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RESUMO

Introducdo: As hepatites virais representam um importante problema de salde
publica, sendo uma das principais causas de morte e incapacidade em todo o
mundo. Estima-se que a maioria dos pacientes com hepatite C aguda torna-se
cronicos e podem evoluir para a fibrose e cirrose. A IL-28B é uma citocina também
chamada de interferon A3 (IFN-A3). As citocinas IFN-A s&o induzidas por infec¢des
virais e desempenham capacidade antiviral para alguns virus, como o0 virus da
hepatite C (VHC). Objetivos: Investigar a expressdo génica da IL-28B no tecido
hepético de pacientes portadores crénicos da infec¢do pelo VHC, correlacionando
com os aspectos clinicos e laboratoriais da infec¢ao. O estudo foi do tipo transversal
e analitico, realizado no ambulatério de doencas hepaticas do Hospital da Fundacéo
Santa Casa de Misericordia do Para (FSCMPA). A populacdo de estudo foi
composta por 21 individuos, sendo por portadores de hepatite C crénica (n=13) e 0
grupo controle (n=8). Os pacientes selecionados foram avaliados clinicamente e
submetidos a investigacdo complementar constando de exames clinicos,
laboratoriais, virologicos e histopatolégicos. Materiais e métodos: A quantificacdo
relativa do gene alvo e o célculo do intervalo de confianga foram realizados
utilizando o método CT Comparativo (AACT). Resultados: Houve menores niveis de
expressao génica no grupo com VHC quando comparados ao grupo controle, sendo
estatisticamente significativo (p=0,0109). Os niveis de expressdo génica foram
menores no grupo sem fibrose e no grupo com fibrose/cirrose do que no grupo
controle, sendo estatisticamente significativo (p=0,0378). A expressao génica foi
menor no grupo com inflamacgéo leve e no grupo com inflamagcdo moderada do que
no grupo controle, sendo estatisticamente significativo (p<0.05). N&o houve
diferencas estatisticas significativas entre a expressao génica e o estadiamento da
fibrose hepatica e o grau de inflamacgéo, e observou-se uma correlacdo positiva em
ambos (p=0,3804 e p=0,7476). Nao houve diferenca estatistica significativa entre a
expressao génica da e a enzima hepatica ALT no grupo controle e nem grupo com
VHC (p=0,4976 e p=0,1517), e observou-se uma correlacdo positiva em ambos os
grupos. Nao houve diferenca estatistica significativa entre a expressao génica da e a
enzima hepatica AST no grupo controle e nem no grupo com VHC (p=0,8397 e
p=0,6335), e observou-se uma correlacdo positiva no grupo com VHC e uma
correlacdo negativa no grupo controle. Nao houve diferenca estatistica significativa
entre a expressao génica e a enzima hepatica GGT no grupo controle e nem no
grupo com VHC (p=0,3956 e p=0,6167), e observou-se uma correlacdo negativa em
ambos os grupos. Concluséo: A expressao génica reduzida da IL-28B pode esta
associada com os aspectos clinicos da doenca hepatica na infeccdo crbnica pelo
VHC. O aumento progressivo da expressao génica da IL-28B pode contribuir para a
progressdo da doenca hepatica na infeccao pelo VHC. A quantificacdo da expressao
génica da IL-28B pode ser til para monitorar a infec¢cdo cronica pelo VHC e
colaborar no melhor entendimento do papel da IL-28B na defesa antiviral do
hospedeiro.

Palavras-chave: Virus da hepatite C; Pacientes portadores cronicos da infeccéo
pelo VHC; Expressao génica da IL-28B.
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1 INTRODUCAO

1.1 O VIRUS DA HEPATITE C (VHC)
1.1.1 Breve Histérico

A descoberta do virus da hepatite do tipo C foi primeiramente sugerida
por Prince et al. (1974), que relataram casos de hepatite pds transfusional em
pacientes submetidos a cirurgia cardiovascular. Nesses casos a sorologia se
revelou negativa a exposicdo ao virus da hepatite B, e os periodos de incubacao e
as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas também ndo se enquadravam ao virus
da hepatite A. Assim, para o controle da hepatite pds transfusional seria
indispensavel a identificacdo da existéncia de um possivel virus da hepatite do tipo
C.

Dienstag et al. (1977) utilizaram testes mais especificos para a deteccéo
de anticorpos contra o antigeno da hepatite A, e concluiram que os casos relatados
de hepatite pos transfusional ndo foram causados pelo virus da hepatite A,
sustentando assim, a evidéncia da existéncia de um possivel virus da hepatite que

passou a ser denominado Nao A e Nao B (NANB).

Finalmente, Choo et al. (1989) por meio da técnica de clonagem de
cDNA do plasma de chimpanzés infectados, utilizando bacteri6fagos Agtil,
constataram que os clones obtidos derivavam de um genoma de um virus de RNA
de cadeia simples e positiva; tamanho inferior a 80 nm de diametro com no minimo
10.000 nucleotideos e de envelope lipidico comprovado pela sensibilidade a
solventes organicos. Assim, sugeriram que o virus NANB pertencia aos membros da
familia Togaviridae ou Flaviviridae, e passou a ser denominado virus da hepatite C.
Entretanto, somente em 1991, o genoma completo do virus da hepatite C foi
descrito, assim como, a sua organizacao e diversidade genética (CHOO et al.,
1991).



1.1.2 Morfologia e o genoma do VHC

O virus da hepatite C (VHC) pertence a familia Flaviviridae e ao género
Hepacivirus (ICTV, 2015). A particula viral completa mede cerca de 50 nm de
didametro, sendo envelopado e de simetria icosaédrica, composto de RNA de fita

simples de polaridade positiva (CHOO et al., 1989; GOMES e NIEL, 2013) (Figura
1).

Glicoproteinas
do envelope

RNA

Envelope

Capsideo

Figura 1. Representacdo esquematica da particula do VHC (Adaptado de
Perkins, 2001).

