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RESUMO

A hepatite C € uma das principais doencas hepaticas relacionadas a
desfechos negativos a longo prazo. Sua progressédo pode envolver fibrose,
cirrose e hepatocarcinoma, o que conferiu um aumento na mortalidade
brasileira nos ultimos anos. Sabe-se que existe um potencial de resposta imune
do hospedeiro capaz de reduzir sua cronicidade ou favorecer desfechos menos
lesivos. A vitamina D efetivamente ativa esta relacionada a processos
imunomediados. Polimorfismos no gene que codifica o receptor de vitamina D
(VDR) podem conferir protecdo na suscetibilidade a infeccdo pelo HCV assim
como exercer influéncia na progressao dos desfechos hepéticos tais como a

fibrose hepatica.

O objetivo deste estudo foi investigar a associacdo potencial da variante
genética Fokl do gene VDR em pacientes HCV positivos (HCV+) com diferentes
perfis clinicos. Foram avaliadas 222 amostras de individuos de Porto Alegre
HCV* coletadas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). As amostras
foram genotipadas através da técnica de Polimorfismo do Tamanho dos
Fragmentos de Restricdo (RFLP) precedida por amplificacdo por PCR com
primers especificos. As frequéncias genotipicas foram testadas para Equilibrio
de Hardy-Weinberg através do teste do chi-quadrado. As frequéncias alélicas e
genotipicas foram comparadas com dados de um grupo controle (n=191) obtido
de um trabalho realizado e ja publicado por Borborema et al, 2020. Para as
comparacdes entre grupos, foi utilizado o teste do chi-quadrado com correcéo
de Yates ou o teste exato de Fisher. O valor de p <0,05 foi estabelecido como
estatisticamente significativo. Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica

das instituicbes envolvidas na coleta da amostra e todos os participantes



assinaram o termo de consentimento. As freqiéncias genotipicas estavam de
acordo com o Equilibrio de Hardy-Weinberg. Considerando as comparacdes de
genodtipos entre os grupos,0 grupo de individuos HCV*(sem considerar
estratificacdo por perfil clinico; n=222) e o subgrupo de individuos HCV*com
fibrose (n=35) diferiram estatisticamente do grupo controle, com valores de
p=0.031 e p=0.032, respectivamente.O genotipo CC foi associado com
protecéo contra infecgcdo pelo HCV e menor risco de desenvolvimento de
fibrose. O gendtipo CT foi associado com maior risco de infeccdo pelo HCV e
maior risco de desenvolvimento de fibrose. Ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes nas demais comparacdes entre grupos
envolvendo gendtipos. Os resultados sugerem um efeito protetivo do alelo C
em relacdo a infeccdo pelo HCV e desenvolvimento de fibrose (principalmente

na presenca do gendétipo CC).

Palavras-chave: HCV, VDR, polimorfismo, Fokl.



ABSTRACT

Background: Hepatitis C (HCV) is one of the main liver diseases related
to long-term negative outcomes. Its progression can include fibrosis, cirrhosis
and hepatocarcinoma, and such conditions have recently been associated with
increased mortality amongst Brazilians. However, host genetic factors and
immune responses are potentially associated to prevention of chronicity, thus
favoring better outcomes. Active vitamin D is related to immunomodulatory
processes, and genetic polymorphisms in its receptor gene (VDR) may provide
protection to HCV infection susceptibility, as well as can influence the
progression and outcomes of liver disease. The aim of this study was to
investigate the association of the Fokl genetic variant of the VDR gene in HCV

positive patients (HCV*) with different clinical profiles.

Methods and results: 222 samples from HCV* individuals collected at
the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) were evaluated. The samples
were genotyped using the Restriction Fragment Size Polymorphism (RFLP)
technique. Genotypic frequencies were tested for Hardy-Weinberg equilibrium
using the chi-square test. The allele and genotype frequencies were compared
to a control group (n = 191) obtained from the literature. The HCV™* group (n =
222) and the subgroup of HCV?* individuals with fibrosis (n = 35) differed
statistically from the control group (p = 0.031 and p = 0.032, respectively). The
CC genotype was associated with protection against HCV infection and

decreased risk of developing fibrosis, being increased in the control group



(57.59%) when compared to individuals infected by HCV (HCV* 45.95% and
HCV?*/ fibrosis: 37.14%). The CT genotype was associated with a higher risk of
HCV infection and fibrosis, as showed by higher levels in HCV infected
individuals (HCV* 43.24% and HCV™ / fibrosis: 54.29%) when compared to the

Control group (30.89%).

Conclusions: The results suggest a potential protective effect of the C

allele regarding HCV infection and fibrosis (mainly in the presence of the CC

genotype).

Key words: HCV, VDR, polymorphism, Fok1.
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1. INTRODUCAO

A hepatite C é uma doenca infecciosa ocasionada pelo virus da hepatite
C (hepatitis C virus), que se configura como um virus RNA da familia
Flaviviridae. Apos a infeccdo, podem ocorrer eventos de resposta imunologica
de carater inflamatério relacionados a piores desfechos hepéticos a longo
prazo, sendo a infeccdo pelo HCV a principal causa de 6bito entre as doencgas

do figado (1).

As fases aguda e cronica da doenca ndo ocasionam sintomas
significativos na maioria dos casos. A resolucdo espontanea do virus ocorre em
15% a 45% dos casos na fase aguda(l). Porém, quando desencadeia
cronicidade em 55% a 85% dos casos, sua progressdao pode evoluir para
fibrose hepatica, 20 a 30% dos individuos podendo avancar para cirrose e até

4% destes podem desenvolver a carcinoma hepatocelular (HCC) (1).

Sabe-se gue existe um potencial de resposta imune do hospedeiro
capaz de diminuir a suscetibilidade a infeccdo, bem como reduzir sua
cronicidade ou favorecer desfechos menos lesivos. Entre os fatores que podem
afetar susceptibilidade, cronicidade e desfechos da infeccdo por HCV

destacam-se os fatores genéticos, estilo de vida e saide imunoldgica (2).

A vitamina D se torna efetivamente ativa quando ligada ao seu receptor
VDR (receptor de vitamina D), e esta relacionada a processos imunomediados
envolvidos na suscetibilidade ou resisténcia a progressao de diversas doencas,
incluindo a hepatite C cronica (HCV). Os efeitos imunomoduladores da vitamina
D estimulam a ativacdo de mondcitos, suprimem a proliferacéo de linfocitos e a

producdo de imunoglobulinas e citocinas. O gene que codifica a proteina VDR,
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chamado de gene VDR, esta localizado no cromossomo 12g13.11 em
humanos e diversos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) ja foram
descritos para este gene. Uma importante variante descrita para o gene VDR é
Fokl (C > T), na qual uma mutacado missense no local de iniciacdo da traducao
leva a uma modificacdo no comprimento e na atividade funcional da proteina
VDR (3), afetando a atividade do VDR e, subsequentemente, comprometendo

os efeitos da vitamina D no organismo.

Diversos estudos recentemente publicados sugeriram que o gendtipo
homozigoto para o alelo C do polimorfismo Fokl VDR pode conferir protecéo
elou favorecer um melhor desfecho para algumas doencas hepaticas como,
hepatite B (HVB), carcinoma hepatocelular (HCC) e Hepatite autoimune (4-6).
Estes mesmos estudos relacionaram a presenca do alelo T com desfechos
negativos nas situacdes anteriormente citadas (4-6), porém, ainda ha

controvérsias relacionando este polimorfismo a infec¢éo pelo HCV.

Desta forma, este estudo teve como objetivo associar as variantes
alélicas do polimorfismo Fokl VDR e suscetibilidade a infeccdo pelo HCV, além
de avaliar o papel destas variantes no desfecho da infeccdo. Para tanto,
pacientes HCV positivos foram avaliados considerando-se desenvolvimento de

fibrose, cirrose e HCC.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Hepatite C

A hepatite C é uma doenca hepética de carater inflamatorio ocasionada
pelo Virus da Hepatite C (hepatitis C virus, HCV). Esta doenca apresenta uma
elevada taxa de cronicidade, podendo evoluir para fibrose, cirrose e carcinoma
hepatocelular, as quais sao classificadas como as principais causas de
transplante de figado no Brasil(7,8). Estima-se que 3% da populacdo mundial
esteja infectada pelo HCV, ou seja, que 183 milhdes de pessoas no mundo
tenham hepatite C(1,2,9). O Brasil possui endemicidade intermediaria, com
prevaléncia de 2,5 a 10% em diferentes regides socioeconOmicas. Entre os
anos de 1999 a 2019 foram notificados 253.307 casos de hepatite C em
brasileiros. Na andlise da distribuicdo dos casos de HCV notificados por
regides no Brasil em 2019, 57,7% destes ocorreram no Sudeste, 26,7% no Sul,
8,6% no Nordeste, 3,7% no Centro-Oeste e 3,3% na regiao Norte (7). Segundo
o Ministério da Saude, os ébitos por HCV+ sdo a maior causa de morte entre
as hepatites virais, uma vez que, entre 0s 74.864 Obitos por hepatites virais
notificados de 2000 a 2018, 57.023 (76,02%) corresponderam a hepatite C (7).
Quando analisada a distribuicdo proporcional do total de 6bitos por HCV como
causa bésica entre as regides brasileiras, verifica-se que 56,2% foram
registrados no Sudeste, 23,7% no Sul, 10,8% no Nordeste, 4,9% no Norte e
4,4% no Centro-Oeste (7). A ampla variabilidade genética do HCV, associada a
sua capacidade de evasdo da resposta imune, tem dificultado o
desenvolvimento de uma vacina eficaz. Além disso, existem limitacbes das
estratégias para prevencdo e acesso ao tratamento medicamentoso poés

diagnastico (10).
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2.1.1 Transmissao

A transmissdo do virus ocorre a partir da exposi¢cdo percutdnea ao
sangue, hemoderivados contaminados, ou em relagdes sexuais desprotegidas.
Desta forma, séo fatores de risco e vulnerabilidade para contdgio e infeccao
pelo HCV o contato de mucosas, compartihamento de seringas e agulhas
entre usuarios de drogas injetaveis, exposicdo a material médico nao
esterilizado, exposi¢céo ao sangue contaminado em tratamentos de acupuntura,
realizacdo de tatuagens e piercings sem os devidos cuidados de esterilizacao
de material, acidentes de trabalho na area da salude com materiais perfuro
cortantes, comportamentos sexuais de risco incluindo multiplos parceiros ou
intercurso sexual sem protecdo (11). Também configura como possivel via de
contaminacdo a transmissdo vertical de gravidas infectadas (sendo esta a
causa de 3,5 a 5% dos casos) (12), e o contato domiciliar com pessoas
infectadas através do compartilhamento de objetos de uso pessoal, sendo este
altimo fator associado a um risco menor (13). Segundo o Ministério da Saude,
em 2019, a proporcdo de infeccdes por via sexual (9,2%) foi superior ao
percentual de infec¢des relacionadas ao uso de drogas (7,1%), perfil que

mudou significativamente em relagéo a anos anteriores (7).

