Universidade Estadual Paulista - UNESP
Faculdade de Medicina de Botucatu

Programa de P6s-Graduacao em Fisiopatologia em Clinica Médica

Natalia Picelli

Coinfeccao pelos Virus da Hepatite C (VHC) e
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV):
Polimorfismo dos Sistemas HPA -1,-3 e -5

Botucatu

2013



Natalia Picelli

Coinfeccao pelos Virus da Hepatite C (VHC) e
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV):
Polimorfismo dos Sistemas HPA -1,-3 e -5

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pés- Graduagdo em
Fisiopatologia em Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Botucatu-
UNESP, para obtencao do titulo de
mestre em Fisiopatologia em Clinica
Médica.

Orientadora: Dra. Maria Inés de Moura Campos Pardini

Coorientadora: Dra. Rejane Maria Tommasini Grotto

Botucatu

2013



FICHA CAT/ALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO DE AQUIS. E TRAT. DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Picelli, Natalia.

Coinfeccio pelos virus da hepatite C (VHC) e virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) : polimorfismo dos sistemas HPA -1, -3, -5 / Natélia Picelli. -
Botucatu: [s.n.], 2013

Dissertagcdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina de Botucatu

Orientador: Maria Inés de Moura Campos Pardini

Coorientador: Rejane Maria Tommasini Grotto

Capes: 20804008

1.  Hepatite C — Tratamento. 2. AIDS (Doenga). 3. HIV (Virus) —
Tratamento. 4. Polimorfismo (Genética). 5. Figado — Doencas — Infecgdo. 6.
Hepatite por virus. 7. Coinfeccao.

Palavras-chave: Coinfecc¢io; HIV; HPA; VHC.




Este Trabalho foi realizado no Laboratorio de Biologia
Molecular do Hemocentro de Botucatu — Faculdade de

Medicina - UNESP



@ f‘. i’ p



@ a. ul.

Dedice esse trabalta. ..

oo meus amados pacs Eliani ¢ Sergio e ao meu cvmdo Lucas por me

apocarnem ¢ edtarem ao meu lade wessa longa jornada. . .

Ao men filho Gabniel pela paciéncia e entendimento dessa fase da







Durante esses anos, tive a oportunidade de conhecer e conviver com varios tipos
de pessoas. Pessoas que trabalham em diferentes areas, em diferentes setores e
lugares. Pessoas simpaticas, antipaticas, bem humoradas, mal humoradas, pessoas
prontas para ajudar, pessoas nem sempre prontas para ajudar, pessoas de bem
com a vida e pessoas de mal com a vida. De cada pessoa, eu soube extrair 0 que
ela tinha de melhor, e acrescentar a minha esséncia. Conheci também pessoas que
me mostraram que os conceitos que formamos, sem as conhecer, sdo conceitos
completamente errados. Aprendi que cada pessoa é de um jeito, e cabe a nés
aprendermos a conviver em harmonia.

Entretanto ndo poderia deixar de fazer agradecimentos especiais a algumas

pessoas.

A Deus que tracou e guiou meu caminho até aqui. Obrigada por estar sempre
comigo me dando forca e fé para seguir sempre em frente.

e Ao meu filho que é a luz que ilumina todos os meus dias, o0 ar que eu respiro.
Obrigada por esse amor incondicional, e pelos momentos de carinho.

e Aos meus pais Sergio e Eliani por sempre me apoiarem, seja qual for o
caminho que eu decida seguir, por serem meu porto seguro, por me amarem

e me compreenderem, sem vocés tudo seria mais dificil.

e Ao meu namorado Junior, por me apoiar, pelas palavras de carinho e pela
paciéncia nessa etapa tao delicada.

e A minha orientadora Dr? Maria Inés de Moura Campos Pardini, que confiou
em mim como profissional, que disse as palavras certas nos momentos

certos, obrigada pela dedicacéo e confianca.



A minha coorientadora Dr? Rejane Maria Tommasini Grotto, por acreditar mais
uma vez em mim, pelas horas dedicadas a minha dissertacdo e por estar ao

meu lado quando precisei. Obrigada pelo carinho.

A Dr? Adriana Camargo Ferrasi pelas conversas, conselhos e palavras

amigas.

A equipe do Laboratério de rotina Diagnésticas do Hemocentro, Regina,
Maércio, Rosangela, Sarita, as aprimorandas, Bianka e Francine, obrigada
por me acompanharem nessa etapa da minha vida pela ajuda profissional,

pelos ensinamentos e momentos de descontracéo.

A todos os funcionarios do Hemocentro, em especial a Mariana e Adaise,
obrigada pela companhia, risadas e palavras amigas.

As minhas queridas amigas e companheira, Fernanda Nalli, Carla e Thais

pela amizade, risadas, conversas e muito companheirismo.

As minhas companheiras de todo dia do laboratério de Biologia Molecular,
pesquisa, obrigada pela ajuda nessa fase final de meu mestrado.

Ao Dr. Alexandre Naime Barbosa, pela ajuda com os pacientes e prontuarios,
pela amizade, pelas divertidas conversas e conselhos. Com certeza te levarei
por toda a minha carreira como um exemplo de profissional, meus eternos

agradecimentos.

Ao Dr. Giovanni Faria Silva, pela colaboracao neste trabalho, sempre pronto
para tirar davidas e nos ajudar. Obrigada pela ajuda e experiéncia nas
biépsias e com pacientes que levo pra toda vida.



Aos “meus” queridos pacientes que doaram amostras para que esse trabalho
fosse desenvolvido. Que Deus ilumine o caminho de vocés e que eu possa

ser uma das pecas desse imenso quebra-cabecas que é a cura.

A Capes, pelo auxilio financeiro ao longo desses anos.

A secretaria do programa de poés-graduacao em Fisiopatologia em Clinica
Médica, Ana, e a secretaria do programa de p6s-graduag¢ao em Biotecnologia
Médica, Janice, pela ajuda e apoio nessa etapa final.

Aos funcionarios da Pds Graduacdo pelos servigos prestados e pela clareza
das explicac6es em nossas duvidas, e prontiddo em ajudar.

A todos que compdem a equipe de pesquisa do laboratério de Biologia
Molecular, meu obrigada pela ajuda e companhia.

Aos membros da minha banca de qualificacao e defesa, por disponibilizarem
um pouco do seu tempo para compor a banca e dar conselhos para a

melhoria deste trabalho, meu muito obrigada.

E por dltimo, e nada menos importante as minhas queridas amigas, sim eu
posso chama-las de amigas, Tainara, Aline Aki, Aline Galvani, Natalia Cantao,
Sarita e Jovita. Muito obrigada por estarem sempre ao meu lado, nos
momentos bons e ruins, por me motivarem, por ouvirem minhas reclamacoes
e minhas conquistas. Obrigada pelas nossas jantas, baladas, finais de
semana, conversas, risadas, reuniées, inimigos secretos, viagens para
congressos, telefonemas, em fim obrigada por tudo, sem vocés aqui tudo

seria mais dificil com certeza.

A todos que contribuiram de alguma forma na realizacao desse trabalho

meus sinceros agradecimentos.






Epigrafe

"M vida é como andar de bicicleta. Para ter

equclibréo € freciso mantern-de em moucemento”
(Albernt Ecnotein)






Prefacio

O volume aqui apresentado intitulado Coinfeccao pelos Virus da Hepatite C (VHC)
e Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV): Progressao da fibrose e
Polimorfismo dos Sistemas HPA -1, -3 e -5, constitui mais um estudo, de carater
inédito, na linha de pesquisa Associacdo de Polimorfismos dos Antigenos Plaquetarios
Humanos (HPA) em infecgOes virais iniciada no Laboratdrio de Biologia Molecular, do
Hemocentro de Botucatu, Faculdade de Medicina, Unesp, com a publicacao, em 2009,
do primeiro artigo do grupo intitulado "Allelic Frequencies of HPA-1 to -5 Human Platelet
Antigens in Patients Infected With Hepatitis C Virus”, inédito na literatura cientifica

mundial.

Biomédica de formacdo, minha vida académica foi iniciada com a Iniciacao
Cientifica, ainda na graduacao, ocasiao em que tive a oportunidade de trabalhar com a
investigacdo dos polimorfismos HPA em pacientes coinfectados com os virus VHC/HIV.
Seguindo a mesma linha de pesquisa, com pacientes coinfectados VHC/HIV e
Antigenos Plagquetarios Humanos (HPA) ingressei no Mestrado e, os capitulos

apresentados aqui constituem o produto destes anos de trabalho.

Capitulo I: Constitui uma introducao com subsidios necessarios ao entendimento dos

temas abordados nos artigos cientificos que se seguem.
Capitulo II: “Human Platelet Polymorphism can be a genetic marker associated
with HIV/HCV coinfection.”, artigo submetido ao periddico “Journal of Medical

Virology

Capitulo III: “Avaliacdo do polimorfismo HPA dos sistemas HPA-1, -3 E -5, na

progressao da fibrose em pacientes coinfectados VHC/HIV.”