O genoma possui aproximadamente 9,6 Kb, composto por duas
regides nédo traduzidas (UTR) nas extremidades 5 e 3’ e uma regidao de leitura
aberta (Open Reading Frame - ORF) que codifica uma poliproteina de 3.011
aminoéacidos (CHOO et al., 1991; GOMES e NIEL, 2013) (Figura 2).

5-UTR ORF 3’-UTR
o e | m | B2 |en| ws2 |

[ ns3 | NSda | NSab | Nssa | Nssb

LT_'l I I

IRES I |

Figura 2: Representacdo esquematica do genoma do VHC (Adaptado de Du e
Tang, 2016).



A poliproteina é clivada em 10 proteinas virais que sdo divididas entre
proteinas estruturais (Core (C) e E1 e E2) e as proteinas ndo estruturais (p7, NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (GOMES e NIEL, 2013; KHACHATOORIAN e
FRENCH, 2016). A proteina do Core (C) é a proteina do nucleocapsideo viral e as
proteinas E1 e E2 sdo glicoproteinas do envelope viral que estdo implicadas na
adsorcéo do virus (KHACHATOORIAN e FRENCH, 2016).

O gene que codifica a proteina p7 esta localizado entre os genes que
codificam a glicoproteina do envelope E2 e a proteina NS2. A proteina p7, também
chamada de viporina, esta localizada principalmente no reticulo endoplasmético
(ER), mas pode ser encontrada também na mitocondria e na membrana plasmatica.
Essa proteina atua como um canal de cations na membrana modulando a
permeabilidade da mesma, facilitando assim, a entrada do virus, a montagem ou a
liberagédo. Entretanto, a sua funcdo no ciclo de vida do virus tem sido alvo de muita
investigacdo (ATOOM; TAYLOR; RUSSELL, 2014; LEE et al., 2016).

Lee et al. (2016) demonstraram experimentalmente um importante papel
da proteina p7 na fusdo de membrana durante o envelopamento viral, independente
do canal de ions. O estudo mostrou resultados relevantes que impulsionam o
desenvolvimento futuro de novas drogas para o tratamento da infeccdo pelo VHC

gue possam bloquear a fusdo de membrana induzida pela p7.

As regibes de NS2 e N-terminal de NS3 codificam uma proteinase
autocatalitica metal-dependente que € responsavel pela clivagem da Juncdo NS2-
NS3. A proteina NS3 atua como uma enzima bifuncional, pois sua regiao codifica
uma serino-proteinase que atua nas clivagens restantes e um dominio C-terminal de
uma RNA helicase (GOMES e NIEL, 2013; KAZAKOV et al., 2015). Na extremidade
C-terminal da proteina NS3 h& também um dominio de uma NTPase (Nucledsideo
Trifosfato Hidrolase). Ambos os dominios estdo envolvidos na replicacdo do virus
(KAZAKOV et al., 2015).

O gene NS4 codifica as proteinas NS4A e NS4B, estas sdo altamente
imunogénicas e que poderiam ser utilizadas para o desenvolvimento de vacinas

(KAZAKOQV et al., 2015). A proteina NS4A é uma proteina de membrana que forma
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um complexo com a proteina NS3, atuando como um co-fator da proteinase NS3
(GOMES e NIEL, 2013). Enquanto que a NS4B é uma proteina de membrana que
atua como uma helicase (KHACHATOORIAN e FRENCH, 2016).

O gene NS5 codifica a fosfoproteina NS5A e é conhecida por conter um
dominio chamado regido de determinacdo sensivel ao interferon (ISDR), implicando
na resposta dos pacientes ao tratamento antiviral do interferon (GOMES e NIEL,
2013; DU e TANG, 2016). Entretanto, o seu papel exato na replicacdo do RNA do
virus ainda nédo foi bem elucidado. Mas sabe-se que a NS5A é um dos componentes
do complexo de replicase do virus, e esta envolvida na regulacdo da replicacdo do
genoma, no sitio de entrada do ribossomo interno (IRES) para a traducdo de
proteinas virais, e na montagem do virion infeccioso (KHACHATOORIAN e
FRENCH, 2016).

Outra proteina codificada pelo gene NS5 é a proteina NS5B que € uma
RNA polimerase dependente de RNA, conhecida por ser um potencial alvo para
antivirais especificos para o VHC (GOMES e NIEL, 2013; DU e TANG, 2016).

1.1.3 Ciclo de vida e replicagédo do VHC

A adsorcdo e a entrada do VHC na célula hospedeira ocorrem com a
interacdo entre as glicoproteinas do envelope viral com receptores especificos

presentes na superficie dos hepatdcitos.

Inicialmente, sdo os receptores mucopolissacarideos e a lipoproteina de
baixa densidade (LDL) da célula hospedeira que promovem uma ligacdo moderada
do virus (WUNSCHMANN et al.,, 2000; DU e TANG, 2016). Posteriormente, a
glicoproteina viral E2 interage com 0s seguintes receptores: a molécula SRB1, a
proteina de juncédo ocludina (OCLN) e a proteina de juncéo claudina (CLDN) que
forma um complexo com a molécula CD81 que €é o receptor definitivo que medeia a
entrada dos virus (CATANESE et al., 2007; HARRIS et al., 2008; MEULEMAN et al.,
2008; PLOSS et al., 2009; DU e TANG, 2016).

Logo ap6s a adsorcao, a entrada do virus ocorre por endocitose no qual o

virus é internalizado no citoplasma e forma o endossomo. Este sofre o processo de
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acidificacdo, permitindo assim a fusdo entre as glicoproteinas do envelope viral com
a membrana do endossomo. Em seguida, ocorre o desnudamento e a liberacéo do
RNA para o citoplasma. Apoés a liberacdo, o RNA € traduzido em uma poliproteina
que é convertida em proteinas virais que serdo responsaveis pela replicacdo do
RNA e pela montagem de uma nova particula viral (DU e TANG, 2016)

A replicagdo do RNA ocorre no reticulo endoplasmético, neste é formado
um complexo de replicacdo (CR) para a sintetizacdo do RNA através da enzima
RNA polimerase dependente de RNA. Esta enzima sintetiza uma fita complementar
de polaridade negativa que servira de molde para producédo de novas fitas de RNA
de polaridade positiva que irdo compor a nova particula viral. Por fim, as particulas
virais formadas adquirem o envelope no reticulo endoplasmatico, séo transportadas
através do complexo de golgi e sao liberadas da célula hospedeira por exocitose
para dar inicio a um novo ciclo de vida (BARTENSCHLAGER e LOHMANN, 2000;
EL-HAGE e LUO, 2003; DU e TANG, 2016) (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquematica da entrada do VHC na célula — alvo
e replicacdo (Adaptado de Tang e Grisé, 2009).




