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RESUMO

G



A hepatite pelo virus C (HVC) é uma doenca amplamente disseminada e de curso
geralmente insidioso. Considera-se que 50 a 80% dos individuos com HVC aguda
evoluirdo para cronicidade. Cerca de 50% vao necessitar tratamento especifico com algum
tipo de interferon combinado, ou ndo, a ribavirina. O principal objetivo do tratamento da

HVC crbnica é obter-se uma resposta virologica sustentada (RVS).

O interesse no estudo da hepatite C e alelos HLA classe 11 (loci DRB1 e DQB1) se deve ao

fato de o Sistema HLA apresentar associacdo com varias patologias.

Foram estudados 102 pacientes etnicamente miscigenados, ndo-aparentados, infectados
pelo virus da hepatite C (VHC), com anti-HIV e HBsAg negativos atendidos no Hospital
das Clinicas da UNICAMP. Foi possivel determinar o genétipo do VHC em 98 individuos
e realizou-se a bidpsia hepatica em 83 pacientes. A genotipagem dos alelos HLA classe 1l
(loci DRB1 e DQBL1) foi realizada nos 102 pacientes pela técnica de PCR-SSP de baixa

resolucéo.

Os 102 pacientes foram tratados com IFN isolado ou associado a ribavirina ou PEG-IFN
associado a ribavirina por 6 ou 12 meses de acordo com o gendtipo do VHC. Destes 102,

51% dos pacientes apresentaram RVS ao tratamento.

Correlacionando-se a presenca dos alelos HLA-DRB1 e HLA-DQB1 com o gen6tipo do
VHC e resposta viroldgica observou-se associacdo entre menor porcentual de RVS com a
presenca dos alelos HLA-DQB1*03 e HLA-DQB1*06 em pacientes infectados pelo
gendtipo 3. Observou-se associagdo entre a presenca do alelo HLA-DRB1*04 e maior
frequéncia de cirrose hepética nos pacientes com HVC cronica.

Encontrou-se uma frequéncia 2,7 vezes maior do alelo HLA-DRB1*07 nos individuos
infectados pelo VHC do que na populacdo geral. Observamos associacdo estatisticamente
significante entre a presenca do alelo HLA-DQB1*02 e infec¢do pelo VHC quando
comparado ao grupo controle.

Houve concomitancia da presenca dos alelos HLA-DRB1*13 e HLA-DQB1*02 nos

pacientes que ndo apresentaram RVS.

Resumo
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N&o encontramos associacao entre presenca dos alelos HLA-DRB1 e HLA-DQB1 quando

comparamos pacientes com RVS e pacientes sem RVS.

Este trabalho permitiu estabelecer relagcbes entre o Sistema HLA e a hepatite C em

pacientes brasileiros.
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Hepatitis C virus (HCV) infection becomes chronic in most cases, with only 10-20%
of those infected not developing persistent viraemia. The knowledge of host factors that
influence the course of the disease is still limited. The immune response to HCV may be an
important determinant of disease resolution and can be influence by a number of host
factors. We investigated the distribution of HLA class Il alleles in patients with chronic
hepatitis C using a low-resolution PCR-sequence-specific-primer method to assess whether
MHC class Il alleles are associated with HCV infection and with their response to

interferon therapy.

One hundred and two unrelated white Brazilian patients with confirmed chronic HCV
infection were included in this study. Fifty-two patients with sustained viral response after
therapy (responder) and 50 patients without sustained viral response (non-responder) after

completion of therapy were included in this study.

The HLA-DRB1*07 allele was significantly more frequent in chronic hepatitis C patients
than in controls. The higher frequencies of HLA-DRB1*13 and HLA-DQB1*02 in these
patients were not significantly different after P correction. There was no significant
difference between the phenotype frequencies of HLA-DRB1 and HLA-DQB1 alleles in
responder with non-responder patients. We found that HLA-DRB1*07 is associated with

chronic HCV infection.

Abstract
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1.1- Hepatite C

A hepatite pelo virus C (HVC), identificada inicialmente, como hepatite
ndo-A, ndo-B (HNANB) é uma doenga amplamente disseminada. A deteccdo e
caracterizacdo inicial do seu agente causador s6 foram possiveis em 1989, quando o
virus da hepatite C (VHC) foi clonado (CHOO et al., 1989) e um antigeno viral foi
expresso in vitro, tornando-se o fundamento dos ensaios de triagem do VHC (KUO
et al., 1989). CHOO e colaboradores (1989), nos EUA, a partir de plasmas de
chimpanzés contendo o agente da hepatite NANB, construiram um banco de genes que
Ihes permitiu isolar um clone de DNA complementar. Observaram os autores que este
clone ndo era derivado do DNA do hospedeiro, mas sim das moléculas de RNA
presentes nas hepatites NANB, sendo, portanto, originario do genoma do virus da
hepatite NANB (CHOO et al., 1990), a qual a partir deste momento, foi denominada
hepatite pelo virus C.

Algumas propriedades caracteristicas do VHC s@o conhecidas a partir da
sua transmissdo a chimpanzés (TABOR et al., 1978). Sabe-se que este virus esta
presente em baixos titulos na maioria das pessoas infectadas (BRADLEY &
MAYNARD, 1986). A classificag¢do precisa do VHC ainda ndo é definitiva, mas esta
atualmente colocado na familia Flaviviridae, como um género separado dos Flavivirus
(febre amarela, dengue) e Pestivirus (diarréia bovina, colera suina), pois, apesar de
apresentar uma estrutura gendmica geral semelhante a estes, no nivel de sequéncia, 0
VHC ndo se aproxima muito de nenhum deles. Para este novo género, foi proposto

recentemente o nome Hepacivirus (SHUKLA et al., 1995).

O VHC foi o primeiro virus a ser descoberto por técnicas exclusivamente
moleculares. Ainda ndo foi diretamente visualizado, mas sabe-se que é um virus RNA,
medindo menos de 60 nm, e que provavelmente contém um nucleocapsideo interno
com um genoma linear de aproximadamente 9600 nucleotideos circundado por um
envelope lipidico (KAITO et al., 1994) (Figura 1).

Introducéo
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Figura 1- Estrutura do virus da hepatite C.

O genoma do VHC codifica uma poliproteina que sofre clivagem
posterior. Na poliproteina com uma longa fase de leitura aberta (open reading frame -
ORF) distinguem-se as proteinas estruturais: core e o0 envelope (E1 e E2) e as ndo
estruturais (NS) enumeradas de 2 a 5 (NS2, NS3, NS4, NS5) que produzem as enzimas
protease, helicase e RNA polimerase que atuam individual ou associadamente e séo
responsaveis pela replicacdo e expressdo virais (CHOO et al., 1991, KATO et al.,
1990). O genoma do VHC possui regides mutaveis NS2/E1/E2 (Mc ALLISTER et al.,
1998), outras relativamente estaveis como core/NS3/NS4/NS5 (OKAMOTO et al.,
1990, GARSON et al., 1990) e uma regido altamente conservada que € a regido 5’ ndo
codificadora (5’NCR) (Figura 2).
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Legenda: Open Reading Frame (ORF): fase aberta de leitura; NCR: regido ndo-codificadora;
S: regido que codifica regifes ndo-estruturais; E: regido que codifica proteinas do

envelope viral; C: regido que codifica proteinas do nucleocapsideo viral.

Figura 2- Organizacédo basica do genoma do virus da hepatite C

O agente etiolégico da HVC ndo é uma particula homogénea, podendo
apresentar diversidade genética, que se traduz em diferentes tipos e subtipos. Assim,
as cepas de VHC isoladas em diferentes regifes do mundo mostraram diferencas em
35% do seu genoma, 0 que permitiu classifica-las em 6 genétipos maiores e mais de
100 subtipos (SIMMONDS et al., 1994). Os gendtipos 1, 2 e 3 sdo responsaveis por
90% das infeccbes encontradas na América do Norte e Sul, Europa, Russia, China,
Japdo, Austrdlia e Nova Zelandia (MONDELI et al., 1999). Devido a distribuicao
geografica mais restrita, outros genotipos sdo considerados raros, como o tipo 4, que é
o principal gendtipo do Oriente Médio, Egito e Africa Central, (McOMISH et al.,
1994, BUKH et al., 1993), enquanto o tipo 5 é quase exclusivo do sul da Africa
(SIMMONDS et al., 1993) e o tipo 6 esta presente em Hong Kong, Macau e Vietnan
(McOMISH et al., 1994).
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Dentro de um mesmo genotipo e subtipo podemos ainda ter variagfes
moleculares do VHC, que sdo denominadas quasispecies. Isto é possivel, devido a
replicacdo imperfeita do virus, com surgimento de pequenas e constantes mutacées.
A maior ou menor diversidade das quasispecies parece estar relacionada com a pressao
imunologica, ja que costuma ser pequena nas fases iniciais da doenca, com
aminotransferases normais, apresentando alta heterogeneidade nos casos de doenca

hepéatica mais avancada e/ou baixa resposta terapéutica (ROSEN et al., 1999).

Esta diversidade genotipica tem implicagdes em multiplos aspectos da
doenga: na epidemiologia, devido as diferencas na distribuicdo geografica e provaveis
vias de contagio; na patogénese, pois condiciona cepas de diferentes graus de
viruléncia (podendo ocorrer co-infeccdo por diferentes genotipos); no diagndstico,
devido a necessidade de selecdo de sequéncias de nucleotideos de regides
extremamente conservadas para garantir a sensibilidade e especificidade dos testes
sorologicos e moleculares; no tratamento, pois diferentes genotipos apresentam
respostas diferentes as drogas utilizadas na terapia e na profilaxia, pois antepde
dificuldades na producéo de vacinas (CHARMAN, 1995).

A partir da clonagem e caracterizacdo do VHC (CHOO et al., 1989), varios
estudos tém confirmado ser o principal agente causal das hepatites pos transfusionais
no mundo (ESTEBAN et al., 1989, KUO et al., 1989, PRINCE et al., 1993).

Cerca de 18 a 26% dos pacientes com HVC desenvolvem ictericia durante
a fase aguda da infeccdo (ESTEBAN et al., 1989). Nos demais casos, 0s pacientes séo
assintomaticos (HOOFNAGLE, 1997). Cerca de 85% dos individuos com HVC
tornam-se cronicamente infectados (HOOFNAGLE, 1997, ALTER, 1995) e a evolucao
para hepatite crbnica usualmente passa despercebida (HOOFNAGLE, 1997).
Aproximadamente 70% dos pacientes cronicamente infectados com HVC apresentam
elevacdo persistente do nivel das enzimas hepaticas (ALTER, 1995) e a biopsia
hepatica geralmente mostra evidéncias histoldgicas de hepatite crénica moderada
(CONRY-CANTILENA et al., 1996, PRIETO et al., 1995, SERFATY et al., 1995,
SHAKIL et al., 1995).

Introducéo
24



O conhecimento de sua histdria natural ¢ dificultado pelo fato de, no inicio,
a infeccdo ser totalmente assintomatica. O curso da doenca durante a fase croénica,
via de regra, também ndo se acompanha de sintomas e o periodo para o0

desenvolvimento da doenca hepatica terminal pode se estender por 30 - 40 anos.

O diagnostico laboratorial, utilizando o teste imunoenzimatico (EIA,
anti-HCV), mostra que os anticorpos contra o VHC persistem por anos ap6s a infecgdo
por este virus, mesmo nos casos de infec¢do autolimitada. A prevaléncia do anti-HCV,
em doadores de sangue no Brasil, varia de 1,4 a 2,3% e em nosso servico foi de 2,1%
(teste de 1?7 geracdo) (GONCALES Jr et al., 1993). Assim, a presenca do RNA do
VHC, identificado através do teste da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
é utilizada clinicamente para diferenciar os casos de persisténcia viral dos que

conseguiram eliminar o virus (clearance viral) (ALTER et al., 1998).

