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RESUMO

A hepatite C é uma doenca inflamatoria no figado causada pelo virus da hepatite C (HCV). Os
individuos infectados com o HCV apresentam diferencas no prognoéstico clinico da doenca.
Em torno de 70% apresentam hepatite C crbnica e podem desenvolver fibrose hepatica,
cirrose e carcinoma hepatocelular. As manifestacdes clinicas e a evolucdo da doenca estdo
relacionadas com diferencas na resposta imunolégica contra o0 HCV. Uma resposta imune
bem-sucedida é essencial para eliminagdo do virus, no entanto, as caracteristicas genéticas do
hospedeiro podem resultar em respostas imunes com alteragcdes de ganho ou perda de funcao,
as quais podem ser associadas a inflamacdao crénica e infeccéo persistente. As infeccdes virais
estimulam a producéo de IL-1p através da via de sinalizacdo dos inflamassomas. A citocina
IL-1B atua na resposta antiviral induzindo genes pré-inflamatorios, via ativacdo de NF-kB,
recrutando leucdcitos para o local da infeccdo e modulando a acdo de células infiltradas. Por
outro lado, a IL-1p também pode promover a producdo de moléculas pro-fibrogénicas,
contribuindo para o desenvolvimento de doengas relacionadas com o HCV. Objetivo: Avaliar
os polimorfismos nos genes das citocinas IL-1p ¢ IL-18 e do inflamassoma NLRP3, CARDS,
CTSB e AIM2 no desenvolvimento da fibrose hepéatica em pacientes com hepatite C, atendidos
em uma unidade de referéncia na Amazonia brasileira. Os polimorfismos nos genes da IL1B e
IL18 foram genotipados por PCR-RFLP, enquanto NLRP3, CARDS, CTSB e AIM2 por PCR
em Tempo Real. A quantificacdo sérica da citocina IL-1p foi realizada pela técnica de ELISA.
Resultados: No presente estudo analisamos 151 amostras de pacientes com Hepatite C
crbnica, e 206 amostras do grupo controle. Entre os pacientes 84 apresentaram fibrose leve
(<F2) e 67 fibrose avancada (>F2). Foi observada interacdo génica entre CARDS rs2009373
C/T e IL1B rs16944 C/T (pagi=0.039), assim como para CTSB rs1692816 A/C e AIM2
rs1103577 C/T (pagj =0.008), sugerindo que existe cooperacdo entre esses SNPs na protecéo
contra o desenvolvimento da hepatite C. Na andlise de interacdo génica entre os subgrupos de
pacientes com hepatite C (<F2 vs >F2), foi observada uma intera¢ao entre CARDS8 rs2009373
T/T e IL18 rs187238 G/C, ap6s o valor de p ser ajustado por sexo e idade (pagj=0.028),
sugerindo que existe cooperacao entre esses SNPs na protecdo contra o desenvolvimento da
fibrose hepatica. Conclusdo: Nesse estudo, descrevemos as frequéncias alélicas e genotipicas
para os polimorfismos estudados, além de observarmos que parece haver cooperacdo entre
alguns genes, que codificam componentes dos inflamassomas, no sentido de conferir protecédo
contra a infecgdo pelo HCV e desenvolvimento de fibrose hepaética.

Palavras-chaves: Hepatite C; Fibrose hepatica; Polimorfismos; Citocinas; Inflamassomas.



ABSTRACT

Hepatitis C is an inflammatory disease of the liver caused by the hepatitis C virus (HCV).
Differences in the prognosis of infected individuals are observed, among which, in turn, 70%
present chronic hepatitis C and may develop hepatic fibrosis, cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. The clinical manifestations and the evolution of the disease are related to the way
the immune system interacts and responds against HCV. A successful immune response is
essential for virus elimination, however, host genetic characteristics may result in immune
responses with gain or loss of function changes, which may be associated with chronic
inflammation and persistent infection. Viral infections are known to induce production of IL-
1B through the signaling pathway of inflammasomes. The IL-1p cytokine would act on the
antiviral response by inducing proinflammatory genes via activation of NF-kB by recruiting
leukocytes to the site of infection and modulating the action of infiltrated cells. On the other
hand, IL-1B could also promote the production of pro-fibrogenic molecules, contributing to
the development of diseases related to HCV. Objective: To evaluate the polymorphisms in
the IL-1B and IL-18 cytokine genes and the inflammasomes NLRP3, CARD8, CTSB and
AIM2 in the development of hepatic fibrosis in patients with hepatitis C, attended at a
reference unit in the Brazilian Amazon. Polymorphisms in the IL-1B and IL-18 genes were
genotyped by PCR-RFLP, while NLRP3, CARDS8, CTSB and AIM2 by Real-Time PCR.
Serum quantification of IL-1pB cytokine was performed by the ELISA technique. Results: In
the present study we analyzed 151 samples from patients with chronic hepatitis C and 206
samples from the control group. Among the patients, 84 presented mild fibrosis (<F2) and 67
advanced fibrosis (> F2). Gene interaction was observed between CARDS8 rs2009373 C/T and
IL1PB rs16944 CIT (pagj = 0.039), as well as for CTSB rs1692816 A/C and AIM2 rs1103577
CI/T (pagj = 0.008), suggesting that there is cooperation between these SNPs in protection
against the development of hepatitis C. In the analysis of gene interaction between the
subgroups of patients with hepatitis C (<F2 vs >F2), a interaction was observed between
CARDS rs2009373 T/T and IL18 rs187238 G/C (pasj = 0.028), suggesting that there is
cooperation between these SNPs in protection against the development of hepatic fibrosis.
Conclusion: In this study, we described the allelic and genotype frequencies for the
polymorphisms in the studied genes, in addition to observing that there seems to be
cooperation between some genes, which encode components of inflammasomes, in order to
provide protection against HCV infection and development of liver fibrosis.

Keywords: Hepatitis C; Hepatic fibrosis; Polymorphisms; Cytokines; Inflammasomes.
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INTRODUCAO

A hepatite C € uma doenca inflamatdria no figado causada pelo virus da hepatite C
(HCV), considerada um importante problema de salde publica. Entre os individuos
infectados, 70% a 85% apresentam a forma cronica da doenca e podem desenvolver fibrose

hepatica, cirrose e carcinoma hepatocelular (CDC, 2015; WHO, 2016a).

Durante a infeccéo pelo HCV, diversos mecanismos protetores do sistema imune séo
ativados induzindo respostas antivirais e inflamatdrias para conter a replicagdo viral, com
producdo de diversas citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1p e IL-18 (HORNER; GALE,
2013). A IL-1p estimula a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e a expressdo de diversos
genes da resposta imune, amplificando o processo inflamatério (SIMS; SMITH, 2010). A IL-
18 induz a producdo de IFN-y, estimulando a ativacdo dos macréfagos inflamatorios,
linfocitos Thl e linfocitos T citotdxicos (MANCINI; BENEDETTI; JEZEQUEL, 1994;
SERTI et al., 2014; SZABO; CSAK, 2012). No entanto, o HCV pode evadir, parcialmente,
das respostas imunes e causar uma inflamacéo crdnica, com danos teciduais progressivos e,
consequentemente, pode levar ao desenvolvimento de doencas hepéticas (KANTO;
HAYASHI, 2006).

Em decorréncia da resposta inflamatoria persistente, 0s mecanismos
imunorreguladores do hospedeiro sdo ativados e estimulam a producdo das citocinas
regulatérias TGF-p e IL-10. No entanto, o TGF-f1 €é um potente ativador da
transdiferenciacdo das células estreladas hepaticas (HSCs) em miofibroblastos que estimulam
0os mecanismos da fibrose hepatica (FIBBI et al., 2001; IWAISAKO et al.,, 2014;
KAJDANIUK et al., 2013; PUCHE; SAIMAN; FRIEDMAN, 2013; TSUKADA et al., 2005;
WELLS; KRUGLOV; DRANOFF, 2004). A citocina IL-1B também ¢é capaz de estimular a
fibrose através da ativacdo das células HSCs, as quais produzem componentes da matriz
extracelular e contribuem ativamente para o desenvolvimento e manutencdo da fibrose no
figado (PRADERE et al., 2013).

A producéo das citocinas IL-1p ¢ IL-18 em suas formas bioativas requer a formacao
de complexos moleculares chamados de inflamassomas (LAMKANFI; DIXIT, 2014). A
producdo exacerbada dessas citocinas contribui para a ocorréncia de danos teciduais e tem
sido associada com doencas autoinflamatorias (GARLANDA; DINARELLO;
MANTOVANI, 2013).
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Visto que a hepatite € uma doenca inflamatéria no figado, alteracdes de ganho ou
perda de funcdo de genes relacionados com os inflamassomas podem influenciar na historia
natural dessa doenca. Embora ainda ndo esteja claro como esses fatores imunogenéticos
influenciam na dindmica das infec¢bes pelo HCV, diversos trabalhos tém sido publicados
mostrando que polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) em genes do sistema
imunoldgico estdo associados com a predisposicdo para diferentes desfechos em algumas
doencas, como citado no decorrer deste trabalho (BATALLER; NORTH; BRENNER, 2003;
GE et al., 2009; POWELL et al., 2000; SCHUPPAN et al., 2003; YUAN et al., 2012).

Além disso, os SNPs podem atuar como relevantes biomarcadores para o progndstico
de diversas doencas, como observado para o genétipo C/C do gene da citocina 1L28B, que
estad associado a eliminacdo viral espontanea, apos infec¢do aguda pelo HCV (MANTHIRAM
et al., 2017; SHARMA; JORDAN, 2014; SHEN et al., 2015). N&o obstante, estudos
imunogenéticos relacionados aos diferentes componentes dos inflamassomas ainda s&o
escassos e novos trabalhos precisam ser desenvolvidos no intuito de sugerir mecanismos
envolvidos na resposta imune contra um mesmo estimulo. Neste contexto, achamos
importante compreender se a presenga dos polimorfismos em genes relacionados aos
componentes dos inflamassomas, como NLRP3, AIM2, CARDS, CTSB, IL-1p e IL-18,
podem contribuir com o processo inflamatério e se estdo envolvidos no desenvolvimento e

progressao da fibrose hepaética.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Aspectos gerais do virus da hepatite C

A hepatite C, inicialmente chamada de hepatite ndo-A, ndo-B, foi descrita por Choo
et al., (1989). O virus da hepatite C pertence a familia Flaviviridae, ao género Hepacivirus e
esta incluso no grupo 1V pela classificacdo de Baltimore (ICTV, 2016; SIMMONDS, 2004).
O HCV apresenta morfologia esferica, sendo envelopado por uma bicamada lipidica,
proveniente do reticulo endoplasmatico (RE) da célula hospedeira (Figura 1). A particula
viral possui de 40-80nm de tamanho (CALATTINI et al., 2015; GASTAMINZA; KAPADIA,;
CHISARI, 2006).

O HCV possui RNA de fita simples de polaridade positiva, com aproximadamente
9600pb. Seu genoma contém uma Unica regido aberta de leitura (ORF — Open Reading
Frame), flanqueada por regides 5' e 3' ndo traduzidas (NTR - Non-Translated Regions). A
regido 5' NTR contém um sitio interno de entrada de ribossomo (IRES-Internal Ribossomal
Entry Site), onde inicia-se a traducdo do RNA viral (HOFFMAN; LIU, 2011). Apos a entrada
do virus, ocorre a formacdo de uma Unica poliproteina, que é processada e clivada por
proteases celulares e virais. Esta clivagem da origem as proteinas estruturais do Core (C) e do
envelope (E1 e E2), a p7 e as proteinas ndo estruturais NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B (Figura 2) (BARTENSCHLAGER et al., 2011; CHEVALIEZ; PAWLOTSKY, 2006).

Figura 1: Representacdo esquematica do virus da hepatite C e
seus principais componentes.
Fonte: (LINDENBACH; RICE, 2013).
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As proteinas estruturais estdo localizadas na extremidade N-terminal da poliproteina,
e as proteinas ndo estruturais sao encontradas na extremidade C-terminal. A proteina do core
(C), as glicoproteinas do envelope (E1 e E2), a proteina p7 e a NS2 formam o mddulo de
montagem do HCV. Enquanto as proteinas NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B formam o
maodulo de replicagdo (BARTENSCHLAGER; LOHMANN; PENIN, 2013). As juncdes entre
as proteinas do core, E1, E2, p7 e NS2 sdo clivadas por peptidases de sinal do hospedeiro. As
demais proteinas ndo estruturais sdo processadas pela protease viral NS3/4A (Figura 2)
(LEMBERG; MARTOGLIO, 2002; OKAMOTO et al., 2004). A proteina NS5B é uma RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), responsavel por sintetizar as novas moléculas de
RNA viral durante o processo de replicacdo do HCV (KARAM et al., 2014).

3o
E1 E2 NS2 [Pre » NS4B [  NSSA NS5B
AUG * p7 NS3 NS4A S
5'NTR " proteinas estruturais Proteinas nio estruturais : 3" NTR :
" IRES % Moédulo de montagem ' Modulo de replicagdo

Figura 2: Organizacdo do genoma do virus da hepatite C. As peptidases de sinal do hospedeiro clivam as
proteinas do core, do envelope e p7. As proteinas ndo estruturais sdo processadas por proteases virais.
Fonte: (BARTENSCHLAGER; LOHMANN; PENIN, 2013).

O HCV ¢ transmitido principalmente pela via parenteral, por transfusdo de sangue e
hemocomponentes contaminados, (principalmente antes da década de 1990, quando os
Bancos de Sangue ndo realizavam a triagem para o HCV), hemodidlise, acidentes
ocupacionais entre profissionais da saude, uso comum de objetos de higiene pessoal e
reutilizacdo de objetos perfurocortantes, como descrito entre usuarios de drogas ilicitas
injetaveis (MANNS et al., 2017). A transmisséo vertical é a principal fonte de infeccdo em
criangas, com a transmissao perinatal estimada em 40% - 50% dos casos, enquanto que a
transmissdo pos-parto € rara (FLOREANI, 2013; TOVO et al., 2016). A transmissao sexual
do HCV é descrita, sobretudo, em individuos com maultiplos parceiros e praticas sexuais de
risco, como sexo sem protecdo (BRADSHAW; MATTHEWS; DANTA, 2013; DODGE;
TERRAULT, 2014; TENGAN et al, 2001; TERRAULT et al., 2013; TOHME;
HOLMBERG, 2010; VAN DE LAAR et al., 2010).
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O diagnostico laboratorial da infecgdo pelo virus da hepatite C pode ser feito por
testes rapidos e ensaios imunoenzimaticos para detec¢do do anti-HCV. A confirmacdo do
diagnostico, mensuracdo da carga viral e a genotipagem é realizada por técnicas moleculares.
Mas como as infeccdes agudas sdo geralmente assintomaticas, o diagnéstico da hepatite C
ocorre de forma tardia ou eventualmente, apés exames de rotina ou triagem soroldgica do
anti-HCV em bancos de sangue (BRASIL, 2017).

1.2 Epidemiologia da hepatite C e gendtipos virais

Globalmente, calcula-se que 71 milhGes de pessoas estdo cronicamente infectadas
com o HCV (WHO, 2017). Aproximadamente, 700.000 pessoas morrem a cada ano de
complicagdes relacionadas ao HCV, que incluem cirrose, carcinoma hepatocelular e
insuficiéncia hepética (WHO, 2016a). Os obitos atribuidos a hepatite C na auséncia do
carcinoma hepatocelular aumentaram de 33,8%, em 1990, para 48,4% em 2015
(STANAWAY et al., 2016).

O HCV apresenta uma distribuicdo global heterogénea com taxas de prevaléncias
acima de 2,9% observadas em paises da Europa, Asia, Norte da Africa e Oriente Médio. Nos
paises do Sul e Sudeste Asiatico, Europa Central e Oriental, a prevaléncia varia entre 2,0% a
2.9%. As menores prevaléncias (abaixo de 2%) foram reportadas na América do Norte,
Australia e América Latina (Figura 3) (HAJARIZADEH; GREBELY; DORE, 2013).