1.1.4 Transmissao do VHC

A principal via de transmissdo do VHC é a parenteral. Os grupos de riscos
de infeccdo pelo VHC através da via parenteral sdo os individuos que receberam
transfusdo sanguinea e/ou hemoderivados antes 1993, os usuérios de drogas
injetaveis, individuos que colocaram tatuagens ou piercings, ou individuos expostos
a outras formas de exposicdo percutanea. A via de transmissdo sexual € pouco
frequente e a transmissdo vertical € rara quando comparada com o VHB. No
entanto, em um numero de casos significativos ndo se consegue identificar a via de
transmissao do VHC (BRASIL, 2008).

1.1.5 Epidemiologia do VHC

As hepatites virais representam um importante problema de saude publica
e sdo uma das principais causas de morte e incapacidade em todo o mundo,
causando tantas mortes por ano assim como a AIDS, malaria e tuberculose
(STANAWAY et al., 2016). Stanaway et al. (2016) utilizaram dados obtidos do Carga
Global de Doencas (GBD) para estimar a morbidade e mortalidade causadas por
alguma hepatite viral, e, encontraram que o0 numero de Obitos aumentou
significativamente em 63% no periodo de 1990 a 2013. Em 1990, as mortes por
hepatite viral aguda, cirrose e cancer de figado representavam a 10° principal causa

de morte em todo o0 mundo, e em 2013 subiu para a 7° principal causa.

O VHB e o VHC sao responsaveis por mais de 90% das mortes e
incapacidades relacionadas com a hepatite viral, e por isso, estdo incluidos no
Projeto de estratégia global do setor da saude para hepatites virais 2016-2021
(STANAWAY et al., 2016). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
estima-se que 150 milhdes de pessoas estejam infectadas cronicamente pelo VHC,

podendo desenvolver cirrose hepatica ou cancer de figado (WHO, 2016).

A epidemiologia global do VHC é heterogénea. Estudos sugerem que a
infeccdo pelo VHC é prevalente em 3% da populacdo mundial, mostrando uma
elevada prevaléncia na Africa e Asia, e menor prevaléncia nos paises do norte e
oeste da Europa, Austrdlia e América do Norte (SAEED et al., 2014) (Figura 4).

Messina et al. (2015) estimaram que os gendtipos 1 e 3 sdo 0s responsaveis pelo
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maior numero de casos de VHC no mundo, seguidos pelos genétipos 2, 4,6 e 5. Os
genotipos 1 e 3 correspondem por 83,4 milhdes (46,2%) e 54,3 milhdes (30,1%)
respectivamente (Figura 5).

Figura 4: Prevaléncia global da infeccao pelo VHC. (Adaptado de Saeed et
al., 2014).

Genotipos do VHC

NS N S o

Figura 5: Prevaléncia global dos gendtipos do VHC. (Adaptado de Messina et al.,
2015).



No Brasil, no periodo de 1999 a 2015, foram confirmados 514.678 casos
de hepatites virais. Destes, 152.712 (29,7%) sao referentes aos casos de hepatite C.
No periodo de 2000 a 2014, dos 56.335 6bitos associados as hepatites virais, a
maioria (75,2%) foi associada a hepatite C (BRASIL, 2016).

A taxa de deteccédo de casos de hepatite C tem apresentado tendéncia de
aumento no decorrer dos anos, assim como, nas regides do pais. Em 2015, a taxa
de deteccéo da regido Sul foi de 14,1 casos para cada 100 mil habitantes, seguida
pelo Sudeste (8,1), Norte (3,5), Centro-Oeste (1,9) e Nordeste (1,2) (BRASIL, 2016)
(Figura 6).
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Figura 6: Taxa de deteccdo de hepatite C por ano no BRASIL de 2002 a 2015
(Adaptado de BRASIL, 2016).

A possivel explicacdo para esse significativo aumento das taxas e do
numero de casos no periodo de 2014-2015, deve-se ao fato de que a partir do ano
de 2015 houve uma alteracdo do critério de confirmacdo de caso de hepatite C,
passando a considerar 0s casos gue apresentaram pelo menos um dos seguintes
marcadores soroldgicos reagentes: anti-HCV ou VHC-RNA (BRASIL, 2016).
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O numero de casos de hepatite C em relagdo ao sexo € maior entre
homens do que nas mulheres, sendo 89.858 (58,8%) entre os homens e 62.796
(41,2%) entre as mulheres. Entretanto, essa proporgédo vem diminuindo ao longo dos
anos (BRASIL, 2016).

Em relagéo a faixa etéaria, os casos confirmados de hepatite C em 2015
estdo, em sua maioria, na faixa etaria de 45 a 54 anos (29,6%). Entretanto, quando
se separa por sexo, observa-se que os homens infectados s&o mais jovens que as
mulheres. Entre os homens, a maioria dos casos esta na faixa etaria de 40 a 49
anos (32,3%), ja entre as mulheres a maioria tem 60 anos ou mais (22,9%) (BRASIL,
2016).

Os portadores crénicos respondem pela principal forma clinica dos casos
notificados de hepatite C, representando aproximadamente 97% dos individuos com
15 anos ou mais. Em relacédo a variavel raga/cor, em 2015, consideraram-se brancos
(61,2%), pardos (28,6%), pretos (9,0%), amarelos (0,8%) e indigenas (0,4%).
Quanto a escolaridade, a maioria dos casos possui de 52 a 82 série incompleta para
ambos os sexos (BRASIL, 2016).

