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RESUMO

BERTOL, B. C. Expressiao da molécula HLA-G e polimorfismos da regiao codificadora
do gene HLA-G em pacientes infectados pelo virus da hepatite C (HCV) apresentando
ou nao a coinfeccio pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). 2016. 117f.
Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

A hepatite C, causada pelo virus da hepatite C (HCV), afeta milhdes de pessoas no mundo. A
transmissdo do HCV ¢ semelhante ao HIV, justificando a alta taxa de prevaléncia da
coinfec¢do. Pacientes coinfectados HCV/HIV apresentam maior taxa de progressao da fibrose
hepatica e da mortalidade, em comparagdo aos pacientes monoinfectados com HCV. Assim, o
estudo de genes e/ou moléculas que controlam a resposta imune ¢ pertinente. No presente
estudo, avaliamos o papel do antigeno leucocitdrio humano G (HLA-G), molécula com
reconhecida atividade imunomoduladora, capaz de inibir a ativag¢@o das células T e a atividade
citotoxica das células Natural Killers (NK) e linfocitos T CD8", além de induzir a formacéo
células T reguladoras. Nos investigamos 216 pacientes monoinfectados pelo HCV, 135
pacientes coinfectados HCV-HIV e 152 individuos ndo infectados. A variabilidade do gene
HLA-G foi avaliada por sequenciamento de Sanger e a expressao hepatica da molécula por
imunoistoquimica. A expressdao de HLA-G foi observada somente no tecido hepatico dos
pacientes, principalmente nos hepatocitos. O aumento de expressdo de HLA-G foi associado
com avan¢o da fibrose e da atividade necroinflamatoria no figado de ambos os grupos de
pacientes. Idade igual ou superior a 40 anos e a cor de pele ndo-branca também foram
associados com aumento da expressdo hepatica da molécula nos pacientes HCV. Outros
fatores do hospedeiro analisados como género e genotipo do HCV nao foram associados com
o nivel de expressao de HLA-G no figado. A frequéncia do alelo HLA-G*01:01:01:01 estava
aumentada nos pacientes HCV e do alelo G*01:05N diminuida nos pacientes coinfectados
HCV-HIV, porém, ndo houveram associacdes significantes entre a variabilidade genética de
HLA-G e a expressdo hepatica de HLA-G. O presente estudo contribui para a ampliar os
conhecimentos acerca da participacdo da molécula HLA-G na hepatite C cronica, associado

ou nao com infecgdo pelo HIV.

Palavras-chave: HCV, HIV, hepatite C cronica, HLA-G



ABSTRACT

BERTOL, B. C. Expression of HLA-G molecule and coding region polymorphisms of
HLA-G gene in hepatitis C virus (HCV) infected patients presenting or not human
immunodeficiency virus (HIV) coinfection. 2016. 117f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Hepatitis C, caused by the hepatitis C virus (HCV), affects millions of people worldwide. The
transmission of HCV is similar to HIV, which explains the high prevalence of coinfection.
HCV-HIV coinfected patients have higher rate of liver fibrosis progression and mortality
when compared to HCV monoinfected patients. Thus, the study of genes and/or molecules
that control the immune response is relevant. In the present study, we evaluated the role of
human leukocyte antigen G (HLA-G), a molecule known by its immunomodulatory activity,
which is capable to inhibit T cell activation and cytotoxic activity of natural killer (NK) cells
and CD8" T cells, in addition to inducing the formation of regulatory T cells. We studied 216
HCV patients, 135 HIV-HCV coinfected patients and 152 uninfected individual. The
variability of the HLA-G gene was evaluated by Sanger sequencing and the hepatic expression
of the molecule by immunohistochemistry. The HLA-G expression was observed only in liver
tissue of patients, mainly in hepatocytes. The increased HLA-G expression was associated
with increased liver fibrosis and necroinflammatory activity in both groups of patients. The
age greater than or equal to 40 years and the non-white skin color were also associated with
increased hepatic expression of the molecule in the HCV patients. Other host factors analyzed
as gender and HCV genotype were not associated with the level of HLA-G expression in the
liver. The frequency of HLA-G*01:01:01:01 allele was increased in HCV patients and
G*01:05N decreased in HCV-HIV coinfected patients, however, there was no significant
association between the genetic variability of HLA-G and HLA-G liver expression. The
present study contributes to expand the knowledge regarding the participation of HLA-G in

chronic C hepatitis, associated or not with the HIV infection.

Key-words: HCV, HIV, chronic hepatitis C, HLA-G
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1.1 Infeccao pelo virus da hepatite C (HCV)

1.1.1 O agente viral e epidemiologia

A hepatite C ¢ doenga infecciosa causada pelo virus da hepatite C (Hepatitis C virus -
HCV), um RNA virus de cadeia simples, envelopado e pertencente a familia Flaviviridae
(WHO, 2015). Inicialmente denominada hepatite ndo A ndo B, a hepatite C foi elucidada
apenas em 1989, com a identificagdo de seu agente etioldogico (CHOO et al., 1989). Analises
filogenéticas revelam a existéncia de sete grandes agrupamentos filogenéticos do HCV,
correspondentes aos genotipos 1-7 que sdo ainda subdivididos em subtipos a, b, c, etc.

(SMITH et al., 2014).

Anualmente, 3-4 milhdes de pessoas sdo infectadas pelo HCV no mundo. Estima-se
que cerca de 130-150 milhdes tenham a infec¢@o na forma cronica e que 350.000 a 500.000
pessoas morram a cada ano de doencas hepaticas relacionadas ao HCV (WHO, 2015). No
Brasil, de acordo com o Ministério da Saude (BRASIL, 2012), define-se como caso
confirmado de hepatite C o individuo que preencha as condigdes de caso suspeito e que
apresente anti-HCV reagente e HCV-RNA detectavel. Assim, foram notificados no Sistema
de Investigacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), no periodo de 1999 a 2011, 82.041
casos confirmados de hepatite C no pais, encontrando-se a maioria nas regides Sudeste

(67,3%) e Sul (22,3%) do Brasil.

O genotipo 1 € o mais prevalente mundialmente, compreendendo cerca de 80 milhdes
de casos, seguido do gendtipo 3, com cerca de 50 milhdes de individuos infectados
(MESSINA et al, 2015). No Brasil, os gendtipos mais encontrados sdo 1, 2 e 3,
predominando o genoétipo 1, seguido do genotipo 3 (CAMPIOTTO et al., 2005).

1.1.2 Vias de Transmissao

A transmissdo do HCV ¢ primariamente via parenteral através de exposi¢do a sangue
contaminado. O risco de infeccdo ocorre principalmente com o compartilhamento de

equipamento para uso de drogas intravenosas, colocacdo de piercings e/ou tatuagens.
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Globalmente, a prevaléncia de hepatite C ¢ de 67% dentre usudrios de drogas injetaveis.
Considera-se ainda como formas de transmissao do virus: transfusdo de sangue antes de 1992;
transplante de o6rgaos sélidos de doador infectado, hemodidlise, uso de drogas intranasais e

exposi¢do ocupacional (WHO, 2015).

A transmissdo sexual ¢ pouco frequente e ocorre principalmente em pessoas que
apresentam pratica sexual de risco (com multiplos parceiros e sem utiliza¢do de preservativo).
Além disso, a coinfec¢do com algum agente sexualmente transmissivel, como o virus da
imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus — HIV), por exemplo, facilita a
transmissdo sexual do HCV (CHAN, 2014; CHEN; MORGAN, 2006; KRETZER et al.,
2014; WHO, 2014). O risco de transmissao vertical ¢ baixo, estimado em 4 a 8% entre maes
sem infec¢do com HIV, entretanto, essa estimativa atinge 17 a 25% considerando maes

infectadas com HIV (WHO, 2014).

1.1.3 Historia natural da infeccio

A histéria natural da infeccdo pelo HCV ¢ de evolugdo silenciosa: a doenca ¢
frequentemente diagnosticada décadas depois da infeccdo, na sua fase cronica, constituindo
grave problema de satde publica mundial. Em 55% a 85% dos casos, na auséncia de
tratamento, a doenga torna-se cronica; em média, 20% evoluem para cirrose, com risco anual
de 1% a 4% de desenvolver carcinoma hepatocelular (hepatocellular carcinoma - CHC)
(Figura 1) (LAUER; WALKER, 2001; SEEFF, 2002). A infec¢do pelo HCV constitui a
principal indicagdo de transplante hepatico no mundo (LAUER; WALKER, 2001). Sem
tratamento antiviral e/ou transplante hepatico, deterioragdo da funcao hepatica pode ocorrer,
conduzindo ao estagio final de doenga hepatica (End-Stage Liver Disease - ESLD) e morte

(CHAN, 2014).

O HCV raramente causa infec¢do aguda sintomatica. Os sintomas sio inespecificos e
a infec¢do dificilmente ¢ diagnosticada nessa fase (CHEN; MORGAN, 2006). Muitos fatores
do hospedeiro parecem influenciar fortemente a persisténcia cronica do HCV (Figura 1):
idade superior a 25 anos no momento da infeccdo; género masculino; descendéncia
afroamericana, coinfeccdo com o virus da hepatite B (hepatites B virus - HBV) ou HIV;

fatores genéticos, incluindo determinados alelos dos Antigenos Leucocitarios Humanos
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(Human Leukocyte Antigen - HLA) (ASSELAH et al., 2007, HONG et al., 2005) e os
polimorfismos proximos ao gene /L28B (RAUCH et al., 2010; THOMAS et al., 2009), dentre

outros.
s Female sex, young age at infection
S
%) =30 years >
c
o
I
o Normal Acute Chronic Chronic Cirrhosis Risk of
87 liver infection infection hepatitis develops carcinoma,
= develops in 20% 1-4%
“= in 80% per year
>
©
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_ =20 years >
@
L Alcohol use, coinfection

Figura 1. Historia natural da hepatite C e sua variabilidade interindividual (LAUER; WALKER, 2001).

Uma vez instalada a hepatite C cronica, tem-se o inicio do desenvolvimento da fibrose
hepatica, sequela que leva a distor¢do da arquitetura do figado e disfuncdo hepatica
(MARCELLIN; ASSELAH; BOYER, 2002). A taxa de progressdo da fibrose hepatica ¢é
altamente varidvel dentre os pacientes infectados. O consumo de alcool (>30g/dia para
homens, >20g/dia para mulheres) ¢ importante fator de risco na progressdo da hepatite C
cronica para cirrose ¢ HCC. Outros fatores do hospedeiro para a progressao da fibrose
hepatica incluem: idade mais avangada no momento da infec¢do (superior a 40 anos), género
masculino, atividade necroinflamatoria do figado, coinfeccdo com o HBV e/ou HIV,
comorbidades como obesidade e imunossupressdo, dentre outros (CHEN; MORGAN, 2006;
SEEFF, 2002; WESTBROOK; DUSHEIKO, 2014).

A avalia¢do histologica do figado por meio de bidpsia ¢ uma etapa essencial na
avaliacdo e manejo de pacientes com doenga hepatica e tem sido considerado como
componente integral do arsenal diagnoéstico (ROCKEY et al., 2009). Através da bidpsia, faz-
se ndo somente o estadiamento do dano hepatico (fibrose), mas também a identificacdo do
grau de atividade necroinflamatoria no figado. Existem diversos sistemas de classificagdo no

estadiamento das hepatites cronicas, porém, um critério comumente utilizado no Brasil ¢ a
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classificagio METAVIR (Tabela 1) (BEDOSSA; POYNARD, 1996; BEDOSSA et al.,
1994).

Tabela 1. Classificacdo histopatolégica METAVIR do grau de atividade necroinflamatéria e fibrose hepatica.

Atividade necroinflamatéria

Ausente A0
Atividade leve Al
Atividade moderada A2
Atividade grave A3
Fibrose

Ausente FO
Leve (Fibrose portal sem septos) F1
Moderada (Fibrose portal com raros septos) F2
Grave (Fibrose portal com muitos septos sem cirrose) F3
Cirrose F4

1.1.4 Resposta imune contra o HCV e mecanismos de evasao viral

A resposta imune inata ¢ a primeira linha de defesa do hospedeiro contra patdgenos
virais e € responsavel por informar e direcionar a resposta imune adaptativa (DUSTIN;
CASHMAN; LAIDLAW, 2014). A infec¢do pelo HCV ¢ iniciada quando o virus infecta
hepatocitos e o RNA viral ¢ detectado por receptores de reconhecimento de padrdes (Pattern
recognition receptors - PRR) tais como o receptores do tipo toll (toll-like receptor - TLR) e o
receptor citosdlico proteina indutivel por acido retindico I (retinoic-acid-inducible protein 1 -
RIG-I), desencadeando a resposta imune inata. Ambas as vias dos receptores TLR e RIG-I
culminam na ativacdo do fator nuclear kappa B (factor nuclear kappa B - NF-kB), fatores de
resposta ao interferon (interferon regulatory fator - IRF) -3 e IFR-7 que induzem a transcri¢ao
nuclear de genes que codificam interferons (IFN) do tipo I (IFN-a e IFN-B) e IFN do tipo III
(IFN-A1, -A2 e -A3, também denominados interleucina 29 (IL29), IL28A e IL28B,
respectivamente) (HEIM; THIMME, 2014).

Uma vez sintetizados, os IFNs atuam sobre seus receptores € sdo essenciais para a
inducdo de estado antiviral nas células infectadas e em células vizinhas. Os I[FNs induzem a
ativagdo transcricional de centenas de genes conhecidos como genes estimulados por
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interferon (IFN-stimulated genes - ISG) que limitam a replicacdo do HCV e a propagacdo
célula-a-célula do virus (ABDEL-HAKEEM; SHOUKRY, 2014; HEIM; THIMME, 2014).
Os IFNs sdo também responsaveis pela ativacdo e regulacdo de componentes celulares da
imunidade inata, tais como as células assassinas naturais (natural killers - NK) (STETSON;

MEDZHITOV, 2006).

As células NK s3o uma das primeiras e mais importantes linhas de defesa da resposta
imune inata celular contra o HCV e exercem importante papel no controle da infecgdo
(HEIM; THIMME, 2014). Os efeitos antivirais ocorrem por meio da secrecdo de moléculas
citotoxicas (perforinas/granzimas), indugdo de apoptose da célula-alvo por meio da expressao
do ligante de apoptose relacionado ao TNF (TNF-related apoptosis-inducing ligand —
TRAIL) e secre¢do de outro tipo de IFN, o IFN tipo II (IFN-y) (ABDEL-HAKEEM,;
SHOUKRY, 2014).

Células dendriticas (CD) sdo igualmente importantes na resposta imune inata contra o
HCV. Existem dois principais tipos de CD, as mieloides e as plasmocitoides. As CD
mieloides sdo as principais células apresentadoras de antigeno (antigen-presenting cells -
APC) que unem a imunidade inata e adaptativa e sdo principalmente associadas com
processamento e apresentacdo de antigenos. As CD plasmocitoides detectam a presenga de
infecc¢des virais e sdo as principais células da imunidade inata a produzirem IFN do tipo I e do

tipo 11 (ABDEL-HAKEEM; SHOUKRY, 2014).

Apesar do papel da imunidade inata, ¢ consenso geral que a eliminacdo do HCV ¢
associada com forte e sustentada resposta de linfocitos T citotdxicos (cytotoxic T lymphocytes
— CTL) CDS§" e linfocitos T CD4" auxiliares contra multiplos epitopos do virus, resposta que
aparece tardiamente dentre 6-8 semanas apos a infec¢ao primaria pelo HCV, apesar dos altos

niveis de viremia (HEIM; THIMME, 2014; LARRUBIA et al., 2014).

A funcdo efetora dos CTL CDS8" consiste na citolise da célula infectada pela liberagio
de moléculas citotoxicas como perforina/granzima e pela produgdo adicional de citocinas que
auxiliam na eliminag@o do virus, como IFN tipo II (KOZIEL, 2005). A resposta dos linfocitos
T CD4" ¢ critica para a geragdo e manutencdo da resposta imune antiviral, principalmente o
subtipo de linfécitos T CD4" Thl, uma vez que tais células secretam citocinas e auxiliam na
ativagdo de linfocitos T CD8" HCV-especificos. Apesar de evidéncias claras do papel da
resposta imune adaptativa celular na eliminagdo do HCV, a contribuicdo da resposta imune
humoral na infec¢do aguda e eliminagdo espontanea do HCV ainda ¢é controversa
(CASHMAN; MARSDEN; DUSTIN, 2014).
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E a falha da resposta imune inata e adaptativa em erradicar o HCV que resulta no
desenvolvimento de infec¢do cronica, a partir da qual significativa propor¢ao de pacientes
desenvolve cirrose e HCC (KOZIEL, 2005). O mecanismo pelo qual o HCV persiste na
maioria dos casos ainda é incerto, mas ocorre apesar da resposta de CTL CD8" e linfocitos T
CD4" auxiliares HCV-especificos no sangue periférico e figado, o que sugere que essa
resposta €, na maior parte, inefetiva (KOZIEL, 2005). A indugdo de IFN enddgeno no figado
aparentemente tem pouca eficacia antiviral e o HCV acaba persistindo por décadas apesar da

intensa expressao dos ISGs (HEIM; THIMME, 2014).

Diversos mecanismos de evasdo do HCV que culminam na instalagdo da hepatite C
cronica vém sendo evidenciados ao longo dos ultimos anos, o que sugere que existem
diferentes maneiras pelas quais o virus interfere na eficicia da resposta imune antiviral
(KOZIEL, 2005). O HCV pode interferir com a sinalizacdo dos IFNs, inibir funcdo de células
NK, desregular funcdo de CD e causar exaustio de CTL CD8" e linfocitos T CD4" auxiliares
por meio da indugdo da alta expressdo de receptores inibidores como o receptor de morte
programada-1 (Programmed cell death protein I - PD-1) e o antigeno 4 associado com
linfocito T citotdxico (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4 - CTLA-4) (KOZIEL,
2005; LARRUBIA et al., 2014).

O HCV também ¢ capaz de regular vias pro-apoptoticas para induzir dele¢do de
linfocitos T HCV-especificos (LARRUBIA et al.,, 2014). Células T reguladoras com
propriedades imunosupressoras podem ser induzidas e agir bloqueando a resposta de
linfécitos T HCV-especificos, secretando citocinas imunoreguladoras como IL-10 e fator
transformador de crescimento beta (transforming growth factor beta - TGF-B) que prejudicam

a resposta de linfocitos T (ABDEL-HAKEEM; SHOUKRY, 2014; KOZIEL, 2005).

O desenvolvimento de mutagdes em epitopos restritos & molécula de MHC de classe |

~ + ~ . A , ~
que sdo alvos de CTL CD8', em funcdo da grande capacidade mutagénica do virus, sdo
associados com persisténcia viral e representam importante mecanismo de evasdo imune

usada pelo virus (ABDEL-HAKEEM; SHOUKRY, 2014).
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1.1.5 Tratamento e vacina¢ao

O objetivo principal do tratamento ¢ a erradicagdo do virus. Até 2011, o tratamento
padrdo da hepatite C cronica consistia do uso concomitante de Interferon Peguilado-a 2a/2b
(PeglFN-a-2a/2b) e Ribavirina (RBV), entretanto, a eficacia era limitada, pois apenas 45-55%
dos pacientes tratados alcancavam a resposta virologica sustentada (Sustained virological

Response - RVS) quando infectados com o genétipo 1 do virus (GARCIA et al., 2011).

Grande progresso foi atingido nos ultimos anos acerca do desenvolvimento de novas
terapias contra o HCV, como os agentes antivirais de ac¢do direta (direct-acting antiviral -
DAA) de primeira geracdo, em 2011, também chamados de inibidores de protease (protease
inhibitors - PI) Boceprevir e Telaprevir, aprovados para o tratamento de pacientes com o
genotipo 1 do HCV (BACON et al., 2011; JACOBSON et al., 2011; MCHUTCHISON et al.,
2010; POORDAD et al., 2011). Mais recentemente, em 2013, foram aprovados os DAA de
segunda geracdo: Sofosbuvir (andlogo nucleotideo inibidor da polimerase NS5B do HCV),
Simeprevir (inibidor de protease) ou Daclatasvir (inibidor do complexo de replicagdo NS5A)
(KOHLI et al., 2014; LAWITZ et al., 2014; MANNS et al., 2014; PEARLMAN; EHLEBEN;
PERRYS, 2015; STAHMEYER; ROSSOL; KRAUTH, 2015; SULKOWSKI et al., 2014,
ZEUZEM et al., 2014). Todos foram incorporados ao mercado brasileiro com aprovacao da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o que permitiu aumento consideravel

nas taxas de cura da infecgao.

Apesar disso, uma vacina profilatica eficaz contra o virus, a maneira mais custo-
efetiva de controle de doengas infecciosas, ainda ¢ indisponivel. Uma vacina profildtica para a
hepatite C precisaria induzir imunidade tal capaz de prevenir a infec¢@o contra 7 gendtipos do
HCV, genética e antigenicamente distintos entre si que circulam no mundo todo

(DRUMMER, 2014).
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1.2 Infeccio pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

1.2.1 O agente viral e epidemiologia

O HIV ¢ um retrovirus pertencente a familia Retroviridae e o agente etioldgico da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Acquired Immune Deficiency Syndrome - AIDS). O
virus foi primeiramente isolado e identificado em 1983, no Instituto Pasteur, em Paris -
Franga (WHO, 2016). Existem até o momento 2 tipos de HIV descritos: HIV tipo 1 (HIV-1) e
HIV tipo 2 (HIV-2). O HIV-1 ¢é mais prevalente e patogénico que HIV-2, e ¢ responsavel pela
grande maioria das infecgdes (DEEKS et al., 2015). Uma caracteristica do HIV ¢ o seu alto
grau de variabilidade em funcao da grande capacidade mutagénica do virus, na ordem de uma
mutagdo em cada evento de replicagcdo. Essa grande variabilidade do virus ¢ o principal

desafio para o desenvolvimento de vacina preventiva eficaz (DEEKS et al., 2015).

