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ABREVIATURAS USADAS

2°5" OAS -oligoadenilato sintetase

ACP-1- fosfatase dcida ou LMWPTP

ALT- alanina aminotransferase

AST- aspartato aminotransferase

CBP/p300 - creb binding protein

CDA44- Jeukocyte adhesion molecule

CIDE-B -ce// death-inducing DFF45-like effector

CTLA-4- cytotoxic lymphocyte associated- 4

CXCL- ligando de receptor de quimiocinas

Df- graus de liberdade (degree of freedom)

ELISA- enzyme linked immuno-absorvent assay

HC - hepatite C crénica

HTA- hipertensdo arterial essencial

GNB3- guanine nucleotide binding protein-3

IkB- inibidor do NFkB

IKK- cinase I B induzivel

IMC- indice de massa corporal

iNOS - sintetase do dxido nitrico induzivel

IRAK- cinase associada ao receptor de interleucinas (/nterleukin receptor
associated kinase)

IRE- IFN stimulated response element

IRF- interferon regulatory factor

ISG - interferon stimulated genes

ISGF-3 -interferon stimulated gene factor 3

Jak - cinase janus

Kb- kilobases (1 Kb= 1000 pares de bases)

LAF-1- lymphocyte function associated antigen 1,

LcK - proteina tirosina cinase especifica de linfocitos (lymphocyte specific
protein tyrosine kinase)

LMWPTP- proteina tirosina fosfatase de baixo peso molecular

MAPK- cinase de proteinas activada por mitogénios (mitogen activated protein

kinase)



MAVS- (sinénimos: IPS-1, Visa, Cardiff) mithocondrial antiviral signalling pro-
tein

MDA-5- melanoma-differentiation- associated gene 5

Mx- myxovirus

MyD 88- myeloid differentiation primary response gene 88

NFkB- nuclear factor kB

NK- natural killer

NO - éxido nitrico

NRS- auséncia de resposta sustentada

Ns- ndo significativo

OPN - osteopontina

PAMP- pathogen associated molecular pattern

PIASI - proteina inibidora de STAT1 activado

PKR - protein-kinase R

PP2A- protein phosphatase 2A

PRD- positive regulator domain

PRR- pattern recognition

PTK - proteina tirosina cinases

PTP1- proteina tirosina fosfatase 1

PTP2- proteina tirosina fosfatase 2

PTPases- proteinas tirosina fosfatase

RdRp- RNA dependent RNA polymerase

RIG-I- retinoid -acid-inducible gene T

RIP- receptor interacting protein

RNAselL/2" 5" OAS- RNAse L/2" 5 Oligoadenilatociclase

RR- resposta e recidiva

RS- resposta sustentada

SOCS- supressor of cytokine signalling

Src- cinase proteica com homolgia src (sarcoma viral)

STAT- signal transducer and activator of transcription

STATI- signal transducer and activator of transcription 1

Syk -Syk-Related tyrosine Kinase

TLR 3- tol/ like receptor 3



TLR- toll like receptor

TNF-a- factor de necrose tfumoral

TRADD- TNF receptor-associated death domain
TRAIL- TNF related apoptosis-inducing domain
TRIF- toll-interleukin factor

UI- Unidades Internacionais

USP18- ubiquitin-specific protease 18

VHB- virus da hepatite B

VHC- virus da hepatite C

VIH- virus da imunodeficiéncia humana

ZAP70- Zeta-chain-Associated Protein Cinase
X?- Qui - quadrado
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I. INTRODUGAO

Cerca de 3% da populagdo mundial (Bowen & Walker, 2005) e 150.000 portugueses estdo
infectados pelo virus da Hepatite C (VHC) (Marinho et al., 2001; Carvalho et al., 1991). Em muitos
doentes a hepatite C crénica (HC) conduz a cirrose, doenga hepdtica terminal e carcinoma hepa-
tocelular.

O fratamento mais eficaz (interferdo peguilado e ribavirina) fem efeitos laterais impor-
tantes e taxas de resposta varidveis entre 45 e 80%. A duragdo da terapéutica depende do geno-
tipo e da resposta viroldgica apés as primeiras 12 semanas de terapéutica. Quando ndo hd respos-
ta os individuos correm risco de evolugdo para cirrose e insuficiéncia hepdtica terminal. A HC é
uma causa comum de transplante hepdtico ortotdpico nos Estados Unidos da América e Europa
(Brown, 2005).

Os estudos demonstram que genétipo e carga viral sdo factores independentes de respos-
ta. Foram associados a menor resposta, para além de genétipo 1 e viremia elevada, a maior diver-
sidade de quasiespecies, as variagdes na sequéncia NSBA- interferon sensitivity determining
domain. Vdrios estudos tém tentado identificar factores do hospedeiro na resposta a terapéutica
como a raga (Cheung et al., 2005), expressdo génica, (Chen et al., 2005) (Shackel et al., 2002) ,
(Smith et al., 2003), alelos HLA- DRB (Jiao & Wang, 2005), HLA classe I (Romero-Gomez et al.,
2003), polimorfismos de genes de citocinas como interferdo-y (Dai et al., 2005), TNF-a (Yu et al.,
2003), (Larrea et al., 1996), (Rosen et al., 2002b), (Schiemann et al., 2003), de genes de resposta
ao interferdo (Patzwahl et al., 2001). A andlise de expressdo génica por microarrays permitiu
usar 8 genes como discriminadores de resposta (Chen et al., 2005). Os niveis de citocinas e de
supressores das suas vias de sinalizagdo (SOCS, IP-10) pré-tratamento também se poderdo cor-

relacionar com a resposta.
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Contudo desconhece-se porque é que para o mesmo gendtipo e carga viral semelhante
diferentes hospedeiros tém diferentes respostas ao tratamento.
O trabalho desenvolvido tem como objectivo contribuir para o estudo de factores do hos-

pedeiro na HC.



II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Uma estimativa da prevaléncia da infecgdo pelo virus da hepatite C (VHC) foi reportada
pela OMS em 1999 (1999). Ressalta-se que 134 paises relataram as suas estimativas enquanto 57
ndo o fizeram. Os paises africanos reportaram prevaléncias médias de 5,3%, seguidos dos paises
do Mediterrdneo Oriental com 4,6%. As estimativas mais baixas foram da Europa (1%) e dos
Estados Unidos (1,7 %). A prevaléncia global é de cerca de 3% (170 milhdes de infectados). A
transmissdo da infecgdo estd intimamente relacionada a exposigdes parenterais com o virus.

A hepatite C crénica (HC) é um problema de satlde e econdmico importante devido ao n°
de individuos afectados e ds complicagbes potencialmente mortais da hipertensdo portal, insufi-
ciéncia hepdtica e risco de carcinoma hepatocelular. Foi descrita em 1973 como uma hepatite
associada a transfusdes e ndo provocada pelo virus da hepatite A ou pelo virus da hepatite B.

O (s) mecanismo (s) de inflamagdo, necrose e fibrose ndo estdo completamente esclareci-
dos e sdo drea de intensa investigagdo. Ciclos continuos de destruigdo de hepatécitos podem con-
duzir a fibrose, e ao seu estadio terminal, a cirrose. Estes acontecimentos secunddrios envolvem
factores dependentes do virus e do hospedeiro que perturbam as normais fungdes de reparagdo,
metabolismo lipidico, apoptose e promogdo do crescimento. Estas interacgdes complexas poderdo

explicar as diferengas observadas na histéria natural e na resposta a terapéutica.

A. O Virus da Hepatite C
O virus da Hepatite C é um virus hepatotropico, capsulado, de ARN de cadeia simples
positiva com 9,6 kb. Foi identificado em 1989 por Choo et al. E classificado no género Hepacivirus
e na familia dos Flaviviridae (Choo et al., 1989). Os (nicos hospedeiros susceptiveis conhecidos
stio os humanos e chimpanzés. As particulas do VHC tém entre 40-60 nm de didmetro e existem
sob forma de uma populagdo heterogénea no sangue, reflectindo a sua associagdo a imunoglobuli-

nas e lipoproteinas.
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O genoma é semelhante ao dos flavivirus e pestivrus, codifica uma dnica zona codificante
(open-reading frame) e tem zonas altamente conservadas ndo traduzidas (UTR) nas extremidades
5e 3. A UTR da extremidade 5° participa no inicio da sintese proteica através de mecanismo
de entrada na /nternal ribossomal entry site. A UTR da extremidade 3" tem estrutura secunddria
extensa que provavelmente desempenha papel na replicagdo viral.

A zona codificante codifica cerca de 3000 aminodcidos. Os genes do nlcleo (core) e de
duas proteinas do envelope E1 e E2 estdo localizados na extremidade N-terminal. Os genes ndo
estruturais NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, e NS5B estdo na extremidade C-terminal. As pro-
teinas estruturais sdo processadas por peptidases do hospedeiro, enquanto a clivagem das ndo
estruturais € catalisada por proteases codificadas pelo VHC (Choo et al., 1991).

As proteinas estruturais fazem parte dos virides. O core forma a nucleocdpside e as pro-
teinas E1 e E2 sdo componentes do envelope lipidico. As proteinas NS2 e NS3 sdo proteases
codificadas pelo VHC importantes na clivagem de proteinas ndo estruturais. A NS3 tem ainda
fungdo de helicase desempenhando papel na replicagdo. NS4A e NS4B sdo provavelmente compo-
nentes do complexo replicase. A NS5A é uma fosfoproteina que foi implicada na sensibilidade ao
IFN (interferdo). A NS5B € a polimerase do ARN dependente do ARN (Lindenbach & Rice, 2005).