2.1.2 Fase aguda e cronica da infec¢cédo por HCV

Apos a infeccdo pelo virus, a hepatite C apresenta-se clinicamente em
uma fase aguda da infeccéo, caracterizada pelos primeiros seis meses apos 0
contagio, podendo posteriormente evoluir para uma fase cronica. Geralmente,
ambas as fases sao assintomaticas e anictéricas (14) o que dificulta o

diagnéstico e a implementacédo de tratamento precoce.
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Na fase aguda da replicacéo viral, o paciente pode apresentar sinais
clinicos como ictericia, fadiga, nduseas e marcadores elevados de provas
hepéticas como Alanina Aminotransferases (ALT) e Aspartato Aminotrasferase
(AST) no soro. Em geral, estes ndo sao sintomas graves, o que faz com que o
paciente raramente busque atendimento médico para investigacdo, ocorrendo
uma maior chance de progressao para a fase cronica (9). Apenas 20% dos
casos de infec¢do aguda por HCV apresentam depuracdo espontanea do virus,
sendo estes mais prevalentes em individuos jovens, do sexo feminino e/ou que
tiveram baixos niveis de carga viral em seu contdgio (15). Em torno de 15 a
45% dos pacientes que iniciam tratamento nesta fase apresentam recuperagao
completa da doenca (16), sendo que, uma das hip6teses para explicar uma
maior chance de recuperagdo nesta fase incorpora a presenca de fatores

genéticos suscetiveis a eliminacgéo viral, ou clearance (2).

Mesmo que haja possibilidade de cura da infeccdo na fase aguda com
tratamentos especificos, a maioria dos casos de pacientes que tiveram contato
com o HCV evolui para o estagio cronico (0o que corresponde a 80% dos
casos). Esta situacdo esta modificando-se com a incorporacéo a pratica clinica
de novos tratamentos antivirais incluidos os antivirais de acdo direta (AADS),
gue apresentam taxa de cura de mais de 95%. A transicao da fase aguda para
crbnica geralmente ndo é acompanhada de sintomatologia especifica (17). A
fase cronica da doenca hepatica é confirmada pela persisténcia da replicacao
viral com presenca de resposta imune e com deteccdo de RNA viral no soro ou
em tecido hepatico (15). O uso do termo Hepatite Cronica esta justificado,
arbitrariamente, sempre que uma lesdo hepatica necroinflamatéria perdurar por

mais de seis meses. Apesar de sua definicdo envolver um conceito

18



histopatolégico e, portanto, necessitar de bidpsia hepatica para confirmagéo, na
maioria das vezes o0 reconhecimento desta forma evolutiva de lesdo
hepatocelular pode ser feito pela anélise simultanea de caracteristicas clinicas

e exames laboratoriais (17).

Os sintomas clinicos da hepatite cronica ndo sdo especificos e
geralmente passam despercebidos. Porém, quando ocorrem, 0s sintomas
comuns incluem fadiga, dificuldade de concentracdo e dor moderada no
quadrante superior direito do abddmen. A doenca avancada grave pode levar a
ictericia, perda muscular, urina com coloragdo alterada, ascite, edema,
encefalopatia hepética, sangramento gastrointestinal, esplenomegalia, eritema
palmar e angioma (18). Além disso, os fatores de risco para a progresséo a
fibrose sdo: sexo masculino, idade maior que 40 anos no periodo da infec¢ao,
consumo de alcool superior a 50g/dia, co-infeccdo por Hepatite B (HBV) ou
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), presenca de esteatose hepética ou
resisténcia insulinica (14). Por sua evolucdo insidiosa, sintomatologia leve
associada a resisténcia em procura de assisténcia médica, o diagnéstico é
frequentemente tardio, aumentando a chance de progressdo e morbidades

associadas a doenca (10).

2.1.3 Progresséo

A progressao do HCV pode envolver estagios de fibrose, cirrose ou
hepatocarcinoma, sendo variavel em diferentes pacientes potencialmente
devido a estilo de vida e fatores genéticos (12-14). Foi demonstrado que cerca

de 20% dos pacientes desenvolvem cirrose hepatica 20 a 30 anos apos a

19



infecgdo pelo HCV, e 1 a 5% destes desenvolvem carcinoma hepatocelular

(5,11,12).

Conforme anteriormente citado, os fatores que influenciam a progressao
da doenca estdo associados a variacdes nas caracteristicas virais, fatores
ambientais, estilo de vida do individuo, idade no momento da infec¢éo, sexo,
presenca de esteatose, sobrepeso e obesidade, coinfecgdo com HIV ou HBV e

uma forte relacdo com as caracteristicas genéticas do hospedeiro (19,20).

Os mecanismos de defesa decorrente da infeccdo pelo HCV ativam
acOes do sistema imunoldgico que incluem a resposta inata, participacdo de
diferentes tipos de interferon (IFN) e células natural killer (NK), bem como a
resposta adaptativa mediada por células T CD4* e CD8* especificas ao HCV.
Entretanto, a mesma resposta imunoldgica direcionada a limitacdo viral e da
progressdo da doenca hepatica pode promover dano no figado, favorecendo o

desenvolvimento de fibrose, cirrose ou carcinoma (18,21).

O estagio de fibrose no figado é definido pelo acumulo de tecido
conectivo gerado em resposta a lesdo celular hepatica crénica. Esse tecido
fiboroso é formado a partir da sintese excessiva de matriz extracelular ou
derivado de sua degradacéo insuficiente (22). A evolucdo da fibrose constitui
um processo complexo, envolvendo alteracdo estrutural do figado, modificacéo
da disposicéo vascular e, eventualmente, a alteracdo de funcdo hepética pela
tentativa de regeneracdo dos hepatocitos e de reparo ao dano tecidual.
Quando essa alteracdo é histologicamente caracterizada por regeneragao

nodular difusa cercada por septos fibréticos, ha o diagnéstico de cirrose (23).
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Cerca de 20% dos pacientes infectados desenvolvem cirrose em um
periodo de 10 a 30 anos, sendo que 1 a 5 % destes pacientes desenvolve, por
ano, hepatocarcinoma (24). Em 2015 a cirrose afetava cerca de 2,8 milhdes de
pessoas em todo o mundo, e foi a causa de 1,3 milhdes de mortes (1). A
cirrose € caracterizada por lesédo hepatica prolongada devido ao dano oxidativo
e a presenca de fibrose, e estd associada a uma diminuicdo da capacidade

funcional do figado (23).

O desenvolvimento do carcinoma hepatocelular ou hepatocarcinoma
(HCC) envolve mecanismos semelhantes ao da cirrose, decorrentes do dano
oxidativo cronico, o qual favorece mutacdes, podendo elevar a taxa proliferativa
das células, que se multiplicardo mais do que a capacidade de apoptose (23).
Além disso, as proteinas 5A (NS5A) e NS3, codificadas pelo HCV, sao capazes
de interferir na expressao génica do hospedeiro, promovendo diretamente o
desenvolvimento de HCC. A inflamacdo mediada pelo sistema imune contribui
indiretamente para o desenvolvimento de HCC. Impressionantemente, o HCC é

a terceira causa de morte por cancer no mundo (25).

2.1.4 Diagnéstico

Para efetivar o diagnéstico de HCV sao realizados testes diretos e
indiretos. Entre os métodos indiretos encontram-se 0s testes soroldgicos para
deteccdo de anticorpos especificos para o virus. Os testes diretos podem
detectar, quantificar ou caracterizar os componentes das particulas virais do

HCV, como o RNA do HCV e o antigeno nuclear (17).
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Quando o diagnédstico € obtido a partir da fase em que ja esta
estabelecida a fibrose hepética, o controle da progressédo da doenga se torna
importante para a tomada de decisdo do tratamento e estimativa de
progressdo. A biopsia hepéatica € o método padrdo usado para diagndstico
efetivo de fibrose, uma vez que fornece informacdes sobre o grau de
inflamacéo, o qual reflete a lesdo da doenca hepatica e a fase da fibrose a
partir da quantidade de tecido fibroso (26).

No entanto, a biopsia hepatica € um dos procedimentos mais invasivos,
que gera quadro de dor e possui possiveis falhas no diagndstico devido a
variabilidade entre observadores e suas interpretacdes histopatoldgicas, erros
de amostragem e alto custo. O risco de complicacbes € raro, mas caso

ocorram, estas complicacfes podem levar a danos lesivos e até fatais (26,27).

A Elastografia Transitéria com uso do aparelho Fibroscan é um método
para avaliar a elasticidade e rigidez hepética que fornece uma visualizagcao nao
invasiva, rapida e indolor da gravidade da fibrose (27). Essa avaliacdo é obtida
a partir da velocidade de propagacdo de uma onda através de um tecido
homogéneo proporcional a sua elasticidade, e corresponde a quantidade de
fibrose no figado (28). Quanto maior a firmeza do tecido, mais rapidamente a
onda de corte se propaga (29). A rigidez hepatica medida pelo Fibroscan esta
relacionada com o estagio de fibrose hepatica, o qual € avaliado
histologicamente em pacientes com HBV ou HCV. Este método pode ser usado
para detectar com precisao a fibrose hepatica inicial, fibrose avancada e cirrose

(30).

Outras ferramentas de avaliacdo e prognostico da doenca séo a escala

de METAVIR (F1 - fibrose inicial, F2- Fibrose Intermediaria, F3- Fibrose
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avancada e F4- Cirrose) e os escores clinicos de pontuacdo do sistema Child-
Pugh-Turcotte (31), originalmente descritos para estratificar pacientes em
grupos de risco no pré-operatoério de cirurgia portal descompensada. Apesar de
ser um sistema confiavel para o prognéstico de varias doencas hepéticas e
também de ja ter sido utilizada como critério para transplante, esta escala foi
mais recentemente substituida pelo sistema MELD (Model for End-Stage Liver
Disease), que consiste em um sistema de pontuacdo sobre niveis séricos de
creatinina, bilirrubinas e INR (indice internacional normalizado), quantificando a
urgéncia do transplante hepatico (8). Ambos os métodos, METAVIR e MELD,
sdo preditivos de sobrevida de diversas doencas hepéticas e antecipam a
probabilidade de complicacbes graves da cirrose, como sangramento por

varizes e peritonite bacteriana espontanea (32).

2.1.5 Tratamento

Atualmente, o tratamento da hepatite C tem como objetivo primario a
supressao sustentada da replicacdo viral. Considera-se que a hepatite C foi
efetivamente tratada quando o RNA do virus do HCV esta ausente ou
indetectavel em amostras de sangue apds seis meses do término da terapia
farmacoldgica, ou seja, quando se atinge a resposta viroldégica sustentada
(SVR) (8,17). A SVR evoluiu exponencialmente com a implementagcdo de
terapias antivirais de acéo direta (AADS), elevando a taxa de cura da doenca a

valores acima de 90% e diminuindo os ciclos de tratamento (7).

