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RESUMO

O tratamento da hepatite cronica C, uma combinacdo de interferon alfa
peguilado e ribavirina (PEG-IFN/RBV), apresenta baixas taxas de resposta
virologica sustentada (SVR) em pacientes portadores do virus da hepatite C
(HCV). Fatores como o gendtipo do virus, a carga viral e caracteristicas do
hospedeiro estdo envolvidos com o sucesso da terapia. Os fatores do hospedeiro,
especialmente os imunol6gicos e genéticos, parecem ter um papel importante no
resultado do tratamento da hepatite C. Este estudo foi elaborado com o objetivo
de investigar a associacdo entre polimorfismos de base Unica (SNP) nos genes da
interleucina-28B (IL28B), interleucina-10 (IL10), fator de necrose tumoral alfa
(TNFa) e proteina de resisténcia ao Myxovirus 1 (MxA) com a resposta viroldgica
de pacientes com hepatite C cronica.

No estudo foram incluidos 299 pacientes infectados com HCV gendtipo 1,
em tratamento com PEG-IFN/RBV, no centro de aplicacdo e monitorizacdo de
medicamentos injetaveis (CAMMI), em Porto Alegre, RS. A identificacdo dos
SNPs foi realizada através da técnica de PCR, seguida de sequenciamento.
Através da montagem de um banco de dados com informacgdes epidemiologicas e
genéticas, analises estatisticas foram realizadas comparando os SNPs analisados
com resultados da terapia antiviral em 114 pacientes que tiveram SVR e em 149
gue ndo responderam ao tratamento. As distribuicdes dos polimorfismos dos
genes IL28B e TNFa, mas nao dos outros, foram estatisticamente diferentes entre
0s grupos de resposta ao tratamento. Apos o tratamento com PEG-IFN/RBV, o
genotipo CC do gene 1L28B foi associado com maior taxa de SVR e menor taxa
de recidiva, quando comparado com os demais gendétipos (CT e TT), 76% vs 38%
e 17% vs 40%, respectivamente. Os alelos A dos dois polimorfismos estudados
do gene TNFa foram significativamente associados a auséncia de resposta
virolégica (51,3% vs 24,0% na posicao -308, e 62,1% vs 23,9% na posicdo —238,
P < 0.001).
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ABSTRACT

Chronic hepatitis C treatment, a combination of pegylated alpha interferon
and ribavirin (PEG-IFN/RBV), presents low rates of sustained virologic response
(SVR) in patients infected with the hepatitis C virus (HCV). Factors such as the
virus genotype, viral load and host characteristics are involved with successful
therapy. Host factors, especially the immunological and genetic, seem to have an
important role in the treatment outcome. This study was designed with the
objective to investigate the association between single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in interleukin-28B (I1L28B), interleukin-10 (IL10), tumor necrosis factor
alpha (TNFa) and myxovirus resistance protein 1 (MxA) genes with the virologic
response in chronic hepatitis C patients.

The study included 299 infected patients with HCV genotype 1, in treatment
with PEG-IFN/RBV. The SNPs identification of was performed by PCR, followed
by DNA sequencing. In a database with informations genetic and epidemiological,
statistical analyzes were performed comparing the SNPs analyzed with results of
antiviral therapy in 114 patients who had SVR and 149 non responders. The
distributions of IL28B and TNFa gene polymorphisms, but not the other, were
statistically different between the groups of treatment response. After treatment
with PEG-IFN/RBV the IL28B CC genotype was associated with higher rates of
SVR and lower relapse rate when compared with other genotypes (CT and TT),
76% vs 38% and 17% vs. 40%, respectively. Carrying the A allele at one or both
TNFa gene polymorphisms was significantly associated with a null virological
response to treatment (51.3% vs. 24.0% at position -308 and 62.1% vs. 23.9% at
position -238, P < 0.001).
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INTRODUCAO

A Hepatite C

A hepatite C é uma doenca infecciosa causada pelo virus da hepatite C
(HCV) com elevada taxa de cronicidade e que pode evoluir para cirrose e
carcinoma hepatocelular, sendo essas consequéncias responsaveis pela maioria
dos transplantes de figado (CZEPIEL et al., 2008). A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) estima 170 milhdes de infectados pelo HCV, sendo que a
prevaléncia de infeccéo crbnica pelo HCV varia nas diferentes regiées do mundo
(WHO, 2011).

Tanto a infeccdo crbnica, quanto a infeccdo aguda pelo HCV séao
usualmente assintomaticas. Na infeccdo aguda, apesar de incomum, podem
ocorrer sintomas inespecificos como fadiga, mal-estar geral ou ictericia (CZEPIEL
et al., 2008). Apos a infeccdo aguda, cerca de 20 a 50% dos casos evoluem para
a cura, todavia esses individuos ndo se tornam imunes a reinfeccao
(PAWLOTSKY, 2004). A persisténcia do HCV por mais de seis meses apds o
contagio, caracteriza a infeccdo crénica. E tema controverso a proporcdo de
pessoas infectadas pelo HCV que desenvolvera infeccdo crénica. Em geral, os
estudos prospectivos tém demonstrado que 50 a 85% das pessoas infectadas
pelo HCV desenvolvem infeccdo cronica. A transicdo da fase aguda para a
crénica normalmente ocorre na auséncia de sintomas (SEEFF, 2002; THOMAS &
SEEFF, 2005; GHANY et al., 2009).

A histéria natural da doenca tem demonstrado que 20 a 30 anos apos a
infecgdo pelo HCV, cerca de 10 a 20% dos pacientes desenvolvem cirrose
hepéatica. Desses, 1 a 5% poderdo desenvolver carcinoma hepatocelular
(PAWLOTSKY, 2004; ROE & HALL, 2008; BOSTAN & MAHMOOD, 2010) (Figura
1). Os pacientes infectados permanecem virémicos e, portanto, transmissores por
esse longo periodo de tempo. A particula do HCV tende a persistir no sangue, no
figado e nos linfécitos, apesar da existéncia de resposta imune dos tipos humoral
e celular (NIH, 2002; ROSEN, 2011).
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Figura 1: Representacdo esquematica da historia natural da infeccdo pelo virus
da hepatite C (Adaptada de PAWLOTSKY, 2004).

Estavel

A transmissdo do HCV ocorre através da exposicdo ao sangue
contaminado. Sendo assim, sdo consideradas situacdes de risco o uso de drogas
injetaveis ou cocaina intranasal compartilhadas, transfusées de sangue (antes de
1992), transplantes de 6rgaos solidos de doadores infectados, praticas médicas e
odontoldgicas inseguras (material médico-cirargico infectado), gestacdo em méae
infectada, praticas sexuais de risco e uso de produtos derivados de sangue. Os
riscos de transmissao vertical (mée para filho) parecem ser maiores em mulheres
com alta viremia para o0 HCV ou co-infectadas com o HIV (ALTER, 2007). A
transmissao por transfusédo de sangue foi consideravelmente reduzida mediante a
introducdo de um teste sorolégico para a deteccdo de anticorpos anti-HCV em
bancos de sangue, em meados de 1992 (EASL, 1999; WHO, 1999).

As alteracdes hepaticas associadas ao HCV traduzem-se pelo grau de
fibrose. Segundo a classificacdo METAVIR, o estagio de fibrose varia de FO a F4,
sendo FO auséncia de fibrose hepatica e F4 fibrose avancada em estagio de
cirrose (The French METAVIR Cooperative Study Group, 2004). A histopatologia,
envolve a ocorréncia de inflamacéo e fibrose, de forma lenta e progressiva,
culminando em cirrose. A fibrose hepatica € um achado histolégico importante
para indicacdo de tratamento antiviral e para avaliacdo da resposta ao esquema
terapéutico (SEEFF, 2002; GOODMAN et al., 2009).
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Os mecanismos de inflamacdo, necrose e fibrose ndo estdo
completamente esclarecidos e sdo areas de intensa investigacdo. Consistentes
indicios epidemiolégicos e/ou de biologia molecular envolvem fatores
dependentes do virus e do hospedeiro que perturbam as fun¢cdes normais de
reparacdo, metabolismo lipidico, apoptose e promoc¢do do crescimento celular
(BERTOLETTI & FERRARI, 2003; KATSOUNAS et al., 2012). Neste sentido, o
estudo das interacdes entre o virus e o hospedeiro pode elucidar as diferencas

observadas na histéria natural e na resposta a terapia da hepatite C crénica.

O Virus da Hepatite C

O virus da hepatite C é um virus hepatotropico, envelopado, com uma
Unica fita de RNA de polaridade positiva, com cerca de 9500 nucleotideos. O HCV
foi identificado por Choo e colaboradores em 1989 nos Estados Unidos, sendo a
doenca anteriormente denominada hepatite ndo-A-ndo-B (CHOO et al., 1989). A
caracterizacdo da sequéncia de acido nucléico revelou que a organizacao
genémica do HCV era similar a dos virus pertencentes a familia Flaviviridae,
género Hepacivirus (MILLER & PURCELL, 1990).

O genoma do HCV contém trés regides distintas, sendo uma codificante,
flanqueada por duas regides nédo traduzidas (NCR) altamente conservadas nas
extremidades 5 e 3. A regido codificante contém uma unica e longa fase de
leitura aberta (open-reading frame) que codifica uma poliproteina com cerca de
3000 aminoéacidos. As proteinas do nucleo (core), que formam o nucleocapsideo
viral, e as glicoproteinas E1 e E2 do envelope, sdo as proteinas estruturais,
localizados na extremidade N-terminal. As proteinas nao estruturais, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, e NS5B, envolvidas no processamento da poliproteina e na
replicacdo viral, estdo na extremidade C-terminal. As sequéncias génicas que
codificam proteinas estruturais e ndo estruturais do HCV estdo organizadas da
seguinte maneira: 5> 3", C—E1 - E2 - p7 — NS2 — NS3 — NS4A — NS4B — NS5A
— NS5B (CHOO et al., 1989; CHOO et al., 1991; BOSTAN & MAHMOOD, 2010)
(Figura 2).
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Figura 2: Genoma do HCV. As caixas de cor verde mostram as regides: 5 nao

traduzida (5’-NTR) e 3’ ndo traduzida (3’-NTR). As de cor laranja destacam as
regides que codificam proteinas estruturais. Na cor azul estdo representadas as
regides que codificam proteinas ndo estruturais (ANZOLA & BURGOS, 2003).

O genoma do HCV funciona como molde para a sua replicacdo e também
como RNA mensageiro viral. A replicacdo ocorre através de um RNA
intermediario em um compartimento ligado a membrana e que contém RNAs de
cadeia dupla. Feita a sua traducdo, surge a poliproteina com cerca de 3000
aminoacidos que é processada por proteases celulares e virais em proteinas
estruturais (componentes do virus maduro) e ndo estruturais. O virus apresenta
elevada capacidade replicativa associada a falta de capacidade de verificagdo de
erros da sua polimerase, tal como acontece em outros virus de RNA
(LINDENBACH & RICE, 2005).

Andlises filogenéticas de sequéncias completas ou parciais de isolados do
HCV de varias regides do mundo levaram a identificacdo de seis gendtipos
principais, designados por nameros arabicos de 1 a 6, e mais de 100 subtipos
virais (isolados intimamente relacionados a um gendétipo principal), identificados
por letras mindsculas (SIMMONDS et al., 1994). Um sétimo genotipo foi descrito
em 2007 em trés pacientes originarios da Africa Central (MURPHY et al., 2007).

Estudos epidemioldgicos tém revelado que os genoétipos variam quanto a
distribuicdo geogréfica. Os genotipos 1, 2 e 3 distribuem-se no mundo inteiro

(ZEIN, 2000), os tipos 4 e 5 s&o encontrados principalmente na Africa, enquanto
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que o tipo 6 é normalmente detectado na Asia (MCOMISH et al., 1994; MELLOR
et al., 1995; NGUYEN & KEEFE, 2005; NAINAN et al., 2006). No Brasil, os
genotipos 1, 2 e 3 sdo frequentes, enquanto os genotipos 4 e 5 sdo raros
(CAMPIOTTO et al.,, 2005). Alguns estudos no Brasil tém demonstrado
consideravel variagdo na distribuicdo dos gendtipos. Observa-se maior
prevaléncia do gendtipo 1, seguido pelos gendtipos 3 e 2. Na regido sul do pais,
excepcionalmente, o genotipo 3 apresenta uma frequéncia aumentada, quando
comparado a outras regides (SILVA et al., 2007). A alta frequéncia do genétipo 3
do HCV observada na regidao Sul é relevante e mostra que os pacientes dessa
regido do Pais tém um melhor progndéstico em comparacdo aos pacientes de
outros estados, pois pacientes infectados com genoétipos 2 ou 3 respondem
melhor a terapia antiviral que pacientes infectados com genétipos 1 ou 4
(HADZIYANNIS et al., 2004; SHIFFMAN, 2007).

O HCV circula, num mesmo individuo, como uma populacdo de genomas
diferentes, porém muito relacionados, chamados de quasispécies, cujas
sequéncias diferem somente por alguns nucleotideos (DUARTE et al., 1994).
Estas variantes podem ser determinadas por uma combinacdo entre a adaptacéo
viral e a resposta a pressao do sistema imunolégico do hospedeiro. A existéncia
de populacdes de quasispécies de HCV dificulta o desenvolvimento de vacinas e
favorece a permanéncia do virus no organismo humano (CHAMBERS et al.,
2005).

A infeccdo pelo HCV tipicamente persiste durante toda a vida do individuo
e, a ndo ser que seja interrompida por terapéutica, ocorrem muitas oportunidades
de transmisséo dentro da populacdo humana. O sucesso da transmissao do HCV
esta ligado a capacidade do virus evadir, antagonizar a resposta imune do
hospedeiro e resistir as agdes antivirais do interferon. A acdo dos interferons em
células do hospedeiro infectadas por virus provoca um estado antiviral que é
caracterizado pela expressdo de genes com atividade antiviral estimulados pelo
interferon. Os virus, por outro lado, ttm mecanismos e diversas estratégias que
se contrapdem a resposta do hospedeiro e permitem uma replicacdo eficiente,
minimizando o poder terapéutico antiviral dos interferons. A compreensdo da

complexa rede de processos celulares antivirais e as interagdes virus hospedeiro
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deverdo ajudar na identificacdo das estratégias de evasdao, infeccdo persistente e
propagacao do HCV (GALE & FOY, 2005).

Diagnostico Laboratorial

A identificacdo e a caracterizacdo do genoma do HCV foram
acompanhadas pelo desenvolvimento de métodos diagndsticos soroldgicos e
moleculares. Uma combinacdo destes testes é necesséria para diagnosticar a
infeccdo pelo HCV, direcionar as decisfes de tratamento e avaliar a resposta ao
tratamento.