Natilia Picell
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Introducao

A hepatite C crbnica constitui um grave problema de saude publica devido ao
seu grande potencial de evolucdo para cirrose e hepatocarcinoma (STRAUSS,
2001). A doenca é resultante da infeccdo por um virus do género Hepacivirus e da
familia Flaviviridae, denominado virus da hepatite C (VHC) ou, do inglés, Hepatitis C
Virus (HCV) (SIMMONDS et al., 2005). Segundo a Organizacao Mundial de Saude
(OMS) ha cerca de 180 milhdes de pessoas infectadas no mundo (WHO, 2008),
constituindo a causa mais comum de doenca hepatica crbnica assim como a mais
freqUente indicacao para transplante hepatico (COELHO, 2001). No Brasil, segundo
o Ministério da Saude, do total de casos de hepatite C registrados entre 1999 e
2011, 55.222 foram na regidao Sudeste e 18.307, na Sul. Juntas, a regido Sul e
Sudeste representam 90% dos casos confirmados de Hepatite C nesse periodo no

pais (BRASIL, 2012).

O VHC é um virus de RNA de aproximadamente 50nm de diametro, com
genoma em fita simples de 9,7 kb, flanqueado por duas regides nao traduzidas (3’ e
5’ — untranslated region UTR). Com uma Unica regidao aberta de leitura (ORF), o RNA
viral codifica uma poliproteina precursora de 3.000 aminoéacidos, a qual € clivada por
proteases celulares e virais, originando varias proteinas estruturais e ndo-estruturais.
As proteinas estruturais sao representadas pela proteina C (proteina do core) e
glicoproteinas do envelope, denominadas E1 e E2/NS1. As proteinas ndo-estruturais
séo classificadas como: NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a e NS5b (SIMMONDS et al.,

2005).
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Figura 1: Esquema representativo da estrutura do Virus da Hepatite C, evidenciando RNA viral,
capsidio e envelope. (Adaptado de CARNEIRO, 2005).

Das regibes genbmicas virais, a 5UTR e 3'UTR apresentam menor
diversidade entre os diferentes isolados virais por serem essenciais no processo de
sintese da poliproteina e na replicagcdo viral (LINDERBACH; RICE, 2001). Esta
regiao apresenta mais de 90% de similaridade entre as diferentes sequéncias
(BUKH et al., 1992).

A regiao 5 UTR é constituida de, aproximadamente, 341 nucleotideos,
possuindo uma estrutura secundaria complexa com configuracdo em algas (stem —
loops), a qual constitui importante sitio de entrada ribossomal durante a sintese
protéica (CLARKE, 1997; MAJOR; FEINSTONE, 1997; PURCELL, 1997; FLINT;
MCKEATING, 2000; ROINGEARD et al., 2004).

A regidao 3’ UTR, é composta por uma regido variavel de aproximadamente 80
nucleotideos, seguida de uma sequéncia de residuos de uracila e, uma regido
conservada de 98 nucleotideos, importante na replicagao viral (LINDENBACH;
RICE, 2005).

As proteinas estruturais, proteina C (core), E1 e E2 (envelope) e
possivelmente a proteina p7 sdo resultantes da clivagem na regidao amino-terminal
da poliproteina, por agcdo de uma protease celular (FLINT; MCKEATING, 2000;
LANDFORD; BIGGER, 2002).
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A proteina C € a segunda regidao mais conservada do genoma viral e constitui
o nucleocapsideo do virus (SIMMONDS et al., 1993; ZEIN, 2000) sendo codificada
pelo gene core. E imunogénica e regula a apoptose das células infectadas, além
disso, pode interferir no metabolismo de lipideos e na supressdo da resposta
imunolégica do hospedeiro (LAl; WARE, 2000; MCLAUCHLAN, 2000).

Diferente da proteina C, as glicoproteinas do envelope E1 e E2 séao
glicosiladas e possuem regides extremamente variaveis (SIMMONDS et al., 1993;
ZEIN, 2000), formando um complexo nao covalente responsavel pela formacao do
envelope (DUBUISSON et al., 2002). Sdo importantes no processo de ligacdo ao
receptor celular e da fusdo do envelope viral com a membrana da célula do
hospedeiro (BARTOSH; DUBUISSON; COSSET, 2003).

O peptidio p7, é uma proteina hidrofébica pequena composta por 63
aminoacidos, provavelmente envolvida na replicacdo do VHC. Embora sua funcao,
ainda, nao esteja totalmente esclarecida (LINDENBACH; RICE, 2005), pode
funcionar como um canal ibnico na membrana celular (PAVILOVIC et al., 2003) e,
estudos mostram que a p7 pode ter um importante papel na maturacao e liberacao
do virus (GRIFFIN et al., 2003).

A porcdo carboxi-terminal da poliproteina codifica as proteinas nao-
estruturais NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B, as quais estdo envolvidas
basicamente na replicacao viral (GERMER; ZEIN, 2001), exercendo funcdes
enzimaticas essenciais nesse processo (SUZUKI et al., 1999).

A proteina NS2 é uma proteinase zinco dependente e tem como Unica funcao
conhecida a participagdo na clivagem proteolitica na juncado NS2/NS3 (YAMAGA;
OU, 2002).

A NS3 é uma proteina multifuncional, com fungdo serina protease,
responsavel, principalmente, pelos eventos de clivagem que ocorrem na porcao nao
estrutural da proteina precursora (ROINGEARD et al., 2004).

A NS4A é um co-fator essencial da proteina NS3, formando o complexo
NS3/NS4A, necessario para o processamento da poliproteina (CLARKE, 1997;
OKAMOTO, 1997). A regido NS3/NS4A vem sendo considerada um alvo para a
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terapia antiviral, uma vez que sua inibicdo poderia estar relacionada com o bloqueio
da replicacao do VHC (FRANCO; CLOTET; MARTINEZ, 2008).

A NS4B organiza o denominado complexo de replicacdo que promove
estabilidade das proteinas do virus e do RNA durante a replicagéo (EINAV, 2004).

A proteina NS5A é uma fosfoproteina, que apresenta uma forma basal de
56kDa e, uma hiperfosforilada de 58kDa (REED; GORBALENYA; RICE, 1998).

A proteina NS5B é uma RNA polimerase RNA dependente, e é indispensavel
para a replicagdao do VHC (BEHRENS; TOMEI; FRANCESDO, 1996). Esta enzima
nao apresenta atividade de reparo e, 0 que se relaciona com a diversidade genética
do VHC (SIMMONDS et al., 1993). A figura 2 mostra a organizacdo gendémica e, as

proteinas resultantes da expressao génica do VHC.

5 UTR Host cellular NS2-3
signallases protease NS3 serine protease
3’ UTR
C |E1| E2 |[p7|NS2| NS3 [yPINS4B| NS5A | NssB | Tt
342 915 1491 2580 2769 3420 5313 5477 6528 7601 9376
) Structural proteins 8 Nonstructural proteins ”

Figura 2: Esquema representativo do genoma do VHC, evidenciando os genes codificadores das
proteinas estruturais e ndo estruturais e, seus produtos protéicos com suas respectivas fungdes.
(ROE AND RALL, 2008)

A variabilidade genética do genoma viral distingue varios gendétipos e
subtipos. A classificacao utilizada, até entdo, € a de seis gendtipos (1 a 6) os quais
divergem em aproximadamente 25 a 35% nas sequéncias de nucleotideos, varios
subtipos (SIMMONDS et al., 2004), divergindo entre si de 15 a 20% na sequéncia de
nucleotideos sendo que essa diferenca varia de acordo com a regido do genoma

(PAWLOTSKY, 2004). Recentemente um novo gendtipo foi descrito sendo
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designado genoétipo 7a (MURPHY et al., 2007), embora ainda existam poucos
relatos de sua ocorréncia (GOTTWEIN et al., 2009; KUIKEN; SIMMONDS, 2009). No
Brasil, os genétipos 1, 2 e 3 sdo os mais frequentes, com predominancia do genétipo

1 na maioria dos estados (BRASIL, 2005).

A auséncia de atividade de reparo das enzimas virais conduz a uma alta taxa
de mutacoes, responsavel pela elevada variabilidade genética e, sob pressao do
sistema imunoldgico do hospedeiro, populacoes heterogéneas sao selecionadas. As
populacbes virais com pequenas diferencas em sua sequéncia gendmica, mas
estritamente relacionadas, sao designadas quasispecies e, podem surgir
simultaneamente no mesmo individuo (FARCI; PURCELL, 2000; LYRA; FAN;
BISCEGLIE, 2004). As quasispecies podem estar presentes no inicio da infec¢do ou
surgir no ao longo dela decorrente de mecanismos de adaptacdo e escape as

defesas do organismo (HONDA et al., 1994; NAITO; HAYASHI; KAMADA, 1995).

4a
4d,

2b o

2c
2k

2q

" g
Gitjgy Bkg 61 46D

Figura 3: Arvore Filogenética representando a distribuicdo os genétipos e subtipos do VHC, incluindo
0 genotipo 7. (Adaptado de CHAYAMA; HAVES, 2011).

Embora as células alvo do VHC sejam os hepatocitos, estudos mostraram a

presenca do RNA viral em outros tipos celulares como os linfécitos T e B, (PAVIO;
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LAI, 2003), mondcitos, macréfagos, (BOOTH; WATERS; THOMAS, 1996; MULLER
et al., 1995) e células dendriticas (NAVAS et al.,, 1998). Além disso, ja foi
demonstrado que o VHC pode ser transportado na corrente sanguinea de um

individuo infectado pelas plaguetas (HAMAIA et al., 2001).

