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Grande é a satisfacdo, neste breve espaco, de prefaciar esta
Tese de Doutorado.

Biomédica de formacdo a Aline chega ao Laboratorio de
Biologia Molecular do FHewmocentro de Botucatu, Hospital das
Clinicas, Faculdade de Medicina ingressando no Programa de
Aprimoramento Profissional em Inovacdo Tecnologica e
Diagnostico Laboratorial.

Jd mos primeiros meses de aprimoramento demonstra
grande dedicacdo e comprometimento com o servigo, seus colegas,
pacientes e profissionais.

Im pouco tempo jd apresenta matuvidade e crescimento
cientifico para cuvsar o Mestrado, o qual desenvolve com as
mesmas habilidades teoricas e prdticas demonstradas ainda na
fase de aprimoranda.

Os anos vdo passando e, a Aline ingressa no Programa de
Doutorado, concretizando, nesta fase, independéncia prdtica e
cientifica que se espera de um Doutor.

No Laboratorio de Biologia Molecular, do Hemocentro de
Botucatu sempre se cultivou a ideia da formacdo do Doutor
capaz de atuar como pesquisador, dentro de uma [(inha de
pesquisa. Assim, nessa fase a Aline foi capaz de liderar, assumir
responsabilidades prdticas e teoricas no dia-a-dia do laboratorio,
participar na orientacdo de alunos ingressantes e, assim,
consolidar sua formacdo académica.

Nesta l(inha de raciocinio se deu o Doutorado da Aline,

atuando cientificamente na votina de acompanhamento



laboratorial de  pacientes infectados pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e Virus da Hepatite C (VHC) e,
na pesquisa aplicada, atividades que se completam, fornecendo o
ambiente para a adequada formacdo de um Doutor.

Neste cendrio, aqui apresenta-se, em cardter formal, parte
do produto desenvolvido pela Aline em seus anos de Doutorado.
Digo parte, pois muito do aprendizado e consolidacdo cientifica
adquirida ndo podem ser mensurados com métricas universais,
mas tenho a cervteza que a Aline, hoje, deixa o Laboratorio de
Biologia Molecular do Hemocentro de Botucatu com uma ampla
formacdo, sendo capaz de conduziv, independentemente, sua
propria carreiva académica.

Assim, este volume se encontra dividido nos seguintes
capitulos: (I) Introducdo: aqui sdo descritos, brevemente, pveé-
rvequisitos bdsicos mecessdvios d compreensdo dos demais
capitulos; (II) Artigo: Avaliacdo dos fatores de crescimento TGF-
B1 e PDGF ma progressdo da fibrose hepdtica em pacientes
cronicamente infectados pelo Virus da Hepatite C; (III) Artigo:
The absence of the human platelet antigen polymorphism effect
on fibrosis progression in human immunodeficiency virus-
1/hepatitis C virus coinfected patients; (I'V) Artigo: Coexistence of
HIV-1 wvariants with dipeptidic insertion in the vreverse
transcriptase gene; (V) Artigo: Andlise comparativa dos
algoritmos de interpretacdo para o teste de genotipagem do HI V-

1.
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Este formato, ainda pouco convencional de apresentacdo
uma Tese, é capaz de demonstrar a interdisciplinaridade, o
dinamismo e a competéncia mnecessdrios d formacdo de um
Doutor.

Finalizo este relato com a certeza do dever cumprido e com
plena consciéncia e tranquilidade que vocé, Aline, se encontra
extremamente preparada para assumir uma carreira

profissional de sucesso e muitas conquistas.

Rejane
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O virus da hepatite C (VHC) constitui a principal causa de doenga hepatica
cronica infectando, aproximadamente, 185 milhées de pessoas no mundo (MOHD
HANAFIAH et al., 2013).

No Brasil, entre 1999 e 2011, foram notificados 82.041 casos confirmados de
hepatite C, sendo que destes, 67,3% correspondiam a regido Sudeste, 22,3% a
regiao Sul, 5% a regido Nordeste e menos de 5% as regides Centro-Oeste e Norte
(BRASIL, 2012).

Apesar do progresso em compreender a imunidade contra a infecgédo pelo VHC
e sua patogénese, além do desenvolvimento de antivirais efetivos de agao direta, a
hepatite C continua sendo um dos maiores problemas de saude publica devido a
disseminagdo mundial do virus, as diversas rotas de transmissdo, a auséncia de
uma vacina profilatica e, em longo prazo, ao desenvolvimento de fibrose avangada,
cirrose e carcinoma hepatocelular (HAURI; ARMSTRONG; HUTIN, 2004; CZEPIEL;
BIESIADA; MACH, 2008).

Enquanto a taxa de incidéncia da infeccdo pelo VHC esta, aparentemente,
diminuindo nos paises desenvolvidos, mortes relacionadas a doencga hepatica
secundaria a infeccdo pelo VHC continuardo a aumentar nos préximos 20 anos
(RAZAVI et al., 2013).

O VHC, descrito nos Estados Unidos em 1989 por Choo e colaboradores,
apresenta um diametro de, aproximadamente, 50-60nm, pertence a familia
Flaviviridae, género Hepacivirus, com genoma constituido por uma fita simples de
RNA de polaridade positiva, encapsulado por um envelope lipoproteico. O RNA viral
apresenta 9,6 kb, com uma unica regiao aberta de leitura (Open Reading Frame,
ORF) que codifica proteinas estruturais e nao estruturais, sendo flanqueada por

duas regides nao traduzidas, 5’UTR (do inglés Untranslated Region) e 3'UTR
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(LINDENBACH; RICE, 2005). A regidao 5’UTR é altamente conservada, pois possui
um sitio de entrada ribossomal (/nternal Ribosome Entry Site, IRES) que esta
envolvido no processo de sintese proteica viral. Durante a expressdo do genoma
viral é sintetizada uma unica poliproteina de, aproximadamente, 3000 aminoacidos,
que € posteriormente clivada pelas enzimas virais e celulares constituindo as
proteinas estruturais (core, E1, E2) e as ndo estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A, NS5B) (ROSEN; GRETCH, 1999; MORADPOUR; PENIN; RICE,

2007) (Figura 1).

IRES

Structural Non-structural
| |
| Il |

LR 8 1 4 1 g
5' UTR Core| E2 %Ns.z NS3 NS5A NS5B %

l l | | ] "

Capsid Envelope  Wiroporin Proteasa, NS3 protease [Regulates replication  RMA-dependant
glycoprateins and helicasa co-factor and RMA-polymarase

assembly facto and virus assembly
assambly factor

Autoprotease Membranous web and
and replication complex
assembly factor formation
‘ Signal peptidases JJ’NSZIS @' NS3/4A
cleavage sites cleavage sites cleavage sites

Figura 1: Representacdo esquematica do RNA do VHC com uma unica regiao de leitura
aberta (ORF) flanqueada pelas regides 5’UTR e 3'UTR. A tradu¢do mediada pelo IRES da
OREF origina uma poliproteina que é, posteriormente, processada em dez proteinas virais. A
clivagem da proteina core envolve peptidases sinais celulares, as quais também clivam E1,
E2, p7 (setas rosa). A protease NS2-NS3 sofre auto-clivagem (seta verde). A protease NS3
auxiliada pelo cofator NS4A cliva as proteinas restantes (setas violeta) (Fonte: de ABDEL-
HAKEEM; SHOUKRY, 2014).
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O genoma altamente heterogéneo quanto a sequéncia de nucleotideos
(devido a alta atividade replicativa do virus e auséncia de atividade de reparo das
enzimas virais), distingue sete gendtipos, nomeados de 1 a 7 e mais de 60 subtipos,
0s quais sédo designados por letras do alfabeto, além das quasispecies (SMITH et
al., 2014). As sequéncias de nucleotideos entre os diferentes gendtipos diferem em,
aproximadamente, 30-35%, e entre os subtipos de 20-25% (SIMMONDS, 2005)

(Figura 2).

Figura 2: Arvore filogenética contendo gendtipos (representados por algarismos arabicos) e
subtipos (representados por letras do alfabeto) do VHC (* subtipo nao atribuido; para os
genotipos 1, 2, 3, 4 e 6) (Fonte: adaptado de SMITH et al., 2014).
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A distribuicdo dos gendtipos € dependente da regido geografica e,
mundialmente, o gendtipo 1 € o mais prevalente (46,2%), seguido pelo 3 (30,1%).
Os gendtipos 2, 4 e 6 sdo responsaveis pela maior parte dos demais casos no
mundo, com estimativas de 9,1%, 8,3% e 5,4%, respectivamente. O leste europeu
possui 0 maior nimero de casos de genétipo 2 e 6, enquanto o Norte da Africa e
Oriente Médio apresentam os maiores numeros de casos de gendtipo 4. O gendtipo
5 é responsavel por menos de 1% dos casos de infeccdo pelo VHC, ocorrendo
principalmente na Africa do Sul e Subsaariana (MESSINA et al., 2015). Em relagéo
ao VHC gendtipo 7, este foi isolado no Canada proveniente de um paciente
imigrante da Africa Central (MURPHY et al., 2007) e, atualmente, foram identificados
outros pacientes infectados por esse gendétipo (MURPHY et al., 2015). No Brasil, o
gendtipo 1 € o mais prevalente, seguido pelos gendtipos 3 e 2 (AMORIN et al., 2004,
CAMPIOTTO et al. 2005; MARTINS et al. 2006).

O VHC é um virus hepatotropico que infecta hepatécitos. No entanto, o virus ja
foi encontrado em linfécitos T e B (PAVIO; LAI, 2003), mondcitos, macréfagos
(MULLER et al., 1993), células dendriticas (NAVAS et al., 2002) e plaquetas
(HERNANDEZ et al., 1998), estando estas relacionadas com o carreamento do virus
pela corrente circulatoria em individuos infectados (HAMAIA; LI; ALLAIN, 2001).

A infecgao pelo VHC é altamente dinamica, com uma meia vida viral de poucas
horas e produgado/liberagdo estimada de 10'? virions por dia em um individuo
infectado. No entanto, a entrada do virus nos hepatécitos constitui uma fase
essencial para a infeccao, processo que se encontra na dependéncia de interagbes
entre componentes virais, principalmente proteinas do envelope, e fatores de
superficie celular do hospedeiro (BURLONE; BUDKOWSKA, 2009). Varias

moléculas expressas na superficie celular dos hepatdcitos ja foram associadas a
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entrada do VHC em sua célula alvo como a tetraspanina CD81 (PILERI et al., 1998),
principal receptor envolvido neste processo; o receptor scavenger tipo B classe |
(SR-BI/Cla1) (SCARSELLI et al., 2002); claudina-1 (CLDN-1) (EVANS et al., 2007) e
ocludinas (OCLN) (LIU et al., 2009). Além dessas, algumas glicosaminoglicanas
também vém sendo associadas a adesao e entrada do VHC nas células (AGNELLO
et al., 1999; CORMIER et al., 2004). Outros estudos sugerem a participagdo de
proteinas de adesao celular na entrada do VHC. No entanto, o mecanismo exato de
entrada do virus nas células permanece ainda desconhecido (BURLONE;
BUDKOWSKA, 2009).

As glicoproteinas do envelope sao os principais determinantes para a entrada
do VHC. Elas apresentam fung¢ao na ligagdo ao receptor e medeiam o processo de
fusdo entre o envelope viral e a membrana endossomal da célula hospedeira
(VIEYRES et al., 2010).

ApoOs a ligagdo a superficie celular, os passos posteriores sao parcialmente
compreendidos e envolvem uma série de fatores celulares de entrada. Verifica-se
que a agao coordenada de, pelo menos, quatro principais fatores € essencial para a
entrada do VHC. Entre estes estdo o SR-BI, a tetraspanina CD81 e proteinas de
juncao de oclusdo, CLDN1 e OCLN. A tretraspanina CD81 é indiscutivelmente a
principal proteina no ciclo de vida do VHC (FENEANT; LEVY; COCQUEREL, 2014)
e residuos de aminoacidos envolvidos na ligagcao a este receptor estdo localizados
na superficie da proteina E2 (KONG et al., 2013). Esta interacdo parece privilegiar
as proteinas do envelope do virus para uma fusao de baixa dependéncia de pH
(SHARMA et al., 2011).