E importante o diagnostico precoce da infecgdo para instituir-se um efetivo
tratamento antiviral. O principal objetivo do tratamento da hepatite crénica pelo virus
C é conseguir-se a resposta virologica sustentada (RVS). Pacientes que atingem
resposta viroldgica sustentada tém baixissima probabilidade de recidiva viral tardia.
Além disso, aparentemente, a auséncia de virus detectaveis pode produzir beneficios,
tais como promover a resolucdo da lesdo hepética e diminuicdo da fibrose hepaética,
assim como a diminui¢do do risco de desenvolvimento do carcinoma hepatocelular
(POYNARD et al., 1998).

Para avaliar-se a obtencdo de uma resposta terapéutica, costumeiramente,
realiza-se a pesquisa do RNA do VHC antes, durante, ao final do tratamento e
24 semanas apds. Considera-se que houve RVS quando ndo se detecta 0 RNA do
VHC, no soro, pelo teste da RT-PCR, no final do tratamento e na amostra coletada
24 semanas ap0s a suspensdo da terapéutica (LINDSAY, 2002). Considera-se
recidivantes 0s pacientes que apresentam uma resposta virologica ao final do
tratamento (RNA-VHC ndo detectavel), mas que voltam a positivar o RNA do VHC,
durante o seguimento. Ndo-respondedores sdo aqueles que ndo obtiveram negativacdo
do RNA do VHC ao final do tratamento. Alguns ndo-respondedores apresentam uma

substancial reducdo do RNA do VHC (1 log unidade ou mais), durante a terapia e
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costumam ser categorizados como respondedores parciais. As vezes, 0S
ndo-respondedores apresentam uma negativacdo inicial do RNA do VHC, mas voltam
a ficar positivos antes do final do tratamento (“breakthrough”) (DI BISCEGLIE, 1999,
McHUTCHISON & POYNARD, 1999, McHUTCHISON et al., 2002).

O Interferon-alfa € o principal antiviral utilizado no tratamento de
pacientes com hepatite cronica pelo virus C. Nesta doenga, o interferon-alfa (IFN)
exerce tanto um efeito antiviral quanto imunomodulatério. A monoterapia, por
48 semanas, com IFN produz uma RVS que varia de 6-20% (POYNARD et al., 1998,
McHUTCHISON et al., 1998).

A monoterapia tem sido abandonada desde o Consenso de Paris onde ficou
estabelecida a superioridade da associacdo do interferon com a ribavirina (RBV) no
tratamento dos pacientes com hepatite cronica pelo VHC (EASL INTERNACIONAL
CONSENSUS CONFERENCE ON HEPATITIS C, 1999). Em grandes *“trials”,
a terapia combinada de IFN mais ribavirina, por 48 semanas, produziu RVS de 39%
entre os pacientes infectados pelo gend6tipo 1 e de 65% entre pacientes infectados pelo
genétipo 3 (McHUTCHISON & POYNARD, 1999, POYNARD et al.,, 1998,
McHUTCHISON et al., 1998). Desde entdo, esta terapia combinada tem sido o

tratamento de eleicéo.

Recentemente, uma nova formulagédo de interferon comecou a ser utilizada
na hepatite crénica pelo VHC, os interferons peguilados. Estes sdo compostos
constituidos por uma molécula de interferon-alfa que se liga covalentemente a uma
molécula de Polietilenoglicol (PEG). A peguilacdo altera as propriedades
farmacocinéticas do interferon-alfa, melhorando a absorcdo, reduzindo a eliminagédo
renal e aumentando a meia vida do medicamento sem alterar a atividade antiviral do
IFN. Com isto, ha menor desenvolvimento de resisténcia, pois a droga se mantém em
concentracBes mais elevadas e constantes na corrente sanguinea, produzindo melhor
resposta terapéutica, principalmente quando associada a ribavirina (FRIED et al.,
2001, DI BISCEGLIE, 2002, FRIED et al, 2002).

Recentes “trials” mostram que os interferons peguilados mais a ribavirina

sdo mais efetivos que o interferon convencional sozinho ou combinado a ribavirina ou

que o PEG-interferon sozinho na obtencdo de RVS. O PEG-interferon associado a
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ribavirina, por 48 semanas, produziu RVS em 42 a 46% dos pacientes infectados com
0 gendtipo 1 e de 76 a 82% entre os pacientes infectados com o0s genotipos
2 e 3(ZEUZEM et al., 2000, MANNS et al., 2001, FRIED et al., 2002).

Os fatores dependentes do hospedeiro tém menor peso que os fatores virais
na hora de determinar a resposta ao tratamento antiviral na infeccdo pelo VHC
(GONCALES Jr et al., 2004). Os fatores do hospedeiro, tanto de forma isolada quanto
combinada, ndo permitem estabelecer indicacfes terapéuticas na pratica clinica.
Existem caracteristicas pessoais, tais como sexo, raca, idade, massa corporea ou a
presenca de determinados alelos em genes polimdérficos que se relacionaram com a
resposta. Assim, a freqiiéncia de resposta € maior em mulheres do que em homens,
é menor em afro-americanos do que em caucasianos e € maior em pacientes abaixo dos
40 anos (CIVEIRA & PRIETO, 2003).

Pacientes afro-americanos com hepatite C cronica apresentaram taxas de
RVS em monoterapia com IFN 6 vezes mais baixas do que as de pacientes caucasianos
(2% vs 12%) (REDDY et al., 1999). As taxas de RVS foram melhores em pacientes
afro-americanos que receberam terapia combinada de interferon e ribavirina durante
48 semanas, embora fossem mais baixas que as atingidas em pacientes caucasianos
(23% vs 42%) (McHUTCHISON et al., 2000). Uma possivel explicagdo para a taxa de
resposta menor em pacientes afro-americanos é que eles tém maior prevaléncia de
VHC gendtipo 1 do que os caucasianos (HOWELL et al. 2000).

O aumento no indice de massa corpdrea tem sido associado a menores
taxas de resposta viroldgica na HVC. A ribavirina deve ser sempre ajustada em fungédo
do peso corpéreo, para se obter maior eficicia terapéutica; 0 mesmo se faz para o
interferon peguilado alfa 2b. A massa corporea modifica a concentracdo tissular
alcancada por alguns farmacos, e isto justifica as variagdes na terapia em pacientes
com diferentes pesos (CIVEIRA & PRIETO, 2003).

A imunossupressdo seja por co-infec¢do com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) ou por outros fatores (tratamentos imunossupressores, hemodialise

etc.), reduz os porcentuais de RVS com estes quadros (HU et al., 2001).
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A presenca de fibrose avancada reduz consideravelmente a freqiiéncia de
resposta virolégica. Na cirrose estabelecida a taxa de resposta se reduz em 50%

quando comparada aqueles que apresentam fibrose minima (ZEUZEM, 2001).

Outros parametros tém sido relacionados, em alguns estudos, com a
resposta ao tratamento. A presenca de hemossiderose geralmente se associa a piores
taxas de resposta virolégica (CIVEIRA & PRIETO, 2003).

1.2- Sistema HLA

O interesse pelo estudo do Sistema HLA (“Human Leucocyte Antigens”)
prende-se ao fato do mesmo ser o sistema mais polimorfico descrito no homem e da
observacgdo de que numerosas doencas (lupus eritematoso sistémico, artrite reumatdide
juvenil, diabetes melitus insulina-dependente) apresentam associacdo com 0s antigenos
HLA (COLOMBANI, 1992).

O Sistema HLA consiste em um conjunto de aloantigenos cuja importancia
foi reconhecida inicialmente no campo dos transplantes de tecidos e érgdos, dai serem
também denominados de antigenos de histocompatibilidade. Atualmente, reconhecem-
se estas moléculas como elementos capitais na interacdo entre células no decorrer de
qualquer resposta imune (COLOMBANI, 1992).

Os genes responsaveis pela codificacdo dos antigenos HLA localizam-se
no complexo ou regido HLA que corresponde a um pequeno segmento cromossémico
localizado no braco curto do cromossomo 6 humano (6p21.3), compreendendo um
segmento de DNA de aproximadamente 3.500 Kb. Nesta mesma regido, aléem dos
genes HLA, ha outros genes que codificam para componentes do sistema
complemento para enzimas (por exemplo, 21-hidroxilase), para fator de necrose
tumoral e outros. Provavelmente, muitos genes ainda serdo descobertos, relacionados

tanto a funcdes imunoldgicas como ndo imunoldgicas (TROWSDALE, 1987b).

Complexos génicos semelhantes existem em todos os mamiferos, talvez
mesmo em todos os vertebrados, recebendo a denominacdo geral de “Major
Histocompatibility Complex” (MHC). Os MHC mais bem estudados sdo o do
camundongo (Complexo H2) e o do homem (Complexo HLA).
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Os genes do Sistema HLA estdo divididos em trés regides, sendo
denominados como: genes HLA de classe I, classe Il e classe 11l (Figura 3). Os genes
HLA classe | (genes A, B, C) e Il (genes DR, DQ, DP) codificam as glicoproteinas da
superficie celular que correspondem aos antigenos HLA classe | (antigenos HLA -A,
-B, -C) e classe Il (antigenos HLA -DR, -DQ, -DP), respectivamente. Esses genes séo
codominantes, isto é, tanto os de origem materna como os de origem paterna se
expressam a nivel de membrana celular. Dentro da regido HLA classe Il foram
identificados os genes que codificam as proteinas transportadoras de peptideos (genes
TAP1, TAP2) e os que codificam complexos protéicos de degradacdo de peptideos
(genes LMP2, LMP7). Os genes HLA classe Ill codificam diversas proteinas, entre
elas: as do sistema complemento (C2, Bf, C4A, C4B); fator de necrose tumoral (“TNF:
do inglés, tumour necrosis factor”, TNFa e TNFp); e proteinas do choque térmico
(“HSP: do inglés, heat shoc protein”) (revisao de NEPOM & NEPOM, 1995).
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Figura 3- Organizacédo génica da regido HLA.

As moléculas HLA classe | estdo presentes em praticamente todas as
células nucleadas do organismo enquanto que as moléculas HLA classe Il tém uma

distribuicdo celular limitada, sendo encontradas principalmente em células
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imunocompetentes, linfocitos B, células apresentadoras de antigenos (macrofagos e
células dendriticas) e em ceélulas T ativadas (STRACHAN, 1987, TROWSDALE,
1987a).

As moléculas de classe Il sdo heterodimeros constituidos por duas cadeias
glicoprotéicas, a (cadeia pesada) e B (cadeia leve), unidas de forma n&do-covalente
(ROITT et al., 1989, ABBAS et al., 1995). As cadeias a e B apresentam dois dominios
na regido extra-celular, al, a2 e B1, B2, respectivamente. Os dominios a2 e 2 tém
homologia com os dominios das regides constantes das imunoglobulinas. Os residuos
polimdrficos das moléculas de classe 1l estdo concentrados nos dominios al e B1, que
constituem o sitio de ligacdo ao antigeno (ABBAS, et al., 1995, COLOMBANI, 1992).
No caso da molécula HLA-DR, a cadeia DRa é invariavel, sendo o dominio 1 da
cadeia DR muito variavel. Assim, o polimorfismo genético das moléculas de classe 11
determina a superficie quimica para a ligacdo de peptideos e influi no reconhecimento
antigénico pelos linfécitos T (ABBAS, et al., 1995).

plazma membrang

cytaplasm

Figura 4- Esquema da molécula HLA de classe II.
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Figura 5- Esquema do sitio antigénico da molécula HLA de classe II.

O polimorfismo dos genes do Sistema HLA é enorme. Cada lécus HLA
(A, B, C, DR, DQ, DP), assim como os loci que codificam os fatores de complemento
(C2, C4A, C4B, Bf) podem ser ocupados por uma série de genes alternativos que
constituem as series alélicas (ALBERT et al., 1984).