Devido a baixa fidelidade da enzima RNA-polimerase-dependente de RNA, o HCV
apresenta altas taxas de variabilidade genética resultando em uma classificacéo de 7 gendtipos
e mais de 50 subtipos virais, os quais apresentam diferencas na sua distribuicdo, sendo o
gendtipo 1 o mais frequente (46%), seguido pelo gendtipo 3 (30%), gendtipo 2 (13%),
genotipo 4 (13%), gendtipo 5 (1%) e genodtipo 6 (6%) (GOWER et al., 2014; MCGARVEY;
HOUGHTON, 2005; MESSINA et al.,, 2015; MORADPOUR; PENIN; RICE, 2007,
MURPHY et al., 2015; SMITH et al., 2014).
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Figura 3: Prevaléncia da infeccdo pelo HCV e distribuicdo global dos genétipos.
Fonte: (HAJARIZADEH; GREBELY; DORE, 2013).
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Ao se observar os numeros absolutos de individuos infectados, as maiores
prevaléncias foram descritas na China (9.795 milhdes), Paquistdo (7.172 milhdes), india
(6.245 milhdes), Egito (5.625 milhdes), Russia (4.748 milhdes), Estados Unidos (2.937
milhdes), Nigéria (2.553 milhdes), Brasil (1.787 milhdes), Uzbequistdo (1.292 milhdes),
Indonésia (1.289 milhdes), Vietna (1.066 milhdes), Japdo (857 mil), Italia (680 mil), Etidpia
(647 mil), Filipinas (614 mil), Siria (554 mil), Roménia (547 mil), México (532 mil),
Cazaquistdo (508 mil), Turquia (492 mil), Taiwan (489 mil), Tailandia (463 mil), Colémbia
(409 mil), Gana (399 mil), Argélia (388 mil) e Espanha (386 mil) (THE POLARIS
OBSERVATORY HCV COLLABORATORS, 2017).

No Brasil, foram notificados 319.751 casos de hepatite C no periodo de 1996 a 2016,
com anti-HCV ou HCV-RNA reagentes. Dentre esses, 155.032 casos sdo positivos para 0s
dois marcadores (anti-HCV e HCV-RNA), com as seguintes prevaléncias observadas: 64,1%
no Sudeste, 24,5% no Sul, 55% no Nordeste, 3,3% no Centro-Oeste e 2,5% no Norte
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A distribuicdo dos dados epidemiologicos no Brasil pode variar conforme a
populacdo estudada e suas caracteristicas demogréficas, culturais e socioeconémicas
(PEREIRA et al., 2013). Na populacdo de detentos brasileiros, a prevaléncia do HCV foi
estimada em 13,6% (MAGRI et al., 2015). Em contraste, um estudo realizado em uma

universidade do Rio de Janeiro, em uma populacdo composta por estudantes universitarios,
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funcionarios e visitantes (n= 2.936) descreveu 0,44% de prevaléncia para o anti-HCV. Entre
0s participantes, 81,1% tinham pelo menos 12 anos de escolaridade (PINTO et al., 2015). Em
doadores de sangue, a prevaléncia foi estimada em 0,62% na Regido do Norte, seguida pela
regido Nordeste (0,55%), Sul (0,46%), Sudeste (0,43%), e Centro-Oeste (0,28%) (KRETZER
etal., 2014).

Quanto a distribuicdo dos gendtipos na populagdo brasileira, sdo observadas as
seguintes prevaléncias: genotipo 1 (64,9%), gendtipo 3 (30,2%), gendtipo 2 (4,6%), gendtipo
4 (0,2%) e genotipo 5 (0,1%) (CAMPIOTTO et al., 2005). Na Regido Norte, 0 genotipo 1 é o
mais frequente, seguido pelos gendtipos 3 e 2, respectivamente (ARAUJO et al., 2011;
CAMPIOTTO et al., 2005; TORRES et al.,, 2009). Em 2017, foi relatado a presenca do
gendtipo 4 no estado do Amazonas (TARRAGO et al., 2017).

1.3 Aspectos clinicos da hepatite C

A hepatite C pode apresentar-se de forma aguda e crdnica, variando entre uma
doenca leve de curto prazo, até uma doenca grave que se estende ao longo da vida (CDC,
2015). A hepatite C aguda é geralmente assintomética ou apresenta sintomas inespecificos e
cerca de 15% a 30% dos individuos infectados eliminam o virus (clearence viral)
espontaneamente dentro de até 6 meses. No entanto, 70% a 85% dos casos evoluem para a
hepatite C cronica (CDC, 2015; PRECIADO et al., 2014).

Segundo o Ministério da Saude, a hepatite C aguda € definida conforme os seguintes
critérios: Soroconversdo hd menos de seis meses, anti-HCV ndo reagente no inicio dos
sintomas ou no momento da exposicdo, anti-HCV reagente na segunda avaliacdo realizada
com intervalo de 90 dias; ou entdo, anti-HCV ndo reagente e deteccdo do RNA viral em até
90 dias ap6s o inicio dos sintomas ou a partir da data de exposi¢do, quando esta for conhecida
(BRASIL, 2017). O estabelecimento da infecgdo crénica é definido na presenca do anti-HCV
reagente, em conjunto com a detec¢do do RNA viral por mais de 6 meses (BRASIL, 2017,
EASL, 2017).

A hepatite C cronica pode levar ao desenvolvimento de fibrose hepatica, com
progressao para cirrose e descompensacdo hepatica (MINCIS, 2008). As estimativas indicam
que 10% a 30% dos individuos acometidos com a forma crénica da doenca apresentam graus
de fibrose mais avancados (WHO, 2016b). Enquanto que, o carcinoma hepatocelular pode

ocorrer em 4% a 5% dos pacientes com cirrose infectados com o HCV (EL-SERAG, 2012).
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No Brasil, a terapia preconizada pelo Ministério da Salde € baseada no uso dos
Antivirais de Acdo Direta (DAAS), que atuam diretamente nas proteinas ndo estruturais do
HCV para interromper a replicacdo viral. O Sistema Unico de Salde (SUS) dispde dos
seguintes farmacos para o tratamento da hepatite C cronica: daclatasvir (inibidor do complexo
enziméatico NS5A); simeprevir (inibidor de protease NS3/NS4A); e sofosbuvir (analogo de
nucleotideo que inibe a polimerase NS5B do HCV). Também estd disponivel no SUS a
associacdo dos farmacos ombitasvir (inibidor de NS5A), dasabuvir (inibidor ndo nucleosidico
da polimerase NS5B), veruprevir (inibidor de protease NS3/4A) e ritonavir 3D
(potencializador farmacocinético). Com o tratamento, espera-se obter uma resposta virolégica
sustentada (RVS), definida quando o RNA viral torna-se indetectavel por 12 ou 24 semanas
apos a conclusao da terapia com os DAAs (BRASIL, 2017; EASL, 2017).

1.4 Imunopatogénese da infeccédo pelo HCV

1.4.1 Ciclo de replica¢do do HCV

O virus da hepatite C possui tropismo por células hepéticas e sua replicacdo ocorre
principalmente nos hepatocitos. O HCV associa-se com a lipoproteina LDL (Low Density
Lipoprotein) do hospedeiro e forma uma particula lipoviral (LVP - Lipoviral Particles)
(Figura 4) (AGNELLO et al., 1999; ANDRE et al., 2002; GRASSI et al., 2016; NIELSEN et
al., 2008). Diversos receptores presentes nas células hepaticas, que atuam no metabolismo das
lipoproteinas, reconhecem a particula lipoviral (LVP) e facilitam a adesdo do HCV aos
hepatocitos. Essas caracteristicas tém sido relacionadas com o tropismo do HCV pelos
hepatécitos (BARTOSCH et al., 2005; GRASSI et al., 2016; LINDENBACH; RICE, 2013).

HCV

Lipoproteina LDL

Figura 4: Representacdo esquematica da particula lipoviral (LVP)
formada pela associacdo do HCV com a lipoproteina LDL (Low Density
Lipoprotein).

Fonte: (LINDENBACH; RICE, 2013).
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A adesdo dos virions a superficie dos hepatocitos é iniciada por interaces de baixa
afinidade entre as lipoproteinas associadas ao HCV com os receptores Glicosaminoglicanos
(GAGs), presentes em proteoglicanos de sulfato de heparan (HSPGs); Receptor de
Lipoproteina de Baixa Densidade (LDLR) e Receptor Scavenger classe B tipo | (SR-BI ou
SCARBL1). Apo6s a adesdo, o HCV entra na célula por endocitose mediada pelos seguintes
receptores celulares: CD81, SR-BI, moléculas da juncdo de oclusdo Claudina-1 (CLDNL1),
Ocludina (OCLN) e Receptor de absorcdo de colesterol Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1)
(GERMI et al., 2002; GRASSI et al., 2016; LINDENBACH; RICE, 2013).

A glicoproteina E2, do envelope viral, esta envolvida na adeséo e entrada do HCV
nos hepatdcitos, por meio de interagdes com os receptores SRB1 e CD81 (BANKWITZ et al.,
2010; SCARSELLLI et al., 2002). O receptor SRB1 se liga nas lipoproteinas associadas ao
HCV, e, assim facilita a exposicao dos sitios de ligacao da glicoproteina viral E2, desta forma,
auxilia na transferéncia da particula viral para o receptor celular CD81 (BARTOSCH et al.,
2005; DING; SCHAEWEN; PLOSS, 2014).

A interacdo entre E2 e o receptor CD81 promove o movimento dos complexos HCV-
CD81 para a lateral dos hepatocitos, permitindo a interacdo do HCV com a proteina Claudina-
1 (CLDN1) e entrada do virus na célula. A internalizacdo da particula viral ocorre em pogos
revestidos por clatrinas. Apos a internalizagdo, o pH &cido no endossoma desencadeia a fusdo
do envelope viral com a membrana endossomal, liberando o RNA viral no citoplasma da
célula (BRAZZOLI et al., 2008; DOUAM; LAVILLETTE; COSSET, 2015; LINDENBACH,;
RICE, 2013). A replicacdo do genoma viral ocorre em redes membranosas, proximas do
reticulo endoplasmatico (RE), em um complexo que inclui fatores do hospedeiro e proteinas
virais. A polimerase viral NS5B faz a sintese do RNA de cadeia negativa, formando o
dsRNA, que por sua vez, ¢ usado como molde para a sintese das fitas simples de RNA de
cadeia positiva, sSRNA(+), que é traduzido no RE rugoso (KREKULOVA; REHAK; RILEY,
2006; MORADPOUR; PENIN; RICE, 2007).

A montagem da particula viral é iniciada pelo recrutamento da proteina do Core, da
superficie do reticulo endoplasmaético, para as goticulas de lipidios (LD - Lipid Droplet) da
célula hospedeira (BOULANT et al., 2006; EL-HAGE; LUO, 2003; MCLAUCHLAN et al.,
2002). As proteinas do Core e NS5A recrutam o complexo de replicacéo viral para as LDs,
onde ocorre a formacdo do nucleocapsideo (APPEL et al., 2008; MIYANARI et al., 2007).
No limen do RE, o envelope lipidico é incorporado a particula viral e as glicoproteinas virais

E1l e E2 sdo inseridas. Em seguida, as particulas virais associam-se com lipoproteinas do
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hospedeiro, formando a particula lipoviral (LVP), que finalmente é liberada da célula pela via
de secrecdo de lipoproteinas ou pela via secretora endossomal (Figura 5) (LINDENBACH,;
RICE, 2013).
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Figura 5: Esquema do ciclo de replicagéo do HCV.
Fonte: (WONG; CHEN, 2016).

1.4.2 Resposta imune inata ao HCV

O figado € um 6rgdo altamente vascularizado, com fluxo sanguineo lento e endotélio
fenestrado, revestido por células endoteliais sinusoidais (LSEC). As células de Kupffer sdo
macrdfagos residentes nos sinusoides hepaticos. Em homeostase, as células estreladas
hepéticas (HSC), localizadas no espaco Disse, em estado quiescente representam 5-8% do
namero total de células hepaticas humanas. Realizam o armazenamento de vitamina A e
controlam a renovagdo da matriz extracelular (Figura 6) (GEERTS, 2001; GORDILLO;
EVANS; GOUON-EVANS, 2015; HEYMANN; TACKE, 2016; TANAKA; MIYAJIMA,
2016).
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Figura 6: Estrutura esquematica da microanatomia do figado. (A) Visdo do lébulo
hepatico. A triade portal é formada pela veia porta, artéria hepatica e o ducto biliar,
que é formado pelas células epiteliais biliares (ou colangidcitos). (B) Dentro de cada
I6bulo ha uma série de sinusoides que sdo revestidos pelas células endoteliais
sinusoidais (LSECs). As células de Kupffer residem nos sinusoides e as células
estreladas hepéticas (HSC) estdo localizadas no espaco Disse, entre os corddes de
hepatdcitos e os sinusoides. CV: Veia Central.

Fonte: Adaptado de (GORDILLO; EVANS; GOUON-EVANS, 2015; TANAKA,;
MIYAJIMA, 2016).

Durante a infeccdo pelo HCV, os hepatdcitos, as células endoteliais, os macrofagos
residentes no figado e as células dendriticas reconhecem uma variedade de PAMPs
(Pathogen-associated Molecular Pattern) e DAMPs (Danger-associated Molecular Pattern),
por seus receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs - Pattern Recognition Receptors) e
ativam 0s mecanismos protetores da resposta imune para inibir a replicacédo viral (HORNER;
GALE, 2013).

Ao infectar os hepatocitos, o0 HCV ativa as defesas antivirais inatas atraves da
inducdo de IFNs tipo | (o e PB), que estimulam a expressdo de diversos ISGs (genes
estimulados por interferons) e promovem um estado antiviral nas células infectadas e
adjacentes para limitar a disseminacdo viral. (METZ et al., 2013; WIELAND et al., 2014).
Diversas quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias também séo produzidas pelos hepatdcitos
em resposta ao HCV, como IL-1, IL-18, IL-6, TNF-a, RANTES (CCL5), MIP-1a (CCL3),



68

MIP-1B (CCL4), IP-10 (CXCL10) para ativar e recrutar células imunes (LI et al., 2012;
NISHITSUJI et al., 2013).

As proteinas do Core e a NS3 do HCV sao reconhecidas pelo receptor TLR-2
associado com TLR-1/TLR-6, enquanto a proteina viral NS5A pode ser reconhecida pelo
receptor TLR-4 (CHANG; DOLGANIUC; SZABO, 2007, MACHIDA et al., 2006; SATO K
et al., 2007). Nos compartimentos endossomais, o receptor TLR-3 detecta a molécula de
dsRNA (double stranded RNA), enquanto TLR-7 e TLR-8 reconhecem o ssRNA (single
stranded RNA) (HORNER; GALE, 2013). No citoplasma, os receptores RIG-1 (Retinoic acid-
inducible gene 1) e MDAS (melanoma differentiation-associated protein 5) representam os
RLRs (RLRs - retinoic acid-inducible gene-I-like receptors) melhor caracterizados e também
reconhecem o sSRNA (single stranded RNA) do HCV, (ARNAUD et al., 2011; CAO et al.,
2015; SCHNELL et al., 2012).

Apos o reconhecimento dos PAMPs e DAMPs, os receptores de reconhecimento de
padrdo - PRRs induzem vias de sinalizacdo intracelular que levam a ativacdo dos fatores de
transcricdo NF-kB, IRF3 e IRF7. Esses fatores de transcri¢cdo estimulam a expressao de
diversos genes inflamatorios e a producdo de IFNSs tipo | (a e B), citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas, tais como IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-18, IL-12, CCL2, CCL5, CXCL-8, além do
aumento da expressdo de moléculas coestimulatérias e moléculas de adesdo endotelial
(HERTER; ZARBOCK, 2013; HORNER; GALE, 2013; KAWAI et al., 2004; SHI et al.,
2017; TAKAHASHI et al., 2010; THOMAS et al., 2012).

Em relacdo as citocinas pro-inflamatdrias IL-1p e IL-18, sua maturagdo e liberacéo
em suas formas bioativas, requer a participacdo de complexos moleculares chamados de
inflamassomas. Esses complexos recrutam e ativam caspases pro-inflamatérias, responsaveis
pelo processamento e maturacdo dessas duas citocinas (BURDETTE et al.,, 2012,
KAYAGAKI et al., 2011; MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002; SERTI et al., 2014).