A endocitose da particula viral € um processo dependente de clatrina e, apds a

fusdo do envelope viral com a membrana da vesicula endocitica, o genoma do virus
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é liberado para o citosol (HELLE; DUBUISSON, 2008). A tradugdo do RNA viral &
iniciada com o auxilio de fatores celulares. A regido 5’UTR possui um sitio de
entrada ribossomal, a partir do qual é iniciada a tradugdo do genoma do VHC em
uma unica poliproteina. Proteases virais e do hospedeiro processam a poliproteina
em dez proteinas maduras: core, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e
NS5B (MORADPOUR; PENIN; RICE, 2007).

Apos a traducdo, as proteinas virais sdo associadas com membranas
derivadas do reticulo endoplasmatico (RE). Juntas, NS3/4A, NS4B, NS5A e NS5B
constituem as proteinas virais da maquinaria de replicacdo, a qual replica a fita
positiva de RNA a partir de uma intermediaria negativa. A proteina NS5B RNA
polimerase dependente de RNA ¢é a principal enzima para a sintese de RNA. O RNA
viral é, entdo, internalizado em vesiculas do RE, o que leva a formacdo de
nucleocapsideo. Este é envelopado e maturado no aparelho de Golgi, e liberado por
exocitose (MORADPOUR et al., 2004; MORADPOUR; PENIN; RICE, 2007). Na
Figura 3 é possivel visualizar de forma simplificada o ciclo de vida do VHC, desde

sua entrada até a liberagao da particula infectante.
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Figura 3: Representacdo esquematica do ciclo de vida do VHC. (1) Ligacao receptor-virus;
(2) endocitose; (3) fusdo e liberagdo do capsideo; (4) traducdo em proteina precursora
mediada pelo IRES; (5) processamento da poliproteina; (6) formagdo do complexo de
replicacao; (7, 8, 9) replicacdo do RNA viral; (10) montagem/empacotamento; (11) transporte
do virion e maturagido da glicoproteina; (12) fusdo da vesicula e liberacdo do virion
infeccioso maduro (Fonte: PAWLOTSKY; CHEVALIEZ; MCHUTCHISON, 2007).

A infeccdo apresenta diferentes formas de evolugdo. O clareamento viral
espontaneo apos a infeccao, ou seja, sorologia reagente para anticorpos anti-VHC,
porém RNA viral indetectavel no plasma do paciente ocorre em, aproximadamente,

20 a 25% dos casos, e é mais frequente em mulheres e individuos jovens (ALTER,
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1997). A fase aguda da doenga dura seis meses e caracteriza-se pela elevagéo,
principalmente, de alanina transaminase (ALT/TGP) (BRASIL, 2011). Comumente, a
hepatite C é diagnosticada na fase crbénica, o que se deve a falta de sintomas
especificos. Muitas vezes, o diagnostico especifico ocorre apos teste soroldgico de
rotina ou mesmo na doagéo de sangue (THOMAS et al., 2000; ROTH et al., 2002). A
fase crdnica caracteriza-se por cirrose hepatica em cerca de 20% dos casos e 1 a
5% dos pacientes desenvolve hepatocarcinoma (CHARLTON, 2001).

A progressdo da doenga encontra-se na dependéncia de fatores virais e do
hospedeiro. Vem sendo demonstrado que a progressado rapida da hepatite esta
relacionada com diversos fatores, como: gendétipo viral, em particular o genétipo 1b
que tem sido associado a maior severidade da doencga hepatica do que outros
gendtipos (BRUNO et al., 1997; TANAKA et al.,1998), consumo de alcool, duragéo
da infecgao viral, coinfecgdo com HIV (Human Immunodeficiency Virus), coinfecgao
com Virus da Hepatite B (VHB), nivel de ALT/TGP, diabetes mellitus, obesidade e
raca (POYNARD, et al, 2000; FREEMAN et al., 2001; SEEFF, 2002;
WAWRZYNOWICZ-SYCZEWSKA et al., 2004). Assim, o tratamento antiviral tem
como objetivo controlar a progressao da doenga hepatica por meio da inibicado da
replicagéo viral.

O sucesso do tratamento é definido pela obtencdo de uma resposta virolégica
sustentada (RVS), ou seja, niveis de RNA do VHC indetectaveis (inferior a 12 Ul/mL)
por analise quantitativa apds 24 semanas do término do tratamento (ZEUZEM et al.,
2004). O primeiro medicamento disponivel para o tratamento da hepatite C crénica
foi o Interferon alfa recombinante (IFN-a), o qual demonstrou eficacia limitada. Apos
sua associacao com a Ribavirina (RBV), a eficacia do esquema foi aprimorada

(FRIED et al., 2002). Posteriormente, com o desenvolvimento de formas modificadas
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de inteferon e a utilizagdo do Interferon Peguilado associado com a RBV, houve uma
melhora relevante na porcentagem de RVS (ZEUZEM et al., 2004). Mais
recentemente, foram desenvolvidos antivirais de agéo direta na atividade replicativa
do virus, os chamados inibidores de protease, como o Boceprevir (BOC) e o
Telaprevir (TVR), que sao utilizados para o tratamento de pacientes infectados pelo
virus gendtipo 1 que nao responderam ao esquema terapéutico convencional
(BRASIL, 2013). Em 2015, mais trés medicamento (Daclatasvir, inibidor da proteina
NS5A; Simeprevir, inibidor da protease NS3/4A; Sofosbuvir, inibidor da polimerase
NS5B) foram aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
com o objetivo de tornar o tratamento mais eficiente e moderno, ndo havendo a
necessidade do uso de interferon (BRASIL, 2015).

Alguns fatores podem influenciar na resposta ao tratamento, como
caracteristicas imunoldgicas do hospedeiro e gendtipo viral. Sabe-se que pacientes
infectados por virus genétipos 1 ou 4 apresentam menores indices de RVS (cerca de
50%) quando comparados a portadores de VHC de outros gendétipos (MANNS et al.,
2006). Em relacdo ao hospedeiro, a presenca de polimorfismos em genes
estimuladores de interferon pode apresentar importante papel na resposta ao
tratamento, inclusive no clareamento viral (WELZEL et al., 2009; GE et al., 2009).

Além da resposta virologica sustentada, ha outros dois principais desfechos
possiveis para os pacientes em tratamento: recidiva viroldgica, definida como RNA
viral indetectavel ao final do tratamento, mas detectavel 24 semanas apés o término
do tratamento; e ndo resposta, caracterizando os pacientes nulos de resposta ou
nao respondedores (NR), que ndo apresentam queda de pelo menos 2 log do valor

do RNA viral pré-tratamento na 12 semana de tratamento (BRASIL, 2011).
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A infeccdo crbénica pelo VHC conduz a fibrose hepatica, que consiste no
acumulo de matriz extracelular, ou cicatriz, em resposta a injuria provocada pelo
virus no tecido hepatico. Durante o curso da hepatite C a fibrose pode ser
progressiva e seu estadiamento final € um quadro de cirrose, que resulta na
formacao de nodulos que podem conduzir a alteragado da funcdo hepatica e fluxo
sanguineo (ROCKEY; FRIEDMAN, 2006).

A bidpsia hepatica é considerada padrédo-ouro na avaliagdo do dano hepatico.
E possivel classificar a atividade necroinflamatéria e o estadiamento da fibrose a
partir da andlise histopatoldgica. A histopatologia da hepatite C crbénica apresenta as
alteracbes classicas das hepatites crénicas e também aspectos peculiares, como
agregados linfoides proeminentes em espagos-porta, lesdo de ductos biliares e
esteatose leve a moderada (POYNARD et al., 2000; POYNARD et al., 2003). Para o
estadiamento da fibrose hepatica uma das classificagdes utilizadas € o escore do
sistema METAVIR, onde FO significa auséncia de fibrose, F1 fibrose portal sem
septos, F2 expansao fibrosa com poucos septos, F3 numerosos septos podendo
visualizar esbogos de nodulos e, F4 cirrose (POYNARD; BEDOSSA; OPOLON,
1997).

No entanto, a técnica possui limitagcbes por ser uma metodologia invasiva
(SEEF et al., 2010), apresentar variacoes de amostragem (RATZIU et al., 2005) e
por existir variabilidade intra e interobservador (REGEV et al., 2002; PERSICO et al.,
2002). Assim, diversas avaliagdes nao-invasivas, incluindo técnicas de imagem e
testes sorologicos, tém sido desenvolvidas para analise da fibrose hepatica (GUHA;
ROSENBERG, 2008). A elastografia hepatica transitoria (FibroScan®, Echosens,
Franga) avalia a elasticidade tissular e estima o grau de fibrose de forma nao-

invasiva (SANDRIN et al., 2003). Além disso, possui elevada concordancia intra e
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interobservador e € um exame reprodutivel. No entanto, essa reprodutibilidade pode
ser reduzida na presenca de IMC (indice de massa corporal) = 25kg/m?, esteatose =
25% dos hepatdcitos, estadio de fibrose hepatica < 2 (METAVIR) e em individuos
com espagos intercostais estreitos (FRAQUELLI et al., 2007). N&o é possivel obter
resultados da elastografia transitoria em pacientes com ascite (SANDRIN et al.,
2003).

Tanto a fibrose como a cirrose sao consequéncias de uma resposta sustentada
de cicatrizagao a injuria hepatica cronica (ROCKEY; FRIEDMAN, 2006) e, no caso
da infeccdo pelo VHC, fatores do hospedeiro mais do que fatores virais parecem
estar correlacionados com a progressao da fibrose, pois parece nao existir relagao
entre carga viral ou gendtipo e severidade da fibrose, apesar de tais fatores afetarem
a resposta a terapia antiviral. Além disso, polimorfismos genéticos estdo sendo
relacionados com a progressao da fibrose e o fenétipo imunoldgico do hospedeiro
pode ser importante fator para esta progresséo. Outros fatores como sexo, idade a
infecgdo, consumo de alcool e coinfeccdo com outros virus ja foram relacionados
com a progressao da fibrose (EYESTER et al., 1993; POYNARD; BEDOSSA,;
OPOLON, 1997; THOMAS et al., 2000).

A fibrogénese hepatica pode ser definida como um processo molecular,
tecidual e celular dinamico e altamente integrado, que durante o curso da doenca
cronica hepatica leva a um acumulo excessivo e progressivo dos componentes da
matriz extracelular na tentativa de limitar as consequéncias da injuria crénica do
parénquima (FRIEDMAN, 2008a; PAROLA; MARRA; PINZANI, 2008; DRANOFF;
WELLS, 2010). Independente da etiologia, acredita-se que a fibrogénese hepatica é
crucial para a progressao de qualquer forma de doenga hepatica crénica e a

fibrogénese persistente € amplamente reconhecida como a principal “forca motriz”
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que leva a cirrose e insuficiéncia hepaticas (FRIEDMAN, 2008a; PAROLA; MARRA,;
PINZANI, 2008; DRANOFF; WELLS, 2010; FORBES; PAROLA, 2011; ZHANG;
FRIEDMAN, 2012).

A cirrose é atualmente definida como um estado avangado da doencga cronica
hepatica, caracterizada pela formagdo de nodulos regenerativos do parénquima,
envoltos e separados por septos fibroticos e associados com mudangas
significativas na arquitetura vascular do o6rgéo, levando ao desenvolvimento de
hipertensdo portal e complicagdes relacionadas, como sangramento de varizes
esofagicas, encefalopatia hepatica, ascite e sindrome hepatorrenal (FRIEDMAN,
2008a; PAROLA; MARRA; PINZANI, 2008; DRANOFF; WELLS, 2010; FORBES;
PAROLA, 2011; ZHANG; FRIEDMAN, 2012; ROSSELLI et al., 2013).