As plaguetas humanas, fragmentos citoplasmaticos anucleados presentes na
circulacdo resultantes da fragmentacdo de megacariécitos na medula dssea
(ITALIANO; HARTWING, 2002; RELOU et al., 2003), expressam varios tipos de
antigenos em sua superficie, dentre os quais os antigenos plaquetarios humanos ou
HPA (Human Platelet Antigens) (SCHOROEDER; RAYNER, 1993). Existem cinco
sistemas de antigenos mais estudados denominados HPA -1, -2, -3, -4 e -5. Estes
antigenos sao formados por segmentos protéicos polimérficos situados no interior de
glicoproteinas da membrana plaquetaria. O polimorfismo, na maioria destes
antigenos, € devido a substituicio de um U(nico aminoacido na proteina, em
consequéncia da substituicdo de um nucleotideo no DNA (METCALFE et al., 2003;
LUCAS; METCALFE, 2000). Ha mais de trinta tipos diferentes de glicoproteinas
ligadas a membrana plaquetaria, porém, aquelas relacionadas aos HPAs sao os
complexos GPla-lla, GPllb-llla e GPIb-IX (SANTOSO, 2000). A figura 2 ilustra
algumas glicoproteinas da superficie da membrana plaquetaria, nas quais residem

os HPA mais estudados.

O complexo GPla-lla é uma integrina, constituida pela associacdo nao
covalente de uma subunidade a2 e outra B1. Existem aproximadamente de 800 —
2.800 cépias desse heterodimero por plaqueta, que também esta presente em

linfécitos T ativados e outras células (ELENA, 2007).

O GPllb-llla é, também, uma integrina, exerce um papel importante na

agregacao plaquetaria. Com aproximadamente de 50 — 80.000 cépias por plaquetas,
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exige Ca+ para exercer sua funcdo (CHARO; KIEFFER; PHILLIPS, 1994). A GPllb
(CD41) apresenta uma cadeia extracelular pesada de 116KDa associada
covalentemente a uma ponte disulfito e uma cadeia transmembrana de 25KDa. Ja a
GPllla (CD61), € uma proteina glicosilada de 100kDa, que contém trés dominios, um
grande extracelular com 28 pontes disulfuro, um dominio transmembrana e um
segmento citoplasmatico no C- terminal (LEFKOVITS; PLOW; TOPOL, 1995;

ELENA, 2007)

O complexo glicoprotéico GPIb-I1X, esta envolvido nas etapas iniciais da
agregacao plaquetaria. H4 aproximadamente 25.000 copias desse complexo por

plaqueta (ELENA , 2007).
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Figura 4: Representagdo esquematica das glicoproteinas da membrana plaquetaria, evidenciando os
principais Antigenos Plaquetarios Humanos (HPA). Sistemas HPA -1, -3, -4 e -5 residem em
glicoproteinas da familia das integrinas (Adaptado de TORALLES-PEREIRA, 2001).
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Os cinco sistemas HPA de maior relevancia clinica, ja associados a doengas
plaquetarias sao HPA -1, -2, -3, -4 e -5, dos quais o -1, -3, -4 e -5 residem nas

proteinas GPla-lla e GPlIb-lla, da familia das integrinas.

Embora, o RNA do VHC ja tenha sido encontrado em plaquetas
(HERNANDEZ et al., 1998) e, estas sejam carreadoras do virus in vivo (HAMAIA; LI,
ALLAIN , 2001; ALMEIDA et al., 2004), estes fragmentos citoplasmaticos nao
apresentam o CD81 em sua membrana, principal receptor utilizado pelo virus para
entrada nos hepatécitos (HAMAIA; LI; ALLAIN, 2001). Dessa forma, deve existir

outra molécula envolvida na interagdo do VHC com plaquetas.

Estudos tém sugerido a participacdo de outras proteinas neste processo, uma
das quais a fibronectina, uma proteina de adesao celular (PUGLIESE et al, 2004).
No mesmo sentido, outras proteinas de adesdo celular ja foram associadas a
entrada do VHC no hepatécito (AGNELLO et al., 1999; CORMIER et al., 2004;
EVANS et al.,, 2007; LIU et al., 2009;). Desta forma, outras proteinas de adesao
celular presentes na membrana plaquetaria poderiam estar envolvidas na ligacao do
VHC com as plaquetas como as proteinas da familia das integrinas, nas quais
residem alguns HPA (BERGELSON et al. 1992; WICKHAM et al., 1993). Além disso,
as integrinas sao frequentemente encontradas associadas a tetraspaninas, como o
CD81 (BERGELSON et al., 1992; BERDITCHEVSKI, 2001) e, estas proteinas ja
foram associadas a entrada de alguns echovirus e adenovirus (WICKHAM et al.,

1993) a suas células alvo.

Um estudo recente demonstrou uma associacdo entre o aumento da
frequéncia alélica do HPA-5b em portadores de VHC quando comparados ao grupo
controle, sem o virus, sugerindo uma associacao entre a presenca deste alelo e o

VHC (VERDICHIO-MORAES et al., 2009). Nesta mesma linha, um recente estudo
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demonstrou uma associacdo do HPA -1a/1b com a evolugdo da fibrose em

pacientes monoinfectados pelo VHC (SILVA et al., 2012).

A infeccao crbnica pelo virus da hepatite C apresenta diferentes evolucoes
em cada paciente, a cirrose hepatica (CH) ocorre em cerca de 20% dos casos,
geralmente apdés 15 a 20 anos de infeccao (TONG et al., 1995; SEEFF, 1997;

CORROA et al., 1998).

Um longo periodo de hepatite cronica, com graus variados de fibrose
antecede a evolucéao para a cirrose. A fibrose apresenta uma progressao gradual ao
longo do curso da doenca evoluindo para o desarranjo arquitetural do figado
caracterizado por acumulo de matriz extracelular, perda de microvilosidades e
alteracoes na fungao dos hepatdcitos e na microcirculacdo. (POYNARD et al., 1997).
Esse processo é o resultado da cicatrizacao de repetidas lesdes (FRIEDMAN, 2003).

Embora varios elementos celulares sejam capazes de sintetizar e depositar
componentes da matriz extracelular (colageno, elastina, proteoglicanos e proteinas
de constituicdo) como os fibroblastos e hepatdcitos, as principais células envolvidas
no processo de fibrogénese sdo as células estreladas do figado, que sao
responsaveis pela maior producdo dos elementos dessa matriz no figado lesionado
(GABELE et al., 2003; FRIEDMAN, 2003).

No figado normal essas células encontram-se inativas, e localizadas no
espaco de Disse, e € um dos principais locais de armazenamento de vitamina A e de
gordura. Apdés uma lesdo crbnica essas células sofrem acdo de citocinas
fibrogénicas como TGF-B, TNF-a, PDGF entre outras e sdo ativadas, se
diferenciando fenotipicamente para miofibroblastos, adquirindo propriedades
inflamatérias, de proliferacdo, motilidade, fibrogénicas e contratilidade, exercendo

entdo seu papel na evolugdo da fibrose (MILANI et al., 1990; MARRA, 1999;
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PINZANI & MARRA, 2001, FRIEDMAN, 2004; PINZANI & ROMBOUTS, 2004;
ANDRADE, 2005; TILLAMAN et al., 2005; GUYOT et al., 2006 TSUKADA et al.,
2006).

No processo de fibrose hepatica todos os componentes da matriz extracelular
se encontram em grande concentragao no tecido hepatico, e essas modificacbes na
matriz auxiliam na evolucao do processo fibrotico, (PARISE, 2001) o qual conduz a
diversas alteracées progressivas que comprometem a atividade hepatica com o
passar do tempo a medida que a fibrose evolui.

Desta forma, é importante avaliar o estadiamento da fibrose hepatica
(POYNARD et al., 1997) o que, atualmente é realizado pela biépsia hepatica. Esta
avaliagdo hepética considera as alteragbes classicas das hepatites cronicas e
agregados linféides proeminentes nos espacos-porta, além da lesdo de ductos
biliares e esteatose (POYNARD et al., 2000; POYNARD et al. 2003). A bibpsia
hepatica é um procedimento invasivo, que na maior parte das situacdes é essencial
para estadiamento da hepatite crénica e para definicAdo da necessidade de
tratamento (SCHUER, 1991). Com base no resultado obtido na biépsia hepatica o
grau de fibrose pode ser caracterizado e, atualmente, a classificagdo mais utilizada €
o escore do sistema METAVIR, no qual FO significa auséncia de fibrose, F1 fibrose
portal sem septos, F2 expanséao fibrosa com poucos septos, F3 numerosos septos
podendo visualizar esbogos de ndédulos e F4 cirrose (POYNARD et al., 1997). Em
algumas situacoes a bidpsia hepatica percutanea é contraindicada. Em caso de
pacientes com obesidade morbida, com possibilidade de lesGes hepaticas
vasculares, coagulopatias graves, infecgcdes no parénquima hepatico e obstrucéao

biliar extrahepatica (BRASIL, 2011).
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Também nao é necessaria a realizacdo da bidpsia hepatica em pacientes
portadores de coagulopatias congénitas e em pacientes coinfectados com o virus
HIV a realizacdo da bidpsia é facultativa. A bidpsia hepatica também nao é
necessaria para indicacao de tratamento em pacientes com sinais clinicos e

evidéncia ecograficas de cirrose (BRASIL, 2011).

