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RESUMO

A infeccao pelo virus da hepatite C (HCV) é caracterizada por um amplo espectro de
doencas hepaticas que podem ser sintomaticas ou assintomaticas, apresentando
uma fase crdnica persistente. O processo inflamatério continuo estabelecido no
figado pode levar ao desenvolvimento de fibrose, que pode evoluir para cirrose e
hepatocarcinoma (HCC). Quimiocinas e citocinas desempenham papéis importantes
na depuragao viral, controle de infecg¢ao, inflamagao, regeneracao e fibrose, e
também estdo implicadas nos processos patolégicos que ocorrem no figado durante
a infeccao viral. CCR2 é um receptor de quimiocinas envolvido na migragao celular,
em processos inflamatérios e na regulagéo do sistema imunoldgico. Nesse sentido,
o gene CCR2 pode estar associado & atividade tumoral no hospedeiro. E importante
ressaltar que ainda ha muitas questées sobre o significado funcional da molécula
CCR2 no desenvolvimento e progressao do tumor.
Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar a associacao potencial da
variante genética do CCR2-64| em pacientes HCV positivos (HCV +) com diferentes
perfis clinicos. Foram avaliadas 293 amostras de individuos de Porto Alegre HCV +
coletadas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). As amostras foram
genotipadas através da técnica Polimorfismo do Tamanho dos Fragmentos de
Restricdo (RFLP) utilizando 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=118) obtido de um trabalho ja publicado pelo grupo do Laboratério de
Imunobiologia e Imunogenética da UFRGS (Zambra et al., comunicagéo pessoal).
Para as comparagbes entre grupos, foi utilizado o teste do chi-quadrado com

corregéo de Yates ou o teste exato de Fisher. O valor de p <0,05 foi estabelecido
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como estatisticamente significativo. Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica
das instituigdes envolvidas na coleta da amostra e todos os participantes assinaram
o termo de consentimento. As freqléncias genotipicas estavam de acordo com o
Equilibrio de Hardy-Weinberg. Considerando as frequéncias genotipicas, as
comparagoes entre o grupo HCV+ e grupo controle (p=0.123), grupo HCV+/grupo
fibrose e grupo controle (p=0.733), grupo HCV+/grupo cirrose e grupo controle
(p=0.309), grupo HCV+/grupo HCC e grupo controle (p=0.132) ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas. Da mesma forma, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa quando os grupos foram comparados em relagao as
frequéncias alélicas (p>0.05). A variante CCR2-64| nao influenciou diretamente a
suscetibilidade a infeccdo pelo HCV, ou os desfechos avaliados (isto &,
desenvolvimento de fibrose, cirrose e CHC). No entanto, ainda existem
inconsisténcias e duvidas na literatura cientifica sobre o papel dessa variante
genética em diferentes aspectos da infecgao pelo HCV. Além disso, a fungcédo do
CCR2 nas respostas imunolégicas sugere que o polimorfismo CCR2-64| pode ter
papéis importantes nos desfechos clinicos associados a infecgao pelo HCV.
Palavras-chave: hepatite C, HCV, polimorfismo, CCR2-64l, fibrose, cirrose,

HCC, receptor de quimiocina



ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) infection can be associated to a wide spectrum of liver
diseases which can be symptomatic or asymptomatic, presenting a persistent chronic
phase. The continuous inflammatory process established in the liver can leads to the
development of fibrosis, which can progress to cirrhosis and hepatocarcinoma
(HCC). Chemokines and cytokines play important roles in viral clearance, infection
control, inflammation, regeneration, and fibrosis, and are also implicated in the
pathological processes that occur in the liver during viral infection. CCR2 is a
chemokine receptor involved in cell migration and in inflammatory processes and in
immune system regulation. In this sense, the CCR2 molecule can be associated to
the tumor activity in the host. Importantly, there are still many questions about the
functional significance of the CCR2 molecule in tumor development and progression.
Thus, the aim of the present study was to investigate the potential association of the
CCR2- 641 genetic variant in HCV positive patients with different clinical profiles. We
evaluated 293 samples of HCV + individuals from Porto Alegre collected at the
Hospital de Clinicas, Porto Alegre. The samples were genotyped by Restriction
Fragment Size Polymorphism (RFLP) technique using specific primers. For analysis,
genotypic frequencies were tested for Hardy-Weinberg Equilibrium using chi-square
test. The allele and genotype frequencies were compared with a control group
(n=118) previously evaluated in the Laboratory of Immunobiology and
Immunogenetics of UFRGS (Zambra et al., personal communication). For the
comparisons between groups, the chi-square test with Yates correction or Fisher’s
exact test was used. The value of p <0.05 was established as statistically significant.
This study was approved by the Ethics Committees of the institutions involved in the

sample collection and all participants signed a consent form. The genotypic
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frequencies were in agreement with the Hardy- Weinberg equilibrium. Considering
the genotypic frequencies, the comparisons between the HCV + group and the
control group (p=0.123), HCV + group/ fibrosis group and control group (p=0.733),
HCV + group / cirrhosis group and control group (p=0.309) and HCV + group / HCC
group and control group (p=0.132) did not present statistically significant differences.
Similarly, there was no statistically significant difference when groups were compared
in relation to allele frequencies (p<0.05). The CCR2-64| variant did not directly
influence the susceptibility to HCV infection, or the evaluated outcomes (i.e.
development of fibrosis, cirrhosis and HCC). However, there are still inconsistencies
and doubts in the scientific literature about the role of this genetic variant on different
aspects of the HCV infection. In addition, the function of CCR2 in immunological
responses suggests that the CCR2-641 polymorphism may have important roles in

clinical outcomes associated to HCV infection.

Keywords: hepatitis C, HCV, polymorphism, CCR2-64l, fibrosis, cirrhosis,

HCC, chemokine receptor
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1. INTRODUGAO

As doencas hepaticas que ocorrem em decorréncia de infecgao pelo virus da
hepatite C (HCV) sao consideradas um dos principais problemas de saude publica
mundial. A hepatite C é encontrada globalmente sendo de 71 milhdes a prevaléncia
de pessoas com a infeccdo cronica (V). Na Africa e na Asia situam-se os paises com
maior prevaléncia; enquanto que na América do Norte, Australia, Norte da Europa e
Europa Ocidental, se localiza a menor proporgéo @)

A inflamagcao devido a infeccdo pelo virus em um periodo de seis meses
caracteriza a fase aguda e pode se apresentar de forma assintomatica ). Na
hepatite C crbénica, a inflamagao continua causa lesées no figado aumentando o
risco da formacao de fibrose, transformacédo da fibrose em cirrose e evolugdo da
cirrose para hepatocarcinoma (HCC) 4. Normalmente, a evolugédo da doenca é lenta
e depende de varios fatores sendo que 10% a 20% dos portadores poderao
desenvolver cirrose hepatica e, anualmente, entre 1% e 5% dos pacientes
portadores de cirrose poderdo progredir para HCC ©-9),

O envolvimento da resposta imune inata na patogénese das doencas
hepaticas tem sido amplamente descrito. A reacédo inflamatéria € um processo
coordenado pelo qual o figado responde a lesdes locais, tentando restaurar a
estrutura original e a fungcdo hepatica. No entanto, na infeccdo pelo virus, o dano
local é persistente, sendo a resposta inflamatéria associada com a substituigao
gradual do tecido hepatico normal (). Esse dano hepatico é atribuido aos
mecanismos imunomediados do hospedeiro, uma vez que o proprio HCV nao exerce
efeito citopatico ®).