O inflamassoma AIM2, pode atuar no reconhecimentos do genoma viral, durante a
fase de replicacdo viral no citosol dos hepatocitos, e desta forma, ativar a caspase-1 e a
consequente liberacdo de IL-1B e IL-18 (CHEN et al., 2018; YOGARAJAH et al., 2017,
ZHANG et al., 2017). A proteina viral p7, capaz de formar poros na membrana e induzir o
efluxo de potassio, responsavel pela ativacdo do inflamassoma NLRP3 e, consequentemente,
producdo de IL-1B e IL-18 (NEGASH et al., 2013).
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Os macrofagos residentes sdo fagdcitos avidos e em resposta a infecgdo produzem
mais citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas, como IL-1p, 1L-18, TNF-a, IL-6, 1L-12,
CCL2, CCL5 e CXCL16, as quais ativam e recrutam outras células imunes para o local da
infecgdo (BOLTJES et al., 2014; LUEDDE; SCHWABE, 2011; VAROL; MILDNER; JUNG,
2015; WEHR et al., 2013). Ja as células dendriticas plasmocitoides (pDCs) sdo uma fonte
importante de IFNs tipo | e tipo Il em respostas a infeccBes virais. Os IFN tipo Il
apresentam atividades anti-proliferativas e sdo importantes para estimular a resposta antiviral
das células NK (Natural Killer). Seus trés membros: A1, A2 ¢ A3, também sdo conhecidos
como IL-29, IL-28A e IL-28B, respectivamente (YIN et al., 2012).

As células NK induzem a morte dos hepatécitos infectados por liberacdo de
perforinas e granzimas presentes em seus granulos citotéxicos. A ativacdo dessas células é
regulada pelas citocinas 1L-12, IL-18, IFNs tipo | e por seus receptores de ativacdo (NKG2D,
NKG2C, NKp30, NKp44 e NKp46) e de inibicdo (KIRs, NKG2A e KLRG1). Quando
ativadas, as células NK sdo uma fonte importante de IFN-y, que é uma citocina essencial na
resposta imune por potencializar a ativacdo de macrofagos inflamatorios, assim como
estimular o desenvolvimento dos linfécitos Thl da imunidade adaptativa, (GATTONI et al.,
2006; LEE; MIYAGI; BIRON, 2007; REHERMANN, 2015; WU et al., 2014; ZHANG et al.,
2013).

Em relacdo a consequéncia da ativagdo dos inflamassomas para as células NK, foi
descrito que a IL-18 tem um potencial maior na estimulacdo das células NK, em relacdo aos
IFNs tipo | (SERTI et al., 2014). Além disso, a IL-18 aumenta a expressdo de Fas ligante
(FasL) na superficie de células NK, levando a morte por apoptose de células infectadas que
expressam o receptor de morte Fas (CD95) (BACHMANN; PFEILSCHIFTER; MUHL,
2018; FELICES et al, 2014; STRASSER; JOST; NAGATA, 2009; TRAMBAS;
GRIFFITHS, 2003; TSUTSUI et al., 1996; ZHANG et al., 2011).

A apoptose dos hepatdcitos € um evento comum na lesdo hepatica e os corpos
apoptoticos contendo moléculas do HCV sao internalizados por fagdcitos do sistema imune,
proporcionando a deteccdo dos componentes virais e ativagdo dessas células (CANBAY et al.,
2003; RIBEIRO et al., 2004). As células hepéticas danificadas ou em processo de morte
celular liberam diversos DAMPSs, como as proteinas nucleares HMGB1 (High mobility group
box 1) que séo reconhecidas por TLR-2 e TLR-4 e induzem a liberacdo de TNF-a e ativacao
de NF-xB, amplificando a resposta inflamatéria. Além disso, a proteina nuclear HMGB1
tambeém pode induzir a ativacdo do inflamassoma NLRP3 (ARSHAD; PIQUET-PELLORCE;
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SAMSON, 2012; KIM; KIM, 2013; SCHRODER; TSCHOPP, 2010; TACKE;
ZIMMERMANN, 2014).

Contudo, durante a infeccdo, o HCV interfere em vias de sinalizacdo do sistema
imunologico e pode reduzir os mecanismos efetores da resposta imune do hospedeiro. A
protease viral NS3-NS4A cliva as proteinas adaptadoras MAVS (proteina de sinalizacdo
antiviral mitocondrial) e TRIF (TIR-containing adaptor inducing IFN (interferon)-p),
reduzindo a sinalizacao pelos receptores RIG-1 e TLR-3. Além disso, as proteinas do Core, E2
e NS5A reduzem a producdo de IFNs ao inibir a via de sinalizacdo JAK-STAT (JAK: janus
cinase-STAT: transdutor de sinal e ativador de transcri¢cdo) (ABDEL-HAKEEM; SHOUKRY,
2014; FOY et al., 2005; HORNER; GALE, 2013; KANTO; HAYASHI, 2006).

Ademais, foi descrito que a NS5A estimula a producdo das citocinas regulatorias IL-
10 e TGF-P via receptor TLR-4. O TGF- regula negativamente a expressao do receptor de
ativagdo NKG2D das células NK, resultando na deficiéncia funcional dessas células limitando
a resposta imune antiviral, contribuindo com o desenvolvimento de uma infeccao persistente e
inflamacAo cronica (SENE et al., 2010).

Em decorréncia da resposta inflamatoria persistente induzida pelo HCV, os
mecanismos imunorreguladores do hospedeiro séo ativados e estimulam a producdo das
citocinas regulatorias IL-10 e TGF-p para conter 0s danos teciduais progressivos decorrentes
da inflamacdo. Além disso, o0 TGF-B é um potente ativador da transdiferenciacdo das células
estreladas hepaticas (HSCs) em miofibroblastos, estimulando-as a produzir componentes da
matriz extracelular (principalmente o colageno tipo 1) (FIBBI et al., 2001; IWAISAKO et al.,
2014; KAJDANIUK et al., 2013; TSUKADA et al., 2005; WELLS; KRUGLOV; DRANOFF,
2004).

Além de sintetizar componentes da matriz extracelular, as células estreladas
hepéticas ativadas (miofibroblastos) produzem os inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMP), inibindo o remodelamento da matriz extracelular realizado pelas MMP
(Metaloproteinases de matriz extracelular) (ARTHUR, 2000). Em consequéncia, ocorre a
deposicdo de fibras de coldgenos e o acumulo de matriz extracelular, promovendo o
desenvolvimento de fibrose hepatica (Figura 7). Em estagios avancados de fibrose, o figado
contém aproximadamente 6 vezes mais matriz extracelular do que o normal, incluindo
colagenos (I, Il e IV), fibronectina, undulina, elastina, laminina, hialuronano e proteoglicanos
(ARTHUR, 2000; BATALLER; BRENNER, 2005; CUI; FU; LI, 2013; IWAISAKO et al.,
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2014; LEMOINNE et al., 2013; MEDERACKE et al., 2013; WELLS; KRUGLOV;

DRANOFF, 2004).
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Figura 7: Eventos imunes envolvidos na ativacdo das células estreladas hepaticas

(HSC) e desenvolvimento da fibrose.
Fonte: Adaptado de: (WEISKIRCHEN; TACKE, 2014).

A citocina IL-1p também pode ativar diretamente as HSCs e estimular a deposi¢do

de matriz extracelular e producdo dos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP),
contribuindo com o processo de fibrose (Figura 8) (JIANG et al., 2017; PRADERE et al.,

2013; WREE et al., 2014).
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Figura 8: Modelo de ativacdo das células estreladas hepéticas (HSC) pela citocina IL-1B. A
ativacdo do inflamassoma NLRP3 em hepatdcitos e células imunes resulta na producdo das
citocinas pro-inflamatéria IL-1B e IL-18. A IL-1p ativa e mantém a sobrevivéncia das células
estreladas hepéticas (HSC).

Fonte: Adaptado de: (WREE et al., 2014).

1.4.2.1 Inflamassomas

Os inflamassomas, caracterizados por Martinon et al. (2002), sdo complexos
moleculares de alto peso molecular, formados no citoplasma em resposta a estimulos
exogenos e enddgenos. Esses complexos recrutam e ativam caspases pré-inflamatorias,
responsaveis pelo processamento e maturagdo das citocinas pro-inflamatérias IL-1p e 1L-18
(KAYAGAKI et al., 2011; MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002).

Os inflamassomas canénicos sdo aqueles que ativam a prd-caspase-1, enquanto 0s
ndo-canbnicos promovem a ativacdo da pré-caspase-11 (KAYAGAKI et al.,, 2011;
LAMKANFI; DIXIT, 2014). As caspases sdo zimogénios da familia das cisteina-aspartato-
proteases, envolvidas na inflamacdo e morte celular (ELLIOTT et al., 2009). O genoma
humano codifica as caspases inflamatorias: caspase-1, caspase-4 e caspase-5. A caspase-11,
expressa em camundongos, € 0 homologo das caspases-4 e 5 expressas em humanos (LIN;
CHOI; PORTER, 2000; MAN; KANNEGANTI, 2016).

De modo geral, os inflamassomas sdo formados pela oligomerizagdo de trés
componentes principais: As proteinas que atuam como sensores, a proteina adaptadora ASC
(Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) e a caspase-1. Os sensores
citosélicos NLRP1 (ou NALP1), NLRP2, NLRP3 (ou NALP3), NLRP6 e NLRC4 (ou IPAF)
sdo membros da familia dos receptores NLRs (NOD-like receptor). AIM2 (Absent in
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Melanoma 2) e IFI16 (Interferon Gamma Inducible Protein 16) pertencem a familia PYHIN
(PYD-like and HIN domain-containing proteins). Enquanto a proteina sensora PYRIN esta
inclusa na familia TRIM (Tripartite motif proteins) (Figura 9) (DE TORRE-MINGUELA;
DEL CASTILLO; PELEGRIN, 2017; KERUR et al.,, 2011; LO et al., 2015; PLACE;
KANNEGANTI, 2018; YU et al., 2018).

Os sensores NLRPs (exceto NLRP1) sdo formados por um dominio C-terminal rico
em repeticBes de leucina (LRR), um dominio central de ligacdo a nucleotideos (NACHT ou
NBD) e um dominio efetor PYD na porcdo N-terminal. O NLRP1 humano difere-se dos
demais NLRPs por possuir um dominio interno FIIND (function-to-find domain) e um
dominio CARD na regido C-terminal. O NLRC4 (NLR family CARD domain-containing
protein 4-like) possui um dominio CARD na porcdo N-terminal (STROWIG et al., 2012; YU
et al., 2018). Os sensores AIM2 e IFI116 apresentam um dominio efetor PYD N-terminal e um
dominio HIN200 (hematopoietic interferoninducible nuclear antigen with 200 amino-acid
repeat) C-terminal, que reconhece o seu ligante (Figura 9) (BURCKSTUMMER et al., 2009;
ROBERTS et al., 2009).
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Figura 9: Representagdo dos componentes dos inflamassomas, demonstrando a organizacéo
estrutural dos seus dominios.
Fonte: Adaptado de: (YU et al., 2018).

A proteina adaptadora ASC contém os dominios PYD e CARD, atuando no

recrutamento da pro-caspase-1, por interacbes homotipicas CARD-CARD, para 0s
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inflamassomas em formacdo. A proximidade entre as pro-caspases presentes no complexo
induz sua ativacéo por autoproteolise (GUMUCIO et al., 2002; LIEPINSH et al., 2003; LU et
al., 2014; PROELL et al., 2013; SRINIVASULA et al., 2002).

A caspase-1 ativada (subunidades p20/p10) cliva as formas precursoras pro-I1L-1B e
pro-1L-18, levando a maturacdo das citocinas IL-1p e IL-18. Além disso, a caspase-1 promove
a ativacdo da proteina gasdermina-D, a qual induz a morte celular por piroptose, formando
poros na membrana da célula (LABBE; SALEH, 2008; LIU et al., 2016). Tem sido descrito
que a gasdermina-D também facilita a secrecdo de IL-1 em células intactas pela formacdo de
lipossomas (DING et al., 2016; EVAVOLD et al., 2018; HE et al., 2015; KOVACS; MIAQ,
2017). As caspases-4, 5 e 11, também podem clivar a gasdermina-D (KAYAGAKI et al.,
2015; LIU et al., 2016).

A ativacdo dos inflamassomas é regulada por moléculas presentes nas células do
hospedeiro. A proteina CARDS regula de forma negativa a atividade dos inflamassomas,
inibindo a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e regulando a ativacdo de caspases
inflamatdrias (ITO; HARA; KUBOTA, 2014; JO et al., 2016). O CARDS, também conhecido
como CARDINAL (CARD inhibitor of NF-xB-activating ligands) ou TUCAN (Tumor-up-
regulated CARD-containing antagonist of caspase nine), pertence a familia de dominio de
recrutamento de caspase membro 8, codificada pelo gene CARDS, localizado no cromossomo
19913.33 (BOUCHIER-HAYES et al., 2001; MCGOVERN et al., 2006; PATHAN et al.,
2001).

1.4.2.2 Inflamassoma NLRP3

O sensor NLRP3 (NOD-like receptors, pyrin-domain-containing proteins 3), foi
inicialmente descrito por Hoffman et al.,, (2001) ao estudar familias com sindromes
autoinflamatorias. Posteriormente, foi descrita a formacdo do complexo inflamassoma e o
processamento da citocina IL-13 (AGOSTINI et al., 2004).

O inflamassoma NLRP3, o mais bem caracterizado e estudado até 0 momento, atua
como um sensor de modificacbes citoplasmaticas e sua ativagdo requer dois sinais de
iniciacdo (priming). O primeiro sinal ocorre ap6s a ativacdo do fator de transcricdo NF-«B,
que regulam positivamente a expressdo génica do NLRP3 e da pro-IL-18 (BAUERNFEIND
et al., 2009; FRANCHI; EIGENBROD; NUNEZ, 2009; GURUNG et al., 2012; NETEA et
al., 2009; TSUTSUI et al., 2010). O segundo sinal de ativacdo € fornecido por diversos
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PAMPs e DAMPs, incluindo ATP extracelular; toxinas bacterianas formadoras de poros;
cristais de silica, &cido Urico, colesterol, amianto, hidréxido de aluminio; exposicéo a radiacdo
ultravioleta; infeccdes bacterianas, fungicas e virais, incluindo o virus da hepatite C
(BURDETTE et al., 2012; DOSTERT et al., 2008; FELDMEYER et al., 2007; FRANCHI et
al., 2014; HORNUNG et al., 2008; ICHINOHE; PANG; IWASAKI, 2010; LAMKANFI,
MALIREDDI; KANNEGANTI, 2009; MARIATHASAN et al., 2006; MARTINON et al.,
2006; MUNOZ-PLANILLO et al., 2013).

Os sinais de iniciacdo induzem a deubiquitinacdo do sensor NLRP3 causando uma
mudanga conformacional que expBe o seu dominio NBD/NACHT, promovendo a
oligomerizacdo dos sensores NLRP3 e iniciando a formacao do inflamassoma (JULIANA et
al., 2012; PY et al., 2013). Apos oligomerizacdo do NLRP3, o adaptador ASC é recrutado por
interacdes homotipicas PYD-PYD. Assim, o dominio CARD do adaptador ASC interage com
0 CARD da pro-caspase-1, recrutando-a para o complexo inflamassoma (Figura 10) (LU et
al., 2014; SBORGI et al., 2015).
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Figura 10: Esquema proposto para exemplificar a estrutura do complexo inflamassoma
NLRP3 ativado.

Fonte: (LU et al., 2014).