Embora a progressao da fibrose ja tenha sido relacionada com sexo, idade a
infeccdo, consumo de alcool, coinfecgcdo com o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) e/ou Virus da Hepatite B (POYNARD et al., 2000; FREEMAN et al., 2001;
SEEFF et al., 2002) fatores genéticos do hospedeiro vém sendo relacionados a esta
progressao. Estes fatores genéticos podem explicar tantas respostas diferentes
relacionadas ao mesmo agente etiolégico (AFDHSL E NUNES, 2004). Estes fatores
incluem antigeno leucocitario humano (HLA), polimorfismos genéticos no gene da
interleucina 10 (IL-10), no fator de necrose tumoral (TNF-a), angiotensinogénio, fator
de crescimento transformante 1 (TGF-B1) (POWELL et al., 2000), interleucina 28
(IL-28), que foi associada ao clareamento espontédneo do Virus da Hepatite C
independente dos fatores virais (DI JULIO et al, 2011) e recentemente o HPA (SILVA

et al., 2012).

A influéncia deste mesmo fator genético (HPA) também foi recentemente
associada a nao respondedores em tratamento antiviral independente do esquema
terapéutico utilizado (SILVA et al., no prelo). O tratamento visa uma resposta
virolégica sustentada (RVS) que corresponde a persisténcia de viremias
indetectaveis seis meses apds o tratamento (ZEUZEM et al., 2004), o aumento na
expectativa de vida e melhora na qualidade de vida e a diminuicdo da taxa de

transmisséo da doencga. A terapia inicialmente utilizada para hepatite C crénica foi o
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Inferferon alfa recombinante (IFN-a) com eficacia limitada (POYNARD et al., 1996;
LIN et al, 1995). A associagcdo com a Ribavirina (RBV) elevou o efeito do IFN-a
(POYNARD et al., 1998; LAl et al., 1996; MCHUTCHISON et al., 1998), no entanto,
formas modificadas de interferon, como o Interferon Peguilado foram desenvolvidas
e, elevaram significativamente a porcentagem de RVS (MANNS et al., 2001; FRIED

et al., 2002 ).

Os genotipos estdo muito relacionados ao sucesso do tratamento com
antivirais. A taxa de RVS nos pacientes infectados com o genétipo 1, principalmente
o 1b, é significantemente inferior a que se observa em pacientes infectados com os
outros gendtipos, principalmente 0 2 e 0 3 (POYNARD et al., 2000). Desta forma, no
Consenso Internacional sobre Hepatite C de 1999 foi estabelecido que a duracao do
tratamento de infecgcbes por genétipos ndo-1 do VHC deve ser de seis meses
enquanto que para pacientes infectados com o genédtipo 1 a duracao pode ser
prolongada por até 1 ano dependendo da carga viral apresentada antes do

tratamento (EASL, 1999).

No Brasil, os esquemas terapéuticos até o ano de 2011 seguiam a Portaria
34/SVS/MS. Segundo esta portaria pacientes com hepatite C cronica virgens de
tratamento, portadores do gendtipo 1 do VHC deveriam receber a combinacéo
interferon peguilado e ribavirina por até 48 semanas segundo monitoramento da
carga viral plasmatica por metodologias moleculares quantitativas, enquanto que,
aqueles infectados pelos gendtipos nao-1 do VHC deveriam ser tratados com
Interferon convencional associado a Ribavirina por 24 semanas (BRASIL, 2007). Em
julho de 2011, uma nova portaria foi aprovada. Nessa portaria foi estabelecido que,
pacientes com hepatite C crénica portadores do genoétipo 2 e 3 seriam tratados com

interferon convencional associado a Ribavirina por 24 semanas. No caso da
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existéncia de fatores preditores de baixa resposta ao tratamento com o interferon
convencional como F3, manifestagcdes de cirrose hepatica e carga viral superior a
600.000UI/mL, os pacientes seriam tratados com interferon peguilado associado a
ribavirina com duragao de 24 a 48 semanas. Os pacientes portadores de genétipo 1,
seria considerado a duragao do tratamento até 72 semanas, aos que apresentarem
uma boa adesao com RVS parcial na semana 12 e RNA indetectavel na semana 24
(BERG et al., 2006; PEARLMAN et al., 2007; SANCHEZ et al., 2007). Além disso, a
nova portaria prevé a introducao dos inibidores de protease, Boceprevir e Telaprevir,
em individuos que nao responderam ao esquema terapéutico convencional, e que

obedecerem alguns critérios para o tratamento. (BRASIL, 2012).

No caso de pacientes coinfectados, a portaria 221 do ministério da saude,
indica o uso de PEG-IFN associado a RBV durante 48 a 72 semanas independente
do gendtipo (diretrizes). Em casos de pacientes assintomaticos que apresentarem a
contagem de linfécitos T-CD4+ acima de 500 células/mm3, recomenda priorizar o
tramento para Hepatite C(BRASIL, 2010), Ja em pacientes assintomaticos que
apresentarem contagem de linfécitos T-CD4+ entre 350 e 500 células/mmg3, inicio do
tratamento antirretroviral (TARV) deve ser considerado, lembrando que o inicio
concomitante de ambos os tratamentos pode acarretar acumulo de toxicidade e
comprometimento da adesao (WSC et al., 2009), detalhes que devem ser discutidos
com profissionais especializados em coinfeccdo. Em pacientes que apresentarem
contagem de linfocitos T-CD4+ inferior a 350 células/mm3 ha indicagdo de iniciar
TARV (KITAHAKA et al., 2009) a introdugéo do tratamento para hepatite C deve ser
individualizada e iniciada apds a estabilizacao clinica e imunol6égica em pacientes

com indicagao de tratamento para o VHC.
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Embora, a influéncia dos fatores genéticos do hospedeiro ja tenha sido bem
documentada na infecgcao pelo VHC, na evolucao da fibrose hepatica e, na resposta
ao tratamento, a maioria dos estudos apresenta como foco, pacientes
monoinfectados pelo VHC. Assim, pouco se conhece sobre a influéncia destes
fatores em individuos coinfectados VHC/HIV. Recentemente, um estudo mostrou
uma maior freqliiéncia do genétipo HPA -1a/1b em coinfectados VHC/HIV (PICELLI

et al., no prelo).

A coinfeccdo VHC/HIV é um evento frequente atualmente. Na populagéo
mundial, cerca de 10 a 30% das pessoas que sao infectadas pelo HIV, sao
coinfectadas pelo VHC, devido ao fato de compartilharem algumas rotas de
transmissdo. (DIETERICH, 1999). Esta porcentagem pode variar dependendo dos
diferentes grupos de risco, sendo elevada entre usudarios de drogas injetaveis
chegando a 75% (SULKOWSHI, 2008) e hemofilicos (ZYLBERBERG; POL, 1996;
DODIG; TAVILL, 2001). No Brasil, a importancia epidemioldgica da coinfeccao
VHC/HIV reflete-se na grande porcentagem de individuos infectados com variagdes
regionais. Estudos de prevaléncia realizados apontam indices de 14,3% em Belo
Horizonte, MG (CARMO et al., 2002) 17,7% em Sao Paulo, SP (MENDES-CORREA
et al., 2000) e Vitéria, ES (MOTTA, 2013), 37,0% em Santos, SP (SEGURADO et al,
2004), 53,8% em Campinas, SP (PAVAN et al., 2003) e 58,3% em Florianépolis, SC

(TREITINGER et al., 1999).

A coinfeccdo com o HIV agrava as manifestacdes causadas pelo VHC,
elevando a velocidade de progressdao para cirrose, insuficiéncia hepatica, e
Carcinoma Hepatocelular, conduzindo a um pior prognéstico de ambas as doencas

em razdo do aumento da morbidade e mortalidade (PUOT et al., 2004).
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Desde 1980, o ano do inicio da viremia do HIV no Brasil, foram registrados
até o més de junho de 2011, 608,230 caso de HIV, sendo que a maioria desses
casos & do sexo masculino, embora a razao de sexo vem diminuindo ao longo dos
anos. (BRASIL, 2004). Em relacao as regides do pais, no ano de 2010 a uma taxa
de incidéncia de 14,3/100.000 habitantes na Regidao Sul, 12,8 no Norte, 9,2 no

Sudeste, 7,9 no Centro-Oeste, e 6,9 no Nordeste (BRASIL, 2012).

O HIV é um retrovirus envelopado lipoprotéico, com 10nm de diametro, com
genoma constituido de duas fitas simples idénticas de RNA, (MORROW; PARK;
WAKEFIELD, 1994) de 9,2 kb envoltos por um nucleo protéico (CONNOR; HO,
1992). O genoma viral é constituido por nove genes, sendo trés estruturais (gag,
env, pol) e seis reqgulatérios (vif, vpr, tat, rev, vpu, nef) flanqueados por duas

seqUéncias analogas denominadas LTR (long terminal repeat) (DEWHURST, 1999).

O gene gag codifica uma poliproteina, a qual apds clivagem origina as
proteinas virais da matriz, do capsidio e do nucleocapsidio viral (CONNOR e HO,

1992).

O gene pol codifica uma poliproteina gag-pol de 16KDa que apés clivagem
proteolitica origina as enzimas virais protease, transcriptase reversa e integrase A
atividade da transcriptase reversa € fundamental ao ciclo replicativo do HIV uma vez
que € responsavel pela sintese de DNA a partir do RNA viral, sendo uma DNA
polimerase RNA-dependente. Do mesmo modo que para o VHC, a auséncia de
atividade de reparo da transcriptase reversa impede a correcdo de possiveis erros
gue possam ocorrer durante a sintese de DNA, o que consequentemente leva a uma

elevada taxa de mutagdes (CONNOR e HO, 1992).
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O gene env codifica uma poliproteina de 160 KDa que sofre clivagem
originando a glicoproteina de superficie gp120 e a glicoproteina transmembrana

gp41(CONNOR e HO, 1992).