Hd trés candidatos a receptor do VHC: o CD81, o receptor das LDL e um receptor tipo
scavenger classe B (Andre et al., 2005). Apds entrada na célula, as nicleocdpsides do VHC vdo
para o citoplasma onde o ARN viral funciona directamente como ARN mensageiro para a tradugdo
da sua longa poliproteina. A replicagdo ocorre em complexos de replicagdo associados a membra-
nas que no citoplasma formam uma rede membranar perinuclear. Os plasmideos com ARN saiem
dessas membranas para vesiculas citoplasmdticas que se fundem com a membrana plasmdtica
(Rehermann & Nascimbeni, 2005).

O seu genoma funciona como molde para a sua replicagdo e também como ARN mensageiro

viral. A replicagdo ocorre através de um intermedidrio (-) num compartimento ligado a membrana
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e que contém ARN intermedidrios de cadeia dupla. Feita a sua tradugdo surge uma poliproteina
com cerca de 3000 amino-dcidos que é processada por proteases celulares e virais em proteinas
estruturais (componentes do virus maduro) e ndo estruturais.

Apresenta elevada capacidade replicativa associada a falta de capacidade de verificagdo
de erros da sua polimerase tal como acontece noutros virus de ARN. Produzem-se 10" virides por
dia (100 vezes mais do que o HIV) com uma semi-vida de cerca de 3 horas (Lindenbach & Rice,
2005). A taxa estimada de substituigdes de nucleotideos é de 10 substitui¢ées/ locus/ ano.

Com base na sequéncia gendmica identificaram-se 6 genotipos e mais de 100 subtipos. O
teste padrdo para determinagdo do genotipo € a sequenciagdo directa de partes das regides E1 ou
NS5B. Os genotipos diferem entre si em 30-35% da sua sequéncia nucleotidica. Dentro de cada
genotipo, identificam-se vdrios subtipos que diferem na sequéncia nucleotidica em 20-25%. Todos
os gendtipos de VHC partilham uma determinada organizagdo do genoma, uma replicagdo envol-
vendo complexo de replicase ligada & membrana e citoplasmdtica. Os estudos de sequenciagdo de
quasiespecies indicam que a pressdo do sistema imune do hospedeiro pode levar a selecgdo de
variantes capazes de persistir ou resistir as acgdes do IFN. Apesar de frequéncia varidvel nas
populagdes, uma sequéncia na regido NS5A denominada /interferon sensitivity determining domain
foi associada ao tipo de resposta a terapéutica (Schinkel et al., 2004). Na Europa e Estados Uni-
dos da América predominam os genotipos la e 1b seguidos dos genétipos 2 e 3.

Os modelos de estudo do VHC estdo indicados ha Quadro 1. Até hé 2 anos os modelos dis-
poniveis permitiam uma replicagdo pouco intensa de tal modo que eram necessdrias técnicas de
RT- PCR em tempo real para detectar a infecgdo. Os sistemas baseados na auto-replicagdo de
minigenomas em linhas celulares de hepatoma permitem rastrear se novos fdrmacos tém acgdo
antiviral. Em 2005 vdrios grupos conseguiram obter o crescimento eficaz do VHC em culturas

celulares. Isolaram VHC de doente com hepatite fulminante que se replica em células de hepato-
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ma Huh7 sem mutagdes adaptativas. Foi pela primeira vez possivel observar virides provenientes
de culturas celulares usando microscopia electrénica (Zeisel & Baumert, 2006).

Quadro 1
Modelos de estudo do VHC
In vitro
Transcrigdo- tradugdo /7 vitro
Sistemas de expressdo transitéria em células
Transfecgdo de linhas celulares (expressdo constitutiva ou induzivel)
Pseudoparticulas retrovirais com glicoproteinas funcionais do VHC
Réplicas (sub-gendmicas/ totais; estdveis/ transitérias)
Virus quiméricos (polio-VHC)
Virus relacionados (ex: BVDV)
In vivo
Ratos transgénicos
Modelos de ratos imunodeficientes/ reconstituigdo hepatocelular
Chimpanzé (Pan troglodytes)
Tupaia belangeri chinensis?
Tamarindos infectados com GBV-B
Adaptado de (Moradpour & Rice, 2007)

O VHC tem um sucesso notdvel. Tipicamente produz uma infecgdo persistente que, a hdo
ser que seja interrompida por terapéutica, persiste durante toda a vida do individuo ocorrendo
muitas oportunidades de transmissdo dentro da populagdo humana. Este sucesso estd ligado a
capacidade do virus evadir e antagonizar a resposta imune do hospedeiro e resistir as acgées
antivirais do IFN. (Gale, Jr. & Foy, 2005)

A acgdo dos interferdes em células infectadas por virus e tecidos circundantes provoca
um estado antivirico que ¢ caracterizado pela expressdo e actividade antiviral de genes estimula-
dos pelo interferdo. Por seu lado os virus t€m mecanismos e diversas estratégias que se contra-
pdem a resposta do hospedeiro e permitem uma replicagdo eficiente, minimizando o poder tera-
péutico antivirico dos interferdes.

A compreensdo da complexa rede de processos celulares antiviricos e interacgdes virus-
hospedeiro deverd ajudar ha compreensdo da histéria natural e na identificagdo de novos alvos

terapéuticos.



Revisdo Bibliografica = 7

As tecnologias emergentes da gendmica funcional, bioinformdtica e outras participardo

neste estudo (Quadro 1 e Figura 1).

Transporte e
libertagso

Ligaglo ao receptor w

e endocitose

Fusfio e
"uncoating

Farmagho
dos viries

Traduglic e e
processamento poliproteico

Figura 1: ciclo de vida do VHC. Adaptado de (Lindenbach & Rice, 2005)

B. Evolugao da Hepatite C crénica

A infecgdo pelo VHC é um processo altamente dindmico em que a semi-vida do virus é de
apenas algumas horas e a produgdo média didria e depuragdo é de mais de 10 2 de virides' (Linden-
bach & Rice, 2005).

Para além de factores virais e ambientais comportamentais, pensa-se que a diversidade
genética contribui para o espectro da evolugdo clinica dos doentes cronicamente infectados com
o VHC.

As interacgdes VHC-hospedeiro regulam a resposta do hospedeiro e afectam a evolugdo
da infecgdo pelo VHC (Gale, Jr. & Foy, 2005). O VHC desencadeia uma resposta mediada imunolo-
gicamente que ou rapidamente o depura ou evolui para a cronicidade. Evoluem para a cronicidade

60 a 80% das infecgdes pelo VHC no adulto.
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Os conhecimentos actuais permitem estabelecer um modelo de interac¢do e adaptagdo
viral que constitui a base da infecgdo crdnica como estd esquematizado na Figura 2. A transmis-
sdo do VHC para um novo hospedeiro desencadeia uma enorme pressdo para adaptagdo do virus ao
seu novo hospedeiro e para controlar a resposta deste. Variantes altamente eficazes vdo conse-
guir bloquear sinalizagdo via RIG-I (retinoid acid-inducible gene I) e TLR3 (tol/ like receptor 3)
do hospedeiro através da protease NS3/4A. Apenas 15 a 25% das exposigdes evoluem para a
resolugdo da infecgdo aguda. A resposta do hospedeiro pressiona para a selecgdo de quasiespe-
cies que mantém sucesso ha evasdo viral, interagindo com as vias de sinalizagdo RIG-I, TLR3, IFN
e ISG (interferon stimulated genes), atenuando desta forma nos vdrios niveis a acgdo do IFN

(Gale, Jr. & Foy, 2005).

Exposi¢ao ao HCV
Infecgdo resolvida
I 15-25% dos casos
[ Infeccdo aguda ]
1 I
X Produgéo de IFN/ expressdo ISG
[lnterferéncia de sinalizagdo por NS3/4A ]
|
| Adaptagao viral |
|
[ Bloqueio da resposta do hospedeiro- Interferéncia das proteinas virais ]
i
[ Produgio atenuada de IFN ]
[ Persisténcia da infecgdo e evasdo das acgdes do IFN ]

Figura 2: interacgoes VHC-hospedeiro que regulam a resposta do hospedeiro e con-

dicionam a evolugdo da infecgdo

A histéria natural da HC (Hepatite C crénica) é caracterizada por uma progressdo da
doenga muito varidvel e a cirrose pode desenvolver-se em média apés 30 anos em 1/3 dos doen-
tes.

A gravidade da HC varia desde uma fase de infecgdo crénica assintomdtica até a cirrose

hepdtica e desenvolvimento de carcinoma hepatocelular.
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Infecgdo aguda m Infecgdo cronica 20% Cirrose
I @7

Resolugao espontinea Progressdo lenta

FIBROSE E ViRUS DA HEPATITE C

Independentemente do estimulo inicial o aumento da produgdo de colagénio tipo I é um
marcador comum de doengas fibréticas em vdrios érgdos.

A fibrose hepdtica refere-se a formagdo de um tecido de cicatrizagdo resultando de
desequilibrio entre fibrogénese e fibrdlise. A progressdo da fibrose é varidvel e positivamente
influenciada pela gravidade e duragdo da doenga hepdtica, contudo permanece muito dificil avaliar
o risco individual.

