combinacdo de dados clinicos, virologicos e gendmicos podem
melhor predizer a RVS (AASLD/IDSA, 2015; EASL, 2015; Brasil, 2015, COELHO, 2010).
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2 PROBLEMA DA PESQUISA

A infeccdo pelo HCV é um problema de saude publica e os polimorfismos nos genes
doIFNL3 (IL28B)/ IFNL4 e marcadores genéticos de ancestralidade ndo tém sido descrito na
literatura.

A populagdo de estudo é miscigenada com contribuicdo étnica trihibrida e poucos
estudos sdo encontrados sobre marcadores genéticos étnicos e HCV.

Ao longo dos anos a problematica recaia sobre os fatores preditivos de resposta
terapéutica e pensando em valorizar este aspecto, se buscou conhecer mais sobre fatores
genéticos do hospedeiro em relacdo a infeccdo HCV em populacdo miscigenada, ja que a
maioria dos estudos realizados é feita em populacdo mais homogénea onde o individuo da
pesquisa se autodefine em relacdo a sua etnia.

E importante o conhecimento sobre os polimorfismos nos genes do Interferon lambda
3 (IFNL3 ou 1L28-B) e nos genes do Interferon lambda 4 (IFNL4) em populacdes
miscigenadas e suas associacdes com aspectos da infeccdo HCV porque a RVS é pouco
satisfatdria e o conhecimento mais amplo sobre o aspecto genético do hospedeiro pode inferir
sobre o melhor candidato ao tratamento, sobre a histéria natural desta infeccdo e sobre as
complicacgdes que poderdo advir com a doenga hepética cronica em fase avacada.

Um numero crescente de pacientes procura assisténcia no que diz respeito ao
tratamento antiviral. Muitos que procuram atendimento médico ja se encontram em fase de
doenca hepatica cronica avancada com complicacBes da cirrose e com céncer de figado. A
identificacdo de fatores preditivos de resposta terapéutica pode ser usada para definir
estratégias de tratamento individualizado e identificar os potenciais pacientes para entrar no
regime de tratamento com as drogas antivirais de acdo direta (DAAS) mesmo que nao
apresentem estagios avancados de fibrose hepatica (F3F4) como exigida atualmente pelo
Ministério da Saude em protocolo de tratamento anti-HCV.

Avancos no conhecimento sobre a genética do hospedeiro em populagcdes nao

homogéneas sdo imprescindiveis para melhorar o manuseio desta infec¢éo viral.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 HEPATITEC

3.1.1 Estrutura do Virus

O HCV pertence a familia Flaviviridae, por apresentar similaridades com os virus da
dengue e da febre amarela (SIMMONDS, 1999). Por apresentar estrutura gendmica
semelhante & dos Flavivirus e Pestivirus, tendo sido proposto o género Hepacivirus para
inclui-lo nesta classificacdo (ROBERTSON, 1998). Em 1989, o genoma de HCV foi clonado
e sequenciado apds infeccdo em chimpanzé por sangue humano de um paciente com hepatite
ndo-A ndo-B e, a partir dai, foi possivel o desenvolvimento de teste soroldgico para a
deteccdo de anticorpo anti-HCV (CHOO, et al., 1989). A estimativa de pessoas com anti-
HCV no mundo aumentou de 122 milhGes em 1990 para 184 milhdes em 2005 (HANAFIAH,
2013).

Para estudar o ciclo de vida do HCV é necessaria a criacdo de modelos experimentais
para obter sucesso em estabelecer um modelo in vitro para permitir a alta producéo e secre¢do
de virions HCV tornando possivel estudar melhor a estrutura deste agente infeccioso
(HELLER, et al., 2005).

O HCV circula na corrente sanguinea do individuo infectado associado com
liproteinas do hospedeiro em uma complexa estrutura denominada particula lipoviral (LPV)
(ANDRE, 2002). Esta LPV atinge seu alvo organico, o figado através do endotélio fenestrado,
interage com fatores de adesdo e o virus entra na celula usando provaveis receptores
candidatos: CD81, receptor de LDL (LDL R) e um receptor do tipo scavenger classe B (SR-
Bl) (PIRELI, 1998). O mais provavel candidato como receptor do virus na célula do
hospedeiro é a tetraspanin CD81 (PILERI, et al. 1998) que sozinha nédo é suficiente para a
internalizacdo do virus na célula necessitando de co-fatores como um receptor tipo I do tipo
Scavenger (SCARCELLI, etal, 2002, ).
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Nos ultimos oito anos foram identificados novos modelos de entrada do HCV na
célula, porém tém-se comprovado a interacdo somente com o CD81 e o receptor Scavenger da
classe B tipo | SR-BI (PALWLOTSKY, 2014, DUBUISSON, COSSET, 2014) figura 1.
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Figura 1 - Entrada do HCV na célula com os receptors candidatos e
internalizagdo do virus na célula.

Fonte: Dubuisson, Cosset, 2014.

O HCV é um virus envelopado, com 50nm de diametro, cujo genoma é um RNA de
cadeia simples 9,6 Kb e de polaridade positiva, com cerca de 10.000 nucleotideos
(SIMMONDS, 1999). O genoma RNA do HCV serve como um RNAmM (RNA mensageiro)
para a traducédo de proteinas. Na sequéncia gendmica tem-se uma longa fase de leitura aberta
(ORF), que traduz uma poliproteina de 3100 aminoacidos e durante a replicacdo viral, esta
poliproteina é clivada por enzimas virais bem como por enzimas do hospedeiro em trés
proteinas estruturais (Core, E1 e E2) e proteinas ndo estruturas (NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, NS5B (XU, et al, 2001). A proteina P7 localizada entre a regido estrutural e a ndo
estrutural do HCV, mostra ser integrante da proteina de membrana. Em 2004 foi confirmada
que a proteina 7 (P7) do HCV forma um canal de ion na bicamada lipidica da membrana
(PREMKUMAR, 2004). Esta descoberta que exibiu um atividade do canal do ion cétion

seletivo in vitro permitiu sua inclusdo dentro da familia viroporin. A P7 assegura o Ph
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intracelular dando condicBes para a producdo do virus. Semelhantes a outros membros da
familia viroporin, a P7 do HCV modifica a permeabilidade da membrana e liberagéo do virus
in vitro e in vivo, indicando que a P7 esta envolvida na fase tardia do ciclo de replicacédo do
virus (KHALIQ, et al., 2011).

A ORF (open read freme) esta localizada entre duas regiGes ndo codificadoras (UTR)
altamente conservadas. As extremidades 5’(5’UTR) que tem aproximadamente 340 bases e
nesta regido se encontra a IRES, internal ribosomal entry site que é o sitio interno de ligacéo
do ribossoma e participa do inicio da sintese protéica, e 3’(3’UTR) do genoma viral, a qual
desempenha importante papel na replicagdo do HCV Figura 2, (WIESCH, et al., 2003;
PENIN, et al., 2004; POOLE, 2006, ECHEVERRIA et al., 2015).

5'NCR 3'NCR
Structural proteins Non-structural proteins

‘ ) <

Nucleotide _1 342 915 1491 258() 2769 3420 5313 5475 6258 7602 9378
position 1 ﬂ
B2 & NSZ NS5A NS58
k 9646
Polyprotein position 1 192 384 747 810 1027 1658 1712 1973 2421 3012 (stop codon)

AA A A A + ++ +
Figura 2 - Organizacdo do genoma do virus da hepatite C

Fonte: Echeverria, 2015

O Gene estrutural que codifica as proteinas do core e do envelope viral estdo
localizadas na regido 5’UTR da ORF acompanhando abaixo por regides que codificam
proteinas ndo estruturais. As proteinas do core formam o nucleocapsideo e as proteinas E1 e
E2 compdem o envelope lipidico (LINDENBAC, et al, 2005). A proteina E2 contém um sitio
de ligagdo para o CD81, que é uma proteina de membrana encontrada em linfdcitos,
hepatdcitos e participa da internalizagdo do virus C nestas células (TELLINGHUISEN, et al.,
2007).

A adsorcao do virus na célula alvo é o primeiro passo para a entrada do virus que
possivelmente ocorre ap6s a interacdo da glicoproteina E2 do envelope e um
glicosaminoglican da superficie da célula hospedeira (BARTH, 2003). Apds a fusdo do
envelope viral e a membrana plasmatica, o nucleocapsideo é liberado dentro do citoplasma da
célula. Apoés a decapsidacdo, ocorre a traducdo do genoma viral no citoplasma levando a
producdo de uma proteina (PAWLOTSKY, 2004). Como ja descrito, 0 genoma viral possui as
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regides terminais ndo traduziveis, a 5’UTR consistindo de quatro dominios distintos (I-1V).
Os dominios Il -1V formam um sitio interno de entrada no ribossoma (IRES) envolvido no
inicio da transcri¢cdo (FUKUSHI, 1994).

Iniciada a traducdo do material genético do HCV no citoplasma através da IRES e
processada a sintese da poliproteina (estruturais e ndo estruturais), ocorre maturagdo destas e
as proteinas ndo estruturais e o0 RNA formam complexos de replicagdo com transcricdo de
fitas negativas de RNA intermediarias a partir das quais moléculas progénies de fitas positivas
sdo geradas. O RNA gendmico e proteinas do capsideo se unem formando o nucleocapsideo
que é transportado em vesiculas citoplasmaticas passando pelo complexo de Golgi, ap6s
montagem do virus é liberado da célula por exocitose (TELLINGHUISEN, et al., 2007,
DUBUISSON, et al., 2014) figura 3.
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Figura 3 - Diagrama esquematico do ciclo de vida do VHCS (TELLINGHUISEN, 2007).

Modelos in vivo e in vitro tém sido desenvolvidos e necessarios para o entendimento
sobre o ciclo de vida do HCV, a interagdo virus-hospedeiro e conhecimento sobre a
imunogenicidade. Todos esses aspectos sdo importantes pela possibilidade de emergéncia de
resisténcia aos tratamentos atuais. O conhecimento mais amplo sobre o ciclo de vida do HCV
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é fundamental para programar novas estratégias de prevencdo, criagdo de vacinas contra o

virus da hepatite C e para novas estratégias de tratamento (CATANESE, 2015)

3.1.2 HCV- Genotipos

Os genotipos com o0s seus subtipos tem prevaléncia e distribuicdo geografica variaveis
em consequéncia da extensa diversidade genética tendo sido reportado inicialmente cinco
genotipos figura 4 (SIMMONDS, et al., 2005).

Atualmente sdo descritos sete gendtipos com seus subtipos figura 4 (ECHEVERRIA,
etal., 2015)

Encontrado em individuos de
idade mais avancada nos
paises Mediterranicos e
Extremo Criente

Distribuido globalmente nos EUA &
Europa. Associado aUDls

e 3
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mundialmente. Associado a
individuos de idade mais avancada

Associado a UDls,
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Europa
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Figura 4- Representagdo da &rvore evolutiva dos principais genétipos do HCV encontrados em paises
industrializados, e as suas principais associagdes epidemioldgicas com grupos de risco especificos

Fonte: adaptado de Simmonds, 2005.



26

Genotype 7_‘__ i

e Genotype 4

Genotype 5 / l\
Genotype 1

Figura 5- Representagdo esquematica dos gendtipos na atualidade.
Arvore filogenética dos sete gen6tipos e os conhecidos subtipos

Fonte: Echeverria, 2015

Os genodtipos 1 e 0 3 sdo os mais prevalentes no mundo e os gendtipos 4 e 5 sdo
principalmente distribuidos em paises mais pobres (MESSINA, et al., 2015). O conhecimento
da epidemiologia genotipica é importante visto que em regides onde a prevaléncia do HCV-1
é maior, o beneficio seria maior com o tratamento baseado em regimes de tratamento com
drogas antivirais de acdo direta (DAAs) sem o interferon. Em areas onde o HCV-3 é mais
prevalente, contando com aproximadamente 30% da infeccdo global, parece ndo responder
muito bem aos regimes com DAAs. Esta alta diversidade genética caracterizada por uma
prevaléncia genotipica global variavel, desafia a criacdo de uma vacina contra a infecgao
HCV e um tratamento que tenha abrangéncia em todos os gendtipos (MESSINA, et al., 2015)

A prevaléncia dos genétipos no mundo € varidvel, no Brasil sdo encontrados os
gendtipos 1, 2 e 3 (HAJARIZADEH, et al., 2013) figura 6.
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Figura 6 - Epidemiologia da infec¢cdo HCV

Fonte: Hajarizadeh, 2013.

Os diferentes gendtipos influenciam o curso da infeccdo HCV. Em estudo com
individuos espanhdis, a resolucdo espontanea da infeccdo HCV e a resposta virologica
sustentada foi melhor no grupo de individuos com HCV-ndo 1 quando comparada com 0s
individuos com HCV-1(MONTES-CANGO, et al, 2010).

A anélise de 1.217 estudos publicados sobre a prevaléncia e HCV-genotipos no
periodo entre 1989 e 2013, encontraram maior prevaléncia global do HCV-1 compreendendo
46,2% de todos os casos e 1/3 dos casos encontrando-se no Leste Asiatico e 0 HCV-3 conta
com uma prevaléncia global de 30,1% dos casos (MESSINA, et al., 2015).

3.1.3 Fibrose Hepéatica

A fibrose hepética ocorre por acimulo dos componentes da matriz extracelular, tecido
conjuntivo especialmente o coldgeno em resposta a um dano hepatico (inflamacao) agudo ou
crénico. Ocasionalmente, a fibrose pode ser rapidamente progressiva desenvolver de semanas
a meses, como por exemplo, resultado de injaria por drogas, hepatite C apds transplante de
figado (BONNARD, et al., 2007).



28

A fibrose hepética € a causa que leva a morbidade e mortalidade. Estudos in vitro e in
vivo sugerem que a imunidade hepatica esta alterada na fibrose e que a inflamacéo é o marco
do inicio da fibrose hepatica, resultando em ativacdo de células estreladas e deposicdo de
matriz extracelular. Neste processo inflamatorio, varias citocinas e quimiocinas, incluindo
TNF-a, IL-6, MIP-1a, MIP-1B e RANTES estdo envolvidos como mediadores da fibrose
hepatica e as células dendriticas (CD) estdo expandidas em cinco vezes na fibrose hepaética, e
adquire uma marcada habilidade para estimular células NK, células T, células estreladas
(CONNOLLY, 2009).

A lesdo hepética envolve mecanismos imunolégicos, formas reativas de oxigénio,
toxicidade direta de agentes ou anoxia que levam ao dano celular com necrose ou apoptose. O
estress oxidativo envolve espécies reativas de oxigénio resultante de desequilibrio entre
formas pro-oxidantes e a sua neutralizagdo por antioxidantes resultando em dano celular
(ROMA, POZZI, 2008). A agressao hepética, liberagéo de citocinas inflamatdrias, véo ativar
as células estreladas que se modificam tornando-se um miofibroblasto com capacidade de

produzir componentes da matriz extracelular e capacidade contratil figura 7.
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Figura 7 - Demonstragdes ilustrativa do figado normal e figado com fibrose
Fonte: Kawada, 2011.

As células efetoras que estdo principalmente envolvidas no processo de fibrogénese
inclem: TGFp1 (transforming growth factor), o TNF (tunor necrosis factor), as interleucinas,
a fibronectina, fator de crescimento plaquetario sendo o TGFp1 (transforming growth factor
S1) considerada a maior citocina fibrogénica no figado. A célula estrelada ¢ a principal célula
efetora sobre a qual as citocinas irdo atuar (FRIEDMAN, 2008), estas expressam receptores
para 0 HCV, proteinas ndo estruturais e proteina do core e induz a proliferacdo destas células
e liberacdo de sinais inflamatorios.
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Os macrofagos podem ser considerados como os combustiveis para a fibrose hepatica
ou podem frear este processo, mais recentemente a atencéo esté voltada para 0 microambiente
pré-fibrético do figado com importancia para as células imunes e em especial subgrupos de
macrofagos (células de Kupfer) que regulam a progressao ou a regressdo da fibrose hepatica
(PELLICORO, 2014, TRAUTWEIN, 2015) figura 8.
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Figura 8 - Representacdo esquematica do processo de fibrose hepatica
com participagdo do macréfago (célula de Kuffer) regulando a
progressdo ou a regressao da fibrose.

Fonte: Trautwein, 2015.

Algumas doencas especificas estdo relacionadas com o processo de fibrogénese,
destacando a esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA) e o HCV. A obesidade esta relacionada a
uma prevaléncia crescente de EHNA e subsequente cirrose. Na obesidade, especialmente, a
leptina, um hormonio adipogénico circulante, promove a fibrogénese através da estimulagéo
de células estreladas e acentua a expressdo da TIMP-1 que sao inibidores de metaloproteases,
a qual estd associada com aumento da sinalizacdo da leptina. Concomitantemente,
adiponectina, um horménio contraregulatério que antagoniza a atividade fibrogénica da
leptina, esta reduzido na fibrose hepatica (IKEJIMA, 2007). Existe um desequilibrio entre
sintese do tecido conjuntivo e degradagdo do tecido fibroso, ja que esta degradacdo esta

relacionada a ativagéo de enzimas metaloproteases (FRIEDMAN, 2008).
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A bidpsia ainda é o padrdo ouro com melhor acuracia quando a amostra esta acima de
1,5cm e a largura maior que 1mm, com um total superior a 10 espacos porta (CASSINOTO,
et al 2013). Atualmente para a indicacdo dos novos tratamentos para a infeccdo crénica pelo
HCV com drogas antivirais de acdo direta, o estagio de fibrose hepatica é condicdo para a
liberagdo das medicagdes pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2015). Em 1996 na Franga, foi
criado um sistema de escore para simplificar o diagndstico histopatologico na infeccdo pelo
HCV em que através das duas letras (A e F) e nimeros, tornou possivel quantificar a atividade
histoldgica (A) que leva em consideracdo a piecimeal necrose e necrose lobular e quantificar a
fibrose hepética (F) considerando a presenca e a quantidade de septos fibrosos (BEDOSSA,;
POYNARD, 1996).

Atualmente sdo disponibilizados varios métodos ndo invasivos (mecanicos e/ou
Bioquimicos) para avaliar o estagio de fibrose hepéatica. Os métodos ndo invasivos mecanicos
incluem a Elastografia hepatica transitéria avaliada por Fibroscan, a Elastografia ARFI
(Acoustic Radiation Force Impulse Elastography) por forca de impulso de radiagdo acustica e
a Elastografia por ressonancia Magnética. Entre os métodos bioquimicos existem varios, e 0s
mais validados sdo: APRI (indice AST/plaquetas), Fibrotest e o Fibrometer (CASSINOT/TO,
2013, POYNARD, 2004).

Existem atualmente varios métodos ndo invasivos para a avaliacdo de fibrose hepatica
como observado no quadro 1 (PATEL, BEDOSSA, CASTERA, 2015).

Biomarcadores | ano etiologia Pacientes | F22 F4 Cutoffs AUROC Se Sp c/C
(n) (%) (%) (%) (%) (%)
FibroTest™ 2001 | Hcv 339 80 >0.48 0.87 75 85 46
Fornsindex’’ 2002 | Hcv 476 26 <4.2>6.9 0.81 30-94 | 51-95 | 45
Apri®* 2003 | HeV 270 50 <0.5>1.5 0.80 41-91 | 47-95 | 44
<1.022.0 0.89 57-89 | 75-93 | 72
FibrospeCTII® 2004 | Hev 696 52 >0.36 0.83 77 73 75
Mp3% 2004 | Hcv 194 45 <0.3>0.4 0.82 35-65 | 85-96 | NA
ELF® 2004 | Mixto 1021 40 0.102 078 87 51 NA
NA 089 NA NA NA
EPI*® 2005 | Hcv 302 48 <0.2>0.8 0.77 42-85 | 48-98 | 40-49
HepaScore® 2005 | Hcv 211 57 >0.5 0.82 63 89 92
>0.84 0.89 71 89 NA
Fibrometer™ 2005 | Mixto 598 56 NA 0.89 80 84 82
Lok Index®’ 2005 | Hcv 1141 38 <0.220.5 0.81 40-98 | 53-99 | 52
GucI® 2005 | HCV 179 12 >0.1 0.85 80 70 NA
Hui Score®® 2005 | VHB 235 25 <0.15>0.5 0.79 37-88 50-88 | 49
Zeng Score” 2005 | VHB 372 58 <3.0>8.7 0.77 40-98 | 28-90 | 35
Virahep-C”* 2006 | HCV 398 37 <0.22>0.55 0.83 41-90 | 54-90 | 52
Fibrolndex” 2007 | HCV 360 50 <1.2522.25 0.83 30-40 | 97-97 | 35
FIB-4" 2007 | HCV 847 17 <1.45>3.25 0.85 38-74 | 81-98 | 68
NFS75 2007 | NAFLD 733 30 <-.455>0.676 | 0.82 43-77 | 97-97 | 68
BARD Score”® 2008 | NAFLD 669 38 >2 0.81 - - NA
HALT-C odel” 2008 | HCV 512 38 <0.220.5 0.81 47-88 | 45-92 | 48

Quadro 1 - Biomarcadores de fibrose hepética para pacientes com doenca hepética cronica
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Auroc, area abaixo da curva Roc, HBV, hepatite B cronica, HCV, hepatite C crénica, NA. Nao
avaliado, NAFLD, doenga hepética gordurosa ndo alcoolica, Se, sensibilidade, Sp, especificidade.