A infeccdo pelo HCV é normalmente diagnosticada através da deteccéo de
anticorpos anti-HCV no plasma ou no soro, utilizando o teste enzimaimunoensaio
(ELISA). Por ser uma técnica de facil execucdo, o ELISA é amplamente utilizado
para triagem do HCV em bancos de sangue e em laboratorios de analises clinicas
(GHANY et al., 2009). Atualmente, esse teste, de terceira geracdo, utiliza
proteinas recombinantes derivadas do core, NS3, NS4 e NS5 do HCV. Com a
utilizacdo dos testes de terceira geracdo € possivel alcancar uma especificidade
superior a 99% em populacbes com alta prevaléncia de infeccdo pelo HCV
(COLIN et al., 2001). A deteccdo de anti-HCV, entretanto, ndo diferencia uma
infeccdo ativa de uma outra ja resolvida. Portanto, esse marcador serve apenas
para indicar exposi¢cdo ao virus. Além disso, resultados falsos positivos ainda
ocorrem, especialmente em populacbes de baixo risco, como doadores de
sangue. Resultados falsos positivos sédo atribuidos a ligacdes inespecificas entre
imunoglobulinas presentes no soro ou no plasma e contaminantes das
preparacdes antigénicas dos kits ou regides ndo especificas dos antigenos
recombinantes. Por outro lado, resultados falsos negativos podem ser obtidos,
guando o diagnédstico é feito no periodo da janela imunolégica, antes da
soroconversdo, ou em casos de imunossupressao e imunodeficiéncia (CARUNTU
& BENEA, 2006; GHANY et al., 2009).

A hepatite C € um dos melhores exemplos de aplicacdo direta do

diagnostico molecular na pratica clinica. A detec¢cdo do RNA viral € aceita como
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“padrao ouro” entre os métodos existentes de identificagcdo do HCV. A aplicagéo
de testes moleculares para deteccédo, quantificacdo e genotipagem do virus € uma
ferramenta valiosa para o manejo clinico do paciente. Os ensaios quantitativos
fornecem as informagdes sobre a carga viral pré-tratamento, reducédo da carga
viral com a terapia e de resposta viroldgica sustentada (SCOTT & GRETCH,
2007).

Tratamento

O tratamento da hepatite C tem como objetivo primario a supressao
sustentada da replicacdo viral. Reconhecidamente, a denominada Resposta
Virologica Sustentada é o desfecho laboratorial de maior relevancia nos estudos
clinicos sobre o tratamento desta doenca, a qual significa a auséncia do RNA viral
apos 24 semanas do término da terapia farmacolégica (ALBERTI & BENVEGNU,
2003).

O interferon foi o primeiro medicamento capaz de promover a SVR em
pacientes com hepatite C, porém mostrava-se com baixa efetividade (15-20%). A
associacdo com a ribavirina tornou o tratamento mais efetivo, com variacdo nas
taxas de resposta viroloégica de acordo com 0 gendtipo, sendo que para O
gendtipo 1 foram obtidas as menores taxas de resposta virolégica (31-38%)
(MCHUTCHISON et al., 1998; POYNARD et al., 1998).

Os interferons sdo um grupo de proteinas com amplo espectro antiviral,
sendo de grande importancia na regulacdo das fungdes imunologicas. As trés
principais classes reconhecidas s&o: alfa-interferons (IFN-a), derivados de
linfécitos e macrofagos; beta-interferons (IFN-B), produzidos por células epiteliais
e fibroblastos; e gama-interferons (IFN-y), derivados de linfécitos T e macrofagos
apos estimulagdo mitogénica e antigénica. O IFN-a é o tipo de interferon com
maior uso terapéutico, sendo aprovado como medicamento antiviral para o
tratamento das hepatites B e C, sarcoma de Kaposi e condiloma acuminado
(ARONSON, 2000).
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O IFN-a liga-se em receptores de superficie da célula, promovendo a
ativacao de enzimas citoplasmaticas que afetam a traducdo do RNA mensageiro
e, assim, a sintese protéica (ARONSON, 2000). Na pratica clinica, sdo utilizados
dois tipos de IFN-a bastante semelhantes, quimica e farmacologicamente: o alfa-
interferon-2a (IFN-2a) e o alfa-interferon-2b (IFN-2b). As formas peguiladas dos
IFN-2a e IFN-2b, que se constituem do acoplamento do IFN a diferentes tipos de
polietilenoglicois (PEG), foram desenvolvidas com o objetivo de prolongar o tempo
de meia-vida dessas moléculas, permitindo que a administracdo passasse a ser 1
vez por semana, ao invés de trés vezes, com discreto aumento da SVR para o
genodtipo 1. Sintomas tipo gripais, desordens hematoldgicas, neurolégicas e
hepaticas sdo os eventos adversos comumente relatados com o uso de IFN-a
(ALBERTI & BENVEGNU, 2003).

A ribavirina € um analogo de nucleosideo que inibe a acdo da polimerase
viral e, consequentemente, a replicacdo do genoma do HCV. No interior da célula,
a ribavirina € convertida nas formas mono-, di- e trifosfatadas que inibem a acéo
das enzimas envolvidas na sintese da cadeia do acido nucléico viral. Por outro
lado, a ribavirina € acumulada nos eritrocitos, resultando em hemdlise dessas
células, consequentemente, ocasionando anemia hemolitica dose-dependente.
Essa é a toxicidade mais significativa no uso da ribavirina (ARONSON, 2000).

O tratamento de hepatite C cronica é indicado a pacientes com elevados
niveis de transaminases no soro, fibrose detectada por biépsia do figado e
presenca de RNA viral no sangue. A determinacdo do genétipo do HCV é o
principal determinante para a definicdo da duracéao do tratamento. De acordo com
a Associacdo Européia para Estudos do Figado (EASL, 1999) e o Consenso
estabelecido pelo National Institutes of Health (NIH, 2002) para o manejo da
Hepatite C, a terapia padrdo para infeccdo crbénica pelo HCV é baseada na
combinacéo de interferon-peguilado alfa-2a ou alfa-2b com ribavirina durante 48
semanas para pacientes infectados com os genétipos 1 ou 4, ou IFN-2a ou IFN-
2b com ribavirina durante 24 semanas para aqueles infectados com os genétipos
20u 3.

De acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite

C do Ministério da Saude (SANDER et al., 2002), o esquema recomendado para
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tratamento dos pacientes portadores de hepatite crénica C com gendétipo 1 deve
ser feito com interferon-peguilado-2a aplicado semanalmente na dose de 180 png,
independente do peso corporal, ou com interferon-peguilado-2b aplicado
semanalmente, na dose de 1,5 ug/kg de peso corporal. A ribavirina deve ser
utilizada diariamente, na dose de 1.000 mg ou 1.250 mg (para pacientes acima de
75 kg) (Figura 3).

Inicio do Paciente com Genétipo |
tratamento (AR Interferon Peguilado + Ribavirina

HCV-RNA HCV-RNA HCV-RNA
Coprprs 1) [ Indeiectavel \1’22 [CE - \L<2|0g
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Manter o Manter o Suspender o
Tratamento Tratamento Tratamento

A\

Término do
Tratamento

!
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final e apds
6 meses
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Figura 3: Fluxograma do tratamento da hepatite C cronica realizado pelos
pacientes portadores do genétipo 1 do HCV que participaram do estudo
(Adaptada do Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para hepatite viral C,
2011).

Muitos estudos tém demonstrado que o tratamento com interferon-

peguilado € efetivo em cerca de 80% dos pacientes com infeccdo por HCV

genotipos 2 ou 3 e em menos de 50% nos pacientes com HCV gendtipo 1.
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Infelizmente o gendtipo 1 é a causa de aproximadamente 70-80% das infeccbes
crbnicas com danos hepaticos mais graves, tornando o tratamento atualmente
utilizado insatisfatorio para muitos pacientes. Além disso, a terapia combinada e
prolongada apresenta altos custos e estd associada com eventos adversos de
dificil tolerancia pelos pacientes. Os principais eventos adversos descritos séo
sintomas de gripe, citopenias e disturbios neuropsiquiatricos. Isso levou a busca
permanente de novas abordagens terapéuticas que podem aumentar as taxas de
SVR e também ser melhor toleradas (LISKER-MELMAN & SAYUK, 2007;
O'BRIEN et al., 2011; SALLOUM & TAl, 2012).

No ano de 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
aprovou a comercializacdo de dois novos medicamentos para o tratamento da
hepatite C. Tratam-se de dois inibidores da protease viral NS3, Boceprevir
(Victrelis) e Telaprevir (Incivek) que, administrados em terapia tripla, ou seja, em
combinacdo com PEG-IFN/RBV, aumentam significativamente as taxas de
resposta ao tratamento para os pacientes portadores do genétipo 1 do HCV e se
apresentam como uma op¢ao de cura para aqueles que ndo responderam a um
tratamento anterior com PEG-IFN/RBV. Apesar de melhores taxas de resposta
virolégica sustentada, os novos medicamentos representam aumento do risco de
eventos adversos e selecdo para resisténcia antiviral. Com enfoque em uma
abordagem personalizada, varias outras opcdes terapéuticas estdo sendo
desenvolvidas, com objetivo de melhoria de eficicia e seguranca do PEG-IFN,
RBV e inibidores de proteases; desenvolvimento de novos inibidores da
polimerase e de moléculas de RNA de interferéncia (RNAi) (POORDAD et al.,
2011; JACOBSON et al., 2011).

Imunopatogénese

As etapas iniciais da infeccdo viral pelo HCV envolvem dois grupos de
proteinas: as proteinas estruturais do virus e as moléculas receptoras presentes
na superficie das células alvo. A primeira linha de defesa, com um papel crucial

no controle do HCV, €& a imunidade inata. Nas infec¢des virais agudas esta
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resposta imune nao especifica, cujos mecanismos de defesa celulares e
moleculares existem antes do estabelecimento de uma infeccdo, envolve
principalmente a secrecdo de IFN tipo I, ativacdo de células natural killers (NK) e
ativacdo de células fagocitarias (neutrofilos, mondfilos e células dendriticas).
Estudos tém sugerido que a secre¢do enddgena de IFN tipo I, embora induzida
pela replicacdo do HCV, ndo consegue de forma eficiente inibi-la. Esses estudos
demonstram que o0s genes induzidos por IFN-a sdo amplamente expressos
durante o curso da infeccdo aguda, mas esta resposta falha no controle da
replicacédo viral (POYNARD et al., 2003; PAWLOTSKY et al., 2007).

As citocinas sdo essenciais na defesa do hospedeiro contra a invaséo pelo
HCV, mas elas também estdo implicadas na lesdo hepatocelular observada na
maioria dos pacientes cronicamente infectados pelo HCV. Durante o curso da
infecgdo, as citocinas podem ser caracterizadas como tendo efeitos estimulantes
(pré-inflamatorios) ou inibidores (antiinflamatérios), podendo, assim, prolongar a
resposta inflamatéria e levar a necrose, fibrose ou doenca hepatica crénica. A
persisténcia do virus e a resposta a terapia antiviral tém sido associadas com a
producdo inapropriada de concentragdes plasméticas de interleucina 10 e fator de
necrose tumoral alfa, entre outras importantes citocinas e quimiocinas. Diferengas
individuais nos niveis seéricos de citocinas estdo associadas, principalmente, a
fatores genéticos, como mutacdes e polimorfismos em regides regulatérias dos
genes dessas citocinas (KHAKOO, 2011; ROMERO-GOMEZ et al., 2011).

No figado humano, quando h& multiplicacdo de HCV, observa-se uma
grande proporc¢ao de células NK que promovem a ativacao das células dendriticas
e iniciam a resposta imune adaptativa, uma resposta mais forte e especifica do
gue a observada na resposta inata. Seus componentes sdo as células da
linhagem linféide e seus produtos, como os anticorpos (FLAIJNIK & DU
PASQUIER, 2004). As respostas de linfocitos T CD4 e T CD8 especificas na
hepatite C se mostram fracas e ineficientes, e as células T CD8 parecem possuir
suas funcOes efetoras deficientes, tanto na secrecdo de citocinas antivirais,
guanto na sua atividade litica (POYNARD et al., 2003). Acredita-se que o0s
linfécitos T citotoxicos ou CD8 desempenham um papel essencial na resposta

imunolégica para a eliminacdo do HCV, bem como na lesdo hepatica com

23



consequente evolugdo para a cronicidade da infeccdo. Quando os linfocitos T
CD4 respondem de forma vigorosa e duradoura a infeccdo pelo HCV, séo
responsaveis pela eliminacao viral ja na fase aguda. A perda de reatividade dos
linfécitos T CD4 tem sido associada a persisténcia do virus e progressdo do dano
hepatico (ROSEN, 2003; KHAKOO, 2011) (Figura 4).

A lesdo hepatocelular desenvolvida na hepatite C se faz pelo
reconhecimento imunologico da célula infectada e sua destruicdo. A dinamica
desse processo mostra-se extremamente variavel, fazendo com que as interacdes
HCV-hospedeiro regulem a resposta do hospedeiro e afetem a evolugédo da
infeccdo pelo HCV (GALE & FOY, 2005).

HEPATOCITO INFECTADO CELULA DENDRITICA CELULA T REGULATORIA
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Figura 4: Uma visdo geral da resposta imune da infeccdo pelo HCV. Séo
demonstradas as proteinas, envolvidas nas vias da resposta imune ao HCV, que
possuem polimorfismos que sao potenciais candidatos para influenciar no
resultado da infec¢do pelo HCV (Adaptado de KHAKOO, 2011).
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Susceptibilidade genética e Hepatite C

O desenvolvimento de uma doenca infecciosa resulta de uma complexa
interag&@o entre o microrganismo, o hospedeiro e o ambiente. A susceptibilidade a
doencgas infecciosas nédo segue os padrdes simples de heranca mendeliana, e a
resposta imune em humanos é um complexo sistema geneticamente controlado
(BURGNER et al., 2006). A resposta imune a uma doenca infecciosa pode ser
definida como sendo poligénica (envolve mais de um gene) e multifatorial
(dependendo da interagdo de mais de um gene e um ou varios fatores
ambientais) (CLEMENTI & DI GIANANTONIO, 2006).

Os estudos de doencas autoimunes e infecciosas indicam que a
susceptibilidade de muitos genes na resposta imune possui pouca influéncia
guando analisados isoladamente, mas com efeitos somados, quando analisados
dentro da resposta imune total (HILL, 2001; BURGNER et al., 2006).