Os riscos de fibrose e a sua histéria natural na HC foram avaliados em grandes estudos
clinicos que incorporam avaliages padronizadas (Poynard et al., 2001). A progressdo da fibrose
na HC determina o prognéstico final e a necessidade e a urgéncia de terapéutica. Os factores
relacionados com lesdo hepdtica mais grave sdo a idade a data da infecgdo, o sexo masculino, a
obesidade, a diabetes mellitus, o dlcool, a co-infecgdo com VHB/VIH. No Quadro 2 descrevem-se
os factores associados e os potencialmente associados a progressdo rdpida de fibrose.

Quadro 2: Factores de progressdo mais rapida da fibrose na HC

Associados Provdveis
Sexo masculino Esteatose
Duracdo da infec¢do Resisténcia & insulina
Idade a data de infecgdo (mais velhos) Elevada heterogeneidade viral
Consumo excessivo de dlcool VHC genétipo 3
Imunossupressdo Tabagismo

(portadores de érgdo transplantado)
Co-infecgdo VIH
Excesso de peso
Estadio de fibrose inicial mais avangado
Estadio inicial de necroinflamagdo elevado
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A fibrogénese na HC é multifactorial e envolve a lesdo imunomediada, a inflamagdo, a
activagdo de células produtoras de matriz extracelular. Os factores genéticos e epigenéticos
poderdo influenciar a extensdo, a gravidade e a tfaxa de progressdo da fibrose.

Friedman descreveu trés fases bioldgicas na fibrose hepdtica: de inicio um estimulo con-
duz a transdiferenciagdo de células estreladas quiescentes em células com fendtipo activado; a
perpetuagdo com a proliferagdo destas células e a acumulagdo de matriz extracelular, e se ocor-
rer resolugdo as células estreladas activadas sofreriam apoptose (Friedman, 2004).

As fontes celulares da fibrose sdo diferentes tipos de células designados por células
estreladas activadas (pericitos) e/ou miofibroblastos hepdticos. Estes dois tipos celulares tém
caracteristicas fenotipicas e funcionais semelhantes. As células estreladas quiescentes armaze-
nam e controlam a libertacdo de retinoides, controlam o turnover de matriz extracelular e o flu-
X0 sanguineo, mantém a homeostasia nos sinuséides hepdticos e podem actuar libertando ou res-
pondendo a neurotransmissores. Acumulam-se e proliferam nas dreas de necrose, respondem a
hipoxia, segregam citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas, proteinas da matriz extracelular e
inibidores de colagenases. A imunocitoquimica para actina - a do musculo liso identifica ou células
estreladas ou miofibroblastos activados. A sua distingdo permanece assunto controverso. A andli-
se protedmica levou a identificagdo de STAP (stellate cell activation associated protein) ou cito-
globina que é exclusivamente expressa em células estreladas activadas e que é uma proteina da
superfamilia das globinas como por exemplo a hemoglobina e a mioglobina (Asahina et al., 2007).

Vérios dados apoiam a hipétese de serem sobretudo factores do hospedeiro a condiciona-
rem a progressdo da fibrose na HC: (1) auséncia de relagdo entre carga viral ou genétipo com a
gravidade da fibrose, embora afectem o resultado da terapéutica antiviral, (2) polimorfismos de
promotores de fibrose como TGF-p e do sistema renina angiotensina (enzima conversora, angi-
tensinogénio e receptores da angiotensina) correlacionam-se com o risco de fibrose, e (3) o fend-

tipo imune do hospedeiro com evolugdo mais rdpida da fibrose nos imunodeprimidos(Rockey &
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Friedman, 2006) (Friedman et al., 2007). A fibrose é um processo que também serd orientado
pelo sistema imune (Bhogal & Bona, 2005). Em ratos verificou-se que a polarizagdo para Th2 tem
correlagdo com o potencial fibrogénico (Shi et al., 1997). Num modelo de lesdo hepdtica por
tetracloreto de carbono, os animais com deficiéncia de linfécitos B apresentam formas atenuadas
de fibrose (Novobrantseva et al., 2005).

As caracteristicas histoldgicas fundamentais da HC sdo: (1) expansdo marcada e difusa
dos tractos porta por um infiltrado predominantemente linfocitico com minimo extravasamento
(necrose em ponte) para os lIébulos adjacentes, frequentemente com agregados linfoides, (2)
vdrios graus de lesdo ductular e perda focal de ductos, (3) graus varidveis de esteatose e (4)
hiperplasia das células sinusoidais (Lefkowitch et al., 1993). A designhada triade do VHC, ié folicu-
los linfoides portais, lesdo do ducto biliar e esteatose, permitia o diagnéstico histolégico de
hepatite ndo-A ndo-B na era pré-serologia.

Os niveis séricos elevados e a maior expressdo hepdtica de mediadores pré-inflamatdrios
(TNF-a e IL-8) demonstram a activagdo de células pré-inflamatérios contribuindo para hepatite
persistente e lesdo progressiva. Os linfécitos T citotéxicos desempenham um papel essencial na
resposta imunoldgica contra o VHC bem como na lesdo hepdtica.

Na maioria dos tecidos a produgdo basal de citocinas é baixa ou ausente. Quando, estimu-
los fisiolégicos ou patolégicos activam as células, aumenta a produgdo de citocinas que no final
orquestram a resposta tecidular ao estimulo. As citocinas sdo mediadores de inflamagdo, morte
celular, colestase, fibrose e regeneragdo tecidular.

Os efeitos mediados por processos citopdticos e os de mediagdo imunoldgica estardo
envolvidos na patogénese da HC. Em concorddncia com estas observagdes estd o facto de nas
situagbes de imunodeficiéncia como a infecgdo VIH, deficiéncia de imunoglobulinas e receptores
de érgdos transplantados a taxa de progressdo ser mais rdpida do que nos imunocompetentes. Ha

evidéncia indirecta que produtos do VHC causam lesdo citopdtica. Hd evidéncia indirecta de a
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lesdo hepdtica coincidir com desenvolvimento de resposta imunoldgica do hospedeiro e ndo com a
replicagdo viral nos individuos imunocompetentes (Rosen, 2006).

A produgdo de TNF-a é um dos eventos mais precoces em muitos tipos de lesdo hepdtica,
desencadeando a produgdo de outras citocinas que recrutam células inflamatérias, matam hepa-
técitos, e iniciam resposta de cicatrizagdo hepdtica. Apesar do papel central do figado normal na
metabolizagdo de drogas e xenobidticos, a sua exposigdo a espécies reactivas de oxigénio e endo-
toxinas bacterianas ndo desencadeia a transcrigdo de TNF-a ou de IL-10 que permanecem quase
indetectdveis. A administragdo de TNF-a a animais ou a incubagdo de hepatdcitos com TNF-a /n
vitro promove a sua proliferagdo e ndo a sua morte. Se apds hepatectomia parcial for abolido o
TNF-a (uso anticorpos neutralizantes ou animais sem receptores do TNF-a tipo I) ndo ocorre
regeneragdo hepdtica, indicando que esta ¢ iniciada por activagdo de receptores do tipo I pelo
TNF-a. A hepatite alcodlica severa € o protétipo de doenga associada ao TNF-a.

O papel do TNF-a na regulagdo e na replicagdo do VHC ndo é bem conhecido. Relativamen-
te a sua fungdo imune na HC, é para além da perforina e Fas, um mediador chave dos linfécitos T
citotéxicos envolvidos na eliminagdo de células infectadas pelo VHC. Por imunohistoquimica
demonstrou-se a presenga de TNF-a nos infiltrados mononucleares (Kinnman et al., 2000). Pode
contribuir para a fibrose através da activagdo de células de Kupffer e macréfagos residentes
conduzindo a produgdo de TGF-p, um mediador fundamental da fibrogénese. Foram descritos na
literatura vdrios casos evidenciando que a neutralizagdo do TNF-a ndo é prejudicial em doentes
com HC. Num estudo foi usado etanercept (receptor solivel do TNF-a, com acgdo de isco-decoy)
como adjuvante na terapéutica com IFN e ribavirina. As 24 semanas a viremia era nula em 63%
do grupo IFN + ribavirina + etanercept versus 32% no grupo IFN+ ribavirina (p=0,04) (Zein,

2005).
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C. O Figado como Orgao Imunolégico

As caracteristicas anatdmicas e imunoldgicas deste 6rgdo sdo dnicas. O fluxo sanguineo
rico em antigénios provenientes do tubo digestivo passa pela rede de sinuséides hepdticos onde é
"rastreado” por células apresentadoras de antigénios e linfécitos. Alguns autores dividem a popu-
lagdo de linfdcitos hepdticos (residentes) em células T (63%), células B (6%) e células NK (31%).
Por sua vez, as células T dividem-se em células T convencionais (CD8+ e CD4+) e populagdo “ndo
convencional”. Esta dltima inclui células com marcadores NK (NKT) ou sem estes marcadores

(células T com TCR y3) (Racanelli & Rehermann, 2006).
Na Figura 3 descrevem-se as especificidades da composigdo celular hepdtica (Mackay,
2002). As células NKT (pit cells), as T com expressdo TCR e as T CD8 a + p- presentes no figado

sdo raras no sangue periférico.
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celulardo
Figado nurmal
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Figura 3: composigdo relativa de cada componente celular no figado normal. (x)% do

mesmo componente no sangue periférico
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Os linfécitos hepdticos estdo dispersos no parénquima e tfambém nos espagos porta. A
populagdo de linfdcitos hepdticos é mais rica em células efectoras da imunidade inata, células
natural Killer (NK) e células NKT que sdo cerca de 30% desta populagdo. As células NK tém acti-
vidade citolitica potente contra células infectadas por virus ou células tumorais. A sua activagdo
¢ regulada por receptores activadores ou inibidores, mas a inibigdo € o sinal dominante. As células
T v3 podem constituir 15-25% de todos os linfocitos T intra-hepdticos, possuem receptores
(TCR) oligoclonais que reconhecem um ndmero limitado de antigénios como proteinas de stresse e
antigénios ndo proteicos.