Capsideo Glicoproteinas

Fitas de RNA id&nticas

Enzima Transcriptase

Reversa Envelope Viral

Figura 5: Esquema representativo da estrutura do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV),
evidenciando RNA viral, capsido, envelope, glicoproteinas de membrana e a enzima transcriptase
revera.. (Adaptado de amorporenfermagem.blogspot.com)

Enquanto intensas variagbes nas sequéncias gag e pol podem conduzir a
formagao de virus inviaveis, as sequéncias env aceitam maior numero de variagées,
muitas das quais auxiliam no escape do sistema imunolégico do hospedeiro

(STARCICH et al., 1986).

Foram identificados dois tipos de HIV, HIV-1 e HIV-2, (BICUDO, 2006), sendo
que o HIV-1 é subdividido em trés grupos: M, O, e N. O grupo mais freqlente, M, é
ainda subdividido em varios subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J, K), além de formas

recombinantes circulatorias (CRFs) (APETREI, 2004).
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O HIV-1 e o HIV-2 estao envolvidos em diferentes padroes da doenca, sendo
que a infeccao pelo HIV-2 é caracterizada por muito mais tempo assintomaético,
menor carga viral plasmatica, mais lento declinio de células T CD4 e menor taxa de
mortalidade por aids (SIMON et al., 1993; KANKI et al., 1994; MARLINK et al., 1994;

POPPER et al., 1999; GOTTILIEB et al., 2002).

Assim, a diferenca fundamental entre dois tipos de HIV reside no grau de
replicacéo viral, e presume-se que a imunidade do hospedeiro contribui muito para o

controle bem sucedido da infec¢ao (ZHENG et al., 2004).

A coinfeccdo VHC/HIV acelera a velocidade de progressdo de ambas as
doencas, dificultando a resposta imunoldgica do hospedeiro. A infec¢do pelo VHC e
o rapido curso natural da infecgdo, juntamente com a imunossupressao debilitacdo
imunoldgica causada pelo HIV, reduz o comprometimento hepatico da doenca de 30
para sete anos, e aumenta o risco de evolugao de cirrose e hepatocarcinoma, que é
uma das causas de Obito dos pacientes com HIV (MAIER; WU, 2002; ROSADO et

al., 2001).

Ainda ndo existem estudos que correlacionem o polimorfismo dos sistemas
HPA e a coinfecgdo VHC/HIV, bem como, se existe influéncia deste polimorfismo na

progressao da fibrose e na resposta ao tratamento em individuos coinfectados.
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ABSTRACT

AIM: To evaluate the associations of Human Platelet Antigen (HPA)
polymorphisms -1, -3 and -5 with HIV/HCV coinfection. MATERIALS AND
METHODS: In this study were included 60 HIV/HCV-coinfected patients from the Sao
Paulo State health service centers. Data reported by Verdichio-Moraes et al (2009)
were used as the non-infected and HCV monoinfected groups to evaluate the
association of HPA -1, -3 and -5 in HIV/VHC coinfected patients. HPA genotyping
was performed in 60 HIV/HCV coinfected patients by PCR-SSP or PCR-RFLP. HIV
subtyping and HCV genotyping was performed by RT-PCR followed sequencing. The
data analyses were performed using the %2 test or Fisher's Exact Test and the
logistic regression model. RESULTS: HIV/HCV coinfected patients presented HCV
either genotype 1 (78.3%) or non-1 (21.7%) and HIV either subtype B (85.0%) or
non-B (15%). The HPA-1a/1b genotype was more frequent (p<0.05) in HIV/HCV
coinfection than in HCV monoinfection and the allelic frequency of HPA-5b in the
HIV/HCV coinfected patients was lower (P<0.05) than in HCV monoinfected cases
and non-infected individuals. These data suggest that HIV presence may have
influenced the interaction of HCV with platelets. On the other hand, HPA-5a/5b was
more frequent (p<0.05) in HIV/HCV coinfected and HCV monoinfected groups than in
the non-infected individuals, suggesting that this platelet genotype is related to HCV
infection, regardless of HIV presence. CONCLUSION: Results suggest that the HPA
profile in HIV/HCV coinfected individuals differs from the one of both HCV
monoinfected and non-infected population. So, the HPA polymorphism can be a
genetic marker associated with HIV/HCV coinfection.

Key-words: HIV/HCV coinfection, HPA -1, HPA -3, HPA -5, Polymorphism
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INTRODUCTION

Hepatitis C is currently one of the most relevant health problems in the world,
and its pathogen, Hepatitis C Virus (HCV) is known to be infecting approximately 170
million people [Lauer and Walker, 2005] of which 40% are coinfected with Human
Immunodeficiency Virus (HIV) [Dieterich, 1999]. In Brazil, the HIV/HCV coinfection
ranges from 16 to 50% [Mendes-Correa et al., 2001; Pavan et al., 2003; Monteiro et
al., 2004; Pereira et al., 2006] of all cases.

HIV/HCV coinfection leads to a faster evolution of both infections including more
rapid progression of hepatic fibrosis [Soto et al., 1997; Benhamou et al., 1999;
Graham et al., 2001] and advanced immunosuppression due to HIV disease [Fleming
et al., 2003; Rauch el al., 2007].

Although different viral and environmental factors influence the HIV and HCV
infections, the host’s genetic polymorphisms have already been found as associated
to both infections [Andrade and Andrade, 2004; Fellay, 2009]. Apart from HLA genes,
other genetic polymorphisms were already described in HCV monoinfection and
some of them are the alterations in TNF-a promoter [Hohler et al., 1998],
hemochromatosis gene (HFE) [Gehrke et al., 2003], modifying growth factor-beta 1
(TGF-B1) [Powell et al., 2000] and several other genes that encodes cytokines
[Turner et al., 1997; Ge et al., 2009]. However, genetic polymorphisms associated to
Hepatitis C is not exclusively found in genes that encode proteins that are expressed
in the liver tissue [Powell, 2000], which is the major target of the virus.

Despite the fact that the liver is considered the major target of the HCV
infection , other cells such as B- and T-lymphocytes [Pavio and Lai, 2003]
monocytes/macrophages [Muller et al., 1995] and dendritic cells [Goutagny et al.,
2003] have already been seen infected by the virus. It has been reported that
platelets can carry both HCV [Hamaia et al., 2001] and HIV [Lee et al., 1993]. Since
platelets do not have HCV receptors, other proteins on their surface could be
involved in this process. Possible candidates include the adhesion molecules
denominated integrins because they have already been associated with the entry of
other viruses into their target cells [Bergelson et al., 1992].

Integrins are proteins found on the platelet surface that express polymorphic
segments called Human Platelet Antigens (HPA) [Bussel and Kaplan, 1998]. There
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are several HPA systems but the HPA-1 to -5 [Metcalfe, 2004] have been associated
with platelet diseases (Muller-Eckhardt et al., 1990), myocardial infarction [Zotz et al.,
2005], stroke [Reiner et al., 2000] and arterial thrombotic disease [Gonzalez-
Conejero et al., 1998]. These HPA systems are biallelic [Muller-Eckhardt et al., 1990]
and the polymorphism of these antigens is due to the single nucleotide substitution in
the gene which, in turn, leads to the substitution of a single amino acid in the protein
on the platelet surface [Metcalfe et al., 2003]. The HPA -1 (bp T196C, amino acid
Leu33Pro), -3 (bp T2622G, amino acid 1le843Ser), -4 (bp G526A, amino acid
Arg143GiIn) and -5 (bp G1648A, amino acid Glu505Lys) systems reside in integrins
[Lucas and Metcalfe, 2000].

Recently, a study demonstrated an association between allele HPA -5b and
HCV infection in monoinfected patients [Verdichio-Moraes et al., 2009], but the role
of genetic factors in HIV/HCV coinfection and the role of these factors are still little

known.

In this context, the association between HPAs and HCV/HIV coinfected
patients can determine the existence of the most frequent HPA profile in coinfection.
The aim of this study was to determine the frequency of HPA-1, -3 and -5 (the HPA -
4b allele is very rare in Brazil) [Toralles-Pereira et al., 2005] in patients coinfected
with HIV and HCV.