Além da diversidade de genes e do polimorfismo dos alelos, outra
importante caracteristica do Sistema HLA € a existéncia de desequilibrios de ligacdo
entre 0s genes, isto é, associacdes preferenciais entre determinados alelos de diferentes
loci (por exemplo, HLA-A*0101, -B*0801, -DRB1*0301 e -DQB1*0201)
(THORSBY & RONNINGEN, 1993).

A enumeragéo dos antigenos HLA presentes em um individuo constitui o
fendtipo HLA. O conjunto de genes presentes na regido HLA carregados por um
cromossomo é denominado haplo6tipo. O conjunto de haplétipos materno e paterno
constitui o genotipo HLA (ABBAS, et al., 1995).
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Dada a proximidade fisica entre os genes do Sistema HLA, a taxa de
recombinacdo entre 0s mesmos € muito pequena (<1%), com excecdo talvez da taxa de
recombinacédo entre os genes DQ e DP, que parece ser relativamente alta devido a um
“hot spot” de recombinagéo entre 0s mesmos. A baixa taxa de recombinacao entre 0s
genes HLA resulta em sua transmissibilidade em bloco de uma geracdo para outra,
obedecendo aos padrdes de heranca mendeliana simples (MATTIUZ et al., 1970,
SVEJGAARD & RYDER, 1994).

A demonstracdo, na década de 1960, de que a suscetibilidade a certas
leucemias em camundongos era controlada por genes do MHC, inspirou a realizacao
de estudos, no homem, sobre associacgdo entre doencas e antigenos HLA. O relato, em
1973, da extraordinaria associacdo entre HLA-B27 e espondilite anquilosante
representa um marco histérico no estudo de genes de suscetibilidade a doencas e
Sistema HLA. Os trabalhos pioneiros de SCHLOSSTEIN e colaboradores (1973) e
BREWERTON e colaboradores (1973) mostraram freqiiéncias do antigeno HLA-B27
de 88 a 96% nos pacientes, enquanto que a freqliéncia desse antigeno observada em
individuos controles foi de apenas 4 a 8%. A partir desses achados, numerosos estudos
foram realizados abrangendo as mais diversas patologias (TIWARI & TERASAKI,
1985).

Alguns estudos foram publicados mostrando uma associagdo entre genes
do Sistema HLA classe Il e hepatite C crénica. O método de estudo empregado nestes
trabalhos foi 0 de associagdo, isto €, as freqiiéncias dos alelos HLA classe Il foram

comparadas entre pacientes e individuos controles do mesmo grupo étnico.

1.3- Hepatite C e Sistema HLA

A imunogenética da hepatite viral crbnica € um campo em
desenvolvimento, mas ferramentas moleculares estdo se tornando disponiveis e
permitirdo exploracdo cuidadosa nessa area (ANDRADE, D.R. & ANDRADE JR.,
D.H., 2003). Trabalhos recentemente publicados encontraram associa¢do entre a

presenca de alelos HLA classe Il com variados graus de resposta virologica e com o0
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desenvolvimento de infeccdo crénica pelo VHC (ALRIC, et al., 1999, ALRIC et al.,
2000, WAWRZYNOWICZ-SYEZEWSKA et al., 2000).

ALRIC e colaboradores em 1997 publicaram um estudo em que a
freqtiéncia dos alelos HLA-DQB1*0301 e HLA-DRB1*1101 foi significativamente
maior nos pacientes com infeccdo transitoria pelo VHC (clearance viral) quando
comparada com pacientes com infeccdo persistente. Ndo foram encontradas diferencas
significativas quando se comparou 0s pacientes com infeccdo persistente e pacientes

com infeccgdo transitdria quanto a idade, sexo, fonte da infeccdo ou genotipo do VHC.

Em 1998, CRAMP e colaboradores publicaram um estudo realizado em
pacientes caucasoides, do norte europeu, com infecgdo transitoria e infeccdo
persistente em que os alelos HLA-DRB1*04, HLA-DQA1*03 e HLA-DQB1*0301
foram encontrados com uma frequiéncia estatisticamente significante (p<0,05) nos
pacientes que apresentaram clearance viral (infeccdo transitoria) quando comparada
com a observada entre os pacientes com infecc¢do cronica. O alelo HLA-DQB1*0302
foi encontrado com uma frequiéncia reduzida (p<0,05) em todos os pacientes (infec¢ao
transitdria e infeccdo persistente) quando comparada com a frequéncia observada no
grupo controle. Os pesquisadores concluiram que os alelos HLA-DRB1*04,
HLA-DQA1*03 e HLA-DQB1*0301 estdo associados com o clearance viral do VHC
enquanto que o alelo HLA-DQB1*0302 esta associado com a protecdo contra a
infeccéo pelo VHC.

ALRIC e colaboradores, em 1999, estudaram, na Franca, 170 pacientes
que foram tratados com interferon-a. Destes, 50 pacientes foram respondedores ao
tratamento e os demais foram ndo-respondedores & monoterapia com o interferon-a.
A maior freqiiéncia da presenga do alelo HLA-DRB1*07 foi estatisticamente
significativa (p<0,05) nos pacientes nao-respondedores, porém, ap0s a correcao do
valor de “p” ndo mais se observou esta diferenca significativa (p>0,05). A frequéncia
de presencga do alelo HLA-DQB1*06 foi estatisticamente significativa (p<0,05) nos
pacientes respondedores com infeccdo pelo gendtipo 1 do que nos pacientes
ndo-respondedores infectados com este gendtipo. Esta diferenca ndo permaneceu
significativa ap6s a correcdo de Bonferroni (multiplicacdo do valor de “p” pelo

namero de alelos estudados) (p>0,05).

Introducéo
33



Em 2000, ALRIC e colaboradores observaram que entre pacientes
franceses o clearance espontaneo do VHC foi relacionado com a presenca dos alelos
HLA classe Il (HLA-DRB1*1101 e HLA-DQB1*0301). Observaram também, que a
eliminacdo viral foi maior entre pacientes do sexo feminino com hepatite C. O mesmo

ndo foi observado por estes autores quando avaliaram o0s genoétipos virais.

Em 2000, WAWRZYNOWICZ-SYCZEWSKA e colaboradores estudaram
a associagédo entre os alelos HLA classe Il com a infeccdo crénica pelo VHC e a
resposta ao tratamento com interferon-o. em pacientes poloneses. Os resultados
confirmaram haver associagcdo negativa entre a infeccdo crbnica pelo VHC e a
presenca do alelo HLA-DQB1*0301. Assim, observaram que a presenca do haplotipo
HLA-DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*02 esta associada com melhor resposta
viroldgica ao interferon-a.. Esse mesmo haplotipo, curiosamente, esta associado com a
ndo-resposta para vacinagdo da hepatite B. A presenca do hapldtipo
HLA-DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*02 também se associa a maior freqliéncia de

hepatite cronica entre individuos infectados com o VHC.

Resisténcia ou susceptibilidade a infec¢do cronica pelo VHC podem estar
ligadas ao Sistema HLA conforme observaram YENIGUIN & DURUPINAR.
Estes autores, em 2002, publicaram um trabalho realizado na Turquia mostrando uma
freqliéncia reduzida do alelo HLA-DRB1*11 em pacientes com infeccdo cronica pelo
VHC quando comparada com o grupo controle. Eles concluiram que este alelo pode
ser um importante fator genético que confere resisténcia e protecdo contra a infeccdo

crénica pelo VHC.

Neste estudo, procuramos investigar a distribuicdo dos alelos HLA classe
Il (loci DRB1 e DQB1) em pacientes brasileiros com hepatite C crénica que foram
respondedores ou ndo-respondedores ao tratamento com algum tipo de interferon
utilizado isoladamente ou associado a ribavirina e correlacionamos a presenca destes
alelos com o grau de lesdo hepéatica. Nao encontramos na literatura especializada
avaliacdo semelhante nesta populacdo de pacientes brasileiros como na maioria dos

paises ocidentais.
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2- OBJETIVOS
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1- Associar a presenca de alelos HLA classe 11 (loci DRB1 e DQB1) em pacientes com

HVC crénica e em individuos sem esta infeccdo (grupos controles);

2- Avaliar a ocorréncia e o grau de associagdo entre os alelos HLA classe Il (loci DRB1 e
DQB1) e as alteragcbes anatomo-patoldgicas observadas em pacientes com hepatite
cronica pelo VHC;

3- Avaliar a ocorréncia e o grau de associacdo entre os alelos HLA classe 11 (loci DRB1 e

DQB1) e a resposta viroldgica ao tratamento antiviral em pacientes com HVC crénica.
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3- CASUISTICA E METODOS

37

G



3.1- Pacientes

Neste trabalho foram incluidos 102 pacientes etnicamente miscigenados,
ndo-aparentados, infectados pelo virus da hepatite C (VHC), com testes para anticorpos
anti-virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e antigeno de superficie do virus da hepatite
B (HBsAQ) negativos, atendidos no Hospital das Clinicas da UNICAMP pelo Grupo de
Estudo das Hepatites (GEHEP). Os pacientes foram incluidos sequencialmente quando da
realizacdo das consultas ambulatoriais pré-agendadas e foram realizadas, posteriormente, as
revisdes dos respectivos prontuarios para coleta dos demais dados. Dos 102, 86,3%
(88/102) eram homens e 13,7% (14/102) mulheres. Em todos os pacientes foi pesquisada a
presenca do anti-HCV (HCV MEIA versdao 3.0, ABBOTT Laboratories, North Chicago,
IL), do RNA do VHC (AMPLICOR HCV Test, Roche Diagnostic Systems, Branchburg,
NY, USA) e realizadas as dosagens de ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato
aminotransferase), Gama-GT (gama glutamil transferase) e Fosfatase Alcalina. Todos
apresentaram a pesquisa do RNA-VHC positiva pela técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) antes do inicio do tratamento. Os pacientes foram tratados com Interferon (IFN)
isolado (13 pacientes) ou associado a Ribavirina (78 pacientes) ou PEG-Interferon
(PEG-IFN) associado a Ribavirina (RBV) (11 pacientes). O Interferon-o 2a ou 2b foi
utilizado na dose de 3.000.000 de unidades trés vezes por semana, por via subcutanea.
Os pacientes que foram tratados com PEG-Interferon Alfa 2b receberam a dose padréo de
1,5 mcg/Kg. A Ribavirina foi utilizada na dose de 1000 a 1200 mg por dia, via oral, de
acordo com o peso do paciente (<75Kg/ >75Kg). A duragéo do tratamento variou de acordo

com o genétipo:
e 48 semanas para genotipo 1;
e 24 semanas para genotipo 3.

Uma nova pesquisa do RNA-VHC foi realizada na 242 semana de tratamento
nos pacientes que apresentavam infeccdo pelo gendtipo 3 e na 48 semana nos pacientes
que apresentaram infeccdo pelo genotipo 1. Se os pacientes apresentassem RNA-VHC
positivo ao final do tratamento eram considerados nao-respondedores a terapéutica. Se 0s

pacientes com infeccdo pelo genotipo 3 apresentassem RNA-VHC negativo na 242 semana
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e os pacientes com infeccdo pelo gendtipo 1 apresentassem RNA-VHC negativo na

482 semana eram considerados respondedores ao final do tratamento.

Nova pesquisa do RNA-VHC foi realizada 6 meses ap6s o final do tratamento
em todos os pacientes sendo considerado como respondedor viroldgico sustentado (RVS)
0S que permaneceram negativos (n=52 pacientes) e ndo-respondedores (NR) os que

apresentaram positividade para a PCR (n=50 pacientes).

Os grupos controles (n=99 individuos para os alelos DRB1 e n=222 individuos
para os alelos DQB1) foram constituidos por doadores de medula 6ssea sem evidéncia de
doenca hepética e negativos para o anti-HCV atendidos junto ao Laboratério de
Histocompatibilidade (HLA) no Centro de Hematologia e Hemoterapia da UNICAMP
(Hemocentro).

Foram excluidos os pacientes das racas negra e amarela, os pacientes anti-HIV

positivos e os pacientes HBSAg positivos.