Genes sao considerados funcionalmente “polimérficos” quando variantes
alélicas existem estavelmente na populacdo, sendo que a atividade da proteina
codificada pode ser alterada em relagdo a sequéncia do tipo-selvagem. As
variacdes genéticas sdo chamadas de polimorfismos quando presentes numa
frequéncia maior que 1% na populacado. Elas podem ser de varios tipos, incluindo
delecaol/insercdo, polimorfismo de base unica (SNP), repeticdo em tandem de
numero variavel (VNTR), entre outros. Entretanto, o tipo mais comum responsavel
por aproximadamente 90% da variabilidade entre os individuos, é o SNP. Milhdes
de polimorfismos vém sendo identificados e catalogados, tanto em regifes
regulatorias dos genes, como em regides ndo codificantes (WRIGHT AF, 2005;
WJIST & WERNER, 2006).

As alteragOes do tipo SNP em genes que codificam citocinas ou nas suas
regibes promotoras podem acarretar alteragdes na expressao génica e na sintese
e na atividade bioldgica de proteinas envolvidas com respostas as drogas, além
de influenciar a taxa e a magnitude de producao de citocinas, podendo influenciar
a intensidade e a duracéo da resposta imune (SANDRIM et al., 2006).

Embora o gendtipo viral seja um dos principais determinantes da resposta ao

tratamento em pacientes infectados pelo HCV, a producédo de niveis inapropriados
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de algumas citocinas pode contribuir para a persisténcia viral, influenciando, tanto
no curso natural da infeccdo, como na resposta ao tratamento (BARRETT et al.,
2003; KNAPP et al., 2003; SUZUKI et al., 2004; DAI et al., 2006; GE et al., 2009).
Estas variagcbes sugerem que os pacientes portadores do HCV podem ter
diferentes mecanismos regulatérios genéticos. Os polimorfismos em regifes ndo
codificantes de genes do sistema imunoldgico, bem como variacfes genéticas em
enzimas metabolizadoras de drogas, sugerem que os polimorfismos tem
importancia funcional e evolutiva e podem fornecer pistas para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas (REGO-PEREZ et al., 2008).

Os resultados de vérios estudos sdo conflituosos. Uma das possiveis
explicacbes porque hospedeiros com o mesmo genotipo e carga viral semelhante
apresentam diferentes respostas ao tratamento é o fato dos estudos terem sido
efetuados em populagbes com frequéncias alélicas diferentes, mostrando
claramente o efeito da heterogeneidade genética das populacdes de estudo. A
frequéncia alélica das variantes genéticas, o desequilibrio de ligacdo e o haplétipo
dos polimorfismos estudados sdo parametros importantes na determinacdo das
diferencas genéticas entre os pacientes (BARRETT et al., 2003; KNAPP et al.,
2003; SUZUKI et al., 2004; DAI et al., 2006; GE et al., 2009).

Os avancos das pesquisas na area da genética e os dados gerados a partir
do sequenciamento do genoma humano geraram importantes descobertas a
respeito da influéncia de variagbes genéticas humanas nas respostas as drogas.
A identificagcdo de polimorfismos em genes que influenciam nas variagOes
interindividuais, na eficacia ou toxicidade de agentes terapéuticos e a aplicacéo
desta informacao na pratica clinica esta sendo estudada pela farmacogendmica
e/ou farmacogenética (PANG, 2003).

Polimorfismos estudados neste trabalho
Com o objetivo de determinar como as variacdes genéticas do hospedeiro

influenciam a resposta ao tratamento da hepatite C crénica, serdo apresentados

alguns dados sobre o potencial papel dos genes candidatos que foram
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selecionados para este estudo: interleucina-28B, interleucina-10, fator de necrose

tumoral alfa e proteina de resisténcia ao Myxovirus 1.

Interleucina-28B

A Interleucina-28, descrita em 2003 por Sheppard e colaboradores, € uma
citocina que possui duas isoformas, IL28A e IL28B, e desempenha um papel
importante na defesa imunoldgica contra virus. As IL28A e IL28B pertencem a
familia de citocinas do interferon tipo Il e sdo muito semelhantes em relacédo as
sequéncias de aminoacidos a proteina IL29. O gene IL28B codifica uma citocina
distantemente relacionada com o IFN tipo | e da familia IL10. Sua classificacéo
como interferon se deve a sua capacidade de induzir um estado antiviral,
enquanto sua classificacdo como citocina decorre de sua localizacao
cromossomica (SHEPPARD et al., 2003).

Recentemente, estudos de associacdo ampla de genoma (Genome-Wide
Association Studies - GWAS) sugeriram que varios SNPs, altamente
correlacionados e em desequilibrio de ligacéo, localizados nas proximidades de
trés genes situados no cromossomo 19, codificando interferon A1l (IL29), A2
(IL28A), e A3 (IL28B), estéo fortemente associados com a eficiéncia da resposta a
terapia PEG-IFN/RBV entre os pacientes infectados com HCV gendétipo 1 (GE et
al., 2009; SUPPIAH et al.,, 2009; TANAKA et al.,, 2009). A presenca destes
polimorfismos provavelmente estd associada a producdo de interferon A3, que
pode contribuir para a eliminacdo do HCV, atuando de forma sinérgica com o IFN
tipo 1, embora o mecanismo de acdo ainda precise ser elucidado (THIO &
THOMAS, 2010). Especificamente, o polimorfismo rs12979860, localizado a trés
kilobases a montante do gene IL28B, foi associado significativamente com alta
taxa de SVR (GE et al., 2009).
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Interleucina-10

Em 1988, Fiorentino e colaboradores descreveram uma substancia que
estava presente no sobrenadante de cultivos celulares de linfocitos Th2 e que era
capaz de inibir a producdo de citocinas produzidas por células Thl em cultivos
celulares. Posteriormente, essa citocina passou a ser chamada Interleucina-10
(FIORENTINO et al., 1989).

A IL10 é uma importante citocina imunossupressora envolvida em muitos
aspectos da resposta imunologica e normalmente produzida por linfocitos T
ativados, mondcitos, linfocitos B e timocitos. Possui forte atividade anti-
inflamatéria e desempenha um papel critico na regulacdo da resposta imune,
predominantemente, através da inibicdo de mediadores proé-inflamatérios
incluindo fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e Interleucina-12 (IL12) (SARAIVA
& O'GARRAM, 2010).

A infeccdo por HCV induz a ativacdo da secrecdo de IL10, sendo que o
aumento da producédo de IL10 tem sido correlacionado com infec¢do persistente
pelo HCV, além de inflamag&o em grau avangado e aumento do risco de cancer
de figado (HOFER et al., 2005).

O gene IL10 humano esta localizado no cromossomo 1 (1g31-932), sua
regido promotora abrange 5 kb e € muito polimérfica (ESKDALE et al., 1999). Os
polimorfismos de base Unica melhor caracterizados estdo localizados na regido
promotora, nas posi¢cdes -1082 A/G, -819 T/C e -592 A/C. Essas variantes tém
sido envolvidas na taxa de transcricdo de IL10 e, portanto, no nivel de producédo
da citocina. O polimorfismo na regido -1082 tem se mostrado importante na
determinacdo na producdo alta, média e baixa da Interleucina-10. Varios estudos
tém associado um possivel envolvimento da IL10 na patogénese de doencas
inflamatérias, assim como com a resisténcia a terapia com IFN-alfa (SARAIVA &
O’'GARRAM, 2010).
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Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNFa)

O TNFa é uma citocina usualmente presente na resposta imunologica
mediada por células, que foi descrita em meados de 1970, como resultado de
longas pesquisas sobre mecanismos que caracterizavam os efeitos autoimunes
induzidos por endotoxinas (CARSWELL et al., 1975).

O gene TNFa humano apresenta 3 kb, 4 exons e localiza-se no
cromossomo 6p21, na regido de classe Il do complexo de histocompatibilidade
principal humano (MHC). O produto génico do TNFa é uma proteina de
membrana tipo Il que exerce uma variedade de efeitos mediados por dois tipos de
receptores (TNFR-I e TNFR-II), atuando como uma citocina imunomoduladora,
pro-inflamatéria e pleiotropica produzida sobretudo por macréfagos ativados e, em
menores quantidades, por outros tipos celulares como linfécitos T e B. Os
linfécitos T citotdxicos estdo envolvidos na depuracdo de hepatdcitos infectados
por HBV ou HCV e na patogénese das hepatites virais crénicas. A producdo de
TNFa € um dos eventos iniciais em muitos tipos de lesdo hepatica. A apoptose
hepatocelular induzida pelo TNFa € iniciada pela sua ligagdo deste ao TNFR-I,
desencadeando a producao de outras citocinas que recrutam células inflamatérias
e iniciam a resposta de cicatriza¢do hepatica (GHAVAMI et al., 2005).

Estudos tém demonstrado que o TNFa pode ter um papel na patogénese
da hepatite C crénica, influenciando a taxa de progressao para fibrose. Na regiao
promotora do gene TNFa, os polimorfismos de base Unica das posi¢des -238 e -
308 foram associados com a persisténcia do virus, com doenca hepatica
avancada, além de influenciar a resposta a terapia com IFNa (YEE et al., 2000;
DAl et al., 2006; THIO, 2008).

Proteina de resisténcia ao Myxovirus 1
O gene My, identificado pela primeira vez em camundongos, apos estudos

de associacdo entre resisténcia genética a infeccdo pelo virus influenza, codifica

uma proteina que exerce atividade antiviral, através de sua funcdo principal como
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uma GTPase (LINDENMANN, 1962). Nos seres humanos, duas proteinas
chamadas de proteina de resisténcia ao Myxovirus 1 (MxA) e de proteina de
resisténcia ao Myxovirus 2 (MxB) séo codificadas por genes fortemente ligados no
braco longo do cromossomo 21 (posi¢céao 21922.3) (HALLER & KOCHS, 2011).

A proteina MxA €& componente chave da resposta antiviral inata e
desempenha um papel importante na defesa precoce do hospedeiro contra varios
virus. Em mamiferos e outros vertebrados, a proteina MxA é conhecida por inibir
a replicagdo de uma grande variedade de virus de RNA fita simples. Os detalhes
estruturais de oligomerizacdo da proteina MxA foram recentemente elucidados e
permitiram novas hipoteses sobre o mecanismo antiviral dessa proteina,
sugerindo que a mesma tem como alvo a nucleoproteina dos virus, inibindo,
assim, a funcéo de transcricao e replicacdo (HALLER & KOCHS, 2011).

A proteina antiviral MxA atua como um marcador bioldgico induzido,
exclusivamente, por IFN tipo 1 de uma maneira dose-dependente, devido ao fato
do gene MxA ter um promotor que é ativado pelo IFN. A dosagem dessa proteina
foi usada com sucesso no monitoramento da terapia com IFN-a em pacientes com
hepatite crénica (ANTONELLI et al., 1999; BERTOLOTTO et al., 2001).

Estudos demonstraram que o aumento dos niveis séricos da proteina MxA
estd relacionado com resposta a terapia com IFN-a em pacientes com HCV.
Polimorfismos localizados na regido promotora do gene, nas posi¢des -123 e -88,
foram associados com o desfecho da terapia baseada no uso de IFN (KNAPP et
al., 2003; SUZUKI et al., 2004).
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JUSTIFICATIVA

Como o tratamento contra a infeccdo pelo HCV com a combinacédo de
Interferon-a e Ribavirina tem baixas taxas de resposta e ndo ha uma vacina eficaz
na prevencgao da infecgao, justifica-se a busca por novos estudos que possam dar
subsidios ao médico no manejo correto do tratamento da hepatite C e as politicas
de saude publica. A compreenséo das diferencas entre os perfis genéticos de
pacientes respondedores e nao respondedores ao tratamento, auxiliara na
identificacdo daqueles que se beneficiardo com as medicacbes preconizadas,
possibilitando o uso racional das mesmas, uma vez que, além dos eventos
adversos existentes, o tratamento atualmente utilizado para hepatite C € efetivo
em menos de 50% dos individuos com HCV gendétipo 1. O HCV gendtipo 1 é a
causa de aproximadamente 70-80% das infec¢des crbnicas com danos hepéaticos
graves.

Assim torna-se de grande importancia o estudo da influéncia de variacoes
genéticas nas respostas as drogas para auxiliar no desenvolvimento de
tratamentos mais eficazes, com um menor risco de eventos adversos,

possibilitando uma terapia individualizada mais segura.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Este estudo foi elaborado com o objetivo de estimar a frequéncia dos
polimorfismos nos genes Interleucina-28B, Interleucina-10, Fator de Necrose
Tumoral-alfa e Proteina de Resisténcia ao Myxovirus e a possivel relacdo desses
polimorfismos com a resposta ao tratamento da hepatite C em um grupo de
pacientes portadores de HCV, gendtipo 1, em tratamento no CAMMI do Hospital

Sanatorio Partenon, em Porto Alegre.

Objetivos Especificos

A) Selecionar os pacientes com HCV, genotipo 1, em tratamento com interferon-
peguilado e ribavirina pela primeira vez, no CAMMI do Hospital Sanatério
Partenon.

B) Analisar a frequéncia dos polimorfismos presentes nos genes IL28B, IL10,
TNF alfa e MxA dos pacientes com HCV, genétipo 1, em tratamento com
PEG/IFN e RBV.

C) Associar a presenca dos polimorfismos genéticos com a resposta ao
tratamento.

D) Investigar a relacdo dos genoétipos com as variaveis clinicas, bioquimicas e

virolégicas disponiveis nas fichas terapéuticas dos pacientes em estudo.
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Capitulo 2

Resposta ao tratamento de pacientes brasileiros com hepatite C
crénica é associada a um polimorfismo de base Unica

proximo ao gene da Interleucina-28B
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Artigo submetido a publicagdo no periédico Memoarias do Instituto Oswaldo Cruz.

Resumo

Problemética Um polimorfismo de base Unica (SNP), localizado a montante do
gene IL28B foi recentemente encontrado como um importante preditor da
resposta ao tratamento da hepatite C crénica com interferon peguilado e ribavirina
(PEG-IFN/RBV). O objetivo deste estudo foi investigar a associagcdo entre o
polimorfismo do gene IL28B (rs12979860) e a resposta virologica em pacientes
com hepatite crénica C.

Métodos Foram genotipados 263 pacientes brasileiros infectados com HCV
genotipo 1, em tratamento com PEG-IFN/RBV. As resposta viroldgica precoce
(EVR, 12 semanas), resposta de fim-de-tratamento (EOTR, 48 semanas),
resposta virolégica sustentada (SVR, 72 semanas) e de recidiva foram avaliadas
por PCR qualitativo e quantitativo.

Resultados A frequéncia do alelo C na populacéo foi de 39%. No geral, 43% dos
pacientes apresentaram SVR. O genotipo CC IL28B foi associado com maiores
taxas de resposta ao tratamento quando comparado com os demais genétipos
(CT e TT), que apresentaram 84% vs 58% EVR, 92% vs EOTR 63%, e 76% vs
38% SVR, e menor taxa de recidiva (17% vs 40%).