Danos aos tecidos podem ser resultantes de diversos estimulos, como
infecgbes, reagdes autoimunes, toxinas, radiagao e injuria mecanica. O processo de
reparo normalmente envolve duas fases distintas: uma fase regenerativa, na qual as
células danificadas sao substituidas por células do mesmo tipo, com auséncia de
qualquer evidéncia de dano duradouro; e uma fase conhecida como fibroplasia ou
fibrose, na qual tecidos conectivos substituem o parénquima normal (WYNN, 2008).

Quando células epiteliais e/ou endoteliais sofrem injuria, elas liberam
mediadores inflamatérios que iniciam uma cascata de coagulacédo antifibrinolitica
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005), a qual leva a formagao de coagulo sanguineo e
de matriz extracelular proviséria. Plaquetas expostas aos componentes da matriz
promovem agregacao, formagao de coagulo e hemdstase. Células inflamatérias sao
recrutadas ao sitio de injuria e fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas sao
produzidas, as quais estimulam a proliferagao e recrutamento de leucdcitos através

da matriz extracelular proviséria. Algumas das primeiras células responsivas sao
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macrofagos e neutréfilos, que eliminam debris celulares, células mortas e
organismos invasores, e produzem citocinas e quimiocinas, as quais sao
mitogénicas e quimiotaticas para células endoteliais. Ha também ativagdo de
linfécitos e secrecdo de citocinas e fatores de crescimento pro-fibréticos, como o
fator de crescimento transformante-beta1, do inglés Transforming Growth Factor 31
(TGF-B1), e o fator de crescimento derivado de plaqueta, do inglés Platelet-Derived
Growth Factor (PDGF) (WYNN, 2003; LI et al., 2006; PARSONS; TAKASHIMA;
RIPPE, 2007), que estimulam a ativagdo de macrofagos e fibroblastos. Estes ultimos
ativados passam a apresentar fendtipo de miofibroblasto, o qual promove a
contragao da ferida. Por fim, células epiteliais e/ou endoteliais dividem-se e migram
ao longo das camadas basais para regenerar o tecido danificado, completando o
processo de cicatrizagao da ferida. No entanto, a inflamagao e o reparo crbnicos
podem dar inicio a um acumulo excessivo dos componentes da matriz extracelular,
levando a formacao permanente de cicatriz fibrética (PARDO; SELMAN, 2006).
Desta forma, a fibrose é resultado do desbalango entre a produgdo e a
resolugdo da matriz extracelular. A deposi¢cao excessiva de matriz extracelular
(especialmente a deposicao de colageno tipo 1) desarranja a arquitetura normal do
figado, resultando na progressdao da fibrose e subsequente cirrose (WYNN;
RAMALINGAM, 2012). Ha também o acumulo de outras proteinas da matriz,
incluindo elastina, hialurona, proteoglicanas e fibronectina. Este tipo de matriz possui
a capacidade de ativar células estreladas do figado quiescentes (HSC, do inglés
hepatic stellate cells), levando a perda de microvilosidade dos hepatdcitos e ao
desaparecimento de endotélios fenestrados (MCGUIRE et al., 1992; SCHUPPAN et

al., 2001; HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011). Tal alteracdo das células
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endoteliais prejudica o transporte de solutos do sinusoide aos hepatdcitos,

favorecendo a disfungéo destes (MCGUIRE et al., 1992) (Figura 4).
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Figura 4: Alteracdes na arquitetura hepatica (A) associadas com a fibrose hepatica

avancada (B). Apds a lesao crénica hepatica, linfécitos inflamatérios infiltram no parénquima

hepatico. Alguns hepatdcitos sofrem apoptose e células de Kupffer ativadas secretam

mediadores fibrogénicos. HSCs proliferam e passam por ativagdo fenotipica, secretando

grandes quantidades de proteinas da matriz extracelular. Células sinusoidais perdem suas

fenestragcdes e a contracdo tbnica das HSCs causa aumento da resisténcia ao fluxo
sanguineo nos sinusoides hepaticos (Fonte: BATALLER; BRENNER, 2005).
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As principais células responsaveis pela fibrogénese, os miofibroblastos, séo
células altamente proliferativas que migram e acumulam em sitios de injuria hepatica
em resposta a um estimulo autécrino e paracrino de diversos fatores de
crescimento, citocinas, mediadores lipidicos ou adipocinas, além de radicais livres
(estresse oxidativo), produzidos pelo figado lesionado (MALLAT; LOTERSZTAJN,
2013). O pool de miofibroblasto € heterogéneo, consistindo de células estreladas,
fibroblasto portal e fibroblasto derivado da medula 6ssea (WYNN; RAMALINGAM,
2012). No entanto, as HSCs representam o principal colaborador para a fibrogénese
(MEDERACKE et al., 2013).

Sinais pré-fibrogénicos decorrentes da reacgao inflamatéria originaria da injuria
do parénquima hepatico levam a ativagdo das HSCs (BACHEM et al., 1992). O
fenodtipo miofibroblastico destas € caracterizado pela expressao de actina a de
musculo liso ou a-SMA (do inglés a-smooth muscle actin); uma perda paralela de
retinoides e goticulas lipidicas; uma redugdo na expressdao de fatores
adipogénicos/lipogénicos; € uma expressao de novo de receptores de fatores
fibrogénicos, quimiotaticos e mitogénicos (MALLAT; LOTERSZTAJN, 2013).
Lipopolissacarideo (LPS) originario da microflora intestinal também pode ativar
HSCs a partir da via de sinalizagdo de receptor tipo toll 4, a qual aumenta a
expressao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (SEKI et al., 2007; DE
MINICIS et al., 2007).

Modelos experimentais de reparagao da fibrose relataram consistentemente
que a eliminacdo de HSCs ativadas por apoptose (IREDALE et al., 1998) ou
senescéncia (KRIZHANOVSKY et al.,, 2008) precede a restauragdo de vias
fibroliticas e regressao da fibrose, sugerindo, entdo, que o clearance de HSCs

ativadas € um passo importante para o inicio da regressao. Trabalhos recentes de
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Kisseleva e colaboradores (2012) e Troeger e colaboradores (2012) verificaram,
utilizando modelos animais, a reversao do estado ativado de HSCs durante a
reparagdo da fibrose. Embora as HSCs readquiram marcadores de quiescéncia
durante a resolucdo da fibrose, foi constado que tais células ndo sdo idénticas as
células que nunca foram ativadas, apresentando um fendtipo intermediario com
capacidade elevada de reativar quando tratadas com TGF-B1, um sinal classico

fibrogénico (FRIEDMAN, 2012; MALLAT; LOTERSZTAJN, 2013) (Figura 5).
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Figura 5: Esquema ilustrativo da participacdo das células estreladas hepaticas no
desenvolvimento e regressao da fibrose. Apds a injuria ao figado, a ativagdo de células
estreladas leva a progressado da fibrose. A ativacdo reflete a transdiferenciacdo de uma
célula quiescente rica em vitamina A para uma célula estrelada ativada/miofibroblasto, a
qual expressa receptores mitogénicos e é contratii com uma reducdo no conteudo de
vitamina A. Se a injuria é atenuada, a regressao da fibrose pode ocorrer, levando tanto a
apoptose das células estreladas como a reversdo para um estado inativo com
caracteristicas restauradas de quiescente. No entanto, células estreladas inativas ainda
mantém um fendtipo intermediario, com capacidade aumentada de responder a sinais

fibrogénicos e reativar com novo dano (Fonte: Friedman, 2012).
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A ativagdo das HSCs consiste em uma resposta programada, que pode ser
grosseiramente dividida em duas fases: iniciagao e perpetuacédo (FRIEDMAN, 2000).
A iniciagdo esta associada com a rapida indugdo génica resultante de estimulacéo
paracrina por células inflamatdrias, plaguetas e hepatdcitos lesionados. A
perpetuagdo é um processo dinamico continuo, o qual engloba eventos celulares
que amplificam o fendétipo ativado a partir do aumento da expressao de fatores de
crescimento e da capacidade de resposta; esta fase de ativagcdo resulta de
estimulacdo autdcrina e paracrina, assim como do remodelamento acelerado da

matriz extracelular (FRIEDMAN, 2008b; LI et al., 2008) (Figura 6).
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Figura 6: Vias de ativacdo da célula estrelada hepatica. Caracteristicas da ativacdo podem
ser distinguidas entre aqueles que estimulam a inicializagdo e aqueles que contribuem para
a perpetuacdo. A inicializacdo é provocada por estimulos sollveis que incluem sinais de
estresse  oxidativo (intermediarios reativos de oxigénio), corpos apoptoticos,
lipopolissacarideo (LPS) e estimulo paracrino de tipos celulares vizinhos, incluindo
macrofagos hepaticos (células de Kupffer), endotélio sinusoidal e hepatocitos. A
perpetuacdo segue caracterizada por diversas alteragdes fenotipicas, incluindo proliferacao,
contratilidade, fibrogénese, alteracdo da degradacdo da matriz, quimiotaxia e sinalizacédo
inflamatoria. CTGF, fator de crescimento de tecido conjuntivo; FGF, fator de crescimento de
fibroblasto; ET-1, endotelina-1; MMP, metaloproteinases; NO, éxido nitrico; TIMP, inibidor
tecidual de metaloproteinase; TRAIL, ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de
necrose tumoral; VEGF, fator de crescimento endotelial vascular (Fonte: traduzido de
FRIEDMAN, 2008a).
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As HSCs e os miofibroblastos portais possuem a capacidade de amplificar o
sinal inflamat6rio no figado lesionado pela promog¢do do recrutamento de células
inflamatodrias. Eles produzem quimiocinas que regulam o recrutamento de células
mononucleares e neutréfilos (MARRA et al., 1993; SEKI et al., 2009), e expressam
receptores de quimiocinas com propriedades pro-fibrogénicas (WINAU et al., 2007).

O balango entre metaloproteinases da matriz (MMPs, matrix metalloproteinases
- enzimas que degradam a matriz) e inibidores teciduais das metaloproteinases
(TIMPs, do inglés tissue inhibitors of the metalloproteinases) estao fortemente
regulados pelas HSCs. Nos estagios iniciais da fibrogénese, HSCs expressam
MMPs, mas ndo TIMPs, levando a degradagao da matriz extracelular hepatica. No
entanto, HSCs integralmente ativadas expressam TIMPs e inibem MMPs, inibindo
assim a degradacdo da matriz. Ademais, as moléculas da matriz extracelular, a
rigidez da matriz, e a ligagdo cruzada do colageno promovem o processo de
ativacdo das HSCs através de vias mediadas por integrinas (IREDALE;
THOMPSON; HENDERSON, 2013).

A expressao diferencial de integrinas ja foi relacionada com a progressao da
fibrose (NEJJARI et al., 2001; POPQV et al., 2008). Muitas das principais interagdes
célula-célula e célula-matriz que regulam o processo de fibrose sdo mediadas por
moléculas de adesdao membros da familia das integrinas (HENDERSON;
SHEPPARD, 2013). Além de seus efeitos na proliferacdo e sobrevivéncia celulares,
as integrinas podem também potencializar sinais provenientes de fatores de
crescimento soluveis, como do TGF-B1, a partir da ativacdo da forma latente da
proteina (MUNGER et al., 1999; MU et al., 2002; ASANO et al., 2005).

Sob condigdes fisioldgicas, o TGF-B1 regula o remodelamento tecidual e

apoptose para manter a homeostase celular (SCHUSTER; KRIEGLSTEIN, 2002;
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GUO; CHEN, 2012). Sob condig¢des patoldgicas, € um potente indutor de fibrose. O
TGF-B € a molécula mais extensivamente estudada na fibrose e ha trés isoformas
(TGF-B1-3). Todas possuem atividade biologica similar, embora cada isoforma seja
expressa em padrao distinto sob o controle de um unico promotor (ATTISANO;
WRANA, 1996; LETTERIO; ROBERTS, 1998). Nao obstante uma ampla variedade
de tipos celulares produza e responda ao TGF-B, foi a isoforma TGF-B1 associada
principalmente a fibrose tecidual (ASK et al, 2008).

