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Prefdcio



Neste volume é apresentada a Dissertacdo de Mestrado de Cristiane Nonato da Silva.

Este trabalho foi subdividido em capitulos da forma que se seque: (I) Levantamento
Teorico: breve descrigdo dos conceitos e bibliografia para contextualizar o cendrio de
desenvolvimento do trabalho; Objetivos do trabalho; (11) Versdo preliminar do artigo:
Profile of Expressed Antibodies in Patients with Chronic Hepatitis with Different Degrees
of Hepatic Fibrosis, nas normas da revista Frontiers in Immunology; (I111) Conclusdo: breve

conclusdo do trabalho realizado evidenciando sua contribuicdo para a academia.
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Resumo:

A progressao da fibrose hepatica somada a infec¢do pelo virus da hepatite C
(VHC) tem sido associada a resposta imunologica permanente. O estudo no
repertério de anticorpos Anti-VHC na progressao da fibrose hepatica foi explorado
através de ferramentas de sequenciamento em larga escala (NGS) possibilitando
uma analise de repertorios altamente variaveis como as porgdes variaveis VH
(cadeia pesada) e Vk (cadeia leve) das imunoglobulinas, e a determinagcdo de
familias e subfamilias dos genes V-D-J associadas a resposta humoral encontrada
nas diferentes fases da doenga proporcionam uma ferramenta importante no
entendimento da resposta imune frente a infecgao viral pelo VHC. As porgdes VH e
Vk das imunoglobulinas foram obtidas a partir da amplificacdo de RNA de sangue
de paciente VHC positivos e com diferentes graus de fibrose, e sequenciadas na
plataforma lllumina® Miseq, fornecendo uma grande variabilidade de sequéncias
que foram pré-processadas por ferramentas de bioinformatica e analisadas em dois
bancos de anticorpos diferentes: IgBlast (NCBI) e IMGT® quanto as familias e
subfamilias mais expressas. A expressdo restrita de algumas familias e
subfamilias: IGHV1, IGHV3, IGHV4 e subfamilias ja descritas em varios estudos
associados ao VHC corrobora com nossos achados de que existe uma tendéncia
do uso de algumas subfamilias como: IGHV1-2, IGHV1-8, IGVH1-69, IGHV3-11,
IGHV3-21, IGHV3-23, IGVH3-30, IGHV4-4, IGHV4-34 IGHV4-39 na cadeia pesada;
assim como 1GkV3-15 e IGkV3-20 na cadeia leve, porém as subfamilias: IGHV1-8,
IGHV3-11, IGHV4-39, IGkV1-5, IGkV1-12, IGkV1-39 também estavam entre as
mais expressas, indicando que estas subfamilias também podem estar
relacionadas a expressao preferencial induzida pelo virus em detrimento de outras;
como encontramos na familia IGVH3 que estava menos expressa no grupo F3/F4
de fibrose avancgada; resultado esse inovador na literatura relacionada ao VHC o
sugere uma mudancga no padrao de resposta imunoldgica a medida que a doenca

progride.

Palavras-chave: Fibrose Hepatica, Hepatite C, Imunoglobulina.



Abstract



Abstract:

The progression of hepatic fibrosis in the hepatitis C virus (HCV) infection has
been linked with permanent immune response. The study in the repertoire of Anti-
HCV antibodies in the progression of hepatic fibrosis was analysed for large-scale
sequencing (NGS) tools enabling a highly variable analysis such as the VH (heavy
chain) and Vx (light chain) portions of immunoglobulins and the determination of
families and subfamilies of the V-D-J genes in the humoral response found in the
different phases of the disease, a great tool in the understanding of the immune
response to HCV viral infection. The VH and V portions of the immunoglobulins were
obtained from the amplification of HCV positive HCV patient blood with different
degrees of fibrosis and sequenced on the lllumina® Miseq platform, providing a large
sequence variability that was preprocessed by tools of bioinformatics and analyzed in
two different antibody banks: IgBlast (NCBI) and IMGT® for the most expressed
families and subfamilies. The restricted expression of some families: IGHV1, IGHV3,
IGHV4 and subfamilies already described in several HCV-related studies confirm our
findings that there is a tendency to use some subfamilies, such as: IGHV1-2, IGHV1-
8, IGVH1- 69, IGHV3-11, IGHV3-21, IGHV3-23, IGVH3-30, IGHV4-4, IGHV4-34
IGHV4-39 in the heavy chain; as well as IGkV3-15 and IGkV3-20 in the light chain,
but the subfamilies: IGHV1-8, IGHV3-11, IGHV4-39, IGkV1-5, IGkV1-12, 1GkV1-39
were also among the most expressed, indicating that these subfamilies may also be
related to preferential expression induced by the virus over others; as found in the
IGVH3 family, which was less expressed in the advanced fibrosis group F3/F4; result
this groundbreaking finding in the HCV literature suggests a change in the pattern of

immune response as the disease progresses.