Varios componentes do virus interagem com diferentes elementos do sistema

imune inato e adaptativo do hospedeiro. As células mononucleares mieloides séo



integradas por monacitos circulantes no sangue, macrofagos residentes em tecido,
referidos como células de Kupffer (KCs) e dendriticas (DCs). Esses elementos ligam
a imunidade inata e adaptativa e sao cruciais no desenvolvimento e manutengao de
muitas doencas inflamatérias ©).

A capacidade que as células imunitarias tém de montar uma resposta
antitumoral pode ser parcialmente dependente de fatores soluveis, como as
quimiocinas, expressas no microambiente tumoral e liberadas de forma sistémica no
organismo (9. As quimiocinas sdo fatores sollveis que desempenham papéis
importantes na regulacdo do recrutamento de células imunes durante respostas
inflamatorias e de defesa. Elas atuam através da ligagdo a diferentes receptores
especificos presentes na superficie de distintas populagdes celulares. Por estar
envolvido no trafego de mondcitos, o gene do receptor de quimiocinas CCR2 ¢é alvo
de estudos que envolvem inflamacgao cronica, sendo associado a modulacdo da
inflamagdo em alguns modelos animais de doengas e estudos caso-controle ('),

Fatores genéticos do hospedeiro podem influenciar tanto a suscetibilidade a
infecgcao quanto evolugéo de doencas ('?). Da mesma forma, a atuagédo das variantes
de genes envolvidos em processos imunologicos também € analisada em relagao a
associacdao com doencas infecciosas, inflamatoérias ou tumorais. Neste contexto, o
alelo da variante polimérfica CCR2-641 do gene CCR2 tem sido relatado como
protetor no desenvolvimento de doencgas inflamatérias assim como também tem sido
relacionado como fator de risco em alguns canceres e doencgas virais (13 1415)
Portanto, devido a inconsisténcias na literatura cientifica, faz-se necessario a
realizagcao de mais estudos para determinar a atuagao do alelo variante em diversas

patologias.



Nosso trabalho objetivou avaliar possiveis associagdes da variante CCR2-641
em individuos infectados pelo virus da hepatite C (HCV+), verificando a
suscetibilidade a infec¢ao pelo HCV entre o grupo com fibrose, cirrose e HCC e o
grupo controle para individuos heterozigotos ou homozigotos para o alelo CCR2-64l
assim como analisar a relagdo da progressao dos perfis clinicos no grupo HCV+

para o alelo variante.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Epidemiologia

Em escala global, dados atuais demonstram que cerca de 71 milhdes de
pessoas sao portadoras do HCV. No Brasil, estima-se que aproximadamente 1,6%
da populagédo esteja infectada (). A maior incidéncia ocorre em populagdes do
continente Asiatico, regides do Oriente Médio e Norte da Africa, contudo é no Egito
que ocorre a maior prevaléncia das infecgdes atingindo 15% da populagdo (9. Ja na
Europa Ocidental, nos Estados Unidos, nas Américas e Africa do Sul a prevaléncia é
baixa correspondendo a 1,9% da populagdo. Em alguns paises da Europa as taxas
sdo maiores sendo de 2,9% e na a Argentina, México, Peru e Venezuela as taxas
oscilam entre 1,5 a 2,9% da populagéo ('),

Conforme os registros do Sistema de Informagédo de Agravos de Notificagao
(SINAN), no Brasil entre 1999 a 2016, foram detectados 155.032 casos de hepatite
C. Esses casos foram identificados e notificados apresentando como diagnédstico os
marcadores anti-HCV reagente e HCV-RNA detectaveis sendo 64,1% na regiao
Sudeste, 24,5% na regido Sul, 5,5% no Nordeste, 2,5 % no Norte e 3,3% no Centro-
Oeste (18),

No ano de 2017, no estado do Rio Grande do Sul, 621 casos foram descritos
sendo a forma de infec¢do mais incidente, entre os casos confirmados de Hepatite
C, a via sexual. Neste mesmo ano, a faixa etaria que apresentou o maior numero de
casos foi a faixa entre 40 a 69 anos. Os dados registrados permitem inferir que a
Hepatite C, em todos os anos da coorte analisada, constitui 0 maior numero de

incidéncia entre as Hepatites Virais. (19).
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2.2. Agente Etiologico

O HCV pertence ao género Hepacivirus, familia Flaviviridae. Possui 7
gendtipos e 67 subtipos descritos. O gendtipo 1 é classificado em subtipos 1a e 1b,
sendo globalmente o subtipo 1b o mais prevalente. Em regidées da América do Norte,
América Latina e Europa, este subtipo atua em 26%, 39% e 50% das infecgdes,
respectivamente 9. Dos individuos infectados na regi&o leste da Asia o genétipo 2
consta em 13% @), O gendtipo 3 representa aproximadamente 25% das infecgdes,
sendo mais prevalente no sul da Asia, ao passo que o genétipo 4 é responsavel por
cerca de 15% das infeccdes no norte da Africa e Oriente Médio 2,

No Brasil, 0 genétipo mais prevalente € o 1, com predominio do subtipo 1a,
seguido pelo subtipo 1b, gendtipo 3 e gendtipo 2. Os gendtipos 4 e 5 possuem baixa
prevaléncia no pais 3. Em diferentes estados brasileiros, como Rio de Janeiro (RJ),
Sao Paulo (SP), Goias (GO), Mato Grosso do Sul (MS), Amapa (AP) e Rondénia
(RO), a maior prevaléncia das infeccbes é causada pelos gendtipos 1a e 1b,
seguidos do gendtipo 3 e do gendtipo 2 ?4). Particularmente no estado do Rio
Grande do Sul, foi encontrado o gendétipo 3 como o mais frequente (62,5%) entre os
individuos estudados ) .

No Brasil, a prevaléncia da hepatite C € maior nos individuos da faixa etaria
com mais de 40 anos, fato que se deve ao diagnéstico tardio, ja que no ano de 1993
a tecnologia necessaria para identificagdo o virus C chegou aos bancos de sangue
(26). Os profissionais da salude estdo entre os mais susceptiveis a transmisséo
ocupacional, que pode ocorrer por acidente com material perfurocortante durante a

realizagéo de procedimentos terapéuticos (¢7).
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2.3 Estrutura do virus da Hepatite C

O virus foi descrito pela primeira vez em 1989 como pertencente a familia
Flaviviridae e ao género Hepacivirus 2. E retratado como um virus envelopado, de
simetria icosaédrica, cuja particula viral tem 40nm a 70nm de didametro, com
espiculas na superficie medindo 6nm a 8nm %), Seu genoma é constituido por uma
unica fita de RNA de polaridade positiva com 9.600 nucleotideos. O genoma viral
possui duas regides nao codificantes (NTRs) nas extremidades 5’ e 3’ e uma regiao
aberta de leitura Open Reading Frame (ORF), que codifica uma poliproteina com

cerca de 3.000 aminoacidos (9,

2.4. Transmissao

O virus permanece ativo no ambiente por 16 a 23 horas (). A principal via de
transmissao € a parenteral, através do contato com sangue contaminado. Outros
mecanismos de transmissao conhecidos sdo o compartiihamento de agulhas e
seringas entre usuarios de drogas injetaveis, reutilizagdo de equipamentos médicos,
especialmente seringas e agulhas nao adequadamente esterilizadas em ambientes
de assisténcia a saude, e uso de sangue e seus derivados contaminados.
Procedimentos de manicure, realizagdo de tatuagens, colocagcdo de piercings,
tratamentos odontoldgicos, também configuram fatores de risco para transmissao do
virus ©),