Desde o comego da epidemia, quase 78 milhdes de pessoas foram infectadas com o
HIV e cerca de 39 milhdes morreram em decorréncia das complicagdes associadas a AIDS.
Globalmente, 35 milhdes de pessoas viviam com HIV até o final de 2013. Estima-se que
cerca de 0,8% dos adultos entre 15-49 anos no mundo estejam infectados com HIV (WHO,
2016). No Brasil, foram notificados no SINAN, de 2007 até junho de 2015, 93.260 casos de
infeccdo pelo HIV, principalmente nas regides Sudeste (58,1%) e Sul (20,8%) (BRASIL,
2015).

1.2.2 Vias de transmissao

Similar a transmissdo do HCV, a exposi¢ao parenteral a sangue contaminado por meio
do uso de drogas intravenosas e/ou por multiplas transfusdes de sangue tem sido considerados
como um dos principais meios de transmissdo do HIV (ROTMAN; LIANG, 2009).
Adicionalmente, a transmissdo sexual ¢ igualmente importante, além da transmissdo de mae

para filho, durante a gestagdo, nascimento ou aleitamento materno (WHO, 2016).
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1.2.3 Historia natural da infeccio

O principal alvo do HIV sio linfocitos T CD4" ativados via molécula CD4 e
receptores de quimiocinas - CCRS5 ou CXCR4. Outras células que expressam tais moléculas
podem também ser infectadas, incluindo linfécitos T CD4" virgens, mondcitos, macrofagos e
CD (MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014). Apds o estabelecimento da infec¢ao nos tecidos
de mucosa, dentro de dias o virus se propaga para os 6rgdos linfoides. Cerca de 10 dias apos a
infeccdo, o virus ¢ detectado no sangue e continua a se replicar ao longo das proximas
semanas, atingindo pico em 30 dias de infec¢do, periodo em que os anticorpos anti-HIV se
tornam detectaveis. O sistema imune controla parcialmente a infec¢do e a replicagdo viral
permanece relativamente estavel, frequentemente por anos. Essa fase da infec¢do ¢ chamada
de periodo de laténcia, e é caracterizada por perda progressiva de linfocitos T CD4™ nos

orgdos linfoides e pela auséncia de virus detectavel no plasma.

Apds muitos anos, tem-se o estabelecimento de profunda imunodeficiéncia e
inflamacao cronica, tornando o individuo altamente susceptivel a infec¢des oportunistas e/ou
complicacdes oncoldgicas, o que caracteriza a AIDS. Tipicamente, os pacientes infectados
progridem para a morte em periodo maior de 10 anos na auséncia de tratamento, no entanto,

alguns progridem rapidamente e em alguns casos raros, progridem muito lentamente ou ndo

evoluem para AIDS (DEEKS et al., 2015; MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014).

1.2.4 Resposta imune contra o HIV e mecanismos de evasao viral

O HIV induz as respostas imunes inata e adaptativa do hospedeiro de forma similar ao
HCV. Na resposta imune inata, tem-se a ativacdo de CD plasmocitoides, mieloides e células
NK. As CD plasmocitoides secretam IFN tipo I e as CD mieloides capturam as particulas
virais nos tecidos de mucosa e os transportam aos linfonodos drenantes, apresentando-o aos
linfocitos T, desencadeando a resposta imune adaptativa celular (CTL e linfocitos T CD4"
auxiliares) e humoral (produgdo de anticorpos). Ambos as células NK da resposta imune inata
e os CTL da resposta imune adaptativa agem eliminando células infectadas pelo HIV por
meio da secrecdo de moléculas citotoxicas e/ou inducdo de apoptose por expressdao de TRAIL,

além de secretar IFN tipo II. Os linfocitos T CD4" auxiliares sio importantes para a
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maturacdo de linfocitos B na producdo de anticorpos e para a manutencdo de CTL. Os
anticorpos que se ligam as particulas virais livres tém o potencial de neutralizé-las

(MCMICHAEL; DORRELL, 2009).

Muitos mecanismos estdo associados com a falha da resposta imune do hospedeiro em
eliminar e/ou conter a infec¢do pelo HIV. O HIV ¢ um virus que estabelece infeccdo latente
em linfécitos T CD4" auxiliares, de forma que as proteinas virais nio sio processadas e
apresentadas aos CTL e, portanto, as células infectadas ndo sao destruidas pelo sistema imune
(MCMICHAEL; DORRELL, 2009). Os anticorpos produzidos em resposta ao HIV que
neutralizam a particula viral sdo produzidos por cerca de 20% dos pacientes. Entretanto,
mutacdes rapidamente emergem e tais cepas virais passam a ndo serem mais reconhecidas
pelos anticorpos neutralizantes que foram produzidos em resposta as cepas originais

(MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014; MCMICHAEL; DORRELL, 2009).

Em quase todos os individuos infectados, tem-se o surgimento de exaustdo
progressiva de linfocitos T HIV-especificos, em fun¢do da alta expressdo de receptores
inibidores como PD-1 em tais células, o que leva consequentemente a perda das funcdes
efetoras (MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014). Além disso, o escape viral a resposta de
CTL pode ocorrer virtualmente em qualquer estidgio da infecg¢do. Variagdes em um tnico
aminoacido que compde os epitopos reconhecidos por CTL podem ser suficientes para que as
células infectadas com o virus deixem de ser reconhecidas e eliminadas. A inibicdo da
expressdo de moléculas que apresentam antigenos, como as moléculas HLA de classe I nas
células infectadas, também ¢ um mecanismo de escape do HIV (MCMICHAEL; DORRELL,
2009).

1.2.5 Tratamento e vacina¢ao

Nao existe cura para a infec¢do pelo HIV. Entretanto, a historia natural da infec¢do
vem sendo alterada consideravelmente pela disponibilidade de terapia antirretroviral
altamente ativa (Highly active antiretroviral therapy - HAART) capaz de controlar a
replicacdo do virus e permitir que o sistema imune dos pacientes se fortale¢a e recupere a
capacidade de combater infecgdes. Na HAART, o HIV pode ser suprimido pela combinacdo

de trés ou mais drogas antirretrovirais (WHO, 2016), diminuindo a carga viral e recuperando
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os linfécitos T CD4" circulantes em propor¢do que varia de individuo para individuo.
Entretanto, a recuperacdo de linfécitos T CD4" do trato gastrintestinal é limitada. Com a
reducdo do RNA viral e antigenos virais, o nimero de linfécitos T HIV-especificos decai
enquanto que a resposta de anticorpos persiste em todos os pacientes (MAARTENS;

CELUM; LEWIN, 2014).

O desenvolvimento de vacina efetiva e preventiva contra o HIV ¢ ainda um grande
desafio por inimeras razdes, mas principalmente pela grande diversidade genética do virus

(MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014).

1.3 Coinfec¢cao HIV/HCV

1.3.1 Epidemiologia

A prevaléncia da infeccdo pelo HIV dentre os infectados pelo HCV ¢ alta,
principalmente porque tais virus possuem similar rota de transmissao (DI MARTINO et al.,
2001). Estima-se que, globalmente, 2,3 milhdes de individuos infectados com HCV sejam
também portadores do HIV (WHO, 2016), dos quais, 1,3 milhdes sdo pessoas usudrias de

drogas injetaveis.

1.3.2 Impacto do HIV na historia natural da hepatite C

A coinfeccdo HCV-HIV ¢ associada com maior mortalidade em comparagdo a
monoinfeccdo de ambos os virus (ROTMAN; LIANG, 2009), sendo marcada pelo impacto
significativamente negativo do HIV no curso natural da infec¢ao pelo HCV (KUEHLKAMP;
SCHUELTER-TREVISOL, 2013). O HIV determina progressdo mais rapida da fibrose
hepatica em individuos infectados pelo HCV, aumentando as taxas de viremia, diminuindo a
probabilidade de alcance da RVS ao tratamento a base de IFN e aumentando em duas a trés

vezes o risco de desenvolvimento de cirrose e complicagdes associadas (BENHAMOU et al.,

34



INTRODUCAO | Bertol, 2016

1999; DI MARTINO et al., 2001; MARTIN-CARBONERO et al., 2009; SILVA; BARONE,

2006; THEIN et al., 2008).

O possivel mecanismo que conduz ao aumento da replicacdo do HCV e aceleragao da

fibrose hepatica observada nos pacientes coinfectados HCV-HIV ¢ a supressdo imune

generalizada, resultante da perda de linfocitos T CD4" induzida pelo HIV (Figura 2)
(ROTMAN; LIANG, 2009). A resposta imune celular contra 0 HCV desempenha papel

essencial em prevenir a progressao da infeccdo aguda para cronicidade. Em pacientes com

hepatite C aguda, essa resposta ¢ consideravelmente diminuida, achado consistente com a

maior taxa de progressao para cronicidade. Entretanto, em pacientes coinfectados com HIV, a

s pr + + . . ~
resposta de linfocitos T CD4" e CD8" parece ser ainda mais fraca, e ndo ¢ restaurada mesmo

quando as contagens de linfocitos T CD4" melhoram em resposta 8 HAART (ROTMAN;

LIANG, 2009). Como consequéncia, a replicagdo do HCV nos hepatocitos ¢ maior,

favorecendo a progressao da doenca.
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Figura 2. A infeccéo pelo HIV prejudica a resposta imune contra o HCV e estd associada a acelerag@o da fibrose

hepatica (CHEN; FEENEY; CHUNG, 2014).

Contudo, a supressao imunoldgica ndo explica completamente a rapida progressao da

fibrose hepatica em pacientes coinfectados HCV-HIV. Nao existem evidéncias claras que o
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HIV infecta hepatocitos, uma vez que tais células ndo expressam CD4, mas pode influenciar o
resultado da infec¢do pelo HCV pela exposicdo as proteinas virais circulantes, como a
proteina de envelope viral gpl120, capaz de agir sobre os hepatdcitos e outras células do
sistema imune por meio de sua interacdo com receptores de quimiocinas. A proteina gp120
induz apoptose de hepatocitos por meio do CXCR4 e pode induzir a expressao TGF-f que ¢
conhecido por ser pro-fibrético (CHEN; FEENEY; CHUNG, 2014; ROTMAN; LIANG,
2009). Além disso, hepatdcitos infectados com HCV expostos ao HIV apresentam aumento da
expressao de TRAIL e receptores de morte celular 4 (Death receptor 4 — DR4) e DRS
(CHEN; FEENEY; CHUNG, 2014).

A infeccdo pelo HIV em outras células hepaticas também pode auxiliar na progressao
da doenca em pacientes coinfectados. A infeccdo do HIV promove deple¢ao de linfocitos T
CD4" do tecido linfoide associado ao intestino (Gut Associated Linfoid Tissue - GALT)
(Figura 3) o que pode aumentar a permeabilidade do intestino e, consequentemente, aumentar
o conteudo de lipopolissacarideo (LPS) circulante, ativando cronicamente as células do
sistema imunoldégico e as células estreladas hepaticas (hepatic stellate cells - HSC), as
principais indutoras da deposi¢cdo de colageno e fibrogénese do figado (CHEN; FEENEY;
CHUNG, 2014; ROTMAN; LIANG, 2009). Em pacientes coinfectados HCV-HIV, os niveis
de LPS sao fortemente associados com o desenvolvimento de cirrose (CHEN; FEENEY;

CHUNG, 2014).

1.4 Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex -
MHC), na espécie humana, recebe a denominagdo sistema HLA (KLEIN; SATO, 2000)
(Figura 3). Esses genes codificam moléculas importantes na indu¢do ou regulagdo da
resposta imune (HOWELL; CARTER; CLARK, 2010). Sao agrupados em classe I, II e III, de
acordo com as suas localizagdes no braco curto do cromossomo 6 (6p21.3) (DONADI, 2000;
HOWELL; CARTER; CLARK, 2010) ¢ sao classificados em classicos ¢ nao-classicos, de
acordo com suas fungdes biologicas. As moléculas de classe I classicas (HLA-A, -B e -C)

estdo envolvidas na apresentacdo de peptideos aos linfocitos T, ao passo que as nao classicas
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de classe I (HLA-E, -F e -G) estdo, primordialmente, associadas com modulagdo da resposta

imune, sendo a molécula HLA-G a mais bem estudada (DONADI et al., 2011).
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Figura 3. Organizagio e localizagdo do complexo HLA no cromossomo 6 humano (KLEIN; SATO, 2000).

1.4.1 Antigeno Leucocitario Humano G (HLA-G)

1.4.1.1 O gene e a molécula

O HLA-G foi descrita primeiramente por Geragthy e colaboradores, em 1987
(GERAGHTY; KOLLER; ORR, 1987). Apesar de a molécula HLA-G compartilhar
similaridades estruturais com as moléculas HLA de classe I classicas, diferencas importantes

podem ser destacadas. Os genes HLA de classe I cladssicos sdo altamente polimoérficos e
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amplamente expressos, ao passo que o gene HLA-G ¢ pouco polimoérfico e a sua expressao
fisiologica ¢ restrita a determinados tecidos, sendo a molécula expressa principalmente por
trofoblastos na interface materno-fetal (KOVATS et al., 1990), o que sugere papel importante

na tolerancia materna.

Além da sua expressao em trofoblastos, a expressao fisiologica do HLA-G ¢ detectada
em tecidos imunoprivilegiados de adultos, tais como o timo (LEFEBVRE et al., 2000), cornea
(LE DISCORDE et al., 2003) e precursores eritroides e endoteliais (MENIER et al., 2004). A
Molécula HLA-G soluvel (sHLA-G) ¢ detectdvel no soro/plasma e ¢ produzida,
principalmente, por monécitos (REBMANN et al., 2003). A expressdo ndo fisiologica do
HLA-G pode ocorrer em doencas inflamatérias, virais, canceres e transplantes

(CURIGLIANO et al., 2013; GONZALEZ et al., 2012).

A edigdo alternativa do transcrito primario do HLA-G somado a associacdo diferencial
com beta-2-microglobulina (2m) gera pelo menos sete isoformas proteicas, das quais, quatro
sdo ligadas as membranas celulares (HLA-G1, -G2, -G3, -G4) e trés sdo soluveis devida a
falta de dominio transmembranico (HLA-GS, -G6 e -G7) (Figura 4) (DONADI et al., 2011).
Tais isoformas se diferenciam ainda pelo nimero de dominios globulares e pela presenga ou
auséncia de sequéncias intronicas. As isoformas HLA-G1 de membrana e HLA-G5 possuem
estrutura extracelular idéntica as moléculas HLA classicas de classe I, isto é, uma cadeia
pesada formada por trés dominios, ligada de forma ndo covalente a molécula f2m e um
peptideo, embora tais isoformas possam ser encontradas como cadeias pesadas livres

(CAROSELLA et al., 2015).

Os trés dominios al, a2 e a3 sdo codificados pelos éxons 2, 3 e 4 respectivamente. O
dominio transmembranico ¢ codificado pelo éxon 5, e a cauda citoplasmatica curta ¢
codificada pelo éxon 6. Além disso, o éxon 1 codifica o peptideo lider, o éxon 7 ndo ¢
transcrito e o éxon 8§ corresponde a regido 3’ ndo traduzida do gene (3’ untranslated region -

3°UTR) (Figura 4) (GONZALEZ et al., 2012).
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Figura 4. A edigdo alternativa do transcrito primario do gene HLA-G resulta em 7 isoformas diferentes da
molécula. Exon (E), peptideo lider (L), dominio transmembranico (Tm), dominio citoplasmatico (Cyt). As linhas
vermelhas indicam a presenga de codon de parada de transcrigio em regides intronicas (GONZALEZ et al.,
2012).

Além disso, a proteina HLA-G possui residuos de cisteina, um no dominio al (Cys42)
e outro no dominio a2 (Cysl47), que permitem a formacdo de pontes dissulfeto
intermoleculares dando origem a moléculas diméricas ou triméricas, permitindo a ligacdo aos
seus receptores especificos com maior afinidade e menor taxa de dissociacdo (BOYSON et

al., 2002; GONZALEZ et al., 2012; SHIROISHI et al., 2006).

A molécula HLA-G também difere em relagao as moléculas HLA de classe I classicas
no que diz respeito a ligagdo aos seus receptores. Apesar de a molécula HLA-G ndo engajar
com o receptor de células T (TCR), liga-se a receptores leucocitarios inibidores para exercer
suas fungdes (GONZALEZ et al., 2012), como os receptores transcrito tipo imunoglobulina 2
(immunoglobulin-like transcript 2 — 1LT-2) (LILRB1/CD85j) e ILT-4 (LILRB2/CD85d) e

receptor tipo imunoglobulina de células assassinas 2DL4 (Killer Cell Immunoglobulin-like
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Receptors - KIR2DL4) (CD158d), que sao diferencialmente expressos em células imunes

(ALEGRE et al., 2014).

Enquanto o receptor ILT2 ¢ expresso por células NK, linfocitos, CD e macréfagos, o
receptor ILT4 ¢é restrito as células mieloides — mondcitos, macrofagos e CD. Ambos os
receptores sdo capazes de interagir com outras moléculas HLA cléssicas, entretanto, a
afinidade com a molécula HLA-G ¢ superior (DONADI et al., 2011). O receptor KIR2DLA4,
por outro lado, ¢ expresso em todos os tipos de células NK (FAURE; LONG, 2002;
RAJAGOPALAN; LONG, 1999) e em alguns linfécitos T CDS8". Diferente dos receptores
ILT4 e ILT2, a molécula HLA-G ¢ o tinico ligante do receptor KIR2DL4 (GONZALEZ et al.,
2012).

1.4.1.2 Fungdes imunotolerantes da molécula HLA-G

Diferente das moléculas HLA de classe I classicas que exercem importante papel na
inducdo de resposta imune adaptativa, mediante apresentacdo de peptideos antigénicos aos
linfocitos T, a molécula HLA-G tem sido identificada como mediador chave na tolerancia
imunoldgica, induzindo estimulo inibitério sobre diferentes células do sistema imune
(CAROSELLA; DAUSSET; ROUAS-FREISS, 1999). A apresentacio de peptideos
antigénicos aos linfocitos T ndo parece ser funcdo importante da molécula HLA-G, uma vez
que a mesma apresenta uma fenda de ligagdo a peptideos pouco polimorfica e repertorio de
peptideos limitado (CASTELLI et al., 2014a; DONADI et al., 2011). Em contrapartida, a
mesma ¢ capaz de exercer suas fungdes de inibicdo imunoldgica diretamente através da
inibicdo/bloqueio de células efetoras ou de forma indireta através da geracdo de células

reguladoras (GONZALEZ et al., 2012).

Dentre as fungdes imunossupressoras diretas, destaca-se a capacidade da molécula
HLA-G de inibir as respostas aloproliferativas de linfécitos T CD4" e inibir a atividade
citotoxica/proliferagio de CTL CD8" e células NK, protegendo a célula-alvo da
citotoxicidade (CURIGLIANO et al., 2013; GONZALEZ et al., 2012; LE GAL et al., 1999;
PAZMANY et al., 1996; ROUAS-FREISS et al., 1997). A molécula HLA-G ainda inibe a
funcdo e maturagdo de APCs (CURIGLIANO et al., 2013; GONZALEZ et al., 2012;
HORUZSKO et al., 2001; LIANG; HORUZSKO, 2003). A interacdo de sHLA-G com a
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molécula CD8 sem envolvimento de TCR desencadeia apoptose de CTL e células NK que
expressam CD8" pela indugio da expressio de ligante Fas (FasL) (CONTINI et al., 2003;
PUPPO et al., 2002). A isoforma HLA-G-5 inibe a proliferacdo, diferenciacdo e producao de
imunoglobulinas por linfocitos B (NAJI et al., 2014).

A molécula HLA-G possui fungdes tolerogénicas indiretas por meio da geragdo de
células T reguladoras, células capazes de inibir outras células T (CURIGLIANO et al., 2013;
GONZALEZ et al., 2012). APCs como CD que expressam IL-10 e HLA-G podem ndo apenas
induzir anergia e perda da capacidade responsiva de linfocitos T frente a estimulacdo
antigénica, como também induzir a diferenciacdo de linfécitos T CD4" naive em células T
reguladoras, contribuindo para a supressdo da resposta imune (GREGORI et al., 2010;
LEMAOULT; ROUAS-FREISS; CAROSELLA, 2005; LEMAOULT et al., 2004; RISTICH
et al., 2005). Uma vez formadas, células T reguladoras induzidas por HLA-G se tornam
independentes de tal molécula para a execugdo de suas fungdes, motivo pelo qual tal fungdo
da molécula HLA-G ¢ conhecida como mecanismo de supressdo imune de longo prazo
(LEMAOULT et al., 2007). Células T e NK ativadas também podem se comportar como
células supressoras depois de receber membranas celulares contendo HLA-G durante o
contato intercelular, um mecanismo conhecido como trogocitose (CAUMARTIN et al., 2007,

LEMAOULT et al., 2007).