O TGF-B1 é a citocina pré-fibrogénica mais potente, acelerando a fibrose
hepatica pelo desencadeamento da transformacido das células estreladas e pela
participagdo na cascata de sinalizagao intracelular e regulagéo transcricional génica.
Devido a sua importancia, a regulagdo do TGF-B1 tem recebido atengao
consideravel. Apesar de existirem muitas fontes desta citocina, a expressao
autécrina esta entre as mais importantes (GRESSNER et al., 2002; PARSONS et al.,
2007). Varios mecanismos constituem a base do aumento na expressao de TGF-31
pelas células estreladas durante a injuria hepatica, incluindo a regulagao positiva
transcricional do TGF-B, ativacdo do TGF-B1 latente, aumento da expressao de
receptores de TGF-B, e a regulagdo positiva dos componentes de sinalizagdo do
TGF-3 (DOOLEY et al., 2000; WELLS, 2000; SCHNABL et al., 2001; LIU et al., 2004;
WELLS; KRUGLOV; DRANOFF, 2004).

A interacao do TGF- com seu receptor formado pelo complexo heterodimérico
serina/treonina quinase, TGF-BRI e TGF-BRII, leva ao recrutamento e fosforilagao de
proteinas intracelulares efetoras Smad2 e Smad3. Estas fosforiladas ligam-se a
Smad4 e translocam-se para o nucleo para dar inicio a expressao génica de genes
alvos do TGF-B (MASSAGUE; CHEN, 2000). H& trés classes de Smad: (1)

receptores regulados por Smads (R-Smads), constituido por Smad 1, 2, 3, 5 e 8; (2)
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mediador comum (co-Smad) Smad4; (3) Smad antagonista ou inibitério, Smad6 e 7
(KISSELEVA; BRENNER, 2008; ARCINIEGAS et al., 2007). A via de sinalizagao
citada é regulada por diversos loops de feedback auto-inibitérios, como por exemplo,
Smad7 (ONICHTCHOUK et al., 1999; BREITKOPF et al., 2006) (Figura 7). Além
disso, o TGF-B pode afetar numerosas vias de transdugao de sinal de uma maneira

Smad-independente.

TGF-BRI

Regula¢do do crescimento,
remodelamento tecidual,

,—} fibrogénese

Figura 7: Sinalizacdo de TGF-B1 (Fonte: adaptado de CONG et al., 2012).

O TGF- controla a transcricdo de genes que codificam integrinas em diversos
tipos celulares e tecidos, assim como em varios canceres humanos. Ele também
regula a expressao de ligantes de integrinas e estimula a expressao de proteinas
associadas a integrina, o que poderia aumentar a ativacdo desta (FRANSVEA et al.,

2009). Por outro lado, os efeitos regulatérios das integrinas sobre a atividade do
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TGF-B parecem envolver, primariamente, integrinas contendo a subunidade av.
Sabe-se que, miofibroblastos teciduais, células efetoras dominante durante o
processo de fibrose, expressam multiplas integrinas contendo a subunidade av
(HENDERSON; SHEPPARD, 2013).

Outro importante fator envolvido na fibrose hepatica é o fator de crescimento
derivado de plaqueta (PDGF), que se liga a receptores da familia tirosina quinase,
0s quais coletivamente sdo transdutores chaves para muitas citocinas, incluindo
fator de crescimento de hepatécito, fator de crescimento epidermal, entre outras
(VOGEL et al., 1997). O PDGF é o mitégeno melhor caracterizado e mais potente
para as células estreladas. A regulagao positiva de seus receptores apds uma lesao
hepatica aumenta a responsividade ao PDGF autécrino, o qual também possui sua
expressao elevada (PINZANI, 2002).

A familia PDGF é constituida por quatro cadeias polipeptidicas distintas,
codificadas por quatro genes diferentes. A combinagdo das cadeias originam 5
isoformas: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC e PDGF-DD. Estas sédo
formadas, entdo, por duas cadeias polipeptidicas antipararelas ligadas por pontes
dissulfetos através de homo ou heterodimerizagao (HELDIN; ERIKSSON; OSTMAN,
2002). As isoformas de PDGF agem a partir da interagdo com receptores PDGFRa e
PDGFRB que requerem dimerizacdo para a ligacdo do ligante e posterior
sinalizacao, apresentando, entdo, trés possiveis combinagdes: aa, af e —pp. O
PDGF-A ativa exclusivamente o receptor PDGFR-a, enquanto o PDGF-B é capaz de
ativar PDGFRa, PDGFRaB e PDGFRB. PDGF-AB e PDGF-C ativam PDGFRa e
PDGFRaB, enquanto PDGF-D preferencialmente ativa PDGFRB (BETSHOLTZ,
2003). Ambos receptores sao estruturalmente similares e ativam vias de transducéao

de sinal sobrepostas, incluindo fosfatidilinositol-3-quinase, Ras-MAPK, familia Src de
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quinases e fosfolipase Cy (TROJANOWSKA, 2008). Estas vias podem afetar varias
funcdes celulares, incluindo crescimento, proliferacdo e diferenciagao celular.

No figado, foi evidenciado que a expressdo de PDGF-B e seus receptores
estava aumentada tanto na fibrose experimental em ratos (PINZANI et al., 1994),
como em figado humano (PINZANI et al., 1996). Em 2006, Czochra et al.
demonstraram in vivo que a expressao aumentada de PDGF-B tinha como
consequéncia a fibrose hepatica. O PDGF-B tem sido considerado o mitdgeno mais
importante para células estreladas (PINZANI et al., 2002; BREITKOPF et al., 2005;
LAU et al., 2005), no entanto, Thieringer et al. (2008) também evidenciaram que o
PDGF-A possui influéncia no desenvolvimento da fibrose hepatica por regular
positivamente a expressdo de TGF-B1, o qual é um potente ativador de células
estreladas.

Embora existam diferentes fontes secretoras das citocinas pré-fibrogénicas, as
plaquetas sdo as principais fontes de TGF-f3 latente na circulagao, estando também
envolvidas na ativacdo deste através da liberacdo de uma proé-proteina furin-like
convertase (BLAKYTNY et al., 2004). Os membros da familia TGF- sdo secretados
em uma forma inativa (latente) em um complexo com duas proteinas — LAP e LTBP.
Sua ativagdo requer a dissociacdo do complexo, o que ocorre em baixo pH ou
através da agao de espécies reativas de oxigénio, proteases, trombospondina 1 ou
diversas integrinas. Tanto o TGF-f1 como a LAP contém um motivo proteico
conservado constituido pela sequéncia arginina — glicina — acido aspartico (RGD)
que pode se ligar as integrinas avf1, avp3, avpB5, avf6, avp8, a5B1, a8B1 e,
também a integrina allbB3 (GPllb-llla), presente na membrana plaquetaria

(GRAINGER et al., 1995; HAYASHI; SAKAI, 2012). Duas dessas integrinas (avf36,
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avpB8) ligam-se e eficientemente ativam TGF-B1 e —33 latentes (MUNGER et al.,
1999; ANNES et al., 2002; MU et al., 2002; ARAYA et al., 2006).

Da mesma forma, as plaquetas sao importantes fontes de PDGF pela
degranulagado, processo que ocorre apos injuria e, o PDGF, assim como o TGF-31,
atua na modulagao do processo de cicatrizagdo de ferida (GRAINGER et al., 1995).

As integrinas também ja foram relacionadas ao PDGF, o qual vem se
mostrando um estimulo regulatério para a expressdo da subunidade a2 (AHLEN;
RUBINS, 1994; XU; CLARK, 1996). Estudo experimental em ratos demonstrou que a
atividade sinérgica da integrina avp3 e do receptor PDGF aumenta a migracao de
células endoteliais microvasculares (WOODARD et al., 1997).

De maneira andloga as plaquetas, as células estreladas do figado,
responsaveis pelo desenvolvimento da fibrose expressam diversas integrinas,
incluindo a1p1, a2p1, a5p1, avpB1, avB3 e a6B4 (RACINE-SAMSON; ROCKEY;
BISSEL, 1997; BATALLER; BRENNER, 2005; GAO; BRIGSTOCK, 2004).

Integrinas s&o glicoproteinas heterodiméricas transmembranas, constituidas
por duas subunidades, uma alfa (a) e outra beta () associadas nao covalentemente
entre si (DIPERSIO et al., 1997). Muitos membros da familia das integrinas
reconhecem um motivo comum presente em seus ligantes, entre eles o melhor
estudado é a sequéncia arginina — glicina — acido aspartico (Arg-Gly-Asp), também
conhecido como sitio universal de reconhecimento (RGD) (HAUBNER; FINSINGER,;
KESSLER; 1997; ARNAOUT, GOODMAN et al., 2002; XIONG et al., 2002). As
integrinas s&o receptores transmembrana de proteinas da matriz extracelular e de
superficie de células que conectam a matriz ao citoesqueleto celular,
desempenhando, desta forma, um papel importante na adesao, migragao celular,

montagem de matriz de fibronectina, transducdo de sinais, diferenciagao,



44

desenvolvimento embrionario, respostas imunoldgicas, manutengdo da estrutura
celular, cicatrizagdo de ferimentos e metastase tumoral (BROWN; YAMADA, 1995;
PARK et al., 2000; MURAMATSU et al., 2004).

As integrinas possuem como fungao principal mediar a adesao celular a matriz
extracelular. No entanto, elas também transmitem sinais de entrada da matriz
extracelular para a maquinaria de sinalizag¢ao intracelular em resposta a interagao de
um ligante, processo este chamado de “sinalizagdo de fora para dentro” (PLOW et
al., 2000). Por outro lado, a sinalizagao intracelular ativada por outros receptores
pode induzir mudangas conformacionais nas integrinas, alterando assim sua
atividade funcional, o que é conhecido como “sinalizagao de dentro para fora” (LUO;
CARMAN; SPRINGER, 2007). Assim, as integrinas e os receptores tirosina quinase
(RTK — receptor tyrosine kinase) podem trocar ou amplificar suas vias de sinalizagao
tanto pela via “de fora para dentro” como pela “de dentro para fora”.

Os eventos de sinalizagdo induzidos pelas interagdes integrina-matriz
extracelular incluem Ras, fosfoinositol-3-quinase (P13 quinase), MAP quinase,
quinase de adesao focal (FAK — focal adhesion kinase), Src, Akt, quinase ligada a
integrina (ILK — integrin-linked kinase), Abl e Rac, Rho, e cdc42 pequenas GTPases
(BRYAN; D’AMORE, 2007; KANDA; KANETAKE; MIYATA, 2007; RIDLEY, 2000;
SCHWARTZ; SHATTIL, 2000). Além disso, as interagdes integrina-matriz induzem a
fosforilagao de residuos chaves de tirosina das subunidades da integrina, como 33 e
B4, o que resulta no recrutamento de moléculas adaptadoras de sinal como Shc,
Shp-2 e Crk (BERTOTTI; COMOGLIO; TRUSOLINO, 2006; KLEMKE et al., 1998;
COLLINS et al., 1999). Estas ndo somente transmitem os sinais dependentes de
integrina, mas também contribuem para a “conversa cruzada” com outros receptores

de sinalizagao, incluindo os RTKs (MARIOTTI et al., 2001; MORO et al., 2002;
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MAHABELESHWAR et al., 2007). Eventos de sinalizagédo intracelulares ativados
pela ligacdo a integrina também sao influenciados pela estimulagdo de fatores de
crescimento. De fato, interagbes integrina-matriz extracelular amplificam
significativamente eventos de sinalizacdo mediados por fatores de crescimento
(SOMANATH et al., 2007), o que sugere que a sinergia entre as sinalizagdes da
integrina e RTK poderia maximizar as respostas bioquimicas.

Estudos ja demonstraram que a integrina av33 se associa com receptor de IGF
(insulin-like growth fator ou fator de crescimento semelhante a insulina), de PDGF
(SCHNELLER; VUORI; RUOSLAHTI, 1997; BORGES; JAN; RUOSLAHTI, 2000) e
com o receptor de VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor-2 ou
receptor 2 do fator de crescimento vascular endotelial) (SOLDI et al., 1999). Além
disso, a estimulacdo de fatores de crescimento nos RTKs ou nas interagbes
integrina-matriz extracelular induz um aumento da concentragao local de integrinas e
RTKs nas adesbdes focais (LIPSCOMB; MERCURIO, 2005). Como as integrinas
reunem grandes complexos de sinalizagdo e ativam multiplas vias de sinalizagao,
elas podem servir como uma classe de reguladores da funcao celular (GIANCOTTI,
RUOSLAHTI, 1999).