Fonte: Patel, Bedossa, Castera, 2015

3.1.4 Os Interferons

Em qualquer infeccdo viral participam tanto a imunidade inata, como a imunidade
adaptativa, porém a composicdo da resposta imunoldgica é diferente, se considerarmos a
periferia do organismo e o compartimento intra-hepatico (GONZALEZ e TALAL, 2003).

A imunidade hepética é apresenta componentes da imunidade inata que incluem:
células reticuloendoteliais, células dendriticas, células Natural Killer (NK), citocinas
inflamatorias, componentes do complemento, proteinas e quimiocinas de fase aguda, sendo o
figado adulto um importante sitio de producdo de fatores de imunidade inata
(O’FARRELLY et al., 2005), J& a imunidade adaptativa no figado é composta pela imunidade
humoral e celular (NEUMANN-HAEFELIN, 2005).

Apos a infeccdo do figado pelo HCV, ocorre a replicacdo do virus nos hepatocitos,
sendo as particulas virais continuamente liberadas para a circulacdo, e as células NK e as
NKT (células T NK) ativadas, levam a secrecdo de IFN-y que inibe a replicacdo do virus C
(CRAWFORD, 2005).

A resposta inata ao HCV é responsavel pela ativacdo de citocinas, como o Interferon
(IFN) que vdo ativar proteinas antivirais inibindo a replicacdo viral e a resposta adaptativa
neutraliza o virus destruindo as células infectadas (THIMME, 2006). O RNA do HCV é
reconhecido pelo receptor LTR (Toll-like receptor) e responde com a producédo de IFN-T a e
(SAMUEL, 2001). A infeccdo viral aguda desencadeia uma resposta imune ndo especifica,
principalmente envolvendo a secrecéo de IFN tipo | e ativagdo de células Natural Killer (NK).
O IFN tipo | n&do é suficiente para inibir a replicagcdo viral. Tem sido demonstrada uma
incapacidade para ativacdo das células natural Killer (NK) em resposta a estimulacdo pelo
IFN-a sendo sugerida que esta deterioragdo interfere na resposta a infec¢ao aguda pelo HCV
(JINUSHIN, 2004).

Os interferons séo produzidos por varias células do organismo em resposta a estimulos
virais, com atividade antiviral. A familia de IFN € dividida em trés tipos: Tipo I, tipo Il e tipo
[11. O interferon tipo | contém 13 membros do IFN o e um tinico membro de cada (IFN-B,
IFN-x, IFN-o e IFN-e e sdo codificados pelo gene que estd localizado préximo ao

cromossoma 9 que induz a producdo de diversas proteinas, como PKR (proteina quinase),
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proteina Mx (TAYLOR, 2000) e a 2’,5’oligoadenilato sintetase (OAS) que ativa uma
ribonuclease que ird degradar o RNAm viral impedindo a sintese de novas particulas virais
(PETERS. 1989) ao aumento da expressdo das moléculas do MHC de classe I, no estimulo ao
desenvolvimento de células Thl e, também no aumento da atividade citotoxica das células.
O interferon do tipo Il é representado pelo IFN-y, codificado no cromossoma 12, ja os IFNs
do tipo 111 s&o representados pelos IFN-A1, A2 e A3 ou IL-29, IL-28A e IL-28B. O Gene da
IL-28B esta localizado no cromossoma 19g13. O IFN tipo Il (IFN-A) o mais recentemente
descrito, sdo potentes citocinas enddgenas com acdo antiviral, portanto a genética do
hospedeiro na infeccdo viral fornece novos meios para inferir sobre susceptibilidade a
infeccéo viral e resposta ao tratamento anti viral. (DONNELLY, KOTENKO, 2010, RIVA, et
al, 2014, BALAGOPAL, 2010).

O IFN se liga ao receptor de membrana da célula infectada (IFNR) que ativa a
sinalizacdo celular via Janus Kinase (JAK), que leva a fosforilacdo de proteinas do citoplasma
denominada STATSs 1 e 2 (Sinal Transducer of ACTivated Transcription). A STATs formam
um dimero que vao ao nucleo da célula formando um complexo com a proteina p48,
denominado fator de estimulacdo de genes ISGF3 (IFN Stimulated Gene Factor 3). Este
complexo vai se ligar ao ISRE que é um promotor de RNA havendo estimulo de genes
responsaveis pela producdo de proteinas de resposta contra o virus (TAYLOR, 2000,
O’BRIEN, 2009).

IFN-A1 (IL29)
IFN-cc IFN-A2 (IL28A)
IFN-alfa IFN-A3 (IL28B)

IFNaR1 75 7=

STAT1 ™

,_STAT?\,IRFQ/) ISGF3

ISRE

Induction of interferon-stimulated genes Ntclotis

Antiviral activity

Figura 9 - Interferon tipo | e tipo 11, seus receptores especificos na membrana celular e sinalizagéo
celular através da JAK-STAT que induzem Genes responsaveis pela resposta antiviral.

Fonte: O’Brien, 2009.
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Em 2013 foi realizado o sequenciamento de RNA em hepatocitos humanos e Upstrean
do IFNL3 (1L28-B) no cromossoma 19q13.13, foi descoberto um gene que codifica um IFN
tipo 11 denominado IFNL4, uma regido transitoriamente que abriga uma variante
dinucleotideo T/T/AG, que estd em forte desequilibrio de ligagdo com o rs 12979860. A
variante ss 469415590-AG cria um novo gene especifico priméario designado IFNL4 que
codifica uma proteina de moderada similaridade com o IFNL3. A expressao do IFNL4 induz
a fosforilagdo das STAT1, STAT 2 e a expressao de genes estimulados por IFN (ISGES). O
IFNL4 se relaciona com o clareamento HCV em individuos de ancestralidade africana
(PROKUNINA, 2013, RIVA 2014).

Sobre o papel do Interferon lambda eles podem influenciar a resposta imune na
diferenciacdo de macrofagos a partir de macréfagos fenotipicamente MO para M1 ou M2. Na
polarizagdo M1que ocorre na presenca de alelos major dos IFNs A, os macréfagos produzem
grande quantidade de IL-12 e IL-23, espécies reativas de oxigénio, e citocinas inflamatorias
como IL-1, Fator de necrose tumoral (TNF-a) ¢ IL-6, portanto resposta Thl. Na polarizacédo
M2 que ocorre com os alelos minor dos IFNs A, ndo ocorre apresentacdo de antigenos para as
células T e ocorre minima producdo de citocinas pré-inflamatdrias, portanto a resposta Th2.
Células T citotdxicas e células Thl virus especifico sdo importantes no controle da replicacéo
viral, enquanto as células B estdo relacionadas com os sinais recebidos de células Th2 (EGLI,
et al, 2014).
3.1.4.1 Polimorfismos do IFNA 3 ( IL28B) e IFN A4 (IFNL4).

A partir de 2009 trés estudos de exploracdo do genoma humano (GWAS) informaram
sobre o polimorfismo de um dnico nucleotideo (SNP) proximo a regido 1L-28B (IFN-A3) e
sua associacdo com a resposta terapéutica a infeccdo pelo virus da hepatite C (GE, 2009,
SUPPIAH, 2009, TANAKA.2009). O Gene IL28B codifica a interleucina 28B, conhecida
como interferon Lambda tipo Il (IFN-A3) constitui um mensageiro quimico das reacdes
imunologicas com atividade antiviral. O polimorfismo rs12979860 estd 3 kb upstream do
gene que codifica o IFN A3, o rs 8099917 est4 na regido intergénica entre IL28A e IL28B
pertencendo a familia do Interferon tipo Ill, estad localizado 8,9Kb da 1L28B e 16Kb da
IL28A, quando esses polimorfismos estdo na regido reguladora ou dentro de um gene eles
podem afetar a expressdo ou acdo desses genes afetando seu produto transcrito e traduzido
como o IFN neste caso (BUCHANAN, HYDES; KHAKO, 2015) figura 10.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buchanan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25708172
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Figura 10 - Polimorfismos de nucleotideo Unico em torno das
regibes do IFNL3/4 que estdo associados a resposta ao tratamento
da infec¢cdo HCV com a combinagdo do esquema com IFN PEG e
RBV.

Fonte: Buchanan R, Hydes T, Khako SI, 2015

Estes primeiros estudos sobre polimorfismo nos genes da IL-28B em pacientes com
infeccdo croénica HCV, revelaram a importante participacdo de fator genético referente ao
hospedeiro interferindo na resposta terapéutica ao esquema da combinagdo PR e por se tratar
de populagdo mais homogénea quase todos os estudos foram feitos sob visdo fenotipica em
relacdo a ancestralidade (GE, 2009; SUPPIAH, 2009; TANAKA.2009).

Um importante achado sobre este polimorfismo rs 12979860 no cromossoma 19, foi a
identificacdo do alelo C (favoravel) significantemente mais frequente em Americanos-
Europeus e populacdo Asiatica que em Afro-Americanos (GE,2009). Outro estudo GWAS
realizado em populagéo japonesa, descreveu a predi¢do do gene da IL-28B rs 8099917 com o
alelo minor G em ndo resposta terapéutica a combinacdo PR (TANAKA, 2009). O terceiro
estudo em uma coorte de Europeus, a RVS foi alcancada em quase 60% de 442 pacientes com
o rs 8099917 gendtipo T/T, 36,4% de 357 pacientes com o genotipo G/T e 30,6% de 49
pacientes com o genotipo G/G (SUPPIAH, 2009).
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As frequéncias genotipicas rs 12979860 C/C, CT, T/T, rs 8099917 G/G, G/T e T/T séo
variaveis em estudos publicados (CAVALCANTE, 2012, CHANG, et al 2015; CHEN, et al.,
2014, AKKARATHAMRONGSIN, 2014).

No projeto 1000 genomas € possivel observar a distribuicdo global dos alelos nas

ancestralidades fenotipicas, figura 8 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

ALL AFR AMR EAS EUR SAS
* - 37% .t - T1% * - 40% * - 8% ‘ * - 3% ‘ * - 24%
» T.63% * T29% * T.60% * T:92% * T 69% * T 76%
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» T 36% . * TE7% * T 40% \ TR ‘ » t31% M T23%
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ALL AFR AMR EAS EUR SAS
* T 87% * T 96% * T72% * T92% » T 83% » T 83%
G 13% G 4% G: 28% G:8% G 17% G:17%

Quadro 2 - Distribuicdo dos alelos na populacdo mundial, ss 469415590
AG, T/T; rs12979860 T, C e rs8099917 T, G.

Fonte: Dados obtidos de National Center for Biotechnology Information

O polimorfismo no gene da IL-28B também foi relacionando com a histéria natural da
hepatite C, com cinética viral além de resposta terapéutica (THOMPSON, 2010, MONTES-
CANO, 2010, CHUANG; YU, 2013).

O gendtipo rs12979860 demonstrou ser preditor de resposta ao tratamento com
combinacdo PR em pacientes com hepatite C cronica (MC/CART/THY, et al., 2010).

Em 2013 foi publicada a identificacdo de um novo gene que induz a codificacdo de
uma proteina humana o Interferon lambda 4 upstream do IFNL3 (IL28B) no cromossoma
19¢13.3 que abriga uma variante dinucleotideo $s469415590 (T/T/AG) em desequilibrio de
ligagdo com o rs 12979860 (PROKUNINA, et al., 2013). A partir desta identificagdo outras
publicacdes foram feitas.

No contexto clinico, o IFNL4 com o genotipo AG/T/T fornece a melhor predicéo
genética de clareamento viral e na atualidade em que as drogas antivirais de acdo direta
ocupam o principal espago no arsenal terapéutico contra a infeccdo HCV, o IFNL4-T/T/T/T
tem alta probabilidade para responder em 8 semanas ao esquema Ledispavir/sofosbuvir em
pacientes HCV-1 (O’ BRIAN, 2015).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20MY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23829453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 11- Localizac¢do do gene que codifica a familia do Interferon A (IFNA) e
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com a localizagdo dos polimorfismos rs 12979860 (“IL-28B”) e IFNA4
53469415590 (IFNA4-AG) (b).

Fonte; O’ Brien, 2015.

Sobre o0s aspectos genéticos do hospedeiro, existem muitas interrogacdes com relacdo
ao comportamento do HCV nas diferentes populagdes. Importante ressaltar como ja citado
anteriormente que os trés grandes estudos de associacdo ampla de genoma humano (GE,
2009, SUPPIAH, 2009, Rauch, 2009), promoveram um salto no conhecimento sobre a
infeccdo HCV.

A partir dai a comunidade cientifica se voltou para o0s aspectos genéticos do
hospedeiro para inferir sobre varios aspectos da infeccdo HCV como o clareamento viral,
resposta ao tratamento e evolugéo para a cronicidade.

Comparando a frequéncia de 500.000 polimorfismos de nucleotideo Unico em 347
caucasianos Sui¢os com clareamento esponténeo e infeccéo cronica HCV, foi observado forte
associacdo de clareamento espontaneo com o rs 8099917 G/T e associagdo do rs 8099917
alelo G com a infecgéo cronica e com a falha terapéutica (RAUCH, et al., 2009)

No GWAS, compararam a frequéncia de 600.000 polimorfismos de nucleotideo unico

em DNA de 1.137 pacientes com infeccdo crénica HCV de acordo com a resposta ao
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tratamento da infecgédo cronica HCV com a combinacdo de Interferon Peguilado e Ribavirina
(GE, et al, 2009). Foi encontrada associagdo do rs 12979860 alelo C com a resposta ao
tratamento em 2 vezes mais quando comparado ao rs 12979860 T/T. Nesta publicacéo, foi
observada alta ligacdo entre os SNPs rs 12979860 e rs 8099917 em caucasianos e baixa em
afro americanos, portanto influéncia de diferentes etnias.

E variavel a distribuicdo dos alelos nos polimorfismo nos genes da IL-28B rs
12979860, do rs 8099917, e no polimorfismo nos genes do IFNL4 ss 469415590 em
diferentes populacbes. O rs 12979860 alelo C (protetor) é menos frequente em africano, no
entanto o rs 8099917 alelo G (alelo de risco) é menos frequente em Africano e o rs8099917
alelo T (protetor) chega a 96% nesta populacdo. Com relacdo ao IFNL4 ss 469415590, os
Asiaticos (China e Japdo) tem uma frequéncia grande do alelo protetor T/T/T/T (93,3%) e
quase nao tem o alelo considerado desfavoravel (AG) 0,07%, ja os Africanos apresentam uma
frequéncia maior do alelo AG 78,3%, (NCBI,2015). Ainda ndo foi totalmente explicado como
0s aspectos genéticos do hospedeiro determinam o fendtipo da doenca (BUCHANAN,
HYDES, KHAKO, 2015).

A resposta a infecgdo viral tem a participacdo da imunidade inata e adaptativa e 0s
polimorfismos ja estudados, podem influenciar nas respostas do hospedeiro a infeccdo viral. E
complexo o entendimento sobre todos os fatores que podem influenciar no fenédtipo da
infeccdo HCV quando o HCV-genotipo, varios polimorfismos relacionados ao KIR, sistema
HLA, IL-28B, IFNL4 ocorrem em diversas populagfes incluindo populagbes mais
homogéneas ou miscigenadas, portanto as respostas imunogenéticas para o HCV séo
especificas para o hospedeiro e para o virus (VASCONCELOS, et al., 2013; BUCHANAN,
HYDES, KHAKO, 2015; WOJCIK, et al., 2014; PROKUNINA, et al., 2013; LAU-
CORONA, KERSHENOBICH, GUTIERREZ-REYES, 2011; THI, 2010; SUPPIAH, et al.,
2009; GE, et al., 2009; RAUCH, et al., 2009; TANAKA 2009) figura 13.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/snp
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Figura 11 - Associacdo de diferentes fatores genéticos protetores influenciando no resultado da
infeccdo HCV de acordo com a populagdo estudada

Fonte: BUCHANAN, HYDES, KHAKO, 2015

3.1.5 Tratamento da Hepatite C

Foi demonstrado que o Interferon a tem sua produgdo reduzida por linfocitos de
sangue periférico de pacientes com hepatite crbnica viral quando comparados com o0s
controles sendo assim foi introduzido o interferon no tratamento da hepatite viral (DAVIS;
HOOFNAGLE, 1986).

O tratamento efetivo da hepatite C, inicialmente foi com o interferon o (IFN o), com
formas alternativas como o IFN Linfoblastoide, IFN consensus, sendo o0 mais usado IFNo na
dose de 3 milhdes de unidades (MU) trés vezes por semana, por seis meses, com fraca
resposta ao tratamento (POL; BRECHOT, 2000). Posteriormente, foi observado que a
ribavirina (RBV) que é um analogo da guanosina (MC HUTCHISON, 1998), reduzia os
niveis de ALT transitoriamente, mas nao reduzia os niveis de RNA-HCV quando usado
isoladamente no tratamento. A partir de entdo, foi usada a RBV associada ao IFN o com
melhora da resposta ao tratamento (WEILAND, 1999). Em 2001 foi introduzido no arsenal
terapéutico o Interferon Peguilado, resultado de um processo de peguilagdo, o qual é um
método estabelecido para modificar as propriedades imunoldgicas, farmacocinéticas e

farmacodindmicas das proteinas, mantendo sua atividade intrinseca, quando associados a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davis%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2428722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoofnagle%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2428722
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molécula de polietilenoglicol. Muitas vantagens foram conseguidas com este processo,
incluindo o aumento da meia vida sérica da droga, permitindo uma dose semanal da mesma,
com niveis sericos terapéuticos mantidos.

Considerado uma combinagdo efetiva para o tratamento da hepatite C, o IFN-
peguilado e Ribavirina (PR), com duracdo do tratamento de acordo com o gendtipo, sendo 24
semanas suficientes para o genoétipo 2 e 3 (HCV-2 e 3), e 48 semanas para 0 genoétipo 1
(HCV-1) (BOYER, 2003). O Instituto nacional de saude (NIH) definiu critérios de resposta a
terapia antiviral, tais como: resposta bioquimica e viroldgica, traduzida respectivamente, por
normalizacdo dos niveis de aminotransferase e de resposta virologica, de acordo com o tempo
decorrido para responder ao tratamento (CRAXI; CAMMA,; GIUNTA, 1999).

Em 1990, modelos matematicos de infeccdo viral foram usados para entender o ciclo
de replicacdo do HCV e a cinética do virus acompanhando o tratamento inicial. Ficou
demonstrado que a redugdo da carga viral bifasica com uma queda répida (24-48h),
exponencial e dose dependente na primeira fase que decorre da habilidade do IFN em inibir a
replicacdo viral. Um declinio lento na primeira fase sugere que o IFN ndo é muito efetivo em
inibir replicacdo viral (LAYDEN-ALMER, LAYDEN, 2003). A segunda fase, mais lenta,
mostrou ser varidvel entre os pacientes e a habilidade do IFN em inibir a replicacéo viral no
estabelecimento da perda de células hepaticas infectadas pelo HCV. Um declinio lento da
carga viral do HCV na segunda fase implica em um sistema imune ineficiente para eliminar
este virus. E a segunda fase que pode predizer negativamente a RVS. Existe forte evidencia de
que esse parametro supera qualquer outro fator preditivo de resposta avaliado no pré-
tratamento (LAYDEN-ALMER, LAYDEN, 2003).

Para a terapia PR foram avaliadas as respostas viroldgicas de acordo com a cinética
viral como resposta virologica rapida (RVR) quando ocorria a ndo deteccdo do RNA-HCV
abaixo do nivel de indetectabilidade (< 15UI/ml) na semana 4 de tratamento; resposta
virologica precoce parcial (RVPp) definida como queda de pelo menos 2 log ou 10 vezes o
valor do RNA-HCV pré-tratamento, o sua indeteccdo na semana 12 de tratamento (RVR
total). Ao final do tratamento a resposta viroldgica (RVF) foi definida como indetectabilidade
do RNA-HCV no final do tratamento e resposta viroldgica sustentada (RVS) como a ndo
deteccdo do RNA-HCV 24 semanas ap0s o término do tratamento. O respondedor lento
(RVL) considerado quando o paciente apresentava RVPp e o RNA-HCV detectavel na
semana 24 de tratamento (ANDRIULLLI, et al., 2008). A recidiva viroldgica foi definida
como o reaparecimento do RNA-HCV durante o seguimento apds o término do tratamento em
pacientes com RVF (WIEGAND, 2011).
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Os efeitos adversos relacionados ao tratamento combinado PR s&o inimeros, como por
exemplo: anemia, prurido, nauseas, insonia, faringite, dispnéia, anorexia, depressdo e
irritabilidade, entre outros que podem levar a suspenséao do tratamento (BRASIL 2003).