MATERIALS AND METHODS
Study Population

Aliquots of EDTA-anticoagulated peripheral venous blood were collected from
60 HIV/HCV-coinfected patients from the Sao Paulo State health service centers.
Inclusion criteria were the presence of HIV and HCV infections confirmed by RT-
PCR. This study was approved by the Research Ethics Committee of Botucatu
School of Medicine, UNESP. Data reported by Verdichio-Moraes et al. [2009] were
used as the non-infected and HCV monoinfected groups [Verdichio-Moraes et al.,
2009]. The characteristics of the subjects included in this study are summarized in
Table I.
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HIV and HCV detection

To confirm HIV and HCV infection and to perform the HCV genotyping and
HIV subtyping, viral RNA was isolated from plasma using QlAamp RNA Viral Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA) and used as input in RT-PCR followed sequencing. HIV
infection was confirmed using V3 loop gene according to the method of Delwart et al.
[1995] while HCV infection was verified using the 5’UTR genomic region as
described by Garson et al. [1990]. Samples with HCV RNA undetected in serum

could not be genotyping.
HPA Genotyping

Genomic DNA was isolated from whole blood using a commercial Brasilica kit
(LGC Biotecnologia, Brazil). HPA-1 and -3 were genotyped by PCR sequence-
specific primers according to Kiliter et al. [1996], using the C-reactive protein gene
(CRP) as the internal positive control in all reactions. The HPA -5 was genotyped by
PCR-restriction of fragment length polymorphism according to Kalb et al. [1994]. A

negative control was performed in all PCR assays.
Data Analysis

The Hardy—Weinberg equilibrium test was carried out to evaluate the
distribution of allelic frequencies of HPA-1, -3 and -5 in HIV/HCV coinfected, HCV
monoinfected and healthy groups. Inicially, for the univariate analysis, it was used the
x® test or Fisher's Exact Test to investigate possible associations regarding HPA
genotypes, alleles and HIV/HCV coinfection (software SAS for Windows v. 9.2). Later
on, it was adjusted using logistic regression model when p-value in the univariate
analysis was lower than 0.20. The level of significance for all statistical tests was set
at 0.05.

RESULTS

There was no significant difference in allelic and genotypic frequencies of HPA
-1 system when HIV/HCV coinfected patients were compared to both HCV
monoinfected patients and non-infected individuals (Table Il and IIl). However, when
comparing just the HIV/HCV coinfected group and the HCV monoinfected one by
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logistic regression model, the HPA -1a/1b genotype was found to be significantly
more frequent in HIV/HCV coinfection (P=0.0237) (Table IlI).

There was a deviation from Hardy—Weinberg equilibrium in the HPA-5 system.
The allelic frequency of HPA-5b in the HIV/HCV coinfected patients was found to be
significantly higher (P<0.05) than both HCV monoinfected ones and non-infected
individuals (Table Il and IIl). Although the genotypic frequency of HPA 5a/5b was
found to be significantly more frequent in HIV/HCV coinfection than in the non-
infected individuals, there was no significant difference in the frequency of this
genotype between HIV/HCV coinfected and HCV monoinfected patients (data not

shown).

DISCUSSION

Despite the fact that genetic polymorphisms have already been described for
both HCV and HIV infection [Andrade and Andrade, 2004], most studies have been
done with monoinfected individuals, and the role of such polymorphism in HIV/HCV

coinfected patients are still little known.

The knowledge of genetic polymorphisms in HIV/HCV coinfected patients is of
utmost importance since HIV/HCV coinfection is quite common and when it occurs,
the prognostic of both infections is worsened [Soto et al., 1997; Benhamou et al.,
1999; Graham et al., 2001; Fleming et al., 2003; Rauch et al.,, 2007]. Hence,
understanding the genetic factors related to this condition may contribute to the
improvement in the assistance and/or follow-up of coinfected individuals.

The relation between HPA system polymorphism and HCV monoinfection has
already been described previously [Verdichio-Moraes et al., 2009]. HPA is expressed
in platelets [Metcalfe et al., 2003], that may carry the HCV in the bloodstream
[Hamaia and Allain, 2001]. Taking into consideration that fibronectin, which are
adhesion molecules, have already been associated to the bonding of HCV to the
platelet [Pugliese et al., 2004]. Proteins of the integrin family may as well be related
to this bonding process once integrins in which HPA reside have already been
described as viral receptors [Bergelson et al., 1992; Wickham et al., 1993)]

In this study, HPA -1a/1b genotype was more frequent in the HIV/HCV

coinfection than in the HCV monoinfection, thus suggesting that the HIV presence
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may have altered the interaction of HCV and platelets that had such genotype since
this frequency standard was not seen in HCV monoinfected individuals when
compared to non-infected individuals.

When the HPA-5 system allele frequency was evaluated, it was noticed that
there was a higher frequency of HPA-5b allele in HIV/HCV coinfected patients if
compared to both HCV monoinfected group and non-infected. Bearing in mind that
the study of HPA polymorphism in other diseases have already shown that changes
in the allele frequency may lead to protein structural changes and, hence, change its
function [Santoso et al., 1998], the frequency change found in this study may, on the
same way, suggest that HPA polymorphism may change the virus interaction with the
platelets and change the transportation process. This result suggests that the HIV
presence may have influenced the HCV interaction with the platelets. It still remains
unknown the mechanisms through which this virus-platelet interaction change may

have occurred.

On the other hand, results concerning HPA-5a/5b genotype showed no
frequency difference between HCV monoinfected individuals and HIV/HCV
coinfected ones. However, both groups presented higher frequency of such genotype
when compared to non-infected. These data suggest that this platelet genotype may
be connected to the HCV infection, regardless of HIV presence.

In conclusion, the HPA polymorphism can be a genetic marker associated with
HIV/HCV coinfection.
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Table I: Demographic and virological characteristics of HIV/HCV coinfected

patients, HCV monoinfected patients and Non-infected.

HIV/HCV Coinfected HCV Monoinfected Non-infected 34
Characteristics patients patientsB4
(N =60) (N =191) (N=257)

Age, years [median 38.1 (35-41.25) 44.8 (36-52) 34.0 (27-40)
(IQR)]
Sex, Male [N (%)] 40 (66.67) 134 (70.16) 191 (74.32)
HCV Genotype [N (%)]

Genotype 1 47 (78.3) 110 (57.6) Non applicable

Genotype non-1 (2 or 3) 13 (21.7) 69 (36.1) Non applicable

Non-genotyped** 0 (00.0) 12 (6.3) Non applicable
HIV Subtype [N (%)]

Subtype B (B pure) 51 (85.0) Non applicable Non applicable

Subtype non-B 09 (15.0) Non applicable Non applicable

(F or BF recombinant)
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Table II: Allelic and Genotypes Frequencies for HPA-1, -3 and -5 in HIV/HCV

coinfected patients (n=60) compared with HCV monoinfected patients (n=191) and

Non-infected (n=257).

HIV/HCV-coinfected (%)  HCV-infected (%) Non-infected (%) p value
Alleles
la 101 (84.17) 337 (88.21) 436 (84.82) 0.2839
1b 19 (15.83) 45 (11.78) 78 (15.18)
3a 89 (74.17) 268 (70.15) 340 (66.14) 0.1687
3b 31 (25.83) 114 (29.84) 174 (33.86)
5a 101 (84.17) 329 (86.12) 467 (90.85) 0.0266
5b 19 (15.83) 53 (13.88) 47 (9.14)
Genotypes
la/la 42 (70.00) 154 (80.63) 188 (73.20) 0.1165
la/1b 17 (28.33) 29 (15.18) 60 (23.20)
1b/1b 01 (1.67) 8 (4.19) 9 (3.50)
3a/3a 35 (58.33) 103 (53.93) 119 (46.30) 0.3472
3a/3b 19 (31.67) 62 (32.46) 102 (39.70)
3b/3b 06 (10.00) 26 (13.61) 36 (14.00)
5a/5a 41 (68.33) 139 (72.77) 212 (82.50) 0.0211
5a/5b 19 (31.77) 51 (26.7) 43 (16.70)
5b/5b 0 (00.00) 1 (0.53) 2 (0.80)




Table III: Influence of the HPA -1a/1b genotype and HPA -5b allele in HIV/HCV
coinfected patients in relation to HCV monoinfected and Non-infected - Binomial

Logistic Regression Model, confidence interval of 95%.

HPA -1a/1b genotype x2 p-value
HIV/HCV Coinfected versus Non-infected 0.66 0.4182
HIV/HCV Coinfected versus HCV Monoinfected 5.11 0.0237

HPA -5b allele

HIV/HCV Coinfected versus Non-infected 11.10 0.0009

HIV/HCV Coinfected versus HCV Monoinfected 14.72 0.0001




Capitulo I11



AVALIACAO DO POLIMORFISMO HPA DOS
SISTEMAS HPA-1, -3 E -5, NA PROGRESSAO DA
FIBROSE EM PACIENTES COINFECTADOS VHC/HIV.

Artigo sera submetido para publicacao em um periédico de circulagéo internacional
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AVALIACAO DO POLIMORFISMO HPA DOS SISTEMAS HPA-1, -3 E -5,
NA PROGRESSAO DA FIBROSE EM PACIENTES COINFECTADOS VHC/HIV.