Os AADs visam sua acdo em trés alvos principais do virus: a protease

NS3/4A, a RNA polimerase NS5B a e a proteina NS5A, que séo proteinas nao
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estruturais que formam o complexo de RNA replicase do virus. O tratamento
tem como objetivo aumentar a expectativa de vida, minimizar a chance de
progressdo da doenca, diminuir o risco de transmissdo, impedir o
desenvolvimento de HCC, e reduzir a probabilidade de dano hepético que torne

necessario o transplante de figado (33).

A terapia com medicamentos antivirais, como a combinacdo entre
Interferon peguilado (PEG-IFN) e Ribavirina (RBV), tornou-se o tratamento
padrdo para a terapia de HCV em varios paises, incluindo o Brasil. No entanto,
dentre os desafios e limitagcdes que ainda persistem, destaca-se a dificuldade
de acesso a terapia devido ao alto custo (7). No Brasil, apenas 15% dos
individuos sao diagnosticados, e menos de 1% recebe tratamento, cenario
semelhante ao que ocorre em outros paises (34). Além disso, deve-se
considerar a incerteza sobre o desenvolvimento de resisténcia viral, o
diagnostico tardio da infeccdo, a possivel falha de tratamento para
determinados pacientes e a falta de imunidade adquirida contra reinfeccao.
Especialmente em pacientes idosos e com doenca hepatica avancada pode
haver maior risco de desenvolvimento de HCC mesmo apds o tratamento (34).
Vale ressaltar que os efeitos colaterais associados a drogas antivirais resultam
em uma maior desisténcia na continuidade ao tratamento, 0 que ocorre em

cerca de 20% dos pacientes (16).

Assim como outros virus, o HCV é capaz de evadir a resposta imune do
hospedeiro, o que pode ter efeito direto na progressdo da infecgcdo sendo,
portanto, alvo de estudos (35). Ainda, o sistema imune do paciente infectado

possui grandes chances de falhar na tentativa de eliminar o virus, o que ocorre
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em 50 a 85% dos casos (20). O HCV é capaz de resistir ao sistema imune
modulando tanto a resposta imunolégica inata quanto a adaptativa, por

exemplo, bloqueando a producao de células T auxiliares do tipo 1 (Th1) (20).

Entre possiveis causas associadas a falhas de tratamento ou baixos
indices de RVS, pode-se salientar alguns fatores intrinsecos como a idade
elevada, o sexo masculino, ancestralidade Africana, a obesidade, a cirrose,

presenca de esteatose e resisténcia insulinica (19,22).

Ainda em andamento, estudos prevéem que fatores genéticos, como a
presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) no genoma humano,
bem como a compreensdo de diferentes perfis de expressdo de genes cuja
expressdo € estimulada por interferon e de diversas citocinas e quimiocinas,
possam representar importantes componentes na predicdo de resposta ao

tratamento (2,36).

2.2 Suscetibilidade genética — Infec¢céo e Progresséo

Na interacdo entre microrganismo, hospedeiro e ambiente durante a
infeccdo pelo HCV podem ocorrer respostas imunes mediadas pela
susceptibilidade genética multifatorial e poligénica, caracterizadas pela
interacdo de mais de um gene e fatores ambientas. Um gene é definido como
uma unidade fisica e funcional basica da hereditariedade. A sequéncia de
nucleotideos contida em um gene determina a sequéncia de aminoacidos das
proteinas que serdo codificadas. Todas as células dos individuos contém os
mesmos genes, porém, o0s expressam diferentemente. Genes sado

considerados funcionalmente “polimérficos” quando variantes alélicas existem
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estavelmente na populagdo, ou seja, existem modificagbes da sequéncia
génica que podem estar presentes e que podem, eventualmente, interferir na

atividade da proteina codificada em relacdo a esta sequéncia (37).

A suscetibilidade genética € o termo utilizado quando as caracteristicas
genéticas do individuo influenciam na vulnerabilidade do mesmo a contrair ou
ter maior resisténcia a determinada doenca. A susceptibilidade genética na
manifestacdo genotipica do individuo pode ser influenciada, no entanto, por
fatores externos. Por exemplo, mesmo que um individuo seja geneticamente
extremamente susceptivel a uma doenga viral, o desenvolvimento desta

depende da exposicao ao virus (30).

Alteracdes do tipo SNP (do inglés Single Nucleotide Polymorphism), em
genes que codificam citocinas, seja em suas regides codantes de proteina ou
em suas regides promotoras, podem acarretar alteracdes na expressao génica,
na sintese e na atividade biolégica destas importantes proteinas envolvidas
com respostas as terapias, além de poder influenciar a intensidade e a duracéo

das respostas imunes (2).

Embora o gendétipo viral seja um dos principais determinantes da
resposta ao tratamento em pacientes infectados pelo HCV, a producdo de
niveis insuficientes de algumas citocinas também pode contribuir para a
persisténcia viral, influenciando tanto o curso natural da infeccdo como a

resposta ao tratamento (27).

A infeccdo pelo HCV pode sofrer a interferéncia de diferentes
mecanismos imunoregulatérios que afetem a susceptibilidade genética. Os

polimorfismos em regides nédo codificantes de genes do sistema imunologico e
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variacdes genéticas em enzimas metabolizadoras de drogas, sugerem que 0S
polimorfismos podem favorecer o desfecho da infecgdo, além de representarem

alvos de estudos para desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (27).

Pesquisas envolvendo a caracterizacdo do genoma humano e de sua
expressao na resposta imunolégica a doencas infecciosas e seu desfecho tém
crescido nos ultimos anos, gerando dados sobre a influéncia das variacdes
genéticas, e levando a identificacdo de polimorfismos em genes de individuos
que diferem quanto a seu tratamento e sua chance de progressdo com

determinada doenca (38).

2.2.1 O que séo polimorfismos genéticos

Polimorfismos (do grego, poli= muitas, morfos= formas) genéticos sao
variacbes na sequéncia da molécula de DNA, podendo ser resultantes de
trocas, repeticdes, insercdes ou delecdes de uma ou mais bases nitrogenadas.
Estas alteracbes podem estar localizadas em varias regiées do gene: regiao
promotora, codificadora (éxons) e nao codificadora (introns). Para ser
considerado um alelo, uma dada alteracdo ou polimorfismo deve ter frequéncia
em uma dada populacdo maior que 1%, percentual este que a difere de uma
mutacdo pontual da molécula de DNA ainda ndo caracterizada como
polimorfica, a qual apresenta, portanto, frequéncia inferior a 1%. O genoma
humano possui um nimero de genes estimado variando entre 30.000 e 35.000
e a sequéncia do DNA apresenta similaridade de 99,9% entre diferentes
individuos. Esta incrivelmente pequena diferengca entre os individuos
corresponde a presenca dos polimorfismos. Os polimorfismos na regido

promotora e codificadora tém maior probabilidade de modificar o
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funcionamento do gene e, consequentemente, a funcdo da proteina formada

(39).

A variacdo mais frequente no DNA é a variante do tipo SNP (definida
anteriormenteno texto), caracterizada pela alteragdo de um uUnico nucleotideo,
e que pode acontecer em qualquer regido do genoma. Os SNPs podem ou ndo
levar a alteragdo dos aminoacidos de uma proteina, dependendo da regido
génica onde ocorrem. Em geral, estas alteracdes ocorrem muito menos
frequentemente em regides codificadores do que em regides ndo-codificadora

(37).

O alelo € uma das diversas variantes de um gene em uma determinada
regido cromossémica, conhecida por locus (do latim “lugar”). O locus é o local
fixo num cromossomo onde estd localizado determinado gene. O gendtipo
representa o conjunto de alelos que ocupa um determinado lécus em um
individuo, recebendo a denomina¢do de homozigoto quando a mesma variante
ocupa o locus em questdo nos dois cromossomos homologos ou heterozigoto
quando duas variantes diferentes ocupam o locus em questdo nestes dois

homologos (37).

Um polimorfismo pode ter sua atividade dependente de heterozigose ou
homozigose, sendo mais expressivo em casos de homozigose para alelo de
risco. Vale ressaltar que um polimorfismo ndo € necessariamente deletério,

podendo inclusive estar relacionado a um beneficio para o portador do alelo

variante.

Na pratica, polimorfismos genéticos podem repercutir na susceptibilidade

ou na resisténcia a determinadas situacdes, como é o exemplo de um
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polimorfismo do gene FTO que foi identificado como envolvido na
predisposicdo a obesidade (40). Sendo assim, estudos que envolvem a relacéo
dos polimorfismos a susceptibilidade de situacfes de risco podem auxiliar no
desenvolvimento de melhores estratégias terapéuticas, incluindo modificacdes
de estilo de vida como prevencao de doencgas (41). Por exemplo, estudos no
ambito da nutrigenbmica e nutrigenética abordam estratégias nutricionais
eficientes para silenciar genes que codificam condi¢cbes de agravo a doencas,
como é o caso da obesidade, sendo este, um dos fatores de risco para
progressdo do HCV e outras doencas cronicas. Este tipo de relacdo gene x
doenca representa mais um motivo que justifica a importancia de estudos dos
fatores genéticos que podem servir de base para novas terapias e estratégias

de prevencao.

2.3 Vitamina D

Vitaminas sdo micronutrientes hidro ou lipossolluveis, essenciais para
saude humana, pois desempenham importantes relacdes de protecdo a
doencas. As vitaminas sd0 necessarias em pequenas quantidades diarias,
geralmente provindas da alimentacdo. A vitamina D € uma molécula lipofilica
complexa, com férmula elementar C27H440 (42). E defendida na literatura atual
como um horménio essencial, uma vez que € sintetizada em humanos e
submetida a regulacdo autdcrina em interacdo com receptor nuclear. Este
horménio contribui para o crescimento e desenvolvimento humano, com
funcBes importantes para 0ssos, musculos e equilibrio mineral e cada vez mais
se torna evidente sua importancia na saude imunoldgica. Nos ultimos anos,

estudos vém afirmando o papel da vitamina D em doengas agudas e crbnicas,
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com seus efeitos sobre a preservacao éssea, atuacdo imunoldgica, protecéo a
infecgdes, associacdo negativa com doengas autoimunes e relagéo significativa

em prognaosticos do cancer (42,43).