Diante da grande diversidade de moléculas associadas com a formagdo do
inflamassoma NLRP3, tem sido proposto que a ativacdo do sensor NLRP3 n&o é decorrente
da sua ligacdo direta com esses PAMPs e DAMPs, ocorrendo com as alteragdes no
metabolismo celular causadas por esses ativadores, que induzem a formacéo do inflamassoma
NLRP3. Assim, diversos eventos celulares comuns foram propostos para explicar como o
inflamassoma NLRP3 ¢ ativado, incluindo o efluxo de potéassio atraves da ativacdo dos
receptores purinérgicos P2X7 por ATP extracelular, a cisteina protease catepsina B liberada

apos ruptura lisossémica, as espécies reativas de oxigénio (ROS), DNA mitocondrial oxidado
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e a translocacéo de cardiolipina para a membrana externa das mitocondrias (Figura 11) (HE;
HARA: NUNEZ, 2016; HORNUNG et al., 2008; KESAVARDHANA; KANNEGANTI,
2017; MUNOZ-PLANILLO et al., 2013; PETRILLI et al., 2007; PLACE; KANNEGANTI,
2018; RUHL; BROZ, 2015).
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Figura 11: Eventos celulares e vias de ativacdo do inflamassoma NLRP3. A ativacdo do
NF-kB promove a transcri¢do de genes que codificam componentes do inflamassoma. Os
DAMPs desencadeiam a ativacdo do inflamassoma NLRP3 causando a ruptura da
membrana do lisossoma e liberacdo da catepsina B. Os DAMPs e PAMPs intracelulares
podem causar a abertura do canal i6nico panexina-1, permitindo a saida de ATP
intracelular. O ATP extracelular ativa o P2X7R e induz o efluxo de potéssio. O
inflamassoma NLRP3 ¢ ativado e promove a maturacao da pré-IL-1p e pro-IL-18.

Fonte: (DI VIRGILIO et al., 2017).

O P2XT7R pertence a subfamilia de receptores purinérgicos P2X (P2X1 a P2X7) e
atua como um canal de cations (NORTH, 2002). E reconhecido como o principal receptor de
ATP (adenosina trifosfato) e esta presente na superficie de grande parte das células imunes
inatas e adaptativas, como monocitos, macrofago, células dendriticas, linfocitos T, linfocitos
B e células NK (ADINOLFI et al., 2017; DI VIRGILIO et al., 2017). No figado, o P2X7R &
expresso nos hepatdcitos, nas células endoteliais, células epiteliais biliares, células estreladas
hepéaticas e nos macrofagos residentes (BELDI et al., 2008; FAUSTHER; GONZALES;
DRANOFF, 2012; OLIVEIRA et al., 2013).

A ativagdo do inflamassoma NLRP3 via receptor P2X7 desempenha um papel

importante na regulacdo das respostas inflamatdrias durante a infecgdo viral aguda, por
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aumentar a producédo das citocinas pré-inflamatdrias IL-1p e IL-18 em células dendriticas e
macrofagos (ENGLEZOU et al., 2015; GICQUEL et al., 2015; LEE et al., 2012).

1.4.3 Resposta imune Adaptativa

As células dendriticas mieloides (mDCs) sdo células apresentadoras de antigenos
profissionais (APC), equipadas com um conjunto diversificado de PRRs, através dos quais
reconhecem os antigenos virais (STEINMAN, 2007). Os fatores de transcricdo NF-xB e AP-
1, ativados pelos PRRs, estimulam a expressao de genes que induzem a maturacdo das mDCs
em um fendtipo determinante para sua funcdo como APC (BRUBAKER et al., 2015;
KAGAN; MAGUPALLI; WU, 2014; O’KEEFFE; MOK; RADFORD, 2015). Dessa forma,
as mDCs regulam positivamente a atividade lisossémica, resultando na degradacdo eficiente
dos peptideos virais, para apresentacdo via molécula de HLA (Antigeno Leucocitéario
Humano). A expressdo na superficie celular das moléculas coestimuladoras CD80 e CD86
(B7-1 e B7-2, respectivamente) também ¢é aumentada. As mDCs também regulam
positivamente a producdo de IL-12, uma citocina chave na inducdo do perfil Thl
(LAMBOTIN et al., 2010).

As mDCs migram para os linfonodos regionais mais préximos e apresentam 0s
peptideos virais aos linfécitos T naives, ativando suas fungdes efetoras. Os receptores dos
linfocitos T helper CD4* (TCRs) reconhecem antigenos apresentados pela molécula HLA de
classe Il e linfocitos T CD8" reconhecem via apresentagdo pelo HLA-I (BLUM; WEARSCH,;
CRESSWELL, 2013; GUO et al., 2012; ZHANG; BEVAN, 2011; ZHU; YAMANE; PAUL,
2010).

O reconhecimento do antigeno fornece o primeiro sinal para a ativacdo dos linfdcitos
T. A interacdo entre as moléculas coestimulatérias CD80 e CD86 na superficie das células
dendriticas, com o CD28 expresso pelos linfocitos T fornece o segundo sinal de ativagdo. A
citocina 1L-12, produzidas pelas mDCs e o IFN-y presente no microambiente induzem a
polarizagdo dos linfocitos T helper CD4" para o perfil Thl, que responde contra patégenos
intracelulares e é caracterizado pela producdo de IFN-y (Figura 12) (KAMBAYASHI;
LAUFER, 2014; LARRUBIA et al., 2014). O IFN-y potencializa a ativa¢do dos linfocitos T
CD8" em Linfocitos T Citotoxicos (CTLs) (ZHANG; BEVAN, 2011).
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Figura 12: Mecanismo molecular de ativacdo das células T CD4* e T CD8"* por células
dendriticas mieloides (mDCs).

Fonte: Adaptado de: (KURTS; ROBINSON; KNOLLE, 2010).

A reducdo da carga viral do HCV esta associada com uma resposta robusta e
sustentada das células Thl e dos linfécitos T CD8" citotoxicos (CTL) (SU et al., 2002;
THIMME et al., 2002). No entanto, a deteccdo dessas células especificas para o0 HCV ¢
relatada de forma tardia, em torno de 6 a 8 semanas ap0s a infeccdo primaria, mesmo na
presenca de altos niveis de replicacdo viral (BOWEN; WALKER, 2005).

Os anticorpos produzidos durante a infeccdo pelo HCV tém como principal alvo as
proteinas do envelope viral (E1/ E2), no entanto eles sdo pouco eficientes devido a alta taxa
de mutacdo e rapida selecdo de variantes virais (HELLE; DUVERLIE; DUBUISSON, 2011,
JEULIN et al., 2013).

Durante a infec¢do cronica do HCV, a producdo de citocinas e moléculas
regulatorias, como 1L-10, TGF-B, galectina-9, PD-L1 e PD-L2, por macréfagos residentes, em
resposta aos estimulos inflamatdrios continuos, pode reduzir a atividade antiviral dos
linfocitos T CD8™ citotdxicos (JU; TACKE, 2016).

A citocina 1L-33, liberada das células hepaticas danificadas, pode estimular a
ativacdo dos linfocitos Th2 (CHAN et al., 2012; PALOMO et al., 2015). As citocinas
produzidas pelas células Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13), reduzem a ativagdo dos linfdcitos Thl
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e polarizam a reposta para o perfil Th2, promovendo um microambiente imunossupressor
(LOPEZ-NAVARRETE et al., 2011).

Nesse cenario, a populacdo de linfécitos T regulatérios (Treg, Foxp"CD4*CD25%) é
regulada de forma positiva e amplificam os mecanismos imunorreguladores do hospedeiro
(CARAMBIA et al.,, 2014; FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003; FU et al., 2004).
Embora esses mecanismos regulatérios tenham um papel importante no controle da resposta
imune e reparacdo tecidual, eles levam a exaustdo dos linfocitos T helper CD4" e T
citotéxicos CD8" e falha da resposta imune protetora contra o HCV, colaborando para a
persisténcia viral (ABDEL-HAKEEM; SHOUKRY, 2014; BATALLER; BRENNER, 2005).

1.4.5 Fatores imunogenéticos do hospedeiro relacionados aos inflamassomas

Estudos imunogenéticos tém investigado o papel de diversos SNPs (single nucleotide
polymorphism) em genes que codificam proteinas imunorreguladoras, citocinas pro-
inflamatdrias e fatores fibrogénicos em pacientes com doencas hepaticas cronicas. Esses
fatores genéticos podem ajudar a explicar as diferencas em respostas imunes contra 0 mesmo
estimulo (BATALLER; NORTH; BRENNER, 2003; GE et al., 2009; POWELL et al., 2000;
SCHUPPAN et al., 2003; YUAN et al., 2012). Além disso, os SNPs podem atuar como
relevantes biomarcadores para o prognostico de diversas doencas (MANTHIRAM et al.,
2017; SHEN et al., 2015).

As variacBes genéticas do hospedeiro desempenham um papel crucial na
suscetibilidade a infeccdo pelo HCV e no progndstico da infecgdo viral. Varios polimorfismos
nos genes de citocinas, como IL-18, IFN, IL-10 e IL-28, foram relatados como estando
associados a suscetibilidade ao HCV e ao prognoéstico da doenca (AFZAL et al., 2011;
SHAKER; SADIK, 2012).

Em pacientes com infeccdo cronica pelo HCV, o SNP -511C/T (rs16944) no gene
que codifica a citocina IL-1p (2914.1), foi associado com o risco de desenvolvimento de
cirrose hepética e carcinoma hepatocelular (MOREIRA et al., 2016; WANG et al., 2003). Em
pacientes com hepatite B cronica, esse mesmo SNP também foi associado com o

desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (HIRANKARN et al., 2006).

O polimorfismo -137G/C (rs187238) na regido promotora do gene da IL18

(11g23.1), foi associado com o desenvolvimento de infecgdes cronicas pelo virus da hepatite
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C e com o risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular em pacientes infectados com
0 virus da hepatite B (HBV) (LAU et al., 2016; YANG; LIU, 2015).

Em relacdo as proteinas relacionadas com a formacao dos inflamassomas, 0os SNPs
NLRP1-L155H A/T (rs12150220) e (rs2670660) A/G, no gene NLRP1 (17p13.2), foram
associados com a doenga de Addison, diabetes tipo 1, lUpus eritematoso sistémico, doenca
inflamatoria intestinal e doenca celiaca (DE IUDICIBUS et al., 2011; MAGITTA et al., 2009;
PONTILLO etal., 2011, 2012; YU et al., 2018).

O SNP NLRP3-Q705K, GIn705Lys (rs35829419), localizado no cromossomo 1q44,
induz alteracdo de ganho de funcdo com producdo elevada de IL-1p e IL-18. Sendo associado
com alta atividade inflamatoria na artrite reumatoide, aneurismas da aorta abdominal, doenca
inflamatdria intestinal, colite ulcerativa, dermatite atopica e aumento da suscetibilidade a
infeccdo pelo HIV-1. No céancer colorretal esse polimorfismo foi associado com protecéo
contra o desenvolvimento da doenca (JENKO et al., 2016; VERMA et al., 2012; ZHANG et
al., 2015).

O SNP rs10754558 (G/C) na regido ndo traduzida 3’do gene NLRP3 (3’UTR) pode
afetar a estabilidade do mMRNA e estd associado a suscetibilidade a infeccdo pelo HIV-1 e
protecdo contra o desenvolvimento da tuberculose pulmonar ativa (PONTILLO et al., 2010;
SOUZA DE LIMA et al., 2016).

No gene do CARDS (19913.33), o SNP rs2043211 foi associado com de perda de
funcdo e risco de desenvolvimento da artrite reumatoide e doenca de Crohn, por ativacdo
desregulada do inflamassoma NLRP3 (JENKO et al., 2016; MAO et al., 2018).

Em um estudo realizado em pacientes com tuberculose pulmonar ativa na Amazonia,
0 SNP rs2230911 no receptor P2X7 (12924.31) foi associado com perda de fungdo e aumento
da suscetibilidade a infec¢do. Os pesquisadores também relataram que o SNP rs8898, no gene
CTSB (8p23.1) que codifica a catepsina B (uma ativadora do inflamassoma NLRP3), mostrou
desempenhar um papel protetor na tuberculose pulmonar ativa (SOUZA DE LIMA et al.,
2016).

Portanto, 0os SNPs em genes relacionados com a ativacdo e formagdo dos
inflamassomas podem levar a alteragdes de fungdo e desregulacdo no equilibrio da resposta
inflamatdria. No entanto, sdo poucos os estudos que tém avaliado o papel desses SNPs na
imunopatogénese da hepatite C, principalmente associado com a progressdo da doenca
(PARAMEL; SIRSJO; FRANSEN, 2015), o que justifica a elaborac&o do presente estudo.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os polimorfismos nos genes das citocinas IL-1B ¢ IL-18 e do inflamassoma
NLRP3, CARDS8, CTSB e AIM2 no desenvolvimento da fibrose hepéatica em pacientes com

hepatite C atendidos em uma unidade de referéncia na Amazoénia brasileira.

Objetivos especificos

e Estimar a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos nos genes das citocinas IL-
1B e IL-18 e do inflamassoma NLRP3, CARDS8, CTSB e AIM2 em pacientes com
hepatite C;

e Investigar a associacdo dos polimorfismos nos genes das citocinas IL-1p ¢ IL-18 e do
inflamassoma NLRP3, CARDS8, CTSB e AIM2 com a infeccdo pelo HCV em pacientes
com hepatite C.

e Auvaliar se ha associacdo dos polimorfismos nos genes das citocinas IL-1p e IL-18 e do
inflamassoma NLRP3, CARDS8, CTSB e AIM2 com a fibrose hepéatica em pacientes com
hepatite C;

e Investigar a influéncia dos polimorfismos nos genes das citocinas IL-1p e IL-18 e do
inflamassoma NLRP3, CARDS8, CTSB e AIM2 na concentracdo sérica da citocina IL-13

em pacientes com hepatite C;

e Investigar a associacdo dos polimorfismos nos genes das citocinas IL-1p e IL-18 e do
inflamassoma NLRP3, CARDS8, CTSB e AIM2 com o controle da carga viral em
pacientes com hepatite C.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de transversal realizado na cidade de Manaus, Estado do

Amazonas.

3.2 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM) em colaboragdo com a Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD) e Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

3.3 Populagéo de estudo

A populacdo de estudo € composta por pacientes diagnosticados com o virus da
hepatite C, atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD) e, como grupo controle, candidatos a doacdo de sangue que se apresentaram na

Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM).

3.4 Critérios de inclusdo, ndo-inclusao e exclusédo

Foram incluidos no estudo pacientes com diagnéstico de hepatite C crénica (HCV)
confirmados com testes soroldgicos e moleculares de deteccdo do RNA viral (HCV RNAY)
NAT-HCV, de ambos o0s sexos, com idade entre 18 e 70 anos, com e sem tratamento prévio,
com e sem a presenca de fibrose que procuraram atendimento pelo Ambulatério de
Hepatopatias da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) e
aceitaram participar do estudo mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido — TCLE. Néo foram incluidos indigenas nem mulheres gravidas.

Foram excluidos pacientes que apresentarem coinfeccdo com os virus da hepatite B
(HBsAQ), virus da imunodeficiéncia adquirida-HIV (anti-HIV-1e 2), HTLV (anti-HTLV- 1 e
2), doenca de Chagas (anti-T cruzi) e sifilis (VDRL). Alem disso, 0s pacientes que
apresentaram quadro clinico-laboratorial de cirrose hepatica descompensada, pacientes
diabéticos descompensados, pacientes com historia de uso de drogas ilicitas nos ultimos sete

anos, pacientes com relato de consumo diario de bebida alcoolica, pacientes com distirbios
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psiquiatricos, pacientes renais cronicos e pacientes com sindrome plurimetabdlica também

néo fizeram parte da amostragem.

Para o grupo controle, foram selecionados candidatos a doacdo de sangue atendidos
na Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), de ambos
0s sexos, com idade minima de 18 anos residentes em Manaus, que ndo apresentaram
reatividade para Hepatite B (anti-HBc, HBsAg), HCV (anti-HCV), HIV (anti-HIV-1e 2),
HTLV (anti-HTLV 1 e 2), doenca de Chagas (teste ELISA) e sifilis (VDRL).

3.5 Estadiamento da doenca hepatica

O estadiamento da doenca hepatica foi realizado para todos os portadores de hepatite
C, com a finalidade de caracterizar o grau de acometimento do tecido hepético. Segundo a
Sociendade Brasileira de Hepatologia, a bidpsia hepética é considerada o padrdo-ouro para o
estadiamento da hepatite C, mas pode ser subtituida por métodos ndo invasivos como a
elastografia hepatica transitdria avaliada através do FibroScan® ou combinacdo dos indices
APRI (AST to Platelet Ratio Index) e FIB4 (Fibrosis-4), recomendados pela Organizacéo
Mundial de Satde em abril de 2014 (WHO, 2014).