Conclusdo O gendtipo CC do gene 1L28B parece ser um forte preditor de
resposta viroldégica sustentada na terapia com PEG-IFN/RBV em pacientes

infectados com o gendtipo 1, sem tratamento prévio. Ensaios clinicos sao
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necessarios para definir os melhores protocolos para o tratamento de pacientes

infectados com HCV gendtipo 1.

Palavras-chave: IL28B, HCV, resposta virolégica, tratamento
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Abstract

Background A single-nucleotide polymorphism (SNP) upstream of IL28B has
recently been found to be an important predictor of the outcome of chronic
hepatitis C treatment with pegylated interferon plus ribavirin (PEG-IFN/RBV). The
aim of this study was to investigate the association between the IL28B gene
polymorphism (rs12979860) and virological response in chronic hepatitis C
patients.

Methods Brazilian patients (n=263) infected with HCV genotype 1 and receiving
PEG-IFN/RBV were genotyped. Early virological response (EVR, 12 weeks), end-
of-treatment response (EOTR, 48 weeks), sustained virological response (SVR, 72
weeks) and relapse were evaluated by conventional and quantitative PCR assays.
Results The frequency of the C allele in the population was 39%. Overall, 43% of
patients experienced SVR. The IL28B CC genotype was associated with higher
treatment response rates when compared to the other genotypes (CT and TT),
with 84% vs. 58% EVR, 92% vs. 63% EOTR, and 76% vs. 38% SVR, and a lower
relapse rate (17% vs. 40%).

Conclusion IL28B genotype appears to be a strong predictor of SVR with PEG-
IFN/RBV therapy in treatment-naive patients infected with HCV genotype 1.
Clinical trials are needed to define the best protocols for the treatment of patients

infected with HCV genotype 1, especially those with a bad prognosis.

Keywords: IL28B, HCV, virological response, treatment
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1. Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection is a global health problem affecting an
estimated 170 million people worldwide." HCV infection is usually persistent, and
approximately 30% of individuals with persistent infection develop chronic liver
disease, including cirrhosis and hepatocellular carcinoma, after an asymptomatic
period of several years.?*® Patients with chronic hepatitis C are treated for 24-48
weeks with pegylated interferon (PEG-IFN) alpha 2a or 2b in combination with
ribavirin (RBV). This treatment is not only expensive, but also associated with side
effects that result in reduced compliance or even in treatment interruption. HCV
clearance, or sustained virological response (SVR) is defined as a negative HCV
RNA test 24 weeks after cessation of therapy.

A higher SVR rate has been observed in patients infected with HCV
genotypes 2 and 3 compared to those infected with genotype 1, which is the most
common genotype found in Europe and the Americas.*® Furthermore, other host
and viral factors, such as advanced liver fibrosis, advanced age and high baseline
viral load, have been associated with poorer treatment outcomes.? For this reason,
decisions regarding the inclusion of certain individuals in treatment protocols with
the current standard-of-care IFN-based therapy are complex and based on a
balanced assessment of host and viral characteristics.**°

Recently, Genome-Wide Association Studies (GWAS) have suggested that
several highly correlated, common single-nucleotide polymorphisms (SNPs) on a
linkage disequilibrium block in the vicinity of three genes located on chromosome
19, encoding interferon A1 (IL29), A2 (IL28A), and A3 (IL28B), are strongly
associated with the efficiency of response to PEG-IFN/RBV therapy among
patients infected with HCV genotype 1.}**3 Specifically, SNP rs12979860, located
three kilobases upstream of the IL28B gene, is associated with a more than 2-fold
difference in the proportion of SVR.*

The aim of this study was to investigate the effect of the IL28B gene
polymorphism (rs12979860) and other variables predictive of outcome of antiviral
therapy in a cohort of HCV genotype 1-infected, PEG-INF treatment-naive
Brazilian patients under PEG-IFN/RBYV therapy.
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2. Patients and methods

2.1. Patients

A prospective cohort study was carried out between September 2008 and
August 2009. The patients received free antiviral treatment at the Center for
Injectable Drug Administration and Monitoring (Centro de Aplicacdo e
Monitorizacdo de Medicamentos Injetaveis, CAMMI) in Porto Alegre, RS. To
receive free treatment, the patients had to fulfill the conditions of the Brazilian
Ministry of Health'* i.e., (i) positive HCV RNA assays, (ii) elevated transaminase
levels (alanine aminotransferase [ALT] and aspartate aminotransferase [AST] at
least 1.5 times the upper limit on at least three separate measurements), (iii)
recent liver biopsy showing septal fibrosis (METAVIR score of F2 or greater), (iv)
age between 18 and 70 years, and (v) platelet count > 75,000/mm? (patients with
cirrhosis) or > 90,000/mm? (without cirrhosis), and neutrophil granulocyte counts >
1,500/mm?. Treatment could begin only after determination of the genotype and
calculation of the viral load. A few patients failed to exactly fulfill these conditions
but accessed free treatment subsequent to judicial decisions. To be enrolled in the
study, patients had to be infected with HCV genotype 1 and be naive to PEG-IFN
therapy. Overall, 299 patients received the standard dose of PEG-IFN 2a or 2b
(180 pg or 1.5 pg/kg, respectively) plus ribavirin (1,250 mg/day for body weight >
75 kg or 1,000 mg/day for body weight < 75 kg). The normal duration of antiviral
therapy was 48 weeks. However, treatment was interrupted after 12 weeks for
non-responders (see below). Furthermore, analysis of data was not possible for 36
subjects because of death or interruption of treatment due to severe side effects or
other reasons. Therefore, the results from 263 patients were analyzed.
Demographic, biochemical and histological data were collected from the patients’
clinical charts.

Written informed consent was obtained from each patient. The study
protocol was conducted in accordance with the provisions of the ethical guidelines
of the Declaration of Helsinki, and it was approved by the Research Ethics

Committee of the Public Health School of Rio Grande do Sul, Brazil.
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2.2. SNP analysis

The three possible 1L28B genotypes (SNP rs12979860) are CC, CT and TT.
SNP genotyping was performed by direct sequencing after PCR amplification.
PCR oligonucleotide primer sequences, designed using the NCBI DNA database,
were 5-CGGAGGATCCCTCCTGGGGC-3’(sense) and 5-
TTCCCACCACGAGACCCCCG-3’ (antisense). The PCR amplification mixture
contained 5 pL of genomic DNA extracted from blood, 20 pmol of each
oligonucleotide, 200 mM of deoxyribonucleoside triphosphates, 2 mM MgSQO,, 1 X
high-fidelity PCR buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA), and 0.25 U Platinum Tagq DNA
polymerase (Invitrogen) in a total reaction volume of 50 L. Cycling parameters
were: one cycle of denaturation at 94°C for 5 min followed by 35 cycles of
denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 65°C for 30 s, and extension at 72°C
for 45 s. The final extension step was followed by a 7-min incubation at 72°C. The
resulting 366-nt PCR product was sequenced in both directions using PCR
primers, a Big Dye v1.1 kit (Applied Biosystems, Foster city, CA) and a 3130XL
DNA sequencing system (Applied Biosystems). The electropherogram was

visualized by using the Lasergene (DNAstar, Madison, WI) software.

2.3. Laboratory and histological tests

Null virological response (NVR) was defined as < 2 log Ul/mL reduction in
HCV RNA at 12 weeks of treatment or detectable HCV RNA by conventional PCR
at the end of the course of therapy. In the first case, treatment was interrupted.
Complete early virological response (CEVR) was defined as undetectable HCV
RNA at week 12. Partial early virological response (pEVR) was defined by an HCV
RNA decline greater than 2 log IU/mL at week 12. End-of-treatment response
(EOTR) was defined as the absence of detectable HCV RNA at the end of the
course of treatment, and SVR was defined as undetectable HCV RNA 24 weeks
after the completion of therapy, i.e., 72 weeks after the initiation of treatment.
Finally, relapse was defined by detectable HCV RNA levels during follow-up

evaluation of patients who had achieved EOTR.
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The stage of liver fibrosis was scored according to the METAVIR scoring
system (FO —F4) and coded as a three-level variable (FO—F2, mild/moderate; F3—
F4, severe; Cirrhosis) for analysis. Serum HCV RNA quantitation results were
classified as low (< 600,000 IU/mL) or high (= 600,000 IU/mL) viral load for
analysis.

2.4. Statistical analysis

Allele frequencies were estimated by gene counting. Both deviation from
Hardy-Weinberg equilibrium and comparisons between groups were assessed by
Chi-squared tests or, when appropriate, by Fisher's exact test, using GraphPad
InStat software version 2.04a (GraphPad Software, San Diego, CA). Univariate
logistic regression analyses were used to determine the predictors of treatment
success. Age, gender, stage of liver fibrosis and viral load were included into a
multivariate logistic regression model to estimate adjusted odds ratios and 95%
confidence intervals. P values less than 0.05 were considered to indicate statistical
significance. SPSS software v.16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) was used for these
analyses.

3. Results

3.1. Demographic, biochemical, virological and histological data and response to
treatment

Patients were asked about possible modes of HCV infection. Blood
transfusion (27.5%), use of illicit drugs (13.1%), surgery (13.1%) and combinations
of some of these factors (10.3%) were the most frequently cited routes. Tattoos,
sexual transmission and other modes of transmission were also reported. HCV-
HIV co-infection was mentioned in the clinical records of 57 patients. Analysis of
PEG-IFN/RBV treatment response according to patients’ baseline characteristics

is shown in Table 1.

41



Table 1
Baseline characteristics of genotype 1 chronic hepatitis C patients treated with

PEG-IFN/RBV and rate of sustained virological response.

All Non-SVR SVR P
Variable (n =263) (n =149) (n=114)

Age (years, mean £ S.D.) 50.4+10.7 50.8+10.1 489115 0.435
Sex, male (%) 152 (58.6) 92 (61.7) 62 (54.4) 0.257

ALT level (IU/L, mean + 96.3+719 97.2+70.8 95.2+735 0.827
S.D))

Viral load (%) 0.001
< 600,000 IU/mL 56 (21.8) 20 (13.8) 36 (32.1)
> 600,000 IU/mL 201 (78.2) 125 (86.2) 76 (67.9)
METAVIR fibrosis stage
(%)
FO-F2 146 (60.1) 80 (58.0) 66 (62.9) 0.509
(FO-F2 wvs.
F3-F4)
F3-F4 97 (39.9) 58 (42.0) 39 (37.1)
Cirrhosis 41 (16.9) 28 (20.3) 13 (12.4) 0.121
(cirrhosis
vS. others)

SVR, sustained virological response; ALT, alanine aminotransferase; METAVIR

scoring: FO—F2, mild/moderate; F3—F4, severe and Cirrhosis.

Overall, 114/263 (43.3%) patients experienced SVR and 149 (56.7%) did
not. The mean age of the patients was 50.4 years, and 152/263 (58.6%) were
male. No significant differences were observed with respect to gender, age or ALT
levels between the SVR and non-SVR groups, although the mean age of the SVR

patients was slightly lower. As expected, responders to PEG-IFN/RBV treatment
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had a significantly lower viral load (p = 0.001). As for stage of liver fibrosis, no
statistical differences were found between the two groups coded as FO-F2

(mild/moderate) and F3—F4 (severe).

3.2. IL28B genotype prevalence and baseline viral loads

The frequencies of the various IL28B genotypes were in Hardy-Weinberg
equilibrium and the frequency of the C allele was 39%. IL28B genotypes were
found to be CC, CT and TT in 38 (14.4%), 128 (48.7%) and 97 (36.9%) patients,
respectively. Patients with the IL28B CC genotype had a slightly lower mean viral
load at baseline compared to patients with a T allele (6.20 + 0.99, 6.39 + 0.74, and
6.27 + 0.74 log IU/mL for patients with CC, CT and TT genotypes, respectively).
However, when viral load was categorized according to the threshold of 600,000
IU/mL, the proportion of patients with low baseline viral load did not differ
depending on IL28B genotype (not shown).
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(29/38) (54/128) (31/97)
Figure 1. Association of IL28B genotype with SVR in HCV genotype 1 patients

p < 0,001

Percent of patients with SVR

receiving PEG-IFN/RBV treatment. For each genotype, the proportion of patients

with SVR out of the total number of patients is shown.

3.3. Association between IL28B genotype and PEG-IFN/RBV response
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Figure 1 demonstrates that the C allele was significantly associated with
SVR with PEG-IFN/RBYV, particularly when two copies of the C allele (genotype
CC) were present, with an odds ratio of 5.31 when compared to non-CC (CT and
TT) genotypes (95% confidence interval, 2.29-13.30; p < 0.001).

Table 2

Rates of virological response and IL28B genotypes.

Treatment Overall CcC CT TT CCvs.CT CCvs.TT CTvs.TT
response p-value p-value p-value
CEVR - 158/269  32/38 76/132 58/99 0.002 0.005 0.894
week 12 (59%) (84%) (58%) (59%)

PEVR — 58/269 5/38 30/132 25/99 0.257 0.167 0.755
week 12 (21%) (13%) (23%) (25%)

EOTR - 175/270  36/39 83/130 64/101 0.001 0.001 1.000
week 48 (65%) (92%) (64%) (63%)

Relapse 64/178 6/35 28/82 30/61 0.077 0.002 0.086

(35%) (17%) (34%) (49%)

SVR — 114/263  29/38 54/128  31/97 <0.001 <0001 0.128
week 72 (43%) (76%) (42%) (32%)

Table 2 shows that the overall rates of cEVR and pEVR (measured at week
12) were 59% and 21%, respectively (total 80%). One hundred seventy-five out of
270 (65%) patients reached EOTR after 48 weeks of treatment. However, among
subjects who initially achieved SVR with PEG-IFN/RBV therapy, 64 (35%)
relapsed.

Among patients with the CC genotype, 84% achieved cEVR, and 13%

achieved pEVR. Thus, only one (3%) patient did not achieve a 2-log reduction in
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viral load at 12 weeks of treatment. Greater than 90% of patients showed
virological response at the end of the treatment period (EOTR), and 76% achieved
SVR.

The 1L28B CC genotype was associated with higher treatment response
rates at all time points (12, 48 and 72 weeks). Moreover, when compared to all
other patients, rates of cEVR, EOTR and SVR were significantly higher for carriers
of the CC genotype (all p-values < 0.005). Furthermore, relapse occurred with a
lower frequency among CC patients. Statistically significant differences were not
observed between T heterozygotes and homozygotes. However, the rate of SVR
was higher among CT patients (42%) than among TT subjects (32%) and the

relapse rate was lower (34% vs. 49%).
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Figure 2. Association between IL28B genotype and three-level treatment outcome

in chronic HCV patients. The rates of null virological response (NVR), relapse and
sustained virological response (SVR) are shown. Odds ratios (OR) and 95%
confidence intervals are for IL28B CC vs. CT/TT genotypes, comparing SVR
patients to relapsers and relapsers to NVR patients. The p value shown is for the
effect of the IL28B CC genotype in a univariate logistic regression analysis.