Esta vitamina pode ser encontrada minimamente em alimentos de
origem vegetal (vitamina D2 ou ergocalciferol) ou, em maior biodisponibilidade,
em alimentos de origem animal como peixes de mar (D3 ou colecalciferol)(44).
Porém, sua melhor forma absortiva é proveniente da sintese cutanea a partir
da exposicdo solar. Apenas 20% das necessidades de consumo diario de
vitamina D dietética sdo supridos pela alimentacdo, a forma mais eficiente de
manter niveis saudaveis € a exposicao solar diaria, o que torna frequente sua
deficiéncia em diferentes populacdes, tanto devido ao ambiente e carga horaria
profissional que dificultam a exposicdo solar, quanto a regido
geografica/climatica de habitacdo, além de outros fatores (45). Assim, € de
grande importancia o avanco de estudos relacionando a hipovitaminose D e

sua potencial associacao a diversas doencas (46)

O calcitriol [1,25 (OH) 2D] é a forma ativa da vitamina D no organismo
humano. E formado a partir de duas hidroxilacbes sucessivas da vitamina D
que ocorrem no figado (25-hidroxilacdo) e no rim (1-hidroxilacdo) (44). Tem
como principal funcdo, manter a homeostase do calcio e do fésforo, além dos
efeitos imunomoduladores, tais como a redugdo dos niveis de citocinas pro-

inflamatorias e participacdo na resposta imune inata (47).

A 25-hidroxivitamina D sérica [colecalciferol ou 25(0OH)D] é a principal
forma circulante de vitamina D e também, a melhor maneira de avaliar os

parametros bioquimicos desta vitamina. O nivel ideal de 25(OH)D sérico foi
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estabelecido em = 30 ng / mL embora o limite para deficiéncia clinica tenha
sido estabelecido em um nivel <20 ng / mL. A faixa intermediaria entre 20 e 30
ng / mL é considerada insuficiéncia de vitamina D (hipovitaminose) e deve ser
corrigida, geralmente, pelo uso de suplementos orais em conjunto a
recomendacdo de exposicao solar segura quando isso for possivel na condicédo

clinica do paciente (48,49).

Ha inUmeras causas para uma deficiéncia de vitamina D, tais como
reducdo da sintese cutanea (envelhecimento, estacdo climatica, grandes
gueimados, hiperpigmentacéo), deficiéncia da absorcdo intestinal (doenca de
crohn, doenca celiaca, doenca de Whipple, farmacos para reducdo de
colesterol, obesidade), doencas hereditarias (raquitismo) ou adquiridas
(hipertireoidismo, osteomalacia, hiperparatireoidismo) (46,50). Além disso,
variacbes genéticas envolvendo a proteina ligadora da Vitamina D e
polimorfismos no gene VDR podem determinar uma variagdo na absorcdo de

vitamina D, alterando niveis séricos (51)

Diversos estudos em modelos animais, além de estudos epidemiolégicos
e clinicos demonstraram um papel potencial da vitamina D na manutencdo do
equilibrio imunologico (44). A vitamina D atua no sistema imunolégico
adaptativo promovendo a diferenciacéo e regulacdo de macréfagos, linfécitos e
células dendriticas e natural killers (NK), também interferindo na secrecao de
citocinas. A descoberta da presenca do seu receptor, o VDR, em quase todas
as células do sistema imunolégico permitiu que diversos mecanismos fossem
propostos para mapear a participa¢do da vitamina D no sistema imune, porém
esta participacdo ainda ndo estd totalmente compreendida. Entre os efeitos

imunomediados, destacam-se a reducéo na producdo de interleucina 2 (IL-2),
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interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa), além da
inibicdo da expresséo de interleucina 6 (IL-6) e interleucina 17 (IL-17) e da

secrecao e producédo de autoanticorpos pelos linfécitos B(52).

Durante anos, os potenciais efeitos biologicos da vitamina D foram
associados exclusivamente a regulacdo 0Osseo-mineral. Porém, houve um
crescente estimulo a pesquisa relacionando a vitamina D a outros processos,
entre eles, a acdo anti-inflamatéria desta vitamina sobre marcadores
inflamatorios. Um estudo duplo-cego com mulheres saudaveis entre 50 e 65
anos que estavam com deficiéncia de vitamina D e receberam suplementacéo
de 1.000Ui/dia identificou uma reducdo significativa em algumas citocinas
inflamatoérias como IL-5, IL-6, IL-12p70, IL-17a, TNF-a e IFN-a (53). Este
resultado corrobora a acdo anti-inflamatéria da vitamina quando esta encontra-
se em niveis ideais no organismo humano, tendo um possivel papel

coadjuvante na prevencao de algumas doencas de carater inflamatorio.

2.3.1 Metabolismo da Vitamina D

A vitamina D3, obtida de maneira enddgena (exposi¢cdo solar), é
sintetizada pela foto conversdo do 7-dehidrocolesterol em pré-vitamina D3 na
derme e epiderme, que é convertida em vitamina D3 por isomerizacéo térmica,
apos 24 horas (49). Ja a vitamina D2 que é encontrada em plantas e a D3 dos
alimentos de origem animal sdo incorporadas em quilomicrons, sendo
absorvidas pelas microvilosidades intestinais ap0s a ingestdo, e posteriormente

seguem para o figado. O transporte de vitamina D3 até o figado é realizado
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através da proteina ligante de vitamina D (DBP), também conhecida como GC-

globulina (54).

A vitamina D é biologicamente inativa, entdo, para que possa exercer
suas funcdes, sdo necessarios dois processos enzimaticos que adicionam
grupos hidrolixas a estrutura da molécula, resultando em seu metabdlito ativo,
o 10,25(0OH)2D. No figado, ela é hidroxilada pelas enzimas do citocromo P450
27B1 (CYP) (principalmente a isoforma CYP2R1) dando origem a 25
hidroxivitamina D (25(OH)D) e secretada na circulacdo ligada a DBP. Este
primeiro metabdlito € a principal forma circulante, sendo o metabdlito

mensurado para avaliar o status de vitamina D na populacgéo (50).

Em seguida, a 25(0OH)D € convertida em sua forma hormonal e
verdadeiramente ativa, a 1,25-diidroxivitamina D [1,25(OH)2D] ou calcitriol, pela
acao da 1a-hidroxilase da enzima CYP27B1 nos tdbulos proximais dos rins.
Este processo é regulado pelo paratorménio (PTH), que estimula a expresséao e
a atividade da CYP27B1 enquanto o fator de crescimento fibrosblastico 23

(FGF-23) e a prépria 1a,25(0OH)2D desempenham efeitos inibitorios (50).

Além do figado e rins, outros tecidos como pele e intestino expressam o
citocromo P450 27B1 e podem também atuar na hidroxilagdo da vitamina D em
sua forma ativa. A enzima hepéatica CYP24A1 é responsavel por catabolizar o
excesso de 25(0OH)D e 1,25(0OH)D para que sejam excretados como produtos
na bile, sendo uma importante enzima para o controle dos niveis teciduais de
vitamina D. E preciso destacar que tanto a vitamina D quanto seus metabdlitos
sao transportados no sangue acoplados a glicoproteina DBP e atingem seus
tecidos alvos ligando-se ao seu receptor nuclear- receptor de vitamina D

(VDR), onde induzem respostas gendmicas e nao-gendémicas. O VDR forma
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um heterodimero com o receptor retinoide (RXR), se ligando a elementos
responsivos a vitamina D (VDREs) no DNA, promovendo a expressao ou
supressao de varios genes, salientando-se aqui genes relacionados a resposta
imune. Até 2011 haviam sido identificados efeitos regulatérios da vitamina D
em 900 genes (55). Atualmente estima-se que ela exerca essa atividade

regulatéria em aproximadamente 2.000 genes (54).

a-hidroxilase extra-renal
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Figura 1. Mecanismo de agéo da vitamina D

Abreviacdes: DNA (acido desoxirribonucleico); MR (moléculas regulatérias de
transcricdo genética); RNAm (&cido ribonucleico mensageiro); RXR (receptor X
retindico); VDR (receptor de vitamina D); VDRE (elemento de resposta a vitamina D).
Fonte: Modificado de Oliveira, N.M.O., et al. Papel da vitamina D na susceptibilidade
para o diabetes mellitus tipo 1. 2010.

2.3.2 Vitamina D e Figado
Nos ultimos anos, a relacdo da vitamina D nas doencas hepéticas tem
sido visivelmente expandida, ja que o figado € um 6rgdo essencial na sua

sintese, sendo o local da conversdo enziméatica da forma inativa de vitamina D
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em sua forma ativa como ja comentado. A deficiéncia de Vitamina D tem se
demonstrado frequente em pacientes portadores de doencas hepaticas, uma
vez que, foi notificada em 70% dos pacientes com hepatite cronica,
independentemente da etiologia, 22% dos quais apresentavam deficiéncia

grave de vitamina D (56)

Um estudo italiano incluindo cento e noventa e sete pacientes com
gendtipo 1 (G1) para HCV e gquarenta e nove individuos saudaveis relatou
baixos niveis séricos de vitamina D associados a maior progresséao para fibrose
grave e baixa RVS em pacientes em terapia com IFN e RBV(57). A
hipovitaminose D também foi associada a alta atividade necroinflamatéria em
pacientes com HCV(58), descompensacao da cirrose (59), maior incidéncia de

HCC (60) e piores taxas de resposta a terapia antiviral (61,62).

Trés diferentes ensaios in vitro (63-65) indicaram que a vitamina D
exerce um efeito antiviral, reduzindo a carga viral do HCV. Yano et
al. estudaram os efeitos da vitamina D na replicacdo do RNA do HCV em
cultura de células, observando que a vitamina D2 inibe a replicacdo do RNA do
HCV em concentracdes maiores do que as encontradas na circulacao (63). Ela
também interagia com o IFN em cultura de células para inibir a replicacdo do
RNA do HCV (66), reacdo esta, que os autores explicam como um efeito
poupador de IFN (67), considerando que a vitamina D poderia ser um potencial

coadjuvante para aumentar o efeito do tratamento com PEG-IFN.

Duas meta-analises relataram uma interessante associacdo entre
pacientes com HCV (gendtipos 1, 2, 3 e 4) com niveis de Vitamina D inferiores
a 20 ng/mLe uma resposta negativa ao tratamento com PEG-IFN (61,68). Em

apoio a hipotese, um ensaio clinico mostrou que a suplementacao de vitamina
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D3 aumentou as taxas de RVS em pacientes com HCV com gendtipo 1L28B
rs8099917, sendo este um genoétipo desfavoravel para RVS, durante o

tratamento com simeprevir, PEG-INF e RBV (69).

2.3.3 Estudos com o uso da Vitamina D no HCV

Mesmo que ainda seja desconhecido o exato processo de atuacdo da
vitamina D na resposta imune inata e adaptativa, ja podem ser encontradas na
literatura relacbes significativas entre a deficiéncia de vitamina D e maior
suscetibilidade a infeccdo crbénica por HCV, além de falhas da RVS em
pacientes com niveis séricos reduzidos de vitamina D (62). Porém, € ainda
controverso se a suplementacédo de vitamina D impacta ou ndo no resultado do

tratamento para HCV.