A RVS foi observada em 30-40% dos pacientes tratados com INF- o, porém com a
associacao de ribavirina (RBV) apresentou maior beneficio. Com a combinac¢do PR aumentou
a porcentagem de RVS para mais de 50% (VIEIRA, et al., 2007). A correlagdo entre a
cinética viral inicial e a RVS foi demonstrada com IFN isolado e com o regime PR
(NEUMANN-HAEFILIN, et al., 2005).

Muitos anos se passaram desde a descoberta do virus, e na Gltima década, a eficacia do
tratamento para a hepatite C crénica tem melhorado, mas o tratamento com o IFN
insatisfatério na erradicacdo do HCV em pacientes cronicamente infectados. Em pacientes
com HCV-1, alta carga viral virgens de tratamento, a RVS tem sido aproximadamente 10%
com IFN convencional e aproximadamente 50% com a combinagdo PR. A combinacdo PR
ainda é uma terapia usada para os pacientes com estagios de fibrose menores (EASL 2015;
HADZIANNIS; et al, 2004).

O tratamento para infec¢do crénica pelo virus da hepatite C com a combinacdo de
Interferon Peguilado com Ribavirina é pouco satisfatoria associada ao elevado custo, sérios
efeitos adversos e riscos de ndo aderéncia ao tratamento (MCHUTCISON, et al., 209).

Alguns fatores relacionados ao hospedeiro podem estar relacionados com a resposta
terapéutica como: Etnia, indice de massa corporea, idade, insulinorresisténcia, género, uso de
alcool, e outros fatores podem estar relacionados ao virus como: HCV-gen6tipo, niveis de
RNA-HCV e polimorfismos genéticos como IL 28B e polimorfismo KIR; Fatores
relacionados com a doenca: estagio de fibrose e coinfeccdo com o HIV. Outros fatores como:
G/G/T (gamaglutamiltranspeptidase), tempo de infecgdo, e comorbidades sdo fatores que
estdo também relacionados com a RVS (GHANY, et al., 2009; STRADER, 2004, COELHO;
VILLELA-NOGUEIRA, AVES, 2010), tabelal.

Estudo de cinética viral demonstrou quanto mais rapida a resposta viroldgica, maior a
chance de RVS (FRIED, 2011). A RVR pode ser influenciada por diversos fatores como: co-
morbidades, Diabetes, Esteatohepatite, coinfecgdo com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), sindrome metabolico, obesidade, dislipidemia, alcoolismo, insulinoresisténcia entre
outros. Outro fator que influencia a resposta ao tratamento do esquema PR € o uso do alcool
e/lou de drogas ilicitas que o paciente oculta a informacdo e este fato interfere na RVS.
Resisténcia insulinica é um fator preditivo para RVS ao tratamento com IFN-PEG mais RBV.

Pacientes com baixo valor de HOMA-IR que é um modelo criado para a avaliacdo da



41

resisténcia a insulina (Homeostasis model assessment of insulin resistence) quando

comparados com pacientes ndo respondedores mostraram valor preditivo positivo para RVS.

Tabela 1 - Fatores preditivos de resposta ao tratamento em pacientes com hepatite C

Fatores preditivos

Melhor resposta

Pior resposta

Fatores do paciente
Idade

género

Etnia
insulinoresisténcia
esteatose
Polimorfismo genético
Fibrose hepética
Nivel de G/G/T
Fatores virais
Genotipo

RNA-HCV

RVR

RVP

Comorbidades
Ingesta de alcool
coinfecgdo HIV/HCV
Diabetes

<40 anos
fem
caucasiano
HOMA=Z<2.5
ndo

C/C genotipo
F<2

normal

2e3
<600.000Ul/ml
sim

sim

> 40 anos
masc
afroamericano
HOMA>2.5
sim

G/G genotipo
cirrose

alto

le4d
>600.000UI/ml

alto
sim

sim

Fonte: Coelho, Villela-Nogueira, 2010.

A partir do conhecimento sobre o ciclo de vida do virus da hepatite C, foram

desenvolvidas novas drogas baseadas em alvos potenciais a serem usadas no tratamento da
infeccdo HCV (ASSELAH, MARCELLIN, 2011). Foram introduzidas as drogas antivirais de
acao direta (DAAS) Direct-Acting Antivirals associadas ao interferon peguilado e ribavirina

no tratamento, ampliando o percentual de RVS, porém este percentual de resposta varia de

acordo com os diversos estagios da doenca hepética e ndo isentos de efeitos colaterais graves
incluindo dbitos (POORDAD, 2011).
Considerando o genoma do HCV, suas proteinas, suas enzimas NS2-3 e NS3-4A

proteases, NS3 Helicase e NS5B RdRp que sdo essenciais para a replicagdo viral novas

drogas sao desenvolvidas para o tratamento anti-HCV quadro 3.
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Classe geracdo composto laboratério fase
Primeira onda, Telaprevir Vertex/Janssen/Mitsubishi | Aprovado
Primeira geracéo boceprevir Merck Aprovado
Segunda onda, primeira Simeprevir Janssen Aprovado
geragéo. Paritaprevir/r | Abbvie Aprovado
Inibidor de protease Asunaprevir Bristol-Myers Squibb Aprovado(Japéo I11)
NS3-4A Vaniprevir Merck 111 (Japdo)
Vedroprevir Gilead I
sovaprevir Achilion Il
Segunda geragdo Grazoprevir Merck 1]
ACH-2684 Achilion Il
Analogo Analogo nucleotideo Sofosbuvir Gilead Aprovado
nucleosideo/nucleotideo MK-3682 Merck I
ACH-3422 Achilion I
AL-335 Janssen I
Inibidor de RNA-HCV Dasabuvir Abbvie Aprovado
ndo nucleosideo Beclabuvir Bristol-Myers Squibb 1"l
dependente de RNA GS-9669 Gilead I
polimerase
Primeira geragdo Daclastavir Bristol-Myers Squibb Aprovado
Ledispavir Gilead Aprovado
Inibidor NS5A Ombitasvir Abbvie Aprovado
Segunda geragdo Elbasvir Merck 1"l
GS-5816 Gilead 1"l
ACH-3102 Achilion I

Quadro 3 - Drogas antivirais de acéo direta (DAAS) aprovadas e ainda a serem aprovadas nos EUA,
Unido Européia e Japdo

[r ritonavir
Fonte: Pawlotski, 2015

Segundo as recomendacdes brasileiras atuais para o tratamento da infeccdo cronica
HCV, os pacientes com estagio de fibrose severo e cirrose, pacientes que experimentaram o
tratamento com a combinacdo PR, os diferentes genotipos do HCV, manifestacGes extra-
hepéaticas da infeccdo HCV, pacientes com estagio de fibrose moderado e que vem se
mantendo por trés anos, todas estas situacGes tem indicagdo de tratamento com esquemas
atualizados seguindo suas contra indicagdes, incluindo regimes livres de Interferon (AASLD,
2015, EASL, 2015, BRASIL, 2015).

As recomendacdes sobre o tratamento da Hepatite C, a Associacdo Latino Americana
para Estudo do Figado, para individuos com HCV-1 sdo disponibilizados seis esquemas de
tratamento incluindo dois regimes contendo o Peg-Interferon e quatro regimes livres de
Interferon (EASL, 2015).

No Brasil o tratamento segue as orientacGes dadas pela portaria do Ministério da
Saude (BRASIL, 2015). Com 0s novos esquemas propostos para o tratamento da Hepatite C,

mudaram os periodos de tratamento, as avaliacbes de RVS e aumentaram significanticamente
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as chances de cura com possibilidade de regimes livres de interferon, no entanto o Interferon

continua e néo foi retirado do arsenal terapéutico.

4 JUSTIFICATIVA

O tratamento da infeccdo cronica HCV vem evoluindo e atualmente com proposta de
esquemas de tratamento livres de Interferon. No Brasil, atualmente estdo sendo
disponibilizadas trés drogas que pertencem ao grupo de antivirais de acdo direta com
perspectiva de altas chances de respostas virologicas sustentadas.

Ainda que mais e mais drogas sejam introduzidas ao esquema de terapia anti-viral
contra a infeccdo cronica HCV, o Interferon ainda tem o seu lugar no arsenal terapéutico
principalmente porque existem pacientes que ndo podem receber as medicagdes antivirais de
acdo direta como ja existem relatos de efeitos adversos como cardiomiotoxicidade por
inibidor de polimerase. O conhecimento do polimorfismo em populagdes miscigenadas tem
sua importancia ja que poucos estudos séo feitos com marcadores genéticos de ancestralidade
e se as contribuicbes de ancestralidade influenciam nos polimorfismos da ILI-28B e do
IFNLA4.

A proposta desse estudo se justifica por se tratar de uma infec¢do crénica em que 3%
da populacdo mundial esta infectada e a evolucdo para doenga hepéatica grave com suas
complicacdes interfere na qualidade de vida do paciente expondo-o a maior morbidade e
mortalidade, elevando maior nimero de internagdes no servigo publico.

Uma das estratégias para impedir essa evolucdo se faz com as melhores opg¢des de
tratamento para a hepatite C e melhor conhecimento a cerca de fatores virais e fatores

relacionados ao paciente.

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Descrever as influéncias dos polimorfismos nos genes da Interleucina 28-B rs
12979860, 8099917 e nos genes do Interferon lambda 4 ss469415590, em uma populacéo
miscigenada com infeccéo crénica HCV, de Belem-Para-Brasil.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-Descrever 0s percentuais de contribuicbes étnicas e frequéncias genotipicas dos
polimorfismos nos genes da 1L-28B rs 12979860 C/C, CT, T/T, rs 8099917 G/G, G/T, T/T, e



44

nos genes do IFNL4 ss 469415590 AG/AG, AG/T/T, T/T/TIT em pacientes com infeccao

crénica HCV e controles.

2- Avaliar possiveis associagcdes dos genoétipos dos rs 12979860, rs8099917 e 5469415590
com resposta terapéutica, estagio de fibrose hepatica, niveis de ALT e carga viral (RNA
HCV/UI/ml).

4- Descrever os percentuais de contribuicdes étnicas de acordo com os gendétipos dos rs
12979860, rs8099917 e ss469415590 nos pacientes com infeccdo crénica HCV e nos

controles.

3- Avaliar as contribuigdes étnicas de acordo com os geno6tipos dos rs 12979860, rs8099917 e
$s469415590 e resposta ao tratamento da infeccdo HCV com o esquema de Interferon

Peguilado e Ribavirina nos pacientes com HCV-1.

4 avaliar as provaveis varidveis preditoras de resposta terapéutica.

5 METODO

5.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo caso controle de pacientes acompanhados no ambulatério de Figado da
FSCMPA que receberam tratamento para a infeccdo pelo virus da hepatite C.

O caso foi considerado o paciente com infeccdo HCV e o controle foi considerado o

individuo saudavel.

5.2 AREA DE ESTUDO.
O estudo foi realizado no ambulatorio de doencas hepaticas da FSCMPA, localizado

na cidade de Belém- Para-Brasil.

5.3 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA
Foram selecionados 366 pacientes, com idade acima de 18 anos, de ambos 0s sexos,
com anti-HCV reagente confirmado por HCV-RNA pela técnica de RT-PCR, realizados pelo

Instituto Evandro Chagas, atendidos no ambulatério no programa de hepatopatias cronicas da
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FSCMPA em qualquer estdgio da doenca hepética, tratados e/ou em tratamento e/ou com
indicacdo para o tratamento com a combinacédo de IFN Peguilado e Ribavirina.

5.4 PACIENTES E METODOS

O programa de hepatopatias Cronicas da FSCMPA tem registrado os pacientes com
infeccdo cronica pelo virus da Hepatite C em seus arquivos. Os dados referentes aos sujeitos
da observacdo com infeccdo cronica pelo virus da hepatite C elegiveis para o estudo (2002 a
2013) foram retirados deste arquivo.

Pacientes que estavam em seguimento clinico ou que estavam iniciando o tratamento
com Interferon peguilado associado com Ribavirina foram incluidos e consentiram a coleta de
5ml de sangue para a extracdo de DNA. Todo o processo foi realizado ap6s aprovacdo do
projeto pelo comité de ética do HFSCMPA com consentimento prévio do paciente (termo de
consentimento).

A infecdo pelo virus da hepatite C foi confirmada pela deteccéo sérica do RNA HCV.

Os dados referentes aos estagios de fibrose hepatica foram coletados do arquivo da
FSCMPA, determinados por biopsia de figado realizada na FSCMPA pelo mesmo grupo de
médicos do ambulatério de Figado que atende aos pacientes do programa de hepatopatias
crbnicas. O exame do fragmento retirado do figado foi feito no Hospital Universitario Jodo de
Barros Barreto no departamento de Patologia da Universidade Federal do Para que usou o
escore do sistema METAVIR para a analise: FO sem fibrose, e com fibrose portal (F1,F2, F3,
F4) e (A) = atividade histoldgica com necrose em saca bocado e necrose lobular), (Bedossa,
Poynard, 1996) .

O diagnostico e o tratamento foi conduzido pelo mesmo grupo de médicos (Grupo de
figado da FSCMPA) e o acompanhamento clinico seguiu critérios estabelecidos para o
diagndstico e tratamento orientados pelo Ministério da Salde.

Paciente coinfectados com os virus da Imunodeficiéncia humana e ou hepatite B ou
doencas auto-imunes foram excluidos.

Para analise de resposta ao tratamento padrdo com o Interferon peguilado e ribavirina
(PEG IFN/RBV) foram definidos como resposta viroldgica sustentada (RVS) os sujeitos
tendo indetectabilidade dos niveis de RNAHCV na semana 24 ap6s o término do tratamento
(RVS). Os individuos que ndo alcancaram RVS, bem como os que tiveram recidivas, ou seja,
pacientes que obtiveram indetectabilidade no final do tratamento, mas se tornaram detectaveis
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na 24 semana apos o término do tratamento ou sem resposta viroldgica precoce foram
considerados ndo RVS (NRVS). A resposta virologica rapida foi definida como
indetectabilidade do RNA HCV na semana quatro de tratamento e a resposta viroldgica lenta
guando o RNA HCV foi indetectavel na semana 24 de tratamento.

A etnia foi avaliada por marcadores genéticos para as contribui¢des de ancestralidade

Européia, Africana e Amerindia e ndo foi usado o sistema de autodefinicdo da cor da pele.

5.5 CARACTERIZACAO CLINICA E EXAMES DE LABORATORIO

A caracterizacdo clinica, epidemiol6gica, exames laboratoriais e exames
histopatologicos assim como os resultados dos exames soroldgicos e moleculares para o
diagnostico do HCV foram obtidos de prontuarios e/ou banco de dados do Programa de
hepatopatias do ambulatério da FSCMPA e que seguiram o protocolo de atendimento do
ambulatério de figado da FSCMPA. Estes foram submetidos a anamnese com identificag&o,

procedéncia, estado civil, ocupacdo, antecedentes mérbidos pessoais e habitos.

5.5.1 Genotipagem dos polimorfismos nos genes do IFNL3(IL-28B) e nos genes do
IFNLA4.

Foram coletadas amostras de sangue (4 ml/amostra) e enviadas ao Laboratério de
Genética Humana e Médica, Fisiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Pard e uma aliquota enviada a Universidade de Sdo Paulo para a realizacdo da
genotipagen dos polimorfismos nos genes do IFNL4. A coleta e o processamento de amostras
para polimorfismo dos genes da IL-28B. A extracdo do DNA foi feita pelo método Fenol-
Cloroformio descrito por Sambrook et al (1989). A partir do DNA extraido, foram detectados
e genotipados os SNPs: rs8099917 (TG), rs12979860 (CT) e rs368234815 (AG/TT),
localizados no braco longo do cromossomo 19.Para a realizagdo da deteccdo e genotipagem
desses polimorfismos, utilizou-se a técnica de PCR em tempo real. Foram utilizados ensaios
TagMan® SNP Genotyping Assays pré-desenhados (Applied Biosystems by Life
Technologies, Foster City, CA, EUA), entretanto para os SNPs rs12979860 e rs368234815 o
ensaio foi customizado, ou seja, a sequéncia do gene contendo o polimorfismo de interesse foi
enviada ao fabricante e a partir dela foram desenhados os iniciadores e as sondas (Applied
Biosystems by Life Technologies, Foster City, CA, EUA). Esses ensaios se baseiam na
amplificacdo e deteccdo de alelos especificos em amostras de DNA gendmico. Durante a

etapa de amplificacdo a enzima Taq DNA polimerase amplifica o DNA utilizando iniciadores
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especificos, e as sondas TagMan® MGB, ligadas ao DNA alvo, sdo degradadas durante a
extenséo das fitas de DNA. A partir desse momento as sondas passam a emitir um sinal de
fluorescéncia, que ¢ detectada pelo equipamento. Uma vez que as sondas sao alelo-especificas

e apresentam fluorescéncias distintas, a diferenciacdo dos alelos se da pela cor emitida.
5.5.2 Marcadores individuais de ancestralidade

A populacdo brasileira € altamente miscigenada, com uma predomindncia de
contribuicdo de ancestralidade Européia e contribuicbes variaveis de ancestralidade
Amerindia e Africana. Quatro décadas de estudos realizados em Belém, Para, revelou
proporcdes de contribui¢bes de ancestralidade Africana, Amerindia e Européia variando 0,12-
0,33,16-0,3 e 0,48-0,61, respectivamente. Assim, para evitar distor¢cdes na subestruturagéo
populacdo, foi avaliada a proporcao de mistura étnica individuo usando 48 polimorfismos de
insercdo/delecdo previamente validados como marcadores de ascendéncia ideais para a
populacdo de Belém [Santos NP, et al, 2010]. Os marcadores de ascendéncia encontrou dois
critérios principais: 1) elevada diferenca entre as freqliéncias alélicas (= 40%) entre Africano,
Europeu e etnias amerindias, e ii) localizacdo em cromossomos diferentes ou em regides
fisicas distintas de um mesmo cromossomo [Santos NP, et al , 2010]. As concentracdes do
iniciador e sequéncias, bem como as condi¢des de PCR multiplex e eletroforese capilar
obedeceram as indicacdes do fabricante ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) (Santos NP, et al, 2010).

5.5.3 Exames soroldgicos e moleculares para o diagnostico do HCV

Testes imunoldgicos e moleculares (qualitativos e quantitativos) foram realizados no
laboratorio de Sorologia e Biologia Molecular da Se¢do de Hepatologia do Instituto Evandro
Chagas. Amostras de sangue (10ml) foram coletadas e examinadas para 0s marcadores
soroldgicos das hepatites B e C e para a pesquisa de acido nucléico (HCV-RNA). O sangue de
cada paciente foi coletado em tubos a vacuosem o anticoagulante. Apoés retragdo do codgulo
em temperatura ambiente, foi centrifugado a 1500 G por 20 minutos. O soro foi dividido, em
duas aliquotas. Uma foi utilizada para os testes imunologicos (anti-HCV, HBsAQ) e a outra
mantida sob refrigeracdo (-70°C), somente foi descongelada no momento da realizacdo dos
testes moleculares. Para deteccdo do anti-HCV, foram utilizados kits do laboratério Ortho®
(OrthoTM HCV 3.0 ELISA Test System), que consistem na pesquisa qualitativa deste
anticorpo, que tem como fase sélida, microplacas revestidas com antigenos recombinantes do

virus da hepatite C. Em todos os testes soroldgicos foram obedecidas as recomendacdes do
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fabricante. Os resultados foram considerados indeterminados (zona cinza) quando a densidade
Optica ficou 20% acima ou abaixo do valor de corte, para 0 imunoensaio enzimatico (EIA) e
imunoensaio enzimatico de microparticulas (MEIA).

A pesquisa do HCV-RNA foi feita de modo qualitativo, utilizando kits comerciais do
Laboratorio Roche, registrados como HCV COBAS AMPLICOR® versdo 2.0 que utiliza a
reacdo em cadeia mediada pela polimerase, precedida de uma transcricdo reversa (RT-PCR)
para amplificacdo e hibridizacdo do RNA ou por meio de técnicas similares. O AMPLICOR
HCV, versdo 2.0, é baseado em quatro etapas principais: a preparacdo dos espécimes; a
amplificagdo por RT-PCR das fragdes do RNA utilizando-se primers complementares
especificos do HCV; a hibridizacdo dos produtos amplificados através de sondas de
oligonucleotidios especificos; a determinacdo do produto da hibridizacdo através de
determinacdo colorimétrica.

A preparacdo do espécime tem por finalidade liberar o HCV viral através da
centrifugacdo e lise do virus. A amplificagio do HCV-RNA com o HCV COBAS
AMPLICOR, versdo 2.0, é realizado simultaneamente com RNA padrdo interno — Internal
Standard (IS) que € incorporado a cada espécime testado. O (IS) é uma molécula RNA néo
infeC/Cioso que contém primers idénticos a sitios do RNA e, uma Unica regido que permite
que a amplificacdo do IS seja distinguida da amplificacdo do HCV-RNA do espécime.