Figure 2 shows the proportion of CC and non-CC genotypes among

patients who reached SVR, relapsers and non-responders. The frequency of the

45



IL28B CC genotype in the relapse group was between the frequencies observed
for the SVR and NVR groups. Statistically significant differences with univariate
analysis were found between patients who reached SVR and relapsers (p = 0.01;
OR= 3.3, Cl = 1.23-10.28) but not between relapsers and end-of-treatment non-
responders, suggesting that the 1L28B CC genotype influenced SVR but could not
be used to accurately distinguish patients who would relapse from those with NVR
(p =0.173; OR = 2.83, Cl = 0.57-18.05). After adjustment for age, gender, stage of
liver fibrosis and viral load with multivariate analysis, the difference remained

statistically significant (Table 3).

Table 3
Association between IL28B genotype and three-level treatment outcome with

multivariate analysis adjusted for age, gender, viral load and stage of liver fibrosis.

Variable OR 95% ClI p-value

SVR x RELAPSE

Age (years) 0.974 0.938-1.010 0.155
Sex, male 1.976 0.928-4.210 0.077
Viral load < 600,000 IU/mL 0.201 0.115-0.735 0.009
Fibrosis 1.343 0.620-2.905 0.454
IL28B CC genotype 3.981 1.381-11.480 0.011
RELAPSE x NVR

Age (years) 1.031 0.99-1.073 0.137
Sex, male 0.842 0.385-1.840 0.666
Viral load < 600,000 IU/mL 1.243 0.431-3.586 0.687
Fibrosis 0.354 0.168-0.748 0.007
IL28B CC genotype 2531 0.531-12.062 0.244
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4. Discussion

Chronic hepatitis C has been recognized as a progressive fibrotic liver
disease. However, little is known about the molecular and cellular mechanisms
responsible for inter-individual heterogeneity in the virological response to PEG-
IFN/RBV treatment in patients infected with HCV genotype 1. A better
understanding of these mechanisms may facilitate treatment strategies and delay
disease progression, especially for patients who fail to achieve SVR after
undergoing current standard therapy.

IL28B gene encodes a protein also known as IFN lambda 3 that is thought
to suppress the replication of various viruses, including HCV.*>*® A polymorphism
near the IL28B gene on chromosome 19, rs12979860, has recently been
described as a determining factor in the response to treatment, with the CC
genotype carrying a more favorable prognosis than the CT and TT genotypes. The
frequency of the C allele at that genome position may vary depending on
geographical region and ethnic group.!” The Brazilian genetic structure is
considered to be quite complex and is one of the most heterogeneous in the world
due to the ethnic admixture of people classified in European-derived, African-
derived, Brazilian Mulattos and Asian-derived according to their ethnicity.*® In this
study, the first to investigate a large number of Brazilian patients, the frequency of
the C allele, assessed in a cohort of 263 patients with liver fibrosis due to infection
with HCV genotype 1, was 39%, a number lower than those reported from Europe,
Asia and Oceania, and similar to those observed in Africa.*”° This finding may be
due to the large proportion of African descendants in the Brazilian population.

The present study confirmed that IL28B polymorphism is a good predictor of
SVR, independent of other factors. Indeed, SNP rs12979860 was strongly
associated with response to standard-of-care PEG-IFN/RBV therapy, as
demonstrated by higher virological response rates at weeks 12, 48 and 72, and
lower rates of post-treatment relapse. The findings of the present work are
consistent with previous reports demonstrating that PEG-IFN/RBV therapy is more
effective in blocking the production of HCV in patients with the 1L28B CC genotype

and showing that patients with the CC genotype had increased the rate of viral
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decline than those with the CT or TT genotypes, with higher rates of SVR.?*?2

Here, the SVR rate was 76% for patients with the CC genotype and 38% for those
with the CT or TT genotypes. Even so, the SVR rate for non-CC patients was
higher than the rates reported for Caucasian (23%), African-American (9%)° and
European (28%) patients.?®

These findings, together with the results of GWAS studies'*™*?

, may provide,
in the near future, a rationale for the development of prognostic tests and
customized IFN-based therapies for chronic hepatitis C. Well-adapted therapies
should be based on baseline characteristics of the patient and a response-guided
approach. The presence of the IL28B CC genotype should indicate a high
probability of achieving SVR. In contrast, patients with non-CC genotypes, those
with other predictors of poor response, such as advanced fibrosis or high viral
load, would be unlikely to achieve SVR. Results obtained by us and others may be
used to implement PEG-IFN/RBV treatment regimen or to wait for more effective
therapeutic protocols such as those currently in development that are based on
HCV protease and polymerase inhibitors.?*?

In conclusion, IL28B genotype appears to be, based on current knowledge,
the strongest predictor of SVR with PEG-IFN plus RBV therapy in treatment-naive
patients infected with HCV genotype 1. Recent important genetic findings related
to antiviral response in patients with chronic hepatitis C suggest that customized
therapy is likely to be implemented in the near future. Further clinical trials are
needed to determine whether HCV genotype 1-infected patients with the favorable
IL28B CC genotype could be treated for a shorter duration with equal clinical
benefit, which would reduce the cost of long-term treatment as well as the burden

of associated adverse effects.
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Capitulo 3

Polimorfismos no promotor do fator de necrose tumoral alfa
(TNFa) sao preditores de auséncia de resposta virolégica
na terapia da infeccao crénica pelo virus da

hepatite C entre pacientes brasileiros
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CAPITULO 3. Polimorfismos no promotor do fator de necrose tumoral alfa
(TNFa) sao preditores de auséncia de resposta virolégica na terapia para

infeccdo cronica pelo virus da hepatite C entre pacientes brasileiros

Autores: Tarciana Grandi, Claudia Maria Dornelles da Silva, Karine Medeiros
Amaral, Paulo Dornelles Picon, Cintia Costi, Nicole Nascimento da Fré, Marilu

Fiegenbaum, Christian Niel e Maria Lucia Rosa Rossetti

Artigo submetido a publicagdo no peridodico BMC Medical Genetics.

Objetivo: Fatores genéticos tém sido associados com a histdria natural da
infeccdo por virus da hepatite C (HCV). Este estudo examinou se 0s
polimorfismos nos genes da interleucina 10 (IL10), proteina de resisténcia ao
Myxovirus 1 (MxA) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) poderia prever a
probabilidade de resposta sustentada a terapia antiviral em pacientes com
infeccao cronica pelo gendtipo 1 do HCV.

Métodos: A relacao entre os polimorfismos de base unica (SNPs) IL10 -1082 A/G,
MxA -123 C/A, MxA -88 G/T, TNF -308 G/A e TNF -238 G/A com o resultado da
terapia antiviral (combinacao interferon peguilado [PEG-IFN] alfa e ribavirina
[RBV] para hepatite C cronica, foi estudada em 114 pacientes que tiveram uma
resposta viroldgica sustentada (SVR) e em 149 nao respondedores (NR).
Resultados: Ser portador do alelo A em um ou em ambos os polimorfismos do
gene TNFa foi significantemente associado com auséncia de resposta virologica
(51.3% vs. 24.0% na posicao -308 e 62.1% vs. 23.9% na posicdo -238, P <
0.001). A analise de regresséao logistica multipla dos diplétipos do gene TNFa
mostrou que individuos com duas ou mais coOpias do alelo A apresentaram
aumento significante do risco de ter auséncia de resposta viroldgica (P < 0.001;
OR 16.43; Cl 5.70-47.34) e de ter recidiva (P = 0.001; OR 6.71; Cl 2.18-20.66).
N&o houve associacao para os outros SNPs estudados.

Concluséo: Os dados reportados destacam que os polimorfismos do promotor do

gene TNFa estdo associados a resposta ao tratamento com PEG-IFN/RBV e
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podem ser utilizados como uma ferramenta de utilidade clinica para discriminar os

pacientes que iniciam tratamento para hepatite C.

Keywords: TNFa; polimorfismos; HCV; resposta viroldgica
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Aim: Host genetic factors have been reported to influence the natural history of
hepatitis C virus (HCV) infection. This study examined whether polymorphisms in
cytokines interleukin 10 (IL10), myxovirus resistance protein 1 (MxA) and tumor
necrosis factor-alpha (TNFa) genes would predict the likelihood of a sustained
response to antiviral therapy in patients with HCV genotype 1 chronic infection.
Methods: The relationships between single nucleotide polymorphisms (SNPs) IL10
-1082 A/G, MxA -123 C/A, MxA -88 G/T, TNFa -308 G/A and TNFa -238 G/A, and
outcome of antiviral therapy (combination of pegylated interferon [PEG-IFN] alfa
and ribavirin [RBV]) for chronic HCV infection, were studied in 114 patients who
had a sustained virological response and in 149 non responders.

Results: Carrying the A allele at one or both TNFa gene polymorphisms was
significantly associated with a null virological response to treatment (51.3% vs.
24.0% at position -308 and 62.1% vs. 23.9% at position -238, P < 0.001). Multiple
logistic regression of TNFa diplotypes showed that individuals with two or more
copies of the A allele exhibited a more significant increased risk of having a null
virological response (P < 0.001; OR 16.43; Cl 5.70-47.34) and relapsing (P =
0.001; OR 6.71; CI 2.18-20.66). No significant association was found for the other
SNPs under study.

Conclusion: The reported data highlight that TNFa promoter polymorphisms are
associated to the response to PEG-IFN/RBV therapy and may be used as a tool of

clinical utility to discriminate patients who start hepatitis C treatment.

Keywords: TNFa; polymorphisms; HCV; virological response
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Background

Infection with hepatitis C virus (HCV) has many clinical outcomes that range from
viral elimination to the development of end-stage liver disease and hepatocellular
carcinoma. Also patterns of response to interferon-based anti-HCV therapy are
different from person to person [1,2].

HCV genotype is the most prominent association with the outcome of
therapy since genotype 1 is much less sensitive to treatment than genotypes 2
and 3. HCV clearance, or sustained virological response (SVR), defined as having
no detectable HCV RNA six months after stopping pegylated interferon (PEG-IFN)
alfa and ribavirin (RBV) treatment, occurs in less than 50% of the patients infected
with genotype 1 [3,4].

On the other hand, it is known that inter-individual genome variations
contribute considerably to the differences observed in natural susceptibility to
specific microorganisms, to the disease outcome once infection is established, and
to the therapeutic response when the infectious disease is pharmacologically
treated. In particular, several studies have addressed the role of host factors in
spontaneous clearance, fibrosis progression and response to combined therapy
against HCV infection [5,6].

It has been shown that the development and resolution of an inflammatory
process is regulated by a complex interplay among cytokines that have pro- and
anti-inflammatory effects. Regulatory mechanisms that control the production of
cytokines include genetic polymorphisms in particular promoter regions.
Polymorphisms may directly or indirectly modulate the benefits of antiviral therapy,
thereby influencing the outcome of the disease [5].

Interleukin 10 (IL10) is a cytokine that is important to the immune response
to HCV through its downregulation of the Thl response and suppression of the
secretion of pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor-alpha
(TNFa) and interferon-y [1]. Heterogeneity in the promoter region of the IL10 gene
has been reported to have a role in determining the initial and sustained response
of chronic hepatitis C to IFN-a therapy [7,8].

Tumor necrosis factor-alpha is a potent pro-inflammatory cytokine and

antagonist of IL10. The TNFa gene promoter polymorphisms at positions -308 and
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-238 are the most well-characterized TNFa polymorphisms and have been shown
to influence TNFa expression [9]. TNFa promoter polymorphisms have been
reported to be associated with the pathogenesis of acute and chronic HCV
infection, the persistence of the virus, and the response to IFN-a therapy [1,10].

The human myxovirus resistance protein 1 (MxA) is a key mediator of the
interferon-induced antiviral response against a wide range of single-stranded RNA
viruses. Polymorphisms in the MxA gene promoter have been associated with
both spontaneous resolution to hepatitis C infection and a favorable response to
hepatitis C treatment [11-13].

The aim of the present study was to determine the relevance of IL10, TNFa
and MxA gene promoter polymorphisms to the outcome of HCV infection and

response in PEG-IFN treatment-naive patients in southern Brazil.

Methods

Patients

Patients from this study were recruited from September 2008 to August 2009 at a
public center for injectable drug administration and monitoring in Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brazil. To receive free anti-HCV treatment, the patients had to
fulfill the conditions of the Brazilian Ministry of Health. To be enrolled in the study,
patients had to be infected with HCV genotype 1 and naive for PEG-IFN therapy.
Overall, 299 patients received the standard dose of PEG-IFN 2a or 2b (180 ug or
1.5 pg/kg, respectively) plus RBV (1,250 or 1,000 mg/day for body weight higher
or lower than 75 kg, respectively). The normal duration of antiviral therapy was 48
weeks. However, treatment was interrupted after 12 weeks for non-responders
(see below). Data analysis was not possible for 36 subjects because of
interruption of treatment due to severe side effects or other reasons. Results from
263 patients were therefore analyzed. Demographic, biochemical and histological
data were collected from the patients clinical charts. Written informed consent was
obtained from each patient. The study protocol was conducted in accordance with

the provisions of the ethical guidelines of the Declaration of Helsinki, and was
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approved by the Research Ethics Committee of the Public Health School of Rio

Grande do Sul, Brazil.

Analysis of polymorphisms in the IL10, TNFa and MxA genes

Gene promoter polymorphisms were assessed for IL10 (position -1082,
rs1800896), TNFa (positions -308, rs1800629, and -238, rs361525) and MxA
(positions -123, rs17000900, and -88, rs2071430).

Genomic DNA was extracted from dried blood samples preserved in FTA
elute cards (Whatman Bioscience, Cambridge, UK) following the manufacturer's
instructions. The polymorphisms were detected by direct sequencing of PCR
products (both strands) using the BigDye Terminator v1.1 cycle sequencing kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Table 1 shows the sequences of the
oligonucleotide primers used in the PCR assays.

Follow-up of the patients

HCV load of the patients was used to determine the response to PEG-IFN/RBV
therapy. Early virological response was defined as an at least 2-log reduction in
viral load at 12 weeks. Continued absence of detectable virus by conventional
PCR at 48 weeks of treatment is referred to as end of treatment response (ETR).
Sustained virological response (SVR) was assessed 24 weeks after treatment
conclusion (week 72). Relapse was defined as having detectable HCV RNA levels
during follow-up evaluations in patients who had achieved an ETR. Finally, all
other patterns of HCV RNA results were classified as virologic nonresponse (NR)
[14].