3.2- Testes laboratoriais

Todas as 102 amostras utilizadas em nosso estudo foram previamente
submetidas ao teste da RT-PCR qualitativo (AMPLICOR HCV Test, Roche Diagnostic
Systems, Branchburg, NY, USA) para confirmar a infeccdo pelo VHC. O teste de
genotipagem do VHC (INNO-LIPA HCV 1l INNOGENETICS, Ghent, Belgium) foi
realizado em 79 amostras e o teste de sorotipagem do VHC (ABBOTT MUREX HCO02,
Dartford, UK) foi feito em outras 19 amostras. Em 2 casos ndo se conseguiu genotipar ou
sorotipar o VHC na amostra pré-tratamento. Em outros 2 pacientes, por problemas técnicos

com as amostras do estudo, ndo foi possivel obter-se o genétipo do VHC.

A bidpsia hepatica foi rotineiramente realizada em 83 pacientes do estudo por
via percutanea, guiadas com ultra-som ou por via laparoscépica, com agulhas de Menghini
ou Trucut 14G. O fragmento hepatico apds ser processado era corado com hematoxilina e
eosina, tricomico de Masson e reticulina. A indicacdo da bidpsia hepatica seguiu 0s
critérios do GEHEP e fazia parte da abordagem assistencial dos pacientes. Nenhuma

biopsia foi realizada para este estudo especifico.
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A bidpsia foi classificada de acordo com o estadiamento da fibrose (DESMET,
etal., 1994, GAYOTTO, 2000), dentro da rotina diagndstica do Departamento de Patologia
da FCM-UNICAMP. O estadiamento da fibrose variou de 0 a 4 (0 — fibrose ausente;
1 — fibrose portal sem septos; 2 — fibrose portal com poucos septos; 3 — fibrose portal com
numerosos septos delineando nodulos sem cirrose; 4 — cirrose). O grau da atividade
histoldgica foi, também, avaliado levando-se em conta a atividade inflamatéria na regido
portal, peri-portal e lobular, usando-se o seguinte critério: 0- sem atividade histoldgica;
1- lesBes minimas; 2- atividade leve; 3- atividade moderada; 4- atividade severa. Para a
avaliacdo das sec¢Bes histologicas foram considerados pelo Departamento da Patologia,

somente os fragmentos hepaticos com pelo menos 7 espacos porta.

3.2.1- Genotipagem para 0 VHC

A genotipagem para o VHC foi realizada pela técnica de hibridizacéo reversa,
através da utilizacdo do teste comercial (INNO-LIPA HCV Il INNOGENETICS, Ghent,
Belgium). A execucdo e a interpretacdo dos resultados obedeceram rigorosamente as

especificacOes e padronizacGes do fabricante.

Resumidamente, o teste permitiu a determinacdo dos seis gendtipos e seus
subtipos, baseando-se nas variagdes encontradas na regido 5’ ndo codificadora (5’NCR) dos
diferentes genotipos do VHC. Os produtos foram marcados pela biotina e reversamente
hibridizados por uma sonda, através da incorporacdo do primer 5’- biotinilado, a
temperatura de 50°C para a amplificagdo. Apos a hibridizacdo, adicionou-se fosfatase
alcalina conjugada a estreptovidina, que se ligou aos hibridos previamente formados.
Depois, incubou-se com um cromogeno, que permitiu a formacédo de um precipitado de cor
purpura/acastanhado evidenciando-se as linhas onde ocorreu a hibridizacéo.
Consequentemente, a linha que apresentou a cor purpura/acastanhada foi considerada
positiva, sendo a representacdo da interacdo entre a sonda e o produto de PCR biotinilado.
O resultado foi interpretado utilizando-se uma tabela que permitiu visualizar e determinar
todas as linhas com coloracédo (presenca de hibridizacdo), obtendo-se assim, a determinacéo

do gendtipo e seu subtipo.
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3.2.2- Sorotipagem para o VHC

O teste de sorotipagem para 0 VHC é um ensaio imunoenzimatico para a
deteccdo de anticorpos para os sorotipos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 do virus, utilizando-se soro
humano. Para a realizagdo deste teste foi utilizado um kit comercial (ABBOTT MUREX
HCO02, Dartford, UK).

Neste ensaio de sorotipagem, resumidamente, a amostra diluida é incubada na
presenca de péptidos heterélogos concorrentes, com microcavidades revestidas com
antigenos especificos de sorotipo de VHC. Durante a primeira incubacdo, quaisquer
anticorpos anti-HCV especificos do sorotipo presentes na amostra ligar-se-do aos antigenos
imobilizados. Depois da lavagem, para eliminar o material ndo ligado, os anticorpos
anti-HCV capturados sdo incubados com o conjugado peroxidase-anti-lgG humana
monoclonal. Durante a segunda incubacdo formar-se-& um complexo antigeno-anticorpo
humano-anticorpo anti-humano/enzima nas microcavidades contendo amostras com
anticorpos para um sorotipo especifico de VHC. Depois da eliminagdo do excesso do
conjugado, a enzima ligada é detectada através da adicdo de uma solucdo contendo
3, 3’, 5, 5’-tetrametilbenzidina (TMB) e perdxido de hidrogénio. Desenvolve-se uma cor
purpura nas cavidades contendo amostras reativas anti-HCV. A reacdo enzimética é
terminada com a adicdo de acido sulfurico, desenvolvendo uma cor laranja, lida
fotometricamente. A quantidade de conjugado ligado é quantitativa, dai a cor nas cavidades

estar diretamente relacionada com a concentracdo de anticorpos especificos na amostra.

3.2.3- Genotipagem dos alelos HLA classe 1l dos pacientes infectados pelo VHC

O material utilizado foi sangue total colhido em tubo vacutainer de 5mL com
anticoagulante EDTA durante uma das avaliagfes ambulatoriais do GEHEP. Imediatamente
apos a coleta, o material era encaminhado para o laboratorio de Biologia Molecular do

GEHEP para ser processado.

O DNA dos pacientes foi extraido através do kit comercial Puregene™ DNA
Isolation Kit (Gentra Systems, Inc. — USA), resumidamente através dos seguintes

procedimentos: adicionam-se 300uL de sangue total em um eppendorf de 1,5mL contendo
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900uL de Solucdo de Lise de Hemadcias; homogeiniza-se por inversdo e incuba-se por
10 minutos a temperatura ambiente. O material é centrifugado por um minuto a 13000 rpm.
Remove-se 0 sobrenadante com uma pipeta deixando, aproximadamente, 20uL do liquido
residual; neste momento, o pellet de leucdcitos ja é visualizado. Aplica-se um vortex
vigoroso até esse pellet se desmanchar por completo. Adicionam-se 300uL de Solucdo de
Lise de Leucdcitos e 100uL de Solucdo de Precipitacdo de Proteina. Aplica-se um vértex
vigoroso por, aproximadamente, vinte segundos. Centrifuga-se por trés minutos a
13000 rpm; neste momento € visualizado um pellet de cor marrom escura (é desprezado).
O sobrenadante é colocado em um outro eppendorf de 1,5mL, devidamente identificado,
ja contendo 300uL de alcool isopropilico. Homogeiniza-se por inversao 50 vezes.
Neste momento, a fita de DNA j& € visivel. Centrifuga-se, novamente, um minuto a
13000 rpm. Havera a formagdo de um pequeno pellet branco e o sobrenadante é
desprezado. Deixa-se o eppendorf secar, virado para baixo, sobre um papel absorvente para
que saia todo o0 excesso de alcool isopropilico. Adicionam-se, entdo, 300uL de etanol 70%
gelado e centrifuga-se um minuto a 13000 rpm. Despreza-se todo o sobrenadante (etanol) e
deixa-se secar a temperatura ambiente sobre papel absorvente, de dez a quinze minutos.
Depois do eppendorf completamente seco adicionam-se 150uL de Solucdo de Hidratagdo
de DNA. Veda-se o eppendorf para que ndo ocorra evaporagdo do material sendo, entdo,
deixado em banho séco a 37°C overnight. No dia seguinte ele é testado em gel de agarose a
2% para verificacdo de sua qualidade (5uL de DNA e 2uL do corante azul de bromofenol).
Depois disto, 0 DNA esta pronto para a realizacao da genotipagem HLA classe Il. Caso nao
fosse utilizado imediatamente, ele poderia ser conservado a temperatura de —20°C por um

periodo minimo de 12 meses.

A genotipagem foi realizada pela técnica de PCR-SSP (Polymerase Chain
Reaction — Sequence Specific Primer) de baixa resolugcdo (Micro SSP2L, One Lambda,
Canoga Park, CA, USA). A amplificacdo, pelo método de PCR, dos genes DRB1 e DQB1
foi realizada, resumidamente, através dos seguintes procedimentos: 39uL de DNA sdo
adicionados a solucdo Master Mix (One Lambda — Biosystems) e acrescidos de 20uL de
tag DNA polimerase. Homogeiniza-se bem o PCR mix utilizando o vortex. Dispensam-se

10pL do PCR mix nos 32 microtubos da reacdo os quais contém os “primers” especificos e
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liofilizados. Vedam-se bem os microtubos para que ndo ocorra evaporacdo. Eles sdo
colocados no termociclador (Perkin Elmer Cetus, Cetus Corp 9600, Boston, MA, USA)

para que se inicie o processo de amplificagéo.

A amplificagdo ocorre, inicialmente, a 96°C por dois minutos e dez segundos
para permitir a desnaturacdo das moléculas de cadeias duplas do DNA alvo. Apos este
periodo, seguem-se nove ciclos de 96°C por dez segundos (deshaturacdo) e 63°C por
sessenta segundos, intervalo este, que permitira o enovelamento dos “primers” com sua
respectiva cadeia do DNA. Terminados estes, iniciam-se mais vinte ciclos, sendo:
a 96°C (desnaturacdo) por dez segundos; 59°C por cinglienta segundos e 72°C por trinta
segundos, temperatura O0tima para a atividade da tag DNA polimerase, com conseqiiente

extensdo da cadeia complementar de DNA na direcdo 5’ a 3.

O produto final foi, entdo, examinado por eletroforese, em gel de agarose a
2,5%, corado pelo brometo de etidio e visualizado atraves de luz ultravioleta. Fotografia
“polaroid” (Figura 6) em branco e preto foi tirada para registro permanente de cada
genotipagem. A interpretacdo dos resultados da PCR-SSP é baseada na presenca ou
auséncia de um fragmento especifico de DNA amplificado. Um controle interno de reagéo é
incluido em toda reacdo de PCR. Este controle interno amplifica uma regido conservada do
gene da B-globina Humana que esté presente em toda amostra de DNA humano e é usado
para verificar a integridade da reacdo de PCR. A analise e interpretacdo dos resultados

foram feitas através de planilhas fornecidas pelo fabricante e devidamente arquivadas.

Legenda: Controle Negativo: 1H; Controle Interno: presente em todas as reagfes (exceto em 1H);
ReacBes Positivas: 1B, 1C, 3A, 3B, 3G, 4E, 4H; Linhas 1, 2 e 3: alelos HLA-DRB1 (HLA-
DRB1*03, HLA-DRB1*07); Linha 4: alelos HLA-DQB1 (HLA-DQB1*02, HLA-DQB1*02)

Figura 6- Genotipagem (PCR-SSP) dos alelos HLA classe 1l (loci DRB1 e DQB1)
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3.3- Anélise estatistica

Para descrever as frequéncias fenotipicas em cada grupo foram feitas tabelas de

freqliéncia.

Para comparar as frequéncias entre os grupos de Controles e Casos utilizado o
teste Qui-Quadrado (x%) ou, quando necessario (valores esperados menores que 5), 0 teste
exato de Fisher. Em seguida, foi calculado o valor de p corrigido pela correcdo de
Bonferroni, multiplicando-se o p-valor original por 13 para os alelos DRB1 e por 5 para 0s
alelos DQBL1.