A transmissédo sexual do HCV também é relatada, porém, de forma geral,
essa via de transmissao é pouco frequente e ocorre, sobretudo, em individuos com
multiplos parceiros e praticas sexuais de risco, sem uso de preservativo. Ha
possibilidade de transmissdo vertical, em menor propor¢do dos casos @' durante o

parto assim como também na ruptura da placenta e parto prematuro. De 3,5% a 5%
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de criangas sao infectadas quando a mae possui viremia positiva, e este tipo de

transmiss&o pode se agravar quando existe coinfecgdo pelo virus HIV (3233),

2.5. Hepatite C

As principais complicacboes desta doencga sao cirrose e HCC, desfechos que
levam em torno de 400 mil individuos a 6bito todo ano ®). Geralmente, a hepatite C
apresenta evolugao, passando de aguda para cronica com dificil diagnéstico, pois a
maioria dos casos tem apresentacao assintomatica e anictérica. Quando existem
sintomas, geralmente séo inespecificos, tais como anorexia, astenia, mal-estar e dor
abdominal. Poucos pacientes apresentam ictericia ou escurecimento da urina e a
insuficiéncia hepatica 4. Casos de insuficiéncia hepatica, ou casos fulminantes,
também s3o extremamente raros (3%,

A eliminagao viral espontanea do virus C ocorre em 15% a 40% dos
individuos infectados, sendo alguns fatores do hospedeiro associados, tais como
idade inferior a 40 anos, sexo feminino, aparecimento de ictericia e fatores
genéticos. Dentre os fatores genéticos, o polimorfismo do gene da interleucina-28B
(IL28B) (rs 12979860 C/T) e (rs 8099917 T/G) esta fortemente associado a
eliminacdo do virus ©®®. E importante salientar que a cura da hepatite C apds o uso
de medicamentos ou mesmo apds a soroconversido espontanea, ndo conferem
imunidade. Desta forma, através de outras exposicdes ao virus da hepatite C a
reinfeccdo do virus é possivel @)

O diagndstico diferencial atualmente é possivel com a realizagdo de testes
rapidos. Outros métodos para diagnosticar a infeccédo sdo os testes soroldgicos
(para detecgao de anticorpos) ou teste para a detecgdo do RNA do HCV. O RNA do

HCV pode ser identificado no soro antes da presenga do ANTI-HCV. A presenca do
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RNA do HCV pode ocorrer cerca de duas semanas ap0s a exposicdo ao agente
infeccioso 7). A presenca dos anticorpos ANTI-HCV é mais tardia e ocorre cerca de
30 a 60 dias apds a exposi¢cao ao virus enquanto os niveis séricos do HCV-RNA
aumentam rapidamente durante as primeiras semanas, atingindo os valores
maximos de 105 a 107 Ul/ml imediatamente antes do pico dos niveis séricos de
aminotransferases. Nos pacientes sintomaticos, os sintomas de infeccdo aguda
costumam ocorrer entre quatro a doze semanas apos a exposi¢cao ao HCV. A fase
aguda da hepatite C pode durar até seis meses, mas sua resolugdo costuma

acontecer até a 122 semana ©9),

A hepatite C crénica se caracteriza pela infecgao persistente apds seis meses
do contagio, o que ocorre em 55 a 85% dos casos de infecgdo aguda (). Na
auséncia de tratamento, esta fase ocorre em 60% a 85% dos casos; em média, 20%
podem evoluir para cirrose ao longo do tempo. Uma vez estabelecido o diagndstico
de cirrose hepatica, o risco anual para o surgimento de CHC é de 1 a 5%. Ap6s um
primeiro episddio de descompensagao hepatica, com um risco anual de 3 a 6%. O
risco de Obito, nos proximos 12 meses, € 15% a 20%. No entanto, a taxa de
progressao para cirrose é variavel e pode ser mais acelerada em determinados
grupos de pacientes, como alcoolistas ou co-infectados pelo HIV @9, A evolugéo
para 6bito, geralmente, decorre de complicagdes da hepatopatia crdénica, como a
insuficiéncia hepatocelular, hipertensédo portal (varizes gastresofagicas, hemorragia
digestiva alta, ascite), encefalopatia hepatica, além de trombocitopenia e

desenvolvimento de HCC ©“0),
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2.6. Doencgas hepaticas

A fibrose hepatica é estabelecida pelo acumulo de matriz extracelular (MEC)
com consequente perda da fungao hepatica. A membrana basal normal, de baixa
densidade, é substituida por tecido conjuntivo do tipo intersticial, de alta densidade,
contendo colageno fibrilar. O processo de evolugao da fibrose constitui um processo
com varios componentes, sobretudo as células estreladas hepaticas, citocinas,
proteinases e seus inibidores “1). Diversos fatores influenciam na formagdo da
fiborose hepatica na hepatite C, como a presenca de necroinflamacéao, idade,
consumo de alcool, duragao do quadro inflamatério, presenca de confecgdes virais e
alteragbes como esteatose e resisténcia insulinica “2).

No curso da Hepatite C crbnica pode ocorrer fibrose e evolugdo a cirrose,
caracterizada por uma fase assintomatica, seguida de uma rapida fase progressiva
marcada pelo desenvolvimento de complicagdes de hipertensdo portal e/ou
disfuncdo hepatica “3). Na fase assintomatica, a presséo portal definida como a
elevacdo do gradiente de pressao venosa hepatica acima de 5 mmHg, pode ser
normal ou abaixo do nivel limiar identificado para o desenvolvimento de varizes ou
ascite. Esse quadro clinico ocorre por um aumento da resisténcia intra-hepatica a
passagem do sangue venoso devido a cirrose e por causa da vasodilatagcao
esplancnica. O desenvolvimento de ascite, sangramento gastrointestinal,
encefalopatia e ictericia decorrente do aumento da pressao portal e a perda de
fungdo do figado, marcam a transigdo de uma fase descompensada ©9).

A hepatite C cronica € um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de HCC 9. Aproximadamente 700.000 pessoas morrem de HCC a
cada ano no mundo, fazendo dele a terceira causa de morte por cancer.

Globalmente, a porcentagem de doentes com cirrose ou HCC que é atribuivel a
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infeccdo pelo HCV foi estimada em 27% e 25% respectivamente, resultando em um

total de 211.00 mortes por cirrose e 155.000 mortes por HCC em 2002 ).

2.7. Quimiocinas

O desenvolvimento de células malignas e a progressdao do cancer sao
eventos imunologicamente relevantes. As quimiocinas sao citocinas que podem
estimular a migragao direcional especifica de células-alvo e o recrutamento de
leucdcitos para locais de inflamagdo por meio da interagdo com uma familia de
receptores de quimiocinas 4. Estdo implicadas em muitos processos bioldgicos,
como estimulagao da migracgao dirigida de leucécitos, embriogénese, angiogénese,
manutencdo da homeostase hematopoética, regulacdo da proliferacdo celular,
morfogénese tecidual e angiogénese, aterosclerose, crescimento tumoral e
metastase e infeccdo pelo HIV “® sendo expressas no microambiente tumoral. As
quimiocinas, que desempenham um papel importante na inflamagao, atuando como
importantes mediadores do trafico de leucdcitos “9),

A sinalizacdo ocorre através de quimiotaxia, pela a qual ativam e recrutam
células que expressam receptores especificos, atuando nos processos de
progressdo tumoral, na infecgdo microbiana, angiogénese e metastase 7). Apesar
das quimiocinas estarem relacionadas aos seus efeitos quimiotaticos sobre os
leucécitos, elas exercem mais fungdes do que apenas regular a migragao das
células imunes e a homeostase. As quimiocinas estdo envolvidas no
desenvolvimento embrionario do sistema nervoso central “® e desempenham um
papel no desenvolvimento e ativacdo de células T. Sao mediadas quase
exclusivamente por linfécitos T e B, que possuem grande diversidade no

reconhecimento de antigenos, alta especificidade e memdéria imunolégica duradoura
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(5354) Devido seus efeitos angiogénicos ou angiostaticos, vem sendo amplamente
estudadas no desenvolvimento de terapias contra o cancer “9).