A elastografia transitoria € um meétodo baseado em ultrassom realizado com o
equipamento FibroScan® (Echosens, Paris) que mensura a rigidez do figado e permite a
avaliacdo e identificacdo do grau de fibrose e cirrose hepatica (LUPSOR et al., 2012;
MORIKAWA, 2011). No Brasil, esse procedimento foi incorporado ao SUS por meio da
Portaria n°® 47, de 29 de setembro de 2015.

Neste estudo, os indices APRI e FIB4, foram utilizados pela equipe médica da
Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), para fazer o o
estadiamento da doenca hepaética e estratificar os pacientes com hepatite C em < F2: fibrose
leve ou > fibrose avancada. Os indices APRI (AST to Platelet Ratio Index) e FIB4 (Fibrosis-
4) sdo usados para caracterizar o grau da fibrose hepética e avaliar a presenca da doenca
hepética avancgada. Os valores de APRI e FIB sdo obtidos por meio de um calculo matematico
(Figuras 13 e 14) utilizando os resultados dos exames laboratoriais de AST (aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), contagem de plaquetas e a idade do

paciente, devendo ser reavaliados a cada seis meses (BRASIL, 2017, 2018).
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Valor de AST (UI/L)
APRI = Limite Superior Normal de AST (Ul/L) x 100

Contagem de Plaquetas (10°)

Figura 13: Férmula para calcular o valor de APRI.
Fonte: (BRASIL, 2017).

FIB4 = Idade (anos) x AST (UI/L) x 100
Contagem de Plaquetas (1 09) x NALT (UI/L)

Figura 14: Férmula para calcular o valor de FIBA4.
Fonte: (BRASIL, 2018).

Os valores de APRI e FIB4 obtidos devem ser correlacionados com a escala
METAVIR (Meta-analysis of Histological Data in Viral Hepatitis), observando os pontos de
cortes preestabelecidos conforme descrito na Tabela 01 (BRASIL, 2018).

Tabela 1: Caracterizacéo de fibrose moderada e cirrose conforme valores de APRI e FIB4.

METAVIR APRI (baixo corte) | APRI (alto corte) | FIB4 (baixo corte) | FIB4 (alto corte)
METAVIR > F2
(Fibrose moderada) 05 15 1,45 3,25
METAVIR F4 10 20
(Cirrose)

Fonte: (BRASIL, 2018).

O escore Child-Pugh (Child-Turcotte-Pugh) € um sistema de pontuacdo usado para
avaliar o prognostico da doenca hepatica cronica e diferenciar a cirrose compensada da
descompensada (MANNS et al., 2017). O valor de Child-Pugh é calculado somando-se
pontos atribuidos & cinco fatores: Bilirrubina total, Albumina sérica, Tempo de protrombina
(segundos de prolongamento) INR (Raz&o Normalizada Internacional), gravidade da ascite e
grau de encefalopatia hepatica. A somatéria dos pontos varia entre 5 e 15 e as classes de
Child-Pugh séo: A (valor de 5a 6), B (7 a9) ou C (acima de 10). Em geral, a descompensacao
indica cirrose com um escore de Child-Pugh >7 (classe B) (BRASIL, 2018).
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3.6 Aspectos éticos

As amostras utilizadas neste estudo foram obtidas a partir dos projetos intitulados
“ldentificacdo e Selecdo de Peptideos Miméticos Reativos aos soros de pacientes HCV* e sua
influéncia no desenvolvimento da fibrose hepatica in vitro” e “Avaliacdo do perfil Celular,
humoral e molecular em doadores de sangue com sorologia reativa ao virus da hepatite B
(HBV) na Cidade de Manaus”, coordenados pela Dra. Adriana Malheiro Alle Marie e Dra.
Laura Patricia Viana Chaves, respectivamente. Ambos os projetos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas sob 0s respectivos numeros de CAAE: 49652815.8.0000.0009 e CAAE
0024.112.000-10.

3.7 Coleta de amostras

Foram coletadas 156 amostras de pacientes diagnosticados com Hepatite C cronica,
atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, entre 2016 e
2018. Destes, foram excluidas 5 amostras de pacientes que foram a obito e coinfectados com
HIV, restando 151 pacientes. Para o grupo controle, foram coletadas 206 amostras de
candidatos a doadores de sangue, que se apresentaram na Fundacdo Hospitalar de

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.

As amostras de sangue periférico, foram coletadas por pun¢do venosa em tubos com
sistema a vacuo. As coletas foram realizadas em tubo com gel separador (Gel BD SST® II
Advance®) para dosagem de citocinas e tubos com o anticoagulante acido etilenodiamino
tetra-cético (EDTA) (BD Vacutainer® EDTA K2) para os testes moleculares.

3.8 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA genémico do hospedeiro foi realizada com o kit comercial
QIAmp DNA kit (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA), de acordo com as recomendacoes
descritas pelo fabricante. A concentracdo do DNA extraido foi verificada por meio do
espectrofotobmetro Nanodrop modelo 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Em

seguida, as amostras de DNA foram congeladas a -20°C para realizacdo de testes moleculares.
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3.9 Genotipagem dos polimorfismos nos genes das citocinas IL-1§ e IL-18 e do

inflamassoma NLRP3, CARDS8, CTSB e AIM2

Os polimorfismos foram selecionados através de uma busca bibliografica nos
seguintes bancos de dados: NCBI dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) e

Human genome GRCh37.p13 (https://grch37.ensembl.org/index.html), observando a

frequéncia do alelo menor (MAF - Minor allele frequencies) descrita, assim como 0s estudos

de associacdo ja publicados (Tabela 2).

Selecionamos polimorfismos com frequéncia aproximada ou superior a 10%, para
viabilizar nossos testes de associacdo, caso contrario seria necessario um ndmero amostral
elevado de casos e controles para obtencdo de um poder estatistico satisfatorio (OLIVEIRA et
al., 2011).

Tabela 2: Informacdes sobre os polimorfismos estudados.

Genes / SNP MAF GERAL AFR AMR EUR Cromossomo
1D SNP

IL-18 -511  0.49 T:51% T:57%  T:55% T: 35% 2q14.1
(rs16944) T/C C: 49% C:43%  C:45% C: 65%

1L18 -137 0.21 C: 79% C:80%  C:69% C: 72% 11923.1
(rs187238) CIG G: 21% G:20% G:31% G: 28%

CARDS8 TIC 0.47 T: 53% T:50%  T:41% T: 47% 19913.33
(rs2009373) Intron C:47% C:50%  C:59% C: 53%

CTSB CIA 0.43 A: 43% A 4% A 41% A: 34% 8p23.1
(rs1692816) Intron C:57T% C: 56% C: 59% C: 66%

NLRP3 3'UTR 0.35 G: 35% G:25%  G:25% G: 46% 1944
(rs10754558) GIC C: 65% C:75% C:75% C: 54%

AIM2 TIC 0.39 T:61% T:91%  T:36% T: 40% 1923.1-2
(rs1103577) Intron C: 39% C: 9% C: 64% C: 60%

AFR: Africanos; AMR: Americanos; EUR: Europeus.

3.9.1 Genotipagem de polimorfismo nos genes das citocinas IL-1p e IL-18 por PCR-
RFLP.

Os polimorfismos no gene das citocinas IL-1p e IL-18 foram analisados por
amplificacdo da regido de interesse pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),

seguida pela reacéo de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP).
As reacOes de PCR para a IL-1p foram realizadas com 17,3uLL de H2O MiliQ, 2,5uL

de tampdo 10x, 2,0uL de MgCI2, 1,0uL de dNTPs, 0,5uL de primer IL-1p Forward (F: 5°-
TGGCATTGATCTGGTTCATC-3), 0,5uL de primer IL-1B Reverse (R:5’-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
https://grch37.ensembl.org/index.html
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GTTTAGGAATCTTCCCACTT-3), 02uL de Taq DNA polimerase e 1,0uL de DNA
gendmico. A cliclagem foi realizada no termociclador da Applied Biosystems (Veriti® 96 Well
Thermal Cycler, Carlsbad,USA), conforme a seguinte programacdo: 1 ciclo a 95°C por 4
minutos, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos, e 72°C por 30 segundos e
extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os fragmentos amplificados pela PCR foram
submetidos a reacdo de RFLP, preparada com 7,8uL de H>O MiliQ, 2,0uL de tampdo
Buffer4, 0,2uL da enzima de restricdo Aval (10U/uL, Promega, Madison WI, USA) e 15,0uL
do produto da reacdo de PCR, com posterior incubacdo em termobloco a 37°C overnight. O
produto da PCR-RFLP foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 2,5% corado com
brometo de etideo.

As reagdes de PCR para a 1L-18 foram realizadas com 17,3uL de H20 MiliQ, 2,5uL
de tampao 10x, 2,0uL de MgCl12, 1,0uL de dNTPs, 0,5uL de primer IL-18 Forward (F: 5°-
CACAGAGCCCCAACTTTTTACGGCAGAGAA-3’), 0,5uL de primer IL-18 Reverse (R:5’-
GACTGCTGTCGGCACTCCTTGG-3"), 0,2uL. de Tag DNA polimerase e 1,0uL. de DNA
gendmico. A cliclagem foi realizada no termociclador da Applied Biosystems (Veriti® 96 Well
Thermal Cycler, Carlsbad,USA), conforme a seguinte programacéo: 1 ciclo a 95°C por 10
minutos, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, e 72°C por 30 segundos e
extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os fragmentos amplificados pela PCR foram
submetidos a reacdo de RFLP, preparada com 7,7uL de H.O MiiQ, 2,0uL de tampdo 10X
Buffer, 0,3uL da enzima de restricdo Mboll (10U/uL, Promega, Madison WI, USA) e 15,0uL

do produto da reacdo de PCR, com posterior incubacdo em termobloco a 37°C overnight.

As informagdes sobre as enzimas de restricdo e o tamanho de cada fragmento estéo
descritos na tabela 3.

Tabela 3: Descricdo dos polimorfismos, localizacdo do genoma, temperaturas de hibridacdo, enzimas de
restricdo e fragmentos gerados durante 0s ensaios.

Polimorfismos Localizagéo no Temperatura de Enzimas de Alelos e
gendma hibridizagéo (oC) Restricdo fragmentos (bp®)
IL-1B -511C/IT o T:304
(rs16944)* (Regido promotora) 56°C Aval C: 190 +104
IL18 -137G/C o C: 155
(rs187238) (Regido promotora) 60°C Mboll G: 116

*rs: Sequéncia de referéncia; “bp: Pares de bases.
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3.9.2 Genotipagem dos polimorfismos nos genes do inflamassoma NLRP3, CTSB,
CARDS8 e AIM2 por PCR em Tempo Real.

As amostras de DNA extraidas foram testadas pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) em Tempo Real (QPCR), para estudo dos polimorfismos nos genes conforme descritos
na tabela 4. O ensaio foi realizado com a sonda alelo especifico TagMan® (Reporter: VIC e
FAM; Quencher: MGB-NFQ) da marca Applied Biossistems by Life Technologies. O
fluoréforo VIC marca o alelo selvagem e o FAM marca o alelo mutante. Os primers e as
sondas foram construidos através dos servigcos oferecidos pelo préprio fornecedor (Applied
Biossistems by Life Technologies, Sdo Paulo, SP) e suas sequéncias encontram-se descritas na
tabela 4.

Tabela 4: Sequéncias das sondas utilizadas na genotipagem por PCR em Tempo Real.

Genes ID SNP Sondas TagMan* (VIC/ FAM)
CARDS rs2009373 TGCTATCAAAAAAAAAAAAGCATGA[C/IT]ITGTGACACCTGGAAA
AAATCTTTTT
CTSB rs1692816 ACACAGCCCTCTTCCCCAGCCCCTC[A/C]CCTGCCTGCCCAATCC
AGCCCTATT
NLRP3 rs10754558 GACAATGACAGCATCGGGTGTTGTT[G/C]TCATCACAGCGCCTC
AGTTAGAGGA
AlIM2 rs1103577 TAAAAGGCACTTCCATTCACTCATT[C/T]GCTCAAGCCAGAAAGC
CGGGAATCA

*|dentificacdo dos fluordforos (VIC e FAM) de acordo com seu respectivo alelo. O fluoréforo VIC marca o alelo
selvagem e 0 FAM marca o alelo mutante.

As reacdes de PCR em Tempo Real foram realizadas com 3,5uL de agua ultrapura,
5uL do genotyping Master Mix (1x), 0,5uL de ensaio TagMan® (20x), contendo 36uM de
cada primer e 8uM de cada sonda TagMan®, 1ul. de DNA gendmico, com volume final de
10uL. O termociclador Applied Biosystems QuantStudio™ 3 by Thermofisher Scientific foi
utilizado para amplificacdo dos fragmentos de interesse, com 0s seguintes parametros de
ciclagem: 95°C por 10 minutos para ativacdo, 50 ciclos a 92 °C por 15 segundos para

desnaturacdo e 50 ciclos a 60°C por 90 segundos para anelamento e extensao.

3.10 Dosagem de Citocina por ELISA Sanduiche

As concentragbes séricas da citocina IL-1B foram avaliadas pelo teste
imunoenzimatico Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) sanduiche. As dosagens
foram feitas a partir do plasma/soro dos individuos dos grupos Controle e de pacientes com
Hepatite C, conforme especificacbes do kit comercial da BD® Biosciences (San Jose, CA,
USA), Human BD™ OptEIA® Set Il para a citocina IL-1p.
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3.11 Analises estatisticas

Os dados demograficos, clinicos e laboratoriais dos individuos do estudo foram
apresentados em formas de tabelas e gréficos, elaboradas com o programa Excel (Microsoft
Corporation). As varidveis categéricas sdo expressas por valor absoluto (n) e frequéncia
relativa (%). A normalidade dos dados foi avaliada pelos testes Shapiro-Wilk e D'Agostino &
Pearson test. A analise estatistica entre grupos independentes foi realizada pelo teste Qui-
quadrado ou exato de Fisher para variaveis categoricas e Mann-Whitney (para dois grupos) ou
Kruskal-Wallis e Dunn para trés ou mais grupos de variaveis continuas. A regressdo logistica
(testes de associacdo) foi realizada para identificacdo dos fatores de risco associado ao
desfecho especifico (desenvolvimento da fibrose), bem como descri¢do do seu "odds ratio" e
intervalo de confianca a 95%.

O software estatistico R, versdo 3.4.3, (www.r-project.org), acoplado ao pacote

SNPassoc, versdo 1.9-2 foi utilizado para analise multivariada e verificacdo do equilibrio de
Hardy-Weinberg, além disso, o software R foi empregado para realizar os testes de interagdo
génica. A analise de associacdo foi realizada para os modelos genéticos: Codominante,
dominante, recessivo e overdominate. Foi apresentado o melhor modelo de heranca genética,
de acordo com o menor valor de Akaike Information Criterion (AIC), calculado no software

R, para cada polimorfismo.


http://www.r-project.org/
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Abstract

Hepatitis C is considered a major public health problem caused by the hepatitis C virus
(HCV). Viral infections are known to induce production of IL1 through the signaling path-
way of inflammasomes. Emerging evidences suggest that Inflammasome genes may influ-
ence the immune response against HCV as the host genetic background may contribute to
the balance between acute and chronic inflammation. We investigated in 151 patients with
chronic hepatitis C and 206 healthy blood donors’ individuals (HD). Polymorphisms in the
IL1Band IL18genes were genotyped by PCR-RFLP, while NLRP3, CARDS, CTSBand
AIM2by RT- PCR. Serum assay of IL-1B cytokine was performed by ELISA. 84 patients pre-
sented mild fibrosis (<F2) and 67 advanced fibrosis (> F2). Among the HD individuals the
NLRP3-rs10754558 C/C genotype correlated with higher IL-1p levels compared to the G/G
genotype. Similar pattern was observed in patients with hepatitis C, mean circulating IL-18
levels were 21,96 + 4.5 and 10,62 + 3.3pg/mL among the C/C and G/G genotypes, respec-
tively. This pattern holds even after stratification of the patients into mild fibrosis and
advanced fibrosis, demonstrating that the NLRP3-rs10754558 or another polymorphism in
linkage disequilibrium with it possibly has an influence on the processing of pro-IL-1B. Nota-
bly, higher levels of IL-18 (Mann-Whitney test, p<0.0001) were observed among patients
(mean + SEM: 19,24 +3.pg/mL) when compared with controls (mean + SEM: 11,80 +1.0pg/
mL). Gene-gene interaction showed that individuals heterogyzotes for both CARDS-
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rs2009373 and /L 1B-rs16944 are less prone to hepatitis C development (p,gq; = 0.039). Simi-
larly, herozygote carriers for CTSB-rs1692816 and AIM2-rs1103577 (pag; = 0.008) or for
IL18-rs187238 and NLRP3-rs10754558 (paq = 0.005), have less chances to the develop-
ment of hepatitis C. However, between subgroups of <F2 and >F2, individuals homozygous
for the T allele of CARD8-rs2009373 and heterozygous for IL18-rs187238 (p,g; = 0.028),
have mild form of fibrosis.