Um estudo retrospectivo de pacientes italianos tratados com IFN-RBV
para HCV poés-transplante hepatico constatou que o0 grupo que recebeu
tratamento concomitante com vitamina D teve taxas de RVS significativamente
maiores (70). Dois estudos randomizados que também investigaram o efeito da
suplementacdo de vitamina D3 diaria com 2.000 Ul em pacientes em uso de
IFN-RBV mostraram que a suplementacao de vitamina D aumenta a taxa de
RVS em pacientes infectados com genoétipos 1,2 e 3 de HCV (71,72). No
primeiro estudo citado, de Abu-Mouch e colegas, com uma amostra de setenta
e dois pacientes com genoétipo 1 de HCV crbnico, o grupo de tratamento
recebeu PEG-IFN (1,5 ug / kg por semana) mais RBV (1000-1200 mg / dia) em
conjunto a suplementacgéo diaria de vitamina D de 2.000 Ul, enquanto o grupo

controle recebeu 0 mesmo tratamento antiviral sem suplementacdo de vitamina
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D. Neste estudo, o0 grupo tratado com vitamina D apresentou uma taxa mais
elevada de RVS (71). Nimer e colaboradores obtiveram resultados
semelhantes (72). Em contrapartida, um estudo realizado por Ladero e colegas
envolvendo 41 pacientes com HCV diagnosticados com deficiéncia de vitamina
D n&o encontrou qualquer efeito significativo do tratamento com vitamina D sob
a carga viral ou nos marcadores bioquimicos de necroinflamacéo (73). Outro
estudo envolvendo pacientes HCV genétipo 1 ou 4 que tinham previamente
baixa RVS também ndo observou resposta positiva na RVS quando os niveis
de vitamina D foram corrigidos antes de iniciar a terapia com IFN-RBV (74).
Estas controvérsias estimulam a investigacdo de outros fatores que possam
justificar a influéncia positiva da agao da vitamina D para determinados grupos
e ndo para outros, tais como fatores genéticos que controlem a atuacdo da

vitamina D no sistema imunolégico.

Também é importante ressaltar que a progressédo do HCV pode levar a
uma reducdo dos niveis séricos de vitamina D ao afetar diretamente a
producdo do precursor da vitamina D no figado, o que pode complicar os
estudos que avaliam correlacbes desta vitamina e HCV (75). A reducdo da
funcdo hepatica no decorrer da doenca resulta em uma expressao reduzida
das enzimas envolvidas na hidroxilacdo da vitamina D, o que pode explicar os
baixos niveis de vitamina D observados na cronicidade da doenca apos
infecc@o. A proteina de ligacdo da vitamina D (DPB) também é reduzida na
doenca hepética cronica, reduzindo a disponibilizacdo de vitamina D aos

tecidos, podendo complicar ainda mais os estudos em pacientes HCV (76).

Petta e colegas observaram que além da fibrose avancada, os pacientes

com fibrose hepéatica leve também possuiam baixos niveis de vitamina D, o que
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significa que ndo apenas um figado em estagio avancado de perda de fungéo
pode ser considerado preditor de niveis séricos reduzidos de vitamina D, mas
outras causas, incluindo fatores genéticos, podem influenciar os niveis de
vitamina D(57). Estudos in vitro (63,67) mostram que a vitamina D diminui a
replicacdo viral, porém mais estudos clinicos sdo necessérios para determinar
se 0s pacientes com HCV podem se beneficiar do tratamento com vitamina D

complementar.

2.3.4 Receptor de Vitamina D (VDR)

Identificado pela primeira vez em 1974 (77), o receptor da vitamina D
(VDR) é um fator de transcricdo de 50 kDa, pertencente a superfamilia de
receptores nucleares, a qual também inclui os receptores esteroides
(andrégenos, estrégenos, glicocorticoides, mineralocorticoides, horménios da
tireoide e do acido retindico). Este receptor é essencial para que a forma
biologicamente ativa da vitamina D possa mediar suas atribuicbes, dentre as
quais se destacam: influéncia em genes que atuam no equilibrio celular,
desenvolvimento, acdo moduladora da resposta imune e presenca em mais de
50 tipos de células (78,79). Especialmente relacionado ao sistema imunolégico,
VDR é um fator de transcricdo de ligacdo ao DNA expresso principalmente em

monaocitos do sangue periférico e linfécitos T ativados (80,81).

A estrutura molecular do VDR consiste em cinco dominios (A-E)
agrupados em quatro regides funcionais distintas, das quais duas se destacam:
a regido que abriga o dominio de ligacdo ao DNA (DBD: 24-89 aa, regiao C),

localizada proximo a por¢cao amino-terminal do receptor e que é composta por
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dois eixos de zinco responsaveis pelo reconhecimento de regides especificas
do DNA nos genes-alvo; e a regido localizada na por¢ao carboxi-terminal e que
abriga o dominio de ligagdo ao ligante (LBD: 126-427 aa; regido E), o qual é
responsavel pelo acoplamento da 1a,25(0OH)2D. A ligagao da vitamina D ao
VDR causa mudancas conformacionais dentro do receptor que permitem a
heterodimerizacdo do VDR com o receptor retinoide X (RXR) e posteriormente

uma interagdo com moléculas co-reguladoras(82).

O heterodimero ligante acopla-se em locais especificos do DNA,
conhecidos como elementos responsivos a vitamina D (VDREs) (83),
facilitando a transcricdo do gene. Os homodimeros de VDR também podem se
ligar ao DNA para regular a expressdo do gene na auséncia de
RXR. Excepcionalmente, o VDR também pode afetar a transcricdo do gene
guando ndo se encontra acoplado (82). Alem de mediar as acbes de 1,25D,
analogos sintéticos de VDR, como o acido biliar, acido litocélico (LCA), podem
funcionar como ligantes secundarios do receptor (84). O VDR é expresso em
praticamente todos os tecidos do corpo, embora seus niveis de expressao

variem significativamente entre as diferentes células (85).

Os hepatécitos possuem baixissima expressao de VDR, porém, este,
estd altamente expresso nas células ndo parenquimatosas hepaticas, como
células de Kupffer, células endoteliais e células estreladas hepaticas (86). Em
individuos com HCC, a expressdo proteica de VDR no figado foi observada
como sendo inversamente proporcional a gravidade de fibrose e inflamacéo
(87,88). Modelos nocaute em ratos concluiram que fibrose hepatica

espontanea ocorre quando um ou ambos os alelos do VDR sao suprimidos,
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com estégio de fibrose mais grave observado em camundongos VDR negativos

(-1-) (89).

2.3.5 Gene VDR e HCV

O VDR ¢é codificado a partir de um Uanico gene localizado no
cromossomo 12, posicdo 12g12.1, chamado de gene VDR, o qual pode ser
regulado por fatores ambientais, genéticos e epigenéticos. Este gene consiste

de nove exons distribuidos entre as regides 5 promotora e 3’ regulatéria (90).

Os polimorfismos do gene VDR estdo presentes principalmente nas
regides promotoras proximas ao éxon 1, entre os éxons 2 e 9 e na regiao
3'UTR, o que pode relaciona-los a alteracfes da expressao genética ou ainda
a modificacdo da funcado da vitamina D, tornando-a ineficiente. Dentre os SNPs
mais descritos na literatura estdo o Cdx2 (G>A), Fokl (C>T), Bsml (A>G),

EcoRV (G>A), Apal (G>T) e Tagl (T>C) (91,92).
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Figura 2. Estrutura do gene VDR e localizacédo dos principais

polimorfismos conhecidos.
Fonte: Adaptado de Uitterlinden, A.G. et al. Genetics and biology of vitamin D
receptor polymorphisms. Gene. 2004 (3).

Apdés a identificacdo da presenca da molécula VDR em células
responsaveis pela resposta imune, tais como células dendriticas,
mononucleares, células apresentadoras de antigeno, linfocitos B e T, observou-
se gue esta poderia exercer atividade imunorregulatoria (93). O VDR atua
como um fator de transcricdo estimulado por ligante e ativa 1,25 (OH) 2 D 3 ao
nivel transcricional. Essa ativacao contribui para a regulacédo da resposta imune
ao inibir a proliferacdo de células T helper 1 (Thl) e a producédo de citocinas

pro-inflamatorias, além de induzir a proliferacdo de células Th2 e a producao de
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citocinas anti-inflamatorias (94-96). A presenca de polimorfismos no gene VDR
capazes de alterar a estrutura da proteina VDR levando a um receptor
disfuncional, pode trazer também, uma disfuncionalidade na atuacdo da

vitamina D nos processos imunolégicos (95).

Estudos envolvendo polimorfismos do gene VDR sado importantes para a
avaliacdo do potencial impacto no tratamento de doencas hepaticas. Assim, o
haplétipo VDR bAt (haplétipo dos alelos Bsml, Apal e Taql) foi associado a
falha de resposta a terapia com IFN-RBV em pacientes HCV+ (97,98). Além
disso, estes mesmos polimorfismos também foram associados a falha do
tratamento e RVS insuficiente (99). Uma metanalise destacou quatro grandes
estudos relacionando significativamente os parametros plasmaticos de

25(0OH)D e sua associacao com polimorfismos do gene VDR(51).

No figado, polimorfismos do VDR podem influenciar a regulagéo
imunolégica afetando os niveis de citocinas, que sdo mediadores essenciais na
fisiopatologia da doenca hepética, pois desempenham importantes papéis na
regeneracdo hepatica e na fibrose (100). As células hepéticas néo
parenquimatosas, que estdo envolvidas no desenvolvimento da fibrose
hepética, podem produzir rapidamente citocinas pro-fiborogénicas que levam a
inflamacéo hepatica e a fibrose (101). Desta forma, fica claro que polimorfismos
do VDR podem desempenhar um papel na progressdo da doenca

hepatica (102,103).

Variagdes genéticas no gene VDR também foram associadas a outras
doencas com grande envolvimento do sistema imunoldgico, como tuberculose

(104), lupus eritematoso sistémico (105), hepatite autoimune, cirrose biliar
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priméria (6,102,106), cancer de figado (107) e infeccao pelo virus da hepatite B
(108,109). Além disso, algumas variantes foram associadas a rapida
progressdo da fibrose e baixa resposta ao tratamento em casos cronicos de
infeccdo por HCV(62,97,98,110). No entanto, h& poucas evidéncias disponiveis
quanto a associacao de polimorfismos VDR e a suscetibilidade a infeccéo pelo

HCV e sua progressao.

Um estudo de Baur e colaboradores encontrou relagdo entre a
progressao da fibrose hepatica e a presenca de polimorfismos VDR (Apal, Taq|
e Bsml) indicando que Bsml e Tagl estavam associados com cirrose
progressiva em pacientes com PBC e em pacientes com doenca hepatica
gordurosa nao-alcodlica (NAFLD), o VDRA, expressdao do mRNA, e 0s genes
pro-fiborogénicos foram significativamente afetados pelo polimorfismo

Bsml (110). Infelizmente, o estudo ndo avaliou a variante Fokl.

