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RESUMO

A hepatite C é uma doenca de curso variavel onde a maioria dos casos resulta em infeccédo
crbnica, que pode levar a cirrose, hepatocarcinoma e transplante de figado. Somente uma
minoria de pessoas infectadas é capaz de eliminar o virus durante a fase aguda sem qualquer
intervengdo terapéutica. Os fatores explicando essas diferencas, ainda ndo sdo bem elucidados.
Neste sentido, esse estudo teve como objetivos analisar os polimorfismos da IL-2 (rs2069762,
rs4833248) e do IL-2RpB (rs1003694), e a relacdo desses polimorfismos com a producdo das
citocinas do perfil Thl, Th2 e Th17 em pacientes infectados pelo virus da Hepatite C. Foram
analisados neste estudo, 149 amostras de individuos infectados pelo virus da hepatite C e 100
de individuos sadios. A extracdo de DNA foi feita, utilizando-se o Kit Brazol®. A determinacgéo
das frequéncias alélicas dos polimorfismos foi obtida por PCR-RFLP. A dosagem das citocinas
foi feita por Citometria de Fluxo CBA (Cytometric Bead Array). As analises estatisticas foram
realizadas com o programa GraphPad Prism 5.0. Os SNPs estudados, apresentaram-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Nao foram encontradas diferencas estatisticas significativas nas
frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos estudados. As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-17A, apresentaram-se aumentadas nos pacientes HCV+ quando comparado aos
controles. O Fator de necrose tumoral foi maior no grupo controle em comparagdo com o grupo
de pacientes. N&o foi observada diferenca estatistica significativa no nivel de IFN-y entre os
grupos. A fibrose > f2 foi caracterizada por uma alta producéo de IL-2. Os resultados obtidos
sugerem que o0 SNP IL2 rs4833248 e o SNP rs1003694 ndo estdo relacionados ao
desenvolvimento da Hepatite C, 0 SNP IL-2 rs2069762 poderia estar relacionado a cronicidade
da doenca e a alta producéo de IL-2 na fibrose >2 esta relacionada a uma atividade fibrogénica

aumentada em pacientes com hepatite C.

Palavras chaves: HCV, IL-2, IL-2R, polimorfismos.
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ABSTRACT

Hepatitis C is a disease with a variable course where most cases result in chronic infection,
which can lead to cirrhosis, hepatocarcinoma and liver transplantation. Only a minority of
infected people are able to eliminate the virus during the acute phase without any therapeutic
intervention. The factors explaining these differences are not yet well understood. In this sense,
this study aimed to analyze the polymorphisms of IL-2 (rs2069762, rs4833248), and IL-2R}3
(rs1003694), and the relationship these polymorphisms with the production of cytokines of the
profile Thl, Th2 and Th17 in patients infected with the Hepatitis C virus. In this study, 149
samples from individuals infected with the hepatitis C virus and 100 from healthy individuals
were analysed. DNA extraction was performed using the Brazol® Kit. The determination of
the allele frequencies of the polymorphisms was obtained by PCR-RFLP. The measurement of
cytokines was performed by Flow Cytometry CBA (Cytometric Bead Array). Statistical
analyzes were performed using the GraphPad Prism 5.0 program. The SNPs studied, were
presented in Hardy-Weinberg equilibrium. No statistically significant were found in genotype
and allele frequencies between the groups studied. The cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
17A, were increased in HCV + patients when compared to controls. The tumor necrosis factor
was higher in the control group compared to the patient group. There was no statistically
significant difference in the IFN-y level between the groups. Fibrosis> f2 was characterized by
a high production of IL-2. The results obtained suggest the SNP IL2 rs4833248 and the SNP
rs1003694 are not related to the development of Hepatitis C, the SNP IL-2 rs2069762 could be
related to the chronicity of the disease and the high production of I1L-2 in fibrosis > 2 is related

to increased fibrogenic activity in patients with hepatitis C.

Keywords: HCV, IL-2, IL-2Rp, polymorphisms.
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INTRODUCAO

Segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saide (OMS) cerca de 185 milhGes de pessoas estdo
infectadas pelo virus da hepatite C (HCV) em todo mundo (WHO, 2018). Estima-se que 80 %
das pessoas infectadas residem em paises de baixa renda e subdesenvolvidos (MESSINA et al.,
2015).

Na maioria dos casos, a infecgdo pelo HCV resulta em infecgdo cronica que pode
progredir para fibrose e hepatocarcinoma, enquanto aproximadamente 20-30 % dos individuos
infectados sao capazes de eliminar o virus espontaneamente, durante a fase aguda sem qualquer
intervencdo terapéutica (clearence viral espontaneo) (HOOFNAGLE, 2002). Os mecanismos
explicando essas diferencas ndo séo completamente elucidados. Mas muitos estudos sugerem
que o perfil de citocinas pode desempenhar um papel importante na resposta contra o0 HCV
(LARRUBIA et al., 2008; ZHEN-QI et al., 2015; SOUZA-CRUZ et al., 2016; HENGST et al.
2016; PEREIRA et al., 2019).

No entanto, a producgdo das citocinas € influenciada por fatores genéticos, e varia entre
individuos em funcdo de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) localizados em regides
reguladores/codificadores dos genes que codificam essas proteinas (HOFFMANN; STANLEY;
COX et al.,2001) e que consequentemente pode afetar a evolugdo e a gravidade da doenca
(OLLIER, 2004). Além disso, estudos indicam associacdo entre a infeccdo pelo HCV e
polimorfismos em genes envolvidos na sinalizagdo dessas citocinas (RECHERMANN, 2000;
OLEKSYK et al., 2005)

A interleucina 2 (IL-2) é uma das citocinas produzidas por células do sistema imune que
se destaca pelas suas a¢Oes imunomoduladoras (BOYMAN; SPRENT, 2012). Apresenta um
papel crucial na manutencdo da homeostase e na auto-tolerdncia do sistema imune
(CHURLAUD et al., 2014). Participa da regulacdo das atividades funcionais e da proliferacéo
das células T e das células exterminadoras naturais (NK), além de regular a expansao e a
apoptose de células T ativadas (SEDER; PAUL, 1994).

Nesse sentido, esse projeto visou investigar a associacdo dos polimorfismos de
nucleotideo unico (SNP) em genes da interleucina 2 (IL-2) especificamente rs4833248 e
rs2069762 e do receptor  da IL-2 (IL-2Rp) rs1003694 e a relagdo desses polimorfismos com

a producdo das citocinas Thl, Th2 e Th17 no desenvolvimento da hepatite C.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Virus da hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) é pertencente ao género Hepacivirus incluido na familia
Flaviviridae. Possui entre 30 e 60 nandémetros de diametro, seu genoma é composto por uma
fita de RNA simples de polaridade positiva apresentando tamanho de 9,6 kilobases (CHOO et
al., 1989; HOOFNAGLE, 2002) (Figural).

O genoma do HCV apresenta uma longa fase de leitura aberta ininterrupta (ORF- open
reading frame) que codifica uma Unica poliproteina de aproximadamente 3 000 aminoacidos.
Inclui também regides nas extremidades 5 e 3 'ndo traduzidas (UTRS) que contém estruturas
de RNA secundéario esséncias para replicacdo viral. A extremidade 5 (UTR) é uma regido
interna de entrada ribossomal (IRES), onde a traducdo da poliproteina é iniciada
(MORADPOUR; PENIN; RICE, 2007; SCHEEL,; RICE, 2013).

thoprotemas EleE2
n§ %
SP’ :Je
Core

Envelope viral

Figura 1: Representacdo esquematica do virus da Hepatite C (modificado)
Fonte: LINDENBACH; RICE, 2013; CHO et al., 1989.

A poliproteina codificada pelo genoma do HCV é processada por uma combinacédo de
proteases celulares e virais em trés proteinas estruturais (Core, E1, E2) e sete proteinas nao
estruturais (P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (Figura 2) (MORADPOUR; PENIN;
RICE, 2007).

A proteina core é uma proteina de ligacdo ao RNA viral que compde o nucleocapsideo.
Esta proteina tem a capacidade de modular as fungdes das células hospedeiras (MORADPOUR;
PENIN; RICE, 2007). As glicoproteinas E1 e E2 sdo proteinas transmembranas e componentes
esséncias do envelope do HCV, interagem com os receptores das células hospedeiras e mediam
a entrada do virus, dependendo do pH citoplasmatico. A proteina E2 contém regifes

hipervariaveis que sao alvo de anticorpos (SCHEEL; RICE, 2013).
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IRES

Structural Non-structural
| |
| I |
[
13 U g4 ¢ 4
5 UTR Core E2 p7NS2 NS3 NS58
' l l 3'UTR
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glycoproteins  and helicase co-factor and RNA-polymerase
assembly factor and virus assembly
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Autoprotease Membranous web and
and replication complex
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‘ Signal peptidases U NS2/3 U NS3/4A
cleavage sites cleavage sites cleavage sites

Figura 2: Representacdo do genoma do virus da hepatite C e das proteinas virais.
Fonte: ABDEL-HAKEEM; SHOUKRY, 2014.

As proteinas ndo estruturais (P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) ndo sdo
incorporadas nas particulas virais, mas desempenham um papel importante no processamento
da proteina viral e na replicacdo do virus (LAUER; WALKER, 2001; MORADPOUR; PENIN;
RICE, 2007).

A proteina p7 atua como canal de céalcio e sua funcdo durante a replicacdo ndo é bem
definida, mas alguns estudos sugeriram que interac@es entre E1, E2 e p7 sdo essenciais para
montagem do virus (DUBUISSON; COSSET, 2014).

A NS2 possui atividade auto-protease sendo responsavel pela clivagem da poliproteina
entre 0 NS2 e NS3. A NS3 atua como serina protease em combinacdo com NS4A que atua
como cofator para catalisar o processamento da poliproteina. A NS3 apresenta também
atividade de RNA helicase ATPase. As funcdes de NS4B e NS5A ndo sdo bem definidas, mas
alguns estudos mostraram que NS4B induz a formacao de um compartimento onde a replicagéo
viral ocorre. A NS5B é a RNA polimerase dependente de RNA, é responsavel pela replicacao
do virus. Como todas as RNA polimerases, ela é sujeita a varios erros, pois ndo tem uma
atividade revisora. (LI; LEMON, 2013).

2.2 Replicagéo viral

Devido as pouquissimas linhagens de células que séo suscetiveis a replicacao do virus da
hepatite C, os modelos de investigacao do ciclo de replicacdo do HCV séo escassos. Além disso,

0 chimpanzé é o Unico animal ideal na investigagdo sobre a patogénese e a imunidade
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relacionados com o HCV, mas atualmente as pesquisas usando chimpanzés como modelos de
estudo séo restritas (TELLINGHUISEN et al., 2007).

O virus de hepatite C se replica principalmente nos hepatdcitos humanos, porém ha
relatos que o virus € capaz de se replicar em outros tipos de células como as células
mononucleares de sangue periférico (FEDERICO et al., 2014).

O ciclo viral do HCV ¢ formado por varias etapas: a entrada do virus, a liberacdo do
genoma dentro do citoplasma da célula hospedeira, a traducdo, a replicacdo do RNA, a
montagem e a liberagdo das particulas virais (Figura 3).