Varios tipos celulares expressam integrinas em sua membrana celular, entre
elas as plaquetas. Estas ja foram associadas com o carreamento do VHC
(PUGLIESE et al., 2004) e, consequente, disseminagao do virus pelo organismo. No
entanto, as plaquetas nao expressam em sua superficie o principal receptor
envolvido na entrada do virus nos hepatdcitos (HAMAIA; LI; ALLAIN, 2001). Estudos
vém sendo realizados buscando associar outras proteinas a interacdo do virus com
as plaquetas (PUGLIESE et al. 2004) e, candidatas a esta funcao poderiam ser

algumas glicoproteinas da familia das integrinas, como os complexos proteicos
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GPla-lla e GPllb-llla expressos na superficie da plaqueta (WATSON; GIBBINS,
1998).

Em alguns destes complexos glicoproteicos da membrana plaquetaria residem
determinantes antigénicos polimorficos denominados antigenos plaquetarios
humanos, do inglés Human Platelet Antigens (HPAs). Foram definidos 24 antigenos
especificos de plaqueta, sendo que 12 deles estdo agrupados em seis sistemas
bialélicos (HPA-1 ao -5, e -15) (METCALFE, 2004). Nestes casos, o polimorfismo do
antigeno plaquetario (HPA) ocorre devido a substituicdo de um unico aminoacido na
proteina, consequéncia da troca de um unico nucleotideo no gene. Estas alteracdes
de aminoacido podem conduzir a modificacbes conformacionais na estrutura
tridimensional da glicoproteina e, consequentemente, influenciar sua fungéo. Dentro
de cada sistema HPA, o alelo de alta frequéncia recebe a designacédo “a” e o de
baixa frequéncia “b” (METCALFE, 2003).

O polimorfismo dos HPAs ja foi associado a doengas envolvendo plaquetas,
como purpura trombocitopénica neonatal e purpura pés-transfusional (KUNICKI;
NEWMAN, 1992). No entanto, a associagdo dos HPAs com doengas nao tem sido
restrita a disturbios plaquetarios (INIESTA et al.,, 2004). Intercorréncias pos-
transplante de stem-cell hematopoiética (GARCIA-MALO et al., 2004) e
agressividade em cancer (AYALA et al., 2003) sdo exemplos. O polimorfismo do
sistema HPA-5 foi associado com a infecgao pelo VHC, uma vez que pacientes
portadores do virus apresentavam maior frequéncia do alelo HPA -5b (VERDICHIO-
MORAES et al., 2009). Além disso, Silva e al. (2012) associaram o polimorfismo do

sistema HPA-1 com resposta ao tratamento e progressao da fibrose em individuos

infectados pelo VHC.
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Assim, o maior conhecimento no que se refere ao processo de progressao da
doenca hepatica e, sua correlagdo com fatores virais e do hospedeiro devem ser
conduzidos para melhor compreensao da doenca e sua evolugdo no paciente

infectado.
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RESUMO

A ativacdo de células estreladas hepaticas (HSC) é o principal evento que leva a
fibrose nas doencas hepaticas crénicas, como a hepatite C. O TGF-1 € a citocina
fibrogénica mais potente para as HSCs e, o PDGF a mais mitogénica, tendo fungdes
essenciais durante a fibrogénese. Integrinas, presentes em plaquetas e HSCs,
também ja foram relacionadas com a progressao da fibrose. Os polimorfismos de
antigenos plaquetarios humanos (HPA), residentes em integrinas, foram associados
com a infecgdo e com a progressdo da fibrose em pacientes VHC positivos. O
objetivo do estudo foi avaliar a expressdo de RNAm de TGF-B e PDGF no tecido
hepatico e plaquetas de pacientes portadores da hepatite C e correlacionar os
achados com o perfil HPA dos mesmos. Quarenta e sete pacientes foram agrupados
de acordo com o grau de fibrose em G1 (n=23, F1 e F2) e G2 (n=24, F3 e F4). A
expressao de RNAm dos fatores de crescimento no tecido hepatico e nas plaquetas
dos pacientes foi avaliada por g-PCR e o gendétipo HPA-1 determinado pela técnica
de PCR-SSP. A expressao génica de TGF-$ e PDGF-A foi maior nas plaquetas do
que no tecido hepatico, diferentemente de PDGF-B que apresentou maior expressao
no tecido. Nao houve relagao entre a expressao dos fatores de crescimento e o perfil
HPA-1. Desta forma, os resultados desse estudo sugerem a existéncia de uma via
alternativa para o desenvolvimento da fibrose mediada pela expressao aumentada
de TGF-31 e PDGF-A com origem megacariocitica e, conduzidos ao tecido hepatico
pelas plaquetas, contribuindo assim, com a ativagdo das HSCs e,
consequentemente, com o processo de fibrogénese.

Palavras-chave: Plaqueta, PDGF, TGF-B1, Virus da Hepatite C.
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ABSTRACT

Activation of hepatic stellate cells (HSCs) is the primary event that leads to fibrosis in
chronic liver diseases such as hepatitis C. TGF-31 is the most pro-fibrogenic cytokine
for HSCs and PDGF the most potent mitogen, so both have essential roles during
fibrogenesis. Integrins, present on the cell surface of platelets and HSCs, have also
been associated with fibrosis progression. Polymorphisms of human platelet antigens
(HPA), which are located on integrins, have been associated with infection and
progression of fibrosis in HCV-positive patients. The aim of this study was to evaluate
the expression profile of TGF-1 and PDGF mRNA on hepatic tissue and platelets
from HCV carriers and correlate the findings with the HPA profile. Forty-seven
patients were divided into two groups according to degree of fibrosis in G1 (n=23, F1
and F2) and G2 (n=24, F3 and F4). mRNA expression of growth factors in hepatic
tissue and platelets was evaluated by qPCR and HPA-1 genotyped by PCR-SSP.
TGF-B1 and PDGF-A mRNA expression was upregulated in platelets when
comparing with liver tissue, differently from PDGF-B that was upregulated in liver
tissue. There was no relationship between the expression of growth factors and HPA-
1 profile. Thus, results from this study suggest that there is an alternative pathway for
the development of fibrosis mediated by overexpression of TGF-f1 and PDGF-A of
megakaryocytic origin and, secreted in the liver tissue by platelets, thereby
contributing to the HSCs activation and, consequently, to the process of fibrogenesis.

Keywords: Platelet; PDGF, TGF-B1, Hepatitis C Virus.
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INTRODUCAO

O processo de fibrogénese hepatica consequente a infecgdo crénica pelo Virus
da Hepatite C (VHC) caracteriza-se pelo acumulo de matriz extracelular (ECM) no
parénquima hepatico, levando a uma substituicdo progressiva do tecido funcional
pelo cicatricial (HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011).

Embora existam diferentes células relacionadas ao desenvolvimento da fibrose,
as células estreladas do figado (HSCs) séo as principais envolvidas na sintese de
proteinas da matriz extracelular (BACHEM et al., 1992). As HSCs regulam, por meio
de sinalizagdo celular, o processo de fibrogénese e em condigdes fisiolégicas,
expressam metaloproteinases (MMPs) que degradam a matriz extracelular evitando
seu acumulo no tecido (IREDALE; THOMPSON; HENDERSON, 2013).

Na fibrogénese, HSCs totalmente ativadas passam a expressar inibidores
teciduais das metaloproteinases (TIMPs). Simultaneamente, ocorre inibicdo da
expressao das MMPs, resultando no acumulo de matriz extracelular no tecido
(LOTERSZTAJN et al, 2005; IREDALE; THOMPSON; HENDERSON, 2013). A
medida que proteinas da ECM nao séo degradadas e persistem no tecido hepatico,
estas promovem ativacdo das HSCs utilizando vias de sinalizagao celular mediadas
por integrinas, importantes proteinas de adesao celular (ZHOU et al., 2004; ZHANG
et al., 2006)

As vias de ativagao das HSCs envolvem alguns sinais pré-fibrogénicos, como o
fator de crescimento transformante-beta1 (TGF-31) e fator de crescimento derivado
de plaqueta (PDGF), ambos secretados por tipos celulares vizinhos, como células de
Kupffer, hepatécitos, endotélio sinusoidal e plaquetas (FRIEDMAN, 2008; SEKI,;
SCHWABE, 2015). O TGF-31 é a principal citocina pré-fibrogénica, acelerando a

fiborose hepatica pelo desencadeamento da transformacdo das HSCs e pela
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participagdo na cascata de sinalizag&o intracelular e regulagdo transcricional génica
(GRESSNER et al., 2002; PARSONS et al., 2007). J& o PDGF é o mitdgeno mais
potente para as HSCs (PINZANI, 2002).

Existem varias isoformas de PDGF (BETSHOLTZ, 2003), sendo o PDGF-B, a
mais expressa na fibrose do tecido hepatico, tanto em modelo experimental
(PINZANI et al., 1994), quanto no homem (PINZANI et al., 1996). O PDGF-B tem
sido considerado o mitdgeno mais importante para células estreladas (PINZANI et
al., 2002; BREITKOPF et al., 2005; LAU et al., 2005), mas Thieringer et al. (2008)
também evidenciaram que o PDGF-A possui influéncia no desenvolvimento da
fibrose hepatica por regular positivamente a expressédo de TGF-B1.

As plaquetas constituem importantes fontes de PDGF (GRAINGER et al., 1995)
e de TGF-(3 latente na circulagdo (BLAKYTNY et al., 2004), o qual pode ser ativado
pela acao de integrinas (MUNGER et al., 1999; MU et al., 2002; ASANO et al., 2005;
WIPFF et al., 2007).

As integrinas constituem proteinas expressas em diversos tipos celulares
incluindo plaquetas e células estreladas do figado (RACINE-SAMSON; ROCKEY;
BISSEL, 1997; GAO; BRIGSTOCK, 2004; BATALLER; BRENNER, 2005). Algumas
integrinas expressam determinantes antigénicos polimérficos denominados
Antigenos Plaquetarios Humanos (HPA), que ja foram relacionados com a infecgao
pelo VHC (VERDICHIO-MORAES et al., 2009) e com progressao da fibrose em
pacientes infectados pelo VHC (SILVA et al., 2012).

Assim, considerando que plaquetas constituem importantes fontes dos fatores
de crescimento TGF-B1 e PDGF envolvidos no desenvolvimento da fibrose hepatica
na hepatite C cronica e que as integrinas fazem parte de vias pro-fibrogénicas, a

finalidade deste trabalho foi avaliar a expressdo génica diferencial dos fatores de
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crescimento TGF-B1, PDGF-A e -B no tecido hepatico e nas plaquetas de pacientes
portadores de hepatite C crbnica com diferentes graus de fibrose hepatica e

correlacionar esses achados com o polimorfismo do sistema HPA -1.

CASUISTICA E METODOS
Casuistica

Participaram deste estudo 47 pacientes com hepatite C cronica atendidos pela
Divisdo de Gastroenterologia do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina de Botucatu, Unesp selecionados de acordo com a ordem de entrada no
servico que obedecerem aos critérios de inclusao.

Critérios de inclusdo: maiores de 18 anos, portadores de VHC genétipo 1, com
biopsia hepatica realizada em momento anterior a introducdo da terapia, momento
em que foram convidados a participar do estudo. Somente foram incluidos pacientes
que forneceram seu consentimento livre e esclarecido por escrito.

Critérios de exclusdo: gestantes, pacientes com idade inferior a 18 anos,
pacientes com sorologia positiva para VHB ou HIV e/ou a presenca de outras
doengas hepaticas.