Em relacdo a provavel fonte ou mecanismo de infec¢cdo, a maioria dos
casos é pelo uso de drogas injetaveis, seguidos por transfusdo sanguinea e pela via
sexual. Em 2015, a maioria dos casos continuou sendo em usuarios de drogas
injetaveis (26,7%), porém, o percentual dos individuos que se infectaram pela via
sexual foi maior (25,0%) do que nos transfundidos (19,5%) (BRASIL, 2016).

1.1.6 Diagndstico do VHC

Os métodos de diagnéstico das infeccdes virais geralmente incluem os
testes indiretos, que detectam os anticorpos induzidos pela infeccéo viral, e testes
diretos, que incluem o isolamento do virus, deteccdo de antigenos virais e acidos
nucleicos virais (LI et al., 2015). Nao existem manifestacfes clinicas ou padrdes de
evolucdo patognomonicos para cada agente da hepatite viral. Assim, o diagnéstico
das hepatites virais s6 € realizado através de exames soroldgicos e de biologia
molecular (BRASIL, 2008).
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O diagnéstico e o monitoramento da infeccdo pelo VHC utilizados na
pratica clinica incluem os marcadores sorolégicos (anticorpos anti-VHC total) e os
marcadores moleculares (nivel de antigeno do core, nivel de carga viral e o genétipo
do VHC). A presenca de RNA do VHC na auséncia de anticorpos anti-VHC é
indicativo de hepatite C aguda. A hepatite C crbnica € definida pela presenca de
anticorpos anti-VHC e persisténcia do RNA do VHC por mais de 6 meses
(CHEVALIEZ, 2011) (Figura 7).

Os niveis séricos das transaminases (ALT/AST) e da gama-
glutamiltransferase (GGT) sao frequentemente utilizados como marcadores
sensiveis de lesdo do parénquima hepético, mas ndo sdo especificos para as
hepatites virais. ALT € mais encontrada no figado, enquanto que AST e GGT estao
mais presentes em diversos tecidos, incluindo coracdo, musculo esquelético, rins e
cérebro (KOEHLER et al., 2014). O nivel sérico da ALT, na maioria das vezes, é
maior que da AST. No entanto, os niveis elevados da ALT n&o estdo associados
diretamente com a gravidade da doenca hepética (BRASIL, 2008).

-++++++ + +RNA
O
=
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Tempo apés a infeccao

Figura 7: Representacdo grafica da infeccdo crbénica pelo VHC
(Adaptado de BRASIL, 2008).
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1.1.7 Histéria natural da hepatite C cronica

Na infeccdo aguda pelo VHC, o RNA viral geralmente é detectado dentro
de 2 semanas e os anticorpos anti-VHC dentro de 12 semanas. Os niveis de RNA
viral no soro durante a fase aguda podem variar significativamente e tornarem-se
negativos temporariamente. A resolucdo espontanea pode ocorrer em 15% a 25%
dos individuos (LINGALA e GHANY, 2015).

A hepatite C evolui para a forma cronica quando o RNA do virus persiste
no sangue por mais de 6 meses apos o inicio da infeccdo aguda. Estima-se que a
maioria dos pacientes com hepatite C aguda torna-se crénicos e podem evoluir para
a fibrose e cirrose (LINGALA e GHANY, 2015).

A evolucdo da lesdo hepatica causa dano inflamatério, deposicdo de
matriz, morte de células do parénquima e angiogénese, evoluindo para a fibrose
progressiva. Na hepatite C crénica a medida de tempo para evolucéo para a cirrose
€ de 5 a 30 anos. A resolucdo da fibrose hepética precoce pode acontecer,
resultando na reversdo completa para a arquitetura hepatica normal. Na cirrose a
resolucdo ndo é possivel, entretanto, a regresséo da fibrose causa o melhoramento
dos resultados clinicos (PELLICORO et al., 2014) (Figura 8).

Quando a cirrose € instalada, os pacientes estdo em risco de
descompensacéo, e podem desenvolver outras infeccdes com risco maior de morte
ou necessitar de um transplante hepatico (LINGALA e GHANY, 2015). O transplante
hepatico é o Unico tratamento disponivel para insuficiéncia hepatica ou para
hepatocarcinoma (PELLICORO et al., 2014).

A historia natural da hepatite C crénica é intimamente influenciada por
fatores do hospedeiro, como variabilidade genética dos genes envolvidos na
resposta imune; fatores virais, como a carga viral e genétipo do VHC; fatores
ambientais, como o consumo de alcool e o tabagismo prolongado que podem ser
associados com uma lesdo hepatica mais grave em pacientes com hepatite C
cronica. Por fim, também h& outros fatores do hospedeiro, virais e ambientais

relacionados a cronificacdo, assim como, a etnia, obesidade, esteatose hepatica,
diabetes, coinfec¢des, cafeina, entre outros (LINGALA e GHANY, 2015).
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1.1.8 Patogénese da infeccéo pelo VHC

O VHC chega ao figado através da circulacdo sanguinea e se replica nos
hepatécitos (IRSHAD, M.; MANKOTIA; IRSHAD, K., 2013).

A resposta imune inata e adaptativa aos virus tem como funcao bloquear
a infeccdo e eliminar as células infectadas (ABBAS e LICHTMAN, 2011). Dessa
forma, ap6s o VHC entrar na célula, as moléculas virais (PAMPS) sao reconhecidas
pelos receptores Toll-Like (TLRs) e pelo gene indutivel por acido retinéico | (RIG-I)
gue é um sensor citosélico. O RIG-I se liga ao RNA viral e interage com o
estimulador do promotor de IFN-B tipo 1 (IPS-1) ativando vérios fatores de
transcricdo, tais como, o fator regulador 3 de interferon (IRF3) e o fator nuclear
kappa B (NF-kB). Esses fatores expressam interferon do tipo | (IFN-a / ) e outras
citocinas que vao ativar células natural killer (NK), células dendriticas (DC) e células
de Kupffer, desencadeando assim, a resposta imune inata (IRSHAD, M,
MANKOTIA; IRSHAD, K., 2013; SPENGLER et al., 2013).