A entrada do virus é mediada pelo reconhecimento e pelas interaces das proteinas do
envelope viral (E1 e E2) com os receptores da célula hospedeira. Os primeiros receptores
descritos para 0 HCV foram: a proteina cluster of differentiation 81 (CD81) e o receptor
scavenger class B type 1 (SR-B1) (PILERI et al 1998; SCARSELLLI et al 2002). Os receptores
de lipoproteina (LDL) e os glicosaminoglicanos (GAG) s&o reconhecidos por mediar a ligacao
inicial as células suscetiveis antes da interacdo com CD81 e SR-B1. Além desses receptores,
outras proteinas atuam como receptores e co-receptores para 0 HCV, tais como: as proteinas de
juncéo celular claudina-1 (CLDNZ1) e ocludina (OCLN), o receptor de colesterol Niemann Pick
C1 like 1 (NPC1L1), o receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) (EVANS et al.,
2007; PLOSS et al., 2009; LUPBERGER et al., 2011; SAINZ et al., 2012).

A ligacdo do HCV aos receptores da célula hospedeira € seguida pela fusdo do envelope
viral com a membrana endossomal e a liberacdo do genoma viral no citosol, mediada por
clatrina. A entrada do virus é facilitada pelo baixo pH. No citoplasma, o genoma se acopla ao
ribossomo, sofrendo a traducéo de RNA mensageiro. E em seguida, a poliproteina é translocada
para a membrana do reticulo endoplasmatico. Proteases do hospedeiro e do virus participam do
processo de pés-traducdo da poliproteina do HCV, dando origem as proteinas estruturais e ndo
estruturais (DUBUISSON; HELLE; COCQUEREL, 2008).

Uma vez que o genoma foi traduzido, inicia-se a replicagdo viral. Ela ocorre em
membranas derivadas do reticulo endoplasmatico, onde fitas de RNAs de polaridade negativa
servem como moldes para produzir numerosas fitas de RNAs de polaridade positiva que séo
subsequentemente usados para a traducao da poliproteina ou sintese de novos intermediarios de
replicacdo. As proteinas ndo estruturais NS3/4A, NS4B, NS5A e NS5B constituem a
maquinaria da replicagdo. A RNA polimerase dependente de RNA (NS5B) é a enzima chave
da sintese de RNA. Alguns cofatores do hospedeiro participam também na replicacdo, por

exemplo: microRNA 122 (miR-122) e Ciclofilina A. Em seguida, ocorre a montagem do virion
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no complexo de golgi e posteriormente é libertado a partir da célula (PEZACKI,;
SINGARAVELU; LYN, 2010).
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Figura 3: Replicacdo do HCV

a) a ligagdo e a entrada do virus; b) Liberacdo no citoplasma; ¢) Traducdo mediada-IRES e processamento
da lipoproteina; d) Replica¢do do RNA; e) empacotamento e montagem; f) Liberagdo das particulas
virais.

Fonte: MORADPOUR; PENIN; RICE, 2007. (Modificado)

2.3 Gendtipos de HCV

Devido a replicacdo defeituosa do genoma do virus pela RNA polimerase, que provoca o
surgimento de pequenas e constantes mutacGes; o genoma do HCV € altamente variavel.
Atualmente, os dados filogenéticos e a analise das sequéncias de genomas virais inteiras,
permitem a caracterizagdo do virus em genétipos, subtipos e quasispecies (SMITH et al., 2014).

As quasispecies sdo variacdes dentro de um mesmo gendtipo e subtipo, devido a pressdo
imunoldgica. A diversidade de quasispecies costuma ser pequena durante as fases iniciais da
doencga, com aminotransferases normais, e maior nos casos de doencgas hepaticas mais avangada
e/ ou baixa resposta terapéutica, desempenhando um papel importante na progressdao da
infeccdo viral (ROSEN; GRETCH, 1999).

Baseada na similaridade da sequéncia de nucleotideos, o virus da hepatite C é classificado
em 7 genotipos e aproximadamente 67 subtipos diferentes (SMITH et al., 2014). Os diferentes
subtipos apresentam diferenca, nos padrbes de viruléncia, na distribuicdo geogréafica e na

resposta a terapia antiviral. Os gendtipos sdo definidos por nimeros de 1 a 7, enquanto 0s
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subtipos sdo representados por letras: a, b, ¢ e assim por diante (CHAYAMA; HAYES, 2011,
NEWMAN et al., 2013).

O genotipo 1 apresenta a maior taxa de prevaléncia e é encontrado em todo o mundo,
sendo responsavel por cerca de 46 % de todas as infeccdes pelo HCV, seguido pelo gendtipo 3
(30%), gendtipo 2 (9,1%), gendtipo 4 (8,3%), gendtipo 6 (5,4%) e pelo gendtipo 5 (1%). Os
gendtipos 2 e 6 sdo encontrados principalmente na Asia Oriental. O genétipo 3 é mais comum
no sul da Asia. O gen6tipo 4 é mais prevalente no norte da Africa e no oriente Médio. O
gendtipo 5 é mais frequente no sul e no leste da Africa Subsaariana. O gendtipo 7 foi encontrado
somente uma vez no Canada em um imigrante da Africa central (MESSINA et al., 2015).

Os genotipos encontrados no Brasil sdo: 1, 2, 3, 4, 5. O gendtipo 1 é 0 mais comum
(64%), seguido pelos gendtipos 3 (30%) e 2 (5%). Os gendtipos 4 e 5 tém as menores taxas de
prevaléncia (<1%). O gendtipo 1 é mais comum na regido norte. O gendtipo 2 é mais frequente
na regido centro-oeste. O gendtipo 3 é mais prevalente na regido sul (BRUGGMANN et al.,
2014).

Na regido norte, além do genotipo 1, estudos tém descritos 0s gendtipos 2 e 3. Os subtipos
1b, 2b e 3a sdo os mais comuns (VIEIRA et al., 2011).

No Amazonas, 0s genotipos 1 e 3 tém as maiores taxas de prevaléncia, (64%) e (30%)
respectivamente. Os gendtipos 2, 4 e 5 sdo menos frequentes e tém como taxas de prevaléncia
(4,6 %), (0,2) % e (0,1%) respectivamente. Entre os doadores de sangue, o gendtipo 1 é o mais
comum (87% na capital e no interior do estado), seguido pelo geno6tipo 3 (12,9 % apenas na
capital) (TORRES et al., 2009).

Na cidade de Manaus, de acordo com um estudo realizado por Aradjo e colaboradores,
em uma populacdo de 69 pacientes portadores de hepatite C cronica, o gendtipo 1 é o que tem
a maior taxa de prevaléncia (54,2%), seguido pelo genétipo 3 (25%) e pelo gendtipo 2 (20,8 %)
(ARAUJO et al., 2011).

2.4 Epidemiologia

Estima-se que 71 milhdes de pessoas séo portadores da infeccdo crénica do HCV em todo
mundo. E de acordo, com a organizacdo mundial da salde, a hepatite C é responsavel pela
morte de aproximadamente 399 000 pessoas por ano em todo mundo (WHO, 2018).

A prevaléncia da infeccéo pelo HCV é caracterizada por uma alta variabilidade entre as
regides geogréaficas e grupos populacionais. Segundo as estimativas globais, as regides que

apresentam uma alta prevaléncia (>5%) sdo: a Africa ocidental e o Oriente Médio, onde o Egito
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€ 0 pais que tem a maior prevaléncia (>10%). As regides com menor prevaléncia (<1,5%) sao:
a América do Norte, Austrélia, Japdo, Europa do Norte e ocidental (HAJARIZADEH,;
GREBELY; DORE, 2013; ANSALDI et al., 2014) (Figura 4).
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Figura 4: Estimativa global da prevaléncia da Hepatite ¢ e a distribuicdo mundial dos genétipos
Fonte: HAJARIZADEH; GREBELY; DORE, 2013; WHO, 2017.

No Brasil, a taxa de deteccdo da hepatite C na populacdo em geral, em 2017, é de
aproximadamente (10 casos por 100 mil) habitantes. A regido sul tem a maior taxa de detecgédo
(~ 30 casos por 100 mil habitantes), sequida pela regido sudeste (~15). A regido norte e a regido
centro oeste apresentaram a mesma taxa (~5). A menor taxa foi observada na regido Nordeste
(~3) (BRASIL, 2018) (Figura 5).

Em relacéo as capitais, a capital com maior taxa de deteccdo descrita foi Porto Alegre-Rs
(90,7casos por 100 mil habitantes), seguida por Sdo Paulo-SP (36,1 por 100 mil habitantes) e
Brasilia-DF como a capital com menor taxa de deteccdo (4,2) (BRASIL, 2018). Na regido
amazonica, as taxas de incidéncia de infecgcdo pelo virus da hepatite C na populacdo geral,
variam entre 1,1 % a 2,4 % e as taxas de prevaléncia entre os doadores de sangue, variam de
0,8 % a 5,9 % (FONSECA, BRASIL, 2004).

No Amazonas, de acordo com um estudo realizado por Torres e colaboradores, entre o
ano 2005 a 2007, a infec¢édo pelo virus da hepatite C é responsavel pelo descarte de 0,32 % dos

sangues coletados de doadores de sangue (TORRES et al., 2009)
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Figura 5: Taxa de deteccdo de hepatite C por 100 mil habitantes, regido norte, Nordeste, Sul, sudeste, centre
oeste, Brasil, 2007 a 2017.

Fonte: MS/SVS/Departamento de vigilancia, Prevencéo e controle das IST, do HIV/Aids e das hepatites virais.

2.5 Vias de Transmissao

A principal via de transmissdo do HCV ¢ a parenteral, através da exposi¢do ao sangue e
derivados contaminados (STOKMAN et al., 2014). No Brasil, a transfusdo de sangue e
hemoderivados era o principal fator de risco para transmissdo da hepatite C antes de 1993.
Porém a partir dessa data, com a inclusdo dos métodos de triagem pré-doacdo houve uma
reducdo significativa na transmissdo do HCV por meio da transfusdo de hemoderivados
(BUSCH; KLEINMAN; NEMO, 2003).

Atualmente o uso de drogas injetaveis tornou-se o principal fator de risco de infeccéo
pelo HVC, apo6s a reducdo na transmissdao por transfusdo de hemoderivados (MARTINS;
NARCISO-SCHIAVON; SCHIAVON, 2011). Estima-se que mais de 64 % dos usuarios de
drogas injetaveis estejam infectados com o HCV (WARD, 2013). Nos paises desenvolvidos, o
uso de drogas injetaveis € responsavel por cerca de 70 % a 80 % das contaminacGes (ALTER,
2007).

A transmisséo vertical € uma via de transmissdo do HCV durante a infancia. Os fatores
de risco para transmissdo incluem: carga viral da mae, trabalho de parto prolongado,
monitoracdo fetal interna e co-infeccdo HIV/ HCV. O aleitamento materno ndo é considerado

CcOmo um risco para aumentar a transmissao do HCV (MAST et al., 2005).
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Procedimentos médicos e exposi¢do nosocomial sdo umas das vias mais importantes de
infeccdo pelo HCV. S&o considerados como principais modos de transmissdo em paises com
alta prevaléncia, como o Egito. Nesse pais, a maioria dos individuos foram contaminados pela
reutilizacdo de seringas durante a campanha de erradicacdo da esquistossomose entre 1950 e
1980. A transmissdo nosocomial também € muito comum em pacientes que realizaram
hemodialise (MARTINS; NARCISO-SCHIAVON; SCHIAVON, 2011).

A exposic¢do ocupacional é a principal via de transmissao entre os profissionais de saude.
A transmissdo ocorre por acidentes com matérias perfurocortantes e exposi¢cdo das mucosas.
Cerca de 75 % das infecgOes por exposicdo ocupacional s&o de exposicdo percutanea e
aproximadamente 25 % sdo de exposicdo por mucosas. Outras vais de transmissdo do HCV
incluem: a transmissdo sexual e transplante de orgaos. Os fatores de risco para transmissdo
sexual sdo: maior nimero de parceiros sexuais, presenca de doencas de transmissdo sexual
(COPPOLA et al., 2016).