As quimiocinas sao pequenas moléculas (8-12 kD) agrupadas em quatro
subfamilias com base na posi¢ao dos residuos de cisteinas: CXC, CC, CX3C e C.
Como regra geral, os membros da familia de quimiocinas CXC sao quimiotaticos de
neutréfilos, enquanto que as quimiocinas CC sao quimiotaticas para mondcitos e
linfécitos. A CX3CL1, também conhecida como fractalcina, € o Unica membro da
subfamilia CX3C com 3 aminoacidos separando os dois primeiros residuos de
cisteina. A subfamilia C das quimiocinas € atipica, pois possui apenas um residuo
de cisteina (9.

As quimiocinas sao divididas de acordo com sua funcionalidade, podendo ser
classificadas como inflamatérias ou homeostéaticas ¢" As inflamatdrias controlam o
recrutamento de leucécitos durante a infecgao, inflamacéao e lesao tecidual. Elas sao
fortemente reguladas positivamente sob condi¢gdes inflamatérias e tém ampla
seletividade de células-alvo. Ja as quimiocinas homeostaticas regulam a migragao
homeostatica como o proprio nome ja diz, e o “ homing” de varias células. Varias
quimiocinas exercem ambas as tarefas, as denominadas quimiocinas de dupla
funcdo. Ao contrario das quimiocinas inflamatdrias, as quimiocinas homeostaticas e
as que exercem ambas fungdes sio altamente seletivas ©2).

Dentre as caracteristicas que diferenciam as quimiocinas de outras citocinas,
uma delas € os seus receptores, que pertencem a familia dos receptores acoplados
a proteina G. Esses receptores sdo agrupados em quatro subfamilias, dependendo
da subfamilia do seu principal ligante ©3). Quando ativado, o receptor da quimiocina
é fosforilado e a proteina G heterotrimérica se dissocia do receptores em suas

subunidades Ga e GBy. As seguintes cascatas de sinalizacdo induzem mudancgas
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conformacionais dentro das integrinas do leucdcitos, que sé&o proteinas de adeséo
presentes na membrana celular, que permitem a interagdo da célula com moléculas
de adesao nas células endoteliais, como a molécula de adesao intercelular-1 e a
molécula de adesado celular vascular-1. Apds serem secretadas, as quimiocinas
podem ser imobilizadas ligando-se a glicosaminoglicanos na superficie das células
endoteliais e da matriz extracelular, criando assim um gradiente que coordena o
trafego de leucdcitos para a area alvo %),

O recrutamento de leucdcitos dependem das quimiocinas secretadas, assim
como dos receptores de quimiocinas expressos na superficie da célula-alvo. As
quimiocinas inflamatdrias freqientemente se ligam a mais de um receptor e vice-
versa, mas nao necessariamente tém a mesma funcido bioldgica. Essa rede
complexa é determinada pelo fato de que um receptor pode ser expresso em varios
subconjuntos de leucdcitos que podem ter fungbes divergentes ).

No figado, as quimiocinas nao estdo apenas envolvidas no trafico de
leucocitos, mas também atuam e s&o secretadas pelos hepatocitos e células
estreladas hepaticas, onde exercem efeitos anti-fibréticos 6). Entre mais de 50
quimiocinas, o ligante de quimiocina 2 (CCL2) é de particular importancia. Também
chamada proteina quimiotatica de mondécitos-1 (MCP-1), essa quimiocina € membro
da subfamilia CC caracterizada pela auséncia de qualquer aminoacido entre as
cisteinas conservadas na extremidade amino- terminal da molécula. Possui potencial
funcdo quimioatrativa para mondcitos, linfocitos T de memoaria e células natural killer.
Esta envolvida em varias condigdes inflamatérias associadas ao recrutamento de
monacitos, incluindo reagdes de hipersensibilidade tardia, infecgao bacteriana, artrite

e doenca renal ¢7),

19



2.8. CCL2 na imunidade hepatica

As células imunolégicas antivirais sdo recrutadas para o local da infeccao
quando € necessario combater o virus. As quimiocinas desempenham um papel
importante na quimiotaxia das células imunolégicas, sendo que a interferéncia na
expressao de quimiocinas ou receptores permitiria o0 HCV controlar a imunidade do
hospedeiro, ocorrendo persisténcia viral 8, Uma vez estabelecida a infecgao
cronica, as células imunes recrutadas séo responsaveis pela inflamagao e pelo dano
hepatico, aumentando o risco do desenvolvimento de doengas hepaticas, como

fibrose hepatica, cirrose e HCC ©9),

Segundo Asselah et al. 69, ha aumento da expressdo de CCL2 e CCR2 em
pacientes infectados pelo HCV, enquanto que a expressao intra-hepatica de CCL2
apresenta um aumento ainda maior em individuos obesos HCV + em comparagao
com individuos magros infectados, contribuindo para a progressao mais rapida da
doenca hepatica em individuos obesos com hepatite C crénica.O recrutamento de
células imunes inatas para o local da infecgdo no figado € iniciado pela liberagao de
Interferon-alfa / Interferon-beta (IFN-a / B) em resposta ao reconhecimento de
patdgenos induzido pelos hepatdcitos, ativando as células de Kupffer que secretam
CCL2 e IL-12. A quimicina CCL2 é responsavel pelo recrutamento de mondcitos e
macrofagos dependente de CCR2. Esses macrofagos infiltrantes sdo a principal
fonte de CCL3 que esta envolvida no recrutamento de células natural killer €. O
gene do receptor CCR2 é expresso em células dendriticas que se infiltram no figado
em resposta CCL2 e que também secretam varias quimiocinas que estao
envolvidas no recrutamento de células T efetoras (CXCL9, CXCL10, CXCL11), bem
como mondcitos e células dendriticas imaturas (CCL3, CCL4, CCL5) (62, Além disso,

a sinalizacao de lipopolissacarideo (LPS) via receptor tipo Toll 4 (TLR4) sensibiliza

20



células hepaticas estreladas para a ativacdo do fator de transformagdo do
crescimento beta (TGF-B) induzida por células de Kupffer 63). Os principais ligantes
do receptor CCR2 envolvidos na imunidade hepatica, expressados em mondcitos,

células T de memodria e células dendriticas sdo CCL2, CCL7, CCL8, CCL13 64,

O Uunico receptor conhecido para a quimiocina CCL2 é o receptor de
quimiocina CCR2 que é predominantemente expresso por mondcitos, mas também
por células Th1 e Th2 e células dendriticas plasmocitoides (%), Esta quimiocina esta
envolvida no recrutamento de mondécitos, células T de memdria e células natural
killer in vitro e recruta predominantemente mondcitos in vivo (%¢). Além disso, atua na
diferenciacdo de células T CD4 + em células Th2 (7). Por estar envolvida em varias
vias de sinalizagao, a expressao desregulada dessa quimiocina tem sido relacionada

com a progressao do cancer ©7),

2.9. Receptor de quimiocina CCR2

O receptor de quimiocina 2 ou CCR2 é o receptor para CCL2, também
conhecida como MPC-1 como descrito anteriormente. E expresso em basdfilos,
monacitos, células dendriticas, células T ativadas e células natural killer 8. Existem
duas isoformas, CCR2A e CCR2B, que sao produtos do gene CCR2 como resultado
do processo de splicing alternativo, pelo qual os éxons de um transcrito primario séo
ligados de diferentes maneiras durante o processamento do RNA, levando a
formagdo de proteinas nao idénticas. A isoforma CCR2A é constituida por 360
aminoacidos e enquanto a CCR2B ¢é formada 374 aminoacidos. A diferenciagéo
entre as duas isoformas esta na sequéncia da regido da cauda citoplasmatica C-
terminal podendo essa distingcdo ser um mecanismo relacionado com o aumento na

diversidade de respostas celulares aos ligantes. Essa sequéncia determina o
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transporte de CCR2B para a superficie da célula, ao passo que a maior parte de
CCR2A se mantém no citoplasma (69,