A populagdo de células apresentadoras de antigénios residente inclui as células de Kupf-
fer, as células endoteliais dos sinusdides (cerca de 50% da massa ndo parenquimatosa) e células
dendriticas residentes. Estas (ltimas tipicamente estdo localizadas a volta das veias centrais e
nos tractos portais. Num figado sauddvel as células dendriticas sdo predominantemente imaturas.
As células de Kupffer e as células endoteliais sinusoidais exprimem constitutivamente IL-10 e
TGF-p, mas a sua produgdo destes também é induzivel nas células estreladas. As células dendriti-
cas imaturas inibem a proliferagdo e a produgdo de citocinas pelos linfécitos através de CTLA-4 e
PD-1. Assim existe um microambiente "tolerante” (Racanelli & Rehermann, 2006).

As células NK hepdticas contribuem para a modulagdo do balango da produgdo de citocinas
pré-inflamatérias (Thl) e anti-inflamatérias (Th2). Como por defeito estas células estdo inibidas,
o seu limiar para a activagdo € menor na auséncia de ligandos como MHC classe I que se ligam aos
receptores inibitérios. Na auséncia de sinais inibitérios e na presenca de IFN tipo I hd activagdo
destas células com consequente lise de células-alvo. A activagdo das células NK compreende tam-
bém a produgdo rdpida de IFN-y, que estimula hepatdcitos e células endoteliais a produzirem a
quimiocina CXCL9 promovendo o recrutamento de mais células T para o figado (Racanelli &

Rehermann, 2006).
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Os linfécitos circulantes entram facilmente em contacto com antigénios que lhes sdo
apresentados por células de Kupffer, células endoteliais e células dendriticas residentes, porque
os sinuséides hepdticos sdo fenestrados e ndo possuem membrana basal (Racanelli & Rehermann,
2006). Como o didmetro dos sinuséides é pequeno, elevagdes minimas da pressdo no sistema porta
e perturbagdes no fluxo sinusoidal causam estase, aumentam o contacto entre linfécitos e células
apresentadoras de antigénios e promovem a extravasdo de linfécitos.

A protecgdo mediada por células T contra virus hepatotrdpicos e bactérias depende da
existéncia de células T efectoras CD8+, permitindo manter uma resposta que controle a emer-
géncia e disseminagdo de um virus. As células T CD8 "naive" e em repouso estdo localizadas em
compartimentos linfoides secunddrios e necessitam de 2 sinais independentes para a sua total
activagdo. O primeiro sinal € um peptideo MHC de classe I e o TCR (receptor de células T). O
segundo sinal, de co-estimulagdo, € independente do receptor de antigénio e é critico para permi-

tir a total activagdo e diferencia¢do da célula T CD8+ (Racanelli & Rehermann, 2006)

D. A Resposta Imunolégica na Hepatite C crénica

O organismo € inicialmente defendido por respostas imunes inatas, que conseguem contro-
lar agentes patogénicos com certos padrdes moleculares (PAMP) ou que induzem a produgdo de
IFN. Operando através de receptores codificados no genoma, ndo permitem a formagdo de
memdria. Por outro lado, a caracteristica mais importante da imunidade adaptativa é a memaria
duradoura relativamente a um patogénio especifico.

Apés infecgdo pelo VHC, a replicagdo continua e particulas virais sdo constantemente
libertadas para a circulagdo. A expressdo de IFN e de genes induzidos pelo IFN é detectdvel
pouco tempo apds a infecgdo aguda (Chisari, 2005).

A resposta inicial envolve células de imunidade inata como NK, NKT, macréfagos residen-
tes e células dendriticas que produzem IFN. Os macrofagos residentes e células dendriticas ima-

turas de figados infectados sdo capazes de processar antigénios do VHC (Szabo & Dolganiuc,
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2006) e apresentd-los a outras células do sistema imune. Na presenga de antigénios viricos as
células dendriticas imaturas sdo induzidas a migrar para gdnglios linfdticos regionais transfor-
mando-se em células maduras com capacidade de activar linfécitos T e influenciar a polarizagdo
da resposta de linfécitos T CD4 em tipo Thl (linfécito T citotdxico, secregdo de IL-2, IFN, TNF-
a) ou Th2 (activagdo de linfdcitos B, produgdo de anticorpos e citocinas: IL-4, IL-5, IL-10,IL-13).

O papel de células T CD4 especificas ha erradicagdo do VHC foi descrito na HC e na
hepatite C aguda. Estas células ndo sdo mediadoras de lesdo mas sdo criticas na facilitagdo de
outros mecanismos imunoldgicos como a acgdo de linfécitos CD8. As células T citotéxicas induzi-
das por antigénios recrutadas para o figado sdo criticas para a erradicagdo de células infectadas

por virus (Bowen & Walker, 2005).

D.1. Resposta imunoldgica inata na infecgao pelo VHC

Para que o sistema imune inato responda apropriadamente a presenga de um agente pato-
génico, receptores de reconhecimento de padrdo do hospedeiro (PRR) té€m de detectar padrées
moleculares associados ao agente (PAMPs).

Os elementos da familia TLR (to// /ike receptors) sdo componentes fundamentais da imu-
nidade dos mamiferos, constituindo parte do sistema de vigildncia mais precoce na resposta a
infecgdo. A sua activagdo desencadeia a imunidade inata e € crucial ha indugdo de imunidade adap-
tativa Th1/Th2 (Parker et al., 2007), (Bowie, 2007). As vias de sinalizagdo activadas pelos TLR
levam a indugdo da produgdo de citocinas e de IFN tipo I (Szabo & Dolganiuc, 2006).

O TLR3 reconhece ARN de cadeia dupla, TLR 7 e 8 reconhecem ARN de cadeia simples, o
TLR9 reconhece ADN CpG e ADN viral. Outros TLR (2 e 4) interagem com proteinas virais espe-
cificas e também desencadeiam a produgdo de IFN.

Vdrias helicases de ARN citoplasmdticas pertencem a este sistema de detecgdo de intru-

sdo, como RIG-I (retinoid acid-inducible gene I) e MDA-5 (melanoma-differentiation- associated

gene 5).
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O PKR (protein-kinase R) é outro detector intracelular de ARN ds e de poli(I:C) (um ARN
ds sintético usado para mimetizar infecgdo viral). A sua fungdo principal € inibir a tradugdo do

ARNmM do hospedeiro através da fosforilagdo de factor de iniciagdo da tradugdo eIF2a.

Inducao da producéo de IFN de tipo |

O reconhecimento do VHC, neste caso ARN ds (+), intermedidrio na replicagdo do ARN de
cadeia simples do VHC, é feito por 2 vias: uma dependente de TLR3 e outra independente deste.

O TLR3 estd presente nos hepatécitos e vdrias células epiteliais como as células dos duc-
tos biliares, e pode localizar-se em endossomas ou ha superficie celular. O TLR8 existe em
endossomas e reconhece ARN de cadeia simples. Ao contrdrio de outros TLR, a via de sinalizagdo
do TLR3 é independente do adaptador Myd88 (myeloid differentiation primary response gene
88) e usa TRIF (to/l-interleukin factor) para a transdugdo de sinal. Na via independente doTLR3,
o reconhecimento do VHC é feito por helicases citoplasmdticas, RIG-I, MDAD. Estas duas vias
conduzem a produgdo de IFN ftipo I e de citocinas pré-inflamatdrias. (Szabo & Dolganiuc, 2006)

As vias que envolvem o RIG-I ou a TLR-3 conduzem a fosforilagdo e activagdo de IRF-3
(interferon regulatory factor 3) por cinases TBK1 ou IKK-¢ (cinase de IB induzivel-¢). Também ha
libertagdo do NFkB do seu inibidor (IkB). O dimero de IRF-3 fosforilado transloca-se para o
ndcleo onde interage com factores de transcrigdo como CBP/p300 (creb binding protein) e liga-se
ao dominio positivo regulador (PRD) no promotor dos genes alvo do IRF-3.

A activagdo do IRF-3 conduz a produgdo e secregdo de IFN-p pela célula infectada.

A ligagdo do IFN-p aos receptores de IFN a/p leva a activagdo das cinases proteicas
associadas a estes receptores, Tyk 2 e Jakl que conduzem a fosforilagdo em tirosinas e a forma-
Gdo de heterodimeros STAT1 - STAT2 e formagdo de complexo com IRF-9 designado por ISGF3.
Este complexo ISGF3 migra para o hicleo onde se liga a elementos de resposta dos genes alvo
(ISRE) conduzindo a expressdo de ISG (interferon sensitive genes), os efectores genéticos da

resposta do hospedeiro. (Gale, Jr. & Foy, 2005)
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O IRF-7 é simultaneamente um factor de transcrigdo e um ISG. E activado através de via
de sinalizagdo como PAMP viral. A sua fosforilagdo, dimerizacdo e heterodimerizagdo com IRF-3
permitem a sua ligagdo a elementos de resposta VRE (virus response element) na regido promoto-
ra de genes do IFN- a ampliando o sinal para expressdo de ISG. Ha tfambém aumento da quanti-
dade de RIG-I e outros componentes das vias de reconhecimento de PAMP amplificando a produ-
¢do de IFN e a resposta do hospedeiro. (Gale, Jr. & Foy, 2005)

Apés a infecgdo, o 1° IFN expresso é o IFN-p em resposta a activagdo do factor de res-
posta ao interferdo IRF-3 (Interferon response factor-3). Depois o IFN-p estimula as células
vizinhas, activando a transcrigdo de IRF-7 e IRF-8, levando a expressdo de IFN-a e amplificando
a resposta de IFN do hospedeiro. (Gale, Jr. & Foy, 2005).