Para efeito de analise dos resultados, os pacientes foram divididos em dois
grupos de acordo com o grau de fibrose determinado pela bidpsia hepatica. As
biépsias foram analisadas utilizando o sistema METAVIR de classificagao
(POYNARD et al., 1997). Os grupos constituidos foram Grupo 1 (G1): pacientes
VHC positivos com baixo grau de fibrose (F1, fibrose portal sem septos ou F2, com
poucos septos) e Grupo 2 (G2): pacientes VHC positivos com fibrose avangada (F3,

numerosos septos ou F4, cirrose).
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Parametros como idade, sexo, consumo de alcool (definido como superior a
40g/dia para mulheres e 80g/dia para homens), grau de fibrose e gendtipo viral
foram retirados dos prontuarios médicos dos pacientes incluidos no estudo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP e, realizado no Laboratério de Biologia Molecular,

Divisao Hemocentro da mesma Instituicao.

Amostras coletadas

Amostras de Sangue

De cada paciente foram coletados dois tubos de 5 mL de sangue total com
EDTA, os quais foram encaminhados ao Laboratério de Biologia Molecular do
Hemocentro de Botucatu, Faculdade de Medicina, Unesp, para separacao de
aliquotas de sangue total, plasma, buffy coat e plaquetas livres de plasma, as quais

foram armazenadas a -80°C até o momento do processamento.

Amostras de Tecido

As amostras de tecido hepatico foram coletadas por profissional habilitado
durante a realizagdo da biopsia hepatica de rotina, exame realizado segundo
solicitagdo médica. As amostras coletadas de tecido hepatico corresponderam ao
excedente da coleta de rotina. Imediatamente apds a coleta as amostras de tecido
foram armazenadas em solugdo estabilizante de RNA, RNAlater® (Life

Technologies, CA, USA) e congeladas a -80°C até o momento do processamento.
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Metodologia

Separacao das Plaquetas

A obtencgao das plaquetas foi realizada a partir do plasma segundo metodologia

descrita por Padovani et al. (2013).

Extracdao de DNA

O DNA gendmico foi isolado do sangue total utilizando o kit comercial AxyPrep
Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen Biosciences, CA, USA), segundo

especificagcdes do fabricante.

Genotipagem HPA

A genotipagem do sistema HPA-1 foi realizada pela metodologia PCR-SSP,

segundo Kluter et al. (1996).

Extracio de RNA do tecido

RNA total do tecido hepatico foi extraido utilizando o kit SV Total RNA Isolation
System (Promega Corporation, WI, USA), segundo especificagdes do fabricante. A
concentragdo do RNA e sua pureza foram avaliadas em espectrofotdmetro, sendo
consideradas adequadas amostras com concentragao de RNA igual ou superior a 10

ng/uL e razao A260/A280 igual ou inferior a 2,0.

Extraciao de RNA da plaqueta

RNA total da plaqueta foi isolado utilizando Buffer RLT (QIAGEN, Valencia, CA,
USA), seguido pelo QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA),

segundo as especificacbes do fabricante. A concentracdo do RNA e sua pureza
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foram medidas no espectrofotdmetro, sendo consideradas adequadas amostras com
concentragdo de RNA igual ou superior a 40 ng/uL e razdo A260/A280 igual ou

inferior a 2,0.

Transcricao Reversa

O DNA complementar (cDNA) foi obtido a partir do RNA extraido do tecido
hepatico e da plaqueta utilizando o High-Capacity cDNA Archive kit (Life

Tecnhologies, CA, USA), segundo as especificagdes do fabricante.

PCR gquantitativa (QPCR)

Para avaliar a expressao relativa do RNAm de TGF3-1, PDGF-A e PDGF-B no
tecido hepatico e na plaqueta, o cDNA obtido foi submetido a Reacdo de PCR em
Tempo Real (QPCR) utilizando o sistema TagMan Universal PCR Master Mix (Life
Tecnhologies, CA, USA), sendo os primers e sondas tanto para os genes alvo (TGF-
B1, PDGFA e PDGFB), quanto para o gene de referéncia ACTB (B-Actina)
disponiveis comercialmente (Life Tecnhologies, CA, USA). Os valores das amostras
foram normalizadas pela razao entre os genes alvos (TGF-81, PDGFA e PDGFB) e
o gene de referéncia (B-Actina), sendo as quantificacdes realizadas em duplicata.

A quantificacdo relativa de RNA em cada amostra no tecido hepatico e na
plaqueta foi realizada utilizando como controle um pool de RNA extraido de tecido
hepatico proveniente de paciente com hepatite C crénica, nao tratado, com VHC de
gendtipo 1 e grau de fibrose hepatica F1 (pool F1) por tratar-se do grupo disponivel,
gue mais se aproximava da auséncia de fibrose.

A quantificacado relativa de RNA no tecido hepatico e na plaqueta de cada

paciente foi obtida mediante a razdo A/C, comparando a expressao do gene alvo
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estudado no tecido ou plaqueta do paciente (A) em relacdo a expressdo dos
mesmos genes no pool considerado controle para a analise (C). Quando a razao
A/C foi superior a 1 considerou-se maior nivel de expresséo; quando inferior a 1 foi
considerada redugao na expressao. Quando a razdo A/C foi igual a 1 a expressao foi
considerada igual.

Foi ainda realizada anadlise considerando a expressao relativa dos genes
estudados na plaqueta em relacdo a sua expressdo no tecido hepatico no mesmo

paciente. Utilizando para esta analise o0 mesmo critério acima descrito.

Analise Estatistica

A andlise inicial dos dados consistiu em uma analise univariada utilizando o
teste de qui-quadrado ou exato de Fisher para avaliar possiveis associagdes entre a
expressao de RNAm de TGF-B1, PDGF-A e PDGF-B em relagdao aos grupos
estudados. O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de p<0,05.

Analises de dados mais estringentes foram realizadas, inicialmente, por analise
multivariada utilizando analises de componentes principais (ACP) a partir de matriz
de variancia (JOHNSON; WICHERN, 2007), sendo consideradas variaveis de
entrada o grau de fibrose, polimorfismo HPA-1, uso de alcool, expressdo de RNAm
dos fatores TGF-B1, PDGF-A e PDGF-B no tecido hepatico e nas plaquetas.

Foi realizada, também, uma analise de correlagao linear para verificar possiveis
associagdes entre as variaveis quantitativas (expressdao de RNAm de TGF-31,
PDGF-A e PDGF-B no tecido hepatico e nas plaquetas).

Todas as analises multivariadas foram realizadas utilizando-se o software R,

versao 3.2.0.
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Para avaliar a influéncia do polimorfismo do sistema HPA-1 e do grau de
fibrose na expressao de TGF-31, PDGF-A e PDGF-B no tecido hepatico e nas
plaquetas foi utilizada analise de variancia (ANOVA) e, o Teste Tukey como teste
Post Hoc. Esta analise, também, foi realizada para avaliar as diferencas na
expressdao de RNAm de TGF-B1, PDGF-A e PDGF-B no tecido hepatico e nas

plaquetas nos quatro niveis de fibroses avaliados.

RESULTADOS

Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes incluidos no estudo

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes infectados pelo VHC incluidos no

estudo.
Caracteristicas Pacientes (n = 47)
Idade, anos [mediana (IQR)] 52 (43,5 - 59,5)
Sexo, Masculino [n (%)] 31 (66,0)
Consumo abusivo de alcool [n (%)]° 20 (83,3)
Fibrose [n (%))
G1 (F1-F2) 23 (48,9)
G2 (F3-F4) 24 (51,0)

@ Parametro avaliado para 24 amostras

Foi encontrada associagao significativa (p < 0,05) entre expressdao de RNAm
de PDGF-A no tecido hepatico entre G1 e G2, sendo PDGF-A significantemente
mais expresso em G2 (F3, F4) (dados nao mostrados).

Quando se avaliou a expressdao de RNAm dos fatores de crescimento nas

plaquetas em relacdo ao tecido hepatico em cada paciente, os resultados
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demonstraram que o TGF-B1 e o PDGF-A encontram-se mais expressos em todos
os grupos estudados. O oposto ocorre com o PDGF-B, que se apresenta menos

expresso em G1 e G2 (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliagdo da expressdo de RNAm de TGF- 31, PDGF-A e PDGF-B e nas plaquetas dos

grupos G1 e G2, tendo como controle o tecido hepatico correspondente.

Grupos TGF-p1 PDGF-A PDGF-B
Menos Igual Mais Menos Igual Mais Menos Igual Mais
G1
0 23 1 3 19 23 0 0
(n=23)
G2
0 23 7 3 14 22 1 1
(n=24)

A anadlise de variancia (ANOVA) demonstrou que nado houve diferenca
estatisticamente significativa do polimorfismo do sistema HPA -1 nos grupos
estudados (p > 0,05).

No entanto, a andlise de variancia (ANOVA) demonstrou que houve diferenca
estatisticamente significativa na expressdo do TGF-B1 nas plaquetas entre os
grupos estudados (Tabela 3 e 4) e, na expressao do PDGF-A no tecido hepatico (p=

0,001) (Tabela 5 € 6).
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Tabela 3: Analise de variancia para a variavel expressdo do RNAm de TGF-f31 nas plaquetas.

Causas de Graus de Soma dos Quadrados F calculado p-valor
variagao Liberdade quadrados meédios
HPA1 2 0,056 0,028 0,959 0,391
Grupos 3 0,573 0,191 6,443* 0,001**
Residuos 42 1,247 0,029

*F tesrico=4,760, **nivel de probabilidade

Tabela 4: Analise de diferenca entre as médias dos valores de expressao do RNAm de TGF-B1 nas
plaquetas.

Grupos Médias
F1 0,620,
F2 0,549,
F3 0,340,
F4 0,402,

Médias seguidas por mesma letra apresentam diferencas significativas (a -nivel de 0,1%, b- nivel de 1%, c-nivel
de 5%)

Tabela 5: Analise de variancia para a variavel Expressao do PDGF-A no tecido.

Causas de Graus de Soma dos Quadrados F calculado p-valor
variagao Liberdade quadrados médios
HPA1 2 0,132 0,066 1,053 0,357
Grupos 3 1,153 0,384 6,102* 0,001**
Residuos 42 2,646

*F tesrico=4,760, **nivel de probabilidade

Tabela 6: Analise de diferenca entre as médias dos valores de expressdo do RNAm de PDGF-A no
tecido.

Grupos Médias
F1 0,049,
F2 0,087,
F3 0,150,
F4 0,442,

Médias seguidas por mesma letra apresentam diferengas significativas (a, b -nivel de 1%, c-nivel de 5%)
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Pela analise de componentes principais (ACP) foi demonstrado que as cinco
primeiras componentes principais apresentaram variancia cumulativa de 94%, ou
seja, as cinco primeiras componentes explicam 94% da variancia dos dados (Tabela
3, 4). Assim, as variaveis uso de alcool, expressdo de RNAm de PDGF-B no tecido
e, expressdo de RNAm de TGF-B1 na plaqueta ndo se mostravam codependentes

em relacdo as demais variaveis estudadas (Tabela 7).

Tabela 7: Desvio, variéncia e propor¢ao cumulativa das componentes principais.