As células NK sdo numerosas no figado e sdo essenciais na resposta
imune inata contra a infeccdo na fase precoce pelo VHC. Os hepatdcitos infectados
pelo virus sdo eliminados pelas células NK por mecanismos citoliticos e por citocinas
gue secretam IFN-y e TNF-a. As células NK ativadas recrutam células T especificas
para o VHC, induzindo um estado antiviral no figado (IRSHAD, M.; MANKOTIA,
IRSHAD, K., 2013).

A imunidade adaptativa contra a infeccdo pelo VHC é realizada por
Linfécitos T citotoxicos (CTL), principalmente os linfocitos T CD8", que reconhecem
peptideos virais especificos para o seu receptor TCR (T Cell Receptor),
apresentados por células infectadas via MHC de classe | (MHC-I) na superficie
celular. Os linfocitos T CD8" liberam seus granulos citotoxicos para destruir os
hepatocitos infectados ou expressam o ligante de Fas (FasL) pelos CTL promovendo
a morte direta dos hepatdcitos infectados por apoptose. As células T CD4" efetoras
(Th1) secretam IFN-y para ativar os fagdcitos a matar os virus que foram ingeridos e
estimulam os linfocitos B a secretar anticorpos (IRSHAD, M.; MANKOTIA; IRSHAD,
K., 2013).
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Entretanto, a persisténcia viral da infeccdo pelo VHC pode estar
associada com falhas da resposta imune contra o virus e também por mecanismos
de evaséo viral. O VHC nédo € citopatico e a lesao tecidual na hepatite C cronica é
ocasionada por diversos mecanismos mediados pela resposta imune e por outros
fatores. As proteinas virais codificadas por diferentes regides do genoma viral e suas
quasispecies contribuem para esses mecanismos e tém um papel importante na
patogénese do VHC (IRSHAD, M.; MANKOTIA; IRSHAD, K., 2013; SPENGLER et
al., 2013).

1.2 A INTERLEUCINA 28B (IL-28B) E A SUA FUNCAO NA INFECCAO PELO
VIRUS DA HEPATITE C (VHC)

A IL-28B é uma citocina também chamada de interferon A3 (IFN-A3),
codificada pelo gene IL-28B que esta localizado no cromossomo 19 na regido
19q13.13. A IL-28B pertence a familia do IFN-A, da classe Il das citocinas, que é
composta por quatro membros denominados de IFN-AL (IL-29), IFN-A2 (IL-28A), IFN-
A3 (IL-28B) (KOTENKO et al., 2003; SHEPPARD et al., 2003) e pelo IFN-A4 descrito
recentemente (PROKUNINA-OLSSON et al.,, 2013). O IFN-A possui uma
semelhanca funcional ao IFN-I e estrutural a familia das citocinas IL-10 (GAD et al.,
2009; HAYES et al., 2012).

As citocinas IFN-A s&o induzidas por infeccbes virais e desempenham
capacidade antiviral para alguns virus (SHEPPARD et al., 2003). Robek; Boyd;
Chisari et al. (2005) demonstraram que IFN-A apresenta uma atividade antiviral in
vitro contra infeccdes pelo VHB e VHC. Shindo et al. (2013) demonstraram também
a capacidade antiviral dos IFN-A contra a replicacdo do VHC in vitro, e quando
usaram IFN-A3 e IFN-a de forma sinérgica houve aumento da atividade antiviral em

comparacao ao uso das citocinas separadamente.

A sinalizacdo aos IFN ocorre através das vias de transducdo de sinais
gue compreendem as tirosina cinases ndo receptoras ou cinases de Janus (JAK e
TYK) e fatores de transcricdo, chamados transdutores de sinais e ativadores de
transcricdo (STAT). Os receptores envolvidos sdo constituidos de uma cadeia

polipeptidica de acoplamento aos ligantes e uma cadeia de transducdo de sinais
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(ABBAS e LICHTMAN, 2011). Os receptores de IFN-A3 (IL-28B) compreendem o
receptor de cadeia a de interleucina-28 (IL-28aR) e o receptor de cadeia B de
interleucina-10 (IL-10BR) (KOTENKO et al., 2003; BALAGOPAL et al., 2010).

A sinalizacdo ao IFN-A3 (IL-28B) € semelhante, em parte, a do IFN do tipo
| e ocorre através das tirosina cinases TyK2 e JaK1l. A molécula de IFN-A3 ao se
ligar aos receptores (IL-28aR e IL-10BR), promove a fosforilagdo de TyK2 e JaK1
gue também fosforilam as proteinas STAT1 e STATZ2, resultando na formacédo do
fator regulador de IFN-3 (IRF3) e do fator regulador de IFN-9 (IRF9). Estes fatores
conduzem a transcricdo de ISGs e promovem a inducao do estado antiviral através
da expressdo de PKR, ISG56, OAS e citocinas proé-inflamatérias (KOTENKO et al.,
2003; ANK et al., 2006; BALAGOPAL et al., 2010).

O VHC ao entrar na célula é reconhecido por receptores, tais como o
RIG-I e TLR3, estes ativam o fator regulador 3 de IFN (IRF3), o fator regulador 7 de
IFN (IRF7) e o fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) que induzem a expressao de
INF- A, IFN-a e IFN-B pelas células dendriticas plasmocitdides e hepatdcitos
(BALAGOPAL et al., 2010) (Figura 9).