As proteinas do nicleo e NS3 do VHC activam mondcitos de modo dependente de TLR2,
activando IRAK1 com consequente activagdo de p38 MAPK e translocagdo para o nicleo do NFkB.
A proteina do core também induz, através mondcitos e TLR2, o aumento da proliferagdo dos lin-
focitos B, o que pode favorecer o desenvolvimento de crioglobulinemia mista essencial associada

ao VHC. Os portadores desta associagdo té€m polarizagdo Thl (Loffreda et al., 2003).

D.2. Os interferées e suas vias de sinalizagao

Os varios tipos de interferées

Os interferdes conhecidos pelas propriedades antiviricas sdo fambém potentes modula-
dores do crescimento celular e imunomoduladores, regulando respostas inatas e adaptativas. Foi
demonstrada a importante relagdo cruzada entre as vias reguladoras celulares e apoptose, infla-
magdo e resposta ao stresse (Billiau, 2006).

Ha 3 tipos principais de interferdes - I, IT e III. Os do tipo I (a, p, €, k, w, T) interagem
com receptor formado por 2 cadeias (IFNR-1, IFNR-2). O tipo IIT inclui o IFN-4, IL-28, IL-29,

interagem com o receptor 1 do IFN A e com a cadeia IL-10R2.
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A maioria das células é capaz de produzir IFN a e p que sdo os mais bem caracterizados
do tipo I, sendo a sua principal fonte as células plasmocitoides dendriticas. O IFN-y (tipo IT) s6
¢ produzido por determinadas células do sistema imune onde se incluem células NK, células Thi,
células CD8+ citotdxicas. Ha 14 genes diferentes de IFN -a, mas apenas um gene do IFN- p e um
gene do IFN- vy (Young, 2007).

Os inteferdes tipo I e IT medeiam os seus efeitos através da interacgdo com receptores
especificos e ndo redundantes. Os ratos knockout para receptores a/p ou para receptores do
IFN- y ndo conseguem estabelecer resposta imune eficaz.

A existéncia destas familias de genes leva-nos a considerar que o hospedeiro desenvolveu
mecanismos para limitar a extensdo da resposta ao IFN. Os do tipo ITT induzem perfil semelhan-
te de genes aos do tipo I, mas a resposta ao IFN tipo IIT é mais limitada pois os seus receptores
s6 se exprimem num nimero limitado de tipos celulares. (Ank et al., 2006)

Os IFN tipo I combatem os virus directamente através da inibi¢do da sua replicagdo e
indirectamente estimulando a resposta imunoldgica inata ou adaptativa. Por exemplo induzem a
citotoxicidade directa das células NK.

O IFN-y tem efeitos antiviricos potentes contra a replicagdo do VHC nos sistemas de cul-

tura (Frese et al., 2002).

Vias de sinalizacdo do interferao

A via activada apés interacgdo de IFN tipo I com o seu receptor é considerada um modelo
de sinalizagdo das citocinas. Os receptores dos interferdes ndo té€m actividade enzimdtica, mas
desencadeiam uma via de sinalizagdo complexa que culmina na transcrigdo de centenas de genes
denominados de genes estimulados pelo interferdo (sindnimo de genes de resposta).

As vias de sinalizagdo e genes de resposta sdo importantes no desfecho da infecgdo viral

e ndo apenas a elevagdo dos niveis de IFN.
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A ligagdo dos IFN aos receptores despoleta a actividade de 2 cinases associadas a estes
receptores, Jakl e Tyk2. Estas cinases fosforilam as proteinas Signal Transducer and Activator
of Transcription (STAT), que formam complexo com outra proteina IRF-9. Este complexo desig-
nado por ISGF3 entra no nicleo e liga-se a sequéncias especificas (Interferon Stimulated Res-
ponse Element, ISRE) na regido promotora de miltiplos genes. Centenas de genes sdo expressas
em resposta a activagdo de STAT por IFN tipo I. Outros membros da familia STAT sdo activa-
dos pelos IFN, incluindo STAT3, STAT 4 e STAT5 desencadeando um reportério mais vasto de
activagdo de genes.

O IFN também induz a expressdo de proteinas que inibem a actividade do IFN. Os
Supressor of Cytokine Signalling (SOCS) inibem a activagdo de STAT e a Protein Inhibitor of
Activate STAT (PIAS) bloqueia a actividade transcricional de STAT (Gale, Jr. & Foy, 2005).

A andlise de expressdo de genes estimulados pelo IFN por RT-PCR quantitativa em chim-
panzés mostra que durante a infecgdo para além de produgdo enddgena de ISG hd também uma
indugdo exagerada de SOCS-3 (supressor of cytokine signalling-3), directamente por mecanismo

viral ou através de factor soltvel como IL-6.

Efeitos do interferao

O efeito principal do IFN € a indugdo de genes com actividade antiviral. Genes como PKR
(proteina cinase R), MxA, ARNse L/2-50AS e helicases de ARN foram caracterizados. De forma
surpreendente os IFN tipo I ndo t€m a mesma poténcia quanto a sua capacidade antiviral apesar
de interagirem com os mesmos receptores.

Os IFN ftipo I possuem efeitos antiproliferativos e apoptéticos. Também aqui existem
diferencgas entra as vdrias subespécies, embora a relativa poténcia neste efeito ndo se correla-

cione com o efeito antivirico.
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Os IFN tipo I diferem também na capacidade de indugdo de produgdo de IFN-y e de
indugdo actividade litica pelas células NK. Desconhecem-se os motivos porque isto acontece
(Takaoka & Yanai, 2006).

Reflectindo uma intima relagdo entre virus e hospedeiro, as células deste desenvolveram
mecanismos de sinalizagdo para detectar e responder as infecgdes viricas, envolvendo o didlogo
entre diferentes vias celulares para modular a expressdo e o efeito antiviral dos interferdes e
produtos de genes induzidos pelos interferdes.

Apds infecgdo virica, os genes do IFN- a e p ndo t&€m o mesmo nivel de expressdo ou a
mesma cinética. Parece existir retrocontrolo positivo que € crucial e dependente de quantos IRF
controlam a expressdo. Mas poderd ser mais complexo do que uma mera ansa de refrocontrolo
positivo. Os IFN a 4 e p sdo induzidos precocemente através da acgdo do IRF3. Mas os outros
interferdes necessitam que a IRF seja sintetizada e activada, pois ao contrdrio da IRF3 ndo estd
constitutivamente activada e necessita de activagdo transcricional pela JAK/STAT. OIFN ase p
ddo o sinal inicial que permite a produgdo de IRF7, desencadeando deste modo a expressdo de
toda a gama de interferdes e IS6.

Os efectores dos interferdes tipo I sdo os vdrios ISG (interferon stimulated genes). Até
ao advento dos microarrays pensava-se que existiam 30-40 ISG, uma fracgdo dos quais com pro-
priedades antivirais. Mas hd centenas de genes regulados pelo IFN o que fez repensar como o
interferdo interfere com os virus e vice-versa e que os factores do hospedeiro envolvidos na
defesa serdo mais extensos do que o previamente pensado.

O gene induzido pelo IFN tipo I mais estudado € proteina cinase de serina treonina acti-
vada por ARN ds (PKR). O PKR activado pode inibir vias reguladoras celulares, primariamente a
tradugdo do ARNm e acontecimentos de transcrigdo. Como o proprio IFN, ARN especificos dos

virus também activam a PKR, que inibe a replicagdo e a produgdo de progenia viral. Quase todos os
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virus desenvolveram estratégias de redugdo da actividade do PKR de forma a que a sua replicagdo
ndo esteja comprometida. Ha vdrios reguladores celulares, activadores ou inibidores do PKR.

Outra via crucial envolve a resposta mediada pelo IFN que causa degradagdo do ARNm, e
que compreende 2 enzimas a 2°5° OAS (oligoadenilato sintetase) e a RNAse L. E activada pelo
ARN ds. Pensava-se que esta via s6 estaria relacionada com degradagdo do ARN viral, mas os
ARN celulares sdo também seus alvos, podendo assim condicionar a regulagdo celular.

As proteinas de resisténcia ao mixovirus (MxA) sdo GTPases induziveis pelo IFN. A sua
actividade antiviral requer fungdo enzimdtica. A sua fungdo foi inicialmente determinada hos
virus de influenza Togoto. A proteina MxA liga-se a proteinas da nucleocdpside de bunyavirus,
causando redistribuigdo das proteinas desta como mecanismo de inibigdo da replicagdo. As dife-
rengas entre proteinas MxA de rato e homem, entre formas nucleares e citoplasmdticas, e o
espectro de virus negativamente afectados por estas proteinas, tornam tudo isto mais complexo.

Outro gene induzido pelo IFN é a adenosina deaminase especifica do ARN- ADAR. O seu
potencial antiviral ainda necessita de caracterizagdo. A ADAR estd envolvida na edigdo do ARN
dada a sua capacidade de desaminagdo da adenina em inosina, o que permitird alteragdo da activi-
dade funcional de ARN. O processo de edigdo ocorre em ARN viricos, particularmente nos geno-
mas com cadeia ARN negativa. Estas modificagdes podem estar relacionadas com a persisténcia
de infecgdo e/ou ser o mecanismo de inactivacdo do ARNm em fases tardias de infecgdo.