Em fun¢do de suas propriedades imunotolerantes, a expressdo nao-fisiologica da
molécula HLA-G tem sido associada com tolerdncia imunoldgica (doencas inflamatorias,
autoimunes e transplantes) e escape imune (doencas infecciosas e tumorais) (AMODIO;

SALES DE ALBUQUERQUE; GREGORI, 2014).

1.4.1.3 Nomenclatura e polimorfismos do gene HLA-G

O gene HLA-G ¢ dividido em regido codificadora e regides reguladoras. As regides
reguladoras do gene, tais como a regido promotora 5’ (5 upstream regulatory region -
5’URR) e a 3’UTR sdo compostas por importantes polimorfismos capazes de alterar a
afinidade do gene por fatores de transcrigdo e microRNAs (miRNAs), respectivamente
(CASTELLI et al., 2011; DONADI et al., 2011). Em contraste aos genes HLA classicos, a

regido codificadora do gene HLA-G exibe poucos sitios polimoérficos quando observados em
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populagdes mundiais. Analises baseadas nas sequéncias nucleotidicas do projeto
1000Genomes (CASTELLI et al., 2014b) revelaram a presenca de 81 sitios polimorficos na
regido codificadora, contudo, esses estdo localizados principalmente em regides intronicas ou
em regides exonicas como modificagdes sindnimas. Nas regides exdnicas, os polimorfismos
do gene HLA-G se distribuem ao longo dos dominios al, a2 ¢ a3 (Figura 5), ao passo que
nos genes HLA cléssicos, o elevado numero de polimorfismos se concentra principalmente
nas regides que codificam a fenda de ligacdo aos peptideos, isto ¢, dominios al e a2

(CASTELLI et al., 2014b; DONADI et al., 2011).
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Variation sites

Most frequent alleles*

GGGCTTCCCTACGGGCAGGCTGAACGACGGCGCGCACCCGTCCTGTCAGGGACGCGACGG

G*01:01:01:01

G*01:01:01:04 G G GG CTCCCTACGGGCAGGCTGAACGACGGCGCGCACCCGTCCTGTTAGGGACGTCGATCG GG

G*01:01:01:05 G G AGCTCCCTACGGGCAGGCTGAACGACGGCGCGCACCCGTCCTGTTAGGGACGTCGATCG GG

G*01:01:02:01

G*01:03

A AGGCCTCCTACGGGCAGACCGCCCCATGATGCGCACCCGTCCCGCCGAAGGCGTCGACGG
GGGGCCCCCTTCGGGCAGGCCTCAAGATTGCGCGCACCCGTCCCTTTAAGCGTGCGACGG
AAGGCCTCCTACGGGCAGACCGCCCCATGACGCGCAACCGTCCCGCCGAAGGCGCGACGG G
A AGGCCTCCTACGGGCAGACCGCCCCATGACGCGCAACCGTCCCGCCGAAGGCGTCGACGA-A
A AGGCCTCCTACGGGCAGACCGCCCCATGATGCGCACCAGTCCCGCCGAAGGCGCGACGGS G
A AGGCCTCCTACGGGCAGACCGCCCCATGATGCGCACCCGTCCCGCCGAAGGCGCGATGG

G*01:04:01
G*01:04:04
G*01:05N
G*01:06

Figura 5. Sitios de variabilidade observados entre o éxon 1 e o0 éxon 4 da regido codificadora do gene HLA-G. *Alelos que apresentam frequéncia mundial acima de 1%.

7

Aminoacidos: A, Alanina; S, Serina; F, Fenilalanina; Y, Tirosina; T, Treonina; M, Metionina; Q, Glutamina; R, Arginina; E, Acido glut

; P, Prolina; H, Histidina; G,

A

amico

It

Glicina; D, Acido aspartico; V, Valina; C, Cisteina; L, Leucina; I, Isoleucina; W, Triptofano. A, delegdo (DIAS et al., 2015).

43



INTRODUCAO | Bertol, 2016

A nomenclatura oficial dos diferentes alelos do gene HLA-G segue a padronizagdo
apresentada pelo WHO Nomenclature Committee for Factors of the HLA System
(www.hla.alleles.org/) (TORRES; MORAES, 2011). De acordo com tal padronizacdo, a

nomenclatura dos alelos pode ser composta de quatro, seis ou oito digitos (Figura 6).

Substituicao
Grupo Silenciosa || Mudanca na
alélico (regiao codificadora) expresséo

I

HLA-G*01:01:01:01N

L]

| Gene | Diferente | | Substituicao
proteina em introns

Figura 6. Nomenclatura padronizada do gene HLA-G de acordo com o WHO Nomenclature Committee for
Factors of the HLA System.

Os dois primeiros digitos referem-se a familia do alelo, e o terceiro e o quarto digitos
referem-se a existéncia de modificagcdes nucleotidicas ndao sindnimas, que modifica a
sequéncia de aminoacidos da proteina codificada (ex: HLA-G*01:01 e HLA-G*01:02). Ja os
alelos que possuem variacdes silenciosas (sindnimas) na sequéncia codificadora, sdo
diferenciados pela presenca do quinto e sexto digitos (ex: HLA-G*01:04:01 e HLA-
G*01:04:04). O sétimo e oitavo digitos sdo utilizados para distinguir sequéncias nucleotidicas
observadas em regides intronicas (ex: HLA-G*01:01:01:04 ¢ HLA-G*01:01:01:05). E
possivel a presenca de uma letra ao final, que denota mudanga no padrdao de expressdo do
gene, como a letra N, que indica auséncia de expressdo (ex: HLA-G*01:05N) (DONADI et
al., 2011; TORRES; MORAES, 2011).

Até o momento, 51 alelos do gene HLA-G foram oficialmente reconhecidos pelo
IMGT/HLA (International ImMunoGeneTics Information System®, disponivel em
http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/ versdo 3.24.0 liberada dia 15/04/16). Desses 51 alelos, sao
reconhecidas 19 proteinas funcionais diferentes e duas proteinas truncadas, entretanto, apenas
10 alelos possuem frequéncia mundial maior que 1%, que sdo os alelos HLA-G*01:01:01:01,
G*01:01:01:04, G*01:01:01:05, G*01:01:02:01, G*01:01:03:03, G*01:03:01:02,
G*01:04:01, G*01:04:04, G*01:06 e G*01:05N. Um outro alelo frequentemente encontrado
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ainda ndo reconhecido oficialmente pelo IMGT/HLA ¢ similar ao alelo HLA-G*01:01:01:01
mas possui uma substituicdo nucleotidica na posicdo +2412 (CASTELLI et al., 2014b). A

partir desses 11 alelos, 5 proteinas diferentes sdo codificadas, 4 funcionais (G*01:01,

G*01:03, G*01:04, G*01:06) e uma truncada (G*01:05N) (CASTELLI et al., 2011, 2014b).

As sequéncias exdnicas do gene HLA-G codificam residuos importantes para a
dimerizacdo da molécula, producdo de isoformas, interagdo com seus receptores € exercicio
de suas fungdes efetoras (CASTELLI et al., 2014a). Com isso, sitios polimorficos ndo-
sindnimos nos ¢éxons 2 e 4, que codificam os dominios al e a3 da molécula HLA-G,
respectivamente, podem influenciar a interagcdo da molécula com seus receptores. Portanto,
polimorfismos na regido codificadora podem produzir mudangas conformacionais na
molécula HLA-G, que, por sua vez, poderdo impactar diretamente nas caracteristicas e

funcdes bioldgicas de modulagdo da resposta imune da mesma (DONADI et al., 2011).

Adicionalmente, pouco se sabe a cerca do impacto dos alelos HLA-G na magnitude da
expressdo da molécula. Especula-se a possibilidade de que regides intronicas e exonicas do
gene possam regular a expressao da molécula por mecanismos pré-transcricionais (afinidade
por fatores de transcricdo e elementos regulatorios) ou poés-transcricionais (edi¢do

alternativa), entretanto, esse aspecto ainda nao foi estudado (CASTELLI et al., 2014a).

1.4.1.4 HLA-G e infecgdo pelo virus da hepatite C

Até o presente momento, estudos que investiguem o papel da molécula e/ou do gene
HLA-G na hepatite C s3o escassos, € por vezes, controversos. Um estudo demonstrou
aumento de sHLA-G em pacientes com hepatite C cronica, quando comparados a individuos
controles. Tal aumento foi ainda acompanhado de elevagdo dos niveis de IL-10 e IFN-y.
(WENG et al., 2011). Em outro estudo, os niveis de expressao do RNA mensageiro (mRNA)
do HLA-G e IL-10, assim como sHLA-G, estavam elevados em pacientes com hepatite C
cronica que responderam ao tratamento com PeglFN-a-2a ¢ RBV, em comparagdo com
pacientes ndo responsivos, sugerindo importante papel da molécula na resposta ao tratamento

anti-HCV (KHORRAMI et al., 2015).

A expressao da molécula em bidpsias de figado infectados com HCV ja foi

demonstrada. Um estudo demonstrou expressao hepatica de HLA-G em pacientes com
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hepatite C nos estadgios mais leves da doenga, em comparagao aos estagios moderado e grave
(DE OLIVEIRA CRISPIM et al.,, 2012). No entanto, em outro trabalho, verificou-se
expressao de HLA-G em biopsias de pacientes infectados pelo HCV, principalmente

proximas a areas de fibrose hepatica (AMIOT et al., 2014).

Em relag@o aos polimorfismos do gene HLA-G, existem estudos que investigaram o
papel de sitios polimoérficos da 3°’UTR na susceptibilidade a infeccdo pelo HCV em pacientes
brasileiros com anemia falciforme (CORDERO et al., 2009), e susceptibilidade a infec¢ao
pelo HIV e ambos os virus em pacientes brasileiros e italianos (DA SILVA et al., 2014). No
entanto, até o presente momento, sdo escassos os estudos abordando a regido codificadora e
os diferentes alelos do gene HLA-G na infec¢do pelo HCV, em pacientes coinfectados ou ndo

com HIV.
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Os virus t€ém desenvolvido estratégias para evadir da resposta imune do hospedeiro,
inibindo a expressdo de moléculas HLA de classe I para impedir a lise por CTL e/ou
induzindo a expressdo da molécula HLA-G, protegendo as células infectadas da acdo de CTL
e células NK (CATAMO et al., 2014). A caracteristica imunossupressora da molécula HLA-G
tem sido utilizada para entender os mecanismos de modulagdo da resposta imune em diversas
situagoes, incluindo infec¢des virais (CAROSELLA et al., 2015; DIAS et al., 2015; DONADI
etal., 2011).

Nao existem, at¢ o0 momento, estudos avaliando a associagdo entre a molécula HLA-G
e a regido codificante do gene. Além disso, ndo existem estudos avaliando o possivel
envolvimento do HIV na magnitude da expressao hepatica de HLA-G em pacientes infectados
pelo HCV. Este ¢ o primeiro trabalho avaliando a expressao hepatica da molécula HLA-G nao
s6 em pacientes infectados pelo HCV, mas também pacientes coinfectados com HIV, a fim de
detectar possivel associacdo da expressdo da molécula com variaveis clinico-demograficas e

histologicas, bem como, com a diversidade genética do gene HLA-G.

As hipoteses levantadas neste trabalho sdo: 1) a molécula HLA-G ¢ expressa no figado
de pacientes acometidos pelo HCV que apresentam maior dano hepatico e que apresentam
fatores clinico-demograficos e histologicos associados ao pior prognostico da doenga; ii) na
coinfeccdo HCV-HIV, a expressdo hepatica de HLA-G estd aumentada, sendo que esse
mecanismo adicional pelo qual o HIV impacta negativamente na historia natural da infec¢ao
pelo HCV, acelerando as taxas de fibrose no figado e iii) alelos HLA-G estdo associados com

expressao diferencial da molécula HLA-G no figado.

48



3 Objetivos

49



OBJETIVOS | Bertol, 2016

3.1 Objetivo geral

Investigar a participagdo do HLA-G no curso da hepatite C cronica, por meio da
determina¢do do nivel de expressao hepatica da molécula e a variabilidade do gene HLA-G

em pacientes com hepatite C coinfectados ou ndo com HIV.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar e comparar a magnitude da expressdo hepatica da molécula HLA-G em pacientes

HCV e pacientes coinfectados HCV-HIV.

- Investigar possiveis associagdes entre a magnitude da expressdo hepatica da molécula nos
dois grupos de pacientes com variaveis clinico-demograficas e histologicas, incluindo: idade,
género, cor de pele, grau de fibrose hepatica, atividade necroinflamatoria no figado e gendtipo

do HCV.

- Determinar e comparar a variabilidade da regido codificadora do gene HLA-G em pacientes

HCV, pacientes coinfectados HCV-HIV e individuos ndo infectados (controle).

- Investigar possiveis associagdes entre a magnitude de expressdo hepatica da molécula nos

dois grupos de pacientes com os diferentes alelos do gene HLA-G encontrados.
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4.1 Consideracdes Eticas

Este estudo ¢ parte do projeto intitulado “Influéncia da expressio da molécula
imunoreguladora HLA-G na infec¢@o pelo virus da hepatite C e na coinfec¢do com o virus da
imunodeficiéncia humana” coordenado pelo Prof. Dr. Eduardo Anténio Donadi, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMRP-USP) em 12 de maio de 2014
(Processo HCRP n°6102/2013) (ANEXO I).

4.2 Casuistica

O estudo foi realizado utilizando amostras bioldgicas (biopsias de figado e DNA) de
uma coorte de 351 pacientes com hepatite C cronica, sendo 216 monoinfectados e 135
coinfectados com HIV. As biodpsias de figado foram provenientes do acervo do Departamento
de Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo
(FMRP-USP). Os DNAs foram provenientes de um biorrepositorio do Departamento de
Clinica Médica da Divisdao de Gastroenterologia do HC-FMRP-USP, sob responsabilidade da
Profa. Dra. Ana de Lourdes Candolo Martinelli, localizado no laboratério multiusuario de
Biologia Molecular (protocolo 3416/2003, aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do HC-
FMRP-USP) (ANEXO II). Por este motivo, o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) para o presente estudo foi dispensado uma vez que se trata de estudo retrospectivo no
qual, tanto os DNAs quanto as biopsias hepaticas utilizadas, ja possuem consentimento prévio
para o biorrepositorio. Paralelamente, foram utilizadas dez biopsias hepaticas obtidas de
necropsia de doadores de d6rgdos solidos, ndo infectados por HIV ou HCV, que faleceram
decorréncia de morte violenta. Ainda, foram utilizadas 152 amostras de DNA de individuos
doadores de sangue, selecionados aleatoriamente e obtidos no Hemocentro de Ribeirdo Preto-
SP, que também apresentam resultados sorologicos negativos para as infeccdes por HCV e

HIV.

A infeccdo pelo HCV, HIV ou ambos foi avaliada pela presenga de anticorpos anti-
HCV e anti-HIV no plasma, sendo confirmada por reacdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR). Esses pacientes foram seguidos ou estdo em
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acompanhamento no Ambulatéorio de Hepatites do HC-FMRP-USP. A rotina de
acompanhamento clinico desses pacientes prevé a determinacdo da carga viral no plasma

periodicamente e tipificacdo molecular dos virus.

Foram selecionadas amostras biologicas de pacientes incluidos na faixa etaria entre 18
e 60 anos, independente de género, raga, classe social e crenca religiosa. A infec¢do pelo virus
da hepatite B foi considerada como critério de exclusdo. Os dados demogréficos, clinicos e
laboratoriais dos pacientes foram obtidos através de informagdes registradas nos prontudrios

médicos do HC-FMRP-USP.

4.3 Expressao proteica de HLA-G em biopsias hepaticas

A avaliagdo da expressdo hepatica da molécula HLA-G foi realizada em espécimes de
figado incluidos em blocos de parafina, utilizando a técnica de imunoistoquimica. As reagdes
foram realizadas no laboratorio de Patologia Celular, coordenado pelos docentes Dr.
Fernando Silva Ramalho e Dra. Leandra Naira Zambelli Ramalho, do Departamento de
Patologia da FMRP-USP. Cortes de quatro micrometros de espessura foram feitos nos tecidos

parafinados e montados em laminas pré-tratadas com Poli L-lisina.

As laminas foram submetidas a banhos consecutivos de xilol e dalcool (Synth—
Diadema, SP) para a completa desparafinizacdo e posterior hidratagdo. Para a recuperacao
antigénica, os cortes foram imersos em solucdo de citrato 10mM (pH 6,0) e submetidos a

fervura em panela a vapor, durante 40 minutos a 95°C.

Posteriormente, seguia-se o bloqueio da peroxidase enddgena, tratando as laminas
com dois banhos consecutivos de peréxido de hidrogénio a 3% em metanol (v/v), por 30
minutos, a temperatura ambiente. Para o bloqueio de reagdes inespecificas, as laminas foram
lavadas em PBS por trés vezes, 5 minutos cada lavagem, e incubadas em solu¢do PBS e leite

desnatado 1% (leite Molico, Nestl¢), por 40 minutos.

As laminas foram incubadas em temperatura ambiente e em camara umida overnight,
com o anticorpo primario monoclonal anti-HLA-G HLA-MEM/G-02 (EXBIO Antibodies,

Republica Tcheca), que reconhece todas as isoformas da molécula HLA-G, na diluigdo 1:50.
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Apoés esse periodo, realizaram-se lavagens consecutivas e posterior incubacdo das
laminas com o anticorpo secundario do sistema de deteccdo REVEAL Biotin-Free System
(Spring Bioscience, CA, USA) por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos lavagens
consecutivas com PBS, procedeu-se a revelacdo da reagdo, utilizando-se o substrato revelador
3,3 diaminobenzidina (DAB) (Betazoid DAB Chromogen Kit — Biocare Medical, Concord,
CA, USA) por 5 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, as rea¢des foram
interrompidas com agua destilada e as ldminas coradas com Hematoxilina de Mayer por 60
segundos, a temperatura ambiente. Apos serem lavadas com 4gua destilada, as laminas foram
desidratadas em baterias de dalcool e xilol, e montadas em Permount (Thermo Fisher

Scientific, CA, USA).

Para controle positivo, foram utilizados cortes histologicos de citotrofoblasto humano
do primeiro trimestre de gravidez (expressdo constitutiva de HLA-G). Para controle do
anticorpo secundario (controle negativo), foram utilizados cortes histologicos de trofoblasto

humano, no qual o anticorpo primario (anti-HLA-G) foi substituido por PBS.

A leitura das reagdes foi realizada por meio da visualizagdo microscopica pela prof.
Dra. Leandra Naira Zambelli Ramalho. Quando presente, a expressdo imunoistoquimica foi
visualizada como uma marcacdo acastanhada. De acordo com a porcentagem de células
marcadas, a imunorreatividade ao HLA-G foi estratificada em quatro categorias: marcagao
ausente (-); expressao leve, quando menos de 25% das células apresentavam positividade para
a molécula HLA-G (1+); expressdo moderada, 25 a 50% das células expressando HLA-G

(2+) e expressao forte, quando mais de 50% das células expressaram a proteina HLA-G (3+).

4.4 Tipificacdo do gene HLA-G

Para a tipificagdo da regido codificadora do gene HLA-G, sdo necessarias duas
amplificacdes diferentes. A primeira amplificacdo (PCR 1) gera um fragmento de 1.976 pares
de bases (pb) desde o nucleotideo -28 até o nucleotideo +1908, permitindo analisar 66
polimorfismos. A segunda amplificagdo (PCR 2) gera um produto de 2.007 pb, desde o
nucleotideo +1548 até o nucleotideo +3511, permitindo detectar outros 14 polimorfismos da

regido codificadora.
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4.4.1 Reacido em Cadeia da Polimerase 1 (PCR 1)

A amplificacdo foi padronizada em volume final de 30uL, contendo as seguintes
concentragdes finais: aproximadamente 200ng de DNA gendmico, 0,15U de Taq DNA
polimerase (0,5U/uL, Platinum® Taq DNA Polymerase, Invitrogen, Sao Paulo, Brasil),
6,0mM de dNTPs (GE, Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), 0,3mM de MgCl, (25mM,
Invitrogen®), 1X de tampao de PCR (PCR long buffer 10X, Invitrogen®), 12pmol de cada
primer - HGOIR e HGOIF (Tabela 2) e quantidade suficiente de 4gua ultrapura para
completar o volume final de 30uL (CASTELLI et al., 2010). Foi acrescentado um tubo

correspondente ao controle negativo, substituindo-se 0 DNA por dgua ultrapura.

Tabela 2. Primers definidos para amplificagdo da regido codificadora do gene HLA-G.

Primers Sequéncia
HGOIR 5- CACCACCGACCCTGTTAAAG - 3’
PR HGO1F 5’ - TAAAGTCCTCGCTCACCCAC - 3’
HGUT.R1 5" - TCTTCTGATAACACAGGAACTTC - 3’
peR2 HLAGEX4A 5’ - CCATGAGAGATGCAAAGTGCT - 3’

As amostras foram levadas ao termociclador - Veriti 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), submetendo o DNA gendémico a uma pré-
incubac¢do (desnaturagdo inicial) por trés minutos a 94°C, seguido por 32 ciclos incluindo trés
passos: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, pareamento dos primers a 60°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por dois minutos e 25 segundos, e por fim uma extensdo final a

72°C por cinco minutos.