2.3.6 VDR na fibrose hepatica

Tendo em vista que a molécula VDR é expressa em uma ampla
variedade de células e sua expressao esta significativamente aumentada em
células estreladas hepaticas (HSCs), quando estas estdo ativas, surge a
hip6tese que o figado pode responder a vitamina D durante o processo de
fibrose por meio de suas células ndo parenquimatosas, tais como as HSCs,
conhecidas por ter uma importante atuacédo na fibrogénese. Além disso, VDR
também pode estar envolvida na patogénese do HCC, uma vez que suas
atribuicdes para o desenvolvimento de HCC pode-se dar por meio da ativacéo

deste grupo de células. Abramovitch e colegas mostraram, em 2011, que a
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ligacdo de VDR em HSCs tinha potencial de inibir a proliferacéo e ativacéo
deste importante grupo de células, além de reduzira fibrose hepética induzida
em modelos animais de fibrose (111). Além disso, um estudo de Ding e colegas
revelou que a ligacdo VDR em HSCs ativadas possui efeitos antifibroticos, que

sao mediados pela sinalizagédo de TGF-f/SMAD (89).

A via de sinalizacdo VDR-SMAD-HSC faz com que a ligacdo do VDR
reduza a ativagcdo de HSC em cultura de HSCs humanos, potencialmente
indicando uma reducdo na possibilidade de desenvolvimento de fibrose e
também de HCC (112). O VDR ap0és a ligacdo com a vitamina D em sua forma
ativa, compete pelos mesmos locais que o SMAD3, um efetor da cascata do
TGFB1 e importante quimiocina fibrogénica, inibindo a transcricdo de genes

pro-fibrogénese que sao ativados pelo TGFB/SMAD (113).

Recentemente, Wahsh e colegas, usando um modelo animal de fibrose,
descobriram que a vitamina D,quando ligada ao VDR, modula as vias
fibrogénicas atenuando a fibrose hepatica quando administrada em uma dose
de 80 ug / kg (114). Os autores observaram, a partir de analises histolégicas,
que a vitamina D devidamente ativa melhorou a funcdo hepética, reduziu a
inflamacéo do figado, necrose e fibrose. Este mesmo estudo demonstrou que a
vitamina D reduz o colageno-1-alfa-1 hepatico (Collal), o inibidor tecidual de
metaloproteinase (TIMP) e a proteina TGF-f1, bem como a atividade da via
TGFB/SMAD, sendo este, 0 mecanismo mais fibrogénico relacionado ao figado
(114). Para complementar, Belifuss et al., também observaram que a vitamina
D ativa desempenha o papel de reprimir a sinalizacdo de TGF- fibrogénica em

HSCs (115).
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2.3.7 VDR no hepatocarcinoma

Como comentado anteriormente, o carcinoma hepatocelular (HCC) ainda
€ uma das principais causas de morte relacionada ao cancer em todo o mundo,
por isso, diversos estudos tém se voltado a possiveis intervencdes precoces a
esta doenca (116). O papel do VDR no HCC tem recebido atencéo
consideravel. Polimorfismos no gene VDR, bem como niveis baixos de vitamina
D sérica, foram associados ao desenvolvimento de HCC em pacientes com
cirrose alcodlica (117). Da mesma forma, o tratamento com vitamina D foi
associado a atividade antiproliferativa em varias culturas de células de
carcinoma hepatocelular (118,119). Alguns estudos envolvendo analogos da
vitamina D (EB1089, CB 1093 e MART-10), revelaram o potencial destes como
agentes terapéuticos para HCC (120). Esse potencial pode ser salientado pelo
estudo de EB1089, um ligante VDR sintético que diminuiu o desenvolvimento
de HCC em camundongos C3H / Sy, uma linhagem predisposta a

carcinogénese hepéatica espontanea (121).

2.3.8 Polimorfismo Fokl VDR e HCV

Entre os diversos polimorfismos do gene VDR descritos na literatura, o
polimorfismo Fokl (rs2228570) é um dos Unicos com potencial de afetar a
estrutura priméaria da proteina VDR. Mesmo que os resultados de estudos
sejam controversos, polimorfismos do gene VDR com baixa capacidade de
alterar niveis plasmaticos de vitamina D podem, porém, possivelmente interferir
na cascata de atuacdo da vitamina D, fazendo com que a mesma n&o

desempenhe seu papel efetivo na saude humana (3).
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O polimorfismo Fokl esta localizado na regido codificadora do gene VDR
e leva a uma transicdo T/C (ATG para ACG), treonina por cisteina, resultando
em uma proteina VDR com uma estrutura modificada, criando um novo codon
de iniciacdo e consequentemente uma proteina VDR encurtada por trés
aminoacidos, o que torna a proteina mais ativa e funcional do que a do tipo
selvagem (122,123). E importante salientar que esta proteina tem maior
atividade transcricional em comparagdo com a proteina VDR de comprimento
longo (122-124). O comprimento da proteina VDR influencia a regulagédo da
transcricdo génica por meio da ocupacdo de sitios de reconhecimento de
outros fatores de transcricdo, além de interferir em suas vias de sinalizacdo
(96). Portanto, a presenca da variante que da origem a uma proteina VDR mais
longa estd associada a uma reducdo da atividade transcricional e,

potencialmente, a um aumento do risco de suscetibilidade a doengas (123).

Experimentos de transfeccdo (processo de introducdo intencional de
acido nucleicos nas células), com o gendtipo C/C do polimorfismo Fokl
demonstraram a expressdo de uma proteina VDR mais curta em 3
aminodcidos, a qual levava a maior transcri¢ao dirigida por NF-kappa B e fator
nuclear das células T ativadas (NFAT). Diferencas importantes foram
observadas na transcricdo conduzida pela proteina ativadora 1(AP-1), que esta
relacionada com a regulacdo de processos celulares, tais como proliferacéo,
crescimento, diferenciacdo, apoptose e migracdo celular.Em mondcitos
humanos e células dendriticas com um genétipo C/C do VDR (proteina mais
curta), a expressao de IL-12, que atua em atividades citotoxicas em resposta a
virus e patdégenos, foi maior do que em células com um genétipo VDR T/T

(proteina mais longa). Além disso, os linfécitos com um gendtipo C/C VDR
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proliferaram mais fortemente em resposta a fitohemaglutinina (agente mitético
utilizado em estudos que envolvem a permeabilidade de células) (96). Estas
evidéncias sugerem que o polimorfismo Fokl VDR afeta o comprimento da
proteina sintetizada e, consequentemente, o comportamento das células
imunoldgicas, associando-se o genotipo VDR C/C (proteina mais curta) a um
sistema imunologico mais ativo e eficiente. Assim, surge uma base para avaliar

este polimorfismo em doencas imunomediadas, tais como o HCV.

Um recente estudo com pacientes cirroticos devido a diferentes
patologias hepaticas (HCV, HVB, doenca hepética gordurosa ndo alcoolica e
hepatite autoimune), mostrou que a presenca do polimorfismo Fokl (genétipo
C/C) estava associada a niveis significativamente mais baixos de IL-1B, sendo
esta, uma importante interleucina mediadora da resposta imune contra
infeccbes, inflamacdes e lesbes teciduais. Pacientes com o genodtipo C/C
produzem uma forma mais curta de VDR, levando a maior atividade
transcricional, formacéo de complexos mais ativos de VDR-vitamina D, inibi¢do
da resposta Thl e inducdo da resposta de células Th2. Portanto, os pacientes
com o gendtipo Fokl C/C podem ter uma melhor resposta a vitamina D,
resultando em uma menor taxa de progressdo e um possivel papel protetor na
cirrose hepética. No entanto, os autores sugeriram que esta hipétese deve ser

explorada em outros pacientes para ser confirmada (125).

O polimorfismo Fokl também foi associado na resposta a terapia com
PEG-IFN e varias doencas hepéaticas cronicas, incluindo hepatite autoimune e
HCC em pacientes com infeccdo HVB cronica, sendo que portadores de
gendtipo T/T apresentaram um risco significativamente maior no

desenvolvimento de HCC segundo alguns autores (4-6).
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Um estudo de Thanapirom e colegas em 2019 com pacientes
tailandeses tratados com PEG-INF para HCV, encontrou uma associagdo entre
o polimorfismo Fokl e fibrose hepética avancada em pacientes com infeccao
cronica por HCV, o que os levou a afirmar que o alelo T Fokl (rs2228570), tanto
em homozigose quanto em heterozigose seria um fator de risco para fibrose

hepética avancada (126).
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3. JUSTIFICATIVA

Sabemos que h& grande diversidade em relacdo aos pacientes HCV e a
progressdo da doenca. Existem evidéncias que diferentes respostas na fase
inicial dependem de fatores imunologicos inatos e adaptativos, e que fatores
genéticos do hospedeiro podem influenciar as respostas imunoldgicas
modificando a susceptibilidade a infeccdo e sua progressdo. Desta forma, a
andlise dos fatores imunoldgicos e genéticos que influenciam a susceptibilidade
a infeccdo HCV permitira uma melhor compreenséo dos fatores que participam

na relacdo virus-hospedeiro antes do estabelecimento da infeccao.

Além disso, a investigacdo do papel genético dos fatores que conectam
0 sistema imune inato e adaptativo, caso do receptor de vitamina D, em
diferentes estagios clinicos da doenca, pode trazer mais informacdes sobre a
regulacdo do sistema imune. De fato, diferentes moléculas do sistema imune
foram implicadas em um primeiro momento da infeccdo, modulando
positivamente a infeccdo (inibindo a entrada do virus) ou negativamente,
favorecendo a disseminacao do virus através do recrutamento de células alvo e
sua migracdo celular a novos focos de infeccdo. Ainda cabe salientar a
importancia da identificacdo e o estabelecimento de biomarcadores para o
monitoramento clinico de individuos HCV que geralmente chegam ao hospital

na fase crénica da infeccéo.

Finalmente, torna-se de grande importancia o estudo da influéncia de
variacdes genéticas para contribuir para o desenvolvimento de tratamentos
mais eficazes, com menor risco de eventos adversos, possibilitando uma

terapia mais individualizada e segura.
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4. QUESTAO DA PESQUISA
O polimorfismo Fokl do gene VDR confere protecéo ou suscetibilidade a
infeccdo pelo HCV? Ha influéncia desta variante genética na progressao dos

desfechos hepaticos relacionados a hepatite C?