IFN do tipo | IFN do tipo llI
(IFN-A)

Nucleo

Figura 9: Representacdo esquematica da sinalizacdo da IL-28B (IFN-A3)
(Adaptado de Rembeck e Lagging, 2015).
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Estudos recentes demonstraram que polimorfismos em um Unico nucleotideo
(SNP) no gene que codifica a IL-28B estdo associados com a resolucao espontanea
na infeccdo aguda pelo VHC, a resposta viroldgica sustentada ou a ndo resposta ao
tratamento com interferon peguilado e ribavirina, em pacientes portadores de
infeccao cronica pelo VHC (GE et al., 2009; SUPPIAH, et al., 2009; TANAKA et al.,
2009; THIO et al.,, 2010; THOMAS et al., 2009; BALAGOPAL et al., 2010).
Entretanto, os mecanismos exatos que explicam a associacdo entre os diferentes

polimorfismos e o controle da infecgdo do VHC néo séo claros.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a expressao génica da IL-28B no tecido hepético de pacientes
portadores crénicos da infeccdo pelo VHC, correlacionando com o0s aspectos
clinicos e laboratoriais da infeccao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Correlacionar os niveis de expressao génica da IL-28B no tecido
hepatico de pacientes portadores da infec¢cdo crénica pelo VHC, com os graus de
fiborose hepatica e com a atividade inflamatoria, segundo a classificagcdo da
Sociedade Brasileira de Hepatologia (Gayotto, 2000) e a francesa de METAVIR
(Bedossa & Poynard, 1996).

- Correlacionar os niveis hepaticos de expressao génica da IL-28B com os

niveis séricos das transaminases (ALT/AST) e da gama glutamiltransferase (GGT).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
3.1.1 Populagéo de estudo

Este estudo foi do tipo transversal e analitico, realizado no ambulatério de
doencas hepaticas do Hospital da Fundacdo Santa Casa de Misericordia do Para
(FSCMPA) selecionando-se casos consecutivos de pacientes portadores crénicos do
VHC, caracterizados por alteracdes clinicas, testes hepaticos e VHC-RNA positivo.

A populagdo de estudo foi composta por 21 individuos, sendo por
portadores de hepatite C crénica (n=13), caracterizados por alteracdes clinicas e dos
testes hepaticos e VHC-RNA positivo, e o grupo controle (n=8) composto por
individuos submetidos a colecistectomia biliar convencional, sem alteracdes

hepaticas necro-inflamatorias, que serviram como controles normais.

Os pacientes selecionados foram avaliados clinicamente e submetidos a
investigacdo complementar constando de exames clinicos, laboratoriais, virologicos,
além da biépsia hepatica, sendo estes dados transcritos dos prontuarios para o

protocolo de pesquisa especifico.

3.1.2 Critérios de inclusédo e exclusao

Os critérios de inclusdo adotados foram individuos com idade igual ou
superior a 18 anos, de ambos os géneros, portadores de VHC-RNA positivo,
persisténcia de alaninoaminotransferases elevadas ou ndo. Foram excluidos da
pesquisa individuos que ndo preencheram os requisitos estipulados acima e aqueles
pacientes portadores de HBsAg por mais de 6 meses, co-infectados pelo VHD e/ou
HIV e pacientes que utilizaram ou estavam em uso de terapia antiviral especifica
contra o VHC.
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3.2 PROCEDIMENTOS HISTOPATOLOGICOS

Espécimes de bidpsia hepética foram obtidos de pacientes com indicacao
médica para investigacdo de alteracbes de parénquima hepatico, dentro do
protocolo de atendimento clinico. As bidpsias hepéticas foram realizadas por
profissional médico do referido hospital, com agulha de Trucut e dirigidas pela ultra-
sonografia. Cada amostra de bidpsia hepatica foi separada em duas partes, uma
delas foi enviada para estudo genético no Laboratério de Virologia/ICB/UFPA e a
outra parte foi examinada no Departamento de Anatomia Patolégica da UFPA,
obedecendo as rotinas do servi¢o, submetida as coloracdes de hematoxilina-eosina
(HE), cromotrope azul de anilina (CAB), reticulina de Gomori e orceina de Shikata.

O diagnéstico histopatologico obedeceu a classificacdo da Sociedade
Brasileira de Hepatologia (Gayotto, 2000) e a francesa de METAVIR (Bedossa &
Poynard, 1996), pontuando a atividade do infiltrado inflamatorio portal e peri-portal

de 0 a 3 e as alteracdes estruturais de 0 a 4.

3.3 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS
3.3.1 Exames bioquimicos e sorolégicos

Os exames bioquimicos foram realizados no laboratério de analises
clinicas da FSCMPA, constituidos de testes hepéaticos (transaminases ALT/AST e
glutamiltransferase-GGT). Todas as amostras de soro foram examinadas para a
presenca do anti-VHC e RNA-VHC.

3.4 PROCEDIMENTOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
3.4.1 Extracdo de RNA

Para a conservacdo do RNA, foram acrescentados 300 uL de PBMC das
amostras e ao fragmento de tecido hepatico, 1200 yL RNAlater® Tissue Collection,

de acordo com protocolo do fabricante (Applied Biosystems, USA). A extracédo de
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RNA foi realizada usando-se o kit Norgen Biotek Corporation de acordo com o
protocolo recomendado pelo fabricante.

3.4.2 Transcrigdo Reversa (CDNA)

Ap6s a extracdo, o RNA obtido foi quantificado através de leitura em
espectrofotometro Qubit® 2.0 Fluorometer, utilizando-se o Qubit™ RNA Assay Kits
de acordo com o protocolo do fabricante. Para cada amostra foi feito o ajuste da
concentracéo (30 ng) e mantido a -80°C até o momento da transcricdo. As amostras
de RNA foram transcritas em DNA complementar, utilizando-se o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription kits (sem inibidor), de acordo com o protocolo fornecido
pelo fabricante (Applied Biosystems, USA).

3.4.3 Quantificacdo da expressao génica da IL28-B por PCR em Tempo Real
(qPCR)

As reacdes de PCR em Tempo Real foram realizadas em placas de 96
pocos, utilizando os reagentes TagManTM (AppliedBiosystems, USA), o
equipamento StepOne Plus (AppliedBiosystems, USA) e a sonda Hs04193049 gH

referente ao gene IL-28B.

A quantificacao relativa do gene alvo e o calculo do intervalo de confianca
foram realizados utilizando o método CT Comparativo (AACT), método utilizado para
guantificacéo relativa da comparacao do limiar da fase exponencial (threshold), sem

recurso a curvas padrao.