4.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase 2 (PCR 2)

A amplificacdo foi padronizada em volume final de 25uL, contendo as seguintes

concentragdes finais: aproximadamente 200ng de DNA gendmico, 0,15U de Taq DNA
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polimerase (0,5U/uL, Platinum®Taq DNA Polymerase, Invitrogen®), 5,0mM de dNTPs (GE,
Healthcare), 1,5mM de MgCl, (50mM, Invitrogen®), 1X de tampao de PCR (Platinum® PCR
buffer 10X, Invitrogen®); 12,5pmol de cada primer - HGUT.R1 e HLAGEX4A (Tabela 2) e
quantidade suficiente de 4gua ultrapura para completar o volume final de 25puL. Foi
acrescentado um tubo correspondente ao controle negativo, substituindo-se 0 DNA por 4dgua

ultrapura.

As amostras foram colocadas em termociclador - Veriti 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems) e submetidas a desnaturagdo inicial a 94°C por trés minutos e, em
seguida, a 30 ciclos de: 95°C por 45 segundos, 57,5°C por 45 segundos e 72°C por dois

minutos e 50 segundos; e um passo de extensdo final a 72°C por sete minutos.

4.4.3 Analise dos produtos de amplificacio

Os produtos amplificados nas duas PCRs foram visualizados, utilizando eletroforese
em gel de agarose 1%. Os geis foram feitos adicionando 100mL de tampao TAE 1X (Tris-
Acetato-EDTA) com 1g de agarose (UltraPure Agarose, Invitrogen®). Essa solu¢do foi
transferida para uma placa molde e, ap6s a solidificacdo do gel, as placas foram encaixadas na
cuba de eletroforese, contendo o mesmo tampao TAE 1X a temperatura ambiente. Cinco uLL
das amostras amplificadas foram aplicadas no gel e coradas com 1uL de corante fluorescente
de acidos nucleicos (GelRed® Nucleic Acid Gel Stainm, Biotium Inc., CA, USA). No
primeiro poco, foi colocado o padrdo de peso molecular de 1000pb (O’GeneRuler TM 1kb
DNA ladder Plus, Fermentas, Thermo Scientific®, MA, USA) para, posteriormente, ser
comparado com as bandas amplificadas. A corrida eletroforética foi realizada durante uma
hora e a fonte de eletroforese (Electrophoresis Power Supply — EPS 600, Biosciences, Sao
Francisco, EUA) fixada na voltagem de 100V. O gel foi posteriormente exposto a luz
ultravioleta em transiluminador e o registro foi digitalizado em sistema de fotodocumentacao

(EC3 Imaging System, UVP, USA) (Figura 7).
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Figura 7. Amplicons obtidos na primeira (A) e segunda (B) amplificacdo da regidio codificadora do gene HLA-G.
CN = Controle negativo (Agua ultrapura). M = Marcador de peso molecular (O’GeneRuler TM 1kb DNA ladder
Plus, Fermentas, Thermo Scientific®).

4.4.4 Purificacio e diluicido dos produtos amplificados

Os produtos de amplificagdo foram purificados, adicionando-se 2ulL do kit de
exonucleases (Ilustra’™, ExoStar 1-Step, GE Healthcare) a SuL dos amplicons em tubos de
300uL. As amostras foram levadas ao temociclador e submetidas a um ciclo de 37°C por 15
minutos ¢ um ciclo de 80°C por 15 minutos, seguidas de resfriamento a 4°C. Os produtos de
amplificacdio  purificados foram quantificados por espectrofotometria  (sistema
espectrofotométrico NanoVue™ Plus) e diluidos em 4agua ultrapura até atingir as

concentragdes de 40 ng/uL e 60 ng/uL, respectivamente, para os amplicons das PCRs 1 e 2.

4.4.5 Reacio de sequenciamento

Para o sequenciamento de toda a regido codificadora do gene HLA-G, foram utilizados
sete primers diferentes, quatro primers para os amplicons da PCR 1 e trés para os amplicons
obtidos na PCR 2 (Tabela 3). As reagdes de sequenciamento para cada um dos primers foram
realizadas utilizando 1uL dos amplicons purificados e diluidos, acrescidos de 1uL do
reagente Big Dye® (Terminator v3.1 0,25X, Applied Biosystems), 1,5uL do seu respectivo
tampao (BigDye® Terminator Sequencing Buffer 5X, Applied Biosystems), 0,5uLL de primer
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e 6ul de dgua ultrapura, completando um volume final de 10uLL em cada reacdo. As amostras
foram levadas ao termociclador (Veriti 96-Well) e submetidas as seguintes condi¢des
térmicas: 1 ciclo de 96°C por 10 segundos ¢ 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5

segundos e 60°C por 4 minutos, seguido de resfriamento até 4°C.

Tabela 3. Primers definidos para o sequenciamento da regido codificadora do gene HLA-G.

Primers Sequéncia
HGOIR 5’ - CACCACCGACCCTGTTAAAG - 3’
SEKHGInt2.F 5’ - GGGAAGAGGAGACACGGA - 3’
PR SEKInt3.R 5’ - GGCCTCATAGTCAAAGACAGG - 3’
HGO1F 5’ - TAAAGTCCTCGCTCACCCAC - 3’
HGESF 5’ - CCATGAGAGATGCAAAGTGCT - 3’
PCR 2 HLAGEX4A 5’ - CCATGAGAGATGCAAAGTGCT - 3’
SEKEX6.F 5’ - GATTGAAAAGGAGGGAGCT - 3’

4.4.6 Precipitacio dos fragmentos sequenciados

A precipitacdo dos produtos de sequenciamento foi feita adicionando aos 10uL de
reacdo de sequenciamento, 20ul. de etanol 100% gelado e 1uL. de NaOAc 3M pH 4,5. Apos
homogeneizagdo vigorosa, as amostras descansaram por 50 minutos a -20°C, sendo em
seguida centrifugadas a 3.600 r.p.m durante 60 minutos (Centrifuge 5417C, Eppendorf AG,
Hamburgo, Alemanha). Posteriormente, desprezou-se o sobrenadante e adicionou-se S0ulL de
etanol a 70% seguido de nova homogeneizagao e centrifugagdo a 3.600 r.p.m por 10 minutos.
Uma vez desprezado o sobrenadante, realizou-se o processo de secagem em centrifuga a
vacuo (Eppendorf Concentrator 5301, Hamburg, Alemanha) durante 10 minutos. Por fim, as

amostras foram ressuspensas em formamida (Hi-Di'™, Applied Biosystems).

4.4.7 Sequenciamento
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As amostras foram processadas em sequenciador automatico ABI 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) para a obten¢do das sequéncias nucleotidicas visualizadas por
meio de cromatogramas. As sequéncias dos cromatogramas de cada amostra foram entdo
alinhadas com uma sequéncia gendomica padrdo e cada sitio de variagdo detectado foi anotado
individualmente, usando o software Lasergene® SeqMan ProTM 7.0 (DNASTAR, Inc.,
EUA) (Figura 8).
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Figura 8. Cromatograma obtido a partir do sequenciamento direto de um amplicon da PCR 1 com o primer
SEKHGInt2.F, no qual sfo evidenciados os SNPs +685G/A, +706C/T, +726G/A, +727C/T e +738G/T. No
cromatograma em questdo tem-se os gendtipos +685AA, +706CT, +726GG, +727CC e +738GG. Codigo
IUPAC:r=GouA;y=TouC;k=GouT.

4.5 Tratamento dos dados e analises estatisticas

Para avaliagdo da expressdo hepatica da molécula HLA-G pelo ensaio de
imunoistoquimica, utilizou-se o programa GENEPOP 4.2 (RAYMOND; ROUSSET, 1995).
Para as comparagdes quanto as categorias de expressdo hepatica da molécula HLA-G (0-1+,
2+ e 3+) nos dois grupos de pacientes, bem como, para associagdo de tal expressdo com
variaveis clinico-demograficas e histoldgicas, realizou-se o teste exato de Fisher, adotando
a=0,05 como limite de significancia. Considerando o nimero de comparacdes estatisticas (),
a correcao de Bonferroni foi utilizada para ajustar o nivel de significancia, resultando em

Ocorrigido= 0,05/n, quando valores de P<0,05 foram obtidos.

Na andlise da variabilidade do gene HLA-G, foram analisados os 81 sitios variantes

distribuidos ao longo da regido codificadora do gene HLA-G (CASTELLI et al., 2014). As
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frequéncias alélicas e genotipicas foram estimadas utilizando-se o software ARLEQUIN 3.5
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010). O mesmo programa foi empregado para verificar a
aderéncia das frequéncias genotipicas observadas as proporcdes teéricas de Hardy-Weinberg,
por meio do teste exato de Guo e Thompson (1992). A fim de analisar a probabilidade de
segregacdo entre os diferentes sitios polimérficos, foi realizado o teste de desequilibrio de
ligacdo (Linkage disequilibrium - LD) entre os alelos que compdem tais polimorfismos, por

meio do programa Haploview® 4.2 (BARRETT et al., 2005).

Dada a presenca do LD entre os sitios polimérficos, foram inferidos haplotipos por
meio do método baseado em coalescéncia, implementado com o software PHASE v2
(STEPHENS; SMITH; DONNELLY, 2001), uma vez que a fase gamética ¢ desconhecida.
Para essa andlise, foram considerados apenas os hapldtipos cuja probabilidade foi maior ou
igual a 85%. As inferéncias que ndo atingiram esse valor foram excluidas. Os haplotipos
inferidos foram submetidos ao teste exato de diferenca populacional baseado nas frequéncias

haplotipicas entre os grupos, usando o programa ARLEQUIN 3.5.

A conversdo dos haplotipos em alelos do gene HLA-G foi realizada manualmente e,
posteriormente, confirmada por meio de alinhamento com as sequéncias dos alelos HLA-G
depositadas no banco de dados do IMGT/HLA (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/). O
alinhamento foi realizado com o auxilio da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST®), baseando-se nas variacdes que definem cada alelo HLA-G. As frequéncias dos
alelos HLA-G foram comparadas entre pacientes e controles, utilizando o teste exato de Fisher
e calculo do Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca de 95% (IC 95%), utilizando-se o
software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA). Adotou-se em todas as analises 0=0,05
como nivel de significAncia. Esta mesma andlise foi realizada para determinar possiveis
associagdes entre as categorias de expressdo hepatica da molécula e a diversidade genética do
gene HLA-G. A corre¢ao de Bonferroni também foi utilizada em comparagdes multiplas, para

ajustar o nivel de significancia dos resultados.
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5.1 Caracteristicas demograficas e clinicas

As caracteristicas clinico-demograficas e histologicas de cada grupo incluido no

estudo estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas demograficas dos individuos controles e clinicas/demograficas/histologicas dos
pacientes infectados pelo HCV e coinfectados HCV-HIV.

HCV HCV-HIV CONTROLES
N =216 N =135 N =152
Idade (Média em Anos + Desvio Padrao) 49,8+10,5 41,4+48,6 32,3+9,7
n % n % n %

Género
Feminino 80 37,1 33 24.4 87 57,2
Masculino 136 62,9 102 75,6 65 42,8
Cor de pele
Branco 179 82,9 99 73,3 115 75,6
Amarelo 2 0,9 0 0 1 0,7
Mulato 25 11,6 21 15,6 26 17,1
Negro 10 4,6 15 11,1 10 6,6
Genétipo HCV
1 138 63,9 103 76,3 - -
2 8 3,7 1 0,7 - -
3 52 24,1 17 12,6 - -
5 1 0,5 0 0,0 - -
Desconhecido 17 7,8 14 10,4
Fibrose hepatica”
F1 60 27,8 64 474 - -
F2 72 33,3 41 30,4 - -
F3/F4 84 38,9 30 22,2 - -
Atividade necroinflamatéria”
AO0/A1 63 0,2917 54 40,0 - -
A2 86 0,3981 62 45,9 - -
A3 55 0,2546 19 14,1 - -

"Classificagdo METAVIR (F1: Fibrose leve, F2: Fibrose moderada, F3: Fibrose grave, F4: Cirrose; A0: Sem
atividade necroinflamatéria, Al: Atividade leve, A2: Atividade moderada, A3: Atividade grave) (BEDOSSA et
al., 1994).

5.2 Expressao hepatica da molécula HLA-G

A expressdao hepatica da molécula HLA-G foi determinada em 204 pacientes com

hepatite C cronica e em 135 pacientes coinfectados HCV-HIV. A expressao de HLA-G nao
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foi observada nas amostras de tecido hepatico normal, no entanto, foi detectada, em diferentes

graus, nos tecidos dos pacientes incluidos no estudo (Figura 9).
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Figura 9. Imunoistoquimica para a molécula HLA-G. Tecido hepatico normal - Auséncia de marcagdo para
HLA-G (Painéis A - aumento 10x e B - aumento 40x). Tecido hepatico infectado com HCV. A marcagédo para
HLA-G aparece em marrom (Painéis C - aumento 10x e D - aumento 40x).

No grupo de pacientes infectados pelo HCV, 44,1% nao expressou HLA-G ou
apresentou marcacdo leve (0-1+), 37,8% expressou de forma moderada (2+) e 18,1%
apresentou forte expressdo (3+) de HLA-G nas bidpsias hepaticas. No grupo de pacientes
coinfectados HCV-HIV, houve expressao leve de HLA-G ou auséncia de expressdo em 51,8%
dos individuos, 35,6% expressou moderadamente (2+) e 12,6% expressou fortemente (3+)
HLA-G. Nao houve diferenca significante entre os dois grupos quanto a magnitude de

expressao hepatica da molécula HLA-G (P = 0,2745) (Tabela 5).
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Tabela 5. Expressdo de HLA-G em bidpsias hepaticas de pacientes HCV e coinfectados HCV-HIV.

Expressao hepatica de HLA-G
0-1+ * 2+ *k 3+ kkok
P
n % n % n %
HCV (n=204) 90 44,1 77 37,8 37 18,1
0,2745
HCV-HIV (n =135) 70 51,8 48 35,6 17 12,6

T(0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células marcadas para HLA-G); T (2+) expressao
moderada (25-50% das células marcadas) e  (3+) forte expressdo (mais de 50% das células marcadas).
Comparagdo realizada por meio do teste exato de Fisher. A comparag¢@o ndo mostrou valor significante (P<0,05).

5.3 Associacdo entre a expressiao hepatica de HLA-G e variaveis clinico-
demograficas e histologicas

Para verificar a influéncia da expressio de HLA-G na infeccdo pelo HCV e na

coinfecgdo HCV-HIV, a sua marcagdo no figado foi associada com parametros clinico-

demograficos e histologicos como: género, idade, cor de pele, gendtipo do HCV, grau de

fibrose hepatica e atividade necroinflamatoria no figado (Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6. Expressdo de HLA-G em bidpsias hepaticas de pacientes infectados pelo HCV, estratificados de
acordo com variaveis clinico-demograficas e histologicas

Pacientes HCV (n = 204)

Expressao hepatica de HLA-G
Variaveis * o ok
clinico-demograficas e histolégicas 0-1+ 2+ 3 P
n % n % n %
Feminino (n = 77) 39 50,6 23 29,9 15 19,5
Género 0,1887
Masculino (n = 127) 51 40,2 @ 54 425 122 173
<40 anos (n = 34) 23 67,6 8 23,5 3 8,9
Idade 0,0121
>40 anos (n = 170) 67 394 69 40,6 i 34 20,0
Brancos (n = 167) 82 49,1 59 35,3 26 15,6
Cor de pele 0,0050*
Nao-brancos (n = 25) 8 32,0 ¢ 18 72,0 11 44,0
1 (n=128) 52 40,6 @ 53 41,4 23 18,0
Genétipo HCV 0,3943
Nao-1 (n=61) 30 492 19 31,1 {12 19,7
F1 (n=60) 46 76,7 : 14 233 0 0,0
Fibrose' F2 (n=72) 42 583 i 26 36,1 4 5,6 <0,0001*
F3/F4 (n="72) 2 2,8 37 514 ¢ 33 458
A0/A1 (n=63) 60 952 3 4,8 0 0,0
A't1v1dade, - A2 (n = 86) 30 349 55 64,0 1 1,1 <0,0001*
necroinflamatoria
A3 (n=155) 0 0,0 19 34,5 @ 36 65,5

“(0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células marcadas para HLA-G); T (2+) expressao
moderada (25-50% das células marcadas) e " (3+) forte expressdo (mais de 50% das células marcadas).
TClassificagdio METAVIR (F1: Fibrose leve, F2: Fibrose moderada, F3: Fibrose grave, F4: Cirrose, A0: Sem
atividade necroinflamatéria, Al: Atividade leve, A2: Atividade moderada, A3: Atividade grave) (BEDOSSA et
al., 1994).

Comparagdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. Valores estatisticamente significativos com nivel de
significancia de 5% destacados em negrito (P<0,05). *Valores estatisticamente significativos ao nivel de 5%

apos a corregdo de Bonferroni destacados em negrito (Gcomigidte—0,05/6, P=0,0083).
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Tabela 7. Expressdo de HLA-G em biodpsias hepaticas de pacientes coinfectados HCV-HIV, estratificados de
acordo com variaveis clinico-demograficas e histologicas.

Pacientes HCV-HIV (n =135)

Expressdo hepatica de HLA-G
Variaveis * . P
clinico-demograficas e histolégicas 0-1+ ad 3 P
n % n % n %

Feminino (n = 33) 20 60,6 | 11 333 2 6,1

Género 0,3610
Masculino (n = 102) 50 49,0 @ 37 36,3 15 14,7
<40 anos (n=53) 28 52,8 18 340 7 13,2

Idade 0,9400
>40 anos (n = 82) 42 51,2 1 30 36,6 10 12,2
Brancos (n =99) 52 52,5 34 34,4 13 13,1

Cor de pele 0,8574
Nao-brancos (n = 36) 18 50,0 i 14 38,9 4 11,1
1 (n=103) 57 553 36 35,0 10 9,7

Genotipo HCV 0,3086
Nio-1 (n=18) 8 445 6 33,3 4 22,2
F1 (n=64) 56 87,5 8 12,5 0,0

Fibrose' F2 (n=41) 11 26,8 i 28 683 2 4,9 <0,0001*
F3/F4 (n=30) 3 10,0 . 12 40,0 15 50,0
AO0/Al (n=54) 52 96,3 2 3,7 0 0,0
A't1v1dade, - A2 (n=62) 18 29,0 41 66,1 4,9 <0,0001*
necroinflamatéria

A3 (n=19) 0 0,0 5 26,3 14 73,7

T(0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células marcadas para HLA-G); T(2+) expressao
moderada (25-50% das células marcadas) e ***(3+) forte expressdo (mais de 50% das células marcadas).
TClassificagdio METAVIR (F1: Fibrose leve, F2: Fibrose moderada, F3: Fibrose grave, F4: Cirrose, A0: Sem
atividade necroinflamatéria, Al: Atividade leve, A2: Atividade moderada, A3: Atividade grave) (BEDOSSA et
al., 1994).

Comparagdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. Valores estatisticamente significativos com nivel de
significancia de 5% destacados em negrito (P<0,05). *Valores estatisticamente significativos ao nivel de 5%

apos a corregdo de Bonferroni destacados em negrito (Gcomigidte—0,05/6, P=0,0083).

Nos pacientes monoinfectados pelo HCV, a expressdo da molécula HLA-G foi
significantemente maior naqueles com idade igual ou superior a 40 anos (P=0,0121), quando
comparados aos pacientes abaixo dos 40 anos (Tabela 6), no entanto, quando a conservadora
corre¢do de Bonferroni foi considerada, tal associagdo deixou de ser significante. A expressao
da molécula foi menor nos individuos brancos em comparagdo aos individuos nao-brancos
(Tabela 6), atingindo significAncia mesmo ap6s a corre¢do (P=0,0050). Tais associagdes ndo

foram encontradas nos pacientes coinfectados HCV-HIV (Tabela 7).

Em relacdo as caracteristicas histologicas, a figura 10 ilustra a marcag¢do da molécula
HLA-G em bidpias de pacientes infectados pelo HCV com diferentes graus de fibrose
hepatica. A marca¢do ocorreu principalmente em hepatocitos a nivel de citoplasma.

Verificou-se aumento da expressdo da molécula HLA-G no figado conforme o aumento do
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grau de fibrose hepatica, tanto nos pacientes monoinfectados pelo HCV (P<0,0001) (Tabela
6) quanto nos coinfectados HCV-HIV (P<0,0001) (Tabela 7, figura 11) mesmo apos a

corre¢ao de Bonferroni.

! 2 nory ’ 2 Y e

Figura 10. Imunoistoquimica para a molécula HLA-G em bidpsias hepaticas de pacientes HCV estratificados
em diferentes graus de fibrose hepatica. A e B: F1 - Leve marcagdo para o HLA-G (1+). C e D: F2 - Expressdo
moderada de HLA-G (2+). E e F: F3 - Expressdo difusa e intensa de HLA-G (3+). G e H: F4 - Expressdo intensa
e difusa de HLA-G (3+). Classificagdo METAVIR (F1: Fibrose leve, F2: Fibrose moderada, F3: Fibrose grave,

F4: Cirrose) (BEDOSSA et al., 1994). A, C, E e G: Aumento de 10x. B, D, F e H: Aumento de 40x.
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Figura 11. Imunorreatividade para HLA-G em bidpsias hepaticas de pacientes HCV e coinfectados HCV-HIV
estratificados de acordo com o grau de fibrose hepatica. Classificacio METAVIR (F1: Fibrose leve, F2: Fibrose
moderada, F3: Fibrose grave, F4: Cirrose) (BEDOSSA et al., 1994). Comparacdes realizadas por meio do teste
exato de Fisher. *Valores estatisticamente significativos (P<0,05).