Também foi feito o calculo da Razdo de Risco (OR=0dds Ratio) e o respectivo

Intervalo de 95% de Confianca (IC 95%) na comparacao entre 0s grupos Caso e Controle.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja,
p<0,05.

O valor de p corrigido raramente alcanca significancia estatistica a nivel de
0,05. O p corrigido corresponde ao valor de p (resultante do teste de qui quadrado ou do
teste de Fisher, conforme o nimero de amostra), multiplicado pelo numero de alelos
estudados. Esta correcdo faz-se necesséria pois os dois grupos estudados (pacientes versus
individuos controles) estdo sendo submetidos a comparagdes multiplas, uma vez que cada
alelo HLA pesquisado gera uma tabela de contingéncia 2x2. Aceitando-se como 5% a
probabilidade de erro em cada uma das comparacdes, se 20 comparacGes forem analisadas
é altamente provavel (20x5=100) que uma delas apresente p<0,05, simplesmente ao acaso
(SVEJGAARD e RYDER, 1979). O critério de correcdo do valor de p deve ser sempre
obedecido quando se trata de um primeiro trabalho sobre associacéo entre alelos HLA e
doencas. Em trabalhos subsequentes, pode ser dispensado, desde que haja clara hipotese
H1 em relacdo ao(s) alelo(s) associado(s). Deve-se salientar, entretanto, que a menos que o
numero de pacientes e de controles seja muito grande, ou que a diferenca de frequéncia do
alelo seja extremamente diferente entre os grupos, o valor de p corrigido ndo atinge
significancia estatistica (SVEJGAARD e RYDER, 1979).
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Em se tratando de estudo de associacdo de alelos HLA e doencas, o problema
de origem étnica deve ser sempre considerado, uma vez que as associacdes podem variar

quantitativamente ou qualitativamente em diferentes grupos étnicos (HORS, 1985).

Utilizou-se nas analises referidas o software: The SAS System for Windows

(Statistical Analysis System), verséo 6.12.

SAS Institute Inc, 1989-1996, Cary, NC, USA.
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Na tabela 1 estdo listadas algumas caracteristicas dos pacientes com
RVS (n=52) e sem RVS (n=50), tais como idade, sexo e fatores de risco para a aquisicdo da

hepatite C, levantadas pela consulta dos prontuérios.

Dos 102 pacientes que fizeram parte do estudo, 86,3% (88/102) eram do

sexo masculino e 13,7% (14/102) do sexo feminino.

Entre os 52 pacientes com RVS, 86,5% (45/52) eram do sexo masculino e
13,5% (7/52) eram do sexo feminino. A média de idade nesta populacdo foi de
43,2 + 11,4 anos. Nos 50 pacientes sem RVS, 86% (43/50) eram do sexo masculino e
14% (7/50) eram do sexo feminino e a média de idade foi de 44,1 + 9,2 anos. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) em relacdo a idade e sexo dos pacientes
com RVS e dos pacientes sem RVS.

Analisando-se ainda na tabela 1, os fatores de risco para a aquisicdo do VHC
nos 102 individuos da populacéo estudada, observa-se que entre os 52 pacientes com RVS,
23,1% (12/52) fizeram uso de droga endovenosa; 15,4% (8/52) foram submetidos a
transfusdo sanguinea; 9,6% (5/52) foram submetidos a cirurgia prévia; 1,9% (1/52) teve
como fator de risco a tatuagem, 1,9% (1/52) fez uso de acupuntura e em 48,1% (25/52) néo

foi possivel a identificacdo dos fatores de risco.

Dos 50 pacientes sem RVS, 26% (13/50) eram usudrios de droga endovenosa,;
22% (11/50) foram submetidos a transfusdo de sangue; 8% (4/50) foram submetidos a
cirurgia prévia; 2% (1/50) referiram a tatuagem como o possivel fator de risco; 2% (1/50)
referiram atuar em atividade profissional de risco; 2% (1/50) relataram como fator de
exposi¢do um contato sexual suspeito e em 38% (19/50) nédo foi identificada a presenca de
fatores de risco. Analisando-se os dados relativos aos fatores de risco encontrados nos
pacientes com RVS e nos pacientes sem RVS, ndo foi observada diferenca estatisticamente

significativa entre pacientes de ambos os grupos (p>0,05).

Resultados
a7



Tabela 1- Caracteristicas dos 102 pacientes com infec¢do cronica pelo VHC de acordo com

a resposta a terapéutica.

Pac. com RVS Pac. sem RVS Total
Caracteristicas
(n=52) (n=50) (n=102)

Idade (média + DP) 4321114 441+9.2 44.4+10.3
Sexo (M/F) 45/07 43/07 88/14

Fatores de Risco N % N % N %
Usuérios de droga endovenosa 12/52 23.1 13/50 26 25/102 245
Transfuséo 8/52 15.4 11/50 22 19/102  18.6
Cirurgia prévia 5/52 9.6 4/50 8 9/102 8.8
Tatuagem 1/52 1.9 1/50 2 2/102 2
Acupuntura 1/52 1.9 - -- 1/102 1
Profissional da satde - - 1/50 2 1/102 1
Contato sexual -- -- 1/50 2 1/102 1
Desconhecido 25/52 48.1 19/50 38 44/102 43.1

Os testes de genotipagem e sorotipagem foram realizados em 79 e 19 pacientes,

respectivamente, com infecgdo cronica pelo VHC. O genétipo 1 foi encontrado em

47% (46/98) dos pacientes e 0 genotipo 3 em 53% (52/98) dos pacientes com infeccdo pelo

VHC. Néo foram encontrados pacientes infectados com outros genotipos.

O gendtipo 1 foi encontrado em 39,6% (19/48) dos pacientes que responderam

ao tratamento (pacientes com RVS) e em 54% (27/50) dos pacientes que ndo responderam

ao tratamento antiviral (pacientes sem RVS), enquanto que o gendtipo 3 foi encontrado em
60,4% (29/48) dos pacientes com RVS e em 46% (23/50) dos pacientes sem RVS

(Figura 7).
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Assim, relacionando-se resposta ao tratamento antiviral (pac. com RVS e
pac. sem RVS) e genotipo do VHC encontrado, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05). Cabe acrescentar que aqui estdo avaliados pacientes
que foram tratados com diferentes formulacGes de interferon (alfa-2a, alfa-2b ou
IFN peguilado) isolados ou combinados com ribavirina por diferentes periodos de tempo e

que apresentavam diferentes graus de lesGes hepaticas.

60,4

54

B Genotipo 1
OGenotipo 3

com RVS sem RVS

Figura 7- Distribuicdo dos gendtipos dos pacientes com infec¢do cronica pelo VHC,

de acordo com resposta ou nao resposta ao tratamento antiviral.

Nas tabelas 2 e 3 estédo listados os resultados da pesquisa dos alelos HLA classe
Il, DRB1 e DQB1, respectivamente, nos 102 pacientes com infecc¢do cronica pelo VHC.
Estes resultados foram comparados com a distribuicdo destes mesmos alelos nos grupos
controles. Como se nota na tabela 2, houve diferenca significativa (p<0,05) na frequéncia
dos alelos HLA-DRB1*13 e HLA-DRB1*07 entre os pacientes com infeccdo cronica pelo
VHC quando comparados com o grupo controle. Como se observa, ap6s a corre¢do do

valor de “p” houve diferenca significativa somente para o alelo HLA-DRB1*07 (p<0,05).

Na tabela 3, observou-se uma maior freqiiéncia do alelo HLA-DQB1*02 nos

pacientes com infecgdo cronica pelo VHC antes da correcdo de Bonferroni (p<0,05).
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Tabela 2- Freqliéncia fenotipica dos alelos HLA-DRB1 em pacientes com infeccao cronica

pelo VHC e grupo controle.

Controles Pacientes
p-valor

DRB1 (n=99) (n=102) p-valor o OR IC 95% OR

N % N % corrigido
01 24 241 16 15.7 0.1288 N.S. 0.58 0.27- 1.24
15 14 14.1 16 15.7 0.7586 N.S. 1.13 0.49- 2.63
16 3 3 9 8.8 0.0831 N.S. 3.1 0.74 -14.93
03 18 18.2 25 24.5 0.2741 N.S. 1.46 0.7 - 3.05
04 15 15.1 23 22.5 0.1805 N.S. 1.63 0.75- 3.56
11 26 26.3 25 24.5 0.7753 N.S. 0.91 0.46- 1.81
12 4 4 1 1 0.2072° N.S. 0.24 0.01- 2.29
13 14 14.1 27 26.5 0.0301 0.3913 2.19 1.01- 4.76
14 8 8.1 4 3.9 0.2134 N.S. 0.46 0.11- 1.78
07 12 12.1 34 33.3 0.0003 0.0039 3.63 1.66 — 8.05
08 6 6.1 7 6.9 0.8172 N.S. 1.14 0.33- 4.01
09 3 3 3 2.9 1.0000° N.S. 0.97 0.15- 6.19
10 7 7.1 3 2.9 0.2092" N.S. 0.4 0.08- 1.78

N.S.=N4o Significativo. *" Teste Exato de Fisher.

Tabela 3- Freqgiiéncia fenotipica dos alelos HLA-DQB1 em pacientes com infec¢do cronica

pelo VHC e grupo controle.

Controles Pacientes
p-valor
DQB1 (n=222) (n=102) p-valor o OR IC 95% OR
corrigido

N % N %
02 86  38.7 54 52.9 0.0165 0.0825 1.78 1.08-2.94
03 119 53.6 52 51 0.6605 N.S. 0.9 0.55-1.48
04 24 10.8 6 5.9 0.1552 N.S. 0.52 0.18-1.39
05 79 356 36 35.3 0.9594 N.S. 0.99 0.59 - 1.66
06 85 383 39 38.2 0.9927 N.S. 1 0.6 —1.66

N.S.=Na4o Significativo. *" Teste Exato de Fisher.
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Observa-se, nas tabelas 4 e 5, a distribuicdo dos alelos HLA classe I, DRB1 e
DQB1, respectivamente, em pacientes que apresentaram resposta viroldgica sustentada
(RVS) apo6s o tratamento com algum tipo de interferon isoladamente ou associado a
ribavirina quando comparados com o0s grupos controles. Na tabela 4, nota-se que houve
diferenca significativa (p<0,05) apenas na freqiiéncia do alelo HLA-DRB1*07 entre o0s
pacientes com RVS guando comparou-se com 0 grupo controle mesmo apos a correcao de

Bonferroni (p-corrigido<0,05)

Entre os alelos DQB1, como mostra a tabela 5, ndo observou-se diferencga
significativa (p>0,05) entre a presenca destes alelos em um maior grau de RVS quando

comparado com seu grupo controle.

Tabela 4- Frequéncia fenotipica dos alelos HLA-DRB1 em pacientes com RVS e grupo

controle.

Controles Pac. com RVS

DRBL (n=99) (n=52) p-valor p'Vfil?r OR  1C95% OR
N % N % corrigido

01 24 241 9 173 03272 NS. 065 025- 165
15 14 141 9 173 06069 NS, 127  046- 345
16 3 3 4 77 02338° NS, 267 048-1577
03 18 182 11 212 06595  NS. 121 048- 301
04 15 151 10 192 05216  NS. 133 05 — 3.49
11 26 263 12 231 06682 NS, 084 036- 1.97
12 4 4 1 19  06601F NS. 047 002- 461
13 14 141 13 25 0.0980 NS. 202 08- 51
14 g8 81 3 58 07490  N.S, 0.7  0.14- 3.07
07 12 121 17 327 0.0023 00299 352 142- 8.84
08 6 61 4 77  0737F NS 129  0.29- 551
09 3 3 0 0 0.5515F  N.S. 0 0 - 43
10 7 71 2 38 0.7092F NS. 053  0.07- 2.92

N.S.=No Significativo. *" Teste Exato de Fisher.
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Tabela 5- Frequéncia fenotipica dos alelos HLA-DQB1 em pacientes com RVS e grupo

controle.