No processo de amplificagdo por RT-PCR do HCV COBAS AMPLICOR, versdo 2.0
utilizam-se como reagentes a Taq polymerase, a AmpErase ® e deoxiuridina trifosfato que
sdo adicionadas a mistura e, posteriormente, em um termociclador automatico sdo executados
ciclos especificos de amplificagdo. Apds o processo de amplificacdo, sondas de
oligonucleosides especificas sdo utilizadas para o processo de hibridizacdo. No processo de
deteccdo € utilizado um conjugado de bases anti-DNP fosfatase alcalina e um substrato para-
nitrofenilfosfato com conseqiiente formacdo de cor. O AMPLICOR ® - HCV, v2.0 utiliza
primers KY78 e KY80, que delimita uma seqiiéncia de 244 nucleotideos da regido altamente
conservada ndo- codificadora 5°. O processo de amplificagdo necessita de uma etapa inicial de
transcri¢do reversa do RNA-alvo, gerando um DNA complementar (cDNA).

A quantificacdo do HCV-RNA sera realizada por meio de kit diagnostico por PCR em
tempo Real/ HCV- COBAS AMPLIPREP TagMan Roche, aferido conforme o padrédo
internacional para HCV RNA NAT ensaios da Organizacdo Mundial de Saude. Foram
obedecidas as orientacOes preconizadas pelo fabricante. O limite minimo de sensibilidade
atribuido ao teste é de 43 Ul/mL. A pesquisa de genotipos do HCV foi realizada por meio de

hibridizacdo reversa (INNO-LIPA HCVII, Immunogenetic), que utiliza fitas de nitrocelulose
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onde sdo imobilizadas sondas de oligonucleotideos da regido 5° NC complementares a cada
tipo/subtipo do HCV. Apo6s a hibridizagdo com produtos do PCR marcados com primers
biotinilados, um conjugado de avidina terd a funcdo de ligar-se ao hibrido biotinilado. O
substrato entdo levara a formacdo de um produto colorido que ira preciptar-se na fita e revelar
o tipo viral presente na amostra, descriminados como tipos de 1 a 6 e subtipos, 1a, 1b, 2a-c,
3a-c, 5a e 6a.

5.4.4 Exame histopatoldgico

A avaliacdo histopatolégica seguiu o protocolo do ambulatério de figado da FSCMPA
para o diagnostico das hepatites crénicas com avaliacdo da atividade necro-inflamatoria e
estadiamento de fibrose segundo a classificagio METAVIR tabela 2. A classificacdo
METAVIR avalia a atividade periportal e o estadiamento de fibrose, com graduagéo
padronizada (BEDOSSA, POYNARD, 1996).

Tabela 2 - Classificagdo histopatoldgica escore METAVIR

Atividade . )
o Estagio de fibrose
histolégica
A0 = nenhum FO = auséncia de fibrose
Al = leve F1 = fibrose periportal sem septos
A2 = moderada F2 = fibrose periportal e raros septos
F3 = = fibrose periportal € numerosos
A3 = severa )
septos sem cirrose
F4 = cirrose

Fonte: Bedossa, Poynard, 1996.

6. TRATAMENTO

O protocolo de tratamento obedeceu aos regulamentos do Ministério da Salde
(BRASIL, 2007).
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7. ASPECTOS ETICOS

O presente projeto, bem como os procedimentos adotados ao longo da investigagéo,
foi submetido a analise do Comité de Etica em Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical da
UFPA, conforme a resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, que trata de pesquisa
envolvendo seres humanos. Os dados foram coletados apos a autorizagdo dos sujeitos da
pesquisa por meio de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — ANEXO B) eo
acesso ao arquivo de prontuarios referentes aos sujeitos da pesquisa liberado apds aprovacgédo

do projeto de pesquisa pelo comité de Etica da FSCMPA.

8. ANALISE DOS DADOS

A analise, organizacéo e tabulacdo dos dados da pesquisa foram feitas pelo programa
EPI INFO 6.0, EXCEL e pelo programa BioEstat 5.0. Para descrever a amostra do estudo,
foram usadas propor¢des para varidveis categoricas, bem como media, mediana, desvio
padrdo para variaveis continuas.

Foi feito um quadro com variaveis genéticas incluindo as referentes ao HCV como
genotipo e as variaveis genéticas referentes ao hospedeiro, no caso o polimorfismo da IL28B
incluindo rs 12979869 e rs 8099917 e contribuicbes étnicas. As variaveis genéticas foram
cruzadas com as variaveis clinicas no caso RVS, estagio de fibrose hepética e atividade
inflamatdria usando a classificacdo METAVIR (F e A), Alaninoaminotrnasferase, RNAHCV
quantitativo (Ul/ml) e gamaglutamiltranspeptidase (G/G/T). Para as varidveis continuas com
distribuicdo normal foi usado o Teste T, para as variaveis continuas que ndo apresentaram
distribuicdo normal foi usado o teste Mann Whitney (Wilcoxon Rank Sum Test), para uma
amostra foi usado o Kolmogorov-Smirnov. Estabeleceu-se em 0.05 (5%) o nivel de rejeicdo

da hipotese de nulidade (valor de p < 0,05) e intervalo de confianca (IC) de 95%.

9. RESULTADOS

9.1 DESCRICAO DA AMOSTRA.

A descri¢do da coorte estudada a analise do estudo é mostrada na figura 1.
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De um total de 366 pacientes com infecgdo crénica pelo virus da hepatite C atendidos
no ambulatério de figado do Hospital da Fundacdo Santa Casa de Misericérdia do Pard no
periodo de 2002 a 2014, 197(54%%) foram submetidos ao exame na regido do gene
codificante da Interleucina (IL- 28B) para rs 12979860 e 196 (53,5 %), para rs 8099917, 190
(52%) pacientes foram avaliados para polimorfismo do IFNL4 ss 469415590 e 136 (38%)
foram avaliados para ancestralidade e submetidos a exame com marcadores genéticos para as
contribuicbes étnicas: Africana, Europeia e Amerindia; 336 (92%) pacientes foram
submetidos a genotipagem do HCV com a avaliacdo de 238 subtipos (70%) e 332 (91%)
pacientes submetidos a bidpsia hepéatica com avaliacao da classificagdo METAVIR ( A) 266 (
80%) pacientes e (F) 332 (100%) pacientes. Dos 366 pacientes, 243 (66,4%) foram
submetidos ao tratamento com PEG IFN e RBV e destes, 235 completaram o tratamento
sendo que, 206 pacientes com HCV-1 (RVS= 105 (51%) e NRVS= 96 (49.%) e 36 pacientes
com HCV-2 e HCV-3 (RVS n= 25, NRVS ( n=09) . As caracteristicas basais dos pacientes

com infecgéo cronica HCV estéo sumarizados na tabela 3.

9.2 DADOS DEMOGRAFICOS

Foram incluidos no estudo 366 pacientes com infeccdo cronica pelo virus da Hepatite
C com procedéncia de Belém — PA, outras cidades do Par4 como: Altamira, Aguas Brancas,
Barcarena, Benevides, Braganca, Cametd, Capanema, Carajas, Castanhal, Concérdia do Para,
Ilha do Marajo, lgarapé Miri, Icoaraci, Macapa, Mocajuba, Jacunda, Oiapoque, Paragominas,
Santarém, Porto de Mds, Oriximina, Redencdo, Santo Antonio do Taua, Santa Izabel do Para,

Tucurui e Nova Timboteua.
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Figura 12 - Organograma com as caracteristicas da coorte estudada. IL-28B, IFNL4, Ancestralidade e
resposta terapéutica.



Tabela 3 - Caracteristicas dos 366 pacientes com infec¢do crénica HCV atendidos no Hospital Santa

Casa de Misericordia do Para

Variaveis Todos (366) RVS*n=130 (%) NRVS** n=105 (%)
Media de Idade + DP 5212 £ 11.7 519+ 54,4+ 9
Sexo
masc 221 (60%) 72 (55,4%) 75 (71,4%)
Fem 145 (40%) 58 (44,6%) 30 (28,6%)
Etnia n =136 n=122 onl_ge n=55
Africano (media) 0,125 075926 0,1094
Europeu (média) 0,60 072758 0,5945
Amerindio (média) 0,275 ' 0,2843
IL 28B
rs 12979860 n=197 rs 12979860 rs 12979860 77 riolﬁfg ?32)0
ciC 42 (21%) 18 (23,4%) 43( 56.19%)
cT 116 (59%) 45 (58,4%) 12 (18.5%)
TIT 39 (20%) 14 (18,2%) e
CTeTIT 155 59 1s8099917
rs8099917n=196 rs8099917 rs8099917 04 (6%)
GIG 10 (05%) 02 (2,6%) 37 (57%)
GIT 88 (45%) 27 (35,5%) 24 (379%)
TIT 98 (50%) 47 (61,9%) ol
G/IGeGIT 186 29
IFNL4 $s 469415590 ss 469415590 ss 469415590
ss 469415590
AGIAG 38 (20%) 14(18,9%) 11 (18%)
AGITIT 113 (59, 5%) 45 (60,8%) 40 (65,6%)
TITITIT 39 (20, 5%) 15(20,3%) 10 (16,4%)
AGITIT e AGIAG 152 59 51
METAVIR (F) 15 (12%) 04 (7%)
F1 65 (19, 5%) o 18 (32%)
F2 126 (38%) 68 (56%) (32%
21 (17%) 15(27%)
F3 51 (15, 4%) 18 (15%) 19 (34%)
F4 90 (27, 1%) 39 34
F3F4 141
METAVIR (A) 110 (41%) 42 (38%) 24 (34%)
o 133 (50%) 60 (54%) 39 (55%)
A3 23 (09%) 09 (8%) 08 (11%)
HCV Genotipo
1 248 (74%) 105 (81%) 96 (91,4%)
2/3 88 (26%) 25 (19%) 09 (8,6%
Subtipo
a 80 (33,61%) 22(25%) 20 (26,%)
b 148 (62,18%) 60 (69%) 53 (71%)
ab 08 (3,36%) 05 (6%) 02 (3%)
Carga viral basal (Ul/ml)
<600.000 99 (45,4%) 48 (56,5%) 16 (24,6%)
> 600.000 119 (54,6%) 37 (43,5%)

49 (75,4%)

*Resposta Viroldgica Sustentada, ** Ndo Resposta Viroldgica Sustentada,
Fonte: Banco de dados elaborado para a tese .
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9.3 FREQUENCIAS DAS CONTRIBUICOES ETNICAS E FREQUENCIAS
GENOTIPICAS nos rs 12979860 C/C, CT, T/T, rs 8099917 G/G, G/T, T/T, ss 469415590
AGIAG, AGITIT, T/T/T/IT NOS PACIENTES COM INFECCAO CRONICA HCV E
CONTROLES.

A avaliacdo genética para os polimorfismos nos genes da IL-28B rs 12979860, rs
8099917, em pacientes com infeccdo cronica HCV e controles estédo resumidas na tabela 4.

Na Avaliacdo dos polimorfismos nos genes da IL-28B rs 12979860 os gendtipos
agrupados CT e T/T, foram mais frequentes no grupo de pacientes com infec¢do crénica HCV
demonstrando susceptibilidade figura 15, O gendtipo C/T versus o genotipo selvagem C/C
também foi mais frequente nos pacientes com infeccéo cronica HCV OR=2,15, p= 0,0013, IC
95%-= 1,20-3,85.

Os genotipos avaliados referentes ao polimorfismo da IL-28B rs 8099917 ndo

mostraram diferencas entre o grupo de pacientes com infeccao crénica HCV e o controle.
A avaliagdo do polimorfismo nos genes do IFNL4 ss 469415590 mostrou que 0s genoétipos de
susceptibilidade (AGAG e AG T/T vs T/T/T/T) foram mais frequentes no grupo de pacientes
com infecgdo cronica HCV em relacdo aos controles assim como também agrupados em
homozigose figura 16 e figura 17. Foram avaliadas as frequéncias dos gendtipos
heterozigostos de susceptibilidade nos polimorfismos nos genes da IL-28B rs 12979840 CT,
nos genes do IFNL4 ss 469415590 AG/T/T e nos genes da IL-28B rs 8099917 G/T vs 0s
gendtipos protetores nos polimorfismos nos genes da 1L-28B rs 12979840 C/C, dos genes do
IFNL4 ss 469415590 T/T/T/T e rs 8099917 T/T, nos pacientes com infeccdo cronica HCV e
nos controles. Nesta avaliacdo, as sequéncias de gendtipos de susceptibilidade foram mais
frequentes nos pacientes com infeccdo crénica HCV em relacdo aos controles p=0,022 figura
18.
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Tabela 4 - Frequéncia das contribuicdes étnicas e frequéncia de polimorfismos da IL- 28B e IFNL4
de pacientes com infeccdo crénica HCV e controles.

VARIAVEIS GENETICAS Pacientes HCV | Controles p OR p 1C95% PP
Ancestralidade n=136 n=243
Africano (mediana) * 0,060 0,04 0,423
Europeu (media)** 0,588 0,662 0,001
Amerindio (media) 0,275 0,214 0,002
IL-28B rs 12979860 n=197 n=85
c/IC 42 (21%) 32 (38%)
CT 116 (59%) 41 (48%)
0,0004

TIT 39 (20%) 12 (14%)
CTeT/T 155 (79%) 53 (62%)

2,22 | 0,006 1,27-3,88 0,004
C/IC 42 (21%) 32 (38%)
IL-28B rs 8099917 n= 196 n=85
GIG 10(05%) 09 (10,5%)
GIT 88(45%) 28 (33%) 007
TIT 98(50%) 48 (56%) '
G/IGeGIT 98 (50%) 37 (44%)

1,28 0,38 0,77-2,16 0,3
TIT 98 (50%) 48 (56%)
IFNL4 ss469415590 n=190 n=88
AGIAG 37 (20%) 12 (13,7%)
AGTIT 113 (59,5%) 43 (48,8%) 0,010
TTTIT 39 (20,5%) 33 (37,5%) '
AGAG e AGTIT 150 (79,5%) 55 (62,5%)

2,30 0,004 1,32-4,02 0,001
TITITIT 39 (20,5%) 33 (37,5%)
Genotipos desfavoraveis*** 60 ’3
versus Genotipos heterozigotos 29 ”7 2,42 0,022 1,19-4,94 0,013

favoraveis****

***sequéncia rs 12979840 gendtipo CT, ss 469415590 gendtipo AG/T/T e rs 8099917 Genétipo G/G****sequéncia rs
12979840 gendtipo C/C, ss 469415590 gendtipo T/T/T/T e rs 8099917 Gendtipo T/T, ® Qui-Quadrado.

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 13 - Polimorfismo nos genes da IL-28B rs 12979860 com
genotipos agrupados C/C vs CT e T/T em pacientes com infecgdo
crénica HCV e controles p=0,0042.

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 14 - Frequéncia dos gendtipos agrupados em genoétipos de
susceptibilidade e gendtipo protetor no polimorfismo nos genes
do IFNL4 ss 469415590 nos pacientes com infecgéo cronica
HCV e controles p=0,0014

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 15 - Frequéncia dos genotipos de susceptibilidade e protetor
em homozigose nos polimorfismo dos genes do IFNL4 ss
469415590 nos pacientes com infeccdo cronica HCV e controles
p=0,017

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 16 - Frequéncia dos gendtipos mutantes rs 12979840 C/T, ss 469415590
AGITIT e rs 8099917 G/T vs 0s geno6tipos selvagens rs 12979840 C/C, ss 469415590
T/T/TIT e rs 8099917 T/T, nos pacientes com infecgdo crénica HCV e nos controles
p=0,022

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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10.3.1 Equilibrio Hardy-Weinberg no polimorfismo da IL-28B rs 12979860, rs 8099917,
IFNL4 ss 469415590 nos pacientes e controles

Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi encontrado nos controles avaliados para
polimorfismos nos genes da IL-28B rs 12979860 genotipos C/C, CT, T/T ; rs 8099917
genotipos G/G, G/T, T/T; polimorfismos nos genes do IFNL4 ss 469415590 gendtipos
AG/AG, AG/TIT, T/ITITIT e observado desequilibrio (HWE) nos pacientes com infeccédo
cronica pelo virus da Hepatite C avaliados para polimorfismos nos genes 12979860 C/C,
CT,T/T; polimorfismos nos genes do IFNL4 ss 469415590 gendtipos AG/AG, AG/TIT,
T/T/T/IT e uma tendéncia ao desequilibrio para os polimorfismos nos genes rs 8099917
gendtipos G/G,G/T,T/T tabela 5.

Tabela 5 - Estimacédo de parametros dos polimorfismos da 11-28B, do IFNL4, segundo a Lei de Hardy-
Weinberg

Controles
Observado Esperado p* Estimacg&o do alelo
rs 12979860 C/IC 32 32,42% 0.84 Alelo C=61,76%
CT 41 40,14%
TIT 12 12,42% Alelo T=38,24%
rs 8099917 G/G 09 6,22% 0,13 Alelo G=27,06%
GIT 28 33,55%
TIT 48 45,22% Alelo T=72,94%
ss 469415590 AG IAG 12 12,75% 0.73 Alelo AG=38,07%
AGITIT 43 41,49%
TITITIT 33 33,75% Alelo T/T=61,93%
Pacientes HCV
rs 12979860 c/iC 42 50,76 0,0125 Alelo C=0,5076
CT 116 98,47
TIT 39 47,76 Alelo T=0,4924
rs 8099917 GIG 10 14,87% 0,080 Alelo G=27,55
GIT 88 78,24%
TIT 98 102,87% Alelo T=72,45
SS 469415590 AG IAG 37 46,25% 0,0071 Alelo AG=48,47
AG/TIT 113 94,48%
TITITIT 39 48,25% Alelo T/T=50,59

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.



59

9.4 VARIAVEIS CLINICAS E VARIAVEIS GENETICAS EM 366 PACIENTES COM
INFECCAO CRONICA PELO HCV

9.4.1- Avaliacdo dos Gendtipos 1 e 2/3 do HCV vs RVS, Género, lIdade, Estagio de
Fibrose e Inflamacéo F e A (METAVIR), RNAHCV Quantitativo, Niveis de ALT e de
G/GIT tabela 4

Quando avaliados género, idade, estagio de fibrose (F) e inflamacdo (A) pela
classificacio METAVIR de acordo com os gendétipos 1 HCV e genétipos 2/3 HCV, dos
pacientes com infecgéo crénica HCV, ndo mostraram diferencas.

A resposta viroldgica sustentada em pacientes que trataram com o esquema PR
guando avaliadas de acordo com os genotipos 1 HCV e gen6tipos 2/3 HCV mostraram melhor
resposta em pacientes com geno6tipo 2/3 HCV p=0,020 figura 19.

Observado tendéncia a uma maior carga viral nos pacientes com genétipo 1 em
relacdo aos pacientes com gendtipos 2/3, P unilateral= 0,027 e P bilateral =0.05. Os niveis de

ALT, AST e G/G/T nos dois grupos genotipicos HCV ndo mostraram diferencas tabela 6.

Tabela 6 - Variaveis clinicas e variaveis genéticas de pacientes com infeccdo crénica HCV

Variaveis clinicas Variaveis genéticas P
Gendtipo 1 HCV Gendtipo 2/3 HCV
a_
GENERO Fem= 101, Masc= 147 Fem=30, Masc= 59 p'=0,24
— a_
IDADE zélléinos—60, =60anos <45ano0s=27, >60anos =52 p'=0.107
RVS* RVS=105, NRVS=96 n=80 0°=0,020
' RVS=25, NRVS= 09 '
n=231 n=78
F1=37 F1=19
METAVIR (F) F2=100 F2=26 "-0.94
F3=40 F3=11 pP=y,
F4=54 F4=22
n=190 n=66
Al1=97 Al1=29 a_
METAVIR (A) 'A7=09 ‘Ao=31 p?= 0,94
A3=17 A3=06
quantitativo 809.000! mediana P° =0 05
(Ul/ml) ' 474.025 e

* Resposta ao tratamento com o esquema de Interferon Peguilado e Ribavirina, Gamaglutamiltranspeptidade, ,
Alanina aminotransfersase, ® Qui-quadrado, ® Mann-Whitney.
Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 17 - Resposta viroldgica sustentada (RVS) e ndo resposta viroldgica
sustentada (NRVS) em pacientes com infecgdo cronica HCV, tratados com o
esquema combinado de Interferon Peguilado e Ribavirina de acordo com o

HCV-genétipo p=0,020
Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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10.4.2- Polimorfismo nos genes da IL-28B rs 12979860 gendétipos C/C, CT, T/T, rs
8099917 gendtipos G/G, G/T, T/T, polimorfismo nos genes do IFNL4 rs 469415590
gendtipos AG/AG, AG/T/T, T/T/TIT versus RVS em pacientes HCV-1 tratados com a

combinacéo PR.
Os SNPs rs 12979860, ss 469415590 quando avaliados em relacdo a RVS estdo

demonstrados na tabela 7.