O nivel de expressdo da molécula no figado também foi significantemente maior
conforme o aumento da atividade necroinflamatoria no figado nos pacientes HCV (P<0,0001)
(Tabela 6), assim como nos pacientes coinfectados HCV-HIV (P<0,0001), mesmo

considerando valores de P corrigidos (Tabela 7, figura 12).
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Figura 12. Imunorreatividade para HLA-G em bidpsias hepaticas de pacientes HCV e coinfectados HCV-HIV
estratificados de acordo com a atividade necroinflamatéria. Classificagio METAVIR (A0: Sem atividade
necroinflamatéria, Al: Atividade leve, A2: Atividade moderada, A3: Atividade grave) (BEDOSSA et al., 1994).
Comparagdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. *Valores estatisticamente significativos (P<0,05).
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Em ambos os grupos de pacientes HCV e coinfectados HCV-HIV, ndo foram
observadas associacdes significativas entre a expressdo de HLA-G no figado com o género

dos pacientes e gen6tipo 1 do HCV.

5.4 Variabilidade do gene HLA-G em pacientes e individuos controles

Para avaliar a variabilidade do gene HLA-G, foram analisados 202 pacientes
infectados com HCV, 109 pacientes coinfectados HCV-HIV e 152 individuos controles, para

fins de comparacdo com os grupos de pacientes.

Foram analisados 81 sitios polimoérficos distribuidos ao longo da regido codificadora
do gene HLA-G, dos quais 25 mostraram-se invaridveis e 56 varidveis. Quanto a
probabilidade de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg em cada populacdo estudada,
encontrou-se desequilibrio apenas no grupo coinfectado HCV-HIV, nos polimorfismos de
nucleotideo tnico (Single nucleotide polymorphism - SNP) +126G/C (P=0,01252 £+ 0,00011),
+130C/T (P=0,01241 £ 0,00011) e +1147T/C (P=0,01964 + 0,00015). A Figura 13 mostra o
padrdo de LD obtido dos 56 sitios polimodrficos e indica forte LD entre os pares de
polimorfismos avaliados. Isso significa que seus alelos segregam de forma ndo aleatoria e

justifica a inferéncia de haplétipos.
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Figura 13. Desequilibrio de ligagdo (LD) entre os 56 sitios polimérficos do gene HLA-G. Areas em vermelho escuro indicam forte LD (LOD >2 e D' = 1), tons de rosa
indicam LD moderado (LOD >2 e D' < 1), azul indica LD fraco (LOD <2 e D' = 1) e branco indica que ndo ha LD (LOD <2 e D' < 1). Os niimeros indicam o valor D’
expresso em percentagem e os quadrados vazios representam D’ igual a 1 (Dados obtidos usando o software Haploview® 4.2).
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A inferéncia de haplotipos foi realizada com base nos 56 sitios de variabilidade
observados na populacdo do presente estudo. O teste exato de diferenciagdo populacional,
baseado nas frequéncias haplotipicas dos pacientes HCV, coinfectados HCV-HIV e
individuos controle, mostrou diferencas significantes na distribui¢do dos haplotipos entre o
grupo HCV e grupo controle (P=0.00664 + 0.0020) e entre o grupo HCV e grupo coinfectado
HCV-HIV (P=0.04316 + 0.0049).

Os haplotipos foram convertidos em alelos HLA-G, baseando-se nos dados do
IMGT/HLA. Em toda a nossa casuistica, incluindo individuos controles e pacientes, foram
identificados 40 alelos diferentes, no entanto, dos 40 alelos, apenas 12 apresentaram
frequéncia acima de 1% (Tabela 8). Os diferentes alelos HLA-G identificados também foram
agrupados de acordo com a proteina HLA-G codificada. Sendo assim, foram formados cinco

grupos de alelos HLA-G: G*01:01, G*01:03, G*01:04, G*01:05N e G*01:06 (Tabela 9).
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Tabela 8. Frequéncia dos alelos HLA-G encontrados nos individuos incluidos no estudo.

Alelos HLA-G n freq.

1 G*01:01:01:01 207 0,2235

2 G*01:01:02:01 143 0,1544

3 G*01:01:01:05 104 0,1123

4 G*01:04:01 85  0,0918

5 G*01:03:01:02 80  0,0864

6 G*01:04:04 66 00713

7 G*01:01:01:04 49 0,0529

8 G*01:01:03:03 45 0,0486

9 G*01:06 42 0,0454

10 G*01:05N 23 0,0248
11 G*01:01:01:01(+2412A)" 14 0,0151
12 G*01:01:02:01(+2018C, +2519A, +2798G)”" 12 0,0130
13 G*01:01:14-compativel 7 0,0076
14 G*01:01:02:02 6 0,0065
15 G*01:01:01:06 5 0,0054
16 G*01:04:01(+755C, +2412A)" 4 0,0043
17 G*01:01:19-compativel 4 0,0043
18 G*01:01:17-compativel 4 0,0043
19 G*01:04:05-compativel 3 0,0032
20 G*01:01:01:01(+126G, +130C, +2412A)" 2 0,0022
21 G*01:01:02:01(+15G, +36G, +126C, +130T, +147T, +188C)"" 2 0,0022
22 G*01:01:01:01(+1019C)"" 1 0,0011
23 G*01:06(+2018C, +2798G)"" 1 0,0011
24 G*01:03:01:02(+292A) " 1 0,0011
25 G*01:01:12(+324G, +636C, +685G)"" 1 0,0011
26 G*01:05N(+482T, +494A, +1019T, +1217A)" 1 0,0011
27 G*01:01:02:01(+372G, +482T, +1064T)"" 1 0,0011
28 G*01:01:01:01(+636T)"" 1 0,0011
29 G*01:01:02:01(+2519A)" 1 0,0011
30 G*01:06(+706C)"" 1 0,0011
31 G*01:06(+2804G)"" 1 0,0011
32 G*01:03:01:02(+2804G) " 1 0,0011
33 G*01:03:01:02(+644G) ™ 1 0,0011
34 G*01:01:02:01(+727T)" 1 0,0011
35 G*01:03:01:02(+482T, +494A)" 1 0,0011
36 G*01:01:01:04(+1147C)" 1 0,0011
37 G*01:01:01:01(+482C, +494C, +505n0delC, +531C)" 1 0,0011
38 G*01:04:01(+15G, +36G, +126C, +130T, +147T, +188C)"" 1 0,0011
39 G*01:01:02:01(+15G, +36G, +126C, +130T, +147T, +188C, +324G)"" 1 0,0011
40 G*01:04:04(+15G, +36G, +126C, +130T, +147T, +188C) " 1 0,0011
TOTAL 926  1,0000

G: Guanina; C: citosina; A: Adenina; T: Timina. “Alelos ainda ndo descritos na literatura ou ndo oficialmente
reconhecidos pelo banco de dados do IMGT/HLA, que foram assim designados conforme semelhanga com
alelos ja descritos. O sufixo “-compativel” ¢ utilizado para designar alelos oficialmente reconhecidos que ainda
ndo possuem sequéncias completas no banco de dados do IMGT/HLA.
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Tabela 9. Frequéncia dos grupos de alelos HLA4-G encontrados nos individuos incluidos no estudo.

Grupos de alelos HLA-G n freq.

1 G*01:01 613 0,6620
2 G*01:03 83 0,0896
3 G*01:04 156 0,1685
4 G*01:05N 24 0,0259
5 G*01:06 45 0,0486
6 Outros’ 5 0,0054

TOTAL 926 1,0000

Os alelos ndo oficialmente reconhecidos que apresentam sitios polimoérficos sinénimos e/ou em regides
intronicas foram incluidos no agrupamento. 'Alelos ainda nio oficialmente reconhecidos que ndo puderem ser
agrupados por possuirem sitios polimdrficos ndo-sindnimos.

Comparou-se a distribui¢do dos 11 alelos HLA-G mais frequentes no presente estudo,
entre os pacientes HCV, pacientes coinfectados HCV-HIV e grupo controle (Tabela 10). A
distribuicdo do alelo G*01:01:01:01 foi significantemente maior nos pacientes HCV
(OR=1,5842, IC 95%=1,0792-2,3395, P=0,0173) em relagdo ao grupo controle. No grupo de
pacientes coinfectados HCV-HIV, o alelo G*01:05N mostrou-se menos frequente em tal
grupo em comparagdo ao grupo controle (OR=0,2072, IC 95%=0,0225-0,9322, P=0,0309).
Na comparagdo do grupo HCV com o grupo coinfectado HCV-HIV, o alelo G*01:01:01:04
mostrou-se mais prevalente no grupo coinfectado HCV-HIV (OR=0,4244, IC 95%=0,1897-
0,9371, P=0,0210). Entretanto, se a conservadora correcdo de Bonferroni para multiplos

testes for levada em consideragao, tais diferencas perdem significancia estatistica.

A distribui¢do dos grupos de alelos HLA-G também foi verificada entre os pacientes
HCV, pacientes coinfectados HCV-HIV e grupo controle (Tabela 11). A distribuicdo do
grupo alélico G*01:01 foi significantemente maior nos pacientes HCV (OR=1,433, IC
95%=1,048-1,959, P=0,0253) em relacdo ao grupo controle, o que ndo ocorre se a correcao de
Bonferroni for levada em consideragdo. O grupo alélico G*01:05N mostrou-se menos
frequente no grupo de pacientes coinfectados HCV-HIV em comparacdo ao grupo controle,

no entanto, sem significancia estatistica (OR=0,3123, IC 95%=0,08789-1,110, P=0,0719).
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Tabela 10. Distribui¢do dos alelos HLA-G nos pacientes HCV, coinfectados HCV-HIV e individuos controles.

RESULTADOS | Bertol, 2016

Grupos Comparacoes
Controles Pacientes HCV Jpicien s
-~ — HCV-HIV Controles vs. HCV Controles vs. HCV-HIV HCYV vs. HCV-HIV
n=152 n=202
n=109
Alelos HLA-G n freq. n freq. n freq. OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
q q
1,5842 1,3778 1,1500
% . . . ) ) )
G*01:01:01:01 54 0,1776 103 0,2550 50 0,2294 (1,0792-2,3395) 0,0173 (0,8732-2,1697) 0,1502 (0,7807-1,693) 0,4963
1,2271 0,8136 1,4825
% . . . 5 ) )
G*01:01:02:01 45 0,1480 71 0,1757 27 0,1239 (0,8022-1,8894) 0,3565 (0,4677-1,3953) 0,4436 (0.9189-2,392) 0,1317
0,8337 0,8256 1,0100
% . . . > ) [}
G*01:01:01:05 38 0,1250 43 0,1064 23 0,1055 (0,5106-1,3656) 0,4751 (0,4540-1,4753) 0,5809 (0,5911-1,725) 1,0000
1,4259 0,9867 1,4450
% . . 5 s s
G*01:04:01 24 0,0789 44 0,1089 17 0,0780 (0,8249-2,5132) 0,1989 (0,4839-1,9716) 1,0000 (0,8044-2,596) 0,2587
0,7340 1,2194 0,6002
% . . . > ] [}
G*01:03:01:02 28 0,0921 28 0,0693 24 0,1101 (0,4091-1,3176) 0,3248 (0,6546-2,2542) 0,5541 (0,3397-1,067) 0,0946
0,6479 0,7580 0,8547
% . . > s s
G*01:04:04 27 0,0888 24 0,0594 15 0,0688 (0,3498-1,1941) 0,1438 (0,3650-1,5223) 0,5144 (0,4385-1,666) 0,7292
0,5703 1,3438 0,4244
% . . . > [} El
G*01:01:01:04 18 0,0592 14 0,0347 17 0,0780 (0,2581-1,2374) 0,1439 (0,6334-2,8367) 0,4784 (0,2050-0,8787) 0,0210
1,2273 1,1895 1,0320
% . . . > ’ L}
G*01:01:03:03 13 0,0428 21 0,0520 11 0,0505 (0,5753-2,7147) 0,5996 (0,4721-2,9400) 0,6780 (0,4879-2,182) 1,0000
0,6126 0,6842 0,8954
% . > ) )
G*01:06 18 0,0592 15 0,0371 9 0,0413 (0,2824-1,3126) 0,2073 (0,2654-1,6437) 0,4262 (0,3852-2,082) 0,8288
0,4522 0,2072 2,1820
% . 5 ’ ’
G*01:05N 13 0,0428 8 0,0198 2 0,0092 (0,1604-1,1961) 0,1151 (0,0225-0,9322) 0,0309 (0,4591-10,37) 0,5066
1,3224 1,0465 1,2640
% . . . > ) [}
G*01:01:01:01(+2412A) 4 0,0132 7 0,0173 3 0,0138 (0,3324-6,2151) 0,7654 (0,1517-6,2535) 1,0000 (0,3234-4,938) 1,0000
Outros’ 22 0,0724 26 0,0644 20 0,0917 - - - - - -
Total (2n) 304 1,0000 404 1,0000 218 1,0000 - - - - - -

*Soma dos outros alelos identificados que possuem baixa ocorréncia no presente estudo. Comparagdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. OR: Odds Ratio, IC:
Intervalo de confianga. Valores estatisticamente significativos com nivel de significancia de 5% destacados em negrito (P<0,05). Valores significantes ao nivel de 5%

ndo sdo encontrados apos a corre¢do de Bonferroni (Olcorigiae=0,05/11, P=0,0045).
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Tabela 11. Distribuicdo dos grupos de alelos HLA-G nos pacientes HCV, coinfectados HCV-HIV e individuos controles.

Grupos Comparacées
Control Pacientes HCV LG L
ontro’es clentes HCV-HIV Controles vs. HCV  Controles ys. HCV-HIV | HCV vys. HCV-HIV
n=152 n =202
n=109
Grupos de alelos HLA-G n freq. n freq. n freq. OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
1,433 1,313 0,9169
* . > > >
G*01:01 186 0,6118 280 0,6931 147 0,6743 (1,048-1.959) 0,0253 (0.9115-1,893) 0,1660 (0,6438-1,306) 0,6512
0,9982 0,9269 0,9286
* . > > >
G*01:04 52 0,1711 69 0,1708 35 0,1606 (0,6722-1,482) 1,0000 (0.5799-1.482) 0,8121 (0,5951-1,449) 0,8220
0,6558 1,089 1,661
* . > > >
G*01:03 31 0,1020 28 0,0693 24 0,1101 (0,3843-1,119) 0,1317 (0,6199-1,915) 0,7743 (0.9374-2,944) 0,0946
0,5856 0,6115 1,044
* . > > >
G*01:06 20 0,0658 16 0,0396 9 0,0413 (0,2981-1,150) 0,1231 (0.2729-1.370) 0,2511 (0.4535-2,404) 1,0000
0,4522 0,3123 0,6907
* . > > >
G*01:05N 13 0,0428 8 0,0198 3 0,0138 (0,1850-1,105) 0,1151 (0,08789-1,110) 0,0719 (0,1813-2,631) 0,7550
Outros’ 2 0,0066 3 0,0074 0 0,0000 - - - - - -
Total (2n) 304 1,0000 404 1,0000 218 1,0000 - - - - - -

TAlelos que ndo puderam ser classificados nos 5 grupos de alelos do gene HLA-G. Comparacdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de
confianca. Valores estatisticamente significativos com nivel de significancia de 5% destacados em negrito (P<0,05). Valores significantes ao nivel de 5% ndo sdo encontrados

apos a corregdo de Bonferroni (Ceomigidte=0,05/5; P=0,01).
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5.5 Associacio entre a expressao hepatica de HLA-G e variabilidade do
gene HLA-G

Para analisar possiveis associagdes entre a expressdo hepatica de HLA-G com a sua
diversidade genética, foram considerados os individuos que apresentavam ambos os dados de
imunoistoquimica e de sequenciamento genético, portanto, 190 pacientes HCV e 109
pacientes HCV-HIV. Ao analisar os niveis de expressao da molécula HLA-G, em funcdo dos
alelos encontrados, dentro do grupo de pacientes infectados pleo HCV (Tabela 12) e
pacientes coinfectados HCV-HIV (Tabela 13) nenhuma associagdo significante foi

encontrada.

Ao comparar pacientes HCV e coinfectados HCV-HIV (Tabela 14), verificou-se que
na expressdo moderada da molécula (2+), a distribui¢do do alelo G*01:04:01 foi maior no
grupo de pacientes HCV em comparagdo ao grupo coinfectado HCV-HIV, mas sem diferenca

estatistica (OR=3,3810; IC 95%=0,9622-11,8800; P=0,0530).
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Tabela 12. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os alelos do gene HLA-G nos pacientes HCV.

RESULTADOS | Bertol, 2016

Pacientes HCV (n =190)

Expressido hepatica de HLA-G Comparacdes
(22;;) (,f: ;*2) ( i 33) 0-1+ vs. 2+ 0-1+ vs. 3+ 2+ vs. 3+

Alelos HLA-G n freq. n freq. = n freq. | OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
G*01:01:01:01 47 02765 36 0,2500 i 12 0,1818 (0’6911’;‘16’3000) 0,6101 (0,8415,;-230,2980) 0,1797 (0,7212"5‘?305? 150) 0,2948
G*01:01:02:01 30 0,1765 : 21 0,1458 { 14 0,2121 (0,681355-525,(3)060) 0,5398 (0,3901’;91552190) 0,5774 (0,2909’25?5;430) 0,2376
G*01:01:01:05 14 0,0824: 20 0,1389 : 6 0,0909 (0,27%?-516,‘;460) 0,1442 (0,3209’2_927;:440) 0,7992 0,6 11552-143,3260) 0,3754
G*01:04:01 18 0,1059 ¢ 18 0,1250 : 8 0,1212 (0,410352-21%96610) 0,5997 (0,350353-528,8830) 0,8172 (0,4215’(7)?26,2200) 1,000
G*01:03:01:02 13 0,0765 7 0,0486 @ 6 0,0909 (0,6218’2-241,?790) 0,3604 (05386892_2?279) 0,7905 (0,16(1;;-110,2850) 0,2358
G*01:04:04 7 0,0412 : 10 0,0694 ¢ 6 0,0909 (0,2 103’;715’2530) 0,3213 (0513%47‘_219,‘31300) 0,1991 (052509’;?26531480) 0,5842
G*01:01:01:04 7 0,0412 4 0,0278 : 30,0455 (0’4310’;?53’3430) 0,5574 (0,2206,8?31,2980) 1,0000 (0,13%‘6‘?20,(;610) 0,6806
G*01:01:03:03 12 0,0706 5 0,0347 - 20,0303 (0,7225%-161,?440) 0,2126 (0,52;;{?(1)(,)1700) 0,3602 (0,2117,411-561,?)950) 1,0000
G*01:06 6 0,0353 6 0,0417 : 20,0303 (0,2695’2?21,2690) 0,7771 (0,2310’;751,8550) 1,0000 (0,271353-971,?)860) 1,0000
G*01:05N 2 0,0118 5 0,0347 : 0 0,0000 (0,06%2-311,2330) 0,2536 (0,09?129-33(,)6800) 1,0000 (0,282;2-32?3000) 0,3283
G*01:01:01:01(+2412A) 3 0,0176 4 0,0278 : 00,0000 (0’13%’;228’;580) 0,7068 (0,14%57-23(,)5800) 0,5617 (0’223’92_28?3400) 0,3110

Outros' 11 00647 8 0,0556 7 0,1061 - - i - i .

Total (2n) 170 1,0000 : 144 1,0000 @ 66 1,0000 - - - - - -

"Soma dos outros alelos identificados que possuem baixa ocorréncia no presente estudo.
marcadas para HLA-G); (2+) expressdo moderada (entre 25 e 50% das células marcadas) e (3+) forte expressdo (mais de 50% das células marcadas).
Comparagdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianga. As compara¢des ndo mostraram valores significantes

(P<0,05).

"(0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células
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Tabela 13. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os alelos do gene HLA-G nos pacientes coinfectados HCV-HIV.