Stage of liver fibrosis was scored according to the METAVIR scoring
system (FO-F4) and coded as a three-level variable (FO-F2, mild/moderate; F3-F4,
severe; Cirrhosis) for analysis. Serum HCV RNA levels were classified as low (<
600,000 IU/mL) or high (= 600,000 IU/mL) viral load for analysis.
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Table 1 The positions, polymorphisms, primer sequences and PCR conditions in
IL10, TNFa and MxA genes

Oligonucleotide primers PCR conditions Ref.
Gene Polymorphisms
Sense Sequence 5 - 3
IL10 -1082 A/IG Sense  ATCCAAGACAACACTACTAA 95°C 5 min; 95°C  [31]
Antisense  TAAATATCCTCAAAGTTCC 40 s, 66°C 1 min,
72°C 30 s (35 x);
72°C 7 min
TNFa -308 G/A and Sense CAAACACAGGCCTCAGGACTC 94°C5min; 94°C  [32]
-238 G/A Antisense AGGGAGCGTCTGCTGGCTG 30s,54°C 45,
72°C 30 s (35X);
72°C 7 min
MxA  -123 C/A and Sense  TGAAGACCCCCAATTACCAA 94°C 5 min; 94°C  [13]
-88 G/IT Antisense  CTCTCGTTCGCCTCTTTCAC 30 s, 60°C 30 s,
72°C 1 min (40X);
72°C 7 min

Statistical analysis

Allele frequencies were estimated by gene counting. Both deviation from Hardy-
Weinberg equilibrium and allelic distributions between groups were assessed by y?
tests or, when appropriate, by Fisher's exact test using the GraphPad InStat
software version 2.04a (GraphPad Software, San Diego, CA). Haplotypes and
linkage disequilibrium (D) were estimated using the ARLEQUIN software (version
3.1) [15]. D theoretical maximum (Dmax), and D’ (D/Dmax) values were calculated as
described by Lewontin [16]. Univariate logistic regression analyses were used to
determine the predictors of treatment success. Age, gender, baseline viral load
and cirrhosis and IL28B SNP were included in a multivariate logistic regression
model to estimate adjusted odds ratios and 95% confidence intervals. Mean
adjusted variables were compared among TNFa genotypes and haplotypes by
ANOVA or Student’s t-test. The general linear model was used to test the
association of TNFa polymorphisms and virological response. A multiple logistic

regression analysis was carried out to estimate the odds ratios (OR) with 95%
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confidence intervals. The statistical analysis was performed using the SPSS v.16.0

(SPSS Inc., Chicago, IL) statistical package.

Results

Virological response to treatment

Two hundred and sixteen out of 263 (82%) patients showed early virological
response, and 178 of them (65%) reached ETR (not shown). During follow-up
evaluations, 35% (64/178) of patients who had achieved ETR were classified as
relapsers. Table 2 shows the sustained virological response rates after PEG-
IFN/RBV therapy according to the characteristics of the patients. The mean age of
the patients was 50.4 years, and 152/263 (58.6%) were male. Overall, 114
(43.3%) patients experienced an SVR, and 149 (56.7%) did not. No significant
differences were observed with respect to gender, age or alanine
aminotransferase (ALT) levels between the SVR and non-SVR groups, although
the mean age of the SVR patients was slightly lower. As expected, responders to
PEG-IFN/RBV treatment had a significantly lower viral load (P = 0.001). The
stages of liver fibrosis showed no significant correlation between groups FO-F2
(mild/moderate fibrosis) and F3-F4 (severe). However, when comparing patients
with cirrhosis to the others, the first ones had a tendency to be non-responders (P
=0.121).
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Table 2 Sustained virological response rates after PEG-IFN/RBV therapy according to the characteristics of the

patients
All Non-SVR SVR P value
n =263 n =149 n=114
Age (years, mean = S.D.) 50.4 £ 10,7 50.8 £10,1 489+ 115 0.435
Sex, male (%) 152 (58.6) 92 (61.7) 62 (54.4) 0.257
ALT level (IU/L, mean + S.D.) 96.3+71.9 97.2+70.8 95.2+73.5 0.827
Viral load (%)
< 600,000 IU/mL 56 (21.8) 20 (13.8) 36 (32.1) 0.001
> 600,000 IU/mL 201 (78.2) 125 (86.2) 76 (67.9)
METAVIR fibrosis stage (%)
FO-F2 146 (60.1) 80 (58.0) 66 (62.9) 0.509 (FO-F2 vs. F3-F4)
F3-F4 97 (39.9) 58 (42.0) 39 (37.1)
Cirrhosis 41 (16.9) 28 (20.3) 13 (12.4) 0.121 (cirrhosis vs. others)

SVR, sustained virological response; ALT, alanine aminotransferase; METAVIR scoring: FO-F2, mild/moderate; F3-F4, severe

and cirrhosis.
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IL10, MxA and TNFa polymorphisms and PEG-IFN/RBV response

The distribution of genotypes was consistent with the proportions expected under
Hardy-Weinberg equilibrium. The associations between polymorphisms and
treatment response are shown in Table 3. [L10 (-1082 A/G promoter)
polymorphisms were found to be AA, AG and GG in 132 (44.1%), 120 (40%) and
47 (15.7%) of the patients, respectively. No significant differences were detected
in the distribution of the IL10 genotypes between the treatment response groups,
although SVR was more frequent among carriers of the GG genotype (52.3%). As
well, analyses of two bi-allelic polymorphisms in the MxA gene (-123 C/A promoter
and -88 G/T promoter) did not show any significant association between genotype
and PEG-IFN/RBYV treatment response. Genotypes GG, GA and AA in TNFa -308
promoter were found in 199 (69.3%), 79 (27.5%) and 8 (2.7%) patients,
respectively. At position -238, the corresponding distribution was 225 (78.4%), 57
(19.0%) and 4 (1.4%), respectively. Therefore, the frequency of the G allele was
83% at position -308 and 89% at position -238. The occurrence of A allele in both
TNFa gene polymorphisms was significantly associated with a null virological
response to therapy with PEG-INF/RBV (P < 0.001), with a frequency of SVR
higher among patients with GG genotype. The rate of relapse showed little
difference between the genotypes. A synergy was observed when combined effect
of polymorphisms -308 and -238 was analyzed, with 80.6% of non responders in

the presence of two or more copies of the A allele (P < 0.001).
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Table 3 Genotype frequencies of IL10, MxXA and TNFa polymorphisms in

patients with SVR, relapsers and non-responders (NR)

Polymorphisms SVR Relapse NR P value
n (%) n (%) n (%)
IL10 -1082
AA 45 (39.5) 35(30.7) 34 (29.8) 0.247
AG 46 (43.8) 21 (20.0) 38 (36.2)
GG 23(52.3) 8(18.2) 13 (29.5)
MxA -123
CcC 94 (44.5) 51(24.2) 66 (31.3) 0.777
CA + AA 20 (39.2) 13(25.5) 18(35.3)
MxA -88
GG 91 (45.0) 47 (23.3) 64 (31.7) 0.577
GT+TT 23 (37.7) 17(27.9) 21(34.4)
TNFa -308
GG 91 (49.7) 48 (26.2) 44 (24.0) <0.001
GA + AA 23(28.7) 16 (20.0) 41(51.3)
TNFa -238
GG 101 (49.3) 55(26.8) 49 (23.9) <0.001
GA + AA 13(22.4) 9(155) 36 (62.1)
TNFa -308/-238 diplotypes
G-G/IG-G 81(52.9) 40 (26.1) 32(20.9) <0.001
Diplotypes with one risk allele 28 (35.4) 23(29.1) 28(35.4)
(G-G/G-A or G-G/A-G)
Diplotypes with two or more A 5(16.1) 1(3.2) 25 (80.6)

alleles *

* Possible combinations: G-A/A-G or G-A/A-A or A-G/A-A or A-A/A-A.
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TNFa polymorphisms are independent predictors of null virological
response

A logistic regression analysis was performed to estimate if TNFa genotypes and
diplotypes are independent predictors of null virological response or relapsing.
Multivariate model was designed with known important covariates as age, gender,
baseline viral load and cirrhosis. Besides, 1L28B SNP (rs 12979870) has received
considerable interest for their association with SVR when treating patients of HCV
genotype-1 with PEG-IFN/RBV. In a recent study [17], IL28B was a strong
predictor of SVR. Therefore the polymorphism was also added as a covariate. The
adjusted odds ratios for both polymorphisms at positions -308 and -238 and for -
308/-238 diplotypes are shown in Table 4, which shows the results obtained 24
weeks after treatment conclusion (72 weeks, SVR versus Relapse) along with
those after 48 weeks of therapy (ETR versus NR).

After adjusting for the confounding effects, the results showed that carriers
of A allele at positions -308 or -238 exhibited a more significant increased risk of
having a null virological response (P = 0.001; OR 2.58; CI 1.44-4.63 and P <
0.001; OR 7.33; Cl 3.59-14.93, respectively) and relapsing (P = 0.001; OR 2.87; CI
1.51-5.44 and P = 0.001; OR 4.20; CI 1.93-9.10). Analysis with a non-adjusted
logistic model also revealed an increased risk in these groups (see footnote of
Table 4).

Since the genetic effect on treatment outcomes was associated with the
presence of both single polymorphisms, we considered a possible combined effect
of TNFa gene polymorphisms -308 and -238. Diplotype frequencies for all four
TNFa gene polymorphisms were estimated using a maximum likelihood method.
Polymorphisms are in linkage disequilibrium (D’ > 0.31, P = 0.00002) and the
haplotypes frequencies were: 76.8% for G/G, 7.6% for G/A, 11.8% for A/G and
4.9% for A/A. Haplotype combinations (diplotypes) were assessed in terms of
response to PEG-IFN/RBYV at the end of treatment (48 weeks) and after the follow-
up evaluation in patients who had achieved SVR (72 weeks). Multivariate model
showed a synergistic effect of -308/-238 polymorphisms on treatment outcomes.
Individuals with two or more copies of the A allele at positions -308 and -238 (G-
A/A-G or G-A/A-A or A-G/A-A or A-A/A-A) exhibited a more significant increased
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risk of having a null virological response (P < 0.001; OR 16.43; Cl 5.70-47.34) and
relapsing (P < 0.001; OR 6.71; CI 2.18-20.66).

Table 4 Logistic regression model adjusted by age, gender, baseline viral load and

cirrhosis for association between TNFa genotype or haplotype and virological

response
Adjusted OR (CI) P value
SVR versus Relapse
TNFa -308
GA+AA ? 2.87 (1.51-5.44) 0.001
Age 1.01 (0.99-1.04) 0.208
Sex, male 0.55 (0.30-0.99) 0.047
Viral load = 600,000 Ul/mL 3.71 (1.86-7.39) <0.001
Cirrhosis 2.12 (0.94-4.76) 0.069
IL28B 6.29 (2.67-14.82) <0.001
TNFa -238
GA+AA° 4.20 (1.93-9.10) <0.001
Age 1.01 (0.98-1.04) 0.259
Sex, male 0.64 (0.35-1.16) 0.146
Viral load = 600,000 Ul/mL 3.55 (1.78-7.10) <0.001
Cirrhosis 2.32 (1.02-5.26) 0.043
IL28B 6.75 (2.77-16.42) <0.001
TNFa -308/-238
Diplotypes with one risk allele 2.68 (1.41-5.11) 0.003
(G-G/G-A or G-G/A-G)
Diplotypes with two or more A 6.71 (2.18-20.66) 0.001
alleles *
Age 1.01 (0.98-1.04) 0.235
Sex, male 0.58 (0.31-1.05) 0.075
Viral load = 600,000 Ul/mL 3.88 (1.92-7.86) <0.001
Cirrhosis 2.24 (0.97-5.15) 0.056
IL28B 6.53 (2.72-15.68) <0.001
ETR versus NR
TNFa -308
GA+AA ¢ 2.58 (1.44-4.63) 0.001
Age 0.99 (0.97-1.02) 0.929
Sex, male 0.74 (0.41-1.34) 0.323
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Viral load = 600,000 Ul/mL 2.59 (1.20-5.60) 0.015

Cirrhosis 2.32 (1.11-4.84) 0.024
IL28B 6.94 (2.01-23.91) 0.002
TNFa -238

GA+AA ¢ 7.33 (3.59-14.93) <0.001
Age 0.99 (0.96-1.02) 0.636
Sex, male 0.91 (0.49-1.71) 0.788
Viral load = 600,000 Ul/mL 2.85 (1.26-6.44) 0.012
Cirrhosis 2.84 (1.30-6.17) 0.008
IL28B 9.22 (2.47-34.43) 0.001
TNFa -308/-238

Diplotypes with one risk allele 1.88 (0.99-3.56) 0.052
(G-G/G-A or G-G/A-G)

Diplotypes with two or more A 16.43 (5.70-47.34) <0.001
alleles *

Age 0.99 (0.97-1.02) 0.948
Sex, male 0.75 (0.40-1.41) 0.385
Viral load = 600,000 Ul/mL 2.79 (1.22-6.36) 0.014
Cirrhosis 2.60 (1.20-5.61) 0.015
IL28B 7.10 (1.98-25.34) 0.003

Cl, confidence interval; OR, odds ratio; (a) Non adjusted OR 2.45 (P 0.002); (b)
Non adjusted OR 3.36 (P <0.001); (c) Non adjusted OR 2.69 (P <0.001); (d) Non
adjusted OR 5.71 (P <0.001); * possible combinations: G-A/A-G or G-A/A-A or A-
G/A-A or A-A/A-A.

Discussion

Host immune responses and genetic background have been shown to play crucial
roles in HCV infection pathogenesis and interindividual heterogeneity of the
disease outcome [18]. Cytokine production varies among individuals, and
variations are associated with SNPs located in the coding and promoter regions of
cytokine genes [19]. TNFa, in particular, has been reported to play a critical role in
the host immune response to HCV infection [10,20].

The TNFa gene promoter has been shown to contain numerous binding
sites for transcriptional factors, suggesting that the presence of a polymorphism
might directly influence transcriptional regulation of the TNFa gene. However,
some studies have shown a significant association, while others did not [10,21-23].

Currently, the G/A genotypes associated with the two TNFa promoter
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polymorphisms at positions -308 and -238 are the best characterized. Hohler et al.
[20] reported an association between the A allele of polymorphism G/A at position
-238 and chronic hepatitis C, suggesting that this polymorphism may contribute to
viral persistence. Dai et al. [10] suggested that TNFa polymorphism at position -
308 may be an independent predictor of treatment failure in patients treated with
the combination of IFN-alpha and RBV. However, studies conducted in United
States, Ireland and Japan have been unable to identify association between TNFa
genetic polymorphisms and histological severity or response to antiviral therapy
[21-23]. In the present study, a significant association was found between these
two polymorphisms and SVR rates after combination therapy with PEG-IFN/RBV.
Furthermore, it was found that both serum HCV RNA level and presence of the A
allele were independent predictors of SVR in patients infected with HCV genotype
1. The disadvantage of having an A allele became more apparent when diplotype
frequencies for all four polymorphism combinations were considered. Carrying two
or more copies of the A may be valuable for predicting treatment difficulties. 1L28B
confirm that is a independent predictor of SVR and the polymorphisms studied
could be used as a tool of clinical utility to discriminate patients who start hepatitis
C treatment.