Tabela 7 - Resposta Viroldgica Sustentada em pacientes com infecgdo cronica HCV-1 baseado nos
polimorfismos nos genes da IL-28B e IFNL4

Variaveis Variaveis genéticas
clinicas IL-28B IFNL4
rs 12979860 rs8099917 SS 469415590
c/IC |CT TT | * G/IG | GIT | TIT |* | AG/IAG AG/TIT | TITITIT | *
RVS (n) 15 B9 1 B0 |02 P2 k1 P4 11 39 13 50
NRVS(n) 10 W0 11 b1 jp4 B3 pa B7 |10 37 10 u7
X?p=0,641 X2 p=10,027 X2 p=10,90
C/ICvsCTeTI/T (GIGeGIT)vs TIT TIT/TIT vs AG/AG e AG/TIT
X? p=0,347 X? p=0,007 X2 p=0,66
OR 2,63, p=0,0129
IC 95% 1,28-5,40

*Gendtipos desfavoraveis agrupados CT e T/T, ** G/T e G/G, *** AG/AG e AG/T/T.
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Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.

O polimorfismo dos genes da 1L-28B rs8099917 mostrou associacdo do gendtipo T/T
com resposta terapéutica figura 19. Agrupando os genotipos de susceptibilidade em
homozigose e em heterozigose (G/T e G/G) vs genotipo protetores (T/T) em relacdo a
resposta terapéutica e ndo resposta, também mostram significancia OR 2,63, p=0,0129,1C95%
1,28-5,40 ou seja, o paciente portando o alelo G em homozigose ou em heterozigose tem 2,63
vezes mais chance de obter falha no tratamento com a combinagéo de linterferon Peguilado e

Ribavirina em comparacdo com o homozigoto T/T.

rs-8099917

BEVS a0~

INRVS

Gz e GT T

Figura 19 - RVS em pacientes com infeccéo crénica HCV genotipo 1 HCV,
baseado no polimorfismo dos genes da IL-28B rs 8099917. X* p=0,007

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.

10.4.3 rs-860 C/C, CT, T/T, rs-917 GI/G, G/T, T/T, IFNL4 rs-590 AG/AG, AG/T/T,
T/T/T/T baseados nos estagios de fibrose hepatica, atividade inflamatéria (METAVIR),
RNAHCV gquantitativo e niveis de ALT em pacientes com HCV-1

Estas variaveis clinicas e genéticas estdo sumarizadas na tabela 8.
Os estdgios de fibrose hepética agrupados F1F2, F3F4 de acordo com o0s

polimorfismos estudados, mostraram associa¢do com o rs -917 figura 20.
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Com relagéo ao rs-917 agrupados ou ndo em alelos mutantes em homozigose ou em
heterozigose comparados com o selvagem, mostraram associagdo entre estagios de fibrose F3
F4 com os alelos mutantes OR 2,85 p=0,006, 1C95% 1,39- 5,85 tabela 8.

Os niveis de RNA-HCV Ul/ml avaliados também com genoétipos agrupados em
protetores e de susceptibilidade, mostrou associa¢do dos maiores niveis de RNA-HCV com 0s
gendtipos selvagens nos rs12979860 (CT, T/T) e nos ss -590 (AG/AG, AG/T/T) figura 22 e
figura 23.

Tabela 8 - Variaveis Clinicas e varidveis genéticas

Variaveis Variaveis genéticas
clinicas
rs 12979860 rs8099917 Ss 469415590
C/IC | CT |T/T * GIG | GIT | TIT | ** | AG/IAG | AG/TIT | TITITIT | ***
F1F2? 15 46 | 14 60 02 27 46 29 15 43 14 58
F3F4 09 34 |13 47 05 31 20 36 12 34 07 46
A1 05 27 | 10 37 01 16 25 17 10 25 06 35
A2 13 34 |10 44 03 24 30 27 08 33 11 41
A3 05 03 | 02 05 01 02 07 03 03 03 04 06
ALT CICvs CTeT/T TITvs GIGe GIT AGIAG e AG/TIT vs TITITIT
Mann-Whitney P=0,15 Mann-Whitney p=0,83 Mann-Whitney p=0,69
F1F2/F3F4 | C/ICvsCT e T/T p=0,56 TITvsG/IGeGIT TITITIT vs AG/IAG e AG/T/T
X? p=0,0037, OR 2,85 P=10,35
p=0,006, 1C95% 1,39-5,85
Al1,A2 A3 C/ICvsCTeT/T T/ITvsG/IGeGIT AG/AG e AG/T/T vs T/T/TIT
X? p=0,0267 X? p=0,53 X? p=0,199
RNAHCV | C/C (Mediana 2.896,325) T/T (Mediana 546.000) T/T/TIT (Mediana 2.220,000)
ul/ml CT e T/T (Mediana 617.984) G/G e G/T (mediana AG/AG e AGITIT
Mann-Whitney 689.000) (Mediana 689.000)
p= 0,0006 Mann-Whitney Mann-Whitney
p=10,78 P=0,038

Genotipos mutantes: *CT e T/T, ** G/T e G/G, *** AG/AG e AG/T/T, ® Classificagio METAVIR.
Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 20 - Estagio de Fibrose Hepéatica (METAVIR) em pacientes com infecgdo
cronica HCV gendtipo 1 HCV, baseado no polimorfismo nos genes da IL-28B rs
8099917

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.

Avaliando os estagios de fibrose hepatica pela classificacdo METAVIR de acordo com
os polimorfismos estudados (nos genes do IFNL3 e IFNL4), independente do HCV-genotipo,
foi encontrado similaridades entre os polimorfismos nos genes da IL-28B rs 12979860 e nos
genes do IFNL4 ss469415590. As frequéncias dos gendtipos de susceptibilidade para HCV
foram exatamente iguais para F1, F2, F3 e muito proximas para F4. Os genotipos C/T e T/T
corresponderam aos genotipos AG/AG e AG/T/T como pode ser observado na tabela 9.

Né&o foi observado associacdo com significancia dos estagios de fibrose hepatica com
0 rs 12979860 ou $s469415590, mas houve assoscia¢do do polimorfismo nos genes da I1L-28B
rs 8099917 G/G e G/T com os estagios mais avangados de fibrose hepética (F3 e F4) p=0.02.



Tabela 9 - Estagios de fibrose hepética (classificagdo METAVIR) de acordo com 0s
polimorfismos nos genes da IL-28B rs-860, rs-917 e do IFNL4 em pacientes com
infeccéo cronica HCV atendidos no Hospital Santa Casa de Misericérdia do Para no

periodo de 2003 a 2013

IL-28B e IFNL4 F1 F2 | F3 F4
rs 12979860

C/iC 07 14 |1 04 11
CT 12 41 |18 29
T/T 07 13 | 06 11
CTeT/T 19 54 | 24 40
rs8099917

G/IG 04 01 |02 03
GIT 10 24 |13 28
T/T 13 42 |13 20
G/G e GIT 14 25 |15 31
$s469415590

AG/AG 07 14 | 06 09
AGITIT 12 40 |18 29
T/TITIT 08 11 |03 10
AG/AG e AG/TIT 19 54 |24 38

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente
aos individuos incluidos no estudo.
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Polimorfismo da IL-28B rs 12979860

i | ] |

| !
RNAHCV CC RNAHCV CTeTT

Figura 21 - RNA HCV Ul/ml em pacientes com infecgdo cronica HCV-1,
baseado no polimorfismo nos genes da IL-28B rs 12979860 p= 0,0006
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Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.

Polimorfismo do IFNL4 ss 469415590

1 |
ENAHCVTI/TT ENAHCV DGDG e DGTT

Figura 22 - RNA HCV Ul/ml em pacientes com infeccdo crénica HCV-
1, baseado no polimorfismo nos genes do IFNL4ss 469415590 p= 0,038

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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9.5 ANCESTRALIDADE

9.5.1 Avaliacéo da composicao étnica em Pacientes HCV e Controles

As frequéncias das contribuices étnicas nos pacientes com infecgdo cronica HCV e
controles (tabela 10) mostraram diferencas, tendo sido encontrada maior quantidade de
contribuicdo da ancestralidade Amerindia no grupo de pacientes com infec¢do crénica HCV
comparado aos controles, e menor quantidade de contribui¢do da ancestralidade Européia no
grupo de infeccdo cronica HCV guando comparado aos controles figura 24 e figura 25.

Tabela 10 - Ancestralidade genética em pacientes e controles estudados

Ancestralidade genética Pacientes HCV Controles | p
n=136 n=243

Africano (mediana) * 0,060 0,04 0,423

Europeu (media)** 0,588 0,662 0,001

Amerindio (media) 0,275 0,214 0,002

*Mann-Whitney, ** Teste t
Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 23 - Quantidade de Contribuicdo da ancestralidade europeia nos
pacientes com infec¢do HCV e controles p=0,0019

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 24 - Quantidade de contribuigdo da ancestralidade Amerindia
nos pacientes com infecgdo HCV e controles p=0,0022

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.

9.5.2 Frequéncias Genotipicas dos Polimorfismos da IL-28B rs 12979860 nas
Contribuic@es Etnicas

As guantidades de contribuices das ancestralidades de acordo com o polimorfismo da
IL-28B em pacientes com infec¢do cronica HCV estdo na tabela 11.

O percentual de contribuicdo da ancestralidade Européia em pacientes com rs
12979860 gendtipo C/C foi maior que nos pacientes de contribuicdo de ancestralidade
Européia CT, T/T e agrupados em (CT e T/T) figuras 26, 27 e 28.

Os percentuais de contribui¢cBes de ancestralidade Amerindia em pacientes com rs
12979860 gendtipo CT, T/T e agrupados (CT e T/T), foram maiores que nos pacientes com
contribuicdo da ancestralidade Amerindia C/C, figuras 29 e 30.



Tabela 11 - Frequéncias dos Polimorfismos nos genes da I1L-28B rs 12979860
de acordo com as contribuicBes étnicas em pacientes com infec¢do crénica

HCV
Etnia e rs 12979860 teste p
Africano C/C (n=27; mediana=0.040) vs Mann Whitney 0.7847
Africano CT (n=81; mediana=0,070)
Africano C/C (n=27; mediana=0,040) vs Mann Whitney 0.9329
Africano T/T (n=28; mediana=0,050)
Africano CT (n=81, mediana=0,070) vs Mann Whitney 0.9696
Africano T/T (n=28; mediana=0,050)
Africano C/C (n=27; mediana=0,040) vs Mann Whitney 0.8124
Africano CT e T/T (n=109; mediana=0,060)
Europeu C/C (n=27; media 0,678) vs Teste t 0.0459
Europeu CT (n=81; media=0,583)
Europeu C/C (n=27; media=0,678) vs Teste t 0.0103
Europeu T/T (n=28; media=0,515)
Europeu CT (n=81; media= 0,583) vs Teste t 0.1639
Europeu T/T ( n=28; media=0,517)
Europeu C/C e (n=27; media=0,678) vs Teste t 0.0182
Europeu CT e T/T (n=109; mediana=0,565)
Amerindio C/C (n=27; media=0,20) vs Teste t 0.0188
Amerindio CT (n=81; media=0,29)
Amerindio C/C (n=27 ; media=0,201) vs Teste t 0.0982
Amerindio T/T (n=; media=0,280)
Amerindio CT ( n=81; media=0,29) vs Teste t 0.6717
Amerindio T/T (n=28; media=0,28)
Amerindio C/C (n=27; media=0,20) vs Teste T 0.0202
Amerindio CT eT/T (n=109;media=0,29)

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos
individuos incluidos no estudo.
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Figura 25 - Frequéncia do genétipo rs -860 C/C vs CT em pacientes com
infeccdo cronica HCV na contribuicdo étnica Européia, p=0,045

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 26 - Frequéncia do geno6tipo rs -860 C/C vs T/T em
pacientes com infec¢do crénica HCV na contribuicdo étnica
Européia, p=0,010

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 18 - Frequéncia do gendtipo rs 12979860 C/C vs CT e T/T

em pacientes com infec¢do cronica HCV na contribuigdo étnica
Européia, p=0,082.

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 28 - Frequéncia do gendtipo rs 12979860 C/C vs CT em pacientes
com infeccdo cronica HCV na contribuicdo étnica Amerindia, p=0,018.

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 29 - Frequéncia do gendtipo rs 12979860 C/C vs CT e T/T
em pacientes com infec¢do cronica HCV na contribuicdo étnica
Amerindia, p=0,0202

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.

9.5.3 Frequéncias Genotipicas dos Polimorfismos na IL-28B rs 8099917 nas

Contribuic@es Etnicas

Os percentuais de contribuicGes das ancestralidades de acordo com o polimorfismo
nos genes da IL-28B rs 8099917 em pacientes com infeccdo crénica HCV ndo mostraram
diferencas significativas, tabela 12.



Tabela 12 - Frequéncias dos Polimorfismos nos genes da I1L-28B rs 12979860 de acordo com 0s
percentuais de contribuicbes de ancestralidade étnicas em pacientes com infec¢do crénica HCV

Etnia e rs8099917 p
Africano G/G (n=06; mediana=0,05) vs
. . 0.9200
Africano G/T (n=60; mediana=0,06)
Africano G/G (n=06; mediana=0,05) vs
0.7800
Africano T/T (n=70;mediana=0,07)
Africano G/T (n=60; mediana=0,06) vs
) ) 0.4592
Africano T/T (n70=;mediana=0,07)
Africano G/G e G/T (n=66; mediana=0,06) vs
0.4513
Africano T/T (n=70; mediana=0,07)
Europeu G/G (n=06 ; media=0,593) vs
] 0.7550
Europeu G/T (n=60;media=0,562 )
Europeu G/G (n=06; media=0,593) vs
. 0.8628
Europeu T/T (n=70; media=0,609)
Europeu G/T (n=60; mediana=0,562) vs
) 0.2316
Europeu T/T ( n=70 mediana=0,609)
Europeu G/G e G/T (n=66; mediana=0,565) vs 0.2490
Europeu T/T (n=70; mediana=0,609) '
Amerindio G/G (n=06;media=0,288 ) vs
0.8924
Amerindio G/T (n=60; media=0,299)
Amerindio G/G (n=06 ; media=0,288 ) vs
0.6331
Amerindio T/T (n=70; media= 0,252)
Amerindio G/T ( n=60; mediana=0,299) vs
0.1489
Amerindio T/T (n=70; mediana=0,252)
Amerindio G/G e G/T (n=66; mediana=0,29 ) vs 0.1435
Amerindio T/T (n=70;mediana=0,24) '

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese
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9.5.4 Frequéncias Genotipicas dos Polimorfismos nos genes do IFNL4 ss 469415590 nas

Contribuic@es Etnicas

As quantidades de contribuictes das ancestralidades de acordo com o polimorfismo do
IFNL4 em pacientes com infeccdo cronica HCV estdo na tabela 13.

A quantidade de contribuicdo da ancestralidade Européia em pacientes com ss
469415590 gendtipo T/T/T/T (favoravel ao tratamento PR) foi maior que nos pacientes de
contribuicdo da ancestralidade Européia AG/AG, AG/T/T e agrupados em AG/AG e AG/T/T
(desfavoraveis ao tratamento PR) figuras 31, 32 e 33.

A quantidade de contribuicdo da ancestralidade Amerindia em pacientes com
$s469415590 AG/AG, AG/T/T e agrupados em AG/AG e AG/TIT (desfavoraveis ao tratamento
PR), foi maior que nos pacientes de contribuicdo da ancestralidade Amerindia T/T/T/T

(favoravel ao tratamento PR) figuras 34 e 35.

Tabela 13 - Frequéncias dos Polimorfismos do IFNL4 ss469415590 de acordo com as contribuicdes
étnicas em pacientes com infeccgdo crénica HCV.

Etnia e ss469415590 p

Africano AG/AG (n=29; mediana=0,02) 'S Africano AG/T/T (n=81; mediana=0,07) | 0.1836
Africano AG/AG (n=29; mediana=0,02) Vs AfricanoT/T/T/T (n=23;mediana=0,04) 0.6852
Africano AG/T/T (n=81; mediana=0,07) VS Africano T/T/T/T (n=23;mediana=0,04) | 0.4312
Africano AG/AG e AG/T/T (n=110; mediana=0,06) vs Africano T/T/T/T (n=23mediana=0,04) | 0.6405
Europeu AG/AG (n=29 ; mediana=0,56) S Europeu AG/T/T (n=81 ;mediana=0,59) 0.8176
Europeu AG/AG (n=29; mediana=0,56) VS Europeu T/T/T/T (n=23; mediana=0,71) | 0.0333
Europeu AG/T/T (n=81; mediana=0,59) VS Europeu T/T/T/T ( n=23; mediana=0,71) | 0.0130

Europeu AG/AG e AG/T/T (n=110; mediana=0,59) vs  Europeu T/T/T/T (n=23; mediana=0,71) | 0.0101

Amerindio AG/AG (n=29;media=0,284) Vs Amerindio AG/T/T (n=81; media=0,298) | 0.7424
Amerindio AG/AG (n= 29; media=0,284) Vs Amerindio T/T/T/T (n=23; media=0,191) | 0.0591
Amerindio AG/T/T ( n=81; media=0,298) Vs Amerindio T/T/T/T (n=23; media=0,191) | 0.0155

Amerindio AG/AG e AG/T/T (n=110; media=0,294) vs ~ Amerindio T/T/ T/T (n=23;media=0,191) | 0.0147

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos
individuos incluidos no estudo.
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Figura 30 - Frequéncia do genétipo ss 469415590
TIT/TIT vs AG/IAG e AG/T/T em pacientes com
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Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 31 - Frequéncia do genotipo ss 469415590 T/T/T/T vs AG/AG e
T/TIT/IT em pacientes com infeccdo cronica HCV na contribui¢do
étnica Europeu, p=0,03

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 32- Frequéncia do ss 469415590 AG/T/T vs
T/T/T/IT em pacientes com infeccdo cronica HCV na
contribuicgdo étnica Europeu, p=0,0130

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 19 - Frequéncia do ss 469415590 T/T/T/T vs
AG/AG e AG/TIT em pacientes com infec¢do cronica
HCV na contribui¢do étnica Amerindia, p=0,014

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 34 - Frequéncia do genotipo ss 469415590 T/T/T/T
vs AG/T/T em pacientes com infecgdo crénica HCV na
contribuicdo étnica Amerindia, p=0,015

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.

9.5.5 Contribuicdes de Ancestralidade Genética e Resposta Terapéutica com o Esquema

Combinado PR em Pacientes com Infeccdo Cronica HCV-1 de Acordo com as

Contribuicdes Etnicas.

A resposta virologica sustentada ndo foi influenciada pelas contribuicbes de

ancestralidade tabela 14.

Tabela 14 - Resposta ao tratamento PR e contribui¢des étnicas

Contribuicdes étnicas RVS NRVS p
Africano (Mediana) 0,07 0,04 0,24%
Europeu (Média) 0,601 0,598 0,94°
Amerindio (média) 0,276 0,282 0,85
 Mann-Whitney, ° Teste t.

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado
referente aos individuos incluidos no estudo.
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10.5.6 Contribuigdo de ancestralidade genética de acordo com o polimorfismo dos genes da
IL-28B rs 12979860, rs8099917, do IFNL4 ss469415590 e resposta terapéutica com a
combinacdo PR em pacientes com infeccdo cronica HCV-1

As avaliagOes das contribuicdes de ancestralidade de acordo com os polimorfismos
estudados estdo demonstradas nas tabelas 15 A, 15 B, 15 C.

A quantidade de contribuicdo da ancestralidade Africana nos pacientes com infeccao
crénica HCV apresentando rs 8099917 genétipo T/T, foi maior nos pacientes que
responderam (RVS) ao tratamento com o esquema PR quando comparada com os pacientes de
contribuicdo da ancestralidade Africana apresentando rs 8099917 gendtipo T/T que ndo

alcancaram resposta viroldgica sustentada (NRVS).

Tabela 15A — Percentual de contribuicdo de ancestralidade genética de acordo com o polimorfismo
dos genes da IL-28B rs 12979860 e resposta a terapia antiviral com o esquema PR em pacientes com

HCV-1.
Gendtipo | Ancesralidade Resposta Percentual de p
terapéutica contribuicdo de
ancestralidade
Africano RVS 0,07 0,06
NRVS 0,02
Europeu RVS 0,68 0,52
CIC NRVS 0,74
Amerindio RVS 0,15 0,264
NRVS 0,22
Africano RVS 0,07 0,64
NRVS 0,06
Europeu RVS 0,58 0,75
CT NRVS 0,57
Amerindio RVS 0,30 0,71
NRVS 0,31
Africano RVS 0,08 1,0
NRVS 0,02
Europeu RVS 0,54 0,80
TIT NRVS 0,56
Amerindio RVS 0,34 0,175
NRVS 0,23
Africano RVS 0,07 0,64
NRVS 0,04
CTeT/T Europeu RVS 0,57 0,88
NRVS 0,57
Amerindio RVS 0,30 0,68
NRVS 0,29

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos
individuos incluidos no estudo.