RESULTADOS | Bertol, 2016

Pacientes HCV-HIV (n =109)
Expressido hepatica de HLA-G Comparacées
(3'3;;) (nzi :7) ( 3110) 0-1+ vs. 2+ 0-1+ vs. 3+ 2+ vs. 3+

Alelos HLA-G n freq n freq.  n freq. OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
G*01:01:01:01 30 02419 17 02297 30,1500 (0,54;’1(?;?10120) 1,0000 (0,491§§-069,2010) 0,5666 (0,4411,3-960,2670) 0,5495
G*01:01:02:01 14 0,1129 : 8 0,1081 : 5 0,2500 (0,4115(1)_520,2370) 1,0000 (0’12%3?1152120) 0,1449 (0,10(2":13_6132700) 0,1410
G*01:01:01:05 10 0,0806 : 9 0,1216 ¢ 4 0,2000 (0,24(1’2_313,2400) 0,4549 (0,090853-510,2520) 0,1076 (0,1501’?52?13300) 0,4645
G*01:04:01 13 0,1048 0 3 0,0405 1 0,0500 (0,765367-1(2)(,)0700) 0,1760 (0,27427’-21285,0200) 0,6927 (0,073’982(32?1600) 1,0000
G*01:03:01:02 14 0,1129 0 8 0,1081 0 20,1000 (0,4 115(1)_520,2370) 1,0000 (052319’;?5552700) 1,0000 0.2 112’2_951,2970) 1,0000
G*01:04:04 8 0,0645 : 5 0,0676 : 20,1000 (0,2909?-531,(7)260) 1,0000 (0,120158-230}600) 0,6302 0,1 106,2-532,2430) 0,6380
G*01:01:01:04 9 0,0726 : 6 0,0811 : 20,1000 (0,3002’2?2752010) 1,0000 (0,14%2—0;,2280) 0,6509 (0,1407’2_9:5730) 0,6767
G*01:01:03:03 7 0,0565 1 4 0,0541 ¢ 0 0,0000 (0,291553?37,(;060) 1,0000 (0,143255-64‘}77,6400) 0,5935 (0,13?16-22)?6800) 0,5749
G*01:06 5 0,0403 - 4 0,0541 0 0 0,0000 (0,1901’8_325;300) 0,7299 (0,10(1)21%22(,)4600) 1,0000 (0,13521’-65107,6800) 0,5749
G*01:05N 2 0,0161 : 0 0,0000 : 0 0,0000 (0,14:33;321(,)2600) 0,5295 (0,0380752-31687,0800) 1,0000 (090023212723 100) 1,0000
G*01:01:01:01(+2412A) 1 0,0081 : 20,0270 . 0 0,0000 (0,0206?-932,;870) 0,5571 (0,01(9)56‘?2(,)6600) 1,0000 0,065;,14-13‘(‘)?6500) 1,0000

Outros’ 11 0,0887 : 8 0,1081 0 1 0,0500 - - - - - -

Total (2n) 124 1,0000 : 74 1,0000 : 20 1,0000 - - - - - -

"Soma dos outros alelos identificados que possuem baixa ocorréncia no presente estudo. (0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células
marcadas para HLA-G); ~(2+) expressdo moderada (entre 25 e 50% das células marcadas) e = (3+) forte expressio (mais de 50% das células marcadas).
Comparagdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianga. As compara¢des ndo mostraram valores significantes
(P=<0,05).
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Tabela 14. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os alelos do gene HLA-G ao comparar pacientes HCV com pacientes coinfectados HCV-HIV.

Expressao hepatica de HLA-G
0-1+ ) 2+ o 3+ *kk
HCV HCV-HIV HCYV vs. HCV HCV-HIV HCYV vs. HCV HCV-HIV HCYV vs.
(n = 85) (n=62) HCV-HIV (n=72) (n=37) HCV-HIV (n=33) (n=10) HCV-HIV
OR OR OR
Alelos HLA-G n freq. n freq. (IC 95%) P n freqq n freq. (IC 95%) P n freq. n freq. (IC 95%) P
1,1970 1,1180 1,2590
% . . . 2 > >
G*01:01:01:01 47 0,2765 30 0,2419 (0,7040-2,036) 0,5913 | 36 0,2500 17 0,2297 (0,5775-2,163) 0,8678 | 12 0,1818 30,1500 (0,3175-4,995) 1,0000
1,6840 1,4090 0,8077
G*01:01:02:01 30 0,1765 14  0,1129 (0,8513-3,330) 0,1401 | 21 0,1458 8 0,1081 (0,5915-3,354) 0,5303 | 14 0,2121 5 0,2500 (0,2502-2,607) 0,7619
1,0230 1,1650 0,4000
% . . . 2 4 s
G*01:01:01:05 14 0,0824 10 0,0806 (0,4386-2,386) 1,0000 | 20 0,1389 9 00,1216 (0,5018-2,704) 0,8345 | 6 0,009 4 0,2000 (0,1006-1,591) 0,2320
1,0110 3,3810 2,6210
% . . 9 > >
G*01:04:01 18 0,1059 13  0,1048 (0,4755-2,150) 1,0000 | 18 0,1250 3  0,0405 (0,9622-11,8800) 0,0530 | 8 0,1212 1  0,0500 (0,3074-22,34) 0,6782
0,6506 0,4215 0,9000
G*01:03:01:02 13 0,0765 14 0,1129 (0,2942-1,438) 0,3113 7 0,0486 8 0,1081 (0,1466-1,212) 0,1547 | 6 0,0909 2 0,1000 (0,1669-4,854) 1,0000
0,6227 1,0300 0,9000
% . . o 2 >
G*01:04:04 7 0,0412 8 0,0645 (0,2196-1,766) 0,4263 | 10 10,0694 5 0,0676 (0,3386-3,132) 1,0000 | 6 0,0909 20,1000 (0,1669-4,854) 1,0000
0,5487 0,3238 0,4286
% . . . 2 > s
G*01:01:01:04 7 0,0412 9 0,0726 (0,1986-1,516) 0,3002 4 0,0278 6  0,0811 (0,08841-1,186) 0,0923 | 30,0455 20,1000 (0,06640-2,766) 0,3295
1,2480 0,6295 1,5890
G*01:01:03:03 12 0,0706 7 0,0565 (0,4764-3,268) 0,8110 5 0,0347 4 0,0541 (0,1638-2,419) 0,4924 | 20,0303 0 0,0000 (0,07322-34,49) 1,0000
0,8707 0,7609 1,5890
G*01:06 6 0,0353 5 0,0403 (0,2596-2,921) 1,0000 6 0,0417 40,0541 (0,2078-2,786) 0,7371 | 20,0303 0 0,0000 (0’;(‘)17392)2- 1,0000
0,7262 5,8750 IS
% . ’ > _
G*01:05N 2 0,0118 2 0,0161 (0,1008-5,230) 1,0000 5 0,0347 0  0,0000 (0,3202-107.,8) 0,1692 | 0 0,0000 0 0,0000 (0,1060%3§3 1,0000
2,2100 1,0290 0,3083
G*01:01:01:01(+2412A) 3 0,0176 1 0,0081 (0,2270-21,510) 0,6408 4 0,0278 20,0270 (0,1839-5,752) 1,0000 { O  0,0000 0 0,0000 (0,105?533— 1,0000
Outros’ 11 0,0647 11  0,0887 - - 8 0,0556 8 0,1081 - - 7 0,061 1 0,0500 - -
Total (2n) 170 1,0000 124 1,0000 - - 144 1,0000 74 1,0000 - - 66 1,0000 20 1,0000 - -

*Soma dos outros alelos identificados que possuem baixa ocorréncia no presente estudo. (0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células marcadas para HLA-G); = (2+)
expressdo moderada (entre 25 e 50% das células marcadas) e  (3+) forte expressdo (mais de 50% das células marcadas). Comparagdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. OR:
Odds Ratio, 1C: Intervalo de confianga. As compara¢des ndo mostraram valores significantes (P<0,05).
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Com o intuito de investigar a possivel influéncia dos 2 alelos HLA-G de cada
individuo sobre a magnitude da expressdo de HLA-G no figado, comparou-se a expressao da
molécula em funcdo dos gendtipos de alelos (dipldtipos). No total, foram encontrados 47
diplotipos diferentes formados pelos 11 alelos HLA-G mais frequentes (Tabela 15). Em
fun¢do do elevado ntimero de dipldtipos diferentes encontrados, foram analisados apenas os

diplétipos que apresentavam mais de 5 ocorréncias em cada um dos grupos de pacientes.

Nenhuma associacdo significativa foi encontrada em relagdo a expressdo da molécula
e os diplotipos do gene HLA-G, nos pacientes HCV (Tabela 16), coinfectados HCV-HIV
(Tabela 17) e na comparacdo do grupo HCV com os coinfectados HCV-HIV (Tabela 18).
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Tabela 15. Frequéncia dos diplotipos do gene HLA-G nos pacientes HCV e nos pacientes coinfectados HCV-

HIV.
Diplétipos HLA-G Pac(lsnztelsggl)CV Pacler(liei Iilng;/ HIV
Alelo 1 Alelo 2 n Freq. n Freq.
1 G*01:01:02:01 G*01:01:01:01 21 0,1105 6 0,0550
2 G*01:01:01:01 G*01:01:01:01 10 0,0526 8 0,0734
3 G*01:01:01:01 G*01:01:01:05 7 0,0368 8 0,0734
4 G*01:04:01 G*01:01:01:01 11 0,0579 3 0,0275
5 G*01:03:01:02 G*01:01:01:01 9 0,0474 5 0,0459
6 G*01:01:02:01 G*01:04:01 8 0,0421 4 0,0367
7 G*01:01:02:01 G*01:01:01:05 8 0,0421 3 0,0275
8 G*01:01:02:01 G*01:04:04 7 0,0368 1 0,0092
9 G*01:04:01 G*01:01:01:05 7 0,0368 1 0,0092
10 G*01:01:02:01 G*01:03:01:02 4 0,0211 3 0,0275
11 G*01:04:01 G*01:01:03:03 3 0,0158 3 0,0275
12 G*01:04:01 G*01:04:04 3 0,0158 3 0,0275
13 G*01:04:04 G*01:01:01:01 5 0,0263 0 0,0000
14 G*01:01:02:01 G*01:06 4 0,0211 1 0,0092
15 G*01:01:01:05 G*01:01:01:05 4 0,0211 1 0,0092
16 G*01:01:02:01 G*01:01:02:01 4 0,0211 1 0,0092
17 G*01:01:03:03 G*01:01:01:01 4 0,0211 1 0,0092
18 G*01:04:01 G*01:01:01:04 4 0,0211 1 0,0092
19 G*01:01:01:04 G*01:01:01:01 2 0,0105 3 0,0275
20 G*01:06 G*01:01:01:04 2 0,0105 3 0,0275
21 G*01:05N G*01:01:01:01 4 0,0211 0 0,0000
22 G*01:01:03:03 G*01:01:01:05 2 0,0105 2 0,0183
23 G*01:01:02:01 G*01:01:03:03 2 0,0105 2 0,0183
24 G*01:06 G*01:04:04 2 0,0105 2 0,0183
25 G*01:01:02:01 G*01:01:01:04 0 0,0000 4 0,0367
26 G*01:06 G*01:01:01:01 3 0,0158 0 0,0000
27 G*01:01:01:01 G*01:01:01:01(+2412) 2 0,0105 1 0,0092
28 G*01:01:03:03 G*01:03:01:02 2 0,0105 1 0,0092
29 G*01:04:04 G*01:01:01:05 2 0,0105 1 0,0092
30 G*01:05N G*01:04:01 2 0,0105 1 0,0092
31 G*01:04:04 G*01:01:01:04 1 0,0053 2 0,0183
32 G*01:04:04 G*01:01:03:03 1 0,0053 2 0,0183
33 G*01:04:04 G*01:03:01:02 0 0,0000 3 0,0275
34 G*01:04:01 G*01:04:01 2 0,0105 0 0,0000
35 G*01:03:01:02 G*01:01:01:04 2 0,0105 0 0,0000
36 G*01:01:01:01(+2412) G*01:01:01:05 1 0,0053 1 0,0092
37 G*01:01:01:04 G*01:01:01:05 1 0,0053 1 0,0092
38 G*01:03:01:02 G*01:01:01:05 1 0,0053 1 0,0092
39 G*01:04:01 G*01:03:01:02 1 0,0053 1 0,0092
40 G*01:03:01:02 G*01:03:01:02 1 0,0053 1 0,0092
41 G*01:04:04 G*01:01:01:01(+2412) 1 0,0053 1 0,0092
42 G*01:06 G*01:03:01:02 0 0,0000 2 0,0183
43 G*01:01:02:01 G*01:05N 1 0,0053 0 0,0000
44 G*01:01:03:03 G*01:01:01:04 1 0,0053 0 0,0000
45 G*01:01:03:03 G*01:01:03:03 1 0,0053 0 0,0000
46 G*01:03:01:02 G*01:01:01:01(+2412) 1 0,0053 0 0,0000
47 G*01:05N G*01:03:01:02 0 0,0000 1 0,0092
48 Outros’ 26 0,1368 20 0,1835
Total 190 1,0000 109 1,0000

Na tabela sdo mostradas individualmente as frequéncias dos dipldtipos formados pelos 11 alelos HLA-G mais
frequentes. "Diplétipos formados por 1 ou 2 alelos que ndo sio os 11 alelos HLA-G mais frequentes do presente

estudo.
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Tabela 16. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os diplotipos do gene HLA-G nos pacientes HCV.

Pacientes HCV (n = 190)
Expressido hepatica de HLA-G Comparacées
(2':;;) (nzi :2) ( e 33) 0-1+ vs. 2+ 0-1+ vs. 3+ 2+ vs. 3+

diplétipos HLA-G n freqq  n freq. n freq. OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
GHO1:01:02:01 GXOL:010L:01 | 10 01176 7 00972 4 01212 (20 o088 (0T L0000 (o IR 07379
G*01:04:01 G*01:01:01:01 4 00471 @ 5 0,0694 : 20,0606 (0,1'(7)2)686-;,7564) 0,7331 (0,12;”26_3?394) 0,6715 0,2 112,;-567,298) 1,0000
GXOL:0L:01:01 G*OLOL:01:01 | 5 00588 4 00556 1 00303 | (o089 0 10000 o200 10000 ot (10000
G*01:03:01:02 G*01:01:01:01 | 4 0,0471 : 3 0,0417 20,0606 (0,2415%:7’56,253) 1,0000 (0,123’26_3?394) 0,6715 (0,18,’7617_‘3,9240) 0,6484
G*01:01:02:01 G*01:01:01:05 | 20,0235 : 4 0,0556 . 20,0606 (0,00'(7),24!7%9-2,306) 0,414 (0,05%;;?25,769) 0,3114 (0,12;3941-2?248) 1,0000
GAO1:01:02:01 GX01:04:01 | 2 00235 5 00694 1 00303 | o o 02483 (oo 10000 oo B L 06625
G*01:01:01:01 G*01:01:01:05 | 4 0,0471 = 30,0417 . 0 0,0000 (052415%?565253) 1,000 (0,1933:2-9790,68) 0,5753 (0,163952:7647,26) 0,5500
GXO1:01:02:01 GX01:04:04 | 3 00353 2 00278 2 00606 | (psonec 10000 (05T 06181 (o0 05883
GX01:04:01 GXOLOL:01:05 | 3 00353 3 00417 1 00303 | (b 0 o0 o BT o 000 o SPL 1.0000
G*01:04:04 G*01:01:01:01 30,0353 2 0,0278 ¢ 0 0,0000 (0,2(%?729%(;(,)886) 1,0000 (0,142252?526,58) 0,5586 0,1 120’;:7560,92) 1,0000

Outros’ 45 0,5294 : 34 04722 18 0,5455 - - - - - -

Total 85 11,0000 : 72 1,0000 : 33 11,0000 - - S = - -

"(0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células marcadas para HLA-G); = (2+) expressio moderada (entre 25 ¢ 50% das células marcadas) e
" (3+) forte expressio (mais de 50% das células marcadas). Nesta anélise considerou-se apenas os diplotipos que apresentavam acima de 5 ocorréncias no grupo
de pacientes HCV. TSoma dos outros diplotipos identificados que possuem ocorréncia individual menor que 5. Comparagdes realizadas por meio do teste exato
de Fisher. OR: Odds Ratio, 1C: Intervalo de confianga. As compara¢des ndo mostraram valores significantes (P<0,05).
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Tabela 17. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os diplotipos do gene HLA-G nos pacientes coinfectados HCV-HIV.

RESULTADOS | Bertol, 2016

Pacientes HCV-HIV (n =109)
Expressido hepatica de HLA-G Comparacdoes
(2':5;) (nzi :7) ( 3110) 0-1+ vs. 2+ 0-1+ vs. 3+ 2+ vs. 3+

Diplétipos HLA-G n freq. i n freqq @ n freq. | OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
G*01:01:01:01 G*01:01:01:01 | 5 0,0806 : 3 0,0811 : 0 0,0000 (0,23})939-2,2426) 1,0000 (0,102?:(1)?399’ 14) 1,0000 (0,1021%-34?4,69) 1,0000
G*01:01:01:01 G*01:01:01:05 | 3 0,0484 - 4 0,1081 : 1 0,1000 (0,08%:31-915,990) 0,4194 (050402’47‘2_746’895) 0,4578 (0,10158_9111’02) 1,0000
G*01:01:02:01 G*01:01:01:01 | 4 00645 1 0,0270: 1 0,1000 (0,2626547‘-8233,11) 0,6478 (0,0602’?;067,201) 0,5375 (0’0&’52_02397) 0,3839
GX01:03:01:02 GOL:01:01:01 | 3 00484 1 00270 1 01000 | o\ uilee 10000 o 00070 04578 o 0O 0.3839

Outros’ 47 0,7581 : 28 0,7568 . 70,7000 - - - - - -

Total 62 1,0000 : 37 11,0000 : 10 1,0000 - - - - - -

(0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células marcadas para HLA-G); “(2+) expressdo moderada (entre 25 e 50% das células marcadas) e
"(3+) forte expressio (mais de 50% das células marcadas). Nesta analise considerou-se apenas os diplotipos que apresentavam acima de 5 ocorréncias no
grupo de pacientes HCV-HIV. 'Soma dos outros diplétipos identificados que possuem ocorréncia individual menor que 5. Comparagdes realizadas por meio
do teste exato de Fisher. OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianga. As comparagdes ndo mostraram valores significantes (P<0,05).
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Tabela 18. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os diplotipos do gene HLA-G ao comparar pacientes HCV com pacientes coinfectados HCV-HIV.

Expressao hepatica de HLA-G
ols” g 34
HCV  HCV-HIV HCV vs. HCV  HCV-HIV HCV vs. HCV  HCV-HIV HCV vs.
(n = 85) (n=62) HCV-HIV (n="72) (n =37) HCV-HIV (n =33) (n = 10) HCV-HIV

Diplétipos HLA-G n freq. n freq. @ C()gl;% ) P n freq. n freq. a C()gl;% ) P n freq. n freq. a C()gl;% ) P
G*01:01:02:01 G*01:01:01:01 | 10 0,1176 4  0,0645 (0’5;’6%3_2,3480) 03957 | 7 0002 1 0070 4535_7372’79) 02611 | 40,1212 10,1000 (0’1212’?112’ 55 10000
G*01:04:01 G*01:01:01:01 | 4 00471 1 0,161 (0’323552_1227, 65 03974 |5 00694 2 00541 o, 410’;?76’ os1) 10000 | 2 00606 0 00000 o 0713’2_6377, o) 1:0000
G*01:01:01:01 G*01:01:01:01 | 5 00588 50,0806 (0’18’7701;,5577) 07431 | 4 00556 3 00811 (0’12’1616_2’71 so) 06873 [ 1 00303 0 00000 (0’0306’2?9225, 65 10000
G*01:03:01:02 G*01:01:01:01 | 4 00471 3 0,0484 (0’28;947_‘15505) L0000 | 3 00417 1 00270 s, 60y 10000 2 00606 1 01000 o Fount 65 05579
GAO1:01:02:01 G*OL:01:01:05 | 2 00235 1 00161 ég‘;_?g’ s 10000 | 4 00556 1 00270 (0,2228’(;_1189, 67y 06600 | 2 00606 1 01000 oo 407’3§?76, 163 05579
G*01:01:02:01 G*01:04:01 | 2 00235 30,0484 (0’02’6477_;,992 g 06502 |5 00694 0 00000 (0’32%21113’7) 01642 | 1 00303 1  0.1000 (0’0105’52_12958) 04153
G*01:01:01:01 G*01:01:01:05 | 4 00471 30,0484 (0’28;)3‘7_‘1‘,2505) 1,0000 | 30,0417 4 0,1081 (0’0705’32?17’ 6o6) 0225 | 0 00000 10,1000 (0’08’305?;’551 6 0232
G*01:01:02:01 G*01:04:04 | 3 00353 0 0.0000 658’3?130 4 02633 |2 00278 0 00000 ;;‘636_2(6”88) 0.5474 | 2 00606 1 01000 o 407’3‘??76’1 65 05579
G*01:04:01 GXO1:01:01:05 | 3 00353 0 00000 658’3?130 4e 02633 |3 00417 1 0020 o 517’3_6155’ 6oy 10000 [ 100303 0 0.0000 (0’0306’2?9225, 65 10000
G*01:04:04 GXOLOLOL:01 | 3 00353 0 00000 (o, 658’3?130 4 02633 |2 00278 0 00000 ;;‘636_2(6”88) 0,5474 | 00,0000 0  0,0000 (0’0005’;_3146,80) 1,0000

Outros' 45 05294 42 0,6774 - - |34 04722 24 06486 - - |18 05455 4 04000 - -

Total 85 1,0000 62 1,0000 ; - |72 10000 37 1,000 ; - 33 1,000 10 1,0000 ; -

*(0—1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células marcadas para HLA-G); "(2+) expressdo moderada (entre 25 e 50% das células marcadas) e " (3+) forte expressao (mais
de 50% das células marcadas. Nesta anélise considerou-se apenas os diplotipos que apresentavam acima de 5 ocorréncias no grupo de pacientes HCV. 'Soma dos outros diplotipos
identificados que possuem ocorréncia individual menor que 5. Comparagdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianga. As comparacdes
ndo mostraram valores significantes (P<0,05).
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A possivel influéncia da diversidade genética do gene HLA-G sobre a magnitude da
expressao de HLA no figado também foi investigada no que diz respeito aos alelos HLA-G
que codificam a mesma proteina. Ao analisar os niveis de expressao hepatica de HLA-G, em
fungdo dos 5 grupos de alelos, nenhuma associacdo significativa foi encontrada no grupo de
pacientes HCV (Tabela 19), pacientes coinfectados HCV-HIV (Tabela 20) e na comparagao
pacientes HCV vs. pacientes coinfectados HCV-HIV (Tabela 21).