Variaveis Componentes principais (CP)

CP; CP, CP; CP, CPs CPs CP; CPs CPg
Desvio 1,9661 1,7546 1,0179 0,9559 10,6970 0,4867 0,4445 0,3400 0,1860
padrao

Proporgao 0,3880 0,3089 0,1040 0,0917 0,0487 0,0237 0,0198 0,0116 0,0034
variancia
Proporgao 0,3880 0,6969 0,8008 0,8925 0,9413 0,9650 0,9849 0,9965 1,0000

cumulativa




Tabela 8: Coeficientes das 9 componentes principais’.
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Variaveis Coeficientes
CP4 CP> CP3 CP4 CPs CPs CPy CPs CPq
Grau de 0,3176  -0,2493 0,2742 -0,5915 0,5302 0,3504 -0,0764 -0,0007 0,0502
Fibrose
Polimorfismo -0,0376 0,0427 0,0803 -0,1559 0,3322 -0,6453 0,5926 0,2904 0,0515
HPA-1
Uso de 0,0288 -0,0348 0,1309 -0,1743 0,0002 -0,6207 -0,7486 0,0131  0,0669
alcool
Expressdode 0,3328 -0,6713 -0,3568 0,1437 -0,1723 -0,0175 -0,0168 0,4926  0,1323
PDGF-A no
tecido
Expressdode -0,5179 -0,4458 0,3461 -0,3758 -0,4838 -0,0005 0,1550 -0,0832 0,0821
PDGF-A na
Plaqueta
Expresséo 0,1138 -0,2711 -0,5186 -0,2038 0,0382 -0,2313 0,1329 -0,6913 -0,2286
de PDGF-B
no tecido
Expresséo -0,0508 -0,0939 0,1163 -0,0041 0,0047 -0,0010 -0,0564 0,2478 -0,9541
de PDGF-B
na Plaqueta
Expressdaode 0,0665 -0,4126 0,5030 0,6171 0,2611 -0,0942 0,0390 -0,3356 -0,0076
TGF-B1 no
tecido
Expressdode -0,7059 -0,1805 -0,3429 0,1050 0,5244 0,1123 -0,1890 0,1171  0,0573

TGF-B1 na
Plaqueta

'Em negrito, os quatro coeficientes das componentes principais de menor importancia quanto & variagao total

entre os dados e variaveis passiveis de descarte.



Os resultados obtidos pela analise de correlagao linear estdo na Tabela 9.

Tabela 9: Coeficientes de correlagdo simples entre as caracteristicas avaliadas.
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Variaveis Coeficientes
Expressao Expressao Expressao Expresséo Expresséo Expressao
de PDGF-A de PDGF-A de PDGF-B  de PDGF-B  de TGF-B1 de TGF-B1
no tecido na Plaqueta no tecido na Plaqueta no tecido na Plaqueta

Expresséao de 1

PDGF-A no

tecido

Expresséo de 0,0866 1

PDGF-A na

Plaqueta

Expresséao de 0,7317 0,2487 1

PDGF-B no

tecido

Expresséao de 0,1065 0,6088 0,2270 1

PDGF-B na

Plaqueta

Expressao de 0,2254 0,3713 0,4647 0,2692 1

TGF-B1 no tecido

Expressao de -0,0857 0,6483 0,1643 0,4204 0,5258 1

TGF-B1 na

Plaqueta
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DISCUSSAO

A fibrose hepatica representa um problema mundial de saude publica, tendo
como principais causas a infec¢ao pelo virus da hepatite C e B. Se nao tratada, pode
progredir para cirrose e, por fim, a faléncia hepatica e morte (TSUKADA; PARSONS;
RIPPE, 2006).

O TGF-B e o PDGF sao as principais citocinas que contribuem com a ativagao
e proliferacédo de HSCs (SEKI; SCHWABE, 2015), que representam as principais
células produtoras de matriz extracelular no figado lesionado e, quando ativadas,
adquirem propriedades contrateis, pro-inflamatorias e fibrogénicas (MILANI et al.,
1990; MARRA, 1999).

Tanto o TGF-B, como PDGF ja foram relacionados com a progressao da fibrose
hepatica (SHIRAISHI et al., 1994; NELSON et al., 1997; KANZLER et al., 2001;
ZHANG et al., 2003; DIANG et al., 2012) e diversos outros trabalhos evidenciaram
um aumento nos niveis de RNAm e/ou da proteina TGF-1 em modelos animais de
fibrose (MILANI et al., 1991; KRULL; ZIMMERMANN; GRESSNER, 1993; KRESINA
et al., 1994; KANZLER et al., 1999).

No presente estudo, de maneira geral, a expressao de TGF- nas plaquetas foi
maior quando comparada com o tecido hepatico. Embora existam diferentes fontes
secretoras das citocinas pro-fibrogénicas, as plaquetas sao as principais fontes de
TGF-B latente na circulagao (BLAKYTNY et al., 2004).

No mesmo sentido, os resultados deste estudo mostraram que tanto o TGF-$31
quanto o PDGF-A estdo mais expressos nas plaquetas do que no tecido hepatico do
mesmo paciente, independentemente do grau de fibrose, sugerindo que suas
funcdes estejam inter-relacionadas (Tabela 2). Elevacdo nos niveis de RNAm do

PDGF-A ja foram encontrados associados ao desenvolvimento da fibrose em estudo



87

anterior realizado em camundongos transgénicos (THIERINGER et al., 2008). Neste
mesmo estudo, a ativagdo das células estreladas dos animais foi associada com a
aumento na expressao de TGF-B1 no figado, sugerindo uma fungao pré-fibrogénica
relevante de PDGF-A via indugéo de TGF-31.

Além disso, a maior expressao de TGF-B1 nas plaquetas em pacientes com
grau leve de fibrose (F1) e a maior expressédo de PDGF-A no tecido hepatico em
pacientes com cirrose hepatica (F4), corroboram a relagéo positiva entre estes dois
fatores de crescimento. Isso poderia sugerir que na progressao da fibrose, a
expressao aumentada de TGF-B1, aparece em uma etapa que precede o aumento
da expressdo de PDGF-A, propondo um mecanismo de interdependéncia temporal
entre esses fatores.

De maneira contraria a encontrada na literatura cientifica, a expressdo do
PDGF-B apresenta-se diminuida nas plaquetas quando comparada ao tecido
hepatico correspondente, quando se avalia este fator de crescimento no tecido
hepatico.

A expressao de PDGF, no tecido hepatico, esta regulada positivamente apés a
injuria hepatica (IKURA et al., 1997) e seus niveis podem estar correlacionados com
o grau de dano hepatico (SHIRAISHI et al., 1994). A isoforma PDGF-B tem sido
considerada o mitdgeno mais importante para as células estreladas (BREITKOPF et
al., 2005; LAU et al., 2005; PINZANI et al., 1996; PINZANI, 2002). No figado, foi
evidenciado que a expressao de PDGF-B e seus receptores estava aumentada tanto
na fibrose experimental em ratos (PINZANI et al., 1994), como em figado humano
(PINZANI et al.,, 1996). Em 2006, Czochra et al. demonstraram in vivo que a

expressao aumentada de PDGF-B tinha como consequéncia a fibrose hepatica.
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Assim, os resultados obtidos por esse estudo sugerem que a ativagdo das
HSCs estda sendo mais influenciada pela expressdo de PDGF-A e TGF-B
sintetizados pelo megacariécito do que pelo microambiente hepatico, hipotese esta
corroborada pelo fato do PDGF-B ter sido encontrado pouco expresso nas
plaquetas.

Quando se consideram as vias de sinalizagao celular para a proliferacdo e
ativagdo das HSCs, a integrina avp3 ja foi associada a este processo (PATSENKER
et al., 2007). No entanto, os resultados obtidos neste estudo, evidenciaram que a
expressao dos fatores TGF-f1, PDGF-A e PDGF-B sao independentes do
polimorfismo do sistema HPA -1.

Embora estudos bem estabelecidos na literatura ja tenham evidenciado que a
fiborose hepatica é consequéncia da atividade pro-fibrogénica principalmente do
PDGF-B sintetizado no microambiente hepatico, os resultados deste estudo
sugerem uma via alternativa para o desenvolvimento da fibrose mediada pelas
citocinas proé-fibrogénicas PDGF-A e TGF-B1 com origem megacariocitica e,

conduzidas ao tecido hepatico pelas plaquetas.
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Introduction: The progression of hepatic fibrosis in chronic infection with hepatitis C
virus (HCV) has been related to viral and host factors, such as genetic
polymorphisms. It has been demonstrated that polymorphisms of human platelet
antigens (HPA), which reside on integrins present on platelets and liver stellate cells,
are associated with the rapid development of fibrosis in monoinfected HCV patients.
However, it is not known if such association exists in HIV-1/HCV-coinfected patients.
Methods: Genomic DNA of 36 HIV-1/HCV-coinfected patients was used for
genotyping by PCR-SSP to analysis of HPA-1 and -3, or PCR-RFLP to analysis of
HPA-5 polymorphism. The progression of fibrosis was evaluated utilizing the
METAVIR score, where two groups were formed: G1 (n=23, with F1, portal fibrosis
without septa or F2, few septa) and G2 (n=13, with F3, numerous septa or F4,
cirrhosis). Fisher’s exact test was utilized to determine possible associations between
the HPA -1, -3 and -5 polymorphisms and progression to fibrosis. Results: There
was no deviation from Hardy—Weinberg equilibrium in all HPA systems evaluated.
Statistically significant differences were not observed in the distribution of allelic and
genotypic frequencies of the HPA systems between G1 and G2. Conclusion: These
data suggest that the greater stimulation of hepatic stellate cells by the presence of
HIV and, consequently, the increased expression of TGF-B can offset the effect of

HPA polymorphism in the progression of fibrosis in HIV-1/HCV-coinfected patients.

Keywords: Coinfection; Hepatitis C virus; Human Immunodeficiency Virus; Human

Platelet Antigen; Liver Fibrosis.
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INTRODUCTION

The progression of hepatic fibrosis in patients with chronic hepatitis C virus (HCV)
infection is dependent on different viral and host factors. Sex, age at infection,
consumption of alcohol, coinfection with human immunodeficiency virus (HIV) and
hepatitis B virus have been associated with liver fibrosis progression.(" @ ©)
Similarly, host genetic factors have also been related to this progression. Besides
human leukocyte antigen (HLA), other genetic polymorphisms such as in the genes
of interleukin 10 (IL-10), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), angiotensinogen and
transforming growth factor 31 (TGF-B1) have been associated with progression of
fibrosis in patients monoinfected with HCV®.

Along the same line, the expression of some integrins, present in various cell types
including platelets® and liver stellate cells® ), have also been related to the
development of fibrosis® ©.

The integrins present on the platelet membrane express various types of antigens on
their surface, among which the human platelet antigens (HPA) have received
considerable attention?.

HPA are polymorphic in the population, and polymorphism in most of these antigens
is due to the substitution of a single amino acid in the protein, as a consequence of

(11) (12

the substitution of one nucleotide in DNA ). The polymorphisms of some HPA

systems have been associated with diseases involving platelets"™ and also to
disorders that do not involve platelet disturbances such as sickle cell anemia (¥,
myocardial infarction'’™, and venous thrombosis’™®. In the last years, HPA
polymorphism has also been associated with viral infections such as infection with

dengue virus!"”, HCV monoinfection’® and HIV/HCV coinfection (Grotto et al.: in

press).
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In addition, a recent study demonstrated an association of the HPA -1a/1b genotype
with the rapid development of fibrosis in patients monoinfected with HCV9.
However, it's unknown if there is an association between HPA polymorphism and
progression of fibrosis in HIV/HCV-coinfected patients.

Thus, the aim of this study was to determine the possible associations of the

polymorphic systems HPA-1, -3 and -5 [HPA-4b allele is rare in Brazil]®?, in the

progression of hepatic fibrosis in individuals coinfected with HIV-1 and HCV.

METHODS

Patients

Samples of EDTA-anticoagulated peripheral venous blood were collected from 36
HIV-1/HCV-coinfected patients seen at the SAE of Infectologia “Domingos Alves
Meira” — FAMESP and at the Department of Internal Medicine, Gastroenterology
Division, Botucatu School of Medicine, Sao Paulo State University, UNESP,
Botucatu, SP, Brazil. Inclusion criteria were the presence of HIV-1/HCV coinfection
(using RT-PCR), liver biopsy performed before the start of antiviral treatment, the
absence of other hepatic diseases and signed informed consent.

The patients were divided into two groups according to degree of fibrosis determined
in liver biopsies, which were performed using the Menghini or Tru-Cut needle. The
fragments were analyzed when at least eight portal spaces were present. The tissue
was submitted to hematoxylin—eosin, Masson trichrome, and reticulin staining. The
biopsies were analyzed by a pathologist, using the METAVIR scoring system®". The
groups were Group 1 (G1): HIV-1/HCV-coinfected patients with lower stage of
fibrosis (F1, portal fibrosis without septa or F2, few septa) and Group 2 (G2): HIV-

1/HCV-coinfected patients with higher degree of fibrosis (F3, numerous septa or F4,
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cirrhosis). The study included patients infected with HCV genotype 1, 2 or 3, and HIV
subtype B, F or BF recombinant. From the databank, information was obtained
regarding sex, age, time of infection, defined as the time elapsed between the
presumed date of infection and the date of biopsy (information evaluated in 27 of the
36 patients), and information on alcohol abuse, defined as more than 40 g per day for
females and over 80 g per day for males (information evaluated in 29 of the 36

patients studied).