Polymorphisms in the cytokine IL10 promoter region have been associated
with a beneficial treatment response and, to a lesser extent, with spontaneous
resolution of HCV infection [7,24-26]. Here, no significant association was found
for IL10, although GG genotype at position -1082 was more prevalent among
patients who responded to PEG-IFN/RBV therapy (52.3%) than among non-
responders (29.5%) and relapsers (18.2%). In a similar manner, previous
investigations have reported that GG genotype does influence neither HCV
outcome nor response to PEG-IFN/RBYV therapy [22,27].

Infection with HCV leads to a rapid type | IFN response within the liver.
Antiviral proteins involved in the type | IFN pathway, such as MxA protein, together
with pro-inflammatory cytokines have been associated with treatment response in
patients with genotype 1 chronic HCV infection [11,12]. Previous studies have
reported that MxA polymorphisms are important in predicting the IFN response

among patients with chronic HCV infection [12,13,28]. In this study the presence of
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the polymorphisms, -123 C/A and -88 G/T, in the MxA gene promoter, were not
correlated with response to PEG-IFN/RBV therapy.

Differences among studies on the relationships between SNPs and IFN
response might be due to the human genetic diversity and the type of therapy
(monotherapy with IFN alone vs. combination therapy with ribavirin). It is
noteworthy that the genetic structure of the Brazilian population is considered as
one of the most heterogeneous in the world, due to the ethnic mix of the
population resulting of five centuries of massive interethnic crosses between
peoples from different continents [29,30]. Skin colour is only one of the many
physical characteristics of the individuals. In this manner, to classify patients into
black and white subjects would not be so relevant when working with Brazilian

populations.

Conclusions

In conclusion, results from this study corroborate that response to PEG-IFN/RBV
therapy may be associated, at least in part, with host genetic factors, particularly
TNFa promoter polymorphisms. Studies on the effects of other genes, either
acting alone or not, and on environmental factors, will be necessary to confirm
these associations. Further studies will also provide a better understanding of the
host immune response to HCV and help in the development of better therapeutic
strategies.
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Discusséo Geral e Perspectivas

A infeccéo pelo virus da hepatite C leva a doenca crbnica do figado e afeta
milhdes de individuos em todo o mundo. No entanto, embora o tratamento da
infeccdo cronica causada pelo HCV tem sido extensivamente estudado, pouco se
sabe sobre o0s mecanismos moleculares e celulares responsaveis pela
heterogeneidade interindividual na resposta viroldgica ao tratamento em pacientes
infectados com HCV genotipo 1.

A resisténcia ao tratamento com PEG-IFN/RBV é superior a 50% em
pacientes infectados com HCV gendtipo 1 e tem sido atribuida a varios fatores
virais e a fatores inerentes ao hospedeiro. A carga viral, o estagio de fibrose e a
idade do paciente sao fatores que podem influenciar a resposta ao tratamento da
hepatite C. Além destes, a etnia tem se mostrado importante na resposta ao
tratamento da hepatite C (LISKER-MELMAN & SAYUK, 2007; MCHUTCHISON et
al., 2009).

Na populacéao analisada neste estudo, 43% dos pacientes tiveram SVR, um
ndamero superior aos pacientes Hispanicos e Latinos com HCV gendtipo 1, que
sdo considerados como uma populacdo dificil de tratar, com taxas de SVR
variando entre 14 e 34% (YU et al., 2009; FEUERSTADT et al., 2010). Em relagao
a carga viral pré-tratamento, pacientes respondedores ao tratamento com PEG-
IFN/RBV apresentaram carga viral significativamente inferior aos nao
respondedores. As diferencas nas taxas de resposta ao tratamento sustentam o
importante papel da genética do hospedeiro na resposta imune induzida durante a
terapia antiviral.

Ja estd comprovado que a resposta ao tratamento é dependente da
atuacao do sistema imunolégico do hospedeiro e este é geneticamente controlado
por diversos genes independentes que atuam de forma coordenada. O equilibrio
entre as citocinas Thl e Th2 é um dos mecanismos criticos para o controle da
resposta imune efetora nas doencas infecciosas virais ou ndo virais (CHEN et al.,
2007). Uma série de estudos tem examinado a importancia dos polimorfismos em
genes envolvidos no controle da infeccdo por HCV (BARRETT et al.,, 2003;
KNAPP et al., 2003; SUZUKI et al., 2004; DAI et al., 2006; GE et al., 2009).
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O presente estudo avaliou a possivel influéncia dos polimorfismos na
regido promotora dos genes da Interleucina-28B, Interleucina-10, Fator de
Necrose Tumoral alfa e proteina de resisténcia ao Myxovirus-1 na resposta a
terapia antiviral para o HCV.

O gene IL28B codifica a interleucina-28 que apresenta atividade antiviral
suprimindo a replicacdo de virus como o HCV. O polimorfismo, rs12979860,
localizado na proximidade deste gene foi relacionado com resposta ao tratamento.

O conhecimento mais detalhado das variacbes genéticas humanas
relacionadas com diferengas na progressao de doencas permitiu que os estudos
de associacdo gendmica ampla (GWAS) apontassem polimorfismos de base
Unica préximos ao gene da IL28B como preditores de resposta ao tratamento com
PEG-IFN/RBV (GE et al., 2009; SUPPIAH et al., 2009; TANAKA et al., 2009). No
estudo de GE e colaboradores (2009), que avaliou 1137 pacientes portadores de
HCV gendétipo 1 em individuos Europeu-Americanos, Africano-Americanos e
Hispanicos, o rs12979860 foi fortemente associado com SVR. O alelo T foi
associado a uma menor taxa de resposta virologica sustentada (26% nos
individuos genotipo TT e 79% naqueles com genadtipo CC) (GE et al., 2009). Os
resultados de GE et al. (2009) foram independentemente confirmados por dois
outros estudos, desenvolvidos por SUPPIAH et al. (2009) e por TANAKA et al.
(2009), que trabalharam com pacientes infectados por HCV de origem européia, e
de origem asiatica, respectivamente.

O primeiro estudo deste trabalho (Capitulo 2) confirmou que o
polimorfismo, rs 12979860, proximo ao gene IL28B é um bom preditor da SVR,
independente de outros fatores. Com relacdo a frequéncia dos genotipos,
observou-se que a distribuicéo foi diferente entre os desfechos do tratamento. O
genotipo CC foi fortemente associado com a resposta a terapia padrdo com PEG-
IFN/RBV como demonstrado pelo aumento das taxas de resposta virolégica nas
semanas 12, 48 e 72, além de menores taxas de recidiva pos-tratamento (CC vs
CT e TT: 84% vs 58% EVR, 92% vs EOTR 63%, e 76% vs 38% SVR, taxa de
recidiva (17% vs 40%).

A frequéncia do alelo C pode variar dependendo da regido geografica e do

grupo étnico estudado. De fato, a observacao de que o alelo C é menos frequente
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entre os individuos de ascendéncia africana (entre 23.1% e 54.8%) quando
comparado aos europeus (entre 52.9% e 85.7%) (THOMAS et al., 2009), poderia
explicar, em parte, a frequéncia do alelo C encontrada em nosso estudo, de 39%.
A estrutura genética brasileira é considerada bastante complexa e € uma das
mais heterogéneas do mundo, devido a mistura étnica da populacdo e também
devido a grande proporcdo de descendentes Africanos.

O capitulo 3 deste estudo examinou se polimorfismos nos genes da
interleucina 10 (IL10), proteina de resisténcia ao Myxovirus 1 (MxA) e fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) poderiam prever a probabilidade de resposta
virolégica a terapia antiviral em pacientes com infec¢éo cronica pelo gendétipo 1 do
HCV.

Tem sido demonstrado que o desenvolvimento e a resolugdo de um
processo inflamatorio é regulado por uma complexa interagdo entre citocinas que
possuem efeitos pré e anti-inflamatorios. O equilibrio entre estas citocinas pode
modular os beneficios da terapia antiviral e influenciar na evolucdo da doenca
(DOGRA et al., 2011).

O TNFa é uma citocina pro-inflamatdria que desempenha um papel critico
na resposta imune do hospedeiro na infec¢cdo por HCV (HOHLER et al., 1998; DAI
et al., 2006). Na regido promotora do gene TNFa, nas posi¢cdes -308 e -238,
foram descritas, substituicbes de guanina (alelo TNF -308G) por adenina (alelo
TNF -308A). O alelo A, menos frequente, tem sido associado com alta producao
da citocina TNFa. A regidao promotora do gene TNFa contém varios sitios de
ligacdo para fatores de transcricdo, sugerindo que a presenca de polimorfismos
nesta regiao poderia influenciar diretamente a regulacéo da transcricdo do gene
TNFa. Os polimorfismos G/A da regido promotora do gene TNFa, localizados nas
posicdes -308 e -238, sdo bem caracterizados e alguns estudos tem
correlacionado estas variantes genéticas com susceptibilidade a infeccdo pelo
HCV e a resposta ao tratamento com IFNa. No entanto, ha dados conflitantes na
literatura com relagdo aos polimorfismos no gene, enquanto alguns estudos
mostram associacgéo significativa, outros nédo a evidenciam (ROSEN et al., 2002;
BARRETT et al., 2003; DAl et al., 2006; KUSUMOTO et al., 2006).
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HOHLER e colaboradores (1998) relataram uma associacdo entre esses
dois polimorfismos e a susceptibilidade a infeccdo pelo HCV. No estudo, eles
investigaram o papel dos polimorfismos, nas posi¢coes -308 e -238, e os
resultados mostraram uma associacdo entre o alelo A, na posicao -238, e a
hepatite C cronica. Com isso, sugeriram que este polimorfismo pode ser um fator
genético do hospedeiro contribuinte para a persisténcia viral. Algum tempo
depois, DAI et al. (2006) revelaram que o polimorfismo da regido promotora do
gene, na posi¢ao —308, pode ser associado, pelo menos em parte, com fatores
genéticos do hospedeiro, como um preditor independente de falha ao tratamento
em pacientes tratados com a combinacgao de IFNa e RBV.

No presente estudo, que investigou o significado dos polimorfismos dos
genes envolvidos na resposta imune da infeccdo pelo HCV com a resposta
virologica a terapia com PEG-IFN/RBV na populagdo brasileira, foi encontrada
uma associac¢ao significativa dos polimorfismos da regido promotora, -308 e -238,
do gene TNFa. ApGs o tratamento com PEG-INF/RBV, o alelo A dos dois
polimorfismos estudados do gene TNFa foi significativamente associado a
auséncia de resposta viroldgica. Além disso, este estudo demonstrou que ambos
a carga viral de RNA de HCV e a presenca do alelo A foram preditores
independentes de SVR em pacientes com infeccdo por HCV genotipo 1. Neste
estudo, a desvantagem de ter o alelo A tornou-se mais evidente quando as
frequéncias dos haplétipos para os dois polimorfismos do gene TNFa foram
estimadas. A analise de regressao logistica multipla dos haplétipos do TNFa
apresentou um aumento mais significativo do risco de auséncia de resposta
virologica e de ter recidiva nos portadores de duas ou mais cépias do alelo A (-
308 GA/AA e/ou -238 GA/AA). Os resultados indicam que a resposta ao
tratamento com PEG-IFN/RBV pode ser associada, pelo menos em parte, com
fatores genéticos do hospedeiro, particularmente, em pacientes que herdaram
duas ou mais copias do alelo A nos polimorfismos analisados do promotor do
gene TNFa.

Uma das possiveis causas de resisténcia a terapia esta associada com a
habilidade das proteinas do HCV em modular a resposta imunoldgica atravées de

diferentes mecanismos, incluindo alteragbes na producdo da citocina
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antiinflamatéria IL10 (MANGIA et al.,, 2004; ABORSANGAYA et al.,, 2007). A
expressao de IL10 esta associada a presenca de polimorfismos no promotor do
gene da IL10 que tém sido associados com a resposta ao tratamento e, mais
fracamente, com resolucéo espontanea do virus (YEE et al., 2001; VIDIGAL et al.,
2002; KNAPP et al., 2003).

Neste estudo, foi analisada a possivel influéncia do polimorfismo
(rs1800896, posicéo -1082) na regido promotora do gene da IL10 na resposta a
terapia antiviral para o HCV. Nos pacientes participantes deste estudo, em
concordancia com os resultados de BARRETT et al (2003) e CHUANG et al.
(2009), ndo houve influéncia dos gendtipos do polimorfismo -1082 (G>A) na
resposta terapéutica, embora o gendtipo GG esteve mais prevalente nos
pacientes que responderam a terapia com PEG-IFN/RBV (52,3%) do que
naqueles nao-respondedores (29,5%) e recidivantes (18,2%). No entanto,
também existem estudos que confirmaram a associacao do polimorfismo com a
depuracédo viral ou resposta a terapia (YEE et al., 2001; KNAPP et al., 2003;
MANGIA et al., 2004).

Na literatura € possivel encontrar estudos avaliando a presenca dos
polimorfismos da regido promotora da IL10 na populagéo brasileira associados a
doencgas infecciosas. Entretanto, apesar da IL10 estar envolvida na resposta a
infecgcdo cronica pelo HCV, ndo ha estudos avaliando a influéncia dos
polimorfismos da regido promotora desse gene na resposta ao tratamento com
IFN-PEG/RBV na populagcdo de nosso estado, que possivelmente apresenta
caracteristicas genéticas distintas das encontradas em populacfes européias ou
norte-americanas.

A infeccao pelo HCV conduz a uma rapida resposta de IFN tipo I, que tem
como efeito principal a inducdo de genes com atividade antiviral. Proteinas
antivirais envolvidos na via do IFN tipo I, tais como a proteina MxA, juntamente
com citocinas pro-inflamatérias tém sido associadas com a resposta ao
tratamento em pacientes com infeccdo crénica por HCV gendtipo 1 (HIJIKATA et
al., 2000; 2001).