2.6 Resposta imune contra HCV

2.6.1 Resposta Imune Inata

A resposta imune inata é considerada como a primeira linha de defesa do organismo
contra o HCV, desempenha um papel importante no reconhecimento e na eliminacdo da
infeccéo viral (TERILLI; COX, 2013).

A detecgdo do virus é feita através dos receptores Toll like (TLRs). Os TLRs sdo uma
familia de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) que reconhecem uma grande
variedade de PadrGes Moleculares Associados aos Patogenos (PAMPSs), incluindo lipideos,
lipoproteinas, proteinas, glicanos e acidos nucleicos. Sdo responsaveis pela ativacdo da
expressdo dos genes envolvidos em respostas imunes inflamatdrias (AKIRA; UEMATSU;
TAKEUCHI, 2006).

Os TLRs sdo expressos em varias células imunes, como: macréfagos, células dendriticas
(DCs), células B, mas também em fibroblastos e células epiteliais. Existem pelo menos 10 TLRs
em humanos descritos e quatro deles estdo envolvidos no reconhecimento dos acidos nucleicos:
TLR-3, TLR-7, TLR-8 e TLR-9. O TLR3 detecta dSRNA, o TLR-7 e 0 TLR-8 reconhecem
sSDNA e o TLR9 interage com DNA metilado. Os TLRs envolvidos no reconhecimento dos
acidos nucleicos estdo localizados em compartimentos endossomais (BARTON; KAGAN,
2009; HOWELL et al., 2013).
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Outros TLRs estdo envolvidos na deteccdo das proteinas do virus, por exemplo: 0s TLRs
1,2 e 6 que reconhecem a proteina estrutural core e a proteina ndo estrutural NS3, e 0 TLR-4
que reconhece a proteina ndo estrutural NS5A. Esses TLRs estdo localizados na superficie da
celula (BARTON; KAGAN, 2009; HOWELL et al., 2013).

A deteccdo do virus de RNA, dentro do citoplasma, durante a replicacdo, é feita pelo
receptor do gene indutivel por &cido retinolico 1 (RIG-I) e pelo receptor do gene de melanoma
associado a diferenciacdo 5 (MDADS). A ligacdo desses receptores ao RNA viral, resulta na
ativacdo do fator de resposta ao interferon 3 (IFR3) e do fator nuclear KB (NF-xB) (LOO;
GALE, 2011; HEIM, 2013).

O reconhecimento e a ligacdo do virus aos TLRs desencadeiam uma cascata de
sinalizacdo que conduz a liberacdo e a regulacao de citocinas pro-inflamatérias, de quimiocinas
e da producdo de interferon (IFN), que séo responsaveis por induzir o estado antiviral das
células e a ativagdo de outros componentes celulares, como as células exterminadoras naturais
(NK), células dendriticas e macrofagos (HEIM; THIMME, 2014).

Apesar de permitir a ativacdo dos TLRs, o virus da hepatite C é capaz de escapar da
sinalizacdo desencadeada pelos TLRs por varios mecanismos. Ha relatos de que NS3/4A é
capaz de reduzir a associa¢do da proteina Tank binding kinase 1 (TBK1) com Fator de resposta
ao interferon 3 (IFR3), consequentemente inibe a ativagdo de IRF3, e NS5A tem capacidade de
interferir na expressdo de mMRNA de TLR7 e também na cascata de sinalizacdo de TLR7 (SATO
etal., 2007; HEIM, 2013).

As células exterminadoras naturais (NK) fazem parte das células mais importantes na
defesa do organismo contra hepatites virais. Sdo mais numerosas no figado do que nos outros
6rgdos. Sdo classificadas em CD569™ e CD56™'9", As células Nk CD56%™ séo citotoxicas de
natureza e sdo mais numerosas. Sao responsaveis por destruir as células infectadas e iniciar o
processo da hepatite. As células NK CD56°9" s3o responsaveis pela producéo de citocinas,
TNF-o e IFN-y que promovem o recrutamento das células inflamatérias intra-hepéticas, a
maturacao das celulas dendriticas e 0 aumento da sua capacidade para estimular a resposta Th-
1 (CHAN et al., 2007).

Durante a infecdo cronica, as células NK tendem a ser reduzidas no sangue e no figado.
Hé& estudos que mostraram que a ligagéo da proteina E2 do HCV a proteina CD81 das células
NK interfere na producéo de IFN-y e na citotoxicidade das células NK (CROTTA et al., 2002).

As células dendriticas (DCs) sdo as principais células apresentadoras de antigenos (APCs)

no organismo. S&o caracterizadas pela sua capacidade de induzir potentes respostas de células
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T. Séo classificadas em dois grupos: células dendriticas meildides (mDCs) e células dendriticas
plasmocitoides (pDCs). As mDCs representam a maioria das células dendriticas e atuam no
processamento e na apresentacdo de antigenos e produzem varias citocinas, tais como: IL -12,
IL-15, IL-18. A IL-12 ¢é importante para a diferenciacdo das células Thelper (Th) em células
Thl. As pDCs tém como principal fun¢do secretar IFN-1(a e ) em respostas a infegdes virais
(SHAW, 2008).

O papel e a funcéo das células dendriticas durante a infecdo cronica da hepatite C ndo sédo
bem definidos. Ha estudos que mostraram que as células dendriticas sdo defeituosas durante a
infeccdo crbnica e que as proteinas do HCV (core, E1, E2, NS3) sdo responsaveis pela inducéo
de fenotipos defeituosos (LONGMAN et al., 2004).

Os macrdfagos, assim como as células dendriticas sdo as células apresentadoras de
antigenos. Sdo considerados como sendo importantes células efetoras imunitarias. Estdo
envolvidos na remocéo de restos celulares gerados durante a remodelacdo de tecidos e na
destruicdo das células que sofrem apoptose. Produzem a IL- 6, e outras citocinas como: IL-8,
IL-10, IL-12, e TNF-a, oxido nitrico (NO) (RACANELLI; REHERMANN, 2006). Ha relatos
de que a proteina core do HCV interfere na producéo de IL-12 e do NO (LEE et al., 2001).

2.6.2 Resposta imune adaptativa

Ao contrério da resposta imune inata que atua horas ou dias apés a infeccdo, a resposta
imune adaptativa aparece em torno de 6 a 8 semanas apos a infeccéo pelo HCV. O aparecimento
se da pelo desenvolvimento das células T e estimulos dos linfocitos B com a producéo de
anticorpos (HEIM; THIMME, 2014).

Os anticorpos produzidos contra os epitopos das proteinas do virus ndo possuem atividade
antiviral para bloquear a infeccdo devido as constantes mutacdes no genoma do virus
(THIMME et al., 2008). Mas, ha estudos que mostraram que a producdo de anticorpos na fase
inicial da doenca é crucial para eliminacdo espontanea do virus (LOGVINOFF et al., 2004).

As células T CD4+ e T CD8+ sdo consideradas esséncias na eliminacdo espontanea do
virus devido as suas respostas direcionadas aos varios epitopos de diferentes proteinas de HCV.
Porém, estudos mostraram que 0 Vvirus consegue escapar da resposta das células T CD4+e T
CD8+ devido as constantes muta¢fes dentro dos epitopos. Estas mutacdes ocorrem
precocemente e sdo fixadas na quasispecies (ERICKSON et al., 2001).

A falha das células T CD4+ para sustentar uma resposta das células T CD8+ é uma

caracteristica marcante da persisténcia da infeccdo pelo HCV. Em geral, a diminui¢do das
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respostas antivirais das células T CD4+ e T CD8+ nos individuos com a forma crénica da
hepatite C esta relacionada com o desenvolvimento de fibrose e de cirrose (POYNARD et al.,
2003).

Em relacdo a diferenciacéo das células Th em Thl, as citocinas pro-inflamatdrias, como:
IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, IL-18, TNF-a, IFN-y sdo responsaveis por essa diferenciacdao e as
citocinas anti-inflamatdrias, tais como: I1L-4, IL-5, IL-13, IL-15 induzem a diferenciacdo das
células Th em Th2 (LIASKOU et al., 2012; PARK et al., 2014)

Ha relatos de que as citocinas Thl sdo necessarias para a resposta imune antiviral e que
as citocinas Th2 podem inibir a acdo efetora das células Thl, desempenhando um papel
importante na persisténcia da doenca (LIASKOU et al., 2012; PARK et al., 2014).

2.7 Interleucina 2 (IL-2).

Descoberta em 1975, a interleucina 2 (IL-2), € uma glicoproteina com uma estrutura
globular de quatro hélice o dobradas. Se origina a partir de um peptideo precursor de 153
aminoacidos. Apds ser processada, forma-se uma proteina de aproximadamente 133
aminoéacidos, com massa molecular em torno de 15 KDa (kilo Dalton) (JU et al.,1987 ; ROSS,
CANTRELL,2018)

E produzida por varias células, tais como: Células T CD4+, T CD8 +, células B, células
dendriticas, células exterminadoras naturais (NK), mastocitos e também pode ser sintetizada
por células teciduais (PALIARD et al., 1988; GRANUCCI; VIZZARDELLI; PAVELKA etal.,
2001; HERSHKO; SUZUKI; CHARLES et al., 2011)

2.7. 1 Atividade pleiotropica da IL-2

Primeiramente conhecida como fator de crescimento de células T, a IL-2 induz vérios
efeitos sobre as células do sistema imune: Nas células T CD4+, aumenta a proliferacdo e a
diferenciacdo, regula os mecanismos apoptaticos, também aumenta a producéo de citocinas;
além disso, € importante para diferenciacdo das células T em células Thl, e Th2. Nas células T
CD8+ aumenta a atividade citolitica, a producdo de citocinas e provoca a proliferacdo de células
T CD8+ de memoria. Nas células B, promove a proliferacdo e aumenta a producdo de
imunoglobulina. Nas células NK, aumenta a atividade citolitica e a producdo de citocinas. E
aumenta a proliferacdo e a homeostase das células T reguladores (Tregs) (SAKAGUCHI et al.,
2008; GAFFEN; LIU, 2004; LIAO; LIN; LEONARD, 2013).
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Segundo a literatura, a IL-2 apresenta um papel muito importante na imunidade
antitumoral. Além disso, é utilizada como adjuvante em varios tipos de doencas e canceres. Nos
Estados Unidos e em muitos outros paises, a IL-2 é aprovada para tratamento de carcinoma de
células renais e melanoma avancado. E existe um interesse de usar a IL-2 como terapia
adjuvante no tratamento de individuos infetados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(OKAMOTO et al., 2003; CHOU et al., 2013; JENNIFER; CHARLES; TAMARA, 2017).
Vaérias estratégias estdo sendo utilizadas para desenvolver novas e mais formulacoes eficazes

de IL-2 que podem ser utilizadas na imunoterapia contra o cancer (POOJA; NANCY, 2017).

2.7.2 Via de sinalizacdo da IL-2

A IL-2 exerce as suas atividades pleiotrdpicas através da ligacdo ao receptor expresso na
superficie celular que consiste em trés componentes: a cadeia alfa (a) (IL2Ra, CD25), beta ()
(IL2RB, CD122) e gama (y) (IL2RG, CD132). Esse complexo tem um papel importante no
controle do sistema imune. (WANG; RICKERT; GARCIA, 2005; DHUPKAR; GORDON,
2017).