Introduction

Hepatitis C is an inflammatory liver disease caused by the hepatitis C virus (HCV). Nearly 71
million individuals are estimated to be infected worldwide and around 70% will progress to
chronic form of the disease and may develop liver fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carci-
noma [1, 2].

Persistent inflammatory response activates immunoregulatory mechanisms and stimulates
the production of TGF-B and IL-10, regulatory cytokines. TGF-B1 is a potent activator of
hepatic stellate cell (HSCs) trans differentiation in myofibroblasts that stimulate the mecha-
nisms of hepatic fibrosis [3-8]. IL-1B is also capable of stimulating fibrosis by activating HSCs
cells and contributing to the development and maintenance of fibrosis in the liver [9].

IL-1P induces COX2, nitric oxide and TNF-«, and also modulates various cellular processes
during chronic HCV infection [10]. Persistent hepatic macrophage IL-1B production in
patients with chronic HCV attracts immune cells to the liver, enhancing inflammation [11,
12]. Exacerbated proinflammatory cytokine production contributes to tissue damage and
development of autoinflammatory diseases [13].

Processing of pro-IL1p and pro-IL-18 proinflammatory cytokines into their bioactive
forms requires the formation of molecular complexes called inflammasomes [14]. NLRP3
inflammasome is extensively studied and its gene expression is positively regulated by the tran-
scription factor NF-kB [15-19]. CARDS negatively regulates inflammasome activity, inhibiting
activation of transcription factor NF-kB and regulating activation of inflammatory caspases
[20, 21]. CARDS regulates bioactive IL-1B secretion through inhibitory interaction with
NLRP3 caspase-1 [20] and / or acting through inhibitory mechanisms in pro-IL-1p formation
via the NF-kB pathway [20-23].

Growing evidence suggests that inflammasome genes may influence the immune response
against HCV. Since nearly two-third of HCV-infected individuals progress to chronic form of
the disease while the rest can eliminate the virus or remain asymptomatic, this suggests that
the host genetic background may play an important role in the clinical outcome of HCV infec-
tion. In the present study, we analyzed whether polymorphisms in inflammasomes genes IL1B
rs16944, IL18 rs187238, NLRP3 rs10754558, CARD8 rs2009373, CTSB rs1692816 and AIM2
rs1103577 are associated with susceptibility to HCV infection and liver fibrosis in hepatitis C
patients in the Amazon population.

Material and methods
Ethics approval

This study was reviewed by the Ethics Committee of the Fundagao Hospitalar de Hematologia
e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) and granted under the file (CAAE
49652815.8.0000.0009 and CAAE 0024.112.000-10). All of the study participants provided a
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signed written informed consent form prior to the enrollment in the study, according to Dec-
laration of Helsinki and Resolution 466/12 of the Brazilian National Health Council for
research involving human subjects. All patients were treated following the specifications of the
Brazilian Ministry of Health [24].

Samples and clinical data

The study was performed at the Fundagao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD) in Manaus, the capital city of the Amazonas State, during 2016-2017. The study
population was described elsewhere [25]. Briefly, 206 Healthy blood donors (HD) were ran-
domly selected from HEMOAM and 151 HCV infected patients were recruited at the
FMT-HVD. Among the HCV infected patients, 84 and 67 had < F2 and >F2, respectively.

Sample collection and genomic DNA extraction

Sample collection and genomic DNA extraction are also described elsewhere [25]. Briefly,
genomic DNA was extracted from peripheral blood samples using the QIAamp DNA Blood
Mini Kit (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.

Molecular analysis of polymorphisms

6 SNPs in inflammasome genes (CARD8, CTSB, NLRP3, AIM2, IL1B, IL18) were selected
according to previously reported association studies and public databases (NCBI dbSNP and
Human genome GRCh37.p13).

The NLRP3 rs10754558, CTSB rs1692816, CARDS rs2009373 and AIM2 rs1103577 were
identified by Real Time PCR. Whereas IL1B rs16944 and IL18 rs187238 of were identified by
PCR-RFLP.

Real-time PCR reactions were performed with 3.5uL of ultrapure water, 5uL of Master Mix
genotyping (1x), 0.5uL of TagMan(®) assay (20x), containing 36uM of each primer and 8uM of
each TagMan®) probe, 1uL genomic DNA, with final volume of 10uL (S1 Table). Applied Bio-
systems QuantStudio™ 3 Thermocycler by Thermofisher Scientific was used for amplification
of fragments of interest, with the following cycling parameters: 950C for 10 minutes for activa-
tion, 50 cycles at 920C for 15 seconds for denaturation and 50 cycles at 600C for 90 seconds
for annealing and extension.

PCR-RFLP were performed in the Eppendorf Mastercycler ep in a final volume of 25uL
consisting of ~20ng genomic DNA, 2U Platinum™Taq DNA polymerase (Thermo Fisher Sci-
entific), 2.5uL10x buffer (100 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3) and 500 mmol/L KClI), 1uL MgCI2
(1.5 mmol/L), 1uL dNTPs (40 mmol/L), and 0.25 pmol/L each of forward and reverse primer.
A total of 10uL of PCR product was digested with 5U of restriction enzyme (Aval for IL1B
rs16944 and Mboll for IL18 rs187238) with their specified buffer. The restrictions enzymes are
from New England Biolabs, Ipswich, MA, USA. The primers, PCR cycling conditions, and
restriction endonucleases are shown in S2 Table. After digestion with the restriction enzymes,
the fragments generated were size-separated by electrophoresis in a 2% - 4% agarose gel
stained with GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward, CA, USA), and visualized
with the UV light Gel Doc™ XR +System (Bio-Rad Corporation, Hercules, CA, USA) with a
photo documentation system.

Serum cytokine assay

Serum concentrations of IL-1B was measured by the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) sandwich immunoassay. Dosages were made from plasma of subjects in the Hepatitis

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0253470 June 23, 2021 3/14

93



PLOS ONE

94

Inflammasome genes influence the development of HCV

C patient group and controls. We use a commercial BD" Biosciences (San Jose, CA, USA)
human BDTM OptEIA™ Set II kit for cytokine IL-1p.

Genotype association test and statistical analyzes

Demographic, clinical and laboratory data were presented in tables and graphs, prepared
using the Excel program (Microsoft Corporation). Categorical variables are expressed as abso-
lute value (n) and relative frequency (%). Statistical analysis between independent groups was
performed by Chi-square or Fisher’s exact test for categorical variables and Student’s t-test,
Mann-Whitney test or ANOVA for continuous variables. Logistic regression was performed
to identify risk factors associated with the specific outcome (advanced fibrosis), as well as a
description of their "odds ratio” and 95% confidence interval. A significant threshold of p
<0.05 was adopted.

R software version 3.2.2 (www.r-project.org) was used to perform genotypes association
and inheritance modelling (package SNP assoc version 1.9-2). Data were adjusted for sex and
age. Polymorphisms were evaluated for Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and the associa-
tion analysis with risk or protection for infection and fibrosis was performed for Codominant,
dominant, recessive and Overdominate genetic inheritance models. The best genetic inheri-
tance model was chosen according to the lowest value of Akaike Information Criterion (AIC).

Results

Basic characteristics of the study population

151 patients with chronic HCV infection and 206 healthy controls were included in the study.
Among the HCV patients, 83 (55%) were males and 68 (45%) females, with a mean age of
57.8 + SD 11.2 years. Of the HD, 144 (70%) were males and 62 (30%) females, with a mean age
of 32 + SD 10.8 years. The distribution of sexes was significantly different between the two
studied groups (p < 0.05). Males were predominant in both groups (p = 0,003).

49 patients were treatment naive. 84 patients (55.6%) had mild fibrosis (<F2) and 67
(44.4%) (>F2) advanced fibrosis according to APRI (AST to Platelet Ratio Index) and FIB4
(Fibrosis-4) indices. Patients with advanced fibrosis (>F2) had a higher mean age
(61.03 +9.3), with p = 0.001. About viral genotypes, we detected 103 (68%) genotype 1, 32
(21%) genotype 3, 10 (7%) genotype 2 and one patient had the hepatitis C genotype 4.

Frequency of genotypes and alleles

The genotypes and allele frequencies of all the studied SNPs are shown in Table 1. No signifi-
cant deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium was observed in any of the studied SNPs
among the HD and the patients with HCV.

The frequency distribution of the IL1B rs16944 genotypes T/T, T/C, and C/C were 29%,
46%, and 25% among the patients and 33%, 50%, and 17%, among the HD, respectively
(p =0.2). Comparison of IL1B C/T rs16944 genotypes between patients with HCV infection
and HD showed that carriers homozygote for the C allele seem to be susceptible to HCV infec-
tion after adjusting for age p,q; = 0.054, [OR = 1.68 (95% CI = 0.99-2.85)] as shown in Table 1.
The other SNPs did show any significant association with susceptibility or resistance to HCV
infection (Table 1).

We stratified the patients with HCV into mild fibrosis (<F2) and advanced fibrosis (>F2)
patients to look for if any of the SNP may indicate severity of the disease, as shown in Table 2.
We observed that individual’s homozygote for the A allele of CTSB rs1692816 SNP have mild
fibrosis compared to individuals with the C allele p = 0.044 [OR = 0.46 (95% CI = 0.21-1.00)].
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Table 1. Relation of allele and genotype frequencies of SNPs with the hepatites C susceptibility.

Genotype and Allele HD Patients | p value OR (95% CI) p value OR (95% CI) Padji OR (95% CI) Pagiz | Comparisons
ILIp rs16944 (n=203) | (=151 | \ | |
T/T 66 (33%) | 44(29%) | 0242 | (R)1.56(0.93-2.62) | 0.094 | (R)1.68 (0.99-2.85) | 0.054 | (D) 1.75(0.83-3.68) | 0.138  T/Tvs C/T-C/C
cIT 102 (50%) | 70 (46%) T/T-C/Tvs C/C
T/T-C/C vs C/T
c/ic 35(17%) | 37 (25%)
T 234 (58%) | 158 (52%) | 0.159
C 172 (42%) | 144 (48%) . ‘ |
IL18 rs187238 (n=202) | (n=149) | | I \ l
cic 22 (11%) | 18(12%) | 0727 | (0)84(0.55-129) | 0428 | (O)0.86 (0.56-1.32) | 0.491 | (D)0.72 (0.36-1.46)  0.363  G/G vs G/C-C/C
C/G 94 (46%) | 63 (42%) | G/G-G/C vs CIC
| G/G-C/Cvs G/C
G/G 86 (43%) | 68 (46%)
c 138 (34%) | 99(33%) | 0.795
G 266 (66%) | 199 (67%)
CARDSrs2009373 | (n=202) | (n=151) | I | [
T/T 43(21%) |28(19%) | 0418 | (D)0.74(0.47-1.17) | 0.194 | (D)0.74(0.46-1.18) | 0201 | (R)0.46 (0.18-1.16) | 0.098  C/Cvs C/T-T/T
cIT 105 (52%) | 73 (48%) C/ICCIT vs TIT
e C/C-T/T vs C/T
cic 54 (27%) | 50 (33%) |
T 191 (47%) | 129 (43%) | 0.228
C 213 (53%) | 173 (57%)
CTSBrs1692816 | (n=202)  (n=151) | \ ] | ]
c/ic 56(28%) |45(30%) | 0472 | (0)0.85(055-1.29) | 0.439 | (0)0.84(055-1.29) | 0.420 | (0)0.52(0.25-1.08) | 0.772  C/C vs A/C-A/A
A/C 98 (49%) | 67 (44%) CIC-A/Cvs A/A
CIC-A/A vs A/C
A/A 48 (24%) | 39 (26%)
C 210 (52%) | 157 (52%) | 0.998
A 194 (48%) | 145 (48%) |
NLRP3 1510754558 | (n=206) | (n=151) | \ ] | \ |
G/G 13(6%) | 15(10%) | 0450 | (R)1.64(0.75-3.55) | 0211 | (R) 1.71(0.78-3.74) | 0.179 | (R)0.55 (0.16-1.91) | 0.352 | C/Cvs C/G-G/G
G/C 74 (36%) | 53 (35%) CIC-CIG vs GIG
CIC-GIG vs C/G
cic 119 (58%) | 83 (55%)
G 100 (24%) | 83 (27%) | 0331
e 312 (76%) | 219 (73%)
AIMZ21s1103577  (n=200) (n=151) ] [ | |
T/T 39 (20%) | 29(19%) = 0306 | (D)71(045-1.12) | 0.140 | (D)0.69 (0.43-1.10)  0.117 | (D)0.75(0.35-1.61) | 0.461 | C/C vs C/T-T/T
T/C 108 (54%) | 71 (47%) C/C-C/Tvs T/IT
C/C-T/T vs C/T
cic 53 (27%) | 51 (34%) ‘
T 186 (47%) | 129 (43%) = 0.318
e 214 (54%) | 173 (57%)

HD: Healthy blood donors. OR: odds ratio. 95% CI: 95% confidence interval. Pagj: p value adjusted by sex. Pyg;: p value adjusted by sex and age. The best genetic

inheritance model was adopted for each SNP, according to the Akaike Information Criterion (AIC), where C = codominant, D = dominant, R = recessive,

O = overdominant. The statistical analyses were conducted using the chi-square test. p < 0.05 is considered significant. Genetic models: Codominant: comparison of

homozygote frequency for polymorphic allele, with heterozygote and homozygote for wild allele, simultaneously expressing both alleles. Dominant: Homozygote

frequency comparison for wild allele with heterozygote + homozygote for polymorphic allele. Recessive: Comparison of the frequency of Homozygote for wild

+ heterozygous allele with homozygous for polymorphic allele. Overdominat: Comparison of frequencies Homozygote for wild allele + homozygote for polymorphic

allele with heterozygote, which evaluates the heterozygous genotype.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0253470.t001

However, when correcting for gender and age, individual’s homozygote for the A allele still
have 50% less chances of developing advanced fibrosis p = 0.091; [OR = 0.50 (95% CI = 0.22—-
1.13)].
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Table 2. Relation of allele and genotype frequencies of SNPs with the fibrosis susceptibility.