50



5. HIPOTESE

A presenca do alelo variante de Fokl VDR em heterozigose ou homozigose
confere protecdo contra a infeccdo pelo virus HCV e é favoravel a um melhor
desfecho no desenvolvimento de doencas hepéticas decorrentes desta

infeccéo.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a influéncia do polimorfismo Fokl do gene VDR no risco a infeccao pelo

HCV e na progresséo da doenca.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a suscetibilidade a infeccéo pelo HCV nos individuos com

polimorfismo do gene VDR,;

e Analisar a relacédo entre a progressao das doencas hepaticas (fibrose,

cirrose e hepatocarcinoma) no grupo HCV e o polimorfismo Fokl.
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ABSTRACT

Background: Hepatitis C (HCV) is one of the main liver diseases related to
long-term negative outcomes. Its progression can include fibrosis, cirrhosis and
hepatocarcinoma, and such conditions have recently been associated with increased
mortality amongst Brazilians. However, host genetic factors and immune responses are
potentially associated to prevention of chronicity, thus favoring better outcomes. Active
vitamin D is related to immunomodulatory processes, and genetic polymorphisms in its
receptor gene (VDR) may provide protection to HCV infection susceptibility, as well as
can influence the progression and outcomes of liver disease. The aim of this study was
to investigate the association of the Fokl genetic variant of the VDR gene in HCV

positive patients (HCV™) with different clinical profiles.

Methods and results: 222 samples from HCV™ individuals collected at the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) were evaluated. The samples were
genotyped using the Restriction Fragment Size Polymorphism (RFLP) technique.
Genotypic frequencies were tested for Hardy-Weinberg equilibrium using the chi-
square test. The allele and genotype frequencies were compared to a control group (n =
191) obtained from from the literature. The HCV™* group (n = 222) and the subgroup of
HCV* individuals with fibrosis (n = 35) differed statistically from the control group (p =
0.031 and p = 0.032, respectively). The CC genotype was associated with protection
against HCV infection and decreased risk of developing fibrosis, being increased in the
control group (57.59%) when compared to individuals infected by HCV (HCV* 45.95%
and HCV?/ fibrosis: 37.14%). The CT genotype was associated with a higher risk of
HCV infection and fibrosis, as showed by higher levels in HCV infected individuals
(HCV' 43.24% and HCV™ / fibrosis: 54.29%) when compared to the Control group

(30.89%).
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Conclusions: The results suggest a protective effect of the C allele regarding

HCV infection and fibrosis (mainly in the presence of the CC genotype).

Key words: HCV, VDR, polymorphism, Fok1, vitamin D.

INTRODUCTION

Hepatitis C is an infectious disease caused by the hepatitis C virus from the
Flaviviridae family, known to cause long-term liver disease [1].The acute and chronic
phases of the disease in most cases are not associated to significant symptoms.
Spontaneous virus resolution occurs in 15% to 45% of cases in the acute phase [1],
however, it triggers chronicity in 55% to 85% of cases. Disease progression may lead to
liver fibrosis, although 20 to 30% of individuals can develop cirrhosis and up to 4% of
them can develop hepatocellular carcinoma (HCC) [1]. However, host genetic factors
and immune responses are potentially associated to prevention of chronicity, thus
favoring better outcomes. Although influenced by genetic factors, lifestyle and immune

health, are aspects that can be modulated in search for the patient benefit [2].

Vitamin D becomes effectively active when linked to its receptor (VDR, vitamin
D receptor) and it is related to immune-mediated processes involved in the
susceptibility or resistance to the progression of several diseases, including chronic
hepatitis C (HCV). It was already shown that vitamin D can modulate monocyte
activation, suppress lymphocyte proliferation, while also decreasing the production of
immunoglobulins and pro-inflammatory cytokines [3]. The human VDR gene is located
on chromosome 12q13.11, and encompasses several single nucleotide polymorphisms
(SNPs), including Fokl (C>T), rs2228570. Such polymorphism represents a missense

mutation in the translation initiation site that leads to a change in length, and affects the
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functional activity of the VDR protein [4]. Recently published studies have associated
the homozygous C genotype of the Fokl VDR polymorphism with protection and/or a
better outcome for some liver diseases, including hepatitis B (HVB), hepatocellular
carcinoma (HCC) and autoimmune hepatitis. On the other hand, the presence of the T

allele was related to poor outcomes in all three pathologies [5-7].

In order to gather more data about this potential role on HCV infection and
progression, this study evaluated the association of rs2228570 to HCV susceptibility in
a South-Brazilian population sample, while analyzing the correlation of clinical profiles

to the variant alleles.

MATERIAL AND METHODS

Patients and Controls

This is a case-control study, where the population evaluated was composed of 222
patients diagnosed with chronic hepatitis Cat the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), a reference center situated in Porto Alegre, the capital of the southernmost
state of Brazil. Patients still untreated, were classified according to different stages of
the disease, being grouped in fibrosis, cirrhosis or hepatocarcinoma patients. All
participants signed an informed consent form in accordance with the Declaration of
Helsinki. The project was analyzed and approved by the Scientific Committee of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, #150126/2015. Table 1 presents the demographic

and clinical data of HCV + individuals stratified according to clinical evolution.
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Table 1. Demographic and clinical data of HCV* individuals as a single group and

stratified according to clinical criteria.

Demographic and clinical HCV* group

data n= 222 HCV*/ | HCV*/ HCV*/
fibrosis | cirrhosis HCC
group group group
n=35 n=129 n=58

Age, mean = SD 590.05+8.97 |55.70+ |59.008.61 61.50 =
10.52 8.35

Fri, n (%)

Male 103 (46.40) 16 56 (43.41) 31 (53.45)
(45.71)

Female 119 (53.60) 19 73 (56.59) 27 (46.55)
(54.29)

Ethnicity, n (%)

Caucasians 162 (72.98) 25 93 (72.09) 44 (75.86)
(71.43)

Non-caucausians 60 (27.02) 10 36 (27.91) 14 (24.14)
(28.57)

Declared smoker *, n (%) 133 (59.90) 26 68 (52.71) 39 (67.24)
(74.29)

Declared alcohol drinker *, n | 26 (11.71) 4 (11.43) | 12 (9.30) 10 (17.24)

(%)

HCYV infection via blood 82 (36.94) 13 49 (37.98) 20 (34.48)

transfusion, n (%) (37.14)

n, sample number. SD, standard deviation. HCC, hepatocarcinoma. *Currently or in the

past.

The patients were ethnically classified as Caucasian or non-Caucasian (Afro-
Brazilians or admixed individuals). The term Afro-Brazilian designates phenotypically
black Brazilian individuals. This nomenclature did not directly assess the ancestry of
individuals through genetic markers, but rather phenotypic characteristics, such as skin

color and self-reported ancestry of the patient.
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The clinical variables assessed in this study were: development of liver fibrosis,
cirrhosis or hepatocarcinoma; the sociodemographic characteristics included gender,
age, marital status, education level, age at infection, age at diagnosis, weight and height,
BMI (body mass index), smoking and drinking. In addition to skin color data, data on
the parents/grandparents’ ethnicity were reported by the participants. This study was
approved by the Ethics Committees of the institutions involved in the sample collection

and all participants signed an informed consent form.

Allele and genotype frequencies were compared to data from a control group
(n=191) of the Borborema et al. (2020) study[8]. This sample group was chosen since
the ethnic composition of the studied population was also admixed and quite similar to

the HCV" individuals enrolled in the study.

Genotyping

The Fokl polymorphism (rs2228570) of the VDR gene was genotyped by means
of Restriction Fragment Length Polymorphism assay (RFLP) preceded by a PCR
amplification in an Applied Biosystems ™ 2720 Thermal Cycler. The primers
sequences  were  5-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3' and 5-
ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3, as described by Harris SS et al. [9]. The
DNA was extracted from whole blood samples and both the PCR amplified region and
the genotyping of the VDR gene were performed according to the methodology

described in Monticielo et al. [10].

The PCR mixing reaction consisted of 2 pl of DNA (0.2-0.5 pg), 2.5 pl of 10x
buffer with 30 mM MgCI?, 1 U Tagq DNA polymerase, 10 mM dNTP and 10 pmol of

each primer (total reaction volume equal to 25 pl). The reactions were carried out as
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follows: an initial denaturation cycle at 94 °C for 5 min, followed by 35 cycles at 94 °C
for 30 seconds, 61 °C for 30 seconds, 72 °C for 60 seconds, and then , a final extension

cycle (at 72 °C for 10 minutes).

The PCR products were monitored by electrophoresis on a 2% agarose gel
stained with ethidium bromide, and visualized on ultraviolet irradiation, revealing

fragments of 265 bp.

The amplified fragments were diluted in an appropriate buffer and digested with
approximately 5U of enzyme Fokl (FastDigest, Thermo Fischer). The enzymatic
solutions were stored in microcentrifuge tubes and incubated in a water bath for
enzymatic digestion at 37°C for 15 min. After this stage, the product was visualized by
electrophoresis on a 3% agarose gel stained with ethidium bromide. Individuals were
scored as CC homozygotes, CT heterozygotes, or TT homozygotes according to the

digestion pattern [11].

Statistical analysis

The Hardy-Weinberg equilibrium was tested in all groups using the chi-square
test. To compare the genotypic frequencies between the different groups globally,
Pearson's chi-square test with Yates correction or Fisher's exact test (in the case of cells
with n <20) was used. In the case of groups that differed significantly (p <0.05), residue
analyzes were used to specifically identify which genotypes were responsible for the
different between groups. To compare allele frequencies between groups, Pearson's chi-
square test with Yates correction was used. For all analyzes, the value of p <0.05 was

established as statistically significant.
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RESULTS

The case group was predominantly composed by Caucasian and admixed
individuals. The control group was composed of a miscegenated population that tested
negative for HIV and Tuberculosis [8]. HCV* individuals were stratified according to
the clinical outcome (fibrosis, cirrhosis and HCC), age, sex, ethnicity, declared smoker
and alcoholic, both current or past habits, and HCV transmission by blood transfusion.
Among the HCV™ group, 35 (15.76%) patients had fibrosis at the time of collection, 129
(58.1%) had cirrhosis and 58 (26.12%) had developed hepatocarcinoma, as shown in
Table 1. Table 2 shows the genotypic and allele frequencies of VDR Fokl in the

different groups.

Table 2. VDR Fokl C /T (rs2228570) genotypic and allelic frequencies

VDR Fokl Control HCV*

CIT group * group HCV*/ HCV*/ HCV*/HCC
n=191 n=222 | fibrosis group | cirrhosis group | group

n=35 n=129 n=58

CC, n (%) 110 102 13 (37.14) 62 (48.06) 27 (46.55)
(57.59) (45.95)

CT, n (%) 59 96 19 (54.29) 51 (39.53) 26 (44.83)
(30.89) (43.24)

TT, n (%) 22 24 3(8.57) 16 (12.41) 5 (8.62)
(11.52) | (10.81)

C,n (%) 279 300 45 (64.29) 175 (67.83) 80 (68.97)
(73.04) | (67.57)

T, n (%) 103 144 25 (35.71) 83 (32.17) 36 (31.03)
(26.96) (32.43)

n, sample number. CC, wild-type homozygote genotype. CT, heterozygote genotype.
TT, variant homozygote genotype. HCC, hepatocarcinoma. * Data obtained from
Borborema et al. (2020).
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Genotype comparisons between the control group and HCV™ individuals (all
patients not stratified by clinical profile; n = 222) or HCV" individuals with fibrosis (n =
35) revealed statistical differences (p = 0.031 and p = 0.032), respectively (Table 3). We
subsequently analyzed residues, which indicated that the differences were specifically in
the CC and CT genotypes (Table 3). Our results indicate that the CC genotype is
associated to protection against HCV infection and a lower risk of developing fibrosis.
Regarding the CT genotype, our results suggest an association to a higher risk of HCV
infection and a higher risk of developing fibrosis. No statistical differences were

observed in the other comparisons between groups involving genotypes.