O heterotrimero afy possui afinidade alta; o dimero By possui afinidade intermediaria e
o mondmero o possui afinidade baixa e ndo esta relacionada na transdugdo do sinal de IL-2,
pois a sua regido intracelular estd muito curta para funcionar como transdutor de sinal.
(DHUPKAR; GORDON, 2017)

As cadeias a e B sdo expressas em células T CD8+ e células NK. As cadeias a, B e y sdo
expressas em células T reguladores (T reg), células T ativadas e células B (WANG; RICKERT;
GARCIA, 2005; STAUBER et al., 2006).

A cadeia a ¢ especificamente para IL-2, ou seja, participa somente da sinalizacéo da IL-
2. As cadeias a e B participam também da transmissao da sinaliza¢do da interleucina 15 (IL-
15). A cadeia gama (y) é necessaria também para transducao de sinal de varias citocinas, Tais
como: IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21(OZAKI; LEONARD, 2002)

A transmissdo de sinal ocorre primeiramente pela ligacéo de IL-2 ao IL-2Ra. Esse ultimo
possui um dominio citoplasmatico curto, por isso ndo participa da sinalizacao intracelular. O
complexo binario IL-2Ra-1L-2 provoca uma pequena alteragdo conformacional na IL-2, e
consequentemente a associagéo de IL-2Ra-1L-2 ao IL-2Rp. Em seguida aconteca a fosforilacao
do IL-2RB e o recrutamento de yc. Apos esse evento, acontece a fosforilagdo e
consequentemente a ativacao de janus quinase 1 e 3 (Jak 1 e 3), que estdo associados a IL-2Rf3
e yc respectivamente. Jak 1 e 3 ativados fosforilam trés residuos de tirosina. Em seguida ocorre

0 recrutamento e a ativagdo das proteinas da familia de fatores de transcricdo (STAT) 1, 3,4 e
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5. Depois da fosforilagdo e dimerizacdo de STAT, séo translocados para o nucleo onde
modulam a expressao génica, a diferenciacéo e a sobrevivéncia celular (RICKERT et al., 2005;
SIM, 2014).

A proteina tirosina cinase Src também pode ligar ao receptor ativado, e consequentemente
ativa as proteinas (Erk-1) e 2 (Erk-2) resultando na ativagdo do ciclo celular. Além disso, a
ligagdo de IL-2 ao seu receptor ativa a proteina fosfatidilinositol-3 (P13K) através da proteina

Akt, promovendo a sobrevivéncia e o crescimento celular (Figura 6)

@ Fosforilagao

Figura 6: Representacdo esquematica das vias de sinalizagdo da IL-2
Fonte: DUPKAR; GORDON, 2017

2.8 Subunidade Beta do receptor da IL-2
O receptor da IL-2 desempenha um papel muito importante na resposta imune, pois €é

responsavel pela transducéo de sinais da IL-2 e IL-15, que s&o consideradas como umas das
citocinas mais potentes do sistema imune. Além disso, a IL-2/IL-2R tem uma funcdo importante
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na modulacgdo da resposta imune, mediando os efeitos da IL-2 nas células T, células B e células
NK. (DHUPKAR; GORDON, 2017)

Como ja foi mencionado, o receptor da IL-2 é formado por vérias subunidades, tais como:
IL-2Ra (CD25), IL-2RB (CD122) e IL-2Ry (CD132) (MALEK, 2008; DHUPKAR; GORDON,
2017). Entre essas subunidades se destaca a IL-2Rp.

IL-2RpB (CD122) desempenha um papel indispensavel na transmissao do sinal de 1L-2,
pois a sua regido intracelular é longa e possui muitos locais de ligacdo para a fosforilacdo de
proteinas (MALEK, 2008). E a principal subunidade responsavel pela proliferacdo celular
provocada pela IL-2, pelo desenvolvimento das células efetoras T CD4+ e T CD8 + e pelo
desenvolvimento das células T reguladoras (Treg) (BAYER; YU; ADEEGBE et al., 2005;
SETOGUCHI; HORI; TAKAHASHI et al., 2005)

Além disso, tem um papel importante em vias importantes nas doencas autoimunes, tais
como: asma e artrite juvenil (MOFFATT et al., 2010). Em camundongos, a deficiéncia da IL-
2R esta relacionada a susceptibilidade a infeccGes, a ndo ativacdo das células T, a diminuicdo
da atividade citolitica das células TCD8 +; a doencas autoimunes e a diminuicdo no
desenvolvimento das células T reguladores. (SUZUKI et al. 1995; MALEK, 2008).

2.9 Polimorfismos Genéticos

Variagdes genéticas desempenham um papel muito importante no desenvolvimento de
uma doenca infeciosa. As alteracdes genéticas sdo do tipo polimorfismo quando a frequéncia
do alelo comum é igual ou superior a 1 %, sendo diferentes das mutacdes. O projeto de genoma
humano permitiu de identificar varios tipos de polimorfismo, tais como: delecdo/ insercdo,
repeticdo em tandem de numeros variaveis (VNTR), substituicdes. (WRIGHT, 2005.)

Os mais comuns de polimorfismo séo as alteragdes denominadas de polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNP). Consistem apenas em uma substituicdo de um nucleotideo por outro
e sdo responsaveis por aproximadamente 90 % da variabilidade entre os individuos. Estima-se
que a cada 1000 pares de base (bp), ocorraum SNP. (BROOKES, 1999; SACHIDANANDAM
et al., 2001)

O SNP pode acarretar em efeitos bioldgicos ou ndo dependendo da localizagdo da
alteracdo ao longo do genoma humano. Se a alteracdo for dentro de regifes génicas que serdo
codificadas e expressas (éxons), isso pode implicar na perda da estrutura proteica e
consequentemente na reducdo ou na perda da atividade da proteina codificada por esse gene

(NUSSBAUM et al., 2002). Quando ocorrer na regido promotora do gene ou em regies ndo
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codificantes (introns), pode resultar na reducdo ou no aumento da expressdo da proteina
(CALIBASI; BASBINAR, 2017).

Além disso, ha relatos que os SNPs em genes de citocinas e receptores de citocinas podem
ser responsaveis pela suscetibilidade de um individuo a doencas (SHASTRY, 2002; KENN,
2002). Muitos estudos sugeriram que os SNP em genes que codificam as citocinas afetam o
resultado clinico, a gravidade das doencas e podem influenciar a resposta as drogas (LOHRER;
TANGEN, 2000; OLLIER, 2004; TAN et al., 2015).

Na Hepatite C, varios polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) localizados em genes
que codificam as citocinas tém sido associados aos mecanismos de defesa do organismo, a
depuracdo natural do HCV, a resposta a terapia antiviral (HORNER; GALE, 2013) e a
suceptibilidade a Hepatite C (OLEKSYK et al., 2005; REHERMANN, 2000).

2.9. 1 Polimorfismos de IL-2

O gene que codifica a IL-2 em humanos, esté localizado no brago longo do cromossomo
4, regido 4g26-g27, consiste em cinco exons e cinco introns. Varios polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNP) tém sido descritos nesse gene, tais como: -475A/T, -384T/G, -
330T/G, - 2811 G/A, +114G/T (JOHN et al., 1998; MATEZANZ et al., 2000). Os
polimorfismos em destaque s&o -330T/G (rs2069762) e -2425G/A (rs 4833248).

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) da IL-2 (rs2069762) e IL-2 (rs4833248)
estdo localizados na regido promotora. Além disso, 0 SNP IL-2 (rs2069762) se encontra
também proximo do fator nuclear de células T ativadas (NFAT) que tem um papel importante
nos padrbes de transcricdo e traducdo da IL-2 (CRABTREE; CLIPSTONE, 1994,
HOFFMANN et al., 2001).

Os polimorfismos da IL-2 podem afetar a producdo de IL-2, assim os individuos
homozigotos mutados G/G sdo conhecidos por apresentarem um aumento de 3 vezes na
producdo de IL-2, em compara¢do aos individuos homozigotos selvagens T/T (HOFFMANN
etal., 2001).

A desregulacdo na producéo da IL-2 aumenta o risco de varias doencas, assim 0s SNPs
da IL-2 estdo implicados no aumento da suscetibilidade a varios tipos de doencas, incluidos
doencas autoimunes, cancer de bexiga, cdncer de mama, cancer gastrico, carcinoma nasofaringe
etc. (WU et al., 2009; WEI et al., 2010; HU; OUYANG; TANG, 2012, SHEN et al., 2012).
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2.9.2 Polimorfismos de IL-2RB

O gene que codifica a IL-2RB em humanos apresenta 49.217 pares de base (bp) e esta
localizado no brago longo do cromossomo 22, regido 22ql3. Codifica uma proteina de
aproximadamente 515 aminoacidos e massa molecular 70-75 kD. (OSINALDE et al., 2017).
Apresenta varios polimorfismos. O polimorfismo em destaque € o +10558G/A (rs 1003694), e
esta localizado no terceiro intron.

Os introns eram considerados como (DNA lixo), pois sdo removidos durante o
processamento do pré-mRNA. Atualmente sdo conhecidos por apresentar varias fungdes, tais
como na evolucgdo, na ligacdo de proteinas reguladoras e também contém sequéncias especificas
de splicing (ROGOZIN et al., 2003; KELLY et al 2015). Além disso, durante a transcrigdo,
existe uma cooperacgdo entre os promotores e as sequéncias reguladoras localizadas dentro dos
introns. Essa cooperacdo € fundamental para a transcricdo génica (STADHOUDERS et al.,
2012).

Os SNPs da IL-2RB que afetam a transcricdo de IL-2Rf podem afetar as respostas
imunolodgicas e inflamatorias via IL-2/IL-2R. Assim o0s polimorfismos da IL-2Rp estdo
associados ao desenvolvimento de varias doencas autoimunes e inflamatérias, como diabetes
tipo 1 (TID) (FERJANI et al., 2016), esclerose maltipla (CAVANILLAS et al., 2010), doenca
inflamatoria intestinal (BOUZID et al., 2013).

Na literatura ndo existem dados da associa¢do do SNP + 10558G/A com Hepatite C, mas
acreditamos que as variantes do gene do IL-2Rf podera alterar o risco da doencga por meio de

seus efeitos pleiotrdpicos em varias respostas dependentes da IL-2.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os polimorfismos em genes de IL-2 e IL-2R3 e o nivel sérico das citocinas Thl,
Th2 e Th17 em pacientes infectados pelo virus da Hepatite C, atendidos na Fundacgéo
da medicina Tropical Doutor-Heitor Vieira Dourado (FMT-HDV).

3.2 Objetivos Especificos

Determinar a frequéncia dos polimorfismos genéticos de base unica (SNP) (-330 T/G e
-2425 G/A) em gene de IL-2 e (+10558G/A) em gene de IL-2Rp no grupo de pacientes
e no grupo controle;

Verificar a associagdo dos SNPs estudados com a progressdo da doenca hepatica em
pacientes com HCV;

Avaliar o nivel sérico das citocinas Th1l, Th2 e Th17 em pacientes e em controles;
Avaliar a influéncia dos polimorfismos (-330 T/G e -2425 G/A) em gene de IL-2 sobre
o perfil das citocinas em pacientes e em controles;

Verificar a relacdo do perfil de citocinas séricas com a fibrose hepéatica em pacientes

com hepatite C.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo descritivo, transversal, realizado em pacientes com hepatite C
(HCV+), atendidos no ambulatorio de Hepatopatia da Fundacdo de Medicina Tropical-Doutor
Heitor Vieira Dourado (FMT-HDV) e doadores de sangue que se apresentaram na Fundacéo de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM).