Os interferdes té€m potentes acgdes imunomoduladoras. E provdvel que envolvam ndo s6 a
imunidade adaptativa mas fambém a inata. As moléculas do MHC classe I e IT apresentam, pépti-
dos antigénicos derivados da degradagdo de proteinas virais, as células T CD8 e CD4 respectiva-
mente. Durante uma infecgdo viral sdo activadas células T CD8 restritas de classe I, e T CD4
restritas de classe II. O IFN aumenta a expressdo de MHC classe I e IT, aumentando a resposta

celular /n vivo. Esta acgdo poderd ser um evento tardio no reportério do hospedeiro, contribuindo
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primariamente para a recuperagdo da infecgdo e ndo apenas para a resposta inicial de defesa do
hospedeiro (Billiau, 2006).

Conhecem-se 10 factores reguladores do IFN (Interferon regulating Factors). IRF1 e
IRF2 foram as primeiras a serem identificadas pela sua capacidade de activagdo e repressdo da
transcrigdo, respectivamente. Sdo extremamente importantes durante a infecgdo e sdo alvos de
regulagdo pelos virus. Alguns virus com o herpes humano 8, virus herpes relacionado com sarcoma
de kaposi codificam homélogos de IRF que actuam como iscos, evadindo-se das defesas do hospe-
deiro.

IRF1,IRF3,IRF5, IRF7 actuam ha transdugdo de vias de sinalizagdo viral. Em resposta a
infecgdo estes factores de transcrigdo sdo fosforilados, migram para o nicleo, onde activam ou
reprimem a transcrigdo de IFN ou dos genes regulados pelo IFN.

A andlise de expressdo genémica em chimpanzés inoculados com VHC mostra que hd uma
forte resposta de IFN tipo I (a/p), mas com resisténcia dos alvos a montante deste (Chisari,
2005).

O perfil de expressdo de genes estimulados pelo interferdo em células com replicagdo
subgendmica do VHC (Huh7/Rep) e a capacidade de supressdo da replicagdo viral foi estudado. A
andlise por real-time PCR em tempo real mostrou niveis de expressdo de 23 genes significativa-
mente menores em células Huh7 com replicagdo do que nas células Huh7 naive devido a supressdo
da transcrigdo de /interferon-stimulated response element (ISRE). A expressdo de ISG também
diminuia em células Huh7 curadas nas quais a réplica era eliminada (cHuh7), indicando a adaptagdo
das células & replicagdo através de subregulagdo de ISGs. Por outro lado a expressdo de réplicas
do VHC era significativamente suprimida pela maior expressdo de vdrias ISGs como PKR, MxA,
IRF-9, GBP-1, IFI-6-16, IFI-27, 2,5-OAS e IRF-1. A aboligdo de GBP-1, IFI-6-16 e IFI-27 por
ARN de interferéncia conduzia a maior replicagdo do VHC. Assim parece que a subregulagdo da

expressdo de ISG é necessdria para que a célula suporte a replicagdo do VHC e que vdrios ISG
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directamente suprimem a replicagdo do VHC. A procura de ISG que regulem a replicagdo do VHC

poderd ajudar a elucidar os mecanismos celulares de defesa antiviral. (Itsui et al., 2006).
D.3. Relagdo da imunidade inata e adquirida na Hepatite C crénica

Ligandos TLR
reconhecimento

Cél.dendriticas

TLRs IL-4

Apresentacdo A
[ cél.T

R X * naive

Moléculas
co-estimuladoras \
o [ R2L5)>

Citocinas inflamatdrias
(IL-12)

Figura 4: a ligagdo entre imunidade inata e adquirida através dos
TLR (tol/-like receptors). Adaptado de Akira S.

A persisténcia do VHC estd associada a alteragées nas respostas imunes inata e adaptati-
va que contribuem para a faléncia do hospedeiro na eliminagdo do virus. Estas alteragdes foram
demonstradas em vdrios niveis como se resume ho Quadro 4 e Quadro 6. Os monécitos e macré-
fagos, células do sistema imune inato que exprimem TLR, eliminam agentes patogénicos e produ-
zem IFN ftipo I, citocinas pré -inflamatérias, enquanto as células dendriticas sdo fundamentais na
activagdo de células T especificas e na apresentagdo de antigénios. As células dendriticas activa-
das fornecem a ligagdo entre a imunidade inata e adaptativa e no final surgem linfécitos T espe-
cificos de antigénio.

Nos modelos de processamento antigénico e de sua apresentagdo com moléculas de MHC
classe I, via TAP (transporters associated antigen processing) ou independente de TAP, as célu-
las infectadas pelos virus ndo sdo apenas uma fonte passiva de antigénios mas influenciam a quali-

dade e especificidade da activagdo das células T através da apresentagdo de epitopos pré-
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processados. (Racanelli & Rehermann, 2006). Um efeito adjuvante foi associado a morte da célula
infectada, contribuindo para a quebra de tolerdncia e induzindo resposta imune. (Shi et al.,
2003).

A resolugdo da infecgdo pelo VHC estd associada a respostas celulares T abrangentes e
intensas com produgdo de IFN-y. Estas respostas estdo diminuidas em doentes com HC (Dustin &
Rice, 2007). As células dendriticas desempenham um papel critico na produgdo de IL-12 e ha
diferenciagdo Thl. In vitro, a supressdo de produgdo de IL-12 pelas células dendriticas correla-
ciona-se com menor produgdo de IFN-y pelas células T, mas a adigdo de IL-12 permite restaurar
diferenciagdo Thl (Waggoner et al., 2005).

As células dendriticas, plasmocitoides e mieldides t€m defeitos funcionais nos infectados
com VHC. As proteinas do core e NS3 inibem a diferenciagdo das células dendriticas mieldides
conduzindo a fendtipo que produz mais IL-10 e menos IL-12 e com menor capacidade de activagdo
de células T. O ndmero de células dendriticas plasmocitoides, o tipo celular que produz as maiores
quantidades de INF- a no sistema imune, estd reduzido nos infectados com VHC. Por outro lado
respondem a ligandos TLR8/9 com produgdo reduzida de INF a e aumento da apoptose. A inibigdo
da produgdo de INFa pelas células dendriticas plasmocitoides pela proteina do core é mediada
por IL-10 e TNF-a (Dolganiuc et al., 2003), (Dolganiuc et al., 2006) (Dolganiuc et al., 2004).

As células T CD4+ sdo divididas em grupos com fungdes efectoras distintas. As células
Thl segregam predominantemente IL-12, IL-3, TNF-a e IFN-y controlando fungdes mediadas por
células como por exemplo a activagdo de macréfagos. A secregdo de IL-4, IL-5, IL-13 pelas célu-
las Th2 leva a estimulagdo da imunidade humoral ajudando a activagdo das células B e o switch de
classe. (Gutcher & Becher, 2007). As células Thl induzem uma resposta pré-inflamatéria como
por exemplo de tipo hipersensibilidade retardada, enquanto as Th2 mediam reacgdes alérgicas e

respostas contra helmintas.



26 = Revisdo Bibliografica

O(s) mecanismo(s) pelo(s) qual(ais) as células apresentadoras de antigénios influenciam a
polarizagdo de células Th comegou recentemente a ser elucidado. Um factor secretado pelas
células T, denominado Etal/ osteopontina promove a diferenciagdo Thl. Simultaneamente, induz a
secregdo de IL-12 e inibe a secregdo de IL-10 pelas células apresentadoras de antigénios. Os
ratos deficientes em Eta-1 ndo t€m respostas de hipersensibilidade de tipo retardado Thl quan-
do infectados por agentes patogénicos como Herpes simplex e Listeria. monocytogenes.

Na Figura 5 estdo descritos os ligandos, receptores, e factores de transcrigdo envolvidos

na diferenciagdo Thl e na produgdo de IFN-y.
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Figura 5:Vias de sinalizagdo implicadas na tradugdo de sinal Thl. Os ligandos, recep-
tores e factores de transcrigdo envolvidos na diferenciagdo Thl e na produgdo de IFN-y

(Szabo et al., 2003).

As citocinas IL-12 e IL-18, induzidas por acgdo de agente patogénico invasor, actuam nas
células do sistema imune inato que em resposta produzem e secretam niveis significativos de
IFN-y, mesmo antes do desenvolvimento de resposta imune adaptativa. Esta fonte inicial de IFN-

y serve dois propésitos: a activagdo autdcrina, permitindo amplificagdo precoce da resposta



Revisdo Bibliografica = 27

inflamatéria local, e influenciar a resposta adaptativa fornecendo uma fonte de IFN-y para inicio
de uma resposta Thl apropriada.

As células Th naive em repouso tém receptores de IFN-y e IL-4. O IFN-y (produzido
pelas células NK, dendriticas, ou macréfagos) sinaliza no contexto da activagdo dos TCR, um regu-
lador especifico de Thl, o T-bet. Este induz a remodelagdo da cromatina na drea do /ocus do gene
do IFN-y, fransactiva o gene IFN-y, e induz a expressdo da cadeia p2 do receptor da IL-12
(Figura 6). A IL-12 das células dendriticas/macréfagos actua no desenvolvimento das células Thl
através da activagdo de STAT4, aumentando os niveis de IFN-y e induzindo a expressdo da
cadeia a do receptor de IL-8. A sinalizagdo através de receptores de IL-12 e IL-8 das células

Thl efectoras induz niveis elevados de IFN-y independentemente da activagdo via TCR (Szabo et

al., 2003).
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Figura 6: Influéncias do sistema imune inato na indugdo e progressdo do desenvolvi-

mento Thl. (Szabo et al., 2003).