Tabela 15B. Contribuicdo da ancestralidade genética de acordo com o polimorfismo nos genes
da IL-28B rs 8099917 e resposta a terapia antiviral com o esquema PR em pacientes HCV-1.

rs 8099917 Ancestraliade t::g;%ﬁiitga Percent:?]lcgst::;:gggeuigéo de p
Africano NRRX/SS - -
G/G Europeu NRRVVSS - -
Amerindio NRRVVSS - -
Africano e 0,06 0,798
0,04
GIT Europeu NRI$S 822 0,81
Amerindio NRRVVSS 822 0,76
Africano e 8:8; 0,0272
TIT Europeu NRIQ/VSS 82}1 0,27
Amerindio NRIQ/VSS 852 0.83
Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos  individuos

incluidos no estudo.
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Tabela 15C. Contribuicdo da ancestralidade genética de acordo com o polimorfismo nos
genes do IFNLA4 ss 469415590 e resposta a terapia antiviral com o esquema PR em pacientes

HCV-1.
ss 469415590 Ancestralidade Resqos_ta Percentual de co_ntrlbuu;ao de o
terapéutica ancestralidade
. RVS 0,02
Africano NRVS 0.02 0,732
RVS 0,59
AGIAG Europeu NRVS 0.54 0,61
. RVS 0,33
Amerindio NRVS 0.26 0,40
. RVS 0,07
Africano NRVS 0.06 0,471
RVS 0,58
Europeu NRVS 0.55 0,60
AG/TIT
Amerindio RVS 0,28 0,54
NRVS 0,31 '
. RVS 0,06
Africano NRVS 0.03 0,16
RVS 0,66
N Europeu NRVS 0.79 0,17
P RVS 0,17
Amerindio NRVS 017 0,99
. RVS 0,07
Africano NRVS 0.04 0,52
RVS 0,58
AGIAG ¢ Europeu NRVS 0,57 0,82
T/TITIT - RVS 0,29
Amerindio NRVS 0.30 0,86
Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos  individuos

incluidos no estudo.

10.5.7 Estagio de fibrose hepética (F) METAVIR e niveis de RNA-HCV(Ul/ml) em

pacientes com infec¢do crénica HCV, independente de HCV-genotipo de acordo com as

contribuigdes genéticas de ancestralidade

As contribui¢Bes das ancestralidades ndo mostraram influenciar os estagios de fibrose

hepética e nem a carga viral HCV Tabelas 16 e 17.

Tabela 16 - Estagio de fibrose hepatica F (METAVIR) e contribuicdes étnicas.

Contribuiges étnicas F1F2 F3F4 p

Africano (Mediana) 0,07 0,06 0,88
Europeu (Média) 0,598 0,573 0,55
Amerindio (média) 0,260 0,2960 0,27

 Mann-Whitney, ° Teste t.

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos
individuos incluidos no estudo.
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Tabela 17 - RNA HCV Ul/ml e contribuigdes étnicas

RNA HCV Ul/ml
Contribuiges étnicas <600.000 | >600.000 p
Africano (Mediana) 0,07 0,06 0,49°
Europeu (Média) 0,577 0,609 0,45"
Amerindio (média) 0,286 0,250 0,31°

¥ Mann-Whitney, ° Teste t.

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos
individuos incluidos no estudo.

9.6 RESPOSTA AO TRATAMENTO COM A COMBINACAO PR EM PACIENTES COM
INFECCAO CRONICA HCV-1.

9.6.1 Resposta Virologica Rapida (RVR) e Resposta Viroldgica Lenta (RVL) baseado
nos polimorfismos nos genes da 1L-28B rs 12979860, rs 8099917, do IFNL4 ss 469415590

A avaliacdo de Resposta virologica rapida (RVR) e resposta virologica lenta (RVL)
baseada no Polimorfismo dos genes da IL-28B rs 8099917 gendtipos G/G e G/T vs T/T em
pacientes com infeccdo cronica HCV, mostrou que 0s gen6tipos agrupados tem mais chances
de resposta lenta ao tratamento PR que o genétipo T/T OR=6,5, p=0,0312, 1C95% 1,39-
30,36, tabela 18A.

9.6.2 RVS, RVR e RVL Baseados nos Polimorfismos nos genes da 1L-28B rs 12979860,
rs 8099917, do IFNL4 ss 469415590 com Gendtipos Agrupados em gendtipos protetores

vs genotipos de susceptibilidade.

A avaliacdo de RVS com os genotipos agrupados ndo mostrou diferenca tabela 18A,
porém quando avaliadas as respostas viroldgicas rapidas e lentas, os gendtipos de
susceptibilidade agrupados, foram mais frequentes nos pacientes respondedores lentos tabela
18B.
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Tabela 18A - Resposta viroldgica sustentada (RVS), resposta virolégica ndo sustentada (NRVS),
baseada no Polimorfismo dos genes da IL-28B e do IFNL4 com geno6tipos agrupados

Polimorfismo da IL- 28B rs 12979860, rs 8099917 e | NRVS | RVS p?
polimorfismo do IFNL4 ss 469415590 (n) (n)

Genotipos de susceptibilidade*  C/C - T/T/T/T —TIT 08 10

Gendtipos protetores**  C/T - AG/AG — G/T 24 15 0,22

*sequéncia rs 12979840 gendtipo CT, ss 469415590 gendtipo AG/T/T e rs 8099917 Genotipo

G/G **sequéncia rs 12979840 gendtipo C/C, ss 469415590 gendtipo T/T/T/T e rs 8099917

Gendtipo T/T, * Qui-quadrado.

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos  individuos incluidos
no estudo.

Tabela 18B- Resposta viroldgica rapida (RVR), resposta viroldgica lenta (RVL), baseada
no Polimorfismo dos genes da 11-28B e dos genes do IFNL4 com gendtipos agrupados em
protetores e hetrozigotos de susceptibilidade.

Polimorfismo da IL- 28B rs 12979860, rs 8099917 e polimorfismo | RVR | RVL | p*
do IFNL4 ss 469415590
Gendtipos de susceptibilidade*  C/C -T/T/TIT - T/T 05 02
Gendtipos protetores**  CT - AG/AG - G/T 02 08 0,034

*sequéncia rs 12979840 gendtipo CT, ss 469415590 gendtipo AG/T/T e rs 8099917 Gendtipo
G/G **sequéncia rs 12979840 genotipo C/C, ss 469415590 gendtipo T/T/T/T e rs 8099917
Gendtipo T/T, * Qui-quadrado.

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos
individuos incluidos no estudo.

9.6.3 Resposta viroldgica sustentada de acordo com variaveis epidemioldgicas, clinicas e

laboratoriais

Na avaliacdo geral da RVS em pacientes com infec¢do cronica HCV-1 tratados com a

combinacdo de Interferon Peguilado e Ribavirina, foi observado que fatores como: Género,

Idade menor que 45 anos, contagem de plaquetas, RNA HCV gquantitativo, estagio de fibrose

leve e moderado (F1F2), atividade periportal e parenquimatosa moderada, mostraram

significancia com relagéo a resposta terapéutica. tabela 19.
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Tabela 19 - Resposta terapéutica de acordo com dados demogréficos, estagio de fibrose,
atividade histoldgica, HCV-1 (Subtipo), carga viral, AST, ALT, G/G/T, niveis de plaguetas e em
pacientes com infec¢do crénica HCV-1

Variaveis RVS*n=105 NRVS** n=96 p
Idade *
<45 anos 27 09 0,0044
>45 anos 76 80
Sexo? 0,0073
masc 55 68
Fem 50 28
METAVIR (F) ®
F1 09 10 <0,0001
F2 63 28
F3 16 20
F4 12 33
METAVIR (A)*
Al 34 24 0,0392
A2 53 39
A3 05 08
Subtipo®
a 12 16 0,373
b 57 52
Carga viral basal® (Ul/ml)
<600.000 48 16 <0,0001
> 600.000 37 49
AST U/l (mediana)” 57 71.5 0.051 a
ALT U/L (mediana)® 85 93 0.7 Qui-
G/G/T U/L ( mediana)® 67 68 0.1
Plaquetas/ mm?® (media)® 204.73 169.04 0.0010

Quadrado, ® Mann-Whitney, © teste t
Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado
referente aos individuos incluidos no estudo.

OS subtipos genotipicos do HCV ndo foram significativos entre os dois grupos de
respondedores e ndo respondedores ao tratamento assim como os niveis de ALT e G/G/T.

Houve tendéncia a maiores niveis de AST associados com RVS.

9.6.4 Variaveis preditoras de RVS em Pacientes com Infeccdo Cronica HCV-1 Tratados

com o Esquema Combinado de Interferon Peguilado e Ribavirina

Foram encontrados como variaveis preditoras de RVS: género Feminino, Idade menor
que 45 anos, Fibrose leve a moderada,polimorfismo dos genes da IL-28B rs 8099917
gendtipo T/T, niveis de RNA-HCV abaixo de 600.000U/ml e niveis de plaquetas > 150x10”

/mm?® tabela20, figuras 36, 37,38,39,40 e 41. As variaveis preditoras de resposta ao tratamento
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foram avaliadas por andlise de regresséo logistica simples e por regressdo logistica multipla
tabelas 21A e 21B. Na anélise por teste de Regressdo logistica simples, as variaveis género e
rs 8099917 da IL-28B ndo mostraram significancia. As variaveis: Estagio de Fibrose
hepatica, Contagem de plaquetas, RNA HCV quantitativo e Genotipo HCV foram avaliados
por teste de Regressdo logistica multipla e somente contagem de Plaquetas ndo apresentou
significancia, porém mostrou tendéncia a ser preditor de RVS com niveis acima de
150.000/mm>.

Tabela 20 - Fatores preditores de RVS em pacientes com infeccdo HCV-1, que receberam tratamento
com esquema de Interferon peguilado e Ribavirina

Preditor de RVS OR 1C 95% p? PP
Género fem 2.20 1.22-3.92 0.011 0,0073
Idade < 45 anos* 3,15 1,39-7,14 0.077 0,0044
Fibrose ** leve a moderada (F1F2) 3,58 1,96-6,55 <0.0001 <0.0001
rs8099917 genGtipo T/T*** 2,63 1,28- 5,40 0.0129 0,027
RNA HCV*** <600.000Ul/ml 3,97 1,95-8,07 0.0002 <0,0001
Plaquetas > 150 x10%/mm?® ****=* 431 2,01-9,22 0,0002 0,0001

* Idade <45 anos vs >45 anos ; ** F1F2 vs F3F4 (METAVIR; *** (1s 8099917 ) T/T vs G/T G/G);
**xx RNAHCV <600.000Ul/mlI vs RNAHCV > 600.000UI/ml, ***** Contagem de plaquetas
>=150x10*/mm® vs Contagem de plaquetas >150 x10°, P* OR, P’ Qui-Quadrado.

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos  individuos
incluidos no estudo.
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Figura 35 - Resposta virologica sustentada e ndo resposta viroldgica
sustentada baseada nos estagios de fibrose hepatica em pacientes com
infeccdo crbnica HCV-1 tratados com o esquema de PEG- Interferon e
Ribavirina p<0,0001.

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 36 - Resposta viroldgica sustentada e ndo resposta viroldgica
sustentada baseada nos estagios de fibrose hepatica F1F2, F3F4 em
pacientes com infeccdo crénica HCV gend6tipo 1 HCV tratados com o
esquema de PEG- Interferon e Ribavirina p<0,0001

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 20 - Resposta viroldgica sustentada e ndo resposta viroldgica
sustentada baseada nos géneros dos pacientes com infeccéo cronica
HCV gendtipo 1 HCV tratados com o esquema de PEG- Interferon e
Ribavirina p=0,0073

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 38 - Resposta virologica sustentada e ndo resposta
viroldgica sustentada baseada nas idades < 45 anos e > 45 anos de
pacientes com infeccdo cronica HCV gen6tipo 1 HCV tratados
com o esquema de PEG- Interferon e Ribavirina p= 0,0044

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 39 - Resposta viroldgica sustentada e ndo resposta viroldgica
sustentada baseada nos niveis de RNA HCV <600.000Ul/ml ¢ >
600.000Ul/ml (carga viral ) nos pacientes com infeccdo crénica HCV
genétipo 1 HCV tratados com o esquema de PEG- Interferon e
Ribavirina p<0,0001

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
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Figura 40 - — Resposta virologica sustentada e ndo resposta

virologica sustentada baseada nos niveis de Plaquetas <150.000
e > 150.000 nos pacientes com infecg¢ao cronica HCV gendtipo 1
HCV tratados com o esquema de PEG- Interferon e Ribavirina
p<0,0001

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese.
Tabela 21 A - Fatores preditores de RVS em pacientes HCV-1, tratados com 0 esquema

combinado PR avaliados por teste de Regressdo Logistica Simples, de acordo com as
variaveis : idade, género, estagio de fibrose hepatica, niveis plaquetarios e carga Viral

Variaveis p OR 1C95%
Idade (anos) 0,0265 5.8500 1,23-27,86
Sexo 0,0526 2.3262 0,99-5,46
Fibrose hepatica (F) METAVIR 0,0028 3.8333 1,59-9,24
Polimorfismo IL-28B rs-8099917 0,1090 1.9833 0,86-4,58
Niveis de Plaquetas 0,0217 3.1731 1.18-8.50
RNA HCV quantitativo 0,00050 3.6167 1.47-8.87

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos
individuos incluidos no estudo.
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Tabela 21B Fatores preditores de RVS em pacientes HCV-1, tratados com o0 esquema
combinado PR avaliados por analise de regressao logistica maltipla, de acordo com as variaveis
Estagio de fibrose hepatica, Niveis Plaquetarios e Carga Viral.

Variaveis p OR 1C95%
Fibrose hepética (F) METAVIR 0,0057 4.2547 1.53-11.87
Niveis de Plaquetas 0,1394 2.33 0.76-7.19
RNA HCV guantitativo 0,0022 4.9905 1.78-13.95

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado
referente aos  individuos incluidos no estudo.

Os fatores associados com RVS em pacientes HCV-1 foram submetidos a anélise de
regressdo logistica simples e as variaveis: Idade < 45 anos, Plaquetas >150 x10* /mm?, RNA
HCV < 600.000UI/ml, estagio de fibrose leve a moderado (F1F2), apresentaram significancia
em relacdo a RVS. Estas trés varidveis foram submetidas ao teste de regressdo logistica
maultipla e foi feita a estimacdo probabilistica de RVS a partir da combinacdo de fatores
preditivos positivos e/ou negativos de RVS com duas ou trés destas variaveis.

Os valores probabilisticos de RVS, foram analisados por regressao logistica multipla
considerando as combinacgdes das seguintes variaveis representadas por X1, X2 e X3 os quais:
X1= Estagio de fibrose hepatica (F), X1=0 (F3F4), X1=1 (F1F2); X2= Niveis de Plaquetas,
X2=0 (Plaquetas <150.000/mm3), X2=1 (Plaquetas >150.000/mm3); X3= RNA HCV
Quantitativo (Ul/ml), X3=0 (RNA HCV >600.000), X3=1 (RNA HCV < 600.000). Foi
encontrada estimagdo probabilistica de RVS= 88,21 quando os trés fatores preditivos
positivos estavam presentes como: Plaquetas >150 x10* /mm?, RNA HCV < 600.000U1/ml e
estagio de fibrose F1 ou F2 Tabela 22.
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Tabela 22 - Estimacdo probabilistica de RVS em pacientes com infec¢do crénica HCV-1 tratados com
esquema combinado de Interferon Peguilado com Ribavirina, por teste de Regressado logistica Multipla
de acordo com estagio de fibrose (F), niveis de Plaquetas e carga viral do HCV ( RNA-HCV Ul/ml).

X1 X2 X3 Probabilidade de RVS %
(F) (Niveis de Plaquetas/mm’®) RNA HCV (Ul/ml)
F3F4 | <150.000 13,11
F3F4 | >150.000 26,06
F1F2 | <150.000 39,11
F1F2 | >150.000 59,99
<150.000 >600.000 13,11
<150.000 < 600.000 42,96
>150.000 >600.000 26,06
>150.000 < 600.000 63,75
F3F4 >600.000 13,11
F3F4 < 600.000 42,96
F1F2 >600.000 39,11
F1F2 < 600.000 76,22
F3F4 | <150.000 >600.000 13,11
F3F4 | >150.000 < 600.000 63,75
F1F2 | <150.000 >600.000 39,11
F1F2 | >150.000 < 600.000 88,21
F3F4 | <150.000 < 600.000 42,96
F3F4 | >150.000 >600.000 59,99

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos  individuos incluidos no
estudo.

10.6.5- Avaliacdo dos Polimorfismos Estudados de Acordo com a ndo-RVS no

Tratamento com a Combinac¢do PR em Pacientes com HCV-1.

Observado associacéo para o rs 8099917 G/G e G/T com a falha ao tratamento mas
ndo com o ss 469415590 e rs 12979860, avaliados por regresséo logistica simples e por teste

de regressdo logistica multipla tabela 23.
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Tabela 23 - Pacientes com infecgéo cronica HCV-1 tratados com a combinagdo PR, avaliados para
falha terapéutica por Regressao logistica simples de acordo com os polimorfismos estudados

Genotipos da 1L28B e IFNL4 p OR IC 95%

AG/AG e AGITIT 0,34 | 1,59 0,61-4,18

G/IGeGIT 0,030 | 2,24 1.08-4.67

CTeT/T 0,66 |1,22 0.49-3.05
individuos incluidos

Fonte: Banco de dados elaborado para a tese de doutorado referente aos
no estudo.
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10 DISCUSSAO

Atualmente estdo sendo introduzidas as novas opgOes de tratamento para infeccéo
crénica HCV, inclusive com regimes livres de Interferon (AASLD/IDSA, 2015, EASL, 2015,
BRASIL, 2015), porém este ndo foi retirado dos esquemas direcionados contra a infecgédo
HCV.

Fatores genéticos como os polimorfismos da IL-28B e do IFNL-4 estdo relacionados
com a resposta viroldgica sustentada quando usado o esquema com Interferon, porém o
conhecimento sobre o0 seu comportamento em populagdo miscigenada € escasso
(CAVALCANTE, et al 2012).

Pesquisas conduzidas em busca de maior conhecimento relacionado ao hospedeiro
e/ou ao virus sdo importantes principalmente quando novas drogas sdo introduzidas no arsenal
terapéutico com 6timas perspectivas de respostas virologicas, porém ainda véao ocorrer falhas
e vao surgir as chamada RAVS variantes associadas a resisténcia (PEIFFER, et al., 2015).

Os diversos estagios da doenca orquestram o direcionamento do processo infeccioso,
muitos pacientes ndo se enquadrardo nas indicacdes do novo tratamento (AASLD/IDSA,
2015, EASL, 2015, Brasil, 2015), continuara a susceptibilidade ao carcinoma hepatocelular e
muitos serdo candidatos ao transplante de figado.

E certo que o futuro chegou com esta nova perspectiva terapéutica, mas as pesquisas
continuam sempre voltadas para atender melhor ao doente e melhorar o seu prognéstico.

Este estudo foi realizado por se tratar de uma populagdo miscigenada de contribuigéo

étnica tri-hibrida que pouco conhecemos e buscar respostas para alguns questionamentos.

Quais as frequéncias genotipicas da IL-28B rs 12979860, rs 8099917, do IFNL4 ss

469415590 encontradas nos pacientes com infecgdo cronica HCV e controles neste estudo?

Em relacdo as frequéncias genotipicas estudadas em pacientes com infeccdo HCV e
controles, mostraram maiores frequéncias do rs12979860 genotipo C/C e do ss469415590
genotipo T/T/T/T nos controles do que nos pacientes com infec¢cdo crbénica HCV,
demonstrando protecdo contra esta infecgéo viral. Encontrada significativa diferenca entre os
pacientes e controles nas distribuicdes de alelos e de gendtipos de ambos rs 12979860 e

8099917, com predominio dos alelos e gendtipos “benéficos” nos controles (Garcia, et al.,
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2013). A presenga do rs12979860 alelo T foi fortemente associada com a infecgdo cronica
HCV tendo sido encontrado com maior frequéncia nos pacientes com infeccdo HCV que os
controles (FALLETI, E. et al).

Em estudo realizado baseado nos individuos em situacéo de risco, expostos a infeccédo
HCV como os usuarios de drogas ilicitas endovenosa, ndo foi observado maior frequéncia do
rs 12979860 genotipo C/C (KNAPP, et al., 2011), porém em outra publicacdo, entre
individuos infectados com o HCV-1, foi observado frequéncia menor do rs12979860 genotipo
C/C (LUNDBO, et al., 2014). Em uma coorte de 225 pacientes tailandeses houve uma
frequéncia bem maior do rs 12979860 genétipo C/C, assim como menor frequéncia do rs
12979860 gendtipo T/T do que a encontrada no estudo aqui apresentado,
(AKKARATHAMRONGSIN, 2014) e outro grupo encontrou diferentes frequéncias do rs
12979860 alelo C em diferentes grupos étnicos (CHUANG, YU, 2013).