RESUMO

Além de fatores virais e do hospedeiro a progressado da fibrose hepética resultante
da infeccao pelo Virus da Hepatite C (VHC) tem sido relacionada a polimorfismos
genéticos do hospedeiro. Nesta linha, recentemente polimorfismos dos Antigenos
Plaguetarios Humanos (HPA) foram associados a progressdo para fibrose em
pacientes monoinfectados pelo VHC. Alguns destes antigenos HPA residem em
proteinas da familia das integrinas, cuja expressao, também, ja foi associada a
progressao da fibrose hepatica. No entanto, estudos relacionando polimorfismos
genéticos do hospedeiro em pacientes coinfectados com o VHC e o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) sé@o raros e, ndo ha nenhum estudo relacionando
polimorfismos HPA com progresséo para fibrose. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar possiveis associacoes dos polimorfismos dos sistemas HPA-1, -3 e -5, que
residem em integrinas, na progressdao da fibrose hepatica em individuos
coinfectados VHC/HIV. DNA Gendmico de 56 pacientes coinfectados VHC/HIV foi
utilizado como fonte para genotipagem dos sistemas HPA -1 e -3 por PCR-SSP, e
HPA -5 por PCR-RFLP. Progressédo da fibrose foi avaliada utilizando o escore de
METAVIR, sendo constituidos dois grupos: Grupo 1 (G1): pacientes coinfectados
VHC/HIV com baixo grau de fibrose (F1, fibrose portal sem septos ou F2, com
poucos septos) e Grupo 2 (G2): pacientes coinfectados VHC/HIV com fibrose
avancada (F3, numerosos septos ou F4, cirrose). Um grupo controle, do estudo de
Silva e colaboradores (2012), constituido por pacientes monoinfectados pelo VHC
com baixo grau de fibrose (F1 ou F2) e fibrose avancada (F3 ou F4) foi utilizado para
as analises realizadas neste estudo. O Teste Exato de Fisher foi utilizado para
avaliar possiveis associacdes entre o polimorfismo dos sistemas HPA -1, -3 e -5e a
progressao para fibrose, utilizando um nivel de significAncia de 5%. Nao houve
desvio do equilibrio de Hardy—Weinberg em todos os sistemas HPA avaliados. Nao
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo de
freqiéncias alélicas e genotipicas dos sistemas HPA estudados entre G1 e G2,
mostrando que, na coinfeccdo VHC/HIV, a associacdo do polimorfismo HPA com
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progressado para fibrose, observada no monoinfectado VHC, € perdida, sugerindo
que a presenca do HIV afeta, de alguma forma, esta associacao.

INTRODUCAO

A infeccao pelo Virus da Hepatite C (VHC) constitui um problema de saude
publica e, o (STRAUSS, 2001) comprometimento hepatico pode ocorrer
gradativamente a medida que a fibrose evolui, caracterizada pelo acumulo
progressivo de matriz extracelular (MEC) no figado (FATTOVICH, et al. 1997).

A progressao da fibrose se encontra na dependéncia de diferentes fatores
virais e, do hospedeiro. Sexo, idade a infec¢cdo, consumo de alcool, coinfecgdo com
o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e Virus da Hepatite B (VHB) j& foram
associados a progressao da fibrose (POYNARD et al., 2001, FREEMAN et al., 2001;
SEEF, 2002). Da mesma forma, fatores genéticos do hospedeiro também vém
sendo relacionados a esta progressado. Além do Antigeno Leucocitario Humano
(HLA), outros polimorfismos genéticos como no gene da interleucina 10 (IL-10), fator
de necrose tumoral (TNF-a), angiotensinogénio, fator de crescimento transformante
B1 (TGF-B1) ja foram associados a progressao da fibrose em pacientes
monoinfectados pelo VHC (POWELL et al., 2000). Na mesma linha a expressao de
algumas integrinas também tem sido relacionada a evolugédo da fibrose (NEJARI et
al., 2001; POPOQOV et al., 2008).

As integrinas sao proteinas transmembranas heterodiméricas (CARLONI, et
al., 1996), que estdo presentes em varios tipos celulares, incluindo as plaquetas
(TAKADA, 2007) e células estreladas do figado (RACINE-SAMSON et al., 1997.
GAO; BRIGSTOCK, 2004).

As integrinas presentes na membrana plaquetaria, expressam varios tipos de
antigenos em sua superficie, dentre os quais tem recebido consideravel destaque os
antigenos plaquetarios humanos, do inglés, Human Platelet Antigens (HPA)
(SCHOROEDER; RAYNER, 1993). Existem vérios sistemas HPA, dentre os quais
0s mais estudados que residem em integrinas sdo o HPA -1, -3, -4 e -5 (METCALFE
et al., 2003).



73

Os antigenos HPA sao polimérficos na populacdo e, o polimorfismo, na
maioria destes antigenos, € devido a substituicdo de um Unico aminoacido na
proteina, em consequiéncia da substituicao de um nucleotideo no DNA (LUCAS;
METCALFE, 2000; METCALFE et al., 2003). O polimorfismo de alguns sistemas
HPA ja foi associado a doencgas envolvendo plaquetas (MULLER-ECJHARDT et al.,
1990) e, também a desordens que ndo envolvem disturbios plaquetarios como
anemia falciforme (CASTRO et al., 2004), infarto do miocardio (ROSENBERG et al.,
2002), e trombose venosa (RIDKER et al., 1997). Nos ultimos anos, o polimorfismo
HPA, também, tem sido associado a infec¢des virais como infeccdo pelo virus da
dengue (SOUNDRAVALLY; HOTI, 2007) e, pelo Virus da Hepatite C em
monoinfectados (VERDICHIO-MORAES et al.,, 2009) e coinfectados VHC/HIV
(PICELLI, et al., no prelo).

Nesta mesma linha, um estudo recente demonstrou uma associacdo do
genotipo HPA -1a/1b com a evolugcao da fibrose em pacientes monoinfectados pelo
VHC (SILVA et al.,, 2012). No entanto, ndo existem, ainda, na literatura cientifica
mundial estudos que avaliem a associacao do polimorfismo HPA com a progressao
para a fibrose em pacientes coinfectados VHC/HIV e, embora, a influéncia dos
fatores genéticos do hospedeiro ja tenha sido bem documentada na infecgdo pelo
VHC e na evolucao da fibrose hepatica, esses estudos apresentam como foco
principal, pacientes monoinfectados pelo VHC.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar possiveis associacbes dos
polimorfismos dos sistemas HPA-1, -3 e -5 [0 alelo HPA -4b é raro no Brasil
(TORALLES-PEREIRA et al., 2005)], na progressdao da fibrose hepatica em
individuos coinfectados VHC/HIV.

CASUISTICA E METODOS

Participaram deste estudo 36 pacientes coinfectados VHC/HIV, atendidos no
SAE de Infectologia “Domingos Alves Meira” — FAMESP, e no Ambulatério de
Hepatites da Disciplina de Gastroenterologia Clinica do Departamento de Clinica
Médica, da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.
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Foram incluidos nesse estudo pacientes maiores de 18 anos, que tenham
realizado biépsia hepética, com coinfeccdo VHC/HIV comprovada por técnicas de
Biologia Molecular, ndo portadores de doencas hepaticas e qualquer outra etiologia,
e que forneceram seu consentimento livre e esclarecido por escrito. Também foram
incluidos pacientes ja falecidos que possuiam material excedente da rotina
armazenado no repositério do Laboratério de Biologia Molecular do Hemocentro,
procedimento autorizado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Botucatu, Unesp.

Para as analises foram utilizados dois grupos de acordo com o grau de fibrose
determinado pela bidpsia hepatica, a qual foi realizada utilizando agulha Menghini ou
Tru-Cut. Os fragmentos foram analisados quando pelo menos oito espagos portais
estavam presentes. O tecido foi submetido a coloracdo hematoxilina-eosina, tricromo
Masson e reticulina. As bidpsias foram analisadas por um patologista, utilizando o
sistema METAVIR de classificagdo (POYNARD et al., 1997). Os grupos constituidos
foram Grupo 1 (G1): pacientes coinfectados VHC/HIV com baixo grau de fibrose (F1,
fibrose portal sem septos ou F2, com poucos septos) e Grupo 2 (G2): pacientes
coinfectados VHC/HIV com fibrose avancgada (F3, numerosos septos ou F4, cirrose).

Os pacientes também foram classificados de acordo com o genétipo VHC
circulante em gendtipo 1 e ndo 1 (gendtipo 2 ou 3) e; subtipo HIV em B e ndo B
(qualquer outro subtipo diferente de B). Parametros como idade, sexo, tempo de
infeccao, definido como tempo entre a provavel data da infecgéo e a data da bidpsia
(parametro avaliado para 27 dos 36 pacientes estudados), consumo de alcool,
definido como superior a 40g/dia para mulheres e 80g/dia para homens (parametro
avaliado para 29 dos 36 pacientes). Todos estes dados foram retirados dos

prontuarios médicos dos pacientes incluidos no estudo.

Para confirmar a coinfec¢gdo dos virus do HIV e VHC foram realizadas
genotipagem do VHC e subtipagem do HIV. RNA viral foi isolado do plasma usando
QIAamp RNA Viral Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) e utilizado como fonte para
RT-PCR seguida de seqlienciamento. A infecgao pelo HIV foi confirmada usando o
gene da al¢a V3 de acordo com o método de Delwart et al. 1995, enquanto anti-VHC
foi verificada usando a regido genomica 5'UTR conforme descrito por Garson et al.
1990.
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DNA genémico foi isolado a partir de sangue total usando o kit comercial Axy
Prep Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen Scientific,Inc, Union City, CA, USA)
e, utilizado para genotipagem HPA-1 e -3 por PCR-SSP de acordo com Kluter et al
(1996), e HPA -5 por PCR-RFLP de acordo com Kalb et al (1994).