Para as andlises de associagdo entre os diplotipos formados pelos 5 grupos de alelos
HLA-G e os niveis de expressdao da molécula, foram encontrados 12 dipldtipos diferentes
(Tabela 22), no entanto, foram analisados apenas os diplotipos que apresentavam mais de 5
ocorréncias em cada um dos grupos de pacientes. Nenhuma associacdo significante foi
encontrada em relacdo a expressdo da molécula no figado nos pacientes avaliados (Tabelas

23, 24 e 25).
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Tabela 19. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os grupos de alelos do gene HLA-G nos pacientes HCV.

RESULTADOS | Bertol, 2016

Pacientes HCV (n = 190)

Expressao hepatica de HLA-G Comparacgdes
(gi; ;) (nzi ;*2) ( e 33) 0-1+ vs. 2+ 0-1+ vs. 3+ 2+ vs. 3+
Gr“‘};;jfglel"s n  freq n freq n freq. | OR(IC95%) P  OR(C95%) P  OR(ICY95%) P
G*01:01 122 07176 96 0,6667 43 0,6515 (0’7815’;721,056) 0,3896 (0’7411’?529, soqy 03448 (0,5719’?_710’976) 0.8756
GrOL:04 | 25 01471 28 01944 15 02273 | (oW 02017 (08I O 0arss (T 0s8s
G*01:03 1300765 7 00486 6 0,090 (0’62152_24:’179) 0,3604 (0’30%3_22%279) 0,7905 (0712;‘571_(1)’9585) 0,2358
G*01:06 6 00353 7 0048 2 0,0303 (0’2305’(7)_126,181) 0,5822 (0’231(5;_751,955) 1,0000 (0,33163-385,095) 0,7228
GWOLOSN | 2 00118 5 00347 0 00000 | o0 B 02536 (o e 10000 (oSS 03283
Outros' 2 00118 1 0,006 0 00000 - i - i : i
Total2n) | 170 1,0000 144 1,0000 66 1,0000 - i ; i : i

"Soma dos alelos que ndo puderam ser classificados nos 5 grupos de alelos do gene HLA-G. "(0-1+) expressio ausente ou leve (menos de 25% das
células marcadas para HLA-G); = (2+) expressdo moderada (entre 25 ¢ 50% das células marcadas) e~ (3+) forte expressdo (mais de 50% das células
marcadas). Comparagdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. OR: Odds Ratio, 1C: Intervalo de confianga. As comparagdes ndo mostraram
valores significantes (P<0,05).
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Tabela 20. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os grupos de alelos do gene HLA-G nos pacientes coinfectados HCV-HIV.

Pacientes HCV-HIV (n =109)

Expressido hepatica de HLA-G Comparacgdes
0-1+ * 2+ £ 3+ Fekk
- - + vs. 3+
(n = 62) (n=37) (n = 10) 0-1+ vs. 2+ 0-1+ vs. 3+ 2+vs. 3
Gr“‘};;jf’ Ga'e"’s n freq n freqq n freq. | ORAIC95%) P OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
0,797 0,8073 1,013
* . > > 5
G*01:01 81 10,6532 : 52 0,7027 14 0,7000 (0,4284-1,483) 0,5329 (0.2895-2.251) 0,8021 (0.3444-2.979) 1,0000
1,558 0,8627 0,5538
* . > > E)
G*01:04 22 0,1774 ¢ 9 0,1216 : 4 0,2000 (0,6753-3,593) 0,3208 (0.2628-2.833) 0,7602 (0.1511-2,030) 0,4645
1,0500 1,1450 1,091
* . > > 5
G*01:03 14 10,1129 8 0,1081: 2 0,1000 (0,4181-2,637) 1,0000 (0.2399-5.470) 1,0000 (0.2126-5.597) 1,0000
0,7353 1,887 2,617
* . > > 0l
G*01:06 5 00403 . 4 0,0541 . 0 0,0000 (0,1910-2.830) 0,7299 (0,1004-35,46) 1,0000 (0.1351-50,68) 0,5749
1,197 0,8367 0,8367
* . > > b
G*01:05N 2 00161 1 0,0135: 0 0,0000 (0,1066-13,44) 1,0000 (0.03873-18,08) 1,0000 (0.03281-21,34) 1,0000
Total (2n) 124 1,0000 @ 74 11,0000 20 1,0000 - - - - - -

"(0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células marcadas para HLA-G); =

IC: Intervalo de confianga. As compara¢des ndo mostraram valores significantes (P<0,05).

(2+) expressdo moderada (entre 25 e 50% das células
marcadas) e ***(3+) forte expressdo (mais de 50% das células marcadas). Comparagdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. OR: Odds Ratio,
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Tabela 21. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os grupos de alelos do gene HLA-G ao comparar pacientes HCV com pacientes coinfectados HCV-HIV.

Expressdo hepatica de HLA-G

*

*%

*kk

0-1+ 2+ 3+
HCV HCV-HIV HCYV vs. HCV HCV-HIV HCYV vs. HCV HCV-HIV HCYV vs.
(n=85) (n=62) HCV-HIV n=72) n=37) HCV-HIV (n=33) (n=10) HCV-HIV

Gru[};;‘jf Ga lelos n freq. n freq. a C()91§% ) P n freq. n freq. a C()91§% ) P n freq. n freq. a C()91§% ) P
G*01:01 122 0,7176 81  0,6532 0.8 119’;5‘29’221) 02523 | 96  0,6667 52 0,7027 (0’42’1%%?’2553) 0,6474 | 43 0,6515 14 0,7000 (0,23’1%1(3,2365) 0,7911
G*01:04 25  0,1471 22 0,1774 (0,42’7729—??496) 0,5212 | 28 0,1944 9 0,1216 (0’7715’?33’920) 0,1890 | 15 02273 40,2000 (0’3411’}_746’057) 1,0000
G*01:03 13 00765 14 0,1129 (07282625_?’6438) 03113 | 7 0,0486 8 0,1081 (0,12’6462—1;5212) 0,1547 | 6 0,009 2 0,1000 (0,166%?4,854) 1,0000
G*01:06 6 00353 50,0403 (0’22:)867_(2)’7921) 1,0000 | 7 0,0486 4 0,0541 (0’22’3819_‘3"2159) 1,0000 | 20,0303 0 0,0000 (0,07;’2528_24,49) 1,0000
G*01:05N 2 00118 2 00161 (0,1(())6782—2,2230) 1,0000 | 5 0,0347 10,0135 (0’3021’8_2262’91) 0,6664 | 00,0000 0 0,0000 (0’002’9320531 6,04) 1,0000

Outros’ 2 00118 0  0,0000 - - 10,0069 0 0,0000 - - 0 0,0000 0 0,0000 - -

Total (2n) 170  1,0000 124 1,0000 - - 144 1,0000 74 1,0000 - - 66 1,0000 20 1,0000 - -

*Soma dos alelos que ndo puderam ser classificados nos 5 grupos de alelos do gene HLA-G. "(0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células marcadas para HLA-
G); (2+) expressdo moderada (entre 25 e 50% das células marcadas) e (3+) forte expressdo (mais de 50% das células marcadas). Comparagdes realizadas por meio do teste
exato de Fisher. OR: Odds Ratio, 1C: Intervalo de confianga. As compara¢des ndo mostraram valores significantes (P<0,05).
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Tabela 22. Frequéncia dos diplotipos do gene HLA-G formados por grupos de alelos nos pacientes HCV e nos
pacientes coinfectados HCV-HIV.

Diplétipos de grupos de alelos Pacientes HCV Pacientes HCV-HIV
HLA-G (n =190) (n=109)
Alelo 1 Alelo 2 n Freq. N Freq.
1 G*01:01 G*01:01 82 0,4316 53 0,4862
2 G*01:01 G*01:04 53 0,2789 21 0,1927
3 G*01:01 G*01:03 23 0,1211 14 0,1284
4 G*01:01 G*01:06 13 0,0684 5 0,0459
5 G*01:04 G*01:04 5 0,0263 3 0,0275
6 G*01:01 G*01:05N 5 0,0263 1 0,0092
7 G*01:03 G*01:04 1 0,0053 5 0,0459
8 G*01:04 G*01:06 2 0,0105 2 0,0183
9 G*01:04 G*01:05N 2 0,0105 1 0,0092
10 G*01:03 G*01:03 1 0,0053 1 0,0092
11 G*01:03 G*01:06 0 0,0000 2 0,0183
12 G*01:03 G*01:05N 0 0,0000 1 0,0092
13 Outros’ 3 0,0158 0 0,0000
Total 190 1,0000 109 1,0000

"Diplotipos formados por alelos que ndo puderam ser classificados nos 5 grupos de alelos do gene HLA-G por
apresentarem sitios polimorficos ndo-sindnimos.
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Tabela 23. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os diplotipos do gene HLA-G formados por grupos de alelos nos pacientes HCV.

Pacientes HCV (n =190)
Expressao hepatica de HLA-G Comparacdes
(324:-;;) (nzi :2) ( e 33) 0-1+ vs. 2+ 0-1+ vs. 3+ 2+ vs. 3+

Diplétipos ‘;ﬁ;l‘g"s dealelos | | preq. n  Freq. n Freq. | OR(IC95%) P  OR(IC95%) P  OR(IC95%) P
G*01:01 G*01:01 4104824 29 04028 12 03636 | o 415"7‘_1;’ 6 OB o 415{?3%91 y 022 5115’3?2%83 5 08296
G*01:01 G*01:04 19 02235 23 03194 11 03333 (0’38’3651_?’62 65 02074 o 6913’2?3088) 02509 4313’223’ si1y  1:0000
G*01:01 G*01:03 12 01412 5 00694 6 01818 | 4252361 676 0198 (0’22’9746_2’623 o 05842 (0,09(;’;;‘?19, 212 0:0988
G*01:01 G*01:06 6 00706 5 00694 2 0,0606 (0,3016(1)-239, 535, 1:0000 (0,2311’(2)?2 315y 1:0000 (0’2115%_7;’ 395, 1:0000
G*01:01 G01:05N I 00lS 4 00556 0 00000 | (5 0I8IS (o oett S ge 10000 o, Gl b 03045
G*01:04 G*01:04 200235 1 00139 2 00606 | 513’;2189’ 4y 10000 o 50123227 s3g) 0319 (0’01(’9?52 sa5) 02358

Outros’ 40,0470 5 0,065 0 0,0000 - - - - - -

Total 85 1,0000 72 1,0000 33 1,0000 ; i ; i ; i

*Soma dos outros diplétipos identificados que possuem ocorréncia individual menor que 5. "(0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células marcadas
para HLA-G); (2+) expressdo moderada (entre 25 ¢ 50% das células marcadas) e ~ (3+) forte expressdo (mais de 50% das células marcadas). Comparacdes
realizadas por meio do teste exato de Fisher. OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianga. As comparagdes ndo mostraram valores significantes (P<0,05).
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Tabela 24. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os diplotipos do gene HLA-G formados por grupos de alelos nos pacientes coinfectados HCV-HIV.

Pacientes HCV-HIV (n =109)

Expressao hepatica de HLA-G Comparacgdes
(1(1)-:;;) (nzi :7) ( 3:10) 0-1+ vs. 2+ 0-1+ vs. 3+ 2+ vs. 3+

Diplétipos ‘;ﬁ;l‘g"s dealelos | | preq. N Freq. N Freq. | OR(IC95%) P | OR(ICY95%) P  OR(ICY95%) P
G*01:01 G+01:01 30 04839 18 04865 5 05000 | o ST 010000 BT 10000 3,y 10000
G*01:01 G*01:04 1L 01774 7 01892 3 03000 | 502 H 41y 1:0000 01012250 0397 (o 1ieagsy 04242
G*01:01 G*01:03 700129 6 00622 1 01000 | oo 05452 et o 10000 Tt L 10000
G*01:01 G*01:06 300484 2 00541 0 00000 | oI 10000 | 008 L0000 e gy 10000
G*01:03 G*01:04 300484 100270 100000 | 3o 10000 | o 00T 0sy OASTE (0o sgy, 03839

Outros' 8 0,290 3 00810 0 0,0000 . : . . . .

Total 62 1,0000 37 10000 10 1,0000 . . . . . :

"Soma dos outros diplotipos identificados que possuem ocorréncia individual menor que 5. (0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células
marcadas para HLA-G); (2+) expressdo moderada (entre 25 ¢ 50% das células marcadas) e =~ (3+) forte expressdo (mais de 50% das células marcadas).
Comparagdes realizadas por meio do teste exato de Fisher. OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianga. As comparagdes ndo mostraram valores significantes

(P<0,05).
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Tabela 25. Associagdo entre a expressdo hepatica de HLA-G e os diplotipos do gene HLA-G formados por grupos de alelos, ao comparar pacientes HCV com pacientes coinfectados

HCV-HIV.
Expressao hepatica de HLA-G
0-1+ ) 2+ o 3+ *kk
HCV HCV-HIV HCYV vs. HCV HCV-HIV HCYV vs. HCV HCV-HIV HCYV vs.
(n=83) (n=62) HCV-HIV (n="71) n=37) HCV-HIV (n=33) (n=10) HCV-HIV
Diplétipos de
grupos de alelos n freq. n freq. ORO P n freqq n freq. ORO P n freq. n freq. ORo P
HLA-G (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
1,041 0,7288 0,5714
% . % . 4 ’ s
G*01:01 G*01:01 | 41 04940 30 0,4839 (0.5391-2,011) 1,0000 | 29 0,4085 18 10,4865 (0.3275-1.622) 0,5401 | 12 0,3636 50,5000 (0.1370-2,384) 0,4809
1,376 2,054 1,167
% . % . 2 b s
G*01:01 G*01:04 19 0,228 11 0,1774 (0.6008-3,153) 0,5362 | 23 03239 7 0,1892 (0.7852-5.371) 0,1764 | 11 0,3333 30,3000 (0.2515-5.411) 1,0000
1,328 0,3914 2,0000
% . % . 4 ’ )
G*01:01 G*01:03 12 0,1446 7 0,1129 (0.4902-3,598) 0,6274 | 5 00704 6 0,1622 (0.1109-1,382) 0,181 | 6 0,1818 1  0,1000 (0.2112-18.94) 1,0000
1,532 1,326 1,667
% . % . 2 > s
G*01:01 G*01:06 6 00723 30,0484 (0.3678-6.385) 0,7328 | 50,0704 20,0541 (0.2445-7.190) 1,0000 | 20,0606 0 0,0000 (0.07386-37.61) 1,0000
2,273 2,149 0,3134
% . % . b4 H s
G*01:01 G*01:05N | 10,0120 0  0,0000 (0.09097-56.78) 1,0000 | 4 0,0563 10,0270 (0.2313-19.97) 0,6585 | 00,0000 0 0,0000 (0.005847-16,80) 1,0000
0,4856 1,596 1,667
% . % . 9 s s
G*01:04 G*01:04 20,0241 30,0484 (0.07861-2,999) 0,6512 | 1 00141 0 0,0000 (0.06339-40,17) 1,0000 | 20,0606 0 0,0000 (0.07386-37.61) 1,0000
Outros’ 20,0241 8 0,1290 - - 4 00564 30,0810 - - 0 00000 1 0,1000 - -
Total 83 11,0000 62  1,0000 - - 71  1,0000 37 1,0000 - - 33 1,0000 10 1,0000 - -

"Soma dos outros diplétipos identificados que possuem ocorréncia individual menor que 5. “(0-1+) expressdo ausente ou leve (menos de 25% das células marcadas para HLA-G);
(2+) expressdo moderada (entre 25 ¢ 50% das células marcadas) e (3+) forte expressdo (mais de 50% das células marcadas). Comparagdes realizadas por meio do teste exato de
Fisher. OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianga. As compara¢des ndo mostraram valores significantes (P<0,05).
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A infeccdo pelo HCV possui grande taxa de cronificacdo, elevando o risco de
desenvolvimento de complicagdes graves, como cirrose ¢ HCC (PASSOS, 20006).
Adicionalmente, as taxas de progressao da fibrose hepatica variam enormemente de individuo
para individuo e ¢ significativamente influenciada pela coinfeccdo com HIV. Dessa forma,
nos ultimos anos, inimeros estudos tém enfocado na identificacdo de fatores associados ao

progndstico da hepatite C cronica e a progressao do dano hepatico.

Desde a primeira descricio da expressio da molécula HLA-G em condicdes
patologicas, sua associagdo com doengas infecciosas virais tem sido intensamente estudada.
Embora o RNA mensageiro (mMRNA) do gene HLA-G seja detectado em tecido hepatico
histologicamente normal (ONNO et al., 1994), a molécula HLA-G ndo ¢ encontrada. No
entanto, a molécula passa a ser detectada no figado infectado pelo HCV como evidenciado
por estudos prévios que avaliaram somente pacientes monoinfectados pelo HCV (AMIOT et
al., 2014; DE OLIVEIRA CRISPIM et al.,, 2012) ou somente coinfectados HCV-HIV
(VILAR, 2014). Algumas conclusdes de tais estudos ficaram prejudicadas pelo pequeno
numero de pacientes, principalmente, apds a estratificacdo de grupos de acordo com variaveis
clinicas e histopatologicas. Assim, o presente estudo se propds a ampliar o nimero de
pacientes e avaliar tanto individuos monoinfectados pelo HCV quanto os coinfectados com

HIV.

Demonstrou-se no presente trabalho, que a molécula HLA-G esta expressa no figado
de pacientes infectados pelo HCV e coinfectados com HIV, por meio do uso do anticorpo
MEM-G/2 (reconhece cadeia pesada livre de todas as isoformas de HLA-G), de forma similar
aos estudos anteriores, que utilizaram diferentes anticorpos anti-HLA-G; isto ¢é, anticorpos
que detectam isoformas especificas (como o anticorpo 5a6G7 que detecta HLA-G5 e -6) ou
conjuntos de isoformas soluveis e membranarias (como o anticorpo 4H84 ¢ MEM-G/1)
(AMIOT et al.,, 2014; DE OLIVEIRA CRISPIM et al.,, 2012; VILAR, 2014). Ainda,
conforme observado em estudos anteriores, a expressao de HLA-G ocorreu, primordialmente,
em hepatocitos de ambos os grupos de pacientes infectados pelo HCV e coinfectados HCV-

HIV.

No presente trabalho, verificou-se maior expressdo da molécula HLA-G conforme o
avanco da fibrose hepatica, tanto nos pacientes infectados pelo HCV, quanto nos pacientes
coinfectados pelo HIV. Este resultado ¢ de grande relevancia, uma vez que a progressao da
fibrose hepdatica determina o prognostico final do paciente e, assim, a necessidade de

intervengdo terapéutica (MARCELLIN; ASSELAH; BOYER, 2002). Esse resultado ¢
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consistente com os achados de Amiot e colaboradores (2014), que observaram maior numero
de células positivas para HLA-G em areas de maior fibrose hepatica, assim como os
resultados de Vilar (2014). Embora a progressdo da fibrose hepatica seja um processo
multifatorial, a associagdo entre fibrose hepatica e expressdo de HLA-G indica que tal
molécula contribua para a progressdo da doenca, provavelmente por regular negativamente a

resposta imune contra o HCV.

Diversos fatores podem estar implicados na inducdo de expressdo da molécula HLA-G
no figado de pacientes acometidos pelo HCV. A infec¢do cronica pelo HCV ¢ caracterizada
por infiltrado inflamatorio inespecifico, responsavel pelo dano tecidual hepatico (LARRUBIA
et al., 2014). Mastocitos sdo encontrados no figado e agem induzindo fibrose por estimularem
a proliferacdo de HSC e, essas células, por sua vez, secretam TGF- (GRUBER et al., 1997).
Essa ¢ a principal citocina pro-fibrética do organismo e sua expressdo ¢ aumentada no figado
de pacientes com hepatite C cronica (MARCELLIN; ASSELAH; BOYER, 2002). Além do
TGF-B, outras citocinas também sdo encontradas no figado, como os IFNs do tipo I (IFN-a. e
—B) e IFN-y que sdo importantes para a resposta antiviral do hospedeiro. Ja foi demonstrado
no plasma de pacientes com HCV, elevada secre¢cdo de determinadas citocinas com atividade
imunorreguladora, como a IL-10 (PIAZZOLLA et al., 2000). Essa citocina suprime resposta
de células T no figado de pacientes com HCV (ACCAPEZZATO et al., 2004) e o aumento
dos seus niveis foi associado com progressdo da hepatite C cronica (FLYNN et al., 2011).
Sabe-se que a expressdo da molécula HLA-G ¢ altamente dependente de fatores do
microambiente e as citocinas IL-10, IFN-a e TGF-B estdo associadas com aumento da
expressao de HLA-G em diferentes tipos celulares (ABEDIANKENARI; GHASEMI; KIM,
2011; AMIOT; VU; SAMSON, 2014; GREGORI et al., 2010; MOREAU et al., 1999).