Genotype and Allele | <F2 >F2 p value OR (95% CI) p value OR (95% CI) Paaj1 OR (95% CI) Pagj2 Comparisons
IL1p rs16944 (n=80) |(n=67) |
T/T 20 (24%) | 24 (36%) | 0.498 | (0)0.58 (0.30-1.11) | 0.095 | (D)0.54(0.27-1.11) | 0.091 | (D) 051 (0.24-1.08) | 0.076 | T/Tvs C/T-C/C
C/T 44 (52%) | 26 (39%) T/T-C/Tvs C/C
39%) T/T-C/CvsC/T
C/C 20 (24%) 17 (25%)
T 84 (50%) |74 (55%) | 0.665
C 84 (50%) | 60 (45%) ‘ ‘
IL18 rs187238 (n=8) |(=67) | [ |
c/c 9(11%) | 9(13%) | 0720 | (0)0.62(032-1.19)  0.147 | (0)0.61 (0.32-1.19)  0.143 | (O)0.53 (0.26-1.08) | 0.075 | G/G vs G/C-C/C
C/G 39 (48%) | 24 (36%) G/G-G/Cvs CIC
i : GIG-CIC vs GIC
GIG 34 (41%) |34 (51%)
C 57 (735%) 42 (31%) | 0.824
G 107 (65%) | 92 (69%) ‘ ‘
CARDS 152009373  (n=84) | (n=67) | ] |
T/T 15(18%) |13 (19%) | 0492 | (D)1.90 (0.94-3.84) | 0.069 | (D) 1.88 (0.93-3.80)  0.076 | (O)1.72(0.87-3.39) | 0.115 | C/C vs C/T-T/T
C/T 36 (43%) | 37 (55%) C/C-C/Tvs T/T
C/C-T/T vs C/T
c/c 33 (39%) | 17 (25%)
T 66 (39%) | 63 (47%) | 0.402
¢ 102 (61%) | 71 (53%) ‘
CTSBrs1692816  (n=84) | (n=67) | I |
c/c 24 (29%) |21 (31%) | 0389 | (R)0.46(0.21-1.00) = 0.044 | (R)0.46 (0.21-1.00) | 0.045 | (R)0.50 (0.22-1.13) | 0.091 |C/Cvs A/C-A/A
A/C 33 (39%) |34 (51%) C/C-A/Cvs AIA
CIC-A/Avs A/C
A/A 27 (32%) | 12 (18%) |
C 81 (48%) |76 (57%) | 0339
A 87 (52%) | 58 (43%)
NLRP31s10754558 | (n=51) | (n=67)
GIG 4(5%) | 11(16%) | 0072 | (C)053(0.26-1.09)  0.012 | 0.52(0.25-1.08) | 0.012 | (C)0.47 (0.22-1.01) | 0.016 | C/Cvs C/G-G/G
G/C 36 (43%) | 17 (25%) C/C-C/Gvs GIG
CIC-G/G vs CIG
c/c 44(52%) | 39 (58%)
G 44 (26%) | 39 (29%) | 0.853
¢ 124 (74%) | 95 (71%) |
AIM2 rs1103577 (n=84) (n=67) |
/T 14 (17%) | 15(22%) | 0909 | (R)1.44(0.64-325) 0376 | (R) 1.46(0.65-3.29) | 0.363 | (R) 131 (0.56-3.08) | 0.534  C/Cvs C/T-T/T
CIT 42 (50%) | 29 (43%) C/C-C/Tvs T/T
. C/C-T/Tvs CIT
c/c 28 (33%) | 23 (34%)
T 70 (42%) | 59 (44%) | 0.918
C 98 (58%) | 75 (56%)

Fibrosis degree was assessed using METAVIR score. The statistical analyses were conducted using the chi-square test. p < 0.05 is considered significant. OR: odds ratio.

95% CI: 95% confidence interval. p aqj: p value adjusted by sex. paqj: p value adjusted by sex and age. The best genetic inheritance model was adopted for each SNP,

according to the Akaike Information Criterion (AIC), where C = codominant, D = dominant, R = recessive, O = overdominant. Genetic models: Codominant:

comparison of homozygote frequency for polymorphic allele, with heterozygote and homozygote for wild allele, simultaneously expressing both alleles. Dominant:

Homozygote frequency comparison for wild allele with heterozygote + homozygote for polymorphic allele. Recessive: Comparison of the frequency of Homozygote for

wild + heterozygous allele with homozygous for polymorphic allele. Overdominat: Comparison of frequencies Homozygote for wild allele + homozygote for

polymorphic allele with heterozygote, which evaluates the heterozygous genotype.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0253470.t002
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Table 3. Gene-gene interaction between healthy blood donors (n = 202) and patients with hepatitis C (n = 151).

Gene-gene interaction p value | Median | p value adjusted | Median [ Association with
CARDS rs2009373 vs IL1B rs16944 | |

CARDS C/T: C/T IL1B ‘ 0.032 ‘ -0.907 | 0.039 » -0.104 Protection
CARDS rs2009373 vs IL18 rs187238 _

CARDS C/T: G/CIL18 | 0.056 -0.981 | 0.059 | -0.104 -
CTSB rs1692816 vs AIM2 rs1103577 | | |

CTSB A/C: C/T AIM2 0.002 -0.865 | 0.008 | -0.089 Protection
IL18 rs187238 vs NLRP3 rs10754558 | | | | |

IL18 G/C: C/G NLRP3 ‘ 0.092 -0.913 0.005 -0.098 Protection

Median: Median value (Average of minimum and maximum residues) generated by the statistical program R is the parameter that determines whether it is a risk or
protection factor. Median values greater than 1 are associated with risk and less than 1 with protection; Adjusted p value: p value adjusted by gender and age. p < 0.05 is

considered significant.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0253470.t003

Gene-gene interaction of the SNPs between healthy blood donors and
patients with hepatitis C

To evaluate whether polymorphisms in different genes could have a combined effect and influ-
ence susceptibility to HCV infection and/or development of liver fibrosis, we performed a
gene-gene interaction analysis. Statistically significant results are reported in Tables 3 and 4.
Gene-gene interaction showed that individuals heterozygotes for both CARDS rs2009373
and IL1B rs16944 are less prone to hepatitis C development (p,g; = 0.039). Similarly, heterozy-
gote carriers for CTSB rs1692816 and AIM2 rs1103577 (p,q; = 0.008) or for IL18 rs187238 and
NLRP3 1510754558 (p.q; = 0.005), have less chances to the development of hepatitis C
(Table 3).

Gene-gene interaction of the SNPs between mild fibrosis (<F2) and
advanced fibrosis (>F2)

In the analysis of gene interaction between subgroups of mild fibrosis (<F2) and advanced
fibrosis (>F2), individuals homozygous for the T allele of CARD8 rs2009373 and heterozygous
for IL18 rs187238 (p,q; = 0.028), have mild form of fibrosis (Table 4).

Influence of the SNPs on IL1p serum concentration

Of all the polymorphisms studied (S1 and S2 Figs), only NLRP3 rs10754558 showed an influ-
ence on the serum cytokine concentration of IL-1f (Fig 1).

Table 4. Gene-gene interaction between subgroups of patients with hepatitis C (<F2 n = 84 and >F2 n = 67) and relation of SNPs with the fibrosis.

Gene-gene interaction p value | Median | p value adjusted | Median | Association
CARDS8 rs2009373 vs IL18 rs187238 [ | | | |

CARDS T/T: G/CIL18 0.051 | -0.633 | 0.028 -0.522 | Protection
CTSB rs1692816 vs AIM2 rs1103577 | | |

CTSB A/A: CIT AIM2 0.060 | -0.417 | 0.052 -0413 | Protection

Median: Median value (Average of minimum and maximum residues) generated by the statistical program R is the parameter that determines whether it is a risk or
protection factor. Median values greater than 1 are associated with risk and less than 1 with protection; Adjusted p value: p value adjusted by gender and age. Fibrosis
degree was assessed using METAVIR score. p < 0.05 is considered significant.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0253470.t004
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Fig 1. Serum concentration of IL-1B cytokine in patients with hepatitis C. Treated (A) and untreated (B), stratified
according to the degree of hepatic fibrosis, analyzed as a function of the NLRP3 rs10754558 polymorphisms. Data are
expressed as mean + standard deviation of circulating concentration (pg/mL) of IL-1p cytokine. Statistical analyzes
were performed by ANOVA (nonparametric analysis of variance), with Kruskal-Wallis test, followed Dunn’s post-test
to compare pairs.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0253470.9001

Among the HD individuals the NLRP3 rs10754558 C/C genotype correlated with higher IL-
1B levels (mean + SD: 13.39 + 1.4 pg/mL) compared to the G/G genotype (mean + SD:
7,69 + 2.0 pg/mL). Similar pattern was observed in patients with hepatitis C, mean circulating
IL-1 levels were 21.96 + 4.5 and 10.62 + 3.3 pg/mL among the C/C and G/G genotypes,
respectively. This pattern holds even after stratification of the patients into mild fibrosis and
advanced fibrosis, demonstrating that the NLRP3 rs10754558 or another polymorphism in
linkage disequilibrium with it possibly has an influence on the processing of pro-IL-1p.

Notably, higher levels of IL-18 (Mann-Whitney test, p < 0.0001) were observed among
patients (mean + SD: 19.24 + 3 pg/mL) when compared with controls (mean + SD: 11.80 + 1.0
pg/mL) (Fig 1). Our data show that individuals with the C/C genotype have a higher concen-
tration of IL-1p than those with the G allele.

Discussion

NLRP3 inflammasome is a cytoplasmic sensor that, upon activation, recruits various proteins
to form a multiprotein complex, activating caspase-1. Caspase-1 process pro-IL1p into IL-1B
cytokine. NLRP3 inflammasome is regulated by caspase recruitment domain 8 (CARDS) [20].
Recently, many studies have evidenced that the NLRP3 inflammasome is involved in the rec-
ognition of HCV and processing pro-IL-1p in liver macrophages and also hepatocytes infected
with HCV [26-28].

The genetic background of an individual may affect the control, susceptibility and chronic-
ity of HCV infection [29]. A recent study evaluated 201 Egyptian hepatitis C patients and
found that the IL1B rs1143629 located in intron A/A genotype was prevalent in HCV patients
[OR = 1.7 (95% CI = 1-2.8)] [30]. In this study, we performed the rs16944 that is located in the
promoter region at position -511 and showed that individuals with the C/C genotype were
prevalent among the patients with HCV and have 58% chances higher of developing hepatitis
(OR =1.58 [95% CI 0.88-2.9]) compared to carriers homozygous for the T allele, suggesting
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polymorphisms present in the IL1B gene may be associated to the development of hepatitis
caused by HCV. Comparing the genotypes with circulating plasma levels of IL-1p, did show
any influence of the SNP on the plasma levels.

Interestingly, the IL1B rs16944 allele C has been identified as a genetic marker for the devel-
opment of hepatocarcinoma in patients with chronic HBV infection [31]. Furthermore,
genome-wide association study in southwest China revealed 6 new loci, including the rs16944
SNP in the IL1B gene, associated with an increased prevalence rate of chronic hepatitis B [32].
Altogether, the rs16944 may be a genetic modifier of hepatitis caused by either HBV or HCV.

We observed higher plasma levels of IL1f among the patients with HCV compared to the
HD. Similarly in other studies, higher concentrations of plasma circulating cytokines IL-18
and IL-1P were observed in hepatitis B patients [33]. In hepatitis C virus infection, studies
show that serum IL-18 and IL-1p concentrations are higher in patients with chronic HCV
infection and HCV-related cirrhosis compared with healthy controls [34-36].

NLRP3 rs10754558 polymorphism (3’'UTR region) has been studied in several infectious
diseases (HIV-1 and HTLV1 infection) [37, 38], neoplastic processes [39], hematological dis-
eases [40], inflammatory and autoimmune disorders [41, 42]. The NLRP3 rs10754558 variant
has been correlated with higher mRNA expression by either altering expression of an enhancer
activity or mRNA stability [43]. In this study, individuals with the C/C genotype have a higher
concentration of IL-1p than those with the G allele.

In one study among patients with Hepatitis C (sustained virological responders against
non-responders groups), the NLRP3 rs10754558 had no influence on treatment [30]. We did
not observe any differences in alleles or genotypes frequencies between the HD and the
patients. However, heterozygosity for NLRP3 rs10754558 seems to associate with severe dis-
ease. The loss of heterozygosity among >F2, a decrease from 43% among the <F2 compared
to 25% among the >F2, may suggest that individual with this genotype dies earlier compared
to individuals homozygous for GG or CC. Notably, patients >F2 are older than the patients
<F2. Interestingly, we observed an increase from 5% of the GG genotype among the <F2 to
16% among the >F2.

Considering that the various components of inflammasomes interact, we evaluated whether
polymorphisms located in different genes could interact and have a combined effect on HCV
infection and influence the development of liver fibrosis. Gene-gene interaction analysis was
performed between cases and controls, as well as comparisons between groups of patients with
mild (<F2) and advanced fibrosis (>F2).

Gene-gene interaction showed that individuals heterozygotes for both CARDS8 rs2009373
and IL1B rs16944 are less prone to hepatitis C development (p,q; = 0.039). Similarly, heterozy-
gote carriers for CTSB rs1692816 and AIM2 rs1103577 (p,q; = 0.008) or for IL18 rs187238
and NLRP3 rs10754558 (p,q; = 0.005), have less chances to the development of hepatitis C.

In the analysis of gene interaction between subgroups of mild fibrosis (<F2) and advanced
fibrosis (>F2), individuals homozygous for the T allele of CARD8 rs2009373 and heterozygous
for IL18 rs187238 (p,q; = 0.028), have mild form of fibrosis. Altogether, the approach of gene-
gene interactions demonstrates that not only one gene but several genes are involved in the
development of hepatitis.

The production of cytokines IL-1f and IL-18, resulting from the activation of inflamma-
somes, can modulate adaptive immune responses in complex and diverse ways. IL-18 stimu-
lates the production of IFN-y and the proliferation of Th1 cells. IL-1B can induce the survival
and proliferation of naive T cells, via positive regulation of the IL-2 receptor. Humoral
responses can also be increased by IL-1B, directly via increased proliferation of B cells or indi-
rectly by the positive regulation of costimulatory molecules in T cells [42].
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Therefore, the activation of the inflammasome can significantly affect an adaptive immune
response, which is necessary for the successful elimination of HCV [26, 44]. However, it is nec-
essary to maintain the balance in these immune responses, to avoid cell damage and tissue
impairment, as in the case of patients with chronic hepatitis C, who have a disrupted immune
response against HCV [45, 46].

This study has some limitations. Our sample size is small and does not allow intra-compari-
son of the genotype’s combination studied with IL-1pB cytokine. However, it showed that the
combinations of these polymorphisms seem to influence in the chronic hepatic disease. Fur-
ther studies are needed to confirm this preliminary finding.

Conclusion

The present study demonstrated an association between inflammasomes genes and develop-
ment of hepatitis C. We note that individuals homozygotes for the C allele of the IL1B C/T
rs16944 seem to be susceptible to HCV infection and individuals homozygote for the A allele
still have 50% less chances of developing advanced fibrosis. NLRP3 rs10754558 C/C genotype
showed an influence on the serum cytokine concentration of IL-1p. Studies of these genes in
different world populations should help understand the importance of these variants in the
role of host genetic variability in the clinical presentation and development of hepatitis C and
fibrosis hepatic. However, further studies are reccommended to confirm our findings.

Contribution to the field statement

Hepatitis C is an inflammatory liver disease caused by the hepatitis C virus (HCV). Nearly 71
million individuals are estimated to be infected worldwide and around 70% will progress to
chronic form of the disease. Since nearly two-third of HCV-infected individuals progress to
chronic form of the disease while the rest can eliminate the virus or remain asymptomatic, this
suggests that the host genetic background may play an important role in the clinical outcome
of HCV infection.

NLRP3 inflammasome is a cytoplasmic sensor that, upon activation, recruits various pro-
teins to form a multiprotein complex, activating caspase-1. Caspase-1 process pro-IL1f into
IL-1 cytokine. Recently, many studies have shown that the NLRP3 inflammasome is involved
in the recognition of HCV and processing pro-IL-1p in hepatic macrophages and hepatocytes
infected with HCV. The production of cytokines IL-1p and IL-18, resulting from the activation
of inflammasomes, can modulate immune responses in complex and diverse ways.

We believe that genetic background of an individual, related to inflammasome complex
proteins, may affect the control, susceptibility and chronicity of HCV infection, possibly
because it influences the magnitude of the antiviral immune response and inflammation dur-
ing infection, with consequences for the patient’s clinical presentation.

Supporting information

S1 Fig. Serum concentration of IL-1p cytokine in 151 patients with hepatitis C, stratified
according to the degree of hepatic fibrosis, analyzed as a function of the ILIf (rs16944), IL-
18 (rs187238), CARDS (rs2009373), CTSB (rs1692816), AIM2 (rs1103577) polymorphisms.
Data are expressed as mean =+ standard deviation of circulating concentration (pg/mL) of IL-1p
cytokine. Statistical analyzes were performed by ANOVA (nonparametric analysis of variance),
with Kruskal-Wallis test, followed by Dunns post-test to compare pairs.