3.5 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

Na andlise estatistica foram utilizados os programas EPIINFO 6.04 b e
Biostat 5.0 (AYRES et al., 2008). Os niveis de expressdo dos genes foram
comparados, em relacdo as variaveis utilizadas no estudo, através do Teste t de
Student e teste de Kruskal-wallis. Foi utilizada Analise de Regressao Linear, através
da correlagcdo de Pearson, a fim de avaliar as associa¢des independentes entre

graus de fibrose hepética, graus de inflamacéo e expressdes génicas. Para todas as
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analises foi verificada a normalidade das amostras pelo teste d’agostino & Pearson

Estabeleceu-se em 5% o nivel de significancia (valor de p< 0,05).

3.6 PROCEDIMENTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa via Plataforma Brasil, conforme prevé a resolucdo n° 196/96 do CNS/MS,
gue trata de pesquisa em seres humanos. Os pacientes selecionados para a
pesquisa foram informados sobre o0s objetivos da pesquisa e deram seu
consentimento através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).
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4 RESULTADOS

QUANTIFICACAO DO RNAm DA IL-28B NOS PACIENTES PORTADORES DO
VHC E NO GRUPO CONTROLE

Inicialmente, os niveis de RNAm da IL-28B foram comparados entre o
grupo com VHC e o grupo controle. Observaram-se menores niveis de expressao
génica nos pacientes portadores cronicos da infeccdo pelo VHC quando
comparados ao grupo controle, mostrando diferenca estatistica significativa
(p=0,0109) (Figura 10).
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Figura 10: Média dos niveis de RNAm da IL-28B no
grupo de pacientes portadores crénicos da infeccao pelo
VHC vs o grupo controle.
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Posteriormente, o0s niveis de expressdo génica da IL-28B foram

comparados aos aspectos clinicos da doenca hepatica.

Observou-se que 0s niveis de expressao génica foram menores no grupo
sem fibrose e no grupo com fibrose/cirrose do que no grupo controle, sendo
observada diferenca estatistica significativa (p=0,0378) (Fig. 11A).

Quanto a inflamacdo, a expressdo génica foi menor no grupo com
inflamacéo leve e no grupo com inflamacdo moderada do que no grupo controle,
sendo também observada diferenca estatistica significativa (p< 0.05) (Figura 11B).
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Figura 11: Médias dos niveis de expressdo génica da IL-28B nos pacientes sem
fibrose, com fibrose/cirrose e no grupo controle (A) e quanto a atividade
inflamatdria (B) nos pacientes sem inflamacdo, com inflamacdo leve, com
inflamacdo moderada e no grupo controle (Classificagcdo de METAVIR).
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Os niveis de expressdo génica da IL-28B foram correlacionados quanto
ao estadiamento da fibrose hepatica e o grau de inflamacao no grupo de pacientes
com VHC. Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas. Entretanto,
foi observada uma correlagdo positiva em ambas as correlagbes (p=0,3804 e
p=0,7476) (Figura. 12A e 12B).
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Figura 12: Correlacdo dos niveis de RNAm da IL-28B entre o estadiamento
de fibrose hepatica FO: auséncia de fibrose; F1: portal sem septos; F3: muitos
septos sem cirrose; F4: cirrose (A) e o graus de atividade inflamatoria hepatica
AOQ: ausente; Al: minima; A2: moderada (B) nos pacientes portadores da
infeccdo crénica pelo VHC (Classificacdo de METAVIR).

Quanto aos aspectos laboratoriais, a expressao génica da IL-28B foi
correlacionada com os niveis plasmaticos das enzimas hepaticas ALT, AST e GGT
nos pacientes portadores da infeccédo pelo VHC e no grupo controle. Na andlise da
expressdo génica com a enzima hepatica ALT, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa no grupo controle e nem nos pacientes portadores do VHC
(p=0,4976 e p=0,1517). No entanto, foi observada uma correlacdo positiva em

ambos os grupos (Figura 13A e 13B).

A analise da expressdo génica da IL-28B correlacionada com a enzima
hepatica AST, também néo foi observada diferenca estatistica significativa no grupo
controle e nem nos pacientes portadores da infec¢ao crénica pelo VHC (p=0,8397 e
p=0,6335). No entanto, foi observada uma correlacdo positiva nos pacientes
portadores da infecgéo crénica pelo VHC (Figura 13D) e uma correlagdo negativa no

grupo controle (Figura 13C).
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J& na andlise da expressdo génica da IL-28B correlacionada com a
enzima hepética GGT, também né&o foi observada diferenca estatistica significativa
no grupo controle e nem nos pacientes portadores do VHC (p=0,3956 e p=0,6167).
Ao contrario do que foi observado para AST, em GGT foi observada uma correlacéo

negativa em ambos os grupos (Figura 13E e 13F).
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Figura 13: Correlacao entre os niveis séricos das enzimas hepaticas ALT (A e
B), AST (C e D) e GGT (E e F) e os niveis de RNAm da IL-28B no grupo
controle e nos pacientes portadores da infeccdo cronica pelo VHC.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, a expressao génica da IL-28B foi significativamente
menor nos pacientes portadores do VHC quando comparadas ao grupo controle.

Este resultado sugere que a infeccao crbénica pelo VHC esta associada a
uma expressdo génica reduzida da IL-28B. Shi et al. (2012) encontraram em seu
estudo um resultado semelhante em pacientes chineses portadores da infecgéo
cronica pelo VHC tratados com IFN/RBV. Observaram que 0s niveis de expressao
génica e proteina sérica da IL-28A/B no sangue periférico foram significativamente
menores nos pacientes com infec¢do cronica pelo VHC quando comparados com o
grupo com resolugdo espontanea e com o0 grupo controle. Portanto, sugeriram
também que a infeccéo cronica pelo VHC esta associada a uma expressao reduzida
da IL-28B.

Por outro lado, Amanzada et al. (2015) ndo encontraram associacao
significativa da expresséo génica de IFNL3 hepatica entre os pacientes com hepatite
C crbnica e o grupo controle. Acredita-se que isto se deve ao grupo controle
escolhido, pois esses pacientes tinham niveis das transaminases séricas levemente
elevadas. Enquanto que, no presente estudo, o grupo controle possuia niveis

séricos das transaminases normais.