O gene do receptor CCR2 esta localizado no brago curto do cromossomo 3,
na regido 2, banda 1 (3p21) 9. E bem caracterizado que o CCR2 apresenta tanto
acgdes pro-inflamatérias como antiinflamatérias. Enquanto na inflamacdo ¢é
dependente de células apresentadoras de antigenos e de células T, na agao
antiinflamatoria a express&o ocorre sobre as céluas T regulatérias ("), Seu ligante
MCP-1 desempenha papel central na vigilancia imunoldégica no microambiente
tumoral assim como também controla o recrutamento de leucdcitos para os tecidos
durante a inflamacéo e realiza varias atividades promotoras de tumores. Além disso,
promove a polarizacdo de macrofagos em células imunossupressoras e que
secretam fatores angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial
vascular ?, Tanto a MCP-1 como o receptor CCR2 tem sido associado
principalmente a doencas inflamatorias cronicas @), mas também a imunidade
antitumoral ("® e muitos tipos de cancer, como cancer de pulmao (¥, cancer de
prostata, cancer endometrial (">76) e cancer de mama (77879 Estas moléculas
também podem estar envolvidas na infiltragdo de macréfagos tumorais €0,

A segmentacao da sinalizagdo CCL2-CCR2 pode provocar efeitos adversos.
A interrupgao da inibicado de CCL2 mostrou aumentar as metastases e acelerar a
morte em quatro modelos de camundongos de cancer de mama metastatico. Este
efeito foi atribuido a mobilizagdo aumentada de células cancerigenas do tumor,
aumento da formacao de vasos sanguineos e aumento da proliferagcao de células
metastaticas ). Esses achados estdo de acordo com o observado em um modelo
de metastase de cancer de préstata em que a inibicdo da CCL2 deve ser mantida

para manter a regress&o do tumor (82,
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2.10. Polimorfismo CCR2-641

Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em certos genes que codificam
quimiocinas podem estar associados a algum tipo de cancer. A variante CCR2-64l,
derivada da substituigdo de uma guanina por adenina na posi¢ao 190 do gene do
receptor de quimiocina CCR2 resulta na substituicio do aminoacido valina para
isoleucina na posigdo 64 da primeira regido transmembrana da proteina ©3). Essa
alteracao torna o CCR2A mais estavel e aumenta sua meia-vida, mas nao afeta de
forma alguma a estabilidade da isoforma CCR2B ©%). Esse polimorfismo também é
descrito como comum em todos os grupos étnicos sendo a sua frequéncia alélica de
0.098 em caucasianos; 0.151 em afro-americanos; 0.172 em hispanicos; e 0.250 em
Asiaticos (83),

A variante tem sido destaque nos estudos relacionados a infecgéo pelo virus
da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) @), Além disso, a associacdo do
polimorfismo CCR2-64l (rs1799864) e o risco de cancer em diferentes populacoes
tém sido extensivamente investigados em muitos estudos. Até o momento,
numerosos estudos realizados para investigar se o polimorfismo CCR2-64| esta
associado ao risco de cancer obtiveram como resultados dados conflitantes. Em
uma metanalise, com estudos de caso-controle que enfocaram o polimorfismo
CCR2-64l e o risco de cancer, houveram evidéncias de que a variante tanto para o
gendtipo homozigoto como para heterozigoto estava significativamente associada ao
aumento do risco de cancer ©9),

A variante polimérfica CCR2-641 é retratada na literatura tanto como protetora
no desenvolvimento e progressdo de doengas inflamatdrias. Entretanto, parece ser
um fator de risco no desenvolvimento de cancer hepatocelular ") e de endométrio

(84) Esses achados inconsistentes na literatura cientifica reforcam a necessidade da
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realizacdo de mais estudos de forma a compreender melhor o papel da variante,

tanto quanto ao papel na inflamagao no desenvolvimento de cancer.
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando que o receptor de quimiocina CCR2 esta envolvido em
processos inflamatérios e na regulagdo do sistema imune, e que tais processos
podem estar associados a atividade e progressdo tumoral no hospedeiro, embora
ainda existam muitas duvidas sobre sua importancia funcional nesses processos,
torna-se pertinente a analise da associacao potencial do polimorfismo CCR2-641 na
fibrose, cirrose e desenvolvimento de carcinoma hepatocelular em pacientes HCV +

do Sul do Brasil.
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4. QUESTAO DE PESQUISA

O alelo da variante CCR2-64I| confere protecdo na suscetibilidade a infecgao
pelo HCV assim como exerce influéncia na progressdao dos desfechos hepaticos

relacionados a hepatite C?
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5. HIPOTESE

O alelo variante em heterozigose ou homozigose confere protecao tanto na
suscetibilidade a infeccédo pelo virus HCV quanto no desenvolvimento de doencgas

hepaticas decorrentes da infecgao.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do polimorfismo CCR2-64| em individuos HCV+.

6.2. Objetivos especificos

. Verificar a suscetibilidade a infeccao pelo HCV nos individuos
heterozigotos ou homozigotos para o alelo CCR2-641;

. Analisar a relagdo entre a progressdo das doengas hepaticas
(fibrose, cirrose e HCC) no grupo HCV+ e o alelo CCR2-64| em individuos

heterozigotos ou homozigotos.

28



7. ARTIGO EM INGLES

The genetic influence of polymorphism CCR2-64l1 in HCV infected patients

Riana Augusta Dauber Bevilaqua de Bem', Joel Henrique Ellwanger!, Daniel

Simon?, José Artur Bogo Chies'

' Departament of Genetics, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

2 Laboratorio de Genética Molecular Humana, Universidade Luterana do Brasil -

ULBRA, Canoas, Brazil.

Correspondence: Dr. Jose Artur Bogo Chies

Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias, UFRGS, Caixa Postal 15053,

CEP 91501-970, Porto Alegre, RS, Brasil.

Fax: +55-51-3308-7311/ e-mail: jabchies@terra.com.br

29



ABSTRACT

INTRODUCTION: Hepatitis C virus (HCV) infection can be associated to a wide
spectrum of liver diseases which can be symptomatic or asymptomatic, presenting a
persistent chronic phase. The continuous inflammatory process established in the
liver can leads to the development of fibrosis, which can progress to cirrhosis and
hepatocarcinoma (HCC). Chemokines and cytokines play important roles in viral
clearance, infection control, inflammation, regeneration, and fibrosis, and are also
implicated in the pathological processes that occur in the liver during viral infection.
CCR2 is a chemokine receptor involved in cell migration, inflammatory processes
and in immune system regulation. In this sense, the CCR2 molecule can be
associated to the tumor activity in the host. Importantly, there are still many questions
about the functional significance of the CCR2 molecule in tumor development and
progression. The function of CCR2 in immunological responses suggests that the
CCR2-64l polymorphism may have important roles in clinical outcomes associated to

HCV infection.