Controles Pac. com RVS

p-valor
DQB1 (n=222) (n=52) p-valor o OR IC 95% OR
corrigido
N % N %
02 86 387 24 46.2 0.3262 N.S. 1.36 0.71-26
03 119 536 23 44.2 0.2234 N.S. 0.69 0.36-1.31
04 24 10.8 4 7.7 0.5040 N.S. 0.69 0.19-2.22
05 79 3%6 21 40.4 0.5176 N.S. 1.23 0.63-2.38
06 85 38.3 17 32.7 0.4524 N.S. 0.78 0.39-1.55

N.S.=Nao Significativo. *" Teste Exato de Fisher.

Analisando-se as tabelas 6 e 7, que mostram, respectivamente, as freqiiéncias
dos alelos HLA classe Il, DRB1 e DQB1, entre os pacientes sem RVS e seus grupos
controles observa-se frequéncia significativa (p<0,05) dos alelos HLA-DRB1*13,
HLA-DRB1*07 e HLA-DQB1*02. Ao corrigirmos o valor de “p”, os alelos
HLA-DRB1*07 e HLA-DQB1*02 continuaram apresentando diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05).
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Tabela 6- Frequéncia fenotipica dos alelos HLA-DRB1 em pacientes sem RVS e grupo

controle.

Controles Pac. sem RVS

-valor
DRB1 (n=99) (n=50) p-valor P o OR IC 95% OR

N % N % corrigido
01 24 241 7 14 0.1458 N.S. 0.51 0.18- 1.38
15 14 141 7 14 0.9813 N.S. 0.99 0.33- 2.87
16 3 3 5 10 0.1188° N.S. 3.56 0.7-19.79
03 18 182 14 28 0.1682 N.S. 1.75 0.73- 4.19
04 15 151 13 26 0.1095 N.S. 1.97 0.79 - 4.92
11 26 263 13 26 0.9725 N.S. 0.99 0.42 - 2.28
12 4 4 0 0 0.3010° N.S. 0 0 -305
13 14 141 14 28 0.0409 0.5317 2.36 0.95- 5.91
14 8 8.1 1 2 0.2732° N.S. 0.23 0.01- 1.92
07 12 121 17 34 0.0014 0.0182 3.73 1.49 — 9.43
08 6 6.1 3 6 1.0000° N.S. 0.99 0.19- 4.73
09 3 3 3 6 0.4035° N.S. 2.04 0.31-13.3
10 7 7.1 1 2 0.2683" N.S. 0.27 0.01- 2.28

N.S.=N4o Significativo. *" Teste Exato de Fisher.

Tabela 7- Frequéncia fenotipica dos alelos HLA-DQB1 em pacientes sem RVS e grupo

controle.

Controles Pac. sem RVS

p-valor
DQB1 (n=222) (n=50) p-valor o OR IC 95% OR
corrigido
N % N %
02 86 38.7 30 60 0.0060 0.03 2.37 1.21-4.66
03 119 53.6 29 58 0.5728 N.S. 1.2 0.62 -2.33
04 24 10.8 2 4 0.1855" N.S. 0.34 0.05-1.58
05 79 35.6 15 30 0.4531 N.S. 0.78 0.38-1.58
06 85 38.3 22 44 0.4551 N.S. 1.27 0.65-2.46

N.S.=Na4o Significativo. *" Teste Exato de Fisher.
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As tabelas 8 e 9 mostram as frequéncias fenotipicas dos alelos HLA classe I,
DRB1 e DQBL, respectivamente, nos pacientes com RVS e pacientes sem RVS. Como é
observado, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo destes alelos

nos dois grupos quando comparados (p>0,05).

Tabela 8- Frequiéncia fenotipica dos alelos HLA-DRBL1 entre pacientes com RVS e

pacientes sem RVS.

Pac. com RVS Pac. sem RVS

DRB1 (n=52) (n=50) p-valor p'vél?r OR IC 95% OR
corrigido
N (%) N (%)

01 9 17.3 7 14 0.6461 N.S. 1.29 0.39- 4.27
15 9 17.3 7 14 0.6461 N.S. 1.29 0.39- 4.27
16 4 7.7 5 10 0.7387° N.S. 0.75 0.16 - 3.5
03 11 21.2 14 28 0.4217 N.S. 0.69 0.25- 1.87
04 10 19.2 13 26 0.4135 N.S. 0.68 024- 1.9
11 12 23.1 13 26 0.7315 N.S. 0.85 0.32- 2.31
12 1 1.9 0 0 1 N.S.
13 13 25.0 14 28 0.7314 N.S. 0.86 0.32- 2.26
14 3 5.8 1 2 0.6178" N.S. 3 0.26 - 77.6
07 17 32.7 17 34  0.8886 N.S. 0.94 0.38- 2.33
08 4 7.7 3 6 1 N.S. 1.31 0.23- 7.86
09 0 0.0 3 6 0.1142° N.S. 0 0 - 214
10 2 3.8 1 2 1F N.S. 1.96 0.13 —56.54

N.S.=N4o Significativo. *" Teste Exato de Fisher. OR para pacientes com RVS em relacéo a pacientes sem
RVS.
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Tabela 9- Freqiiéncia fenotipica dos alelos HLA-DQB1 entre pacientes com RVS e

pacientes sem RVS.

Pac. com RVS Pac. sem RVS

p-valor
DQB1 (n=52) (n=50) p-valor o OR IC 95% OR
corrigido
N (%) N (%)

02 24 46.2 30 60 0.1613 N.S. 0.57 0.24- 1.35
03 23 44.2 29 58 0.1643 N.S. 0.57 0.24- 135
04 4 7.7 2 4 0.6783" N.S. 2 0.29 - 16.61
05 21 40.4 15 30 0.2726 N.S. 1.58 0.64- 3.9
06 17 32.7 22 44 0.2401 N.S. 0.62 0.26 - 1.49

N.S.=Ndo Significativo. * Teste Exato de Fisher. OR para pacientes com RVS em relacdo a pacientes sem
RVS.

Foi possivel levantar os dados relativos a biopsia hepatica em 83 pacientes
(tabela 10). A andlise do estagio de fibrose observada na avaliacdo histopatoldgica mostra
gue entre os pacientes com RVS, 15% (6/40) ndo apresentaram fibrose, 30% (12/40)
apresentaram fibrose portal, 42,5% (17/40) apresentaram fibrose portal com septos,
7,5% (3/40) apresentaram fibrose com septos e nddulo e 5% (2/40) apresentaram cirrose.
Entre os pacientes ndo-respondedores ao tratamento, 4,6% (2/43) ndo apresentaram fibrose,
4,6% (2/43) apresentaram fibrose portal, 37,3% (16/43) apresentaram fibrose portal com
septos, 34,9% (15/43) apresentaram fibrose com septos e nddulos e 18,6% (8/43)
apresentaram cirrose. Houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) no grupo de
pacientes com RVS quando comparado com o grupo de pacientes sem RVS. Assim, no
grupo sem RVS houve maior porcentual de pacientes com alteragdes histopatoldgicas em
estagios avancados (F3 e F4). No grupo com RVS houve predominio de fibrose leve (F1).
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Tabela 10- AlteracOes estruturais hepaticas (estagio de fibrose) observadas em 83 pacientes

com hepatite crénica pelo virus C, nos 2 grupos.

Diagnostico Histoldgico Pac. com RVS Pac. sem RVS Total
N % N % N %
Fibrose N=40 N=43 N=83
FO (sem fibrose) 6/40 15 2/43 4.6 8/83 9.7
F1 (fibrose portal) 12/40 30* 2/43 46  14/83 16.9
F2 (fibrose portal com septos) 17/40 42.5 16/43 37.3  33/83 39.7
F3 (fibrose com septos e nddulos)  3/40 7.5 15/43 34.9* 18/83 21.7
F4 (cirrose) 2/40 5 8/43 18.6  10/83 12
*p<0,05

As tabelas 11 e 12 correlacionam a presenca ou ndo de fibrose e os estagios de
fibrose encontrados nas bidpsias hepaticas com os alelos HLA-DRB1 e HLA-DQBL.
Nas tabelas 11 e 12, pacientes com fibrose (F1, F2, F3, F4) (n=75) foram comparados com
pacientes sem fibrose (FO) (n=8). Observa-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significante de ocorréncia de fibrose entre pacientes com diferentes alelos DRB1 e DQB1
(p>0,05).
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Tabela 11- Presenca e estagio de fibrose em pacientes com infeccéo pelo virus C de acordo
com os alelos HLA-DRB1.

Pac. com fibrose Pac. sem
(F1, F2, F3, F4) Fibrose (F0) p-valor
DRB1 p-valor OR IC 95% OR
(n=75) (n=8) corrigido
N % N %
01 12 16 1 12,5 1.0000" N.S. 0.75 --
15 12 16 1 12,5 1.0000 N.S. 0.75 --
16 6 8 1 12,5 0.5219° N.S. 1.64 --
03 18 24 2 25 1.0000 N.S. 1.06 0.13- 6.65
04 17 22.7 3 375 0.3921F N.S. 2.05 0.34- 1141
11 21 28 2 25 1.0000 N.S. 0.86 0.11- 5.32
12 1 1.3 0 0 1.0000 N.S. 0 0 - 8249
13 17 22.7 1 12.5 0.6795" N.S. 0.49 0.02- 45
14 1 1.3 0 0 1.0000° N.S. 0 0 - 18249
07 26 34.7 2 25 0.7110 N.S. 0.63 0.08- 3.84
08 6 8 0 0 1.0000° N.S. 0 0 - 10.06
09 2 2.7 1 12.5 0.2650" N.S. 5.21 0 - 9193
10 3 4 0 0 1.0000° N.S. 0 0 - 2503

N.S.=N4o Significativo. *" Teste Exato de Fisher.N.S

Tabela 12- Presenca e estagio de fibrose em pacientes com infec¢do pelo virus C de acordo
com os alelos HLA-DQBL.

Pac. com fibrose Pac. sem Fibrose
(F1, F2, F3, F4) (FO)

p-valor
DQB1 p-valor . OR IC 95% OR
(n=75) (n=8) corrigido
N % N %
02 40 53.3 4 50 1.0000" N.S. 0.88 0.17 - 4.58
03 40 53.3 6 75 0.2889" N.S. 2.63 0.43-20.24
04 5 6.7 0 0 1.0000" N.S. 0 0 -1273
05 27 36 1 125  0.2562 N.S. 0.25 0.01-2.27
06 27 36 2 25 0.7070" N.S. 0.59 0.08 - 3.62

N.S.=Nao Significativo. *" Teste Exato de Fisher.
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Nas tabelas 13 e 14 distribuimos os pacientes com diferentes estagios de
fibrose (F1, F2 e F3) e os pacientes com cirrose hepatica (CH) correlacionando-os com 0s
alelos DRB1 e DQBL1. Foram comparados pacientes que apresentavam fibrose F1, F2 e F3
(n=65) com pacientes com CH (n=10). Como se nota na tabela 13, houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) na freqiiéncia do alelo HLA-DRB1*04. Apoés a
correcdo do valor de “p” esta diferenca estatistica desapareceu (p>0,05). Com relacdo aos
alelos HLA-DQB1 observa-se, na tabela 14, que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os dois grupos.

Tabela 13- Presenca de fibrose ou cirrose em pacientes com infeccdo pelo virus C de
acordo com os alelos HLA-DRB1.