Pelo fato do HCV ser um virus de RNA fita simples e também porque o

7z

gene MxA tem um promotor que € ativado por IFN, este estudo avaliou se a
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presenca de dois polimorfismos no promotor do gene MxA, nas posic¢oes -123 C/A
e -88 G/T, sao relacionados com a resposta a terapia com PEG-IFN/RBV. O
presente estudo ndo encontrou associacdes entre a resposta do tratamento e os
gendtipos do gene MxA que foram analisados. No entanto, estudos prévios
relataram que os polimorfismos do gene MxA s&o importantes para auxiliar na
previsdo da resposta a terapia com IFN em pacientes com infec¢cdo por HCV. Nos
estudos de KNAPP et al. (2003) e HIGIKATA et al. (2001), os polimorfismos
genéticos foram associados a resposta ao tratamento em pacientes portadores de
HCV gendtipo 1: o gendtipo GG (posigcdo -88) e CC (posicdo -123) da regido
promotora do gene MxA esteve mais frequente nos pacientes ndo respondedores,
respectivamente. Noutro estudo, o polimorfismo da posicédo -88 (G/T) da regido
promotora do gene MxA foi um fator independente de resposta a terapia,
principalmente naqueles pacientes com baixa carga viral, onde a presenca do
alelo T esteve associada com maior probabilidade de SVR (SUZUKI et al., 2004).

As possiveis razfes para as diferencas nos resultados entre os estudos
sobre as relagcdes entre estes polimorfismos e a resposta ao tratamento pode ser
a existéncia de diversidade genética humana, além do tipo de terapia fornecido
aos pacientes (monoterapia de IFNa ou terapia em combinagcdo com ribavirina,
além do uso de PEG-IFN). Estudos adicionais com pacientes de varios grupos
etnicos, bem como com pacientes com varios graus de insuficiéncia hepatica, sdo
necessarios para confirmar estas associagées.

Em funcdo do importante papel biolégico dos genes que codificam
moléculas imunomoduladoras da resposta imune, incluindo as citocinas e
proteinas antivirais, o papel desempenhado por essas moléculas necessita de
maiores elucidagbes e estudos multicéntricos de associacdo gendmica ampla,
envolvendo um namero maior de individuos, poderdo contribuir para elucidar a
participacdo desses genes no clareamento viral e na resposta a terapia antiviral
na infeccéo pelo HCV.

Além disso, embora os efeitos dos polimorfismos de genes de citocinas
identificados em vérios estudos tém provado serem importantes na determinacao
dos desfechos virais, estudos sobre os efeitos de outros genes, quer

isoladamente ou interagindo com outros determinantes genéticos e fatores
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ambientais, irdo corroborar para confirmar estas associa¢cées. Novos estudos
também irdo fornecer uma melhor compreenséao da resposta imune do hospedeiro
para o HCV e auxiliar no desenvolvimento de melhores estratégias terapéuticas.

Com a entrada dos inibidores de proteases, Boceprevir e Telaprevir, no ano
de 2011, no Brasil, espera-se uma nova era de tratamento para 0s pacientes
portadores do gendtipo 1 do HCV, com taxas de cura significativamente maiores e
uma opcéo de cura para aqueles que ndo responderam a um tratamento anterior.
Novos medicamentos estardo disponiveis nos proximos anos, mas 0O UsoO
criterioso do Boceprevir e do Telaprevir no tratamento atual é de um valor
inestimavel para os infectados cronicamente com hepatite C, principalmente pela
seguranca no controle dos efeitos adversos.

Recentemente, foi publicado na revista “Alimentary Pharmacology and
Therapeutics” mais um consenso para auxiliar no tratamento da hepatite C. A
descoberta da associacdo de variantes alélicas proximas ao gene [L28B
associadas a resposta a terapia em pacientes infectados por HCV trouxe uma
série de novas possibilidades de estudo e conduta clinica de pacientes com
hepatitie C. No caso do Telaprevir, onde o paciente comeca a utilizar o
medicamento logo na primeira semana, a recomendacdo € que deveria ser
realizada a genotipagem do rs12979860, e caso 0 paciente obtivesse um
resultado de genodtipo CC poderia realizar o tratamento somente com interferon
peguilado e ribavirina, com o qual teria a mesma possibilidade de cura que se
utilizasse o Telaprevir (RAMACHANDRAN et al., 2012).

Os estudos acerca dos polimorfismos genéticos relacionados a resposta ao
tratamento da hepatite C s&o recentes, mas se mostram extremamente
promissores no auxilio da conducao dos pacientes cronicamente infectados pelo
HCV, principalmente no que se refere a uma questao primordial: a opg¢éo pelo
inicio do tratamento. H& consenso entre cientistas e médicos de que estudos
genéticos poderdo ser incorporados, muito em breve, as diretrizes de manejo da
infeccao cronica pelo HCV, na decisdo sobre inicio do tratamento principalmente

frente aos novos medicamentos que vem sendo desenvolvidos e testados.
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Os resultados obtidos no presente estudo fornecem evidéncias na
correlacdo dos polimorfismos genéticos humanos e o impacto significativo sobre a
resposta ao tratamento da hepatite C crénica com PEG-IFN/RBV.

Este estudo levantou algumas perspectivas para continuacdo deste
trabalho, principalmente em relacdo ao gene IL28B e a resposta ao tratamento.
Serédo analisados outros SNPs, tais como rs8099917 do gene IL28B e rs1127354
do gene ITPA, que tem sido associado ao uso de Ribavirina e o aparecimento de
anemia, um dos eventos adversos de maior intensidade nos pacientes em
tratamento com IFN-PEG/RBV.
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APENDICE 1. Texto informativo ao paciente sobre a coleta e pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Numero do prontuario: Protocolo N°:

Titulo do projeto: Estudo de polimorfismos genéticos e resposta ao tratamento com
interferon-alfa/ribavirina em pacientes com o virus da hepatite C

Financiamento: CDCT/FEPPS, FAPERGS
Investigador Principal: Msc. Tarciana Grandi

Objetivos e relevancia do estudo

O presente estudo visa analisar polimorfismos genéticos presentes nos pacientes
portadores do HCV e correlaciona-los com variaveis clinicas, bioquimicas e virolégicas, para
futuramente tragar diretrizes que auxiliardo nos rumos do tratamento.

A infeccao pelo Virus da Hepatite C (HCV) é considerada um grave problema de salde
publica, podendo levar ao desenvolvimento de hepatite crdnica, cirrose e cancer hepético. A
terapia padréo para infeccdo crbnica pelo HCV é baseada na combinacdo de interferon com
ribavirina. A resposta sustentada ao tratamento é conseguida quando o paciente alcanca niveis
indetectaveis de RNA do HCV, seis meses apos o término do tratamento. O tratamento da hepatite
C é efetivo em aproximadamente 80% dos pacientes com infec¢do por HCV gendtipos 2 ou 3, e
em menos de 50% nos pacientes com HCV genotipo 1. Embora o genétipo viral seja o principal
determinante da resposta ao tratamento em pacientes infectados pelo HCV, os fatores genéticos
do hospedeiro podem influenciar, tanto no curso natural da infeccdo, como na resposta ao
tratamento. O estudo da influéncia de variagGes genéticas nas respostas as drogas podera auxiliar
na identificacdo de quais pacientes se beneficiardo com uma data terapia, com um menor risco de
efeitos adversos, possibilitando uma terapia individualizada mais segura.

Procedimentos

Nos colaboradores que decidirem participar da pesquisa serdo coletadas trés gotas de
sangue por puncéao digital, que sera realizada no dedo anelar, sempre com agulhas descartaveis,
antecedido por antissepsia local com alcool e algoddo. A amostra de sangue sera utilizada para
realizacdo dos testes genéticos. Sera coletada apenas uma amostra de sangue do paciente,
independente da fase do tratamento que este se encontre. Os dados do paciente e os fatores de
risco que estdo associados ao adoecimento por hepatite C serdo consultados na Ficha
Farmacoterapéutica do banco de dados do CAMMI.

Local do Estudo

Os procedimentos de coleta de sangue e entrevista serdo realizados no Centro de
Aplicacdo e Monitorizacdo de Medicamentos Injetaveis (CAMMI) do RS do Hospital Sanatério
Partenon, em Porto Alegre. As analises genéticas serdo realizadas no CDCT (Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico da FEPPS).

Riscos e desconfortos

Os riscos e desconfortos aos participantes deste estudo sdo aqueles associados aos
procedimentos descritos acima. A coleta de sangue é de uma pequena quantidade (trés gotas) e
por isso dificilmente causara algum mal-estar geral.

Desisténcia na participacédo do estudo
A participagdo de cada individuo neste estudo é voluntaria, ou seja, quem ndo quiser
participar do estudo estara livre para fazé-lo. Se concordar em participar do estudo e mudar de
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idéia no decorrer do mesmo, da mesma forma, nao sofrera perdas relacionadas ao atendimento a
gue tem direito para seus problemas de saude.

Beneficios

Os procedimentos médicos aos quais o participante do estudo serd submetido poderdo
gerar novos conhecimentos cientificos com consequente melhoria do tratamento de pacientes que
estiverem contaminados pelo virus da hepatite C. O colaborador, caso desejar, podera tomar
conhecimento dos resultados obtidos nesta pesquisa.

Compensacéo financeira

Ndo havera nenhum pagamento aos pacientes que concordarem em participar da
pesquisa, bem como os participantes da pesquisa ndo terdo nenhum custo adicional relacionado
aos exames realizados.

Confidencialidade das informacdes

A identidade dos colaboradores do estudo sera considerada confidencial e sera somente
conhecida pela equipe envolvida no estudo, isto é, ndo seré permitido o acesso a terceiros. Todos
0s questionarios e materiais coletados seréo identificados através de um cédigo (nimero) criado
na entrada do estudo, este cddigo serd a Unica identificagdo utilizada no banco de dados do
estudo. Este banco sera utilizado para andlise dos dados e divulgacdo dos mesmos no meio
cientifico.

Perguntas e duvidas relacionadas ao estudo

Este termo de consentimento explica de forma clara o estudo que esti sendo proposto e
convida os individuos a participar. No entanto, se houver alguma ddvida, estas poderdo ser
esclarecidas pela equipe do estudo, através da Msc. Tarciana Grandi, em qualquer momento do
estudo, ou posteriomente, pelo telefone: 3352-0336.

Autorizacdo para estocagem de material bioldgico
Permito que minha amostra de sangue seja guardada para ser utlizada em outra

pesquisa, mediante protocolo de pesquisa autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FEPPS, desde que eu seja contatado para conceder ou ndo a autorizagdo para uso do material
em futuros projetos. Quando néo for possivel o contato com o colaborador, o fato serd justificado
perante o Comité de Etica e Pesquisa.

() Sim, permito.

() N&o permito que minha amostra seja utilizada em novos estudos.

() Desejo que minha amostra seja destruida, apés o fim do presente estudo.

O significado de sua assinatura

A sua assinatura abaixo significa que vocé entendeu a informagdo que |he foi fornecida
sobre o estudo e sobre este termo de consentimento. Se vocé assinar este documento significa
que vocé concorda em participar do estudo. Vocé receberd uma cépia deste termo de
consentimento.

Assinatura do Colaborador

Entrevistadora: Tarciana Grandi (Contato: 3352-0336) Data:

Obs.: O presente documento, baseado no item IV das diretrizes e normas regulamentadoras para pesquisa em Saude, do
Conselho Nacional de Saude (Resolucéo 196/96), sera assinado em duas vias, de igual teor, ficando uma via em poder do
voluntério ou de seu responsavel legal e outra com o pesquisador responséavel.
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APENDICE 2. Carta de aceitacdo condicional do artigo Response to treatment in
Brazilian patients with chronic hepatitis C is associated with a single-nucleotide

polymorphism near the interleukin-28B gene

Dear Dr. Rossetti:

We are please to inform you that submission manuscript entitled "Response to
treatment of Brazilian patients with chronic hepatitis C is associated to a
single nucleotide polymorphism near the interleukin-28B gene" received
favorable comments from the Editorial Board of the Memdrias do Instituto Oswaldo
Cruz.

The final acceptance of your manuscript depends on its adequacy to the Memorias
format/style and documents. Please check the following:

A) Please find attached the affidavit and copyright forms. The affidavit form must
be signed by each author. Authors from different countries or institutions may sign
in separate sheets containing the same basic statement (which may be sent by e-
mail to memorias@fiocruz.br) The copyright form must be signed and returned by
the corresponding author. Please send to memorias@fiocruz.br within 10 days.

B) To maintain high quality of our journal, all images in manuscript sent to
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz for publication, must follow these

characteristics:
1. TIFF file format
2. 300 dpi

3. Size up to 4Mb

We kindly ask the author to check if your figures are according to these
instructions. Please inform if any of the images have been previous published in a
Journal.

If you have a colour photograph (10 cm x 10 cm) that illustrates as aspect of the
present manuscript and would like to submit it for consideration to illustrate the
cover, please include it when you send the final version of the manuscript.

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of the Memoérias do
Instituto Oswaldo Cruz, we look forward to your continued contributions to the
Journal.

Sincerely,

Prof. Ricardo Lourenco

Handling Editor

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz
memorias@fiocruz.br

* AFFIDAVIT.doc (30.5 Kb) attached 28-Jul-2012
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APENDICE 3. Carta de confirmacdo de submissédo do artigo Tumor necrosis
factor-alpha promoter polymorphisms as predictors of null virological response in

therapy for chronic hepatitis C virus infection among Brazilian patients

Article title: Tumor necrosis factor-alpha promoter polymorphisms as predictors
of null virological response in therapy for chronic hepatitis C virus infection
among Brazilian patients

MS ID : 6389040177935868

Authors . Tarciana Grandi Mrs, Claudia MD Silva Mrs, Karine M Amaral Miss,
Paulo D Picon Mr, Cintia Costi Miss, Nicole N Fré Miss, Marilu Fiegenbaum Mrs,
Christian Niel Mr and Maria LR Rossetti Mrs

Journal  : BMC Medical Genetics

Dear Mrs Grandi

Thank you for submitting your article. This acknowledgement and any queries below
are for the contact author. This e-mail has also been copied to each author on the
paper, as well as the person submitting. Please bear in mind that all queries regarding
the paper should be made through the contact author.

A pdf file has been generated from your submitted manuscript and figures. We would
be most grateful if you could check this file and let us know if any aspect is missing or
incorrect. Any additional files you uploaded will also be sent in their original format for
review.

http://www.biomedcentral.com/imedia/6389040177935868 _article.pdf (192K)

For your records, please find below link(s) to the correspondence you uploaded with
this submission. Please note there may be a short delay in creating this file.

http://www.biomedcentral.com/imedia/1148171922793875 comment.pdf

If the PDF does not contain the comments which you uploaded, please upload the
cover letter again, click "Continue" at the bottom of the page, and then proceed with
the manuscript submission again. If the letter will not upload, please send a copy to
editorial@biomedcentral.com.

The submitting author can check on the status of the manuscript at any time by
logging into 'My BioMed Central' (http://www.biomedcentral.com/my).

In the meantime, if you have any queries about the manuscript you may contact us on
editorial@biomedcentral.com. We would also welcome feedback about the online
submission process.

Best wishes,

The BioMed Central Editorial Team
Tel: +44 (0) 20 3192 2013

e-mail: editorial@biomedcentral.com
Web: http://www.biomedcentral.com/
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