4.2 Populacao de estudo

Foram analisadas 149 amostras de pacientes infectados pelo virus da hepatite C, que
procuraram atendimento na FMT-HVD, localizada na cidade de Manaus, Estado do Amazonas,
no periodo do 2016 e 2017 e 100 amostras de candidatos a doacdo de sangue que se
apresentaram na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(FHEMOAM), no periodo de 2016 e 2017.

4.3 Critérios de inclusao e exclusado

Foram incluidos neste estudo pacientes adultos com idade entre 18 a 65 anos, com
diagnostico de infeccdo pelo HCV por teste sorolédgico e confirmado por RT-PCR.

Foram excluidos pacientes que apresentaram co-infec¢do com os virus da hepatite B (anti-
HBc), virus da imunodeficiéncia adquirida-HIV (anti-HIV-1 e Il), HTLV (anti-HTLV 1 e 1),
doenca de Chagas (teste Elisa), sifilis (VDRL), pacientes que apresentaram quadro clinico-
laboratorial de cirrose hepéatica descompensada, pacientes diabéticos descompensados,
pacientes com relato de consumo diario de bebida alcodlica, pacientes com distlrbios
psiquidtricos, pacientes renais cronicos e pacientes com sindrome plurimetabdlica.

Para o grupo controle, foram selecionados doadores de sangue, com idade entre 18 a 65
anos, residentes em Manaus, que ndo apresentaram reatividade para Hepatite B (anti- HBc,
HBsAQ), HCV (anti-HCV), HIV (anti-HIV-le I1), HTLV (anti-HTLV I e Il), doenca de Chagas
(teste ELISA), sifilis (VDRL), confirmado por teste acido nucleico (NAT).
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4.4 Aspectos Eticos

As amostras utilizadas no presente estudo foram obtidas a partir de projetos aprovados
nos CEPs da FMT-AM (CAAE 1.405.965/2015) e da Fundacdo HEMOAM - (CAAE
00240112000-10/2010).

4.5 Coleta dos dados e do material bioldgico

As amostras analisadas neste estudo foram coletadas através de pungdo venosa. Foi
coletado um volume total de 10 mL de sangue periférico dos pacientes HCV+ e dos individuos
controles. O sangue coletado foi distribuido em dois tubos: um tubo contendo anticoagulante
EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2) para procedimentos referentes a determinagdo dos
polimorfimos e um tubo com gel separador (Gel BD SST® Il Advance®) para procedimentos
referentes a dosagem de citocinas. As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio genémica
da Fundacdo de HEMOAM onde foram realizadas a extracdo de DNA, as reacdes em cadeia da
polimeras (PCR) e as reacOes de restricdo, e ao Laboratério Multidisciplinar da Fundagéo

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas para dosagem de citocinas (Figura 7).
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4.6 Quantificagdo de citocina

A quantificacdo das citocinas das amostras de plasma dos pacientes e controle foi
realizada por Citometria de Fluxo CBA (Cytometric Bead Array) no Laboratorio
Multidisciplinar do HEMOAM, com o Kit BDTM Human TH1/TH2/TH17 Cytokine (Cat. N°
560484, Lot: 29132, marca BD® Biosciences, San Diego, CA, USA), seguindo as orientacGes
descritas pelo fabricante. Foram quantificadas interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interferon gama (IFN- y), fator de necrose tumoral
(TNF) e inteleucina 17A (IL-17A).

Por limitagcdes técnicas foram quantificadas somente 34 amostras de pacientes e 34
amostras de controle.

O Kit BDTM CBA utiliza uma série de particulas (microesferas ou beads) de tamanho
conhecido e com intensidade de fluorescéncia distinta para detectar simultaneamente através
de uma superficie de captura as varias citocinas sollveis. Cada bead de captura esta conjugada
a um anticorpo especifico para cada citocina.

A deteccdo das citocinas presentes na amostra foi realizada através do fluorocromo
ficoeritrina (PE) conjugado a anticorpos que fornecem um sinal fluorescente em proporcao a
quantidade de citocina da amostra ligada a bead. Os complexos formados de bead de captura +
citocina da amostra + anticorpo de deteccao foram quantificados através da citometria de fluxo.
Para a aquisi¢do das amostras foi utilizado o citdmetro de fluxo BD FACS Canto 1l (Becton,
Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) do HEMOAM.

4.8 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA das amostras foi feita a partir de 200uL de sangue total utilizando-se
o Kit Brazol® (Cat. N° 13-BR188, marca LGC tecnologia), versdo otimizada do método passo-
unico do isolamento total de DNA/RNA, baseado na metodologia desenvolvida por
CHOMOZYNSKI & SANCHI (2006). As amostras foram inicialmente lisadas em solucédo de
Trizol a 4°C sob agitacédo vigorosa. Ap6s homogeneizacdo, adicionou-se cloroférmio a 4°C nas
amostras, sob agitacdo vigorosa e, em seguida, centrifugou-se as mesmas por 15 minutos a
10.000 RPM em temperatura ambiente. Em seguida, retirou-se cuidadosamente a fase superior
contendo DNA genbmico e transferiu-se para tubos de 1,5 mL previamente identificados. O
DNA extraido foi precipitado através da adi¢do de 500 pL de etanol 100% a 4°C, seguido de
centrifugagdo por 15 minutos a 10.000 RPM em temperatura ambiente e descarte do

sobrenadante. A etapa de precipitagdo foi repetida, adicionando 500 puL de etanol 100% seguida
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de centrifugacdo por 12 minutos a 10.000 RPM em temperatura ambiente e descarte do
sobrenadante. Removeu-se o etanol residual em banho seco a 56°C por 10 minutos. Por fim, o

precipitado foi hidratado em 200 pL de agua ultrapura e armazenado em freezer a -20 °C.
4.8 Genotipagem dos polimorfismos

A genotipagem dos polimorfismos de IL-2 e IL-2R foi realizada por reagdes em cadeia
da polimerase (PCR), seguida de reacdo de restricdo com endonucleases (RFLP). Os primers

utilizados encontram-se descritos no quadro abaixo (Tabela 01).

Tabela 1: Sequéncias dos primers e a ciclagem que foram utilizadas nas rea¢des em cadeia da polimerase

Polimorfismo Primes Ciclagem
Senso
95°C por 5 min, 40 x (95°C por 30 s, 56°C
IL-2 rs 2069762 5’-CAGGAAACCAATACACTTCCTGTT-3” por 30s,
Anti-Senso 72°C por 30s) 72°C por 7 min

5’-GTAACTCAGAAAATTTTCTTGGTC-3’

Senso
95°C por 5 min, 40 x (95°C por 30 s, 59°C
IL-2 rs 4833248 5’- GGCCTCTTGGGTTTTCAAGATTCAG-3’ por30s,
Anti-Senso 72°C por 30s) 72°C por 7 min

5’-TGGTGTTTCATTATGGAGGGCC-3’

Senso
95°C por 5 min, 40 x (95°C por 30's, 66.9°C
IL-2RB rs1003694 5’- GCTTGGATTTTGAGAGACCCT-3’ for 30s,
Anti-Senso 72°C por 30s) 72°C por 7 min

5’-CCACCTCTCTGTGGTCTTCCTCTT-3”

Tabela 2: Descrigdo das enzimas de restri¢do e do tamanho dos fragmentos que foram obtidos a partir da reagdo
de restricdo.

Polimorfismo Enzima de Restri¢éo Alelo (pb)
IL-2 rs 2069762 Ava Il T=141
G=117+24
IL-2 rs 4833248 Ddel G=189
A=136+53
IL-2RB  rs1003694 Rsa | G=184

A=121+63
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4.8.1 Ensaio para identificacdo do polimorfismo do gene da citocina IL-2
rs2069762

Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

O sitio polimorfico T/G na posicéo -330 da regido promotora do gene da IL-2 (141 pares
de bases) foi amplificado com os iniciadores 5’-CAGGAAACCAATACACTTCCTGTT-3 e
5-GTAACTCAGAAAATTTTCTTGGTC-3' (DE ARAUJO et al., 2019) (Tabela 1). Foi
preparado um mix para o0 PCR, com volume total de 25 uL, contendo: 4,0 pL (100 ng) de DNA
genémico; 0,25 pL (0,1 pMol/L) de cada primer; 2,5 pL (200 uMol/L) de dNTPs (CENT
BIO®); 0,75 pL (1,5 mMol/L) de MgClI2; 2,5 pL de tampéo 10X de PCR (500 mM KCl e 200
mM Tris-HCI, pH 8,4), 0,2 pL (1U) de Tag DNA polimerase (CENT BIO®) e 14,55 pL de
agua ultrapura. A amplificacdo foi realizada em termociclador (Veriti® 96 Thermal Cycler,
Carlsbad,USA).

Reacéo de Restricdo (RFLP)

O polimorfismo no gene da IL-2 -330 T/G foi detectado apds a digestdo do produto de
PCR com a enzima de restricdo Ava Il ((BioLabs®, New England, Ipswich, MA, USA) a 37°C
por 4 horas, em um mix de reacdo de clivagem, com um volume final de 15 pL, contendo: 10,0
uL do produto de PCR; 1,0 uL de tampao de reagdo; 3,75 uL de &gua ultrapura, e 5U de enzima
de restricdo especifica (Tabela 2)

Os produtos da PCR e reacéo de restricdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 2 e 3 % respectivamente, em tampdo TBE 1x (Tris- borato- EDTA) e visualizados
por fluorescéncia UV no transluminador de luz azul da Invitrogen Corporation (Safer Imager™
S3702, Carlshad, CA, USA) ap6s coloracdo com brometo de etidio. O marcador de peso
molecular de 50 ou 100pb foi utilizado como referéncia para o tamanho dos fragmentos de
DNA obtidos. Foram definidos como gen6tipo TT os que apresentaram o fragmento de 141 pb,

TG com fragmentos 141, 117 e 24 pb e GG com os fragmentos 117 e 24 pb (Figura 8)
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-330T/G
IL-2

141
117

Figura 8: Analise do polimorfismo -330 T/G da IL-2 em pacientes com hepatite C, atendidos na

Fundacdo de Medicina Tropical-Doutor Heitor Vieira Dourado, por Rea¢do em Cadeia de Polimerase
(PCR-RFLP).

Eletroforese em Gel de Agarose a 3 % corados com brometo de etidio do gene de IL-2 (rs4833248)
(189pb). Slot 1: peso molecular de 100pb; Slots 2-6: Heterozigoto (T/G); Slots 7,8: Homozigoto
Selvagem (T/T).

4.8.2 Ensaio para identificacdo do polimorfismo do gene da citocina IL-2
rs24833248
Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

O sitio polimdrfico G/A na posicao -2425 da regido promotora do gene da IL-2 (189 pares
de bases) foi amplificado com os iniciadores 5°- GGCCTCTTGGGTTTTCAAGATTCAG-3’
e 5-TGGTGTTTCATTATGGAGGGCC-3" (DE ARAUJO et al., 2019) (Tabela 1). Foi
preparado um mix para o PCR, com volume total de 25 pL, contendo: 4,0 pL (100 ng) de DNA
genémico; 0,25 pL (0,1 pMol/L) de cada primer; 2,5 pL (200 uMol/L) de dNTPs (CENT
BIO®); 0,75 uL (1,5 mMol/L) de MgCI2; 2,5 pL de tampéo 10X de PCR (500 mM KCl e 200
mM Tris-HCI, pH 8,4), 0,2 pL (1U) de Tag DNA polimerase (CENT BIO® ) e 14,55 pL de
agua ultrapura. A amplificacdo foi realizada em termociclador (Veriti® 96 Thermal Cycler,
Carlsbhad,USA).