Pac. com fibrose Pac. com Cirrose

(F1, F2, F3) Hepatica (CH) p-valor
DRB1 p-valor OR IC 95% OR
(n=65) (n=10) corrigido
N % N %
01 9 13.8 3 30 0.1948" N.S. 2.67 0.45-14.98
15 10 15.4 2 20 0.6573" N.S. 1.38 0.17- 8.83
16 6 9.2 0 0 1.0000° N.S. 0 0 - 6.65
03 17 26.1 1 10 0.4347° N.S. 0.31 0.01- 2.78
04 12 18.5 5 50 0.0413"  0.5369 4.42 0.91- 2181
11 18 27.7 3 30 1.0000° N.S. 1.12 0.2 - 563
12 1 15 0 0 1.0000°  N.S. 0 0 -123.38
13 15 23.1 2 20 1.0000° N.S. 0.83 0.11- 5.03
14 1 15 0 0 1.0000°  N.S. 0 0 -123.38
07 22 33.8 4 40 0.7305" N.S. 1.3 0.27 - 6.02
08 6 9.2 0 0 1.0000 N.S. 0 0 - 6.65
09 2 3.1 0 0 1.0000 N.S. 0 0 - 30.03
10 3 4.6 0 0 1.0000 N.S. 0 0 - 16.59

N.S.=Nao Significativo. *" Teste Exato de Fisher.
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Tabela 14- Presenca de fibrose ou cirrose em pacientes com infec¢do pelo virus C de
acordo com os alelos HLA-DQB1.

Pac. com fibrose Pac. com Cirrose

(F1, F2, F3) Hepatica (CH) p-valor

DQB1 p-valor OR IC 95% OR
(n=65) (n=10) corrigido

N % N %
02 34 52.3 6 60 0.7423" N.S. 1.37 0.3 -6.48
03 34 52.3 6 60 0.7423° N.S. 1.37 0.3 -6.48
04 5 7.7 0 0 1.0000 N.S. 0 0 -842
05 24 37 3 30 1.0000 N.S. 0.73 0.13-3.6
06 23 35.4 4 40 1.0000 N.S. 1.22 0.25-5.61

N.S.=No Significativo. *" Teste Exato de Fisher.

Comparamos, nas tabelas 15 e 16, pacientes com cirrose hepética (n=10)
e pacientes sem cirrose hepatica (n=73) e fizemos a correlagdo com os alelos HLA-DRB1 e
HLA-DQB1. Como se nota na tabela 15, houve diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) na freqliéncia do alelo DRB1*04. Apo0s a correcdo do valor de “p” esta diferenca
estatistica desapareceu (p>0,05). Com relacdo aos alelos HLA-DQB1 observa-se,

na tabela 16, que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos.
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Tabela 15- Presenca ou auséncia de cirrose em pacientes com infec¢do pelo virus C de
acordo com os alelos HLA-DRB1.

Pac. sem Cirrose Pac. com Cirrose

Hepatica (CH) Hepéatica (CH) p-valor
DRB1 p-valor o OR 1C95% OR
(n=73) (n=10) corrigido
N % N %
01 10 13.7 3 30 0.1865" N.S. 2.7 0.46 — 14.77
15 11 15.1 2 20 0.6524" N.S. 141 01 - 885
16 7 9.6 0 0 0.5899" N.S. 0 0 - 6.19
03 19 26 1 10 0.4381° N.S. 032 001 - 276
04 15 20.5 5 50 0.0411F 0.5343 3.87 0.83 - 18.35
11 20 27.4 3 30 1.0000" N.S. 114 0.21 - 5.62
12 1 1.4 0 0 1.0000" N.S. 0 0 -138.59
13 16 21.9 2 20 1.0000" N.S. 071 01 - 4.6
14 1 1.4 0 0 1.0000" N.S. 0 0 -138.59
07 24 329 4 40 0.7266" N.S. 136 029 - 6.2
08 6 8.2 0 0 1.0000" N.S. 0 0 - 753
09 3 4.1 0 0 1.0000" N.S. 0 0 - 18.68
10 3 4.1 0 0 1.0000" N.S. 0 0 - 18.68

N.S.=N4o Significativo. *" Teste Exato de Fisher.

Tabela 16- Presenca ou auséncia de cirrose em pacientes com infeccdo pelo virus C de
acordo com os alelos HLA-DQB1.
Pac. sem Cirrose Pac. com Cirrose
Hepatica (CH)  Hepatica (CH) p-valor
DQOB1 p-valor o OR 1C 95% OR
(n=73) (n=10) corrigido
N % N %
02 34 52.3 6 60 0.7429" N.S. 1.38  0.31 -6.46
03 34 52.3 6 60 0.7429° N.S. 1.38  0.31 -6.46
04 5 7.7 0 0 1.0000" N.S. 0.0 0 -952
05 24 37.0 3 30 1.0000" N.S. 082 015 -4
06 23 354 4 40 0.7339° N.S. 1.28 0.27 -5.82

N.S.=N4o Significativo. *" Teste Exato de Fisher.
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As tabelas 17 e 18 mostram, respectivamente, as freqiiéncias dos alelos
HLA-DRB1 e HLA-DQB1 em pacientes que apresentaram RVS e nos pacientes sem RVS
infectados com gendtipo 1. O gen6tipo 1 estava presente em 19 pacientes que responderam
a terapia antiviral e em 27 pacientes sem RVS.

Como se nota, entre os pacientes infectados pelo gendtipo 1 do VHC,
ndo houve diferenca estatisticamente significante nas respostas viroldgicas obtidas, de
acordo com os alelos HLA-DRB1 e HLA-DQBL1 (p>0,05).

Tabela 17- Freqliéncia dos alelos HLA-DRB1 em pacientes com RVS e em pacientes sem

RVS infectados com genotipo 1.

GENOTIPO 1
Pac. com RVS Pac. sem RVS
p-valor
DRB1 (n=19) (n=27) p-valor o OR IC 95% OR
N % N % corrigido
01 4 21.1 4 148  0.5826 N.S. 0.65 0.18 - 1.38
15 4 21.1 3 11.1 0.3553 N.S. 0.47 0.33 - 2.87
16 2 10.5 3 11.1 0.9499 N.S. 1.06 0.7 -19.79
03 3 15.8 8 29.6  0.2785 N.S. 2.25 0.73 - 4.19
04 3 15.8 7 25.9 0.4118 N.S. 1.87 0.79 - 4.92
11 4 21.1 3 11.1 0.3553 N.S. 0.47 0.42 - 2.28
12 0 0 0 0 -- -- - --
13 8 42.1 7 25.9 0.2490 N.S. 0.48 095 - 5091
14 1 5.3 0 0 0.4130 N.S. 0.0 0.01 - 1.92
07 6 315 10 37.03 0.7019 N.S. 1.27 1.49 - 9.43
08 0 0 3 111 0.2565" N.S. -- -
09 0 0 2 74 0.5043° - -- -
10 0 0 0 0 -- -- - --

N.S.=N4o Significativo. *" Teste Exato de Fisher.
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Tabela 18- Freqliéncia dos alelos HLA-DQB1 em pacientes com RVS e em pacientes sem

RVS infectados com genotipo 1.

GENOTIPO 1
Pac. com RVS Pac. sem RVS
p-valor
DQB1 (n=19) (n=27) p-valor o OR IC 95% OR
corrigido
N % N %
02 8 42.1 18 66.6 0.0980 N.S. 2.75 0.70 -11.17
03 8 42.1 12 44.4 0.8747 N.S. 1.1 0.29- 4.25
04 0 0 2 7.4 0.5043F N.S. -- -
05 7 36.8 7 25.9 0.4282 N.S. 0.6 0.14- 254
06 11 57.9 10 37 0.1619 N.S. 0.43 0.11- 1.66

N.S.=No Significativo. *" Teste Exato de Fisher.

Sdo mostradas nas tabelas 19 e 20, respectivamente, as frequéncias dos alelos
HLA-DRB1 e HLA-DQB1 em pacientes que responderam ou n&o-responderam ao
tratamento antiviral que apresentaram infecgdo pelo gendtipo 3 do VHC.

O gendtipo 3 foi encontrado em 52 pacientes sendo que, 29 pacientes
responderam ao tratamento (RVS) e 23 pacientes foram ndo-respondedores ao tratamento
(sem RVS). Com relacdo a tabela 19 que mostra a frequéncia dos alelos HLA-DRB1
observa-se que ndo houve diferenca estatisticamente significante quando comparamos o

tipo de resposta virologica observada com os alelos presentes (p>0,05).

Na tabela 20, onde estdo os resultados das frequéncias dos alelos HLA-DQBL1,
nota-se que ha diferenca estatisticamente significante na resposta viroldgica com os alelos
HLA-DQB1*03 e HLA-DQB1*06 (p<0,05) nos pacientes sem RVS quando comparados

com os pacientes com RVS. Apds a correcdo do valor de “p” verifica-se que as diferencas

estatisticamente significantes desaparecem (p>0,05).
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Tabela 19- Freqliéncia dos alelos HLA-DRB1 em pacientes com RVS e em pacientes sem

RVS infectados com genotipo 3.

GENOTIPO 3
Pac. com RVS Pac. sem RVS
DRB1 (n=29) (n=23) p-valor p-v?k-)r OR IC 95% OR
\ % N % corrigido

01 5 17.2 3 13 1.0000" N.S. 0.72 0.12- 4.12
15 3 10.3 4 17.3 0.6855" N.S. 1.82 0.29-11.96
16 3 10.3 1 4.3 0.6205" N.S. 0.39 0.01- 4.82
03 7 24.1 5 21.7 0.8384 N.S. 0.87 02 - 382
04 6 20.7 6 26.1 0.6463 N.S. 1.35 0.31- 591
11 8 25.6 10 43.5 0.2315 N.S. 2.02 0.55- 7.58
12 0 0 0 0 -- - - --

13 5 17.2 6 26.1 0.5065" N.S. 1.69 0.37- 7.87
14 3 10.3 1 4.3 0.6205" N.S. 0.39 0.01- 4.82
07 9 31 6 26.1 0.6957 N.S. 0.78 02 - 31
08 4 13.8 0 0 0.1204° N.S. 0 0 - 1.89
09 0 0 1 4.3 0.4423° N.S. - -

10 2 6.9 1 4.3 1.0000 N.S. 0.61 0.02 - 9.59

N.S.=No Significativo. *" Teste Exato de Fisher.

Tabela 20- Freqliéncia dos alelos HLA-DQB1 em pacientes com RVS e em pacientes sem

RVS infectados com genotipo 3.

GENOTIPO 3
Pac. com RVS Pac. sem RVS
p-valor
DQB1 (n=29) (n=23) p-valor o OR IC 95% OR
corrigido
N % N %
02 15 51.7 10 43.5 0.5544 N.S. 0.72 0.21- 2.48
03 13 44.8 17 73.9 0.0349 0.1745 3.49 0.93-13.64
04 4 13.8 0 0 0.1204" N.S. 0.0 0 - 189
05 14 48.3 7 30.4 0.1928 N.S. 0.47 0.13- 1.70
06 5 17.2 11 47.8 0.0176 0.0880 4.40 1.07 - 19.09

N.S.=Nao Significativo. *" Teste Exato de Fisher.
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5- DISCUSSAO
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A hepatite pelo virus C (HVC) é reconhecida como uma das maiores causas de
doenca cronica do figado no mundo. Aproximadamente 20% dos pacientes infectados
eliminam o virus C espontaneamente enquanto a grande maioria desenvolve infeccéo
cronica de gravidade variavel. A maioria dos pacientes permanece assintomatica durante a
evolugcdo da infeccdo e mesmo quando ha desenvolvimento de cirrose ou carcinoma
hepatocelular (ALTER et al., 1992, KIYOSAWA et al., 1990, TSUKUMA et al., 1993,
VAN DER POEL et al, 1994). Ha evidéncias circunstanciais que mostram que
mecanismos imunes tém uma importante contribui¢do para controlar a infeccéo pelo VHC
(BOTARELLI et al., 1993, FERRARI et al., 1994).

O IFN alfa é o principal antiviral utilizado no tratamento de pacientes com
HVC aguda e crénica. A monoterapia com IF N, por 48 semanas, é capaz de produzir uma
RVS que varia de 6-20% (POYNARD et al., 1998, McHUTCHISON et al., 1998) enquanto
que a terapia combinada de IFN mais ribavirina, por 48 semanas, pode produzir RVS em
39% dos pacientes infectados pelo genédtipo 1 do VHC e em 65% dos infectados pelo
gendétipo 3 (McHUTCHISON & POYNARD, 1999, POYNARD et al., 1998,
McHUTCHISON et al., 1998, FRIED et al., 2002).