As distribuicdes das frequéncias genotipicas encontradas neste estudo o rs 8099917
genotipos G/G, G/T e T/T foram semelhantes as encontradas no estudo de Rauch (2010), que
encontraram as frequéncias genotipica seguintes: T/T, G/T, e G/G foram de 50%, 37% e 5%,
respectivamente nos pacientes com infecgcdo cronica HCV. O alelo G quando se apresentou
em homo ou em heterozigose, obteve chance de 5,19 vezes mais de falha terapéutica com o
esquema PR quando comparado aos pacientes que portavam o rs 8099917 gendtipo
T/T(RAUCH et al., 2010) sendo maior do que a encontrada no estudo aqui apresentado mas
ainda corroborando este resultado.

De acordo com dados do Projeto 100 genomas as frequéncias dos rs8099917 gen6tipos
séo variaveis de acordo com a etnia.

A frequéncia estimada do rs 8099917 alelo G no estudo aqui apresentado foi alta
(27,55%), quando comparada ao projeto 1000 genomas em que descreve a frequéncia mais
baixa de 4% na populacdo Africana e a mais alta de 28% na populagdo Americana
(ENSEMBL GENOME BROWSER, 2015).

Na publicacdo de (CAVALCANTE, et al., 2012), encontraram maior frequéncia do rs
8099917 alelo T (80,7%) e menor frequéncia do alelo G de 19,3%, ressaltando que esta
populacdo € miscigenada e do Nordeste do Brasil, aspecto este diferente do encontrado no
estudo em questéo.

A frequéncia do rs 12979860 gendtipo C/C foi baixa no estudo aqui apresentado,
quando comparado com o outro estudo, porém diferente em relagéo ao rs 8099917 em que foi
encontrada maior frequéncia do gendétipo G/G (CAVALCANTE, et al., 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chuang%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23104468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23104468
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Sobre a variante IFNL4 rs 368234815 foi encontrado neste estudo maior percentual
dos gendtipos desfavoraveis AG/T/T (58%) e T/T/T/T (21,13%) nos pacientes com infecgédo
HCV comparado aos controles em que 0s genétipos protetores apresentaram maior
frequéncia, diferente do encontrado em estudo prévio (OCHI, et al., 2014) com maior
percentual do genotipo protetor T/T/T/T (66%) e menor percentual do genotipo desfavoravel
AG/IAG (3,5%). No estudo tailandés (AKKARATHAMRONGSIN, 2014) também
encontraram frequéncia maior do s$s469415590 do gendtipo favoravel T/T/T/T e menor
frequéncia do gendtipo AG/AG diferente do encontrado no estudo aqui apresentado. A
populacdo asiatica tem os SNPs rs 12979860, rs 8099917 e ss 469415590 com 0s genotipos
mais favoraveis o que justificaria esta distribuicdo genotipica (ENSEMBL GENOME
BROWSER, 2015).

Interessante observar que os individuos com rs 12979860 os genotipos C/C, CT e T/T
corresponderam aos gendtipos do ss 469415590 T/T/T/T, T/T/AG e T/T/T/T nos pacientes e
controles. Aspecto semelhante foi observado em estudo prévio (ERICMEISSENER, 2014).

Em estudo realizado com individuos caucasianos com HCV-1 ou HCV-4 de seis
hospitais de Madri e um da Austria, encontraram correspondéncia entre os SNPs localizados
no rs 12979860 e ss 469415590 na predicdo de RVS (REAL, et al., 2014). A frequéncia de
genotipos benéficos para ambos os SNPs no estudo de Real (2014), foram maiores que a
encontrada neste estudo com populacdo miscigenada, porém a correspondéncia das
frequéncias genotipicas entre esse SNPs foram semelhantes embora diferindo com relacéo a
resposta terapéutica em que ndo houve associagdo dos dois SNPs com resposta virologica
sustentada.

Ambos os marcadores e $s469415590 e rs12979860 estdo localizados no exonl e
intronl do gene que codifica o IFNL4, respectivamente, distantes 367 pares de bases um do
outro, com maior correspondéncia entre Caucasianos que Africanos (PROKUNINA, 2013),
porém ndo foi observado beneficio na predigdo de resposta terapéutica em caucasianos
(STATTERMAYER, et al., 2014).

Setecentos e cinquenta e quatro pacientes caucasianos que foram tratados com o
esquema combinado de Interferon Peguilado e Ribavirina, apresentaram correspondéncia
entre 0s SNPs rs12979860 e rs12979860 (STATTERMAYER, et al., 2014), a semelhanca dos

resultados aqui apresentado, embora com distribui¢des das frequéncias genotipicas diferentes.
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Neste estudo paraense, foi observado frequéncia maior dos gendtipos AG/AG, e do
AG/T/IT em comparacdo com o estudo de (STATTERMAYER, et al., 2014), assim como
menor frequéncia do gendétipo T/T/T/T ou seja, a populagdo miscigenada aqui estudada, foi
menos favorecida geneticamente. A diferenca nestes dois estudos esta na populagdo estudada,
a paraense é miscigenada e a populacdo estudada por Stattermayer é predominantemente
caucasiana podendo justificar as diferencas aqui encontradas.

As frequéncias dos rs12979860 gendtipo CT e T/T, rs8099917 gendtipo G/G e G/T e
$s469415590 gendtipo T/T/T/T, foram maiores no grupo de pacientes com infeccdo crénica
HCV quando comparado com os controles demonstrando susceptibilidade a infeccdo HCV,
aspecto semelhante foi encontrado em estudo realizado no Japdo (OCHI, et al., 2014).

Foi encontrado desequilibrio Hardy-Weinberg (HWE) no grupo de pacientes com
infeccdo crénica HCV, mas ndo nos controles em relacdo aos SNPs estudados (IL28B rs
12979860, IFNL4 rs 3682344815) e tendéncia ao desequilibrio com o SNP rs 8099917. Em
estudo Japonés foi observado desequilibrio ndo significante ou nos pacientes com HCV ou
nos controles saudaveis para qualquer dos SNPs (OCHI et al., 2014).

Weinberg em 1908 escreveu seu importante artigo sobre a Lei de Weinberg que ficou
esquecida por muitos anos, e em 1988 foi editado com o titulo relacionando ha oitenta anos
sobre os primérdios da genética populacional. Se as geracdes passam sem que ocorram
mudancgas, ou seja, sem que ocorram mutacdes, migracdes ou selecdes, as quantidades dos
genotipos nas populagdes ndo mudariam seria quase tautoldgico, e neste caso ocorreria 0
equilibrio pela lei de Hardy-Weinberg (CROW, DOVE, 1988).

Quais os fatores preditores de RVS foram encontrados em pacientes com HCV-1

tratados com o esquema combinado de Interferon Peguilado e Ribavirina?

O presente estudo foi concordante com aspectos ja descritos na literatura em relacao
aos fatores preditores de RVS em pacientes que receberam o tratamento com a combinacgao
PR. A idade < 45 anos, género feminino, HCV-2 e HCV-3, niveis de Plaquetas >150 x10*
/mm?3, RNA HCV < 600.000UI/ml, estagio de fibrose leve a moderado (F1, F2) (RAUCH, et
al., 2010, THOMPSON, et al., 2010, McHUTCHISON, et al., 2009, EASL, 2009, AFDHAL,
etal, 2012).

Diferente do encontrado no estudo aqui apresentado, ndo houve associacgéo significante de
resposta terapéutica com género, idade ou niveis de aminotransferases em estudo feito na
Bahia (CAVALCANTE, et al 2012).
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Menor nivel de RNA-HCV, menor estagio de fibrose hepatica, rs 8099917 alelo G e
género feminino, foram associados com resposta terapéutica quando comparado com nao
resposta ao tratamento (TANAKA, et al., 2009).

Neste estudo foi encontrado o rs 8099917 gendtipo T/T como preditor de RVS em
pacientes com HCV-1. S&o varias as publicacdes sobre associa¢bes dos polimorfismos da IL-
28B rs 12979860 e rs8099917 com a RVS, e estdo relacionados com os seus genotipos
protetores C/C e T/T, respectivamente (TANAKA, et al, 2009, SUPPIAH, et al., 2009,
THOMAS, et al 2009, GE et al., 2009).

Em anélise de modelo de regressdo logistica simples, foram encontrados no presente
estudo, os gendtipos G/G e G/T como fator preditivo de falha terapéutica entre o0s
polimorfismos da IL-28B e do IFNL4 analisados. O grupo de Tanaka identificou forte
associacdo do rs8099917 alelo G com falha terapéutica (TANAKA et al, 2009). Associagdo
do rs12979860 gendtipo C/C com RVS e o CT e T/T com falha terapéutica foi encontrado no
estudo realizado na regido Nordeste do Brasil (CAVALCANTE et al., 2012). Observamos que
dentro do mesmo pais encontramos diferencas, ja que no presente estudo foi encontrado
associacdo do rs 8099917 geno6tipo T/T com RVS mas ndo com 0 rs12979860.

Em avaliacdo de 280 individuos caucasianos com infeccdo crénica HCV tratados com a
combinacdo PR, foi encontrada associacdo da RVS com o polimorfismo do IFNL4 ss
469415590 alelo selvagem T/T com OR de 7.25 IC 95%1.91-27.51 (COVOLO L, et al.,
2014).

O alelo principal do ss469415590 T/T/T/T, desempenhou um papel importante na resposta
ao tratamento com a combinacgéo de Interferon Peguilado e Ribavirina associado ou ndo com
drogas antivirais de acdo direta (DAAs) em paciente HCV-1 (MIYAMURA et al, 2014).

Avaliando os estagios de fibrose hepatica como fator de predicdo para a falha terapéutica
foi encontrado odds ratio de 3.5 para F3-F4, bem maior que o encontrado no estudo de Afdhl
et al que encontrou odds ratio de 2.7 (LAI; AFDHAL, 2012).

A estimacédo probabilistica de resposta viroldgica sustentada em pacientes com infeccao
crébnica HCV-1 tratados com esquema combinado de Interferon Peguilado com Ribavirina,
por teste de Regressdo logistica Multipla, favorece deteCTar o individuo que terd mais ou

menos chance de resposta terapéutica se reunir bons ou péssimos fatores preditores de RVS.

Os polimorfismos da IL28B rs 1297960 C/C, CT, T/T; rs 8099917 — T/T, T/G, G/G,
polimorfismo do IFNL4 ss 469415590 AG/AG, AG/T/T, T/T/T/T mostraram associa¢do com
estagio de fibrose hepatica, niveis de ALT e RNA-HCV Ul/ml?
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A historia natural da infeccdo HCV mostra que alguns individuos permanecem por longos
periodos sem evoluir nos estagios de fibrose e outros evoluem para estagios avancado e
mesmo cirrose com suas complicacdes (HAJARIZADEH , et al., 2013).

Sao varios os fatores que podem contribuir para a evolucao da fibrose hepética e entre eles
sdo descritos: a ingestdo de alcool, esteato hepatite, coinfeccdo com outros virus, Diabetes
melitus tipo 2 (COELHO, VILLELA-NOGUEIRA, 2010).

O polimorfismo da IL-28B tem sido implicado na progressdo da fibrose hepética
(MATSURA, et al, 2014). Neste estudo aqui apresentado foi observado associacdo de maior
estagio de fibrose com o rs8099917 gendtipos G/G e G/T. Em estudo de (NOUREDDIN et
al.,, 2014) usando o modelo METAVIR, individuos com o rs 12979860 gendtipo C/C
apresentaram menor estagio de fibrose pelo escore Ishak comparados ao CT e T/T, mas néo
fazem referéncia quanto a associagdo como rs8099917, neste mesmo estudo foi observado
associacao do rs 12979860 gendtipo C/C com grande necroinflamacdo hepética, altos niveis
de ALT, sugerindo acentuada resposta imune, sem aumentar a fibrose hepatica.

Em abordagem sobre a expressdo de mi RNA 122 e polimorfismo do IFNL3 (IL-28B) em
133 pacientes com infec¢do conica HCV, observaram que 0s pacientes que portavam o
genétipo CT e T/T apresentaram maior escore de fibrose com menor expressdo do micro
RNA (ESTRABAUD et al., 2014).

O rs 12979860 gendtipo C/C parece estar associado ao efeito protetor contra a fibrose
hepética avancada e encontrada associacao do rs 12979860 genotipo C/C com acentuado risco
de fibrose hepética (SATO, 2014) sem associacdo com o polimorfismo dos genes da 11-28B
rs 8099917.

Em populacdo asiatica foi encontrado associacdo de mais altos niveis de ALT nos
pacientes com o rs 12979860 gen6tipo C/C (AKKARATHAMRONGSIN, et al., 2014).

Entre os pacientes com ss469415590 genotipo T/T/T/T néo foi encontrado associacéo
entre esses dois SNPs com niveis de RNA-HCV ou estagio de fibrose
(AKKARATHAMRONGSIN, et al., 2014).

O polimorfismo da Interferon lambda 3 (IL-28B) rs 12979860 gendtipo CT e T/T foi
associado com estagios avancados de fibrose hepatica (CHANG et al., 2015). Baseado em
analise de regresséo logistica, o rs 12979860 genotipo T/T foi associado com predigéo de alto
escore de fibrose hepatica (FALLETI et al, 2011).

Neste estudo foram encontradas associagdes dos niveis mais altos de RNA-HCV com
0S genotipos protetores dos rs12979860, ss469415590 C/C e T/T/T/T, respectivamente,
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porém ndo foi observada esta associacdo em outro estudo (COVOLDO, et al., 2014). Em outra
publicacdo niveis mais elevados de RNA-HCV foram encontrados em pacientes com rs
12979860 genotipo C/C comparado ao gendtipo CT e T/T com odds ratio de 2.13 com
1C95%, 1.24-3.66 (LAIl; AFDHAL, 2012).

N&o foi encontrada na literatura consultada a associagéo entre niveis de RNA-HCV e o
polimorfismo do IFNL-4 gendtipo T/T/T/T.

Como ja citado anteriormente (PROKUNINA, et al., 2013), é descrito correspondéncia
entre 0 rs12979860 e 0 5469415590, portanto poderia ser explicado os niveis mais elevados
de RNA-HCV nos pacientes com polimorfismo do IFNL4 j& que o genétipo protetor do
$5469415590, correspondeu ao gendtipo protetor do rs 12979860.

O primeiro estudo de associacdo ampla de genoma humano (GWAS) sobre
polimorfismo da IL-28B rs 12979860, encontrou um aspecto considerado como paradoxo, ja
que as mais altas cargas virais foram associadas com o genétipo C/C e este, é considerado
fator preditivo de RVS assim como as baixas cargas virais. E especulado que 0s genes
estimulados pelo Interferon (ISGS) poderia ser modulados pelo interferon peguilado e que o
polimorfismo da IL-28B teria um papel na regulacdo intra hepética da expressao dos ISGS
com consequéncias para os niveis de RNA-HCYV e resposta terapéutica (GE, et al., 2009).

Em avaliacdo através de andlise multivariada o rs 12979860 gendtipo C/C foi
associado com maior nivel de carga viral e incluindo na anélise a ancestralidade porém sem
associacdo significante (ULCELLINI, et al., 2012).

Quais os aspectos relevantes encontrados na avaliacdo das contribuicdes étnicas e

polimorfismos estudados?

A quantidade de contribuicdo de ancestralidade dentro do Brasil é diferente, com
predominancias diferentes em diferentes regides (SANTOS et al., 2013; CAVALCANTE et
al., 2012 ). A questéo da ancestralidade na maioria das vezes é abordada de forma fenotipica e
em locais onde a populagdo é miscigenada como no Brasil, fica mais dificil a comparacéo
com o0s estudos prévios em populacfes mais homogéneas. Um painel com marcadores
genéticos foi desenvolvido para identificar a estratificacdo em populages miscigenadas e
para estimar proporcdes de contribuicdes genéticas de forma individual e global.

Em Belém ao Norte do Brasil foram encontradas as contribuigdes Européia 60%,
Amerindia 28% e Africana 12%, no Sul do Brasil foram encontradas as contribuices
genéticas Europeia 94 %, Amerindia 5 % e Africana 1 % (SANTOS et al,2010).



97

Enfatizado o quanto sdo grandes as diferencas nas propor¢des étnicas e o quanto o Brasil é
etnicamente heterogéneo (MANTA F, 2013). Quanto mais a comunidade é isolada e distante
das influéncias da colonizacdo, maior € a participacdo da contribuicdo de ancestralidade
nativa americana como encontrado em Santa lzabel do Pard e em tribo Amerindio Terena.
Quanto mais urbanizada a populacdo, menor é a contribuicdo da ancestralidade nativa
americana. Embora em percentual menor de contribuicdo de ancestralidade Européia em
comparacdo com a regido Sul do Brasil, Belém apresenta predominio de ancestralidade
Européia em um pouco mais da metade da populacao.

No presente estudo foram encontrados os mesmos percentuais de contribuicdes de
ancestralidade relatados no estudo de Santos et al (2010) e diferente do encontrado no estudo
realizado na Bahia (CAVALCANTE et al., 2012).

O estudo em questdo mostrou que nesta populacdo, o polimorfismo da IL-28B rs
8099917gendtipo T/T foi preditor de resposta a terapia combinada com Interferon Peguilado e
Ribavirina em pacientes com infeccéo cronica HCV-1.

Em GWAS em populacdo mais homogénea, foi encontrado associacdo do rs 8099917
gendtipo T/T com RVS (SUPPIAH, et al., 2009) e em outro, foi encontrado associacao do rs
12979860 genodtipo C/C com RVS em populacdo também mais homogénea (THOMPSON et
al., 2010; MC/CARTHHY et al., 2010; GE et al., 2009). Em estudo com populagédo
miscigenada que foram encontrados ambos os rs 12979860 genétipo C/IC e rs
8099917gendtipo T/T associados com Resposta viroldgica sustentada (CAVALCANTE et al.,
2012).

Foram identificados maiores percentuais de contribuicdes étnicas Europeias e Amerindias
nos controles e nos pacientes com infeccdo cronica HCV, respectivamente. A contribuicdo de
ancestralidade Européia parece desempenhar papel importante na protecdo contra a infeccéo
HCV e a contribuicdo Amerindia na predisposicdo a infeccdo HCV. Néo foram encontrados
na literatura consultada aspectos semelhantes.

Os percentuais de contribuicfes étnicas Européias e Amerindias foram maiores nos
pacientes que portavam o rs 12979860 gendtipo C/C, ss469415590 genoétipo T/T/T/T e 0 rs
12979860 gendtipo CT, T/T, ss469415590 gendtipo AG/AG, AG/T/T, respectivamente.
Observado que 0s genotipos considerados protetores, tiveram maiores contribuigdes de
ancestralidade Européia e os genotipos desfavoraveis apresentaram maior contribuicdo de
ancestralidade Amerindia. No estudo de Cavalcante (p.478, 2012), sobre Infeccdo crénica
pelo virus da Hepatite C em populacdo miscigenada, usou marcadores genéticos de
ancestralidade o que possibilitou comparacbes com o estudo aqui apresentado. Nesta
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publicacdo, os polimorfismos da IL-28B rs 12979860 e rs 8099917, que sd&o marcadores de
resposta terapéutica na infeccdo HCV, sdo influenciados pela ancestralidade genética. Houve
diferenca na quantidade de contribuicdo genética, encontraram maior percentual de
contribuicdo Africana seguida de Européia e Amerindia em compara¢do com o estudo aqui
apresentado onde foi encontrado maior percentual de contribuicéo étnica Européia.

Vale ressaltar, que houve diferenca em relagdo a frequéncia do rs8099917 alelo G que
foi bem menor (19.3%) no estudo de Cavalcante (p. 480, 2012), comparada ao estudo em
questdo onde foram encontrados 27,55%. A semelhanca do estudo baiano, a amostra paraense
mostrou associacdo do rs8099917 alelo G com falha terapéutica e associagdo do rs8099917
genotipo T/T com resposta terapéutica, porém diferente com relagdo ao rs12979860 gendtipo
C/C em que na populacdo paraense estudada, ndo foi encontrada associagdo com resposta
terapéutica.

Houve diferenca com relacdo as contribuicbes genéticas de acordo com o
polimorfismo dos genes da IL-28B e resposta terapéutica em pacientes HCV-1 em relacdo ao
estudo de Cavalcante (p.483, 2012). No estudo paraense foi encontrada maior percentual de
contribuicdo de ancestralidade africana nos pacientes portando rs 8099917 gendtipo T/T
associado com RVS, enquanto no estudo de Cavalcante et al foi encontrado associagdo com
falha terapéutica.