Um tergo dos doentes com HC, t€m resposta T CD4 especifica para o VHC detectdvel no
sangue periférico, mais frequentemente dirigida contra o antigénio do core. Esta preferéncia
pelo core também existe nos linfocitos T CD4 hepdticos. A resposta dos T CD4 especificos do

VHC é predominantemente de tipo 1 (isto € mais IFN-y) independentemente da evolugdo da vire-
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mia. Contudo, a magnitude da resposta de IFN-y, isto é n°® de células correlaciona-se significati-
vamente com recuperagdo ou persisténcia do virus (Chang, 2003).

Na HC hd uma md resposta T CD8 mas que parece ser apenas relativamente ao VHC, pois
os mesmos doentes respondem bem a outros virus como os da influenza, EBV, HIV. No figado hd
menor nimero de T CD8 (1-2 log menor) possuindo também um fendtipo mais activo.

Na HC as citocinas Thl sdo estimuladas por proteinas do VHC (core, E1 e E2). A expres-
sdo intra-hepdtica de resposta Thl foi mostrada por (Napoli et al., 1996) enquanto na periferia
predomina uma resposta Th2 que pode estar associada a manifestagdes extra-hepdticas.

No estudo de uma amostra de doentes portugueses com HC observou-se uma tendéncia
para a polarizagdo Thl naqueles com resposta terapéutica mantida ou com ALT normal (Marinho
et al., 2004b). Numa avaliagdo prospectiva durante a terapéutica antiviral observou-se naqueles
com resposta mantida o aumento de citocinas Thl (IL-2 e IFN- v) especificas para core e NS3, o
que aponta para forte indugdo da diferenciagdo Thl (Marinho et al., 2004a). Nos ndo responde-
dores houve predominio de IL-10 durante o primeiro més de terapéutica.

Os anticorpos contra uma variedade de antigénios do virus sdo detectados por ELISA sdo
na prdtica usados na detecgdo da infecgdo. A maioria dos doentes seropositivos tem viremia posi-
tiva, mas tal ndo se correlaciona com a evolugdo clinica. Ha dados que mostram existirem anticor-
pos neutralizantes (ex contra regido HVR E2) que serdo ultrapassados por rdpida selecgdo de

variantes de escape.

D.4. Mecanismos de Evasao do VHC - Interferéncia Viral

Os virus conseguem bloquear as quatro partes do sistema do IFN (bloqueio da sintese,
receptores de IFN que actuam como iscos (decoy), bloqueio da sinalizagdo e bloqueio das fungdes
das proteinas induzidas pelo IFN) como se descreve ha Figura 7.

E concebivel que o HCV se aproveite de defeitos na imunidade inata para atrasar a orga-

nizagdo de uma resposta adaptativa eficaz. (Dustin & Rice, 2007). O ambiente toleragénico hepd-
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tico e a grande diversidade do virus contribuem para tal. A presenga de niveis elevados de anti-

génios pode contribuir para exaustdo imune.

VHB, VPH, VIRUS
INFLUENZA

Adenovirus, VHB, EBYV,
polioma, ebola, sendai,
inluenza, VSR, VHC

VPH

Bloqueio da sintese de IFN >

Bloqueio da sinalizagdo do IFN _—

Adenovirus, VHS,
EBV, polio, inluenza,
reovirus, VHC

Blogueio de fungdes de proteinas indu-

zidas pela IFN

Figura 7: interferéncia viral com o sistema do IFN. Adaptado de (Sen, 2001)

Uma das caracteristicas fundamentais do VHC é a sua capacidade de modificar o meio
intracelular de forma a favorecer a replicagdo e promover a sua persisténcia a longo prazo. A sua
capacidade de evasdo imune é multifactorial e envolve disrupgdo das vias de sinalizagdo que indu-
zem respostas inatas antivirais, evasdo de respostas efectoras mediadas pelo interferdo, e
mecanismos pouco conhecidos que atrasam as respostas células T adaptativas e as tornam insufi-
cientes para a eliminagdo do virus (ver Figura 7) (Sen, 2001).

A produgdo local de IFN no tecido hepdtico influenciard a replicagdo do VHC. A taxa glo-
bal de resposta a terapéutica com IFN (sobretudo no gendtipo 1 de apenas 50%) indica que o
virus consegue evadir-se ou resistir ds acgdes do IFN. O estudo da via de sinalizagdo a partir dos
receptores de IFN-a/p tem revelado os mecanismos através dos quais as proteinas do virus con-

seguem antagonizar esta via de sinalizagdo.
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A evasdo da resposta do hospedeiro envolve vdrias estratégias dirigidas pelas proteinas

virais para controlar a expressdo e fungdo de ISG como se descreve sucintamente Quadro 3.

Por exemplo as sequéncias do VHC genotipo 1 t&€m menor numero de locais para a ligagdo

de RNasel (2,5 OAS/RNasel) do que gendtipos 2 e 3. Este facto poderia explicar a menor taxa

de resposta de gendtipo com menos locais de ligagdo. (Han et al., 2004)

Quadro 3: Regulagdo de IS6 pelo VHC

Estratégia do VHC

Proteina do VHC

Implicagdes

Indugdo de IL-8
Indugdo de SOCS 1e 3
Inibi¢do de PKR
Regulagdo de IRF-1

Evasdo da via sinalizagdo

OAS/RNAse L

Alteragdo da fungdo de STATI1

Supressdo da expressdo de ISG56

Regulagdo da sinalizagdo RIG-I

Regulagdo de sinalizagdo TLR3

25

NS5A

core

NS5A e E2

NS5A

Genoma do VHC

vdrias

ndo estruturais

NS3/4 A

NS3/4 A

Atenuar expressdo de ISG

Bloqueio sinalizagdo Jak-STAT

Disrupgdo do controlo efectuado pelo
PKR

Alivio da supressdo da replicagdo
viral pelo IRF-1

Genoma tem poucos locais de ligagdo
para 2,5 OAS/ARNse L, protegendo-
se do processamento nucleolitico

Indugdo de PP2A e hipometilagdo de
STAT1

Remogdo do bloqueio da ISG 56 na
tradugdo do ARN viral

Bloqueio de loop de amplificagdo do
IFN

Clivagem de TRIF, e inibi¢do da via
de amplificagdo de IFN dependente
de TLR3

Adaptado (Gale, Jr. & Foy, 2005)

Na Quadro 4 sumarizam-se defeitos de imunidade inata e adaptativa durante a infecgdo

pelo VHC baseados em dados /7 vivo e in vitro.
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Quadro 4:Mecanismos de subversdo do sistema imune usados pelo VHC

Imunidade inata

e Proteinas estruturais e ndo estruturais inibem fungdes das células dendriticas
derivadas dos mondcitos
e Redugdo da capacidade de apresentagdo de antigénios pelas células dendriticas
derivadas dos mondcitos
¢ Produgdo excessiva de IL-10 e diminuida de IL-12 pelas células dendriticas deri-
vadas dos mondcitos
¢ Perda de células dendriticas plasmocitoides circulantes
e Aumento relativo das células dendriticas no figado
e Supressdo das células NK pelas células dendriticas
¢ Baixa produgdo de IFN-y pelas células NKT
Imunidade adaptativa

. Proteinas estruturais e ndo estruturais do VHC suprimem fungdes das células T
. Defeito funcional das células T CD4

. Diminuigdo da produgdo de IL-12

. AlteragGes do trdfego das células T

. Expansdo das células T reguladoras CD4+CD25+

. Anergia das células T CD8+

. Delecgdo de células T CD8+ especificas do VHC

. Expansdo de células T CD8+ produtoras de IL-10

. TCR das células T CD8+ com clonotipo restrito
Adaptado de (Szabo & Dolganiuc, 2006)

E. Resposta a terapéutica da hepatite C crénica
O objectivo da terapéutica da HC ¢ inibir e erradicar a replicagdo viral e reduzir a activi-
dade da doenga hepdtica. Pensa-se que esta ultima conduz a redugdo do risco de cirrose e conse-
quentemente do risco de carcinoma hepatocelular. Os estudos de seguimento a longo prazo mos-
tram que a resposta virolégica sustentada se associa a melhoria clinica e histolégica e a erradica-
¢do da infecgdo pelo VHC. Apesar de avangos significativos no tratamento, quase 50% dos doen-
tes falham a terapéutica e permanecem cronicamente infectados (Dienstag & McHutchison,

2006).
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E.1. Factores predizentes usados habitualmente

Como um nimero significativo de individuos ndo responde d terapéutica, fem recidiva viro-
ldgica ou suspende a terapéutica ha sequéncia de efeitos adversos torna-se relevante definir o
mais precocemente possivel e idealmente antes do seu inicio quais hdo irdo responder, evitando
ndo s6 custos econdmicos mas também de efeitos laterais deletérios. As andlises baseadas em
indices de qualidade de vida demonstram que esta € pior durante o periodo de terapéutica.

Factores predizentes pré-tratamento

A probabilidade de resposta viroldgica sustentada depende do gendtipo. Nos portadores
de gendtipo 2 e 3 a resposta sustentada atinge 80% enquanto ho genétipo 1 é de apenas 50%
quando tratados com interferdo peguilado e ribavirina durante 24 ou 48 semanas de terapéutica
respectivamente. Os gendtipos 2 e 3 tém taxas de resposta maiores com doses menores de riba-
virina. A idade jovem, o sexo feminino e viremia baixa também se associam a maior taxa de res-
posta.