OBJECTIVE: The aim of the present study was to investigate the potential
association of the CCR2- 64l genetic variant in HCV positive patients with different

clinical profiles (fibrosis, cirrhosis and hepatocarcinoma).

METHODS: We evaluated 293 samples of HCV + individuals from Porto Alegre
collected at the Hospital de Clinicas, Porto Alegre. The samples were genotyped by
Restriction Fragment Size Polymorphism (RFLP) technique using specific primers.
For analysis, genotypic frequencies were tested for Hardy-Weinberg Equilibrium
using chi-square test. The allele and genotype frequencies were compared with a

control group (n=118) previously evaluated in the Laboratory of Immunobiology and
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Immunogenetics of UFRGS. For the comparisons between groups, the chi-square
test with Yates correction or Fisher's exact test was used. The value of p <0.05 was
established as statistically significant. This study was approved by the Ethics
Committees of the institutions involved in the sample collection and all participants

signed a consent form.

RESULTS: The genotypic frequencies were in agreement with the Hardy- Weinberg
equilibrium. Considering the genotypic frequencies, the comparisons between the
HCV + group and the control group (p=0.123), HCV + group/ fibrosis group and
control group (p=0.733), HCV + group / cirrhosis group and control group (p=0.309)
and HCV + group / HCC group and control group (p=0.132) did not present
statistically significant differences. Similarly, there was no statistically significant

difference when groups were compared in relation to allele frequencies (p<0.05).

CONCLUSION: The CCR2-64| variant (rs1799864) did not directly influence the
susceptibility to HCV infection, or the evaluated outcomes (i.e. development of
fibrosis, cirrhosis and HCC). However, there are still inconsistencies and doubts in
the scientific literature about the role of this genetic variant on different aspects of the

HCV infection.

Keywords: hepatitis C, HCV, polymorphism, CCR2-64l, fibrosis, cirrhosis, HCC,

chemokine receptor
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1. INTRODUCTION

Hepatitis C virus infection and the liver inflammatory disease associated to this
infection are major global health problems, affecting over 71 million people
worldwide. The most affected regions in the world are the Eastern Mediterranean
region and Europe, with a prevalence of 2.3% and 1.5% respectively (). The natural
course of an HCV infection is variable and depends on viral and host characteristics.
However, after acute infection, which mainly occurs through parenteral transmission,
chronicity occurs in 50% to 85% of the exposed individuals, with several of them
progressing to chronic hepatitis, cirrhosis, hepatocellular carcinoma and even liver
failure requiring transplant ).

It is well established that HCV can modulate the chemokine expression, in
vitro. Therefore, it was postulated that HCV could, in vivo, drive its survival by
subverting the immune response through altered leukocyte chemotaxis, resulting in
impaired viral clearance and the establishment of a chronic low-grade inflammation
@), Inflammation is a usual feature in most liver diseases, and inflammatory cytokines
and chemokines produced after HCV infection accelerate hepatocyte damage and
liver disease progression. HCV infection triggers inflammation by various
mechanisms including pathogen pattern recognition, inflammasome activation and
intrahepatic inflammatory cascades, while oxidative and endoplasmic reticulum
stress coexist with exacerbate inflammation and liver injury 4.

Data indicates that distinct chemokines and chemokine receptors may be
associated with different stages of the chronic HCV infection-associated liver
diseases. Chemokines are low molecular weight chemotactic peptides that mediate
the recruitment of inflammatory cells into tissues and back into the lymphatic vessels

and peripheral blood ®). The interactions among chemokines and their cognate

32



receptors help shape the immune response and therefore, have a major influence on
the infection outcome. In a broad classification, chemokines can be divided into four
subclasses CX3C, CXC, CC and XC, according to the arrangement of the N-terminal
two cysteine residues. Corresponding to the four subclasses of chemokines,
chemokine receptors, which are typical G-protein coupled receptors with seven trans-
membrane domains, can also be classified in four families [CX3CR, CXCR, CCR and
(X)CR] €7,

The CCR2 molecule, a member of the CCR family, is expressed on
monocytes, macrophages, dendritic cells (DCs) and T cells. Ligands for CCR2
comprise distinct members of the chemokine (C-C motif) ligand (CCL) family,
specifically CCL2, CCL7, CCL8 and CCL13, all of which expressed in the hepatic
environment @9), Several studies have demonstrated that mMRNA transcripts for CCL2
and CCR2 are significantly increased in the liver of HCV-infected patients (101,
Furthermore, an increase in serum CCL2 levels correlates with progressive liver
inflammation in infected patients when compared to healthy individuals (2.

The CCL2 molecule, also knowns as monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1), is a major chemokine that recruits monocytes and macrophages to the sites
of inflammation. Recent studies revealed that a high level of CCL2 expression in the
tumor environment is associated with unfavorable patient prognosis in various types
of cancer (1319, CCL2 preferentially binds to the C-C chemokine receptor type 2
(CCR2), which is expressed in various tissues including thymus, lung, liver, kidney,
pancreas and ovary (9. In bladder cancer, CCL2 has been reported to play an
important role in epithelial-mesenchymal transition (EMT) and metastasis ('7).

An extensively studied allelic variant of the CCR2 gene, the CCR2-64I| variant

(rs1799864), is derived from a G-to-A nucleotide substitution at the gene position 190
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that leads to the amino acid substitution of a valine (V) at position 64 by an isoleucine
(1), within the first transmembrane domain of the CCR2 receptor ('®). The CCR2-64I
variant has been reported as a risk factor for bladder cancer (*®) and hepatocellular
cancer 0 but in an opposed way, it has been described as a protective factor for
breast cancer @Y. Thus, the role of this genetic variant in tumor progression is still
unclear.

Considering that CCR2 is involved in inflammatory processes and in immune
system regulation, that such processes may be associated to the tumor activity and
progression in the host, although there are still many questions about its functional
significance in these processes, our aim was to investigate the potential association
of the chemokine receptor gene CCR2-641 polymorphism in susceptibility to infection
and in fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma development in HCV+ patients

from Southern Brazil.

2. METHODS
2.1. Patients and controls

In this case-control study, 293 DNA samples of HCV infected patients from the
Hospital Clinicas de Porto Alegre (HCPA), a public health institution from Southern
Brazil, were analyzed. Amongst these patients 44 developed fibrosis, 158 cirrhosis
and 91 patients presented HCC. A control healthy group (n = 118) previously
evaluated in the Laboratory of Immunobiology and Immunogenetics of UFRGS was
also included in this study ?. The Table 1 presents demographic and clinical data of

the HCV+ individuals stratified according to clinical outcome.
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Table 1. Demographic and clinical data of the HCV+ individuals stratified according to

clinical outcome.

Demographic and clinical Control | HCV+ | Stratification of the HCV+ group, n=293
data group* | group | HCV+/fibrosis | HCV+/cirrhosis | HCV+/HCC
n=119 | n=293 | group group group
n=44 n=158 n=91
Age, mean = SD 57.21 |59.97 |58.11+9.88 |59.60+8.55 61.51 %
+791 | +£8.71 8.25
Sex, n (%)
Male 119 138 16 (36.4) 69 (43.7) 53 (58.2)
(100.0) | (47.1)
Female - 155 28 (63.6) 89 (56.3) 38 (41.8)
(52.9)
Ethnicity, n (%)
Caucasians 96 207 25 (56.8) 122 (77.2) 60 (65.9)
(83.5) |(70.6)
Non-caucausians - 86 19 (43.2) 36 (22.8) 31 (34.1)
(29.4)
Declared smoker*™, n (%) - 180 19 (43.2) 103 (65.2) 58 (63.7)
(61.4)
Declared alcohol drinker**, | - 42 4(9.1) 21 (13.3) 17 (18.7)
n (%) (14.3)
HCV transmission via - 120 15 (34.1) 71 (44.9) 34 (37.4)
blood transfusion, n (%)*** (41.0)

n, sample number. SD, standard deviation. HCC, hepatocarcinoma. *Data obtained from

Zambra et al. (2013).**Currently or in the past (% based on total sample number). ***%

based on total sample number.
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Patients were ethnically classified as Caucasians or Non-caucausians
(Afro-Brazilians or admixed individuals). The clinical and sociodemographic variables
assessed in this study were development of liver fibrosis, cirrhosis or
hepatocarcinoma, and characteristics such as sex, age, marital status, education
level, age at infection, age at diagnosis, weight and height, BMI (Body mass index),
smoking and alcoholism. In addition to data on skin color, data about the ethnicity of
parents/ grandparents 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.

2.2. Genotyping

The CCR2-64I (rs1799864) polymorphism was genotyped through Restriction
Fragment Length Polymorphism PCR-RFLP using specific primers previously
described by Smith et al. (27). The following primers were used for amplifying DNA:
CCR2a:5 TTGTGGGCAACATGATGG3 andCCR2b:5 GAGCCCA
CAATGGGAGAGTA 3. PCR samples were prepared to a final volume of 25
ul as follows: 1 yl of DNA; 2.5 ul of 10X PCR buffer [200 mM Tris—HCI (pH 8.4), 500
mM KCI]; 1 yl of 50 mM MgCI2; 1 pyl of 3 mM dNTP mix; 1 ul of de primers (10
pmol/ul cada); 18,3 pl H 2 O; and 0,2 yl de Tag DNA polimerase 5U/ul (Invitrogen
Corporation, San Diego, CA, USA). The initial cycle of PCR was carried out during
one minute at 94 °C, followed by 40 cycles of 1 minute at 94 °C for denaturation, 1
minute at 55 °C for annealing, and 1 minute at 72 °C for extension; and finally
sustained for 3 minutes at 72 °C. colocar microlitros

The PCR products were verified on 2% agarose gel (3 yl PCR product + 2 pli

bromophenol blue) and analysed by electrophoresis in 100 V. The CCR2-resulting

36



128-bp fragment (10ul) was digested with 0.4 pl enzima BsaBl (4U) for 16 h
(overnight) at 60°C, producing 110-bp and 18-bp fragments (641 variant) or a single
non-digested 128-bp fragment (wild type), which were visualized in a 3% agarose gel

stained with 20 ul of ethidium bromide.

2.3. Statistical analysis

For analysis, genotypic frequencies distribution was tested for Hardy-
Weinberg Equilibrium using chi-square test. For the comparisons between groups,
the chi-square test with Yates correction or Fisher's exact test was used. The value

of p < 0.05 was established as statistically significant.

3. RESULTS
3.1. Population

The case group and control group are predominantly of Caucasian ancestry
(83.5% control group and 70.6% HCV+ group). The mean age observed in the
control group was 57.21 + 7.91 years (range: 41-75 years) and in the HCV+ group
59.97 + 8.71 (range: 32— 81 years). All individuals of the control group were male
since they were originally genotyped as controls to an association study dealing with
prostate cancer. Among the HCV+ group, 138 (47.1 %) patients were male and 155
(52.9 %) female.

Considering demographic and clinical features, HCV+ individuals were
stratified according to clinical outcome (fibrosis, cirrhosis and HCC), age, sex,
ethnicity, declared smoker and alcohol drinker, both habits currently or in the past,
and HCV transmission via blood transfusion. Analyses of the other collected

variables were described by Ellwanger et al ?®). The analysis of the relationship
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between alcohol consumption and fibrosis, cirrhosis and HCC was performed using
the chi-square test. There was no statistically significant difference when outcomes
groups [fibrosis and HCC (p = 0.235); cirrhosis and HCC (p = 0.339); fibrosis and

cirrhosis (p = 0.625) were compared in relation to alcohol consumption.

3.2. CCR2-64I1 does not influence in clinicopathologic status

Among the HCV+ group, 44 (15%) patients had fibrosis at the time, while 158
(53.9%) patients had cirrhosis and 91 (31%) patients developed hepatocarcinoma.
There was no statistically significant difference when the allelic frequency was
compared in relation to hepatic outcomes in HCV+ (p < 0.05). The Table 2 shows the
CCR2-64I genotypic and allelic frequencies.

Table 2. CCR2-64I genotypic and allelic frequencies

CCR2-64l Control HCV+ Stratification of the HCV+ group , n=293
group® group HCV+/fibrosis | HCV+/cirrhosis | HCV+/HCC
n=118 n=293 group group group

n=44 n=158 n=91

wtiwt, n (%) 88 (74.6) 238 33 (75.0) 127 (80.4) 78 (85.7)

(81.2)

wt/641, n (%) 27 (22.9) 53 (18.1) | 11 (25.0) 30 (19.0) 12 (13.2)

641/641, n (%) 3(2.5) 2(0.7) - 1(0.6) 1(1.1)

wt, n (%) 203 (86.0) | 529 77 (87.5) 284 (89.9) 168 (92.3)

(90.3)
641, n (%) 33 (14.0) 57 (9.7) 11 (12.5) 32 (10.1) 14 (7.7)

n, sample number. wt/wt, wild homozygote genotype. wt/64l, heterozygote genotype. 641/64l,
variant homozygote genotype. HCC, hepatocarcinoma. *Data obtained from Zambra et al.

(2013).
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3.3. CCR2-641 and HCV infection susceptibility

The genotypic frequencies in all groups were in agreement with the Hardy-
Weinberg equilibrium. The allele frequencies of CCR2-64| were 14.0%, and 9.7% in
control, and HCV+ groups, respectively. Considering the genotypic frequencies, the
comparisons between the HCV + group and the control group (p = 0.123),
HCV+/fibrosis patients and controls (p = 0.733), HCV+/cirrhosis patients and controls
(p = 0.309) and HCV+/HCC patients and controls (p = 0.132) did not present
statistically significant differences. The Table 3 presents the comparisons between

the groups considering the genotypic frequencies.

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

Comparison p-value**
HCV+ versus Control 0.123
HCV+/fibrosis versus Control 0.733
HCV+/cirrhosis versus Control 0.309
HCV+/HCC group versus Control group 0.132

* Detailed data in Table 2. **Exact Fisher’s test.

Similarly, comparison for the presence (641/641 +wt/641) or the absence (wt/wt)
of the CCR2-64| allele considering HCV+/fibrosis patients versus controls (OR =
0.88, 95%CIl = 0.42 - 1.83, P = 0.869), HCV+/cirrhosis patients versus controls (OR =
0.69, 95%Cl = 0.41 - 1.16, P = 0.209) and HCV+/HCC patients versus controls (OR =
0.51, 95%CI = 0.27 - 0.99, P = 0.063) do not yield statistically significant differences
when groups were compared in relation to allele frequencies (p < 0.05). The Table 4
presents the result of comparisons between the groups considering the allelic

frequencies.
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Table 4. Comparisons between the groups considering the allelic frequencies*

Comparison O.R. C.1. 95% p-value**
HCV+ versus Control 0.66 0.42-1.05 0.100
HCV+/fibrosis versus Control 0.88 0.42-1.83 0.869
HCV+/cirrhosis versus Control | 0.69 0.41-1.16 0.209
HCV+/HCC versus Control 0.51 0.27 - 0.99 0.063

O.R., odds ratio. C.l., confidence interval. * Detailed data in Table 2. **Pearson’s chi-square

with Yates’s correction

4. DISCUSSION

In the present study, the term Afro-Brazilian designates phenotypically Black
Brazilian individuals. This nomenclature does not directly evaluated individuals
ancestry throught genetic markers, but rather phenotypic features such as skin color,
and patients self-report of ancestry. The self-report “color” classification is frequently
used in Brazil, and is well documented in diferents studies ?>2% including previous
studies of our group ?®). Actually, the Southern Brazilian population typically presents
individuals classified as White with a mean European ancestry of 85.5% and 1% of
African ancestry, while individuals classified as Brown and Black, have approximately
45% of African, 44% of European and 11% of Amerindian ancestry (23).

According to our results, the CCR2-64| variant did not directly influence the
susceptibility to HCV infection, or the development of fibrosis, cirrhosis and HCC in
the individuals evaluated. However, there are still inconsistencies in the scientific
literature about the role of this genetic variant on different diseases and especially
concerning aspects of HCV infection. A limitation of the present study is that the

control group sample was composed only by men while the HCV group was
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composed by both women and men, although there is no data in the literature
suggesting that the frequencies of the evaluated variant is affected by gender. Also,
the fact that the functional role of CCR2-64I in HCV infection and hepatic diseases
development is still poorly understood limits the possibility of specific discussions.

In our group, Zambra et al. ?? found CCR2-64| as a protective factor to
prostate cancer when compared with benign prostatic hyperplasia, although the
statistically significant difference was lost after correction for multiple comparisons.
Similarly, Coelho et al ?® found that the CCR2-641 polymorphism might have a
protective role in the evolution from high-grade squamous intraepithelial lesions to
invasive cervical cancer. In addition, other study showed % a significant difference
when the genotype and allelic frequencies in breast cancer and control groups were
compared. Actually, in this study, both the mutated allele and the heterozygote
genotype were significantly associated to breast cancer protection. In contrast, The
CCR2-64l variant was reported as a risk factor for hepatocellular cancer by Yeh et al.
@1, In their study, the authors verified the CCR2-641 gene polymorphism as an
important factor for the susceptibility of HCC but not as an influencer in the
clinical pathological progression of HCC®Y), and also described that the contribution
of the CCR2-64| gene polymorphism to HCV susceptibility not affect the liver injury-
related clinical pathological characteristics. Finally, Narter et al. 3?) suggested CCR2-
641 as a risk factor for bladder cancer.

The essential function of CCR2 in immunological responses suggests that the
CCR2-641 polymorphism may have key roles in the development of diseases
associated to HCV infection. Chemokines and their receptors have been shown to
regulate several events in carcinogenesis, including cellular proliferation,

angiogenesis, tissue invasion and metastasis, and leukocyte infiltration ©3). Some
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studies have suggested an influence of the CCR2/CCL2 axis in cancer metastasis,
mainly by sustaining cancer cell proliferation and survival, stimulating cancer cell
migration and invasion, and through the induction of deleterious inflammation and
angiogenesis. CCL2 preferentially binds the CCR2 receptor, which is expressed in
various tissues including blood, brain, heart, kidney, liver, lung, ovary, pancreas,
spinal cord, spleen and thymus, although it can also binds to CCR4. The CCL2-
CCR2 signaling axis is especially important for successful metastasis, and has been
shown to be involved in both the early and late steps of the metastatic process in
experimental models 4. In a review, Lim et al. 3% evaluated several clinical trials
targeting either CCL2 or CCR2 in distinct experimental studies on metastatic
cancers, with a particular focus on prostate, breast and colorectal cancers. It
becomes evident that CCL2-CCR2 signaling has multiple key effects on both cancer
and stromal cells, which altogether, appear to predominately favor metastatic
development and progression. However, no trials that evaluate the CCL2-CCR2
signaling axis in fibrosis, cirrhosis and hepatocarcinoma were yet found in the
literature. Our study stands out by the analysis of the potential of the CCR2 gene
polymorphism in affect clinical outcomes of HCV infection.

Although one of the best characterized chemokines during hepatic
fibrogenesis, acting in chronically inflamed liver, secreted by hepatocytes, biliary
epithelial cells,Kupffer cells, and HSCs and its expression being associated with the
infiltration of monocytes, which express the cognate receptor CCR2, the CCL2
molecule still do not revealed all their secrets concerning its relation with virus
infection and cancer development @6 37)In chronic hepatitis C, the expression of
different chemokines in the liver has been described. Costantini et al. %8 39 observed

that several serum mediators are possible markers of specific outcomes related to
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hepatic diseases, including C-X-C motif ligand (CXCL)-9, as a potential marker for
evaluating the progression of CHC (definer CHC) to cirrhosis, and CXCL-10, CXCL-
12 might be used as potential markers for evaluating the progression of chronic
hepatitis to cirrhosis. Importantly, CXCL10 expression is increased in the liver and
peripheral blood during chronic hepatitis C (40 41,42, 43) gnd CXCL9 and CXCL11 are
also increased in the serum and liver of subjects with chronic hepatitis C “#144). The
intrahepatic expression of CCL5 is also elevated in inflammation and this molecule
produced by hepatocytes, sinusoidal endothelial cells and biliary epithelium “9),
Finally, several studies have reported an increased level of CCL3 and CCL4 in the
liver or in serum. The expression of these chemokines in the liver can be directly
induced by HCV infection. Although no association of the CCR-641 polymorphism
with hepatitis C susceptibility was observed in our study it is still important to continue
to evaluate other chemokine ligands and their respective receptors as well as other
polymorphisms that may be related to protection or susceptibility to hepatitis C virus
infection.

In conclusion, our study suggests that the CCR2-641 variant is not directly
associated to HCV infection susceptibility or outcome. Nevertheless, due to
inconsistencies in the scientific literature about the role of this polymorphism, further
investigations with functional assessments, meta-analysis and larger samples in
different human populations could help to clarify the role of this genetic variant in
HCV associated diseases. The understanding about CCR2-641 may be important to
novel therapeutic approaches against HCV in the future aiming to clinical

improvement of infected subjects.
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8. CONCLUSAO

A variante CCR2-64I nao influenciou diretamente a suscetibilidade a infecgao
pelo HCV, assim como também n&o foi um fator de protecdo ou de risco no
desenvolvimento de fibrose, cirrose e CHC. No entanto, ainda existem
inconsisténcias e duvidas na literatura cientifica sobre o papel dessa variante

genética em diferentes aspectos da infecgao pelo HCV.
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9. CONSIDERAGOES FINAIS

Nesse trabalho, apresentamos a atuacédo do polimorfismo genético CCR2-64I
em pacientes infectados pelo HCV. Estudos adicionais tornam-se necessarios para
confirmar os achados encontrados nesta patologia. Além disso, os estudos que
encontraram associagao positiva ou negativa enfatizam a importancia de estudos
com grande numero de caso-controle para confirmar os achados por eles
publicados.

Vale ainda destacar que estudos envolvendo polimorfismos sdo complexos
porque uma associagdo genética, embora valida para uma populagdo étnica
especifica, pode nao ser relevante para individuos de origens étnicas distintas.
Nossa perspectiva € avaliar outros polimorfismos de genes de receptores envolvidos
na infeccdo crbnica da hepatite C para fins de suscetibilidade ao contagio e

progressao dos desfechos hepaticos envolvidos nessa patologia.
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