Table 3. Comparisons between the groups considering the genotypic frequencies *

Comparison P-value | Adjusted residuals with significant

** values

0.031 | CC:-2.36/2.36 (p=0.018); CT: 2.59
/ -2.59 (p = 0.010)

HCV* x control

0032 | CC:-2.23/2.23 (p=0.026); CT: 2.68
/ -2.68 (p = 0.007)

HCV*/fibrosis x control

HCV*/cirrhosis x control 0.222 -

HCV*/HCC x control 0.156 -

* Data detailed in Table 2. ** Pearson Chi-square or exact Fisher's test (when at least
one cell with n <20). Statistically significant p-values (<0.05) are shown in bold.
There were no differences in the following comparisons regarding allele frequency:

patients with HCV*/fibrosis versus controls (OR = 0.66, 95% CI = 0.39-1.14, P =
0.177); patients with HCV*/cirrhosis versus controls (OR = 0.78, 95% CI = 0.55 - 1.10,
P = 0.182); patients HCV*/HCC versus controls (OR = 0.82, 95% Cl = 0.52 - 1.29, P =

0.461) (p <0.05; Table 4).
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Table 4. Comparisons between the groups considering the allelic frequencies *

Comparison OR Cl 95% P-value **
HCV™ x control 0.77 0.57-1.04 0.102
HCV*/fibrosis x control 0.66 0.39-1.14 0.177
HCV*/cirrhosis x control 0.78 0.55-1.10 0.182
HCV*/HCC x control 0.82 0.52-1.29 0.461

OR, odds ratio. Cl, confidence interval. * Data detailed in Table 2. ** Pearson's Chi-

square with Yates's correction.

DISCUSSION

In the present study we would like to approach the potential association of
vitamin D in HCV infection and progression through the evaluation of the VDR gene
Fokl polymorphism, since vitamin D is only effectively active when linked to a VDR
protein. In fact, structural changes in the VDR protein may affect vitamin D binding,
therefore reducing vitamin D response [4]. VDR is a nuclear receptor that forms a
heterodimer with the retinoid X receptor (RXR), which binds to vitamin D response
elements (VDRE) in the promoter regions of the target genes and thus regulates
transcription of several immune related genes [4]. Thus, VDR is responsible for
mediating the biological activities of vitamin D, and variations in the VDR gene, such as
the Fokl polymorphism, can lead to changes in the protein sequence, affecting gene

activation, calcium metabolism, cell differentiation, as well as immune responses [4].

The Fokl single nucleotide polymorphism (rs2228570) is one of the most studied

SNPs within the VDR gene; it represents a missense mutation at the translation initiation
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site that modifies the length and functional activity of the VDR protein [12, 13]. Studies
conducted on human fibroblast cell lines have suggested that the C allele results in a
shorter VDR protein variant that is more active than the longer VDR protein variant
associated with the T allele. [13-15]. Actually, this polymorphism results in a
threonine-methionine change and the addition of three amino acids (from 424 amino
acids to 427 amino acids), which makes the VDR protein less functionally active than
that of the wild type [4]. These studies evaluated the functionality of VDR using the
transcriptional activation technique under the control of elements responsive to vitamin
D. That is, the change in the DNA sequence at the activation site of the initial codon
from C to T results in a TT variant, which has three more amino acids than the CC allele

and has a lower capacity for transactivation than the CC allele [4].

Even though cells expressing VDR Fokl TT and CC genotypes are
morphologically similar, increased stability of the VDR protein in the CC genotype is
demonstrated, leading to an increase in the effectiveness of vitamin D in human health.
In a study by Almirah et al., Breast cancer cells with the VDR CC genotype were
resistant when treated with cycloheximide protein synthesis inhibitor [16]. This was the
first study to suggest that the protein stability observed in the VDR CC variant leads to

higher activity, thus contributing to the increased response to vitamin D.

The results of our study suggest a protective effect of the C allele against HCV
infection and fibrosis development (mainly in the presence of CC genotype). Although
we did not evaluate the groups in regards to their clinical treatments, previous studies
already suggest the influence of the Fokl C>T polymorphism in response to treatment in

patients infected with HCV [14, 17, 18].
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Interestingly, it is suggested that low vitamin D levels might be a risk factor for
hepatocellular carcinoma in HCV-infected patients. The role of vitamin D in the
pathogenesis of hepatic diseases demonstrated in the liver, vitamin D acts as an
immune-modulator suppressing fibroblast proliferation and collagen production [19,
20]. Novel studies demonstrated that vitamin D deficiency was associated with low rate
of sustained virological response (SVR) in patients affected by HCV under interferon-

alfa therapy [21].

Importantly, the Fokl polymorphism can affect vitamin D levels and also its
action on human health. The CC genotype of Fokl polymorphism was related to
increased VDR protein levels and higher vitamin D concentrations in HCV positive
patients compared to genotypes carrying the T allele. Patients carrying T allele have
lower vitamin D levels and, higher probability to develop cancers, as reported by Nada

[22].

The study by Thanapirom and colleagues (2019) investigated the Fokl
polymorphism in Thai patients with chronic HCV that were treated with pegylated
interferon (PEG-INF); they reported the genotype TT and CT of the Fokl polymorphism
(rs2228570) as a risk factor for advanced liver fibrosis [23]. Additionally, a Greek study
included patients that further developed cirrhosis due to different liver pathologies
(HCV, HVB, non-alcoholic fatty liver disease and autoimmune hepatitis) associated the
CC genotype with better survival, suggesting a possible protective role of this genotype

against liver cirrhosis [24].

The study by Yao et al. also corroborated Fokl C>T polymorphism as a
molecular marker to predict the risk and evolution of HCC in HBV+ patients. In this
study, HCC patients had a higher prevalence of Fokl TT genotype as compared to non-

HCC subjects (p< 0.001). Also, HCC subjects had higher T allele frequency than
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controls (p< 0.001)[25]. In line with these results, the T allele of the Fokl polymorphism
was associated with a significant increase in the risk of HVB-related HCC compared to
the C allele. The TT and TT / CT genotypes were correlated with a significant increase

in the risk of HCC related to HVB infection compared to the CC genotype [26].

The study by Triantos et al. [24] showed that the rs2228570 CC genotype is
associated with significantly lower levels of IL-1B, which is an important mediator of
the immune response against infections, inflammation and tissue injuries. Interestingly,
high levels of pro-inflammatory interleukins lead to a less active VDR protein, which
can contribute to a Th1l/Th2 imbalance, which results in a transition to the Thl cell
response and the secretion of pro-inflammatory cytokines directly related to the
progression of cirrhosis. However, patients with the CC genotype produced a shorter
form of VDR, leading to greater transcriptional activity of the protein, forming more
active complexes of VDR and vitamin D. Thus, a more active link between VDR and
vitamin D could modulate cytokine responses by T cells, inhibiting the proliferation of
Th1 cells and secretion of proinflammatory cytokines, as well as it can activate the

proliferation of Th2 cells and secretion of anti-inflammatory cytokines [24].

Also, it cannot be ruled out the possibility of polymorphisms in the VDR gene to
induce conformational changes in the VDR protein, which could affect the interaction
with vitamin D response elements (VDRE). In such cases, transcriptionally regulated
VDR target genes, such as WaF1/CIP1 and c-myc, would be affected, eventually

involving cell regulation, differentiation and apoptosis [27].

In conclusion, our study suggests a protective association of the Fokl VDR C
allele to HCV infection and fibrosis development (mainly in the presence of the CC
genotype); an increased risk for infection and progression to fibrosis was attributed to

TT homozygosis or heterozygosis CT. Thus, more studies need to be performed to

65



further analyze if this polymorphism represents a potential molecular marker for HCV

susceptibility and risk of liver fibrosis.

Our work has some limitations. HCV genotypes were not assessed in infected
patient. Also, little data regarding patients in the control group, such as age, sex,
negative serology for HCV, were available. We did not perform serum vitamin D
analysis to assess its relationship with the studied polymorphism, although a previous
study has suggested that patients with the Fokl polymorphism CT and TT genotype
have significantly lower levels of vitamin D in the blood [28]. It is worth noting that
patients were sampled in a single moment, that is, patients classified with fibrosis were

not followed up to assess whether they progressed to cirrhosis or hepatocarcinoma.
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8. CONCLUSOES

Considerando as comparacdes de genotipos entre 0s grupos, o grupo de
individuos HCV+ (sem considerar estratificacdo por perfil clinico; n=222) e o
subgrupo de individuos HCV+ com fibrose (n=35) diferiram estatisticamente do

grupo Controle, com valores de p=0.031 e p=0.032, respectivamente.

Para saber quais gendtipos foram responsaveis por estas diferencas
entre os grupos, olhou-se para as analises de residuos, as quais indicaram que
as diferencas estavam especificamente nos genétipos CC e CT. Para ambos
0s grupos que diferiram do grupo Controle, o genétipo CC foi associado com
protecdo contra infeccdo pelo HCV e menor risco de desenvolvimento de
fibrose, pois 0 gendtipo mostrou-se significativamente em maior propor¢céo no
grupo Controle (57,59%) do que nos grupos de individuos infectados pelo HCV
(HCV+: 45,95% e HCV+/fibrose: 37,14%). Em relacdo ao gendtipo CT, o
mesmo foi associado com maior risco de infec¢cdo pelo HCV e maior risco de
desenvolvimento de fibrose, pois 0 genétipo mostrou-se significativamente em
maior proporcdo grupos de individuos infectados pelo HCV (HCV+: 43,24% e
HCV+/fibrose: 54,29%) do que no grupo Controle (30,89%). N&o foram
observadas diferencas estatisticas nas demais comparacdes entre grupos

envolvendo genotipos.

Os resultados sugerem um efeito protetivo do alelo C em relacdo a
infeccdo pelo HCV e desenvolvimento fibrose (sob a forma homozigota;
gendtipo CC). O resultado referente ao genoétipo heterozigoto é questionavel,
pois, as comparacdes entre alelos ndo indicaram diferengas estatisticas entre

0S grupos, provavelmente devido ao nUmero amostral limitado.

71



9. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, apresentamos a atuacdo do polimorfismo genético Fokl do
gene VDR em pacientes infectados pelo HCV, onde observamos uma
interessante relacao do alelo C, sob a forma de homozigose, quanto a protecdo
a infeccéo pelo HCV e ao desenvolvimento de fibrose. Estudos adicionais com
grupos populacionais diferentes sao importantes para corroborar estes

resultados.
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