Interessantemente, Noureddin et al. (2015) encontraram que 0s niveis de
expressdo génica de IFNL2/3 no tecido hepatico de pacientes com hepatite C
crbnica antes do tratamento foram significativamente menores nos pacientes
respondedores quando comparados com 0s hao respondedores ao tratamento.
Sugeriram que é possivel que a presenca continua no figado de IFN do tipo Il como
uma resposta enddgena a infeccdo pelo VHC predispbe o figado a um estado
refratario ao IFN, ou seja, quanto mais elevados forem os niveis endbégenos de

IFNL2/3, mais refratario ao IFN o figado se comporta.

A associacao entre a expressdo génica da IL-28B e os aspectos clinicos
da doenca hepatica também foram observadas. Os niveis de expressdo génica
foram significativamente menores nos grupos sem fibrose e com fibrose/cirrose
quando comparado com O grupo controle, e, também menores nos grupos com

inflamacéo leve e com inflamagdo moderada do que no grupo controle. Estes
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resultados sugerem que o0s niveis reduzidos da expressdo génica da IL-28B estdo
associados a cronicidade da infecgéo pelo VHC.

Ndo houve associacdo da expressdao génica da IL-28B quando
correlacionada ao estadiamento da fibrose e ao grau de inflamac&o nos pacientes
portadores do VHC. No entanto, foi observada uma correlagéo positiva, sugerindo
gue o0 aumento progressivo da expressao génica da IL-28B esteja contribuindo para
a progressdo da doenca hepética na infeccdo pelo VHC. Provavelmente, isto é
consequéncia de uma resposta imune inflamatéria promovida pela IL-28B, cuja

sinalizacdo estimula genes a sintetizar citocinas antivirais.

Os niveis séricos das transaminases (ALT/AST) e da gama-
glutamiltransferase (GGT) sédo frequentemente utilizados como marcadores de leséo
hepatica. No entanto, ndo séo especificos para as infec¢des virais (KOEHLER et al.,
2014).

Em relacdo a expresséo génica da IL-28B correlacionada com os niveis
plasmaticos das enzimas hepaticas ALT, AST e GGT, apesar de nao ter sido
observado diferenca significativa entre o grupo de pacientes portadores do VHC vs.
grupo controle, houve uma correlacéo positiva entre a expressado génica e os niveis
plasmaticos das enzimas ALT e AST em ambos os grupos. Isto sugere que o
aumento progressivo da expresséo génica da IL-28B acompanhado do aumento dos
niveis plasmaticos de ALT e AST nao € exclusivo apenas da infeccéo cronica pelo
VHC. Por outro lado, a enzima GGT apresentou uma correlacao negativa, sugerindo
gue os niveis de expressao génica da IL-28B nado estdo diretamente associados ao

nivel plasméatico da enzima GGT.

Shi et al. (2012) encontraram uma associacdo significativa entre o
aumento do nivel sérico da IL-28B e os niveis elevados das enzimas hepaticas ALT
e AST em pacientes com infec¢do cronica pelo VHC em comparacdo com aqueles
gue apresentaram niveis normais dessas enzimas. No entanto, a importancia e a
relacdo exata entre 0s niveis séricos e/ou expressdo da IL-28B e as

aminotransferases na infeccéo crénica pelo VHC permanece desconhecida.

Outros autores encontraram associacao significativa entre a expressao

génica da IL-28B e a infeccdo cronica pelo virus da hepatite B (VHB). Shi et al.
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(2015) observaram que a expressdo génica da IL-28A/B e proteina sérica da IL-28B
foram reduzidas nos pacientes com infeccdo cronica pelo VHB. Li et al. (2011)
também encontraram niveis séricos da IL-28B significativamente menores em
pacientes com infeccdo crbnica pelo VHB quando comparados com individuos
autolimitados para a infeccao pelo VHB e com o grupo controle.

Diversos estudos investigaram o impacto de polimorfismos no gene da IL-
28B el/ou gendtipo do VHC relacionados a resposta a terapia antiviral, resolucéo
espontanea, aspectos clinicos e laboratoriais da doenca hepatica na infeccéo
cronica pelo VHC (AL-QAHTANI et al., 2015; ASAHINA et al., 2012; AZEVEDO,
2013; BALAGOPAL et al, 2010; CIESLA et al., 2012; D’ AMBROSIO et al., 2014; GE
et al., 2009; MAH et al., 2016; MANGIA et al., 2016; RAUCH et al., 2010; REMBECK
et al., 2012; TANAKA et al., 2009; THIO et al., 2010; XIE et al., 2012). No entanto,
poucos estudos avaliaram o0s niveis de expressao génica da IL-28B no tecido
hepatico associado a hepatite C crénica (AMANZADA et al., 2015; NOUREDDIN et
al., 2015; SHI et al., 2012).

O presente estudo avaliou os niveis de expressdo génica da IL-28B no
tecido hepatico, correlacionando ndo apenas com as enzimas hepaticas, mas
também com os aspectos clinicos da doenca hepéatica, estadiamento da fibrose e o
grau de inflamacao hepatica em pacientes portadores da infeccéo cronica pelo VHC,

gue nao fizeram e nem estavam fazendo terapia antiviral contra o VHC.

A quantificacdo da expressdo génica da IL-28B pode ser util para
monitorar a infec¢ao crénica pelo VHC e pode auxiliar um melhor entendimento do
papel da IL-28B na defesa antiviral natural do hospedeiro, e na compreensdo dos
mecanismos exatos que determinam a persisténcia viral na infec¢do crénica pelo
VHC.
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6 CONCLUSAO
Com base nos achados, conclui-se que:

- A expressdo génica reduzida da IL-28B pode esta associada com 0s aspectos
clinicos da doenca hepética na infeccao crénica pelo VHC.

- O aumento progressivo da expressdo génica da IL-28B pode contribuir para a
progressao da doenca hepatica na infec¢céo pelo VHC.

- A quantificacdo da expressdo génica da IL-28B pode ser (til para monitorar a
infeccdo cronica pelo VHC e colaborar no melhor entendimento do papel da IL-28B
na defesa antiviral do hospedeiro.
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