Key words: Hepatic Fibrosis, Hepatitis C, Immunoglobulin.
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19

1.0 A infecgao pelo Virus da Hepatite C

O virus da hepatite C (VHC), pertence a familia Flaviviridae, possui tropismo
preferencial por células hepaticas e é atualmente umas das maiores causas de doenga
hepatica no mundo. Dados recentes da Organizagdo Mundial de Saude mostram uma
alta taxa de infeccdo pelo VHC com estimativas de aproximadamente 71 milhdes de
pessoas em todo mundo. A infecgao pelo VHC causa disturbios hepaticos e cerca de
70% dos individuos infectados desenvolvem uma infec¢do cronica que pode levar a
cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC). A infecgdo possui carater silencioso na fase
inicial da doenga, sendo inicialmente assintomatica na maioria dos casos, e o0s
infectados geralmente desconhecem a infecgdo até os sintomas aparecerem nas fases
tardias da doenca, quando o dano hepatico ja na maioria das vezes é€ irreversivel. A
necessidade de diagnostico nas fases iniciais da doenca determina o sucesso na
resposta ao tratamento para eliminagdo do virus (1).

O virus da hepatite C € um virus de RNA, de polaridade positiva, pertence ao
género Hepacivirus. Atualmente sido descritos sete genodtipos e 67 subtipos que
possuem pelo menos 33 ou 15% de variagdo na sequencia de nucleotideos, e é
constituido por um capsideo que contém o genoma viral envolto por uma membrana
derivada do reticulo endoplasmatico coroado pelas proteinas do envelope E1-E2. As
proteinas E1 e E2 s&o glicoproteinas tipo | com dominios transmembranares C-terminais
que formam um heterodimero no envelope viral que promove a entrada do virus nas
células hospedeiras, o que envolve interagdes do virus com glicosaminoglicanos de
superficie celular da célula hospedeira e com outras proteinas necessarias a ligacéo e
internalizagao do virus, como a tetraspanina CD81, membro de classe B do receptor de
limpeza 1 (SR-B1), claudina-1, e ocludina que sao essenciais para entrada do virus
(1,10).

A proteina E2 atua como a proteina de ligacdo ao receptor do VHC e interage
diretamente com o CD81 e o SR-B1. Enquanto a proteina E1 parece ajudar a modular
as interagdes do receptor E2 e a fusdo com a membrana da célula hospedeira. A
proteina E2 tem sido amplamente estudada como alvo de anticorpos neutralizantes
(bNAbs) sugerindo um papel importante no mecanismo de neutralizagdo viral e o

bloqueio das intera¢des entre E2 e seu receptor CD81 (27).
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2. Conclusao:

O uso preferencial de algumas subfamilias ja descritas em varios estudos
associados ao VHC corrobora com nossos achados de que existe uma tendéncia do
uso de algumas subfamilias como: IGHV1-2, IGVH1-69, IGHV3-21, IGHV3-23, IGVH3-
30, IGHV4-4, IGHV4-34 IGHV4-39 na cadeia pesada, assim como IGkV3-15 e IGkV3-
20 na cadeia leve, esses dados evidenciam que o virus pode influenciar a expressao
de algumas familias e subfamilias em detrimento de outras; como encontramos na
familia IGVH3 que estava menos expressa no grupo F3/F4 de fibrose avangada;
resultado esse inovador na literatura relacionada ao VHC o sugere uma mudanga no
padrao de resposta imunoldgica a medida que a doenga progride como encontrada em
outras patologias virais ja amplamente difundido na literatura como no caso do HIV.
Outras subfamilias encontradas: IGHV1-8, IGHV3-11, IGHV4-39, IGkV1-5, IGkV1-12,
IGkV1-39 também estavam entre as mais expressas indicando que podem estar
relacionadas também a uma expressao preferencial induzida pelo virus e constituem

achado novo na literatura relacionado ao VHC.
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