Corrobora o papel do HLA-G na cronicidade da infec¢do hepatica viral, o aumento
dos niveis de SHLA-G e IL-10 no sangue de pacientes com hepatite C cronica (WENG et al.,
2011). Além disso, IL-10 induz a formagdo in vitro de CD produtoras de IL-10 (CD-10),
caracterizadas pela secre¢do de altos niveis de IL-10, expressdo da molécula HLA-G e do seu
receptor ILT4 na superficie celular. DC-10 isoladas de sangue periférico ou geradas in vitro
sdo potentes indutores de células T reguladoras do tipo 1 (Trl), células que suprimem
resposta imune in vivo e in vitro (GREGORI et al., 2010). O estudo de Amiot e colaboradores
(2014) relata que mastocitos proximos as areas de fibrose em bidpsias de pacientes com HCV
secretam quantidades elevadas de HLA-G, quando estimulados com IL-10 e IFN-ca.. Nesse

contexto, assume-se que o microambiente hepatico, incluindo citocinas que atuam na resposta
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inflamatoria (IL-10, IFN-a) e fibrose (TGF-B), seja um dos responsaveis pela detecgdo da

molécula HLA-G no figado de pacientes com hepatite C cronica.

De forma inédita, verificou-se que a expressio de HLA-G foi associada
significantemente ndo s6 com o grau de fibrose hepatica, como também com a atividade
necroinflamatéria no figado, tanto nos pacientes monoinfectados pelo HCV quanto nos
pacientes coinfectados com HIV. Esses achados ndo foram demostrados nos estudos
anteriores, possivelmente, devido ao tamanho amostral reduzido. A atividade
necroinflamatéria ¢ um processo dinamico e flutuante ao longo do tempo. Segundo Marcellin
e colaboradores (2002), existem razdes para acreditar que o processo necroinflamatorio €
implicado no processo de fibrogénese, pois as HSC sdo ativadas ao redor das lesdes
inflamatorias. Assim, o grau de atividade necroinflamatéria prediz piora da fibrose hepatica.
Esse resultado condiz com o fato de que diferentes citocinas produzidas durante a resposta
imune contra 0 HCV sejam importantes indutoras da expressao da molécula HLA-G in vitro e
in vivo. Com base nesses achados, a associagdo entre aumento da expressdo da molécula
HLA-G no figado com o aumento da atividade necroinflamatoria e com aumento da fibrose

pode ter implicagdes na progressao cronica da doenga e prognostico.

Além dos fatores histologicos, a expressao hepatica da molécula HLA-G também foi
maior nos individuos infectados pelo HCV que apresentavam idade igual ou superior a 40
anos. E importante destacar que a idade ¢ um fator independente, associado com maior taxa
de progressdo da fibrose (POYNARD; BEDOSSA; OPOLON, 1997). Estudos evidenciam
que a taxa de progressao pode ser 300 vezes maior em pacientes afetados pela doenca na sua
sétima década de vida em comparagdo aqueles afetados na terceira década de vida
(WESTBROOK; DUSHEIKO, 2014). No entanto, a influéncia da idade na expressdo de
HLA-G nao foi observada na coinfeccdo pelo HIV, cabendo ressaltar que o nimero de
pacientes pertencentes a este grupo ¢ bastante inferior ao grupo de pacientes infectados

somente pelo HCV, o que pode ter prejudicado a obtengdo de significancia estatistica.

Diferencas étnicas entre individuos infectados pelo HCV tém sido implicadas em
diferengas nas taxas de cronificacdo da infeccdo e progressdo da fibrose hepdtica, sendo a
descendéncia afroamericana uma caracteristica desfavoravel neste contexto (CHEN;
MORGAN, 2006). Observou-se que pacientes do grupo HCV com cor de pele branca
expressam menos HLA-G no figado quando comparados aos pacientes ndo-brancos
(incluindo mulatos, negros e amarelos). A falta de associacdo entre cor de pele e expressao da

molécula HLA-G no grupo de pacientes coinfectados HCV-HIV pode ser resultado da
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dificuldade em caracterizar etnicamente a populagdo brasileira com base na cor da pele, em

funcdo do elevado grau de miscigenacdo da mesma.

Embora o género masculino seja considerado um importante fator de progressdo da
fibrose hepatica (CHEN; MORGAN, 2006; MARCELLIN; ASSELAH; BOYER, 2002),
aumentando em até 10 vezes a taxa de fibrose independentemente da idade (WESTBROOK;
DUSHEIKO, 2014), nao foi encontrada associacao entre tal fator com a expressdo de HLA-G.
De forma similar, ndo houve associa¢do entre a expressdo de HLA-G e genotipo do HCV,
cuja relagdo com progressdo da fibrose hepatica ¢ ainda inconclusiva (BOCHUD et al., 2009;

PROBST et al., 2011).

Sumariando, as variaveis observadas no presente trabalho associadas com aumento da
expressao de HLA-G no figado (atividade necroinflamatéria avangada e fibrose hepatica
grave em ambos os grupos de pacientes HCV e coinfectados HCV-HIV; idade superior a 40
anos e cor de pele ndo-branca somente no grupo HCV) tém sido igualmente associadas com
pior prognostico clinico dos pacientes e desfechos menos favoradveis (CHEN; MORGAN,
2006; GHANY et al., 2003). Apesar de se desconhecer a razao biologica pela qual a molécula
HLA-G ¢ expressa no figado infectado por virus, nossos achados corroboram a hipdtese de
que a presenga da molécula HLA-G em tecido hepatico acometido pelo HCV seja prejudicial
ao hospedeiro, em funcdo de suas propriedades imunotolerantes. Além dos fatores
relacionados ao microambiente inflamatério no figado, como TGF-f, IL-10 e IFN, implicados
na inducdo da expressdo de HLA-G, ndo podemos excluir a possibilidade de o HCV induzir
diretamente a expressdo da molécula HLA-G em hepatocitos. Estudos j& demonstraram a
capacidade de alguns virus, como o herpes simples, citomegalovirus (CMV), e o virus da
raiva (Rabies virus - RABV), em inibir a expressao de moléculas HLA de classe I cléssicas,
como forma de evadir da resposta de CTL (AHN et al., 1996; ORR et al., 2005) e/ou induzir a
expressao da molécula HLA-G para evitar o reconhecimento por CTL e células NK,
protegendo as células infectadas da resposta imune antiviral do hospedeiro (MEGRET et al.,
2007; ONNO et al., 2000). No entanto, tais achados ainda ndo foram demonstrados para o
HCV.

Este ¢ o primeiro estudo que compara em um mesmo relato a expressdo da molécula
HLA-G entre pacientes infectados pelo HCV e pacientes coinfectados HCV-HIV. Diversas
evidéncias encontradas na literatura sugerem que a infec¢do pelo HCV propicia
microambiente adequado para a expressio de HLA-G (ACCAPEZZATO et al.,, 2004;
MARCELLIN; ASSELAH; BOYER, 2002). Embora o HIV, aparentemente, ndo infecte
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diretamente os hepatocitos, pode acarretar alteragdes hepaticas induzidas pela produgdo de
TGF-B via proteinas virais circulantes (CHEN; FEENEY; CHUNG, 2014). Além disso,
estudos relatam que monocitos de pacientes infectados pelo HIV expressam HLA-G em suas
membranas (LOZANO et al., 2002) e produzem IL-10 (NAVIKAS et al., 1995). Portanto,
esperar-se-ia que a coinfeccao pelo HIV pudesse incrementar a expressdo de HLA-G, achado
ndo observado neste estudo. Logo, considerando que i) a magnitude de expressdo da molécula
HLA-G nao diferiu significantemente entre os pacientes monoinfectados e coinfectados pelo
HIV e ii) a associacdo da maior expressao da molécula HLA-G com maior atividade
necroinflamatéria no figado e fibrose hepatica nos pacientes infectados pelo HCV e
coinfectados HCV-HIV foi similar, podemos sugerir que, aparentemente, o HIV ndo
amplifica a expressdo da molécula HLA-G induzida pelo HCV no figado. No entanto, outros
fatores como o tratamento prévio dos pacientes coinfectados HCV-HIV com medicamentos
antirretrovirais ndo foram analisados e, portanto, configurando-se como limitagdo do presente

estudo.

Além dos fatores acima citados, nos ultimos anos, numerosos estudos buscaram
demonstrar a existéncia de fatores genéticos do hospedeiro que influenciam a infecgdo pelo

HCV. Nesse contexto, a maioria dos estudos tem focado no papel de genes do MHC.

Os alelos DQBI*03:01 e DRBI*11:01 sdo considerados protetores contra o
desenvolvimento da hepatite C cronica, estando associados com maior capacidade do
hospedeiro em eliminar espontaneamente o virus (HONG et al., 2005), e ainda, o grupo de
alelos DRBI*11 estd associado com protecdo contra o desenvolvimento de doenca hepatica
avancada (TILLMANN et al., 2001). Além dos genes de histocompatibilidade de classe II, o
grupo de alelos HLA-B*27 apresenta forte associacdo com elimina¢do do HCV (NEUMANN-
HAEFELIN et al.,, 2006), exercendo também papel protetor na infec¢do pelo HIV,
acarretando menor progressao da doenca, menor carga viral, atraso no declinio do nimero de
CD4" e do aparecimento de sintomas (DEN UYL; VAN DER HORST-BRUINSMA; VAN
AGTMAEL, 2004).

No que diz respeito aos genes de classe I ndo cléassicos, como o HLA-G, e a sua
associagdo com a hepatite C, poucos estudos foram conduzidos até omomento. Em um estudo
com mulheres gravidas infectadas pelo HCV, o alelo G*01:04:01 foi considerado fator de
risco para a transmissdo do virus para seus filhos, ao passo que o alelo G*01:05N, foi
associado com protecdo (MARTINETTI et al., 2006). Maior numero de estudos sdo
encontrados em relagdo aos alelos HLA-G e infec¢do pelo HIV. O alelo G*01:01:08 foi
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associado com aumento do risco de infeccdo por HIV-1 em mulheres africanas, enquanto o
alelo G*01:05N foi associado com protecdo (LAJOIE et al., 2006; MATTE et al., 2004). No
entanto, esse mesmo alelo nulo foi associado com risco aumentado de infec¢do pelo HIV em
uma populacdo italiana (SEGAT et al., 2010). A transmissdo do HIV também parece ser
afetada por diferencas nos alelos HLA-G, de forma que maes portadoras do alelo G*01:03

transmitem menos o HIV para seus filhos durante o periodo perinatal (LUO et al., 2013).

Uma vez que brasileiros representam uma das mais heterogéneas populacdes no
mundo, um alto nivel de variabilidade do gene HLA-G era esperado no presente estudo. Dessa
forma, foram encontrados 40 alelos HLA-G diferentes, dos quais 12 apresentaram frequéncias
acima de 1%. Desses, 11 possuem frequéncia minima mundial acima de 1%, conforme o
estudo de Castelli e colaboradores (2014), e portanto, foram os alelos escolhidos para as
analises de variabilidade do gene HLA-G entre pacientes e controles, assim como, para as
analises envolvendo variabilidade do gene HLA-G com a magnitude de expressdao da molécula
HLA-G no figado. Tais alelos juntos corresponderam a 92,6% de todos os alelos HLA-G
encontrados no presente estudo. O alelo G*01:01:01:01(+2412A) assim como outros 23
alelos encontrados ainda n3o foram oficialmente reconhecidos pelo banco de dados do
IMGT/HLA. Outros seis alelos identificados que sdo oficialmente reconhecidos, apresentaram
frequéncia abaixo de 1% (G*01:01:14, G*01:01:02:02, G*01:01:01:06, G*01:01:19,
G*01:01:17 e G*01:04:05).

No presente estudo, em comparacdo ao grupo controle, observou-se maior frequéncia
do alelo G*01:01:01:01 (e do grupo alélico G*01:01) no grupo de pacientes HCV. O alelo
G*01:01:01:01 ¢ o mais frequente no Brasil e em populagdes mundiais, e a regido codificante
desse alelo ¢ usualmente associada com um haplétipo da regido promotora nomeado de
PROMO-010101a e com um haplétipo da regido 3°’'UTR nomeado UTR-1 (CASTELLI et al.,
2014b). Ja foi demonstrado que a UTR-1 de gene HLA-G esté4 associada com maior produgao
de HLA-G nas populagdes brasileira e francesa (MARTELLI-PALOMINO et al., 2013),
assim como o haplotipo promotor 010101a numa populagdo brasileira (DIAS et al., dados ndo
publicados). Embora a frequéncia do alelo G*01:01:01:01 estivesse significantemente
aumentado nos pacientes com HCV (f=0.2550) em relacdo aos controles (f=0.1776), a
frequéncia desse alelo também estava aumentada nos pacientes coinfectados HCV-HIV
(f=0.2294), mas sem atingir significancia estatistica. Assim, além do microambiente
inflamatorio hepatico, esses pacientes também possuem alelos associados com alta expressao

de HLA-G.
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O alelo nulo G*01:05N, menos frequente no grupo de pacientes coinfectados HCV-
HIV em comparagdo ao grupo controle, codifica molécula truncada em fun¢do da presenga de
um cddon de parada no éxon 4 (CASTELLI et al., 2014b), o que impede com que as
isoformas HLA-G1, -G4 e -G5 sejam transcritas e expressas (CAROSELLA et al., 2015). Tal
alelo ja foi associado com significante reducdo dos niveis de sHLA-G (REBMANN et al.,
2001) e a auséncia dessas isoformas da molécula HLA-G estd associada com a falta de
supressao das atividades de células citotoxicas, incluindo CTL e NK e, consequentemente,
com maior capacidade de resposta contra agentes virais. Embora a frequéncia do alelo
G*01:05N seja baixa na populacdo controle (f=0.0428), nos coinfectados HCV/HIV
(f=0.0092) e nos pacientes monoinfectados (f=0.0198) a frequéncia foi ainda menor, porém,
atingindo significdncia apenas para o grupo coinfectado. A baixa frequéncia do alelo nessas
populagdes requereria numero ainda maior de individuos para encontrar achados
significantes. Finalmente, verificamos aumento significante da frequéncia do alelo
G*01:01:01:04 em pacientes coinfectados em relacdo aos monoinfectados. A estrutura
molecular da proteina codificada por esse alelo ¢ semelhante aquela codificada pelo alelo
G*01:01:01:01, diferindo apenas em substitui¢des intronicas. Embora a variabilidade genética
em regido intronica possa estar associada com a regulagdo do gene, essa variabilidade ainda
ndo foi estudada em relagdo a expressdo da molécula e estudos posteriores necessitam ser

realizados.

Para aprofundar o entendimento da interrelacio da variabilidade na regido
codificadora do gene HLA-G com a expressdo proteica, estratificamos as avaliagcdes dos
pacientes infectados pelo HCV e coinfectados HCV-HIV em trés categorias: i) segundo os
alelos HLA-G mais frequentemente observados em popula¢des mundiais (CASTELLI et al.,
2014b) e também nos pacientes desta casuistica; ii) grupos de alelos segundo a proteina
codificada, considerando que muitos alelos apresentam substitui¢des sindnimas em regides
exOnicas ou substituicdes intronicas e iii) diplotipos formados pelos alelos ou grupos de
alelos. Apds todas as andlises dessas estratificacdes, nenhum resultado significante foi
observado. Cabe salientar que, essas estratificagdes geram grupos pequenos em cada categoria
e que posteriores estratificagdes segundo a magnitude de expressdo de HLA-G subdividem
ainda mais esses grupos. Assim, percebe-se que somente o estudo de grandes casuisticas

poderia mostrar eventuais diferencas estatisticas.

Considerando que o alelo G*01:01:01:01 foi o mais frequentemente observado nos

individuos monoinfectados por HCV ou nos coinfectados com HIV, podemos concluir que a
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proteina expressa nos hepatocitos desses pacientes (G*01:01) ¢ também a mais comumente
observada nas diversas populacdes, ndo havendo uma proteina especial que pudesse
apresentar acdo diferencial nas interacdes com seus receptores ILT-2, ILT-4 ou KIR2DLA4.
Assim, o achado principal deste estudo foi demonstrar que a magnitude de expressdo da
molécula HLA-G ¢ um fator associado a atividade necroinflamatoéria e com o grau de fibrose
hepatica, em pacientes infectados pelo HCV e coinfectados com HIV, e nio com uma
proteina HLA-G em particular. Logo, tornam-se necessarios estudos acerca das regides
reguladoras do gene HLA-G, incluindo a regido 5’URR, onde agem fatores de transcrigdo,
supostamente implicados na inducdo da expressdo de HLA-G (regulacdo pré-transcricional).
Em adi¢do, o segmento 3’UTR do gene HLA-G ¢ também importante na regulagdo pos-
transcricional do gene, englobando fatores relacionados com a estabilidade do transcrito
primario ou miRNAs especificos, cujas fun¢des podem ser alteradas pela presenca de sitios
polimorficos nessa regido. Esses estudos estdo sendo realizados por nosso grupo e os

resultados estdo sendo analisados.
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Pacientes monoinfectados pelo HCV ou coinfectados pelo HIV apresentam aumento
da expressio de HLA-G no figado, estando tal expressdo associada com fatores de pior
prognostico da hepatite C cronica, incluindo fibrose hepatica e atividade necroinflamatdria no
figado em ambos os grupos, assim como, idade igual ou superior a 40 anos e cor de pele nao-
branca nos pacientes HCV. A frequéncia do alelo G*01:01:01:01 esteve aumentada nos
pacientes infectados pelo HCV, assim como a frequéncia do alelo G*01:05 diminuida nos
pacientes coinfectados HCV-HIV, no entanto, ndo houveram associagdes entre a variabilidade
genética do gene HLA-G com a expressdo hepatica de HLA-G em biopias hepaticas. O
presente estudo contribui para a ampliagdo de conhecimentos acerca da participagdo da
molécula HLA-G na hepatite C cronica, em individuos coinfectados ou ndo com HIV. O
conhecimento do perfil de expressdo da molécula HLA-G pode auxiliar na discriminagdo de
pacientes infectados pelo HCV ou coinfectados HCV-HIV com pior prognoéstico e desfechos
menos favoraveis. Outros estudos sdo necessarios para avaliar a variabilidade genética de

outros segmentos génicos do HLA-G nesse contexto.
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ANEXO 1

ANEXOS | Bertol, 2016

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA =

A B Bam
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMRP-USP

RIBEIRAO PRETO

Ribeirao Preto, 12 de maio de 2014

Oficio n°® 1549/2014
CEP/MGV

PROCESSO HCRP n° 6102/2013

“INFLUENCIA DA EXPRESSAO DA MOLECULA IMMUNOREGULADORA
HLA-G NA INFECCAO PELO VIRUS DA HEPATITE C E NA COINFECCAO
COM O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA”

Prezado Senhor,

O Comité de Etica em Pesquisa, em sua 386® Reunido
Ordinaria, realizada em 12/05/2014, tomou ciéncia e aprovou as
recomendacodes solicitadas pela CONEP e atendidas por Vossa Senhoria
(conforme parecer anexo).

Atenciosamente.

é. MARCIA GUIMARAES VILLANOVA

Coordenadora do Comité de Etica
em Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Ilustrissimo Senhor R
PROF.DR. EDUARDO ANTONIO DONADI
Depto. de Clinica Médica

2 - Comité de Etica em Pesquisa HCRP e FMRP-USP
Campus Universitario — Monte Alegre FWA-00002733;IRB-00002186 e Registro PBICONEP n 5440
14048-900 Ribeirdo Preto  SP (16) 3602-2228

cep@hcrp.usp.br
www.hcrp.usp.br
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ANEXO IT

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDAbE DE MEDICINA e
B e

DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO  cusan jsp

RIBEIRAD PRETD

Ribeirao Preto, 11 de abril de 2012

Oficio n® 1335/2012
CEP/RCC

PROCESSO HCRP n° 3416/2003

Prezada Pesquisadora,

O Comité de Etica em Pesquisa, em sua 343° Reunido Ordinaria
realizada em 09/04/2012, tomou ciéncia e aprovou o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido de Guarda de Material -~ Biorrepositério de Figado Laboratorio
Multidisciplinar {versdo 2.0 de 02 de abril de 2012) e o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido de Guarda Material — Biorrepositério de Soro, Plasma e DNA Laboratério
Multidisciplinar {versao 2.0 de 02 de abril de 2012), referente a “PROPOSTA DE
RECONHECIMENTO E DE CRIAGAO DE BANCO DE AMOSTRA BIOLOGICA DO
DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA - DIVISAO DE GASTROENTEROLOGIA DO
HCFMRP-USP”. O CEP também tomou ciéncia da solicitacao de dispensa da
apresentacao das novas versdes aos pacientes anteriormente consentidos com a versao

1.0 do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Guarda de Material Biologico.

& 0

i’RO . DR. RICARDO DE CARVALHO CAVALLI
ice-Coordenador do Comité de Etica
e Pesquisa do HCRP-USP e da FMRP-USP

/
Atenciosamente.

Hustrissima Senhora
PROF* DR* ANA DE LOURDES CANDOLO MARTINELLI
Depto. de Clinica Médica - Divisdao de Gastroenterologia

~i

Campus Universitario — Monte Alegre Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e FMRP-USP
14048-900 Ribeirdo Preto SP FWA-00002733; IRB-00002186 ¢ Registro SISNEP/CONEP n® 4
{016) 3602-2228
cep@hcrp.usp.br

www.herp.usp.br
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