De acordo com o projeto 1000 genomas, a frequéncia do rs 12979860 em todos 0s
grupos étnicos para os alelos T é de 36% e C= 64%, nas ancestralidades Africana T=67% e
C= 33%, Americana T=40% e C=60%, leste Asiatica T=8% e C=92%, Européia T=31% e
C=69% e Sul Asiatico T= 23% e C=77%. Com relacdo ao rs 8099917 em todos 0s grupos
étnicos para os alelos T é de 87% e G= 13%, na ancestralidade Africana T & de 96% e G=4%,
para Americano T=72% e G=28%, leste Asiatico T=92% e G=8%, Europeu T=83% e G=17%
e Sul Asiatico T=83% e G=17%.

Assim, dois estudos realizados no mesmo pais com populacdes miscigenadas, o
percentual de contribuicdo de ancestralidade é diferente, assim como a influéncia da
ancestralidade no polimorfismo da IL-28B.

Por indisponibilidade de dados publicados ndo foi possivel a comparacdo do
polimorfismo do IFNL4 em populacdo Brasileira estudada com marcadores geneticos de
ancestralidade assim como também ndo foi possivel fazer a comparacdo com os achados de
maior contribuicdo de ancestralidade Amerindia entre os pacientes portando rs 12979860
gendtipos (C/T e T/T ) e ss469415590 gendtipos (AG/AG e AG/T/T), e ndo foi possivel a
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comparacao de maior contribuicdo de ancestralidade Européia entre os pacientes portando rs
12979860 gendtipo C/C e ss469415590 gendtipo T/T/T/T.

O rs 12979860 gendtipo C/C foi encontrado com maior frequéncia na contribuicéo de
ancestralidade Européia e Amerindia mas néo interferiu na RVS.

No estudo em questdo, entre os polimorfismos estudados (IFNL3 e IFNL4), foi
encontrado somente associagdo do rs 8099917 gendtipo T/T com maior resposta viroldgica
sustentada na contribuicdo de ancestralidade Africana. Os gendtipos favoraveis dos
polimorfismos estudados em individuos com maior percentual de contribuicdo de
ancestralidade Européia e os genotipos desfavoraveis dos polimorfismos estudados com maior
percentual de contribuicdo de ancestralidade Amerindia, ndo foi preditor de resposta
terapéutica.

A frequéncia do rs12979860 gendtipo C/C se mostrou significativamente mais elevado
na populacdo argentina que nos bolivianos, peruanos ou paraguaios, demonstrando influencia
étnica na frequéncia do genétipo C/C (J Trinks et al., 2014).

Como existe um unico estudo sobre infeccdo HCV realizado na Bahia usando
marcadores genéticos de ancestralidade e estudando polimorfismo da IL-28B em populacédo
miscigenada, os resultados aqui apresentados estdo sendo comparados com este estudo
(CAVALCANTE et al., 2012). Neste, entre pacientes com infecgdo cronica HCV-1com rs
809991 7gendtipo T/T, a contribuicdo Africana foi maior em pacientes com falha terapéutica e
a ancestralidade Européia e Amerindia foi maior no grupo de respondedores ao tratamento
(CAVALCANTE, et al, 2012). Mesmo dentro do Brasil estamos encontrando diferentes perfis
de RVS de acordo com as contribuicGes genéticas de ancestralidade. Ressaltando que o
polimorfismo da IL-28 B rs 8099917 foi influenciado pela contribuicdo da ancestralidade
Amerindia. O grupo de Prokunina (p.3, 2013) avaliou resposta ao tratamento com a
combinacdo Interferon Peguilado e Ribavirina em dois grupos étnicos: populacéo de Europeu-
americano, Afro-americano e populacdo de Europeu-americano e Afro-americano tendo
encontrado diferencas nas taxas de resposta virologica sustentada entre os individuos
estudados, demonstrando que o aspecto racial influencia na resposta terapéutica.

Houve correspondéncia entre o rs 12979860 e o0 ss469415596 em relagdo ao maior
percentual na contribuicdo de ancestralidade Européia e Amerindia sem interferéncia na
resposta virologica sustentada. Este achado ndo foi encontrado em literatura pesquisada em
populacdo miscigenada avaliada por marcadores genéticos. Em estudo comparando o0s
polimorfismos do IFNL4 e IFNL3 em pacientes tratados com o esquema combinado de

Interferon Peguilado e Ribavirina, embora tenham encontrado forte correlacdo do IFNL4 com
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0 rs 12979860, ndo encontraram vantagem em predizer resposta ao tratamento em pacientes
caucasianos e moderada correlagdo com o rs 8099917 (START/TERMAYER, et al., 2014).
No estudo em questdo, a populacdo estudada foi miscigenada e ndo homogénea como a
observada por STATTERMAYER, porém foi encontrado correspondéncia entre os dois SNPs
(55469415590 e rs 12979860) mas ndo com o rs 8099917.

Os estudos em que sdo apresentadas correspondéncias entre o rs 12979860 e
ss469415590 foram feitos em populacdes homogéneas sendo bem correlacionadas em
Asiaticos e Europeus, entretanto em Africanos esta associacdo € apenas moderada
(PROKUNINA, et al, 2013, COVOLO, et al, 2014, STATTERMAYER, et al., 2013). A
associacdo da 11-28B rs 8099917 e IFNL4 ss469415590 foi encontrada mais alta em
populacdo Asiatica, moderada em Europeus e mais baixa em Africanos (PROKUNINA et al.,
2013).

Foram encontradas associacdes genotipicas dos rs12979860 e s$s469415590 com
pardmetros clinicos, niveis basais de ALT foram mais elevados em pacientes da Tailandia
com rs12979860C/C comparado aos pacientes com genétipo ndo-C/C assim como aspecto
similar encontrado nos pacientes com ss469415590 geno6tipo T/T/T/T comparado com aqueles
pacientes ndo-T/T/T/T. Neste mesmo estudo, ndo foi encontrado diferencga significante nos
niveis basais de RNA-HCV entre individuos com rs12979860 genétipo C/C e ndo-C/C e de
forma similar ndo foi encontrado diferenca significante entre individuos com ss469415590
gendtipo T/T/T/T com aqueles ndo-T/T/T/T e também ndo apresentaram correlacdo com
estagios avancados de fibrose hepatica (AKKARATHAMRONGSIN, et al., 2014). Neste
estudo aqui apresentado, diferente por se tratar de populacdo miscigenada, foram encontrados
aspectos similares entre os rs 12979860 gendtipos protetores C/C vs ndo-C/C e ss 469415590
T/T/T/T vs ndo-T/T/T/T com alguns aspectos aqui relacionados como: 0s niveis de RNA-
HCV, estagio de fibrose, Resposta terapéutica, contribuicdo de ancestralidade genética de
acordo com o polimorfismo da IL-28B e correspondéncias entre 0s gendtipos entre pacientes
com infecgdo HCV e controles.

Muitos fatores podem influenciar a resposta terapéutica da infeccdo HCV com
o0 esquema combinado de Interferon Peguilado, e que a ancestralidade genética ndo influencia
isoladamente na resposta terapéutica ou nos niveis de RNA HCV ou em estagios de fibrose

mas podem ser influenciados pelos gendtipos (IL-28B, IFNL4).
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11 CONCLUSOES

A contribuicdo da ancestralidade Européia foi mais frequente na populagéo estudada.

Foi encontrada frequéncia alta do alelo G em rs 8099917 da IL-28B nesta populacéo.

Maior frequéncia alélica protetora nos controles

Maior frequéncia de gend6tipos considerados desfavoraveis nos individuos com infeccdo HCV.

O rs 8099917 gendtipo T/T se associou com RVS e os genétipo (G/G e G/T) com falha
terapéutica.

O rs 8099917 gendtipos (G/G e G/T) se associaram com estagios mais avancados de fibrose
hepética (F3 e F4) e 0 rs 12979860 C/C se associou com atividade histol6gica moderada (A2).

A somatoria de trés fatores considerados favoraveis a RVS apresentaram probabilidade de
resposta de 88.21% e o inverso destes parametros a estimativa foi de 13.11%.

A RVS foi maior em individuos com maior percentual de contribuicdo de ancestralidade Africana
portando o rs8099917 gendtipo T/T.

Os polimorfismos nos genes da IL-28B rs12979860 e nos genes do IFNL4 ss469415590
apresentaram correspondéncia genotipica.

O género feminino, Idade > 45 anos, niveis de RNA-HCV < 600.000Ul/ml, estagio de fibrose
hepatica (F1 e F2) e rs8099917genétipo T/T, niveis de Plaquetas > 150 x10*/mm?®  foram
preditores de resposta terapéutica.

As contribuigdes de ancestralidade isoladamente ndo foram relacionadas com RVS.

Maior contribui¢do de ancestralidade Amerindia no grupo de individuos com infeccdo HCV e a
contribuicdo de ancestralidade Européia nos controles.

Maior contribui¢do de ancestralidade Amerindia nos gen6tipos de susceptibilidade rs -860 (TT e
CT)e ss-590 AG/AG e AG/TT.

Maior contribuicdo de ancestralidade Européia nos genoétipos protetores rs-860 CC e ss-590
TT/TT.

Maiores niveis de RNA HCV nos pacientes com gen6tipos protetores rs-860 CC e ss-590
TT/TT.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE APROVAGAO

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Santa Casa de Misericérdia do
Paré analisou no dia 25 de outubro de 2011 o Projeto de Pesquisa intitulado
“RESPOSTA AO TRATAMENTO CLINICO ANTIVIRAL DA HEPATITE C
CRONICA: FATORES PREDITIVOS DE RESPOSTA TERAPEUTICA” de CAAE-
0108.0.440.072-11 e protocolo n°. 133/11-CEP, sob responsabilidade de lvanete do
Socorro  Abragado Amaral, obtendo APROVAGAO com autorizacdo para
desenvolvé-lo nesta instituiczo.

Belém, 25 de outubro de 2011.

Informamos ainda, que V. S. deveré apresentar relatorio semestral (previsto para
31/12/2011), anual e/ ou relatorio final para este Comité acompanhar o desenvolvimento do
projeto (item VII. 13.d. da Resolugédo n°® 196/96 — CNS / MS).

CEP /Fundagdo Santa Casa de Misericérdia do Para, Rua Oliveira Belo, 395 —Umarizal ~ Fone: (091) -
4009.2264. CEP: 66.050-380 — CNPJ: 049.293.45/0001-85 — Belém — Pa.
E-mail: cep/@santacasa.pa.gov.br
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14 ANEXOS

ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Durante a leitura do documento abaixo, fui informado (a) que posso interromper para fazer qualquer

pergunta com o objetivo de tirar minhas ddvidas e ter melhor esclarecimento.
Se necessario, levarei para casa para leitura mais detalhada antes de assinar.

O sr(a) esta sendo convidado(a) a participar do projeto: A influéncia dos polimorfismos nos genes dos
Interferons Lambda 3 E Lambda 4 e ancestralidade genética na infecgdo pelo virus da hepatite C e
resposta a0 TRATAMENTO EM UMA POPULACAO MISCIGENADA DE BELEM-PARA-
BRASIL, sob a orientacdo do Prof. Dr Juarez Antonio SimGes Quaresma e do Prof. Dr, Eduardo josé
melo dos Santos, o qual envolve o ambulatério de Figado da Fundacdo Santa Casa de Misericérdia do
Para, Departamento de Patologia do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (Dra. Marialva
Araujo e Dra. Samia Demackie, Instituto Evandro Chagas (Dr. Manoel Soares) e Laboratério de

Genética da Universidade Federal do Para (Dr. Eduardo Santos) .

O objetivo geral do projeto é descrever os resultados do tratamento para a hepatite C e fatores que
possam estar interferindo em sua resposta. Durante a pesquisa, um membro da equipe coletard 0s meus
dados pessoais e amostra de sangue para a realizacdo de exames laboratoriais quando necessario. A
retirada de sangue da veia serd feita com material inteiramente descartavel. Em caso de exame de
bidpsia de figado, exame exigido pelo MS para indicacdo de tratamento, obedecera aos critérios de
indicacdo e contra-indicacdo para este exame que sera realizado com toda seguranca com risco
minimo para 0 paciente. Esses materiais (sangue, fragmento da biépsia do figado) terdo apenas a
finalidade de pesquisa clinica, sendo identificado, somente com um cddigo. Terei o direito de saber os
resultados (positivos ou negativos) apds a realizacdo desta pesquisa, 0s quais, somente serao
divulgados em revista cientifica, nacionais ou internacionais, documentos de trabalhos e eventos
cientificos. Caso ndo queira participar ou queira desistir do estudo, ndo terei prejuizo algum. Se eu
aceitar e, no decorrer do estudo, surgir alguma davida, esta podera ser esclarecida pessoalmente nos
ambulatorios de Hepatologia da Fundagdo Santa Casa de Misericordia do Pard, a partir das 07hs da
manh, ou pelo telefones: 40092211 ou 40092273.E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa,
bem como me é garantido o livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da minha

participacdo. Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer
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outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, sera mantido em segredo. Estou

ciente também de que ndo receberei nenhuma recompensa financeira para participar desse projeto.

Fui suficientemente informado (a) a respeito das informacdes que ou que foram lidas para mim sobre o
estudo HEPATITE C CRONICA: RESPOSTA AO TRATAMENTO CLINICO ANTIVIRAL, Eu
discuti com membro do Grupo do Figado da Santa Casa) sobre

minha decisdo em participar deste estudo. Esta claro para mim quais sdo os propositos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de manter em segredo as
informacdes sobre meus dados, e esclarecimentos quando surgirem dividas. Ficou claro também que
minha participacdo neste estudo é isenta de despesas e que tenho direito de acesso a tratamento
ambulatorial como na rotina. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades, prejuizo ou

perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido no meu atendimento neste servico.

Nome do Paciente/Representante Legal:

Data: Belém-PA / /

Assinatura do Paciente/Representante Legal
Pesquisador responsavel

Ivanete do Socorro abracado Amaral
Endereco: Rua Oliveira Belo, 395,
Bairro:Umarizal. Caixa postal: 66055-380
Tel:40092264



ANEXO B

IFN PEG = RBW IFN convenc Bocep Telaprev FILGRAST  eritrop
PROJETO DOUTORADO IL-28B
Ivanete Amaral - - A - hd A L, CodCB I:l
egintron * Pegasys vit. D re istrol:l cirrose )
ped gasy T v g |dade|:| TTO -
nome | data Nasc Data inicio.trat
19 trat Retrat
SEXO0 telef | | naturalidade | | |:| . .
- : Data final trat . .
) mas Celular I:l procedencia | | medica assistente
fone interurbano I:l
Data da investigacdo
etilismo passado ou recente
Coleta sangue IEC com EDTA h
oM IRC cirurgia previa
) RMAHCW UL/ml pre trat Log pre trat
- - - pos TX figado -
N _ A | L
HAS hemofilia . transfusao previa . ano de transfusio

UEDY coinfecHIVHCV . TARV .
genotipo .
- - - subtipo
altura
peso IMC 1
[ ] 3
) 2
AMP outro - ob
1 ab
| 4 Z
N | outro
' outro

exames pre-tratamento

Hemacias 1 I:l
et [
e [

siderose hepatica (histop)

segmentados 1 I:' Ferritina 1 I:I

plaquetas 1 I:I
wrs [
rar [
|
aert |
en(—]

tempo protrobina 1 I:l
Ativ Protr¥a 1 |:|
s ]

HOMA 1

Glicemia 1 I:'

|

TOTS 120 (1)

i

HE glicadal
vitamina D (1)

|

Genotipo HCV. (GT HCV) 1 -
GT HCW- 2 -

GT HCV-3 M

EUR 48 marcadores I:l
Indio 48 marcadores I:l

R = O

- Histop Esteatose

- Us normal -
Alb1 l:l
alob 1 l:l eritema palmar - EDA normal - Us HP
TSH1 |:| Ginecomast A ) US. esteatose -
EDA variz -
l:l Telangiec v Us figado heterogen M
US espleno v US Hepatom v
US nodulo hepat . US figado reduzido -
ferro 1 I:l
Ac Urico 1 I:l AFRI 27 marcadores I:l
Colesteral 1 I:I
. I:' - . EUR 27 narcadores I:l
Ureia 1 Triglicer 1 I:I Child A -
Creat 1 I:l INDI 27 marcadores I:l
HDL 1|:| Chide ~
AFP 1|:| Lbi 1 l:l MELD pre trat I:l
Child C -
insulinemia |:| APRI 1 I:l
polimorfismo da IL28b
FIE 4 I:l
rs12979860 rs3099917 £2469415590 deltac/deltac -
7 deltaG/deltas -
- cc 5 TT ) deltac /TT deltaG/TT
| CT o GT & TT/TT ssTT/TT -
oTT Y GG )
) FIBROSCAN (KPascal) I:l
Observacdes

obita

-
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ANEXO C

bata exame semana 4 I:I RNA HCV guantitative 4

| SEMANA 4

RNAHCV 4 RVR

RNA HCV 4 Log I:l -
) positivo
) negativo RMNA HCV baixou mais que 1log -

Leuc 4 I:l tempo protromb 4 l:l

Segment 4 I:l
ALT4

AFP 4

!

TSH 4

sre ]
clesteral 4 I:'
triglicerid 4I:|

T4L 4

GET 4

U

FA 4

ALbumina 4 I:l
Globulina 4 I:l

ureia 4

U

glicemia 4 I:l Hemacias4 I:I

. HE 4
Hb glicada 4 I:l
- eo [
nsulinemia 4 I:l

ferritina 4|:|
HOMA IR 4 I:'

SEMANA 12

creatinina 4

i

RNA HCWV RVP
(7) RWP total
() positive _ NR. v
~ positi RNA HCV 12 Log I:l @ RWP parcial
) negativo i

-

. suspenso o tratamento
AST 12 I:I albuminal2 |:|
ALT 12 globulina 12 I:l
omi2 [

leuc 12 I:l
Segmentados 12 I:l
plaquetas 12 I:l

Hemac 12 l:l
pi—

e[|

. Glicemia 12 I:l HB glicada 12
Ferritina 12 I:l

Ac.urico 12 I:l ureia 12 I:l
Tempo protromb. 12 I:l
. ] Colesterol 12 I:l TSH 12 creat 12
ativ orotromb. 12
[
LoL 12

SEMANA 24

leucocito 24 I:'
Hemac 24 |:| AST 24 |:| RV lenta -
segment 24 I:I
HE 24 I:l ALT24 I:l
Plaquetas 24 I:I HTC 24 I:l FA24 |:| suspenso tratamento -
. GET24
gieose 26 [ ]
RMA HCW
ac urico 24 I:l
() positiva
) negativa

Homa. IR 12 I:l ferritina24 |:|



ANEXO D

RNA HCW

() positive

Leuc 48
7 negativo
Flagquetas 48
RVFT
-
Ureia4s8
creatinina 48
ferro 48
ferritina 48
Colesteral 48 I:I
o[
Triglicer 48 I:l
RMN& HCWV
seis meses RVS
depois
() positivo
) negativa

ferro seis meses I:I

Ferritina .seis. meses depois

Caolesterol seis meses depois

HOL seis meses depois I:l

LOL seis meses depois

Triglicerid seis meses depois I:I

T5H seis meses depois

T4 L seis meses depois I:l

tempo protromb seis meses depois I:I

durac trat 1ano -

durac trat 1 ano e 6 meses

seis meses de tratamento -

[ ]
segment 48 I:I
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]

[ ]
TaL 43 |:|
]

insulinemia 48

Hemacias seis meses depois I:I
HE seis. meses depois I:l
HTC seis meses depois I:I
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Final do tratamento

AST 48 Tp 43

FA 43 I:' INR 48 I:I

cerie [
S

Glicemia 48 I:I

Hemac 48 I:I

Hb 43 |:|
HTC 43 I:l

Albumina 48 I:l
globulina. 48 |:|

vitam D 48 l:l
Ac Urico 48 I:l

APRI 48 I:l
HOMA IR 48 I:I TOTG 120" 48 I:I

6 MESES DEPOIS

Recidiva viroldgica b X X
Leucocit 6 meses depois

segment seis meses depois I:I

plaguetas seis meses depois

AST seis meses depois

ALT seis meses depois I:I
GGT seis meses depois

[

FA seis meses depols I:I

BT seis meses depois I:I
Albumina seis meses depois I:I

Globulina seis meses depois l:l

Ureia seis meses depois I:I TP seis meses depois I:l
Creatinina  seis meses depois l:l AP seis meses depois
clearance de creatinina seis messe I:I INR. seis meses depois I:I

Efeitos adversos

Ac Urico seis meses depois I:l

Glicemia - seis meses depois I:I
insulinemia seis meses depois I:l
HE glicada I:I
HOMA IR seis meses I:l

APRI seis meses depoisl:l

INDICACAQ DE TRANSFUSAC durante o tratamento

-
Internacdo durante trat -
Efeito Adverso dermatologico -

obito durante o tratamento -