(TIF)
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$2 Fig. Serum concentration of IL-1B cytokine of 49 patients with hepatitis C, without
treatment, stratified according to the degree of hepatic fibrosis, analyzed as a function of
the IL1p (rs16944), IL-18 (rs187238), CARDS (rs2009373), CTSB (rs1692816), AIM2
(rs1103577) polymorphisms. Data are expressed as mean + standard deviation of circulating
concentration (pg/mL) of IL-1pB cytokine. Statistical analyzes were performed by ANOVA
(nonparametric analysis of variance), with Kruskal-Wallis test, followed by Dunns post-test to
compare pairs.

(TTF)

S1 Table. Sequences of the probes used for Real Time PCR genotyping.
(DOCX)

$2 Table. Primers and PCR conditions for the studied polymorphisms.
(DOCX)
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Parecer do Comité de Etica em Pesquisa - CEP-HEMOAM
(CAAE:49652815.8.0000.0009).

FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E QR orme
HEMOTERAPIA DO
 PARECER CONSUBSTANCIADO L g T

DADQS DO PROJETQ DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICACAO E SELEGAO DE PEPITIDEOS MIMETICOS REATIVOS AOS
SOROS DE PACIENTES HCV+ E SUA INFLUENCIA NO DESENVOLVIMENTO DA
FIBROSE HEPATICA IN VITRO

Pesquisador: ANDREA MONTEIRO TARRAGO

Arca Temdtica:

Verszo: 1

CAAE: 46652815.8.0000.0009

Institui¢do Proponente: Fundagao ce Hematologia e Hemoterapia de Amazenas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamento Prépric

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.408.985

Apresentagdo do Projeto:

Projeto de Pesquisa: IDENTIFICAGAQ E SELECAQ DE PEPITIDEQS MIMETICOS REATIVOS AQS
SOROS DE PACIENTES HCWV+ E SUA INFLUENCIA NC DESENVOLVIMENTO DA FIBROSE HEPATICA
IN VITRO

Trata-se de um estudo descritive, transversal constituindo subprojeto de um estudo maier da linha de
pesquisa sobre Biolecnologia & Sadde

intifulado: “Desenvalvimento de tecnolagias aplicadas =o diagnostico e terapia de doencas infecciosas
tropicais”, gue sera desenvelvido pelos

grupos de Pasquisa “Virologia” da Universidade Federal do Para — UFPA, em parceria com 0§ grupos
“Imunolagia Bésica e Aplicada” da

Universidade Federal do Amazonas e “Nanotecnolegia® da Universidade Federal de Ubertandia- UFU. Ainda
teremos apoio das Universidade da

Califomia (UCDAVIS) e da Universidade de Miami(UM). Aprovade pela Edital Pré-Amazénia n, (047/2012,
Objetivo da Pesquisa:

Objetiva Primario:

= Determinar a reatividade em soro de individuos HCV+ para peptidecs mimétices ao HCV identificados pela
técnica phage display e caracterizar o

Endereco: Av. Corsianting Nary 4357 BLD OIr Ens Pasq

Bairro: Chepeds CEP; 63050002
UF: AM Municipio:  MANAUS
Telefone: [92)3555-0114 Fax: (§2)3655-0112 E-mall:  cap@hamoam am cov.br

Fégmadice 0@



FUNDAGAO DE |
HEMATOLOGIAE  QREradl
HEMOTERAPIA DO
Cominusgn do Purecur: 1406265

periil da citocinas envolvidas na desenvolvimanto de fibrose hepatica em cultura de calulas

Objetive Secundéario:

» Salacionar e identificar paplideos miméticos reatives a soros de pacientes HCV+ com fibrose hepdtica;

= Sequenciar os clones isaladas e realizar anglises de bicinformatica;

» Descrever ¢ perfil de citocinas envelvidos no desenvolvimento da fibrose em cultura de células
mesenquimais @ hepatocitos;

= Pré-validar ¢s clenes selecionados através de ensaios de Phage-ELISA utilizando proteinas totais de
paciantes com fibrose hepatica;

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Risco de contaminagdo dos colaboraderes da pesguisa com sangue contaminade com © virus ¢a Hepatite C
Beneficios: Conseguir desenvolver peptideos que possam ser utilizados postariormeante em biossensores
capazes de detectar proteinas presente em soro de

pacientes que passam predizer e sanvir de biomarcadores para diagndstico de fibrose.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa Relevante que busca detectar marcadores que auxiliem na detecgée de peptidecs miméticos ao
virus da hepatite C capazes de predizer fibrose utilizande tecnologias combinadas em engenharia genética,
como Phage Display com o intuito de gerar estratégias direcionadas para a investiga¢do do processo do
desenvolvimento da fibrose.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Todos 03 termos foram apresentados

Recomendacoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relaclonados:

Tipo Decumento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informacdes PB_INFORMACOES _BASICAS DO_P | 091092015 Aceito
Endereco: Av. Congiantino Nary 4397 E4.D Dir Ens Fasq
Bairro: Chepada GEF: 63050-002
UF: AM Municipio:  MANAUS
Telefone: (92)3555-0114 Fax: (§2)3555-0112 E-mall: cep@hamoam am gov,br

Figmdzce 03
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FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIAE  QRGram
HEMOTERAPIA DO
Cominusgds do Purecur: 1,406,965
Bésices do Projeto  |ETO_579290.pdf 15:35:04 Aceito
Falha de Roste folhaderosto. paf 08/08/2015 |ANDREA Aceito
15:32:42  |MONTEIRO

TCLE/Temos de | TCLE.pdf 09/09/2015 |ANDREA Aceito
Assentimanto / 15:30:02  |MONTEIRO

Justificativa de TARRAGO

 Auséngiz

Projeto Detalhado [ | Projete.pdf 09/09/2015 |ANDREA Aceito
Brochura 15:26:05 |MONTEIRO

Investigador TARRAGO

Declaragao de anuencias.pdf 09/09/2015 | ANDREA Aceito
Pesquisadores 18:21:14 I MONTEIRO

Declaraggio de anuencias.docx 09/09/2015 | ANDREA Aceito
Pesquisadores 14:48:18 | MONTEIRD

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

MANAUS, 12 de Fevereiro de 2018
Assinado por:
Elisa Brosina de Leon
(Coordenador)

Enderag¢o:  Av. Constanting Nery 4397 B1.D Dir £ns Pasq

SBairo: Crapaca CEP: 0080002

UF: A Municiplo:  MANAUS

Telefone: (4213655-0114 Fax: {92)2655-0112 E-mail: gep@hemoam.am.govr

Pyzina (3 da 0
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Anexo 02: TCLE (CAAE:49652815.8.0000.0009)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Conforme Resolugdo N° 196/1996 do CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

TITULO DO ESTUDO: Identificacdo e selecdo de pepitideos miméticos reativos aos
soros de pacientes HCV* e sua influéncia no desenvolvimento da fibrose hepatica In
Vitro

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo ira contribuir com informacgdes para o
desenvolvimento de marcadores que sejam capazes de detectar peptideos relacionados a
fibrose e predizer cronificacdo da doenca, com percentuais aceitaveis de sensibilidade e
especificidade.

PROCEDIMENTOS: Para este estudo serd coletada amostra de 10 mL de sangue. Serdo
feitos testes para verificar a presenca do virus e a confirmacdo mais segura do diagnostico da
infeccdo. Alguns destes testes serdo realizados na Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas — HEMOAM em Manaus e outros na Universidade Federal de Uberlandia.
RISCOS E DESCONFORTOS: Nao existem riscos associados a participacao deste estudo.
O unico desconforto € o da picada da agulha.

BENEFICIOS: A participacio neste estudo néo traz nenhum beneficio direto e imediato para
o0 senhor (a), mas ajudara no diagndstico do virus da Hepatite C.

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: O senhor (a) terd, sempre que necessario,
orientacdo, esclarecimentos de duvidas, acompanhamento clinico e laboratorial pela equipe
médica da FHEMOAM, no que diz respeito ao HCV, podendo entrar em contato com as
doutora Adriana Malheiro (HEMOAM: Tel: 92-655-0100). Também serdo feitos pela equipe
médica do HEMOAM os encaminhamentos necessarios de acordo com o local onde o doador
residir.

VOLUNTARIEDADE: A sua participagdo neste estudo é voluntéria, podendo ser retirada a
qualguer momento, sem que isso atrapalhe o seu atendimento no HEMOAM.
CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os seus dados pessoais
referentes a participacdo neste estudo permanecerdo confidenciais, ndo sendo divulgados de
forma a declarar a sua identidade.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material bioldgico coletado (sangue)
sera utilizado somente para o que se propde neste estudo e solicitamos a sua autorizacdo para

armazenamento de material para estudos posteriores. Garantimos que toda nova pesquisa a ser
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realizada utilizando as amostras armazenadas sera submetida a aprovagio do Comité de Etica
em Pesquisa — CEP da FHEMOAM e, se for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa — CONEP.
O Sr. (a) autoriza que 0 seu sangue seja guardado para pesquisas futuras das caracteristicas do
virus e de como o corpo convive com a infeccdo? () Sim ou
() Néao

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apos ter recebido informacBes claras, eu concordo.em participar do estudo em

questao.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, / /

(Impressdo dactiloscépica)
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Anexo 03: Questionario e Ficha de Cadastro Individual

PACIENTE

REGISTRO SEXO  |IDADE | FONE

NATURAL (cidade, estado) PROCEDENCIA (Cidade,
estado)

PESO ALTURA

HDA (MOTIVO DO ENCAMINHAMENTO OU DA PROCURA AO
AMBULATORIO:

( )USG COMESTEATOSE ( )HCVPOS ( )CONSTIPACAO ( )
DIARREIA ( )ICTERICIA () DOR ABDOM

() HIST FAMILIAR HEPATOPATIA ( )ALTDOSEXAMES ( )
OUTROS:

CARGA VIRAL (Log): GENOTIPO:
NAI EXPOSTO | FIB-4 METAVIR | CHILD: Avaliagio da
VE (F1,F2,F3,F4 Fibrose Hepatica

) NI [NIHCED]
COMORBIDADES: ( ) IDADE >60
( )DMII  ( )HAS ( )TIREOIDE ( )IRC ( ) (13)
TRANSPLANTADO ( )RNI>1,1(10)
( JHIV ( )VHB ( )ALCOOL ( )SINDROME ( ) PLAQUETAS
METABOLICA ( )ASCITE < 100.000
( )ENCEFALOPATIA () ( )HLC (USG) >
OUTROS 4cm(6)

( ) ALHD (USG)
MANIFESTACOES EXTRA-HEPATICAS DO HCV: < 9cm (15)
() SALIVAR ( )VASCULAR ( )RENAL () ( )EM >13cm
DERMATO ( )OCULAR ( )ENDOCRINA ( ) (USG) (7)
HEMATOLOGICA () NEUROMUSCULAR
( )AUTOIMUNE OUTRO T Pontos : >22 (
)

FATORES DE RISCO
( )HEMOTRANSFUSAO ANTES 1992 ()
HOMOSSEXUALIDADE
( )UDI ( )TATOO ( )PASSADO DE
CIRURGIA
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DATA DO INICIO DO TRATAMENTO:

EXAMES ANTES DO INICIO DO TRATAMENTO:

HEMOGLOBINA
LEUCOCITOS
PLAQUETAS
RNI

F. ALCALINA
GGT

AST

ALT
ALBUMINA

BIL TOTAL
GLICOSE
COLESTEROL
TOTAL
TRIGLICERIDEOS
TSH

ACIDO URICO
VITAMINA D
ALFA
FETOPROTEINA
SODIO

UREIA
CREATININA
FERRITINA

[ ENDOSCOPIA: () COM VARIZES () SEM VARIZES

IMAGEM HEPATICA:

REGIME DE TRATAMENTO
UTILIZADO

() PR (IFN+RIBA) ( )PR+ TELAPREVIR

( )PR+BOCEPREVIR ( )OUTRO:

SIM NAO

NAIVE

EXPOSTO

NULL

RECIDIVANTE

DESCONTINUOU O TRATAMENTO




TEMPO DE TRATAMENTO:

DATA DO INICIO DO

SEMANAS: TRATAMENTO:

Hg Leucocitos | Plaquetas Glucose

LOG

SO

S4 - RVR

S8

S12 -
NULL/EVR

S24 -PR

S36

S48

S72 (RVS)
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EVENTO ADVERSO AO TRATAMENTO

SIM

Fadiga

Cefaléia

Nauseas

Anemia

Dermatite/exantema

Queda de cabelo

Hemorroidas

Ictericia

Evento adverso sério

Evento adverso grau 3 ou 4

Tuberculose

e Evento adverso sério: gastroenterite, colite, AVC, insuficiéncia renal aguda,

hipocalemia, exacerbacdo da psoriase, descompensacgéo hepatica
e Evento adverso grau 3 ou 4: Niveis baixos de fosforo, niveis elevados de glicose
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Anexo 04: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa - CEP-HEMOAM (CAAE 0024.112.000-
10).
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Anexo 05: TCLE (CAAE 0024.112.000-10)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Conforme Resolucdo N° 196/1996 do CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

Titulo do estudo: Avaliacdo do perfil celular, humoral e molecular em doadores de
sangue com sorologia reativa ao virus da hepatite B (HBV) na Cidade de Manaus.

O objetivo do estudo é conhecer como o organismo vai se defender ao virus da hepatite B e
verificar que tipo de virus esta no organismo.

Neste estudo sera coletada amostra de 20ml de sangue. Para serem feitos testes para verificar
a presenca do virus e analisar as celulas que destroem os virus. Todos os testes serdo
realizados no HEMOAM em Manaus. Nao existem riscos associados a sua participacdo neste
estudo. O Unico desconforto € a picada da agulha para a coleta de amostra de sangue. A sua
participacdo neste estudo ndo implica em nenhum beneficio direto e imediato para o
senhor(a). O estudo, contudo, proporcionard maiores esclarecimentos sobre a prevencdo e
infeccdo pelo virus da hepatite B. Sendo o senhor(a) participante deste estudo tera, sempre
que necessario, esclarecimentos de duvidas, acompanhamento clinico e laboratorial no que diz
respeito a doenca em estudo, podendo entrar em contato com Dr? Adriana Malheiro e Laura
Maia (HEMOAM Tel: 3655-0111). Sempre que necessario sera prestada orientacdo médica
adequada ou encaminhamentos necessarios, feitos pela equipe médica do HEMOAM. A sua
participacdo neste estudo é voluntaria. O senhor(a) pode retirar sua participacdo a qualquer
momento, o senhor(a) ndo tera qualquer tipo de prejuizo para o seu atendimento dentro da
Instituicdo. Os dados referentes a sua participacdo neste estudo permanecerdo confidenciais,
ndo sendo divulgados de forma a declarar a sua identidade. O sangue coletado (20ml) sera
utilizado para o que se propde neste estudo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO: Ap6s ter recebido informacbes claras, eu
concordo com minha participagdo no estudo. O Sr.(a) autoriza que o0 seu sangue seja guardado
para pesquisas futuras para o estudo dos tipos de virus? () sim ou () néo.

Apbs ter recebido informacdes claras, eu concordo.em participar do estudo em

questao.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, / / . (Impressdo dactiloscépica)
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Anexo 06: Questionario e Ficha de Cadastro Individual

Titulo do projeto: Avaliacdo do perfil celular, humoral e molecular em doadores de sangue
com sorologia reativa ao virus da hepatite B (HBV) na Cidade de Manaus.

PARTE I: ENTREVISTA COM O PACIENTE
Dados pessoais/ demograficos:

N° ldent.: N° lden da Bolsa:

Nome:

Data de nascimento: [ Sexo:FeM =

Estado civil: Casado = Solteiro = outros

Escolaridade:

Profissdo: Fone:
Endereco: n. Bairro
Complemento: Zona

Dados complementares do caso antes da doagao de sangue:
Tem vacinacgdo contra Hepatite B: Sim « N&o =

Paciente tem histdria anterior: alcoolismo = ictericia =

O paciente foi submetido ou exposto a:

=transfusdo de sangue/derivados. Quando:

=drogas injetaveis =transplante

=3 0ou mais parceiros sexuais =medicamentos injetaveis

=tratamento cirurgico =parto normal

=acunputura =tatuagem

epiercing =tratamento dentario

Contato com paciente de Hepatite B ou C, ou com portador dos VHB ou VHC:

=sexual =domiciliar (ndo sexual) =ocupacional