Reacdo de Restricdo (RFLP)

O polimorfismo -2425 G/A da IL-2 foi detectado ap0s a digestdo do produto de PCR com
a enzima de restricdo Dde | (BioLabs® , New England, Ipswich, MA, USA ) a 37°C por 4 horas,
em um mix de reacdo de clivagem, com um volume final de 15 pL, contendo: 10,0 uL do
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produto de PCR; 1,0 uL de tampao de reagdo; 3,75 pL de 4agua ultrapura, e SU de enzima de
restricdo especifica. (Tabela 2)

Os produtos da PCR e reacdo de restricdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 2 e 3 % respectivamente, em tampdo TBE 1x (Tris- borato- EDTA) e visualizados
por fluorescéncia UV no transluminador de luz azul da Invitrogen Corporation (Safer Imager™
S3702, Carlshad, CA, USA) ap6s coloracdo com brometo de etidio. O marcador de peso
molecular de 50 ou 100pb foi utilizado como referéncia para o tamanho dos fragmentos de
DNA obtidos. Foram definidos como genotipo GG os que apresentaram o fragmento de 189
pb, GA com fragmentos 189, 136 e 53 pb e AA com os fragmentos 136 e 53 pb (Figura 9)

1 2 3 4 5 6 7 8

-2425 G/A
IL-2

189
136

53

Figura 9: Andlise do polimorfismo -2425 G/A da IL-2 em pacientes com hepatite C, atendidos na Fundacéo de

Medicina Tropical-Doutor Heitor Vieira Dourado, por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR-RFLP).

Eletroforese em Gel de Agarose a 3 % corados com brometo de etidio do gene de IL-2 (rs4833248) (189pb).
Slot 1: peso molecular de 100pb; Slots 2,3,5,8: Homozigoto selvagem (G/G); Slots 4: Homozigoto mutante
(AJA); Slots 6,7: Heterozigoto (G/A).

4.8.3 Ensaio para identificagdo do polimorfismo do gene da citocina IL-2
rs1003694

Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

O sitio polimoérfico G/A na posicao +10558 localizado no terceiro intron do gene da IL-
2Rp (141 pares de bases) foi amplificado com o0s iniciadores 5'-
GCTTGGATTTTGAGAGACCCT-3" e 5-CCACCTCTCTGTGGTCTTCCTCTT-3" (DE
ARAUJO et al., 2019) (Tabela 01). Foi preparado um mix para o PCR, com volume total de
25 uL, contendo: 4,0 uL (100 ng) de DNA gendémico; 0,25 pL (0,1 pMol/L) de cada primer;
2,5 pL (200 uMol/L) de dNTPs (CENT BIO® ); 0,75 pL (1.5 mMol/L) de MgCI2; 2,5 pL de
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tampéo 10X de PCR (500 mM KCI e 200 mM Tris-HCI, pH 8,4), 0,2 pL (1U) de Tag DNA
polimerase (CENT BIO® ) e 14,55 pL de &gua ultrapura. A amplificacdo foi realizada em
termociclador (Veriti® 96 Thermal Cycler, Carlsbad,USA).

Reacdo de Restricdo (RFLP)

O polimorfismo +10558 G/A da IL-2R foi detectado apos a digestao do produto de PCR
com a enzima de restricdo Rsa | ((BioLabs®, New England, Ipswich, MA, USA) a 37°C por 4
horas, em um mix de reagdo de clivagem, com um volume final de 15 pL, contendo: 10,0 pL
do produto de PCR; 1,0 uL de tampdo de reagdo; 3,75 uL de &gua ultrapura, e 5U de enzima de
restricdo especifica. (Tabela 2).

Os produtos da PCR e reacdo de restricdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 2 e 3 % respectivamente, em tampdo TBE 1x (Tris- borato- EDTA) e visualizados
por fluorescéncia UV no transluminador de luz azul da Invitrogen Corporation (Safer Imager™
S3702, Carlsbad, CA, USA) apds coloracdo com brometo de etidio. O marcador de peso
molecular de 50 ou 100pb foi utilizado como referéncia para o tamanho dos fragmentos de
DNA. Foram definidos como gendétipo GG os que apresentaram o fragmento de 184 pb, GA
com fragmentos 184, 121 e 63 pb e AA com os fragmentos 121 e 63 pb (Figura 10).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

+10558 G/A
IL-2RB

184
121

63

Figura 10:Analise do polimorfismo +10558 G/A do IL-2R em pacientes com hepatite C, atendidos na Fundagéo
de Medicina Tropical-Doutor Heitor Vieira Dourado, por Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR-RFLP).
Eletroforese em Gel de Agarose a 3 % corados com brometo de etidio do gene de IL-2Rp (rs1003694) (184pb).
Slot 1: peso molecular de 100pb; Slots 2,3,5,10,11: Heterozigoto (G/A); Slots 4,7,8,9,12: Homozigoto selvagem
(G/G); Slots 6,13: Homozigoto mutante (A/A).



43

4.9 Analises Estatistica

Os resultados foram tabulados e armazenados por meio do Software Microsoft Excel®
(versdo 2010 para windows). Os dados foram apresentados por meio de tabelas de frequéncia e
gréficos.

Os testes Exato de Fisher e QuiQuadrado (y2) foram utilizados para comparagdo das
frequéncias genotipicas e alélicas dos genes estudados nos pacientes HCV+ e no grupo controle.
O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi determinado comparando as frequéncias
genotipicas observadas e esperadas. Testes para o equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado
usando o site https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl. A comparacdo do nivel das citocinas entre
os grupos foi feita utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA) através do
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney e Kruskal Wallis. Nos testes estatisticos foi
considerado o valor de p<0,05 significante e intervalo de confianca 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo da populagéo.

Neste estudo foram incluidos 149 individuos infectados pelo virus da Hepatite C
atendidos na FMT-HVD e 100 candidatos a doacdo de sangue da FHEMOAM. Do total de
individuos inclusos na pesquisa, 0 sexo masculino predominou sobre o sexo feminino, sendo
no grupo de pacientes e no grupo controle, a porcentagem do sexo masculino foi de 55% e 67%
respectivamente, em comparagdo ao sexo feminino, 45% no grupo dos pacientes e 33% no
grupo controle.

Dados semelhantes foram obtidos por TORRES et al., (2009) em um estudo realizado em
candidatos a doagdo de sangue na cidade de Manaus e ARAUJO et al., (2011) descreveram
ainda uma maior prevaléncia da infecdo pelo HCV em individuos do sexo masculino. Essa
diferenca pode ser explicada pelas atividades ocupacionais exercidas pelos homens, sendo mais
expostos aos fatores de risco.

Em relacdo a idade da populacdo estudada, observou-se que a média de idade dos
pacientes HCV+ foi 58 anos e a do grupo de doadores de sangue foi 32 anos (p<0,0001). A
média de idade para o sexo feminino foi 59 anos no grupo de pacientes HCV+ e 33 anos no
grupo de doadores de sangue e a média de idade para o0 sexo masculino no grupo de pacientes
HCV+ e no grupo controle foi 57 anos e 31 anos, respectivamente. A faixa etaria com maior
prevaléncia foi entre 40 e 60 anos.

Foi observada diferenca estatistica significativa, em relacdo a média de idade, entre os
grupos de pacientes e doadores de sangue, mas nao houve diferenca entre ambos 0s sexos. Na

tabela 03, estdo resumidas as caracteristicas demogréficas da populacéo de estudo.

Tabela 3: Caracterizacéo da populacéo do estudo

Sexo Média de idade P value
Feminino
Pacientes HCV+ 67 (45%) 59.1 +11.14
Masculino
82 (55%) 56.73 +10.56
0,0001
Feminino
Grupo Controle 33 (33%) 33.09 +8.96
Masculino

67 (67%) 30.83 +11.35
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A faixa etéria observada no grupo de pacientes também foi observada por SOUZA-CRUZ
et al., (2016) em um estudo na populagdo do Amazonas. Entendemos que as pessoas procuram
0s servigos da saude principalmente na faixa etaria entre 45 e 65 anos ja que o desenvolvimento

da doenca pode levar 15 a 20 anos para ocorrer.
5.2 Frequéncias alélicas e genotipicas

Neste estudo, foram estudados trés SNPs: dois do gene da IL-2: (IL2rs4833248 e
IL2rs2069762) e um SNP do gene de IL-2RS (IL-2RBrs1003694). Os SNPs da IL-2 estdo
localizados na regido promotora e 0 SNP da IL-2Rp estd localizado no terceiro intron. A
distribuicdo das frequéncias dos geno6tipos e dos alelos esta apresentada na Tabela 4.

Tabela 4: Frequéncia dos gendétipos e dos alelos dos polimorfismos em individuos controles e pacientes com
hepatite C

SNP Gendtipose  Controles  Pacientes Comparacéo p OR I1C95%
Alelos (N=100) (N=149) value
n =100 n =149
IL2 rs2069762 TIT 52 (52%) 61 (41%) G/G vs AIA 0.13 21(0.7-5.8)
TIG 42 (42%) 73 (49%) G/G vs G/A 0.14 1.4(0.8-25)
GIG 6 (6%) 15 (10%) G/G vs 0.08 15(0.9-2.6)
GIA+AIA
T 146 (73%) 195 (65%) GvsA 0.07 1.4(0.9-21)
G 54 (27%) 103 (35%)
1L2 rs4833248 GIG 50 (50%) 61 (41%) G/G vs AJA 021 19(0.6-5.3)
G/A 44 (44%) 74 (50%) G/G vs G/A 023 13(0.8-23)
A/A 6 (6%) 14 (9%) G/G vs 0.15 1.4(0.8-2.4
G/IA+A/A
G 144 (72%) 196 (66%) Gvs A 014 13(0.9-19)
A 56 (28%) 102 (34%)
IL-2Rp GIG 51 (51%) 59 (40%) G/G vs AJA 020 1.7(0.7-4.0)
rs1003694
G/A 39 (39%) 70 (47%) G/G vs G/A 0.11 15(.9-26)
A/A 10 (10%) 20 (13%) G/G vs 0.07 15(0.9-26)
G/IA+A/A
G 141(71) 188 (63%) GvsA 0.08 1.3(0.9-20)
A 59 (29%) 110 (37%)

Para 0 SNP -330 T/G da IL-2, o gendtipo TT apresentou frequéncia 52% no grupo
controle e no grupo pacientes HCV+ teve como frequéncia 41%. Ja, o gendtipo GA teve
frequéncia no grupo de pacientes 49% e sua frequéncia no grupo controle foi 42%. E a
frequéncia do gendtipo GG foi 6% e 10% nos grupos, controle e pacientes HCV+,
respectivamente. O valor do p = 0,064. Vale ressaltar que os geno6tipos do polimorfismo 1L-2
rs2060762 estudado, estavam distribuidos de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg nos
grupos estudados.
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A frequéncia do alelo T no grupo controle e no grupo pacientes HCV+ foi 73% e 65%
respectivamente e o alelo menor (MAF) G apresentou frequéncia 27% no grupo controle e 35%
no grupo pacientes HCV+. O valor de p=0,07.