Existem caracteristicas pessoais, tais como sexo, idade, raga, massa corpdrea ou
a presenca de determinados alelos em genes polimorficos que se relacionaram com a
resposta ao tratamento, embora os fatores dependentes do hospedeiro tenham menor peso
que os fatores virais na hora de determinar a resposta a terapia antiviral na infec¢do pelo
VHC (CIVEIRA & PRIETO, 2003, GONCALES JR. et al, 2004).

O interesse pelo estudo do Sistema HLA com hepatite crénica pelo virus C
prende-se ao fato do mesmo ser o sistema mais polimorfico descrito no homem e da
observagdo de que numerosas doencas, por exemplo, artrite reumatoide juvenil e diabetes
melitus insulina dependente, apresentarem associacdo com 0s antigenos HLA
(COLOMBANI, 1992). A melhor ilustracdo é a conhecida associa¢do entre o antigeno
HLA-B27 e a espondilite anquilosante, que, descoberta em 1973, representou um marco
historico no estudo de genes de suscetibilidade a doengas e Sistema HLA (SCHLOSSTEIN
et al., 1973, BREWERTON, et al., 1973). Devido a escassez de trabalhos relacionando o
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Sistema HLA e a HVC procuramos estudar os alelos HLA classe Il (loci DRB1 e DQB1),

para verificarmos se existe alguma associacao estatisticamente significante.

Como pudemos observar neste estudo os 102 pacientes infectados cronicamente
pelo VHC que responderam ou ndo ao tratamento com IFN ou IFN peguilado associado ou
ndo a ribavirina apresentaram caracteristicas semelhantes. Assim, a média da faixa etaria
nos dois grupos, bem como a distribuigdo por sexo foram similares. Em relacdo aos fatores
de risco, 24,5% (25/102) dos pacientes relataram serem usuarios de droga endovenosa
enguanto que em 43,1% (44/102) dos pacientes ndo foi possivel a identificagdo de um fator
de risco (tabela 1). Como se sabe, a HVC é transmitida preferencialmente por via
endovenosa em nossa regido (GONCALES et al., 2000). Sabe-se também que cerca de 53%
dos pacientes com hepatite C ndo referem comportamento de risco para a aquisi¢cdo da
infeccdo pelo VHC (GONCALES et al., 2000). Com isto consideramos ser a nossa
casuistica representativa do ponto de vista epidemiolégico de nossa regiao.

Avaliamos, a seguir, a freqténcia dos alelos HLA-DRB1 e HLA-DQB1 em
pacientes que apresentaram RVS e aqueles sem RVS em relacdo aos gendtipos
encontrados. Em relacdo aos alelos HLA-DRB1 e HLA-DQBL1 e genétipo 1 do VHC,
em pacientes com RVS e pacientes sem RVS ndo encontramos nenhuma relacdo
estatisticamente significante (tabelas 17 e 18). Também nao foi observada nenhuma relagao
estatisticamente significante quando comparamos o tipo de resposta viroldgica em
pacientes infectados pelo genédtipo 3 do VHC e os alelos HLA-DRB1 (tabela 19).
Porém, os alelos HLA-DQB1*03 e HLA-DQB1*06 apareceram em freqliéncias
estatisticamente significante nos pacientes sem resposta viroldgica que apresentavam o
gendtipo 3 do VHC quando comparadas com as freqiéncias destes alelos nos pacientes que

responderam ao tratamento (tabela 20).

Avaliamos e ndo encontramos correlagdo entre a presenca dos alelos
HLA-DRB1 e HLA-DQB1 com a presenca e intensidade da fibrose hepética nos pacientes
estudados (n=83) (tabelas 11 e 12). No entanto, quando estudamos a freqiéncia dos alelos
HLA-DRB1 e HLA-DQB1 em pacientes com diferentes graus de fibrose (n=75) e cirrose
hepéatica encontramos uma diferenga estatisticamente significante em relacdo ao alelo

HLA-DRB1*04 e os pacientes que apresentaram cirrose hepatica (tabela 13). Em relacao
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aos alelos HLA-DQB1 nada foi encontrado (tabela 14). Em um estudo realizado na Franga
por HUE e colaboradores observou-se que a frequéncia dos alelos HLA-DRB1*03 e
HLA-DQB1*0201 foi maior nos pacientes franceses com cirrose hepatica enquanto que
nesses mesmos pacientes a presenca do alelo HLA-DRB1*11 foi reduzida. O alelo
HLA-DRB1*11 foi um fator protetor contra o curso da doenca grave na infeccdo crénica
pelo VHC nestes pacientes (HUE et al., 2002).

YOSHIZAWA e colaboradores, num estudo com pacientes japoneses,
encontraram uma maior freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1*12 e HLA-DQB1*0301 nos
pacientes com infec¢do pelo VHC, porém assintomaticos, quando comparados com 0S
pacientes com cirrose hepatica (fator protetor) enquanto que a frequéncia do alelo
HLA-DQB1*0503 foi maior nos pacientes com cirrose hepatica quando comparada com a
observada nos pacientes assintomaticos (YOSHIZAWA et al., 2003).

BARRETT e colaboradores ndo encontraram nenhuma correlacdo
estatisticamente significante entre doenca grave do figado e a freqiéncia dos alelos
HLA-DRB1 em pacientes irlandesas (BARRETT et al., 1999).

Quando estudamos a frequéncia dos alelos HLA classe 1l (DRB1 e DQB1) nos
102 pacientes com infeccdo cronica pelo VHC (tabelas 2 e 3), observamos uma diferenca
estatisticamente significativa em relagdo aos alelos HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*13 e
HLA-DQB1*02 quando comparados com o grupo controle. Porém, quando fizemos a
corre¢do do valor de “p” somente o alelo HLA-DRB1*07 permaneceu com freqiiéncia

estatisticamente significante.

VEJBAESYA e colaboradores encontraram em seus estudos, com pacientes da
Tailandia, uma freqiiéncia diminuida dos alelos HLA-DRB1*0701 e HLA-DQA1*0201 em
todos os pacientes infectados pelo VHC quando comparados com o grupo controle e
concluiu-se que estes alelos se relacionariam com a protecédo contra a HVC (VEJBAESYA
et al., 2000). Isto foi diferente do nosso estudo que mostrou uma frequéncia
estatisticamente maior do alelo HLA-DRB1*07 em todos os pacientes cronicamente
infectados pelo VHC.
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FANNING e colaboradores encontraram em seus estudos, com pacientes
irlandesas, que apresentaram infeccdo persistente pelo VHC uma freqiiéncia maior do alelo
HLA-DRB1*0701 e uma auséncia do alelo HLA-DQB1*0501 (FANNING et al., 2000).
Uma outra associagdo entre o alelo HLA-DQB1*0401 e a infeccéo persistente do VHC foi
observada na populacdo japonesa por KUZUSHITA e colaboradores (KUZUSHITA
et al.,1998). Neste estudo de FANNING e colaboradores, o clearance viral foi relacionado
com o alelo HLA-DRB1*01, o mesmo encontrado por BARRETT e colaboradores que
também estudaram pacientes irlandesas com o VHC de gendtipo 1b. Esses pesquisadores
associaram os alelos HLA-DRB1*0101 e HLA-DQB1*0501 com o clearance viral
(BARRETT et al., 1999). No entanto, o clearance viral em diferentes populagdes europeias
foi associado com os alelos HLA-DRB1*11 e HLA-DQB1*0301 por outros autores
(ALRIC et al., 1997, MINTON et al., 1998, THURSZ et al., 1999, MANGIA et al., 1999,
CRAMP et al., 1998).

No nosso estudo, os pacientes com infeccao cronica pelo VHC foram tratados
com diferentes formulacGes de IFN isolados ou combinados com ribavirina sendo
classificados como respondedores ou ndo-respondedores ao tratamento. Observamos uma
diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao alelo HLA-DRB1*07 em pacientes
com RVS e em pacientes sem RVS (tabelas 4 e 6). O alelo HLA-DRB1*13 apareceu em
uma frequéncia estatisticamente significante nos pacientes ndo-respondedores ao
tratamento antes da correcdo de Bonferroni (tabela 6). O alelo HLA-DQB1*02 apareceu em
uma frequéncia estatisticamente significante nos pacientes ndo-respondedores ao
tratamento mesmo apos a correcdo de Bonferroni (tabela 7). Estas frequéncias significativas
foram observadas ao compararmos pacientes respondedores e ndo-respondedores ao

tratamento com o grupo controle.

Quando comparamos entre si pacientes com RVS e pacientes sem RVS ndo
encontramos diferenca estatisticamente significante destes, com os alelos DRB1 e DQB1
(tabelas 8 e 9). Por outro lado, ALRIC e colaboradores encontraram em seus estudos, em
pacientes franceses, uma frequéncia estatisticamente significante do alelo HLA-DRB1*07
em pacientes ndo-respondedores ao tratamento quando comparados com 0s pacientes
respondedores ao tratamento, mas esta freqiiéncia ndo permaneceu significativa depois da
correcdo de Bonferroni (ALRIC et al., 1999).
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SIM e colaboradores estudando resposta a terapia com IFN em pacientes
canadenses encontraram o alelo HLA-DRB1*0404 em uma freqiiéncia estatisticamente
significante nos pacientes com RVS quando comparados com 0s pacientes sem RVS
(SIM et al., 1998).

Estudando pacientes com infeccao cronica pelo VHC e resposta ao tratamento
com IFN-alfa na Polénia, WAWRZYNOWICZ-SYCZEWSKA e colaboradores
encontraram uma frequéncia reduzida do alelo HLA-DQB1*0301 nos pacientes
cronicamente infectados concluindo, assim, que este alelo é um fator protetor na aquisicao
do VHC. Neste estudo, o haplétipo HLA-DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*02
se associou a infecgdo cronica pelo VHC e uma maior resposta ao tratamento com IFN-alfa
(WAWRZYNOWICZ-SYCZEWSKA et al., 2000).

Em nosso estudo, os alelos HLA-DRB1*07 e HLA-DQB1*02 apareceram com
uma frequéncia estatisticamente significante nos pacientes que ndo-responderam ao
tratamento, levando a acreditar que suas presencas, de alguma forma, podem indicar uma

menor possibilidade de resposta.

Com este estudo esperamos ter contribuido para um melhor entendimento da
participacdo do Sistema HLA na aquisi¢do, na evolugdo e na resposta terapéutica dos

pacientes com hepatite C cronica.
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Este estudo permitiu concluir:

Encontramos uma frequiéncia 2,7 vezes maior do alelo HLA-DRB1*07 nos individuos
infectados pelo VHC quando comparados com a populagdo controle e uma maior
frequéncia dos alelos HLA-DRB1*13 e HLA-DQB1*02 nos infectados pelo VHC

quando comparada a frequéncia observada nos grupos controles;

Observamos uma maior freqiéncia do alelo HLA-DRB1*07 nos pacientes com RVS

qguando comparada a frequéncia observada no grupo controle;

Observamos uma maior freqiéncia entre a presenca dos alelos HLA-DRB1*07,
HLA-DRB1*13 e HLA-DQB1*02 nos pacientes sem RVS quando comparada a

freqliéncia observada nos grupos controles;

Nos pacientes com cirrose hepética, observamos uma maior frequéncia do alelo
HLA-DRB1*04 ao contrario do observado em relagdo aos alelos HLA-DQB1 que

estiveram presentes em igual freqliéncia nos cirréticos e nao-cirroticos;

Nos pacientes com hepatite C cronica, infectados pelo genoétipo 3, tratados com IFN
houve associacdo entre a presenca dos alelos HLA-DQB1*03 e HLA-DQB1*06 e

menor porcentual de resposta viroldgica sustentada;
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