Equilibrio de Hardy-Weinberg foi usado para verificar a distribuicdo das
frequéncias alélicas dos HPA -1, -3 e -5 de acordo com o grau de fibrose. O Teste
Exato de Fisher foi utilizado para investigar possiveis associagdes entre as
freqUéncias alélicas e genotipicas dos HPA -1, -3 e -5 de acordo com o grau de
fibrose entre pacientes coinfectados VHC/HIV e monoinfectados VHC. O nivel de

significancia estatistico utilizado em todos os testes foi de 0,05.
RESULTADOS

Dos 36 pacientes incluidos neste estudo, 26 (72,22%) eram do sexo
masculino, com idade média de 44,19 anos e média de tempo de infeccédo de 13,4
anos (parametro avaliado para 27 dos 36 casos devido a auséncia de informagdes
sobre a data provavel da infeccao para nove pacientes). Dos 36 pacientes incluidos
no estudo, 33 (91,66%) eram portadores de gendtipo 1 do VHC, 03 (8,34%) nao 1 (2
ou 3). Quanto ao subtipo HIV, 32 (88,90%) eram do subtipo B e 02 (5,55%) nao B (F
ou recombinante BF), 02 amostras ndo foram subtipadas para o HIV devido a
limitaces da técnica empregada (Tabela I).

Quanto ao grau de fibrose, 23 (63,89%) dos pacientes foram incluidos em G1
(F1 ou F2) e, 13 (36,11%) em G2 (F3 ou F4). O uso abusivo de alcool foi observado
em 15 (31,91%) dos 47 pacientes avaliados para este paradmetro (dado néao
mostrado)
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Tabela I: Caracteristicas demograficas e virolégicas dos pacientes coinfectados VHC/HIV

incluidos no estudo (nN=36).

Caracteristicas

Pacientes Coinfectados VHC/HIV (N = 36)

Idade, anos [média (IQR)]

Sexo, Masculino [N (%)]

Genoétipo VHC [N (%)]
Genétipo 1

Genotipo nao-1 (2 ou 3)

Subtipo HIV [N (%)]
Subtipo B (B puro)
Subtipo nao-B (F ou BF recombinantes)

Nao subtipados

Fibrose [N (%)]
Gl1 (F1-F2)
G2 (F3-F4)

44,19 (38,75-49,25)

26 (72,22)

33 (91,66)
03 (08,34)

32 (88,90)
02 (05,55 )
02 (05,55)

23 (63,89)
13 (36,11)

VHC: Virus da Hepatite C; HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana; IQR: Intervalo Interquartil

Nao houve desvio do equilibrio de Hardy—Weinberg em todos os sistemas

HPA avaliados. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na

distribuicao de freqiiéncias alélicas e genotipicas dos sistemas HPA estudados entre
G1 (F1 ou F2) e G2 (F3 ou F4) entre pacientes coinfectados VHC/HIV (Tabela II).
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Tabela II: Frequéncia Alélica e Genotipica dos HPA-1, -3 e -5 em pacientes coinfectados

VHC/HIV (n=36) nos grupos G1 (F1 e F2) , e G2 (F3 e F4).

Fibrose G1 (n=23) G2 (n=13) p- value

Alelos
la 36 22 p=0,5129
1b 10 04
3a 28 20 p=10,1652
3b 18 06
5a 42 25 p= 10,4369
5b 04 01

Gendtipos

la/la 14 10 p= 10,4296
la/1b 08 02
1b/1b 01 01
3a/3a 08 08 p=0,4262
3a/3b 12 04
3b/3b 03 01
5a/5a 19 12 p= 10,6336
5a/5b 04 01

Nenhum genétipo HPA -5a/5b foi encontrado na populacao estudada. Andlise realizada pelo Teste

Exato de Fisher.
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DISCUSSAO

A progressao da fibrose hepatica na infeccao pelo Virus da Hepatite C (VHC)
ja foi associada a fatores como, sexo, ingestao de alcool, idade e idade a infecgcao
(POYNARD et al.,, 2000; FREEMAN et al., 2001; SEEF et al., 2002). Fatores
genéticos também ja foram relacionados a evolucao do processo fibrético no figado
infectado pelo virus (POWELL, 2000).

O desenvolvimento da fibrose ocorre, principalmente, pela atividade das
células estreladas do figado (GABELE et al., 2003; FRIEDMAN, 2003) e, a ativacao
destas células ja foi relacionada a regulacéo por proteinas da familia das integrinas
(NEJARI et al., 2001; POPQOV et al., 2008), algumas das quais sdo expressas nas
células estreladas hepaticas (RACINE-SAMSON et al., 1997. GAO; BRIGSTOCK,
2004). Desta forma, modificacbes conformacionais em integrinas podem alterar o
desenvolvimento e a progressao da fibrose.

Nas integrinas residem alguns antigenos polimorficos, os HPA -1, -3 e -5 e, 0
polimorfismo destes antigenos pode modificar a estrutura tridimensional da proteina
e, dessa forma interferir na progressao para fibrose.

Nesta linha, um estudo ja demonstrou que, em pacientes monoinfectados pelo
VHC, o genétipo HPA -1a/1b se relaciona a progressao mais rapida para fibrose e,
consequentemente menor é o tempo para o processo fibrético atingir niveis F3 ou F4
(SILVA et al., 2012).

No entanto, este estudo, bem como outros estudos que correlacionam outros
fatores genéticos a progressao para fibrose foram realizados em pacientes
monoinfectados pelo VHC, sendo que este estudo é pioneiro na investigacdo da
associacdo do polimorfismo HPA e progressao para fibrose em coinfectados
VHC/HIV. Os resultados aqui obtidos diferem do obtido por Silva e colaboradores
(2012) e sugerem que o polimorfismo HPA nao se correlaciona a progressao da
fibrose em coinfectados VHC/HIV.

Os resultados aqui obtidos mostram que, de alguma forma, na coinfeccéo
VHC/HIV a associacao do polimorfismo HPA é perdida, sugerindo que a presenca
do HIV pode afetar esta associacao.

Arthos e colaboradores (2008) demonstraram que o HIV interage com
integrinas na superficie celular do linfocito T no inicio da infecgéo, evidenciando que
o HIV apresenta afinidade com proteinas da familia das integrinas. Nesta linha de
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raciocinio, pode-se sugerir que o HIV tendo afinidade por integrinas, poderia
associar-se a estas moléculas, constituindo um obstaculo a interagdo VHC com
integrinas nas células estreladas do figado e, a associacdo do HPA com a
progressao para fibrose observada em monoinfectados VHC pode ter sido perdida
pela presenca do HIV, hip6tese que deve ser investigada com a realizacao de novos
estudos nesta linha de pesquisa.
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ANEXO |

e
un es p o Universidade Es_ta!dual Paulista
Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubi&a Junior, s/n® - Botucatu — S.P.
CEP: 18.618870

FenefFax: (Oxx14) 3811-8143

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Registrado no Ministéric da Satde
em 30 de abril de 1987

Botucatu, 06 de Dezembro de 2010. Of. 572/10-CEP

Tlustrissima Senhora

Prof® Dr® Maria Inés de Moura Pardini
Divisdo de Hemocentro da

Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr®. Maria Inés,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 3750-2010) Progressdo da fibrose e a resposta &
terapéutica antiviral na coinfecgdo VHC/HIV: avaliagdo do polimorfismo do
sistema HPA-1, a ser conduzido por Natdlia Picelli, orientada por Vossa
Senhoria, com a colaboragiio dos Drs. Giovanni Faria Silva, Rejane Maria
Tommasini Grotto e Silvia Maria Corvino, recebeu do relator parecer
favordvel aprovado em reunido de 06 de dezembro de 2.010.

Situagdo do Projefo: APROVADOQ. Ao final da execugdo deste Projeto,
apresentar ao CEP “Relatério Final de Atividades”.
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ANEXO Il

unes s Universidade Estadual Paulista
P Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubio Junior, s/n° - Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (0xx14) 3811-6143

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br
e-mail coordenadoria: {sarden@fmb.uness.br

Registrado no Ministério da Satde
em 30 de abril de 1997

Botucatu, 04 de abril de 2012 Of. 160/2012

Tlustrissima Senhora

Prof® Dr® Maria Inés de Moura Pardini
Divisdo de Hemocentro da

Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr®. Maria Inés,

Com referéncia ao Projeto de Pesquisa (Pratocolo CEP 3750-2010) Progressdo
da fibrose e a resposta & tferapdutica antiviral na coinfecclio VHC/HIV:
avaliag@o do polimorfismo do sistema HPA-1, a ser conduzido por Natdlia Picelli,
orientada por Vossa Senhoria, com a colaboragdo dos Drs. Giovanni Faria Silva,
Rejane Maria Tommasini Grotto e Silvia Maria Corvino, aprovado em reunido de

06 de dezembro de 2.010 informo:

Fica autorizado a partir desta data (04/04/12) as seguintes alteracdes ao
projeto originalmente proposto:

* Ampliagdo do escopo do Projeto para avaliagdo do polimorfismo dos
sistemas HPA-3 e 5;

* Inclusdo na casuistica de pacientes provenientes do Hospital Dia “Dr.
Domingos Alves Meira” sobre a responsabilidade do Dr. Alexandre
Naime Babosa;

e Fica autorizado a utilizagdo de plasma excedente da rotina laboratorial,
estocado no Laboratdrio de Biologia Molecular do hemocentro, dos
pacientes falecidos;

Com as alferagbes acima o Projeto de Pesquisa passa a ter a seguinte
nomenclatura “Progresséic da fibrose e a resposta & teraputica antivirel na
coinfecglio VHC/HIV: avaliagde do polimorfisme do sistema HPA-1, 3 e 5",
Atenciosamente,

Prof. Dr. Trajano Sardenberg

Coordenador do CEP