A frequéncia do alelo menor G (MAF) encontrada na populacéo do estudo assemelha-se
a frequéncia observada na populacéo do Porto rico G (0,28), na populacéo chinesa G (0,29), na
populagéo do Japdo G (0,26), na populacdo de Utah com ascendéncia do norte e do oeste da
Europa G (0,26), na populacdo Espanhola (Iberiano) G (0,25). No entanto foi diferente quando
comparada a populacdo Africana G (0,03), a populacdo da Nigéria G (0,02), a populacao da
Gambia G (0,02). Disponibilizados no NCBI (Hap Map ou 1000 genomes). (HUGO, 2019)

Os polimorfismos da IL-2 vém sendo bastante estudados. Dentre eles, o mais estudado €
0-330 T/G, pois € associado a suscetibilidade a varias doencas e canceres, tais como: carcinoma
hepatocelular, artrite reumatoide, cancer de mama, cancer de bexiga (SHEN et al., 2012; HU et
al., 2013; SAXENA et al., 2014). Portanto, os estudos de polimorfismo de IL-2 -330 T/G em
pacientes infetados pelo virus da Hepatite C sdo escassos.

Analisando a frequéncia genotipica entre o grupo de pacientes HCV+ e o grupo controle,
observou-se uma maior frequéncia dos genétipos TG, GG na populacdo de pacientes quando
comparada a populacdo controle. Mas essa diferenca néo foi significativa.

Nossos dados divergem de GAO et al., (2010), que observaram uma maior frequéncia do
genotipo GG no grupo controle em comparacao ao grupo de pacientes e uma maior frequéncia
do gendtipo TT no grupo de pacientes. Mas, nossos dados assemelham com um estudo feito
por EMELYANOVA; VITKOVSKY, (2013) em uma populacdo da Zabaikalski na Russia,
onde observaram uma maior prevaléncia do genétipo GG no grupo de pacientes comparado ao
grupo controle e uma frequéncia maior do genétipo TT no grupo controle em comparagdo ao
grupo de pacientes. Portanto as diferencas entre as frequéncias genotipicas foram significativas,
e de acordo com esse estudo o gendtipo GG estéa relacionado a um maior risco da doenca.

Diante do resultado obtido nesse estudo, ndo foi observada associagédo do SNP -330T/G
com o desenvolvimento da hepatite C, (p=0,064), provavelmente devido ao pequeno numero
amostral. Mas ha indicios do que os genotipos G/G e T/G apresentam um importante papel na
suscetibilidade a hepatite C, aumentando o risco da doenca (r=1,5). Portanto estudos com maior
ndmero amostral é necessario.

Com relagdo ao SNP -2425 G/A da IL-2, a frequéncia do gendétipo GG no grupo controle
e no grupo de pacientes HCV+ foi 50% e 41% respectivamente. O gen6tipo GA teve como

frequéncia 44% no grupo controle e 50% no grupo dos pacientes HCV+. E o gendtipo AA
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apresentou frequéncia 6% no grupo controle e 9% no grupo dos pacientes. Vale ressaltar que
0s gendtipos de polimorfismo IL-2rs4833248 estudado, estavam distribuidos de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos estudados.

A frequéncia do alelo G foi 72% no grupo controle e 66% no grupo dos pacientes HCV+
e a frequéncia do alelo menor (MAF) A no grupo controle e no grupo dos pacientes HCV+ foi
28% e 34% respectivamente. O valor de p=0,16.

A frequéncia do alelo menor (MAF) A (0,28) observada nessa populacdo € semelhante a
populacéo do Porto-Rico A (0,28), a populacdo de Utah com ascendéncia do norte e oeste da
Europa A (0,26), a populacédo chinesa (Pequim) A (0,29), a populacéo Japonesa A (0,27). Mas
foi diferente em comparacdo a populacdo Africana A (0,03), a populacdo da Kenya A (0,04), a
populacdo da Gambia (0,02), a populacdo da Nigéria (0,02). Disponibilizados no NCBI (Hap
Map ou 1000 genomes) (HUGO, 2019)

Analisando a distribuicdo genotipica entre o grupo de pacientes HCV+ e o grupo controle,
houve uma diferenca na distribuicdo dos genotipos GA, AA, estando esses genotipos em maior
frequéncia na populacdo de pacientes em comparacdo a populacao controle. Mas essa diferenca
ndo foi significativa (p=0,12).

De acordo com resultado obtido nesse estudo, ndo foi encontrada associacdo de
polimorfismo -2425 G/A com o desenvolvimento da Hepatite C. Dados similares a esse estudo,
foram descritos em um estudo realizado por XU et al., (2015) em uma populagdo na provincia
de Guizhou na China em pacientes infetados pelo virus da hepatite C, onde, ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos estudados. Inversamente, o polimorfismo IL-2
rs2069762 que é muito estudado, o polimorfismo IL-2 rs4833248 é pouco estudado no mundo.
Isso impossibilita a compara¢do com outros estudos.

Quanto ao SNP +10558 G/A do IL-2Rp, a frequéncia do gendtipo GG foi 51% no grupo
controle e 40% no grupo pacientes HCV+. Ja, a frequéncia do gendétipo GA no grupo controle
e no grupo pacientes HCV+ foi 39% e 47% respectivamente. E a frequéncia do genotipo AA
no grupo controle foi 10% e no grupo pacientes HCV+ 13%. Vale ressaltar que as distribuicfes
genotipicas no grupo de pacientes e no grupo de controle se apresentaram em equilibrio de
Hardy Weinberg.

O alelo G foi teve como frequéncias no grupo controle 71% e no grupo pacientes HCV+
63%. E a frequéncia do alelo menor (MAF) A no grupo controle foi 29 % e 37% no grupo
pacientes HCV+. O valor de p=0,10.
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A frequéncia do alelo menor (MAF) A observado na populagéo de estudo é semelhante a
frequéncia observada na populacdo da Finlandia A (0,29), na populacdo da Asia do Sul A
(0,29), na populacédo da Sri lanka A (0,29). Assemelha-se com a frequéncia da populacdo da
Bengladesh A (0,27). No entanto foi diferente quando comparada a populacdo africana A
(0,40), a populacdo da Nigéria (Esan) (0,42). Disponibilizados no NCBI (Hap Map ou 1000
genomes) (HUGO, 2019).

Os estudos dos polimorfismos de IL-2Rp sdo escassos. Para a hepatite C, nao existem
dados na literatura que avaliem a associacao entre o polimorfismo na posi¢do +10558 do gene
da IL-2Rp a essa doenca, sendo esse € o primeiro estudo.

Ao analisar a distribui¢do genotipica do polimorfismo entre grupo de pacientes HCV+ e
grupo de controle, observou-se, no presente estudo que a frequéncia dos genotipos GA e AA
foi maior do grupo de pacientes comparado ao grupo controle. Mas a diferenca nao foi
significativa, pois o valor do p=0,09.

Diante do resulto obtido nesse estudo, ndo foi observada associa¢ao desse polimorfismo
com a Hepatite C. Mas ha indicios que esse polimorfismo poderia aumentar o risco da doenca

(r =1,4). Estudos com maior poder amostral é necessario para tal confirmacao.
5.3 Associagdo dos Polimorfismos estudados com o grau de fibrose.

Com o objetivo de identificar o papel desses polimofismos nas formas mais graves da
doenca, foram analisadas a frequéncia dos gendtipos e dos alelos no grupo de pacientes,
classificando os grupos de acordo com a escala de METAVIR (Meta-analysis of Histological
Data in viral Hepatitis), que consiste em FO, F1, F2, F3. O grupo de pacientes foi classificado
em <F2 e > F2 (Figura 5).
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Tabela 5: Frequéncia dos gendtipos e dos alelos dos polimorfismos em pacientes com hepatite C, conforme o
grau de fibrose

SNP Gendtipos e <F2 > F2 Comparacéo p OR I1C95%
Alelos (N=83) (N=66) value
IL2 rs2069762 T/T 36 (43%) 25 (38%) G/G vs AJA 0.38 1.6 (0.5-5.1)
TIG 40 (48%) 33 (50%) G/G vs G/A 0.62 1.1(0.5-2.3)
G/G 7 (9%) 8 (12%) G/G vs GIA+A/A  0.49 1.2(0.6-24)
T 112 (67%) 83 (63%) GvsA 0.40 1.2(0.7-1.9)
G 54 (33%) 49 (37%)
1L2 rs4833248 G/G 36 (43%) 25 (38%) G/G vs AJA 0.27 1.9(0.5-6.2)
G/A 41 (50%) 33 (50%) G/G vs G/A 0.67 1.1(0.5-2.3)
A/A 6 (7%) 8 (12%) G/G vs GIA+A/A  0.49 1.2(0.6-2.4)
G 113 (68%) 83 (63%) GvsA 0.34 1.2(0.7-2.0)
A 53 (32%) 49 (37%)
IL-2Rp GIG 34 (41%) 25 (38%) G/G vs AJA 0.85 1.1(0.3-3.0)
rs103694
G/A 37 (45%) 33 (50%) G/G vs G/A 0.57 1.3(0.4-3.6)
A/A 12 (14%) 8 (12%) G/G vs GIA+A/A  0.67 1.2(0.4-3.1)
G 105 (63%) 83 (63%) GvsA 0.94 0.9(0.6-1.5)
A 61(37%) 49 (37%)

Quanto ao SNP -330 T/G da IL-2, a frequéncia do genotipo TT no grupo <F2 foi 43 e no
grupo >F2 foi 38%. O gendtipo TG teve como frequéncias 48% ¢ 50% no grupo <F2 e >F2
respectivamente. E a frequéncia do gen6tipo GG foi 9% no grupo <F2 e 12% no grupo > F2. O
valor do p=0,38.

Analisando as frequéncias genotipicas entre os grupos ndo foram encontradas diferencas
estatisticas significativas. Diante desse resultado ndo foi encontrada associacdo do
polimorfismo -330 T/G da IL-2 com as formas mais grave da doenca. Vale lembrar também
que as distribuicdes genotipicas dos grupos se apresentaram de acordo com o equilibrio de
Hardy Weinberg.

O fato de ndo encontrar diferencas estaticas significativas, pode ser explicado pelo pouco
namero amostral. Mais estudos com maior poder amostral é necessario. Esse é o primeiro
estudo a avaliar o papel do polimorfismo -330 T/G da IL-2 nas escalas da fibrose.

Para 0 SNP SNP -2425 G/A da IL-2, o genotipo GG apresentou frequéncias no grupo <
F2 e no grupo >F2 43% e 38% respectivamente. J4, a frequéncia do gendtipo GA foi 50% tanto
no grupo < F2 e no grupo >F2. E a frequéncia do genotipo GG foi 7% no grupo <F2 e 12% no
grupo > F2. O valor do p=0,32. Vale ressaltar que as frequéncias genotipicas estavam
distribuidas de acordo com o equilibrio de Hardy Weinberg.

Né&o existem estudos ainda que avaliam os efeitos do polimorfismo -2425 G/A da IL-2 no
grau de fibrose provocada pelo virus da Hepatite C. Esse € o primeiro estudo. Ao analisar a
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distribuicdo dos gendtipos nos grupos, ndo foram observadas diferencas -estatisticas
significativas. Diante desse resultado n&o foi encontrada associagao do polimorfismo -2425
G/A da IL-2 com os graus de fibrose.

Em relacdo ao SNP +10558 G/A do IL-2R, 0 gendtipo GG teve com frequéncia 34% no
grupo < F2 e 25% no grupo > F2. A frequéncia do gendtipo GA no grupo <F2 ¢ no grupo >F2
foi 45% e 50% respectivamente. E o genotipo GG apresentou frequéncias 14% e 12 % no grupo
< F2 e no grupo >F2 respectivamente. O valor do p=0,94. As distribui¢fes dos genotipos nos
grupos se apresentaram em equilibrio de Hardy Weinberg.