Outras varidveis pré-tratamento t&€m também impacto na resposta incluindo a raga (Afro-
americanos e latinos com pior resposta (Cheung et al., 2005) ), a ndo-resposta a tratamentos
anteriores, a imunodeficiéncia (HIV, portador de 6rgdo sélido transplantado), a obesidade (IMC >
30 Kg/m?) (Bressler et al., 2003), a esteatose hepdtica (Westin et al., 2007), o abuso de dlcool
(Anand et al., 2006) e o consumo de canabinoides (Hezode et al., 2005).

Cada vez mais a monitorizagdo dos doentes durante a terapéutica tem permitido a indivi-
dualizagdo dos esquemas terapéuticos (Stauber & Stadlbauer, 2006). Nesta abordagem sdo
importantes os modelos de cinética do VHC sob terapéutica e que condicionam decisées de man-
ter ou ndo sob terapéutica (Herrmann & Zeuzem, 2006) (Perelson et al., 2005).

Cinética viral e regras de suspensdo da terapéutica

Os estudos mais antigos definiam como objectivo terapéutico a normalizagdo da enzimolo-
gia hepdtica. Os pardmetros habitualmente examinados hos estudos de resposta a terapéutica

sdo pardmetros de cinética do VHC:
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e Resposta viroldgica sustentada - ARN-VHC indetectdvel no soro 6 meses
apéds descontinuagdo da terapéutica.

e Resposta viroldgica precoce - declinio de pelo menos 2 logio da viremia basal
(UT) pré-tratamento a 12% semana

e Resposta viroldgica rdpida - viremia indetectdvel 4 semanas apds o inicio de
terapéutica.

e Ndo respondedores - viremia detectdvel s 12 semanas

A resposta viroldgica precoce € o melhor factor predizente de resposta viral sustentada.
A sua auséncia, isto é redugdo menor que 2 logy na viremia a 12 semana apés inicio da terapéuti-
ca associa-se a probabilidade quase nula de resposta virolégica sustentada. Nessa fase o trata-
mento é descontinuado pois as hipoteses de resposta sustentada sdo no mdximo de 3%. Contudo o
valor predizente positivo € baixo e esta informagdo sé estd disponivel apés 12 semanas de tera-
péutica.

Mais recentemente hd estudos e indicagées aprovadas para tratamentos mais curtos se
hd resposta viroldgica rdpida. Esta € avaliada apds 4 semanas de terapéutica e € positiva se ndo
existem copias de ARN em circulagdo usando métodos sensiveis.

Nos dltimos anos tém surgido estratégias de individualizagdo da terapéutica, existindo
evidéncia de ser possivel reduzir a sua duragdo de 24 para 12 ou 14 semanas ho genotipo 2 e 3, e
de 48 para 24 semanas no genotipo 1.

Com base em dados clinicos e de cinética viral desenvolveram-se dois modelos predizentes
de resposta em infectados com genotipo 1: modelo pré-tratamento e modelo 4 semanas. Valores
menores eram associados a resposta sustentada. A drea sob a curva ROC foi 0,847 e 0,907, res-
pectivamente. Os melhores pontos de corte (pré-tratamento <7 e <2,2 a 4® semana) tém o valor
predizente positivo de cerca de 90% (Martinez-Bauer et al., 2006).

Modelo pré-tratamento:

4,07+ 2,284(InAST/ALT) - 0,027 (colesterol) + 1,353 (log10 ARN)+ 0,493 (indice previsdo
de fibrose)

Modelo as 4 semanas: -8,158+0,839 (modelo pré-tratamento) + 3,019 (clearance ARN)
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Os estudos demonstram que gendtipo e carga viral sdo factores independentes de respos-
ta, mas desconhece-se porque € que para o mesmo gendtipo e carga viral semelhante diferentes
hospedeiros tém diferentes respostas ao tratamento. Factores do virus e do hospedeiro tém sido
avaliados quanto ao seu potencial papel nesta fase e que estdo descritos no Quadro 5.

Quadro 5: Factores que influenciam a terapéutica

Factores do VHC Factores do Hospedeiro
Gendtipo Sexo

Carga viral Tdade

Alteragdes dindmicas quantitativas (decréscimo da carga viral) Fibrose

Alterag8es dindmicas qualitativas (evolugdo das quasiespecies) IMC

Mutagdes em NSHA Raca

Mutagdes em E2 Comorbilidades
Interferdncia com vias de sinalizagdo

adaptado de (Capobianchi et al., 2003)

Foram associados a menor resposta para além de gendtipo 1 e viremia elevada, a maior
diversidade de quasiespecies, as variagdes ha sequéncia NSBA- /nterferon sensitivity determi-
ning domain.

O mecanismo preciso pelo qual o VHC é frequentemente ndo respondedor das acgdes anti-
virais do IFN ainda ndo estd completamente esclarecido. Os dados apontam para que proteinas
virais sdo capazes ndo sé de bloquear os passos a montante na sintese de genes do IFN como
IRF-3, Cardif/MAVS, mas também afectar alvos a jusante. Estes incluem proteinas de transdu-
¢do de sinal bem como genes estimulados pelo IFN como PKR e eIF-2a.

STAT (signal transducers and activators of transcription) sdo activados a nivel do recep-
tor por membros da familia Jak cinase através da fosforilagdo de um dnico residuo de tirosina.
As STAT fosforiladas formam dimeros, translocam-se para o nicleo, e activam genes alvos do
IFN através da ligagdo a elementos de resposta nos seus promotores. Os membros da familia de
supressdo do sinal das citocinas (SOCS) e proteina inibidora de STATI1 activado (PIAS1) sdo

reguladores negativos importantes da via jak-STAT. Os membros da SOCS actuam ao nivel do
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complexo da cinase do receptor por ligagdo quer ao receptor quer a Jak cinases inibindo a fosfo-
rilagdo (tirosina) de STATL. PIASI liga-se a STAT! activada (fosforilada em tirosina) e inibe a
ligagdo do dimero a ISRE. A ligagdo de STATI1 a PIAS1 ¢ regulada por outra modificagdo pés-
traducional de STATI, que é a metilagdo de arginina, processo que é catalisado pela arginina
metiltransferase (PRMT1) (Christen et al., 2007).

Vérios estudos demonstraram que proteinas do VHC expressas individualmente ou como
parte da poliproteina sdo capazes de limitar a via de transdugdo de sinal IFN do tipo I a vdrios
niveis (ver Quadro 3). Dependendo do modelo em andlise, a expressdo de proteina do core estd
associada a diminuigdo de STAT-1 e de acumulagdo de P-STAT-1 bem como diminui¢do de ligagdo
de ISGF3 a ISRE. A proteina do core liga-se directamente ao dominio SH2 da STATI sendo pro-
vavelmente este o modo de impedir a sua fosforilagdo. Outra evidéncia de subversdo das vias de
sinalizagdo do IFN é o facto de a poliproteina do VHC aumentar a proteina tirosina fosfatase 2 A
(PP2A), que hipometila STAT1 e promove a sua ligagdo ao inibidor PIAS1 (proteina inibidora de
STATI activado). Colectivamente as perturbagdes de STAT! mediadas pelo VHC resultam na
perda de compromisso do complexo ISGF3 com ISRE e da transcrigdo de ISG.

Se a variagdo genética na expressdo destas moléculas de sinalizagdo tfambém contribui
para menor resposta ao IFN € um aspecto que aguarda mais investigagdo, mas os primeiros estu-
dos sugerem que a activagdo de STATI pode estar diminuida has células mononucleares periféri-

cas de afro-americanos quando comparados com caucasianos tfambém infectados pelo VHC.

E.2. Factores genéticos do hospedeiro

Niveis séricos de citocinas

Foi possivel correlacionar niveis séricos pré-tratamento de citocinas e supressores das
suas vias de sinalizagdo como SOCS (Walsh et al., 2006) (Walsh et al., 2005) e IP-10 (Lagging et
al., 2006) (Lagging et al., 2006; Romero et al., 2006), (Diago et al., 2006) com o tipo de resposta

a terapéutica. Os niveis de quimiocinas que se ligam a CXCR3 (os ligandos CXCL10 e CXCL9) dimi-
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nuem apds terapéutica com sucesso. O nivel basal de CXCL10 era mais elevado nos hdo responde-
dores (Butera et al., 2005). Os niveis de PKR pré-terapéutica sdo mais elevados nos ndo-
respondedores (Asahina et al., 2007).

Os niveis séricos de TGF-p ndo se correlacionam com a resposta a terapéutica, embora
tenham relagdo directa com propeptideo amino-terminal do procolagénio (PIIPI) e inversa com a
IL-10 (Conde et al., 2007).

Factores genéticos do hospedeiro

Vérios estudos té€m tentado identificar factores do hospedeiro na resposta a terapéutica
como a raga (Cheung et al., 2005), andlise de expressdo génica (Chen et al., 2005), (Shackel et al.,
2002) , (Smith et al., 2003) , alelos HLA- DRB (Jiao & Wang, 2005) (Yee, 2004), HLA classe I
(Romero-Gomez et al., 2003), polimorfismos de genes de citocinas como IFN y (T por A na posi-
¢do +874) (Dai et al., 2005), TNF-a (Yu et al., 2003), (Larrea et al., 1996), (Rosen et al., 2002b) ,
(Schiemann et al., 2003), de genes de resposta ao interferdo