DNA extraction and HPA genotyping

Genomic DNA was isolated from whole blood using a commercial Axy Prep Blood
Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen Scientific, Inc, Union City, CA, USA). HPA-1 and
-3 were genotyped by PCR sequence-specific primers according to Kluter et al.?,
using the C-reactive protein gene (CRP) as the internal positive control in all

reactions. HPA -5 was genotyped by PCR-restriction fragment length polymorphism

according to Kalb et al. @3 A negative control was performed in all PCR assays.

Statistical analysis

The Hardy—Weinberg equilibrium test was carried out to evaluate the distribution of
the allelic frequencies of HPA-1, -3 and -5 according to degree of fibrosis. Fisher’s
exact test was used to investigate possible associations between HPA alleles,
genotypes and degree of fibrosis in HIV-1/HCV-coinfected patients. The level of

significance for all statistical tests was set at 0.05.
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Ethics
The study was approved by the Research Ethics Committee of Botucatu Medical

School, UNESP (3750-2010).

RESULTS

Table 1 shows the demographic characteristics of the group studied.

There was no deviation from Hardy—Weinberg equilibrium in the HPA systems
evaluated. Statistically significant differences were not observed in relation to the

distribution of allelic and genotypic frequencies of HPA systems between G1 and G2

(Table 2).

DISCUSSION

The progression of hepatic fibrosis in infection with hepatitis C virus has been
associated with factors such as sex, alcohol consumption, age at infection” ? © and
genetic factors®.

The development of fibrosis occurs mainly by the activity of liver stellate cells®® %
and the activation of these cells has been related to regulation by proteins of the
family of integrins® ©®, some of which are expressed on hepatic stellate cells® .

In 2012, Silva and coworkers " found in patients monoinfected with HCV, the
association of the genotype HPA-1a/1b with more rapid progression of fibrosis,
reaching F3/F4 earlier. However, this was not observed among the HIV-1/HCV-
coinfected patients in the present study, suggesting that the effect of HPA

polymorphism on progression of hepatic fibrosis observed in HCV monoinfected

patients appears to be lost with the presence of HIV.
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Unlike HCV, HIV does not replicate in human hepatocytes. However, the coreceptors
CCR5 and CXCR4, which allow the entrance of HIV into its target cells, are
expressed on hepatocytes and stellate cells. It has been demonstrated that the
interaction of HIV with these cells via CCR5 and CXCR4, leads to the activation of

(26) 27) (28) and, consequently, to a greater expression of pro-fibrogenic

cell signaling
factors, such as TGF-31, involved in the activation of stellate cells.

Thus, the presence of HIV-1 and the activation of signaling pathways via non-integrin
receptors, may lead to a greater stimulation of stellate cells, as a result of increased

expression of TGF-f3, offsetting the effect of the HPA polymorphism on progression of

hepatic fibrosis.
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Table 1: Demographic characteristics of HCV/HIV-coinfected patients included in the study (n=36).

Characteristic HIV/HCV coinfected patients (n = 36)
Age, years [median (IQR)] 44 .19 (38.75-49.25)
Gender, Male [n (%)] 26 (72.22)
Time of infection, years (mean)® 13.4
Abusive alcohol consumption [n (%)] ° 10 (27.8)
Fibrosis [n (%)]
G1 (F1-F2) 23 (63.89)
G2 (F3-F4) 13 (36.11)

HCV: Hepatitis C virus; HIV: Human immunodeficiency virus; IQR: Interquartile range; G1: Group 1; G2: Group 2.
@ Parameter evaluated for 27 samples; ® Parameter evaluated for 29 samples

Table 2: Allelic and genotypic frequency of HPA-1, -3 and -5 in HCV/HIV coinfected patients in groups G1 (F1
and F2) and G2 (F3 and F4).

G1 (n=23) G2 (n=13) P-value
Allele®
1a 36 22
1b 10 4 0.5129
3a 28 20
3b 18 6 0.1652
5a 42 25
56 4 p 0.4369
Genotype®
1a/1a 14 10
1a/1b 8 2 0.4296
1b/1b 1 1
3a/3a 8 8
3a/3b 12 4 0.4262
3b/3b 3 1
5a/5a 19 12
5a/5b 4 1 0.6336
5b/5b 0 0

“Analysis using Fisher’s exact test.
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Brief Communication DOI: 10.1590/50034-8910.2013047004701

Coexistence of HIV-1 variants
with dipeptidic insertion in the
reverse transcriptase gene

ABSTRACT

The aim of this communication was to describe the detection of the coexistence
of HIV-1 variant with dipeptide insertion between codons 69 and 70 of reverse
transcriptase. These variants were isolated from a 16-year-old male patient,
undergoing treatment in the city of Marilia, SP, Southeastern Brazil. After
confirmation of treatment failure, resistance to antiretroviral drugs testing was
performed and two variants with the insertions of the aminoacids Ser-Gly/
Ser-Ala at codon 69 of reverse transcriptase were detected, besides the T69S
mutation. These insertions have low prevalence, have not been reported in
situations of coexistence in Brazil and are related to multidrug resistance, which
makes this epidemiological finding relevant.

DESCRIPTORS: HIV-1, genetics. HIV Reverse Transcriptase. Human
Immunodeficiency Virus Proteins. Drug Resistance, Multiple, Viral.
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INTRODUCTION

The selective pressure of the antiretroviral therapy
(ARV) scheme may result in the emergence of resistant
variants, which pre-exist in a minority of HIV infected
patients. Point mutation of one or two bases in the
reverse transcriptase (RT) gene are linked to resistance
to inhibitors of this enzyme. Moreover, there are reports
that resistance to multiple nucleoside analogs can also
be the result of several insertions/mutations present in
the viruses.'*

Prolonged use of ARV therapy with zidovudine, often
together or followed by administration of other nucle-
oside inhibitors, is linked with the selection of variants
with amino acid insertion between residues 69 and 70
of HIV-1 RT.?®

The aim of this study was to describe the detection of
coexisting HIV-1 variants with insertions of two amino
acids between codons 69 and 70 of RT.

DESCRIPTION OF THE CASE

The patient was male, aged 16, dark skinned and with
vertical exposure to HIV. The case was reported in
1996 and, since then, the viral load remained detectable
and CD4+ levels low without, however, developing
symptoms of Acquired Immune Deficiency Syndrome
(AIDS). The lowest CD4+ lymphocyte count occurred
in 2011, 234 cels/mm?, and the viral load in that same
year was 4.624 log. The administration of ARV drugs
started in 2007 with the RT inhibitors zidovudine and
didanosine, followed by the introduction of efavirenz in
2008. After the patient committed himself to adhering to
treatment, antiretroviral resistance testing (TRUGENE®
HIV-1 Genotyping Test on an OpenGene® DNA
Sequencing System, Siemens Healthcare Diagnostics,
Deerfield, IL, USA) was requested in 2011 and carried
out in the Molecular Biology Laboratory of the Blood
Transfusion Center at the Botucatu Medical School,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), part of
the Ministry of Health Brazilian Network for HIV-1
Genotyping (RENAGENO).

The viral subtype F1 was characterized using the
reverse transcriptase gene, according to analysis
with the REGA HIV Subtyping tool.* The sequence
obtained showed T69S mutation, following insertions
of Ser-Gly (SG) / Ser-Ala (SA), which suggests the
coexistence of viral variants with different amino acid
insertions at codon 69, confirmed from sequences
generated by forward and reverse primers, according
to the specifications of the technique used. Analysis of

A

Codon 69 Insertion Codon 70

Sef

Figure. Part of the electropherogram of a genomic sequence
of the HIV-1 reverse transcriptase region, demonstrating
the insertion of two amino acids (Ser and Gly/Ala) between
codons 69 and 70, which was confirmed based on sequen-
ces generated by forward and reverse primers, according to
the specifications of the technique used (TRUGENE® hiv-1
Genotyping Test on OpenGene® DNA Sequencing System,
Siemens Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL, EUA).

the electropherogram (Figure) showed the nucleotide
sequences AGT and GST simultaneously.

The profile of mutation included A62V, K101P/Q,
K103N, V1061, V179D/E, Y188L, T215Y mutations
in the reverse transcriptase gene, as well as L10I
and M36I mutations in the protease. No resistance to
protease inhibitors was observed. In contrast, there was
resistance to a variety of RT inhibitor drugs.

The sequence obtained was analyzed using the Blast
Basic Local Alignment Search Tool (Blast) algorithm.®
available from the National Center for Biotechnology
Information (NCBI), with a similarity of 93%.

DISCUSSION

The insertion of two amino acids alone between resi-
dues 69 and 70 of HIV-1 RT does not confer significant
resistance. However, when combined with substitu-
tions, such as T215Y, M41L, A62V or L210W, it can
lead to the emergence of resistant variants to multiple
nucleoside analogs.'*

Insertion mutations between codons 69 and 70 are
present, with a low prevalence (approximately 0.5%
to 2.4%),** in nucleoside analog reverse transcriptase
inhibitors-experienced individuals, the most common
being insertion of serine-serine, serine-arginine and

* REGA HIV Subtyping Tool [cited 2012 Nov 19]. Available from: http://www.bioafrica.net/rega-genotype/html/subtypinghiv.html
b National Center for Biotechnology Information (NCBI). Basic Local Alignment Search Tool (BLAST); 2012 [ cited 2012 Nov 20]. Available

from: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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serine-glycine. Such rearrangements are located in
the structure of the B3-p4 hairpin loop of HIV-1 RT
and are susceptible to interaction with the nucleotide
binding process.’

In 1999, Larder et al' reported that the 69Ser-(Ser-Ser)
mutation, by itself, only showed significant decrease in
susceptibility to 3TC. However, Winters et al’ (1998)
reported that the 69Ser-(Ser-Ala) or 69Ser-(Ser-Gly)

mutation, even without other genotypic mutations,
would confer resistance to multiple drugs.
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RESUMO

A emergéncia de variantes resistentes representa um dos principais obstaculos para
0 sucesso terapéutico na infeccado pelo HIV-1. Os algoritmos de interpretacdo do
teste de resisténcia genotipica permitem a inferéncia indireta sobre sensibilidade ou
resisténcia aos antirretrovirais (ARVs) utilizados. No entanto, divergéncias na
interpretagéo do teste, devido a utilizagdo de diferentes algoritmos, podem dificultar
a conduta clinica. Assim, o objetivo do estudo foi comparar os resultados obtidos no
teste de genotipagem para as regides codificadoras da transcriptase reversa e
protease do HIV, entre o algoritmo HIVdb (Stanford University Genotypic Resistance
Interpretation Algorithm) e Algoritmo Brasileiro (Brasil, Ministério da Saude).
Trezentos e oitenta sequéncias obtidas a partir de virus circulantes em pacientes
atendidos pelo Laboratério de Biologia Molecular, do Hemocentro de Botucatu,
UNESP, ponto executor da RENAGENO, foram analisadas utilizando os algoritmos
propostos. Os dados obtidos foram divididos em resistente, susceptivel e
intermediario, e comparados utilizando testes estatisticos. Os resultados
demonstraram que os dois algoritmos ndo s&o totalmente concordantes e, os ARVs
ddl, TDF e FPV/R, apresentaram os menores niveis de concordancia quando
comparados as demais drogas de suas classes. Sabendo-se que polimorfismos
regionais do HIV-1 podem interferir na interpretacdo do exame, acreditamos que as
barreiras genéticas das populagdes virais sejam o motivo das discordancias
observadas entre os algoritmos analisados, pois cada populagdo possui um perfil

genético diferente.
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