Analisando as frequéncias genotipicas, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas entre os grupos <F2 e¢ >F2. Portanto ndo existe associa¢do do polimorfismo IL-

2R com 0s graus de fibrose.
5.4 Analise das citocinas séricas TH1, Th2 e TH17

A andlise das citocinas séricas I1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF- a, IFN- y ¢ IL-17A entre 0s
grupos de pacientes HCV+ (n=34) e controle (n=34) foi realizada pelas medias de intensidade
de fluorescéncia (MIF) de cada citocina, adquiridas apds a dosagem por citometria de fluxo
CBA (Cytometric beads array).

5.4.1 Média de intensidade de fluorescéncia de citocinas séricas pro-inflamatdérias e
do perfil Thl entre grupos de pacientes HCV + e Controle.

Ao analisar os niveis séricos das citocinas no grupo de pacientes HCV+ e controle, foi
observada para a maioria das citocinas, uma diferenca estatistica significativa, estando de uma
concentracdo maior no grupo de pacientes HCV+ comparado ao grupo controle, exceto TNF-
a que a concentragdo foi maior no grupo controle em comparacao ao grupo de pacientes HCV+.
Os valores de p foram: IL-2 (p<0,0001, Figura 11A), IL-6 (p<0,0001, Figura 11B), TNF- a
(p=0,0047, Figura 11C).

Em relacdo a IFN- y. N&o foi encontrada diferenca estatistica significativa, quando
comparou-se 0 grupo de pacientes HCV+ ao grupo controle. Mas foi observada uma
concentragdo maior no grupo controle. IFN- vy (p=0,594, Figura 11D).
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Figura 11. Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de citocinas séricas IL-2 (A), IL-6 (B), TNF- a (C) e
IFN- y (D) entre grupo controle (CN) e pacientes com Hepatite C ( HCV). As citocinas foram determinadas por
citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array). Os resultados sdo expressos com média e desvio
padrdo. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi considerada

diferenga estatistica significante quando p < 0,05, representado por “*”.

As citocinas sdo definidas como glicoproteinas imunomoduladores, que desempenham
um papel importante na iniciagdo e na regulagdo do sistema imune. As citocinas Thl estdo
associadas a imunidade mediada por celulas, desempenhando um papel importante na
eliminacdo de patdgenos intracelulares. Além disso, participam da proliferagdo e ativacdo de
linfécitos T citotoxicos e de células NK. (GUIDOTTI; CHISARI, 2006).

Os estudos sobre os niveis de citocinas pro-inflamatdrias e do perfil Thl em pacientes
infectados pelo virus da Hepatite C sdo conflituosos. Resultados semelhantes a este estudo
foram obtidos por: TARRAGO et al., (2014) em um estudo em pacientes infectados pelo virus

da Hepatite C em Amazonas, onde foi observado um aumento no nivel sérico da IL-2 no grupo



52

de pacientes em comparagdo ao grupo controle e por RODRIGUEZ (2007), em sua tese de
doutorado, onde observou-se também que nos pacientes o nivel sérico da IL-2 foi maior em
comparagdo ao grupo controle, por OTHMAN et al., (2013) e por TARRAGO et al., (2014)
onde foi observada uma concentracdo maior da IL-6 no grupo de pacientes comparado ao grupo
controle, por BASKIC; VUKOVIC; POPOVIC et al., (2017), onde observou-se uma
concentracdo maior de TNF- o no grupo controle em comparacéo ao grupo de pacientes HCV+,
por ABAYLI et al., (2003), onde nédo foi observada uma diferenca na concentracdo do IFN- y
entre os grupos de pacientes HCV+ e controle.

Entendemos que o aumento na concentracdo das citocinas pro-inflamatérios pode
contribuir com os processos inflamatérios e fibrogénese resultando em um aumento de grau de
injuria no tecido hepatico e a diminuicdo da citocina Th1 poderia estar relacionada a diminuicéao

da resposta imune antiviral consequentemente a diminuicdo da eliminacao do virus.

5.4.2 Média de intensidade de fluorescéncia de citocinas séricas do perfil Th2 e Th17

entre grupos de pacientes HCV + e Controle.

Analisando os niveis séricos das citocinas do perfil Th2 e Th17 nos grupos de pacientes
HCV+ e controle, foi observado que o nivel sérico das citocinas foi maior nos grupos de
pacientes HCV+ comparado ao grupo controle. Os valores de p foram: IL-4 (p<0,0001, Figura
14A), 1L-10 (p<0,0001, Figura 14B), IL-17(p<0,0001).
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Figura 12. Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de citocinas séricas IL- 4 (A), IL- 10 (B) e IL-17A (C)
entre grupo controle (CN) e pacientes com Hepatite C (HCV ). As citocinas foram determinadas por citometria de
fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric Beads Array). Os resultados sdo com média e desvio padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica

significante quando p < 0,05, representado por “*

As citocinas do perfil Th2 tém um papel importante na imunidade mediada por
anticorpos. Sdo responsaveis pela proliferacdo e ativacdo dos linfocitos B. Alem disso
participam na regulacdo da resposta inflamatéria (GUIDOTTI; CHISARI, 2006). Portanto,
podem inibir a resposta do perfil Thl, facilitando o escape do virus. (FERRARI et al., 1999;
REDPATH; GHAZAL; GASCOIGNE, 2001; NIETERS et al., 2005).

Os estudos sobre os niveis séricos das citocinas do perfil Th2 sdo controversos. Dados
similares a este estudo foram obtidos por: RAMOS et al., (2012) onde foi encontrada uma
concentracdo maior da IL-4 e da IL-10 no grupo de pacientes HCV+ comparado ao grupo
controle, por BAHARLOU et al., (2018), onde foi observado um aumento no nivel sérico da

IL-17A no grupo de pacientes HCV+,

Em relacdo ao equilibrio das citocinas do perfil Thl e Th2. Foi observada uma
predominancia das citocinas do perfil Th2 no grupo de pacientes HCV+. Dados semelhantes
foram obtidos por FAN et al., (2000).

Entendemos que o desequilibrio entre as citocinas Thl e Th2 pode afetar o equilibrio
entre a imunidade mediada por células e a imunidade mediada por anticorpo, e
consequentemente provocara o aumento na inflamagéo hepatica, facilitando o desenvolvimento

de fibrose.
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5.5 Associagdo entre o grau de fibrose e média de intensidade de fluorescéncia das
citocinas séricas do perfil Thl, Th2, Thl7.

Para esta andlise, o grupo de 34 pacientes foi dividido em dois novos grupos. Levando
em consideragdo o grau de fibrose < F2 (19 pacientes) e >F2 (15 pacientes). Essa classificacdo
foi feita segundo a escala de METAVIR, que classifica a fibrose em FO, F1, F2, F3 e F4.

A comparacdo das citocinas sericas IL- 2, IL-4, IL- 6, IL- 10, TNF- o, IFN- y e IL-17
entre os grupos foi realizada pelas medias de intensidade de fluorescéncia (MIF) de cada
citocina, adquiridas apds a dosagem por citometria de fluxo CBA (Cytometric beads array).

Os resultados obtidos ap0s as andalises da concentracdo de citocinas do perfil Thl, Th2 e
Th2, demonstraram que houve diferenca estatistica significativa no nivel sérico da IL-2

(p=0,019) quando se comparam os grupos <F2 e >F2 (Figura 13)
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Figura 13. Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de citocinas séricas entre grupo de pacientes com hepatite
classificado com o grau de progressdo da fibrose <F2 e >F2 . As citocinas foram determinadas por citometria de
fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array). Os resultados sdo com média e desvio padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica

3T TR}

significante quando p < 0,05, representado por

A interleucina 2 (IL-2) e uma potente citocina imunomoduladora. Esta envolvida no
aumento da proliferacdo das células T, das células NK. De acordo com alguns estudos, a
expressdo aumentada de IL-2 estd associada a um estagio mais avancado da Hepatite C
(MAKRIS; PRESTON; RALPH, 1994; BOZKAYA et al., 2000). RODRIGUEZ (2007)
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também observou, na sua tese de doutorado, uma concentra¢do maior da IL-2 nas formas mais
graves da Hepatite C.
Os dados obtidos nesse estudo sugerem um papel importante da IL-2 na contribuicéo para

a evolucao da fibrose avangada como mostraram os estudos citados anteriormente.

5.6 Associacdo entre os gendétipos dos polimorfismos estudados e a média de
intensidade de fluorescéncia das citocinas séricas do perfil Thl, Th2, Thi7.

A andlise das citocinas séricas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF- a, IFN- y e IL-17A entre 0s
gendtipos dos polimorfismos estudados no grupo de pacientes HCV+ (n=34) foi realizada pelas
medias de intensidade de fluorescéncia (MIF) de cada citocina, adquiridas ap6s a dosagem por
citometria de fluxo CBA (Cytometric beads array).

Comparando os niveis das citocinas entre 0s genotipos de cada polimorfismo, foi
encontrada diferenca estatistica significativa somente nos genétipos do SNP +10558 G/A do
IL-2Rp para interleucina 17 A (IL-17A) (p=0,0018). Comparando os genotipos entre si, foi
observada diferenca entre os genétipos A/A e G/A (p<0,0001).
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Figura 14. Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de citocinas séricas IL- 2 (A), IL- 4 (B), IL-6 (C), IL-10
(D), TNF-a (E), INF vy (F), IL-17 A (G) entre os gen6tipos dos SNPs estudados. As citocinas foram determinadas
por citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric Beads Array). Os resultados sdo com média e desvio
padrdo. As analises estatisticas foram realizadas pelos testes ndo paramétrico Mann Whitney e kruskal Wallis. Foi

considerada diferenga estatistica significante quando p < 0,05, representado por “*’’.

Ao analisar os niveis séricos das citocinas, foi observado que os individuos portadores do
gendtipo mutado (G/G) do SNP +10558 G/A do IL-2Rf3 apresentaram uma producao maior de
IL-17A em comparacdo aos individuos portadores do gendtipo heterozigoto (G/A). Néo
existem dados na literatura sobre a associacdo do SNP +10558 G/A do IL-2Rp a IL-17. Isso
nos impossibilita de fazer comparacdo com outros estudos.

Em relacdo a IL-2 os estudos sobre a associa¢do da producdo da IL-2 com os gendtipos
do SNP -330 T/G sao conflituosos. Hoffmann et al., (2001) mostraram que o alelo G esta
relacionado ao aumento na producgdo da IL-2. De acordo com eles, nos individuos portadores
do gendtipo mutado (G/G), a concentracdo da IL-2 é trés vezes maior em comparacdo aos
homozigotos selvagens (T/T). Entretanto, MARTISANZ et al., (2004), em um estudo em uma
populacdo espanhola mostraram que o alelo G esté relacionado a uma expressao menor da IL-
2.

Portanto nesse estudo ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre os
gendtipos. Isso pode ser explicado pelo pequeno nimero amostral utilizado neste estudo. Vale
ressaltar também que nesse estudo, os individuos portadores do gendtipo mutado G/G

apresentaram uma producao maior da IL-2 em comparagdo aos outros genétipos.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo, foi possivel concluir:

e Os SNPs IL-2 rs4833248 e IL-2RpB rs1003694 ndo estdo associados a
suscetibilidade da Hepatite C.

e O SNP IL-2 rs2069762 poderia aumentar o risco para progressdo da hepatite C.
No entanto, um numero amostral maior seria necessario para resultados
conclusivos.

e Os dados demostraram uma predominancia das citocinas do perfil Th2.

e O aumento no nivel sérico da IL-2 em pacientes com padrdo de fibrose hepatica
> f2 esté relacionado a um maior dano do tecido hepatico.

e Esses resultados sdo importantes para auxiliar no pro-diagnostico da Hepatite C e

na determinacdo do perfil genético da populacdo amazonica.
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