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RESUMO

Introdugdo: A monitorizagdo das alteracdes de biomarcadores desencadeadas por terapia
baseada em citocinas pode fornecer informagdes relevantes capazes de subsidiar o
desenvolvimento e a identificagdo de preditores de resposta terapéutica. Nesse estudo,
investigou-se a associacdo entre niveis séricos de quimiocinas e citocinas com a resposta ao
tratamento da hepatite C cronica com interferon peguilado-alfa (PEG-IFN) associado a

ribavirina (RBV), que sdo drogas antivirais ¢ imunomoduladoras.

Meétodos: Niveis séricos de quimiocinas/citocinas foram quantificados em medidas
longitudinais por citometria de fluxo em pacientes com hepatite C cronica e relacionados com
a resposta ao tratamento com PEG-IFN e RBV, categorizada como falha terapéutica (ndo-

resposta/NR ou recidiva/REC) e resposta viroldgica sustentada (RVS).

Resultados: Pacientes com RVS apresentaram menor estado pré-inflamatério no pré-
tratamento, com niveis reduzidos de CXCLS8/IL-8, IL-12 e IL-17, enquanto falha terapéutica
foi associada a um padrdo predominantemente inflamatorio no pré-tratamento, com elevagao
dos niveis de CCL5/RANTES, IFN-a, IFN-y, reducdo de IL-10 em NR e elevacdo de IL-6 e
TNF. A inabilidade de sustentar niveis elevados de IFN-a durante o tratamento foi notada em
pacientes com NR. O ambiente pro-inflamatdrio exacerbado no periodo pré-tratamento
observado em pacientes com NR e REC foi acompanhado de uma rede restrita de conexdes
entre biomarcadores, enquanto pacientes com RVS apresentaram uma rede com conectividade
integrada de citocinas.

Também foi notavel que, ao longo do tratamento, pacientes com RVS apresentaram tendéncia
ao desenvolvimento de um padrdo de citocinas/quimiocinas semelhante ao observado em
pacientes NR e REC no pré-tratamento.

O perfil de citocinas de pacientes com REC no per- e pds-tratamento foi semelhante ao de
pacientes com RVS no periodo pré-tratamento.

A andlise das alteragdes do index 12 semanas de tratamento/pré-tratamento (baseline-fold ou
indice T12/T0) distinguiu o IFN-a ¢ o TNF como biomarcadores de elevado desempenho na
avaliagdo do resultado do tratamento com PEG-IFN e RBV.

Conclusdo: Um perfil de resposta imune pro-inflamatdrio no pré-tratamento parece ser preditor
de falha terapéutica em pacientes infectados pelo HCV, genotipo 1, tratados com PEG-IFN e
RBV. Por outro lado, a habilidade de desenvolver um perfil de resposta imune pro-inflamatdria

ao longo do tratamento parece ser preditora de resposta virologica sustentada. Os resultados



distinguem o IFN-a e o TNF séricos no pré-tratamento como biomarcadores de RVS de alta
performance em pacientes infectados pelo GT1 tratados com Peg-IFN e RBV. Este modelo de
andlise poderd contribuir para o desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas para

infecgdes virais emergentes.

Palavras-chave: HCV; citocinas; quimiocinas; IFN-a; biomarcadores.



ABSTRACT

Background: The follow-up of biomarker changes triggered by cytokine-based therapy may
provide relevant insights to subsidize the development and identification of predictors of
therapeutic response. This study related serum chemokine/cytokine levels to the response to
chronic hepatitis C treatment with the antiviral and imunomodulator drugs PEG-IFN and RBV.
Methods: Longitudinal measurements of serum chemokine/cytokine levels were performed by
cytometric-bead-array in patients with chronic hepatitis C, categorized according to virological
response as non-responder/NR, relapser/REL and sustained-virologic-responder/SVR.
Results: Data demonstrated an overall increase of serum chemokine/cytokine levels in HCV
patients. In general, therapeutic failure was associated with a predominant baseline
proinflammatory pattern with enhanced CCL5/RANTES, IFN-a., IFN-y, along with decreased
IL-10 levels in NR and increased levels of IL-6 and TNF in REL. SVR patients displayed lower
baseline proinflammatory status with decreased CXCLS8/IL-8, IL-12 and IL-17 levels. The
inability to uphold IFN-a levels during treatment was characteristic of NR. The prominent
baseline proinflammatory milieu observed in NR and REL patients yielded a restricted
biomarker network, whereas SVR displayed a network with integrated cytokine connectivity.
Noteworthy was that SVR presented a shift towards a proinflammatory pattern upon
immunotherapy, assuming a pattern similar to that observed in NR and REL at baseline.
Moreover, REC patients presented cytokines levels after or along treatment towards a profile
similar to SVR at baseline. Analysis of baseline-fold changes during treatment pointed out IFN-
o and TNF as high-performance biomarkers to monitor immunotherapy outcome.

Conclusion: The baseline proinflammatory status seems to predict non-response to PEG-IFN e
RBV therapy in patients with chronic hepatitis C infected with HCV GT1. The ability to
develop a proinflammatory profile during the treatment seems to predict SVR. The results

highlight baseline IFNa and TNF as high performance biomarkers of SVR in GT1 infected



patients treated by Peg-IFN and RBV. This knowledge may contribute for novel insights into
the treatment and control of the continuous public health threat posed by the

spreading/emerging viral infections.

Keywords: HCV; cytokines, chemokines; IFN-o; biomarkers
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

1.1 Aspectos gerais da resposta imune na hepatite C cronica

A descoberta do virus da hepatite C (HCV), em 1989, permitiu que iniimeras pesquisas
revelassem detalhes do complexo ciclo de vida desse patdogeno humano. Trata-se de um virus
hepatotrépico, nao-citopatico, com alta capacidade de mutacdo, que resulta em numerosas
sequéncias e quasispécies, todas dotadas de mecanismos bem desenvolvidos de evasdo da
resposta imune do hospedeiro e dos diferentes agentes antivirais, o que contribui para a

cronicidade da infeccdo (LAUER et al., 2001).

As interagdes entre 0 HCV e o sistema imune do hospedeiro sdo determinantes para a historia
natural da doenga. A resposta imune inata desencadeada pelo HCV, em especial a produgado de
interferons e de citocinas pré-inflamatérias, modula a defesa antiviral precoce do hospedeiro e
coordena a imunidade adaptativa subsequente. O hospedeiro humano apresenta, portanto,
inimeras formas de detectar a presenga do HCV e desencadear a resposta imune inata
precocemente, mas o0 HCV também desenvolveu estratégias elaboradas de evasdo desse ataque

imune (REHERMANN, 2000).

Uma resposta imune antiviral eficaz requer, essencialmente: a) mecanismos efetores da
imunidade inata eficientes, como os interferons tipo I; b) 6rgaos linféides anatomicamente
intactos, capazes de gerar respostas antivirais satisfatorias por células B e T; ¢) resposta humoral
(anticorpos), com capacidade neutralizante; d) mecanismos intactos de apresentacdo de
antigenos; e e) respostas por linfocitos T auxiliares (Th) CD4+ e T citotéxicos CD8+ fortes e

sustentadas (ZAJAC et al., 1998).

A resposta imune vigorosa implica na migragao de células T especificas para o figado infectado
(LECHNER et al., 2000). Na maioria dos pacientes, essas células sdo incapazes de clarear a
infeccdo. Assim, uma populacdo de células T ndo-especificas ¢ recrutada, sendo essas as
responsaveis pelas lesdes cronicas (BERTOLETTI et al., 2000). O HCV nao tem, portanto,
acao citopatica direta sobre os hepatocitos, e a resposta imune ao virus parece ser a verdadeira

responsavel pelas lesdes hepaticas. Parece ocorrer também uma transicdo deficiente da
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imunidade inata para a adaptativa durante a infecg¢@o cronica pelo HCV (DOLGANIUC et al.,
2008), e o esfor¢co coordenado dessas duas respostas ¢ necessario para a eliminagdo do virus

(REHERMANN, 2009).

De acordo com diferengas fenotipicas e funcionais, as células T CD4+ podem ser classificadas
em células Thl, que produzem as citocinas Thl interleucina-2 (IL-2), TNF-a e IFN-y (este,
juntamente com varias células hepaticas parenquimatosas e ndo-parenquimatosas, induzem as
quimiocinas CXCL9, CXCL10 e CXCLI11, ligadas ao CXCR3; células T Thl também
expressam CCR1 e CCRS5, que levam a interagdes com CCL5, CCL3 e CCL4); Th2, que
secretam as interleucinas -4 (IL-4), -5 (IL-5), -6 (IL-6), -10 (IL-10) e -13 (IL-13); Th17
(secretam IL-22, IL-266 e citocinas da familia da IL-17); e regulatdrias (Tregs), que secretam
as citocinas regulatorias IL-4, IL-10 e TGF-f. As citocinas Thl favorecem o recrutamento de
neutrdfilos e macrofagos, levando a resposta inflamatoria, enquanto as citocinas Th2 limitam a
resposta imune mediada pelas citocinas Thl e favorecem o desenvolvimento da resposta
humoral (Szabo et al., 2005). Na infecc¢ao cronica pelo HCV, observa-se uma resposta fraca de
células T CD4, com baixa especificidade e pouca produgdo de citocinas tipo-1 (GERLACH et
al., 1999).

As células T citotoxicas CD8+ podem clarear o HCV através dos mecanismos citoliticos
(inducdo da apoptose celular) ou nao-citoliticos, mediados por citocinas tipo-1 (IFN-y, TNF-
a). Constituem dois tipos: 1 (Tcl) - produzem IFN-y e varias outras citocinas, mas nao secretam
IL-4; ou 2 (Tc2), ricas em IL-4, mas que ndo secretam IFN-y. Juntas, as células Th e Tc
constituem as células efetoras primarias e também as células de memoria, com baixa
funcionalidade na auséncia de antigenos especificos, ou células efetoras de memoria, ou seja,
reativadas por antigenos especificos. Na infec¢do cronica pelo HCV, as células T CD8+ podem
estar presentes em pequeno numero € com menor potencial de secre¢ao de citocinas tipo-1, o

que pode ou nao ser mediado por células T regulatorias (Tregs) (WOODLAND et al., 2003).

Algumas células T tém propriedades regulatorias (Tregs), capazes de suprimir a ativagdo de
células T efetoras em diferentes estagios da resposta imune (CHANG, 2007). Na infec¢do pelo
HCV em humanos, as Tregs encontram-se aumentadas na fase aguda da infecgdo, estaveis

durante as fases cronicas, e diminuidas, semelhantes a individuos ndo infectados, durante a
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eliminagdo viral espontinea ou induzida pelo tratamento (SUGIMOTO et al., 2003). Elas sao
capazes de, por exemplo, liberar IL-10 (que pode inibir células T CD8+) e TGF-f, bem como
inibir a proliferacdo e a sintese de citocinas, regulando, portanto, as respostas humorais por
mecanismos diretos ou indiretos, através de outras citocinas. A presenca de Tregs foi

demonstrada no figado de pacientes com hepatite C cronica (CHANG, 2007).

1.2 Citocinas e quimiocinas na patogénese da hepatite C cronica

As citocinas s30 pequenas proteinas intermediadoras da resposta imune, secretadas por uma
variedade de células T em resposta a estimulo imunolégico (THIO et al., 2008). Mais de uma
centena de citocinas ja foram descritas, e sdo classificadas de acordo com a sua fung@o primaria:
a) interleucinas (ex: IL-1, IL-2 etc.); b) interferons tipo I (IFN-a e IFN-f); ¢) interferons tipo II
(IFN-y); d) fatores de necrose tumoral (TNF-a, TNF-B); e) fatores estimuladores de colonia (M-
CSF; G-CSF, etc.); f) fatores de crescimento (EGF, NGF, etc); e e) quimiocinas (CCL, CXCL,
CX3CL, XCL- exemplos: CCL5, CXCL10, etc.) (STEINKE et al., 2006). Essas proteinas estao
envolvidas em todas as etapas da resposta imune, desempenhando também um papel na sua
regulagdo. A combinagdo de citocinas liberadas em consequéncia a um estimulo antigénico

especifico determina o tipo de resposta imune a ser desenvolvida.

As quimiocinas contribuem para a vigilancia, recrutam células imunes (leucocitos) para 6rgaos-
alvo na homeostase e exercem efeitos pleiotropicos em células ndo-imunes, influenciando a
funcionalidade das células hepaticas estreladas fibrogénicas. As células imunes efetoras, por
sua vez, apresentam diferentes combinagdes de receptores para quimiocinas (MARRA et al.,
2014). Assim, diferentes quimiocinas podem induzir efeitos diversos e mesmo antagdnicos
apesar de atuarem no mesmo receptor. O HCV ¢ capaz de modular por si s6 a expressao de
quimiocinas e de seus receptores, contribuindo para o escape eficiente as respostas imunes

(MARRA et al., 2014).

Quimiocinas podem pertencer a quatro subfamilias diferentes: CXC, CC, C e CX3C,
dependendo da posicao dos dois residuos N-terminais de cisteina (ZEREMSKI et al., 2007). A

subfamilia CXC pode ser subdividida em dois grupos, dependendo da presenca ou ndo da
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sequéncia ELR (Glu-Leu-Arg) precedendo a primeira cisteina: as quimiocinas ELR-CXC e as
ndo-ELR-CXC. As quimiocinas da subfamilia CC e do grupo ndo-ELR-CXC, cujos receptores
s30 0 CXCR3 e 0 CCRS, podem ser encontradas em células inflamatérias Th1l. As quimiocinas
n3o-ELR-CXC compreendem: a) a proteina 10 indutivel pelo IFN-y (IP-10, CXCL10); b) a
monocina induzida pelo IFN-y (Mig, CXCL9); e ¢) a célula T a quimioatraente induzida pelo

IFN (I-TAC, CXCL11).

Na subfamilia CC, em decorréncia de sua relagdo com a inflamacao Thl, merecem destaque:
a) a cé¢lula T normalmente expressa e secretada, regulada por ativagdo (RANTES, CCL5); b) as
proteinas la inflamatorias dos macréfagos (MIP-1a, CCL3); e c) as proteinas 1 inflamatdrias

dos macrofagos (MIP-1p, CCL4).

As quimiocinas CXCL10, CXCL9 e CXCL11 se ligam ao receptor CXCR3, enquanto as
quimiocinas CCL5, CCL3 e CCL4 se ligam ao receptor CCR5. CXCR3 ¢ expresso em células

T ativadas e em células NK, e o receptor CCRS5 ¢ expresso principalmente em células T ativadas

¢ de memoria (ZEREMSKI et al., 2007).

Os macrofagos hepaticos (ou células de Kupffer) sdo importantes sensores de estresse tecidual,
disfuncdo ou lesdo. Juntamente com as células endoteliais sinusoidais hepaticas, células
hepaticas estreladas e células imunes locais, constituem as células hepaticas nao-
parenquimatosas, que atuam como fonte de quimiocinas e respondedoras as mesmas (MARRA

etal., 2014).

A agressdao aos hepatocitos leva a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (ex.: TNF), de
quimiocinas e de espécies reativas ao oxigénio e nitrogénio (LIASKOU et al., 2013). O TNF
secretado pelas células de Kupffer tem papel central na magnitude da lesdo hepatica, induzindo
a apoptose de hepatocitos e o comprometimento da microcirculagio hepéatica através do edema
e ativagdo das células endoteliais com subsequente agregacdo plaquetdria sinusoidal e
facilitacdo da entrada das células imunes periféricas. As células de Kupffer ativadas secretam
IL-1B e quimiocinas CXC (como CXCL1, CXCL2 e CXCLS, que sdo quimiocinas chave para

a atragdo dos neutrofilos, principalmente através dos receptores CXCR1 e CXCR2, levando a
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necrose de hepatécitos) (ZIMMERMANN et al., 2011). Paralelamente, as células de Kupffer,
hepatdcitos lesados e células hepaticas estreladas ativadas secretam altos niveis de CCL2, que
promovem o acumulo hepético de mondcitos derivados da medula 6ssea que expressam CCR2
e que expandem o pool local de macrofagos (DAMBACH et al., 2002). Outras quimiocinas
também envolvidas na funcionalidade dos mondécitos/macréfagos sao CCL1 e CCL25, que
promovem o recrutamento de monocitos via CCR8 e CCR9 respectivamente, e CX3CL1, que
parece limitar as fungdes inflamatorias dos monocitos/macrofagos e prolongar a sobrevida dos

mesmos, contrabalanceando as vias inflamatérias das quimiocinas (HEYMANN et al., 2012).

O figado ¢ rico também em componentes linfocitarios do sistema imune inato, sendo que as
células natural killer (NK) correspondem a 30% do total de células linfocitarias intrahepaticas,
com fungdes citotoxicas e imunomoduladoras que respondem a diferentes quimiocinas,
incluindo-se ai CCL5 via CCR1 e CXCL9/CXCL10 via CXCR3. Essas cé¢lulas constituem a
primeira linha de defesa contra o HCV e sdo capazes de: a) promover a lise de células
infectadas; b) produzir interferon-y (IFN-y) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) cuja
funcdo ¢ inibir a replicacdo viral sem destruir as células hepaticas; e c¢) direcionar as células
inflamatorias para os hepatdcitos infectados (RACANELLI ef al., 2006). As células NK podem
levar a maturagdo total ou parcial das células dendriticas (DCs), sendo ativadas pela IL-12 que,
por sua vez, ¢ liberada pelas DCs (LARRUBIA et al., 2009). Pacientes com hepatite C cronica
apresentam niveis elevados de células NK CXCR3 CD56, porém com degranulagdo e secre¢ao

de IFN-y deficientes (disfuncionais) (REHERMAN et al., 2013).

As células NKT expressam marcadores de células NK e de células T, sendo responsaveis pela
patrulha constante do figado durante a homeostase. Logo ap6s uma lesdo, macrofagos hepaticos
expressam altos niveis de CXCL16, que, via CXCR®6, levam ao acimulo de células NKT, o que
parece ser um importante mecanismo de amplificacdo precoce dos sinais inflamatérios (WEHR

etal.,2013).

As DC sdo capazes de processar antigenos virais e apresenta-los a células especificas do sistema
imune através de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) classes I e II.
Uma vez ativadas, essas células secretam vdrios tipos de citocinas (IL-12, TNF-a, IL-10)

reguladoras da resposta de células adjacentes (BANCHEREAU et al., 2000).
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A inflamagdo cronica ¢ fator importante de ativacdo das células hepaticas estreladas,
miofibroblastos e fibroblastos, resultando em estimulo a fibrogénese através da produgdo e
deposi¢do de colageno, laminina, fibronectina e proteoglicans no parénquima hepatico. A
ativacdo dessas células também ¢é regulada por citocinas pré-inflamatérias, como IL-6, TNF-q,
CCL-21 e PDFG, entre outros. A perpetuacao desse processo resulta na cirrose hepatica (TAUB
et al., 1999).

1.3 Caracteristicas da resposta imune durante o tratamento antiviral

Estudos revelam que fatores imunes do hospedeiro podem também influenciar nas chances de
resposta terapéutica ao esquema de tratamento da hepatite. O IFN-a (inicialmente utilizado em
monoterapia) foi a tnica citocina usada no tratamento da hepatite C cronica, com efeito antiviral
direto e imunomodulador, favorecendo a restauracao das respostas Th1/Tcl. A ribavirina, que
passou a ser associada ao IFN-a, apresenta efeitos imunomoduladores que induzem a producao
de citocina tipo-1. A erradicagdo do HCV com agentes antivirais parece facilitar a resposta T

especifica, com producdo de citocinas tipo-1 (LAGGING et al., 2006).

O estudo do perfil sérico de quimiocinas/citocinas de pacientes com hepatite C cronica podera
colaborar para a maior compreensao da patogenia do HCV, objetivo importante desse estudo.
Além disso, supde-se que podera ser util como biomarcador para predizer, de forma nao-

invasiva, a resposta ao tratamento antiviral.

Dentre as varias quimiocinas estudadas, a CXCL10 destaca-se por seu potencial em tornar-se
um importante biomarcador. Em pacientes com hepatite C cronica, a expressdo de CXCL10
estd aumentada tanto no figado quanto na corrente sanguinea (MARRA et al., 2014). Ha forte
associagdo entre os niveis de CXCL10 no sangue periférico e a atividade necroinflamatoria na
hepatite C cronica (HARVEY et al., 2003). Sua expressdo associa-se também com o grau de
apoptose em pacientes com hepatite C, e esta a¢do ¢ mediada pela ativacdo do receptor toll-like
4 (TLR-4) (SAHIN et al.,, 2013). Os niveis intra-hepaticos e circulantes de CXCL10 foram
ainda associados a extensdo da fibrose hepatica associada ao HCV (ZEREMSKI et al., 2009;
ROMERO et al.,2006; TACKE et al., 2011; ZEREMSKI et al., 2011). Em pacientes tratados
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com IFN-a convencional ou peguilado, os niveis periféricos de CXCL10 foram menores em
pacientes que apresentaram resposta virologica sustentada (RVS) em relagdo aos controles, mas
permaneceram elevados em individuos ndo-respondedores (NR). Os niveis periféricos de
CXCLI10 pré-tratamento também foram menores em pacientes com RVS comparados aos NR.

(LAGGING et al., 2006).

Niveis de CXCL9 estao elevados em pacientes com hepatite C cronica comparados a nao-
infectados, com queda ou estabilidade apds o tratamento (APOLINARIO et al, 2004; BUTERA
et al., 2005). Wan e colaboradores (2009) observaram que CXCL9, CXCL-10 e citocinas
relacionadas a inflamagdo, especialmente a IL-6, encontravam-se temporariamente aumentadas
tanto no pré-tratamento quanto nas fases iniciais (semana 2) em pacientes que apresentaram
RVS, o que pode indicar uma possivel relagdo entre a presenca dessas citocinas e o clareamento
do virus C (WAN et al., 2009). Niveis mais altos de citocinas Thl (IL-2, TNF-o e IFN-y) e Th2
(IL-4, IL-5, IL-10) foram notados em pacientes sem RVS.

J& os estudos sobre a expressdo de CCLS5 na hepatite C cronica apresentam resultados
divergentes na literatura. Sua expressdo foi observada em varios tipos celulares, incluindo
hepatdcitos, células endoteliais sinusoidais e do epitélio biliar, com niveis intra-hepaticos
aumentados em portadores do HCV comparados aos nado-infectados (APOLINARIO et al.,
2002) e, nesses casos, maior expressdo de CCL5 foi associada a atividade inflamatoria. Alguns
polimorfismos de CCL5 e CCRS5 do hospedeiro tém sido associados a diminuic¢ao da inflamacao

portal e da fibrose em portadores cronicos do HCV (APOLINARIO et al., 2002).

Estudos com CCL3 e CCL4 em pacientes com hepatite C cronica revelaram, em sua maioria,
niveis intra-hepaticos normais, ao contrario dos niveis séricos, que estdo aumentados. A
localizagdo celular dessas citocinas variou nos diferentes estudos, sendo detectadas
primariamente em células endoteliais dos sinusoides, mas também em linfocitos intra-
hepaticos, e, ainda, em algumas cé¢lulas epiteliais biliares ou mesmo no interior dos hepatocitos

(LEIFELD et al., 2003).
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O tratamento da infecc¢ao cronica pelo HCV evoluiu, nos tltimos anos, para o uso de esquemas
livres de interferon, baseados na associacdo de inibidores de protease e de polimerase
(WATANABE et al., 2016; OGAWA et al., 2016; POIZOT-MARTIN et al., 2016). Estudos
vem mostrando, no entanto, que muitas citocinas apresentam potencial clinico no tratamento de
doengas infecciosas, parasitdrias, degenerativas e de etiologia alérgica. Dado o risco de
idiossincrasia induzida pela imunoterapia, esforcos devem se concentrar na identificacdo de
biomarcadores capazes de predizer precocemente a resposta terapéutica e garantir o

monitoramento eficaz e a seguranga do tratamento.

Visto que a regulagdo da acdo das citocinas, quimiocinas e de seus receptores pode representar
um alvo terapéutico de novas drogas em desenvolvimento, este parece ser um objetivo
importante para novas investigacdes sobre biomarcadores em hepatite C cronica (LARRUBIA
et al., 2008). Este modelo de andlise podera contribuir para o desenvolvimento de estratégias

imunoterapéuticas para infec¢des virais emergentes, tais como as arboviroses e as flaviviroses.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Analisar aspectos da imunidade induzida pelo tratamento de pacientes com hepatite C cronica
com interferon peguilado (PEG-IFN) (alfa-2a ou alfa-2b) associado a ribavirina (RBV), pela
caracteriza¢ao do perfil de citocinas/quimiocinas séricas antes e durante o tratamento, visando

identificar possiveis biomarcadores de infec¢ao e de resposta terapéutica em hepatite C cronica.

2.2 Objetivos Especificos:

1. Analisar o perfil das citocinas séricas IFN-a, IL-1B, IL-6, TNF-q, IL-12, IFN-y, IL-4,
IL-10 e IL-17 em pacientes com hepatite C cronica, infectados pelo genétipo 1 e tratados com
PEG-IFN alfa-2a ou alfa-2b associado a RBV por 48 semanas, em momentos distintos: pré-
tratamento (basal); 12° semana de tratamento; ¢ 48" semana de tratamento (final do

tratamento).

2. Analisar o perfil das quimiocinas séricas IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, MIG/CXCLJ9,
IP-10/CXCL10 e RANTES/CCLS em pacientes com hepatite C cronica, infectados pelo
genoétipo 1 e com indicagdo de tratamento com PEG-IFN alfa-2a ou alfa-2b associado a RBV
por 48 semanas, em momentos distintos: pré-tratamento (basal); 12° semana de tratamento; e

48" semana de tratamento (final do tratamento).

3. Investigar se hd associacdo entre o perfil de citocinas e quimiocinas e as seguintes
possibilidades de resposta terapéutica:

* 12 semanas de tratamento: resposta virologica precoce completa (HCV RNA negativo);

resposta virologica incompleta (HCV RNA positivo, mas queda na viremia maior ou
igual a 2 log)o); ou falha terapéutica (HCV RNA positivo, com queda na viremia menor
que 2 logio).

e Término do tratamento (48 semanas): respondedor (HCV RNA negativo); ou ndo-

respondedor (NR) (HCV RNA positivo).
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* 24 semanas poés-tratamento: resposta viroldgica sustentada (RVS) (HCV RNA

negativo); ou recidiva (REC) da infec¢ao (HCV RNA positivo em paciente respondedor

ao término do tratamento).

4. Identificar citocinas e/ou quimiocinas reguladoras como possiveis biomarcadores de
resposta ao tratamento da hepatite C cronica com PEG-IFN alfa-2a ou alfa-2b associado a

RBYV por 48 semanas.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Desenho do Estudo, pacientes e aspectos éticos

Estudo realizado no Ambulatorio de Hepatites Virais do Instituto Alfa de Gastroenterologia
(coordenado pela Profa. Rosangela Teixeira), em parceria com a Fundagdo Oswaldo Cruz —
Laboratorio de Biomarcadores em Doengas Infecciosas (sob a coordenagado do Dr. Olindo Assis
Martins Filho), com inclusdo de 54 pacientes (33 do sexo masculino e 21 do sexo feminino)
com diagnoéstico confirmado de hepatite C cronica e infectados pelo gendtipo 1, virgens de
tratamento, que aceitaram participar do projeto previamente aprovado pelo COEP/UFMG.
Entre 2006 e 2008, eles tiveram amostras seriadas de soro coletadas em veia periférica e
armazenadas em freezer a -80° C, apds terem concordado por escrito em participar da pesquisa.
As amostras foram colhidas em momentos distintos do tratamento da hepatite C (antes, na 12°
e 48" semanas), conforme o protocolo vigente na ocasido do Ambulatorio de Hepatites Virais
(AHEV) do Instituto Alfa de Gastroenterologia (IAG) do Hospital das Clinicas (HC) da UFMG.
Informacgdes relativas aos aspectos demograficos, estadiamento da lesdo hepatica, aspectos
virologicos, bioquimicos e de resposta terapéutica constituem um banco de dados registrado no

AHEV/IAG/HC/UFMG.

Os critérios de inclusdo e exclusdo foram os previamente determinados para o estudo inicial e

compreenderam:

1. Inclusdo: 54 pacientes com hepatite C cronica (anti-HCV positivo por mais de seis
meses, HCV RNA positivo) infectados por gendtipo 1, virgens de tratamento, tratados
entre 2006 e 2008, com coletas seriadas de amostras de soro em diferentes momentos
do tratamento, com consentimento prévio dos mesmos (TCLE), estocadas em freezer a

-80°C.

2. Exclusdo: infecgdo por gendtipo do HCV diferente do 1; coinfecgdo com HIV ou HBV;

outras doencas hepdticas associadas; uso de drogas imunossupressoras; consumo
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regular de dlcool acima de 20g/dia (mulheres) e 40g/dia (homens); tratamento prévio da

hepatite C cronica e tratamento antiviral por menos de 48 semanas.

Um grupo padrio foi constituido por 19 individuos (sexo masculino = 12; sexo feminino = 21)
pré-doadores de sangue ndo-infectados (NI), selecionados no Hemocentro do Hospital Felicio
Rocho, submetidos a coleta unica de amostra de sangue em veia periférica ap6s assinatura do
TCLE, para comparagdo com o grupo de pacientes infectados pelo HCV no periodo pré-

tratamento (TO).

Este estudo visou acrescentar novas informagdes ao projeto iniciado em 2006 com aprovagao
pelo COEP/UFMG, conforme parecer ETIC 226/06, que teve como objetivo principal a
avaliagdo transversal de parametros fenotipicos celulares de leucécitos do sangue periférico em
individuos com hepatite C cronica. Em seguida, o COEP/UFMG autorizou a realizagdo do
mesmo projeto em amostras seriadas de soros (Declaragdo COEP, datada em 06 de novembro
de 2006). Para a realizacdo do projeto atual foi encaminhada ao COEP/UFMG carta de
solicitacdo de autorizagdo para modificagdes no projeto original, com aprovacao pelo mesmo
(vide ANEXO 1). Também foi solicitado aos 54 pacientes incluidos no projeto inicial que
comparecessem ao servigo para informagdes a respeito do atual projeto e, ao concordarem em
participar, apds esclarecidos os objetivos e duvidas, foi pedido que assinassem o novo TCLE

(vide ANEXO 2) com as modifica¢des propostas no projeto inicial.

As informagdes coletadas foram confidenciais e ndo revelaram as identidades dos participantes.
Os dados fornecidos pelo estudo foram utilizados somente para fins de pesquisa e publicados

apenas no meio cientifico.

3.2 Protocolo de tratamento da hepatite C instituido no AHEV/IAG/HC/UFMG

O protocolo de tratamento da hepatite C em vigor em 2006 contemplava a realiza¢do da biopsia
hepatica para estadiamento da hepatite C cronica antes do tratamento, realizacdo de testes
moleculares de detecg¢do viral (HCV RNA qualitativo por PCR no pré-tratamento, 24* e 48?

semanas de tratamento, ¢ 24* semana pos-tratamento, ¢ HCV RNA quantitativo no pré-
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tratamento e na 12* semana de tratamento, em conformidade com os protocolos nacional e
internacionais de tratamento da hepatite C cronica (Portaria SUS/MG n° 221, 2011; ZEUZEM,
2008; EASL Internacional Consensus Conference on Hepatitis C, 2011; GHANY et al., 2011;
AASLD Practice Guidelines — GHANY et al.,2009). Esses testes moleculares sdo padronizados
e ndo foram realizados para a finalidade de pesquisa, uma vez que sdo parte do protocolo de
assisténcia e de tratamento da hepatite C cronica nos centros de referéncia em hepatites, sendo
realizados na rotina no servigo publico e de acordo com kits comerciais previamente
estabelecidos para essa finalidade. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a RT-PCR foram
feitas no plasma, usando kit comercial (AMPLICOR v1.0, Roche Diagnostics Systems,

Pleasanton, CA, USA), e a genotipagem do HCV ¢ feita pela técnica de sequenciamento.

O padrao de resposta virologica, conforme previamente definido (CRAXI et al., 2011; GHANY

etal.,, 2011), consiste em:

1. Resposta viroldgica precoce completa ou total: HCV-RNA sérico indetectavel (avaliado

por PCR) na décima segunda semana de tratamento antiviral.

2. Resposta viroldgica precoce incompleta ou parcial: queda de pelo menos duas escalas
logaritmicas (2 logio) ou 100 vezes no valor da carga viral do HCV-RNA na décima

segunda semana de tratamento antiviral comparada a carga viral pré-tratamento.

3. Resposta virologica ao final do tratamento: HCV-RNA indetectavel ao término do

tratamento antiviral.

4. Resposta virologica sustentada (RVS): HCV-RNA indetectavel na vigésima quarta

semana de seguimento apds o término do tratamento antiviral.

Este perfil de resposta terapéutica dos pacientes passiveis de inclusdo no estudo faz parte do

banco de dados do AHEV/IAG/HC/UFMG.

3.3 Quantificacio de quimiocinas e citocinas séricas

A dosagem dos niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas foi realizada no Laboratdrio de
Biologia Molecular do Centro de Pesquisas René-Rachou — FIOCRUZ, por citometria de fluxo,
usando kits de alta sensibilidade (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA).
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Para a determinacdo do nivel de citocinas plasmaticas, utilizaram-se amostras de sangue
periférico obtidas pelo sistema de coleta a vadcuo em tubos contendo o EDTA, processadas e
armazenadas em aliquotas a -80°. As amostras foram centrifugadas a 4000 x g durante 15
minutos a 18°C, distribuidas em aliquotas e mantidas a -80°C até a realizagdo dos experimentos.
A quantificagdo dos niveis plasmaticos de citocinas pelo sistema CBA - Becton Dickinson-BD
empregou uma mistura de seis esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas
e distintas, recobertas com anticorpos especificos para as citocinas humanas, que foram
detectadas no canal FL-3. Essa metodologia permitiu a avaliagdo simultanea de diversas

citocinas no mesmo ensaio, empregando pequenos volumes de amostra.

Neste estudo, a metodologia de CBA foi adaptada dos protocolos originais propostos por CHEN
et al. (1999), modificada por PERUHYPE-MAGALHAES et al. (2006), como descrito a seguir:
aliquotas de 25uL de plasma teste diluido 1:5 com diluente G (reagente presente no kit CBA),
aliquotas de 25uL dos padrdes de citocinas, submetidos a dilui¢ao seriada com diluente G (“Top
Standart” — 5000pg/mL, 1:2 — 2500pg/mL, 1:4 — 1250pg/mL, 1:8 — 625pg/mL, 1:16 —
312,5pg/mL, 1:32 — 156pg/mL, 1:64 — 80pg/mL, 1:128 —40pg/mL e 1:256 — 20pg/mL) e 25uL.
de diluente G apenas (Controle Negativo), foram transferidas para tubos de poliestireno de SmL
(Falcon no 2052). Em seguida, a cada tubo foram adicionados 15uL. da mistura de esferas de
captura, conjugadas com anticorpos monoclonais (Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit/ Human
Inflammation CBA Kit) com subsequente incubagdo por 90 minutos, a temperatura ambiente
(T.A.), ao abrigo da luz. Apds a incubacdo, as esferas de captura foram lavadas com 500uL da
solucdo F (“Wash buffer”, reagente presente no kit CBA), centrifugadas a 600 x g, por 7
minutos a 18°C, e o sobrenadante cuidadosamente aspirado e descartado. As esferas foram entao
reincubadas na presenga de 20uL do reagente B, que corresponde a um coquetel de anticorpos
monoclonais anti-citocinas humanas, conjugados com o fluorocromo PE (FL-2) por 90 minutos,
T.A., ao abrigo da luz. Apds incubacdo, as esferas de captura foram novamente lavadas com
500uL da solugdo F, centrifugadas a 600 x g, por 7 minutos a 18°C, e o sobrenadante
cuidadosamente aspirado e descartado. Apos centrifugagao, as esferas foram ressuspendidas em
250uL de reagente F e imediatamente analisadas no citdometro de fluxo FACSVerse® (BD),

que fez a aquisi¢do dos dados.

Ap0s as etapas de marcagdo, um total de 1.800 eventos/regido (R1) foram obtidos com base em

graficos de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC).
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Para a andlise dos dados, inicialmente as microesferas conjugadas com anticorpos monoclonais
de captura correspondentes a cada citocina foram segregadas em gréaficos de distribuicao
puntual FL-4 x FL-2, onde as seis esferas com intensidades de fluorescéncia distintas ocuparam
posicdes especificas ao longo do eixo Y (FL-4). A analise do deslocamento das esferas ao longo
do eixo X (FL-2) foi empregada como variavel proporcional a concentragdo de cada citocina
presente na amostra. Na analise, foi utilizado o software FCAP Array ™ versio 2.0 (BD

Biosciences, San Jose, CA, USA).

Para a obten¢do dos resultados da analise quantitativa de citocinas plasmaticas, uma curva
padrao foi construida utilizando os dados dos padrdes de citocinas em concentragdes conhecidas
(20pg/mL — 5000pg/mL) e empregada para determinar as concentragdes de cada citocina no
plasma teste. As concentragdes de quimiocinas foram expressas em “picogramas/mL” (pg/mL)
e os niveis de citocinas em “intensidade média de fluorescéncia”) (MFI). Além disso os niveis
de quimiocinas/citocinas foram expressos como dados categdricos (frequéncia de individuos
com niveis séricos elevados) e como alteragdes em relacio ao pré-tratamento (baseline-fold ou

indice T12/T0).

3.4 Analise estatistica e abordagem dos sistemas biologicos

3.4.1 Analise estatistica convencional

Para descrever as variaveis quantitativas utilizaram-se medidas de tendéncia central, posi¢do e
dispersdo, e, para as varidveis categdricas, as frequéncias absolutas e relativas. Para verificar,
no pré-tratamento, a homogeneidade epidemioldgica dos grupos tratamento e nao-infectado
(ND) e dos grupos que responderam ao tratamento de hepatite C e dos que ndo responderam,
utilizou-se o teste T para as varidveis quantitativas normalmente distribuidas e o teste de Mann-
Whitney para as varidveis que ndo apresentam distribuicdo normal. Para as varidveis
categoricas utilizou-se o teste Qui-Quadrado, e quando necessario, o teste Exato de Fisher. Para
comparar o perfil das citocinas séricas e o perfil das quimiocinas séricas entre os grupos
tratamento e NI no pré-tratamento, utilizou-se o teste T para as varidveis normalmente
distribuidas, e o teste de Mann-Whitney para as varidveis que ndo apresentarem distribuicao

normal. Para a selecdo do conjunto de variaveis que influenciam significativamente o
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tratamento da hepatite C cronica foi utilizado o algoritmo Stepwise (Efroymson, 1960). O
software utilizado na andlise foi o R versdo 3.0.3, que pode ser conhecido em: www.R-
project.org. O software usado para as artes graficas e estatisticas foi o Graph-Pad Prism (versao

5.03, San Diego, California, USA).

3.4.2 Analise da assinatura de biomarcadores

As assinaturas ascendentes das quimiocinas/citocinas foram adaptadas do protocolo prévio
proposto por Luiza-Silva et al. (2011), modificadas conforme a seguir: resumidamente, os
valores médios globais foram calculados para cada biomarcador sérico, considerando todo o
universo dos dados (NI em TO + HCV em TO + HCV em T12 + HCV em T48 = 149 no total).
A mediana global foi usada como o ponto de corte para categorizar cada sujeito como portador
de niveis séricos “baixos” (iguais ou inferiores a mediana global) ou “elevados” (acima da
mediana global). Na etapa seguinte, os dados foram compilados em diagramas em preto e
branco para calcular a frequéncia de sujeitos com niveis séricos elevados por estratégias de
analises qualitativas de dados discretos bindrios. Graficos de dispersao mostrando o ponto de
corte para cada biomarcador, a compilacdo do diagrama e as andlises qualitativas podem ser
visualizados na Fig. 1 suplementar. A frequéncia de individuos com niveis séricos elevados foi
agrupada para construir as curvas globais ascendentes de biomarcadores. A anélise dos dados
considerou como biomarcadores relevantes aqueles com frequéncia de individuos com niveis
séricos elevados acima do percentil 50. O software GraphPad Prism (versao 5.03, San Diego,
California, USA) foi usado para construc¢ao dos graficos de barras, curvas ascendentes e artes

graficas.

3.4.3 Abordagem de Biologia de Sistemas

3.4.3.1 Redes de biomarcadores

Associacdes entre quimiocinas e citocinas para cada subgrupo de pacientes infectados pelo

HCV (NR, REC e RVS) foram calculadas pelo teste de correlagdo de Spearman para gerar

€6 9 [(I%4)

matrizes de “p” e “r”. Correlacdes estatisticamente significativas (p < 0,05) foram selecionadas
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para montagem de redes usando o software Cytoscape, versao 3.1.1. As redes de biomarcadores
foram construidas com /ayouts circulares, nos quais cada biomarcador ¢ representado por um

€99
T

no6 globular. As bordas de conexao representando o indice de correlagdo “r” foram classificadas
como: fortemente positiva (r = 0.68), moderadamente positiva (0.36 < r < 0.68), fortemente
negativa (r = - 0.68), moderadamente negativa (- 0.68 < r = - 0.36), conforme proposto por

Taylor (1990).

3.4.3.2 Construcao dos mapas de calor (heatmaps)

Os indices T12/T0 foram calculados para cada biomarcador, sendo que o universo completo de
dados obtidos de 43 pacientes com respostas distintas ao tratamento da hepatite C (NR + REC
+ RVS = total de 43) foi usado para definir os valores da mediana global. A mediana global foi
usada para categorizar o indice T12/T0 de cada individuo como: “baixo” (menor ou igual a
mediana global) ou “elevado” (acima da mediana global). Os heatmaps foram construidos para
demonstrar a propor¢do geral de pacientes com indice T12/T0 baixo ou elevado, usando
software Microsoft Excel. A frequéncia de individuos com indice T12/T0 elevado foi
compilada por estatisticas de coluna para gerar o numero equalizado de sujeitos. Aqueles
biomarcadores associados com frequéncias de indice T12/TO elevado acima de 50% foram
selecionados como ferramentas para discriminar subgrupos de pacientes infectados pelo HCV
(NR, REC e RVS). Software GraphPad Prism (versao 5.03, San Diego, California, USA) foi

usado para grafico de barras, curvas ascendentes e artes graficas.

3.4.3.3 Arvores de decisio

Esta nova abordagem ¢ baseada em um algoritmo mecanizado de aprendizagem largamente
utilizado para selecionar um grupo minimo de atributos que segregam eficientemente
aglomerados (clusters), sem viés. Indices T12-T0 também foram empregados no conjunto de
dados para criar as arvores de decisdo. Elas foram construidas usando o software Waikato
Environment for Knowledge Analysis (WEKA, versdo 3.6.11, Waikato, New Zealand). Esse
método busca atributos para a segregagdo em grupos com a maxima acuracia de classificacdo e

elege nddulos periféricos (secundarios).
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3.4.3.4 Analise de performance de biomarcadores

A andlise de performance compreendeu duas abordagens distintas, incluindo a curva ROC
(Receiver Operating Characteristic) e a andlise Two-Graph ROC (TG-ROC). As curvas ROC
foram montadas considerando a sensibilidade e o complemento da especificidade (1-Sp) em
valores de corte distintos. A analise da curva ROC confirmou os limites de corte propostos pela
analise da arvore de decisdo e também determinou a acuracia global (drea abaixo da curva —
AUC) de biomarcadores selecionados. Os indices estatisticos: sensibilidade = [verdadeiros
positivos/ (verdadeiros positivos + falsos negativos)] x 100 e especificidade = [verdadeiros
negativos/ (verdadeiros negativos + falsos positivos)] x 100. As plotagens TG-ROC validaram
a seguir os pontos de corte propostos. O software MedCalc (versdo 7.3) foi utilizado para a
analise da curva ROC. O software GraphPad Prism (versdo 5.03, San Diego, California, USA)
foi utilizado para plotagem de ROC e TG-ROC. A andlise discriminadora dos principais
componentes (PCA) foi realizada para acessar a associa¢do entre os niveis pré-tratamento dos
biomarcadores e sua variabilidade T12/T0, para identificar biomarcadores capazes de agregar
respondedores a imunoterapia (NR versus RVS). Os graficos de PCA foram construidos como
plotagens XY considerando o Logl0 dos niveis pré-tratamento (TO) e o Log2 das alteragdes

T12/T0 de todos os biomarcadores, respectivamente.

Os autores agradecem o apoio financeiro para a compra dos kits e demais materiais
necessdarios para os experimentos, oferecido pelas seguintes instituicoes: FAPEMIG, CAPES,

CNPq, PIBIC, FIOCRUZ, PDTIS, CPqRR.
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Abstract

Background: The follow-up of biomarker changes triggered by cytokine-based therapy may
provide relevant insights to subsidize the development and identification of predictors of
therapeutic response.

Methods: In the present study, longitudinal measurements of serum chemokine/cytokine levels
were performed by cytometric-bead-array in patients with chronic hepatitis C, categorized
according to virological response as non-responder/NR, relapser/REL and sustained-virologic-
responder/SVR.

Results: Data demonstrated an overall increase of serum chemokine/cytokine levels in HCV
patients. In general, therapeutic failure was associated with a predominant baseline
proinflammatory pattern with enhanced CCL5/RANTES, IFN-a., IFN-y, along with decreased
IL-10 levels in NR and increased levels of IL-6 and TNF in REL. SVR patients displayed lower
baseline proinflammatory status with decreased CXCLS8/IL-8, IL-12 and IL-17 levels. The
inability to uphold IFN-a levels during treatment was characteristic of NR. The prominent
baseline proinflammatory milieu observed in NR and REL patients yielded a restricted
biomarker network, whereas SVR displayed a network with integrated cytokine connectivity.
Noteworthy was that SVR presented a shift towards a proinflammatory pattern upon
immunotherapy, assuming a pattern similar to that observed in NR and REL at baseline.
Moreover, the immunotherapy guided REL towards a profile similar to SVR at baseline.
Analysis of baseline-fold changes during treatment pointed out IFN-a and TNF as high-
performance biomarkers to monitor immunotherapy outcome.

Conclusion: This knowledge may contribute for novel insights into the treatment and control
of the public health threat posed by HCV infection worldwide and the development of
immunotherapy strategies for spreading/emerging arbovirus/flavivirus infections.

Keywords: HCV; cytokines, chemokines; IFN-o; biomarkers
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1 Introduction

Immunotherapy has been proposed as an alternative approach to etiological treatment of
parasitic and infectious diseases aiming to assist the natural immune system in achieving control
over infection (Vanham et al., 2012). Several immunotherapy formats have been evaluated over
the years, including non-antigen specific strategies, the use of immunomodulators, antibodies
that block negative regulatory pathways, as well as cytokines that activate the immune response
to control pathogenic agents (D’Elia et al., 2013; Guo et al., 2014; Kong et al., 2010; Qian et
al., 2016; Xiang et al., 2015).

Hepatitis C virus (HCV) infection affects approximately 170 million people worldwide
(Alavian et al, 2016; Chassagne et al, 2016; Han et al., 2016; King et al., 2014; Mufioz-Gamez
et al., 2016; Sharma et al., 2016; Tang et al., 2016; Wirth et al., 2016). Efficient therapeutic
interventions have been developed in the last two decades to control/minimize the impact of
this worldwide health problem. Firstly, type-1 interferon alpha (IFN-a) monotherapy was
recommended and, subsequently, combination of IFN-a or pegylated-IFN-o (Peg-IFN-a) with
ribavirin (RBV) was extensively used to treat HCV infection. However, the virologic response
with IFN-a based therapy depends on the HCV genotype (Dresch et al., 2016; Watanabe et al.,
2016). Indeed, patients infected with genotypes 2 and 3 have higher chances of sustained
virologic response (SVR), while less impact has been reported for patients infected with
genotype 1 (Ogawa et al., 2016; Rizk et al., 2016; Poizot-Martin et al., 2016; Lucejko et al.,
2016; Kao et al., 2016; Punzalan et al., 2015), suggesting that the immunological status
observed prior to treatment, or the shift of the immune response observed after treatment onset,
might be involved in the virologic response. In fact, it has been demonstrated that genetic
variations of IFN-A-related genes are strongly associated with distinct patterns of therapeutic
response to Peg-IFN-o/RBV dual therapy. Moreover, it has been reported that early change in

the baseline cytokine pattern is critical to support the sustained virologic response following
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Peg-IFN-a/RBYV therapy in chronic hepatitis C (de Souza-Cruz et al., 2016; Araujo et al., 2013;
Zarife et al., 2011). Several efforts have been made to establish novel biomarkers with relevant
predictive values to monitor immunotherapy of HCV infection (Araujo et al., 2013; Rizk et al.,
2016; Zarife et al., 2011).

In the last five years, the treatment of HCV infection has evolved from the use of IFN-a
(monotherapy or combined with RBV) towards the use of IFN-free protease and polymerase
inhibitor combination regimens (Watanabe et al., 2016; Ogawa et al., 2016; Poizot-Martin et
al., 2016). However, preclinical studies have shown that several cytokines have considerable
clinical potential in treating infectious, parasitic diseases at acute and chronic stages as well as
allergic and degenerative conditions. As the field of cytokine-based immunotherapy expands,
side effects, development of blocking antibodies and immunotolerance may emerge as
idiosyncratic events that limit therapeutic effectiveness.

Effort to reduce or minimize such idiosyncratic effects of immunotherapy may be focused on
identifying biomarkers to serve as predictors of therapeutic response. The detailed
characterization of biomarker changes triggered by a given cytokine-based therapy may provide
relevant insights to subsidize the development of therapeutic monitoring strategies as follow-
up to immunotherapy of infectious diseases.

The main goals of the present study was to perform a longitudinal analysis of serum biomarkers
in HCV patients upon IFN-a-based immunotherapy, using novel approaches to evaluate the
balance, baseline-fold changes, network connectivity and performance to identify predictors of

therapeutic response to follow-up immunotherapy of infectious diseases.
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2 Material and Methods

2.1 Study Population

A total of 73 subjects were included in the investigation by non-probabilistic convenience
sampling. Fifty-four treatment-naive patients (33 males and 21 females, age range from 20-70
years old), with confirmed chronic hepatitis C (HCVRNA positive for more than six months)
and infected with HCV genotype la or 1b, were enrolled for a longitudinal follow-up
investigation in parallel with recruitment of age/gender matching non-infected (NI=19) blood
donors (12 males and 7 females, age range from 19-58 years old).

The HCV patients under recommendation of antiviral therapy with Peg-IFN-a (2a or 2b)/RBV
dual therapy were followed by multidisciplinary medical care at the Outpatient Liver Unit,
Instituto Alfa de Gastroenterologia, affiliated to the Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. Therapeutic response was assessed by viral load analysis
carried out by competitive reverse transcription (RT)-PCR by AMPLICOR v1.0 assay,
according to the manufacturer's instructions (Roche Diagnostics Systems, Pleasanton, CA,
USA).

Three sub-groups of HCV patients were considered according to the virologic response: 1) Non-
responders (NR=16, 09 males and 07 females, age range from 20-62 years old), consisting of
patients presenting median viral load of 615,000 IU/mL at TO and showing less than 2 log,,
drop in viral load at T12, or patients without RNA HCV clearance at T48; ii) Relapsers
(REL=14, 11 males and 03 females, age range from 38-69 years old), comprising patients
presenting median viral load of 634,000 IU/mL at TO and showing negative RNA HCV results
at T48, but showing breakthrough in the first 24 weeks after treatment; and iii) Sustained
virologic responders (SVR=24, 13 males and 11 females, age range from 24-70 years old),
including patients presenting median viral load of 579,000 IU/mL at TO and showing negative

qualitative RNA HCV results at T48 and at 24 weeks after treatment. Ten milliliters of
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peripheral blood were drawn by a trained health care professional, according to standard
operational procedures. Samples were collected before treatment (TO; NR=16, REL=13 and
SVR=24) and throughout antiviral treatment: at 12 weeks (T12; NR=15, REL=11 and
SVR=17) and 48 weeks (T48; NR=06, REL=12 and SVR=18).

The Table 1 summarizes the major demographic and laboratorial records of HCV patients and
subgroups.

The exclusion criteria were: 1) patients infected by HCV genotype other than 1; 2) HBV and/or
HIV coinfection; 3) other concomitant liver diseases; 4) use of immunosuppressants; 4) active
alcohol consumption (>20g/day for women and >40g/day for men); 5) previous antiviral
treatment for chronic hepatitis C; 6) duration of HCV treatment with Peg-IFN-a/RBV less than
48 weeks.

Healthy blood donor controls were recruited at the Blood Bank Unit at Felicio Rocho Hospital,
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. Serum samples were obtained, aliquoted and stored at -
80°C until use for chemokine/cytokine analysis by flow cytometry.

Informed written consent was obtained from all participants. The protocols were approved by
the local Ethics Committee (Federal University of Minas Gerais, protocol number ETIC
226/06).

2.2 Chemokine and Cytokine quantitation by cytometric bead array - CBA

Serum levels of chemokines (IL-8/CXCL-8, MCP-1/CCL-2, MIG/CXCL-9, IP-10/CXCL-10
and RANTES/CCLS) and cytokines (INF-a., IL-1f3, IL-6, TNF, IL-12, INF-y, IL-4, IL-10 and
IL-17) were measured by enhanced sensitivity CBA kits (BD Biosciences, San Jose, CA, USA),
according to manufacturer’s protocol. Samples were run in a FACSVerse flow cytometer using
the FACSuite™ software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) for acquisition. Data analysis
was performed using the FCAP ArrayTM software version 2.0 (BD Biosciences, San Jose, CA,

USA) and the mean fluorescence intensity (MFI) of each bead cluster was determined for each
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chemokine/cytokine tested. Forth logistic regression analyses were used to generate standard
curves for each analyte. Concentrations (pg/mL) were extrapolated according to the standard
curves. Chemokine concentrations were expressed as pg/mL. Cytokine levels were expressed
in MFI. Additionally, chemokine/cytokine levels were expressed as categorical data (frequency
of subjects with high serum levels) and baseline-fold changes (T12/T0) as described in the Data
Analysis section.

2.3 Data mining, Statistics and Systems Biology Approaches

2.3.1 Conventional statistical analysis

Comparative analysis between NI and HCV groups was carried out by non-parametric Mann-
Whitney test. Multiple comparisons amongst HCV subgroups (NR, REL and SVR) and NI were
performed by non-parametric Kruskal-Wallis variance analysis followed by Dunn’s post-test.
In all cases, significance was considered at p<0.05. GraphPad Prism software (version 5.03,
San Diego, California, USA) was used for statistical and graphical arts.

2.3.2 Biomarker signature analysis

Chemokine/cytokine ascendant signatures were performed as previously reported by Luiza-
Silva et al. (2011), modified as follows: briefly, the global median values were calculated for
each serum biomarker, considering the whole data universe (NI + HCV at TO + HCV at T12 +
HCV at T48 = total of 149). The global median was used as the cut-off to categorize each
subject as they present “Low” (below or equal the global median) or “High” (above the global
median) serum levels. In the next step, data was compiled on black-and-white diagrams to
calculate the frequency of subjects with “High” serum levels by column statistics. The scatter
plots displaying the cut-off for each biomarker, the diagram compilation and the column
statistics are provided in supplementary figure 1. The frequency of subjects with “High” serum
levels was assembled to build the overall ascendant biomarker curves. Data mining was carried

out considering as relevant biomarkers those with frequency of subjects with “High” serum
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levels above the 50™ percentile. GraphPad Prism software (version 5.03, San Diego, California,
USA) was used for bar charts and ascendant curve assembling and graph arts.
2.3.3 Systems Biology Approaches

2.3.3.1 Biomarker networks

Correlations between chemokines and cytokines for each HCV subgroups (NR, REL and SVR)
were calculated by Spearman correlation test to generate a “p” and “r” matrices. Significant
correlations at p<0.05 were selected for network assembling using the open source Cytoscape
software, version 3.1.1. The biomarker networks were constructed using circular layouts in
which each biomarker is represented by a globular node. Connecting edges representing “r”

correlation index underscored: strong positive (r>0.68), moderate positive (0.36<r<0.68),

strong negative (r<-0.68), moderate negative (-0.68<r<-0.36) as proposed by Taylor (1990).

2.3.3.2 Heatmap constructions

The baseline-fold (T12/T0) indices were calculated for each biomarker and the whole data
universe (NR + REL + SVR = total of 43) used to define the global median values. The global
median was used to categorize each subject as they present “Low” (below or equal the global
median) or “High” (above the global median) baseline-fold index. The heatmaps were
assembled to display the overall proportion of subjects with “Low” and “High” baseline-fold
index (T12/T0) using Microsoft Excel software. The frequency of subjects with “High”
baseline-fold index (T12/T0) was compiled by column statistics to generate the equalized
number of subjects. Those biomarkers associated with frequencies of “High” baseline-fold
index (T12/T0) above 50% were selected as putative tools to discriminate HCV subgroups (NR,
REL and SVR). GraphPad Prism software (version 5.03, San Diego, California, USA) was used
for bar charts and ascendant curve assembling and graph arts.

2.3.3.3 Decision trees
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This novel approach is a widely used machine learning algorithm to select the minimal set of
attributes that efficiently segregates unbiased clusters. Baseline-fold indices (T12/T0) were also
employed in the dataset to create decision trees. The decision trees were built using the Waikato
Environment for Knowledge Analysis software (WEKA, version 3.6.11, Waikato, New
Zealand). This method searches attributes for group segregation with maximum classification
accuracy and elects root and branch attribute nodes.

2.3.3.4 Performance analysis

The performance analysis was comprised of two distinct approaches including the Receiver
Operating Characteristic (ROC) curve and Two-Graph ROC (TG-ROC) analysis. The
operating-characteristic curves were assembled considering the sensitivity and specificity at
distinct cut-off values. The ROC curve analysis confirmed the cut-off edges proposed by the
decision tree analysis and also determined the global accuracy (area under the curve - AUC) of
selected biomarkers. The statistical indices: (Se) sensitivity = [true positives/(true positives +
false negatives)] x 100 and (Sp) specificity =[true negatives/(true negatives + false positives)]
x 100. The TG-ROC plots further validated the proposed cut-off thresholds. The MedCalc
software package (ver. 7.3) was used for the operating-characteristic curve analysis. GraphPad
Prism software (version 5.03, San Diego, California, USA) was utilized for TG-ROC plotting
and graphical arts. Principal components discriminant analysis (PCA) was carried out to assess
the association between serum biomarker baseline levels and the baseline-fold variability
(T12/TO0) to identify biomarkers able to clusterize the immunotherapy responders (NR versus
SVR). The PCA graphs were built as XY plots considering the Log;o Baseline Levels (T0) and

Log, Baseline-fold changes (T12/T0) of all biomarkers, respectively.
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3 Results

3.1 Overall profile of serum chemokines/cytokines in non-treated HCV patients

Quantitative analysis of serum chemokines (IL-8/CXCLS8, MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9, 1P-
10/CXCL10 and RANTES/CCLS5) and cytokines (IFN-a, IL-1f, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-
4, IL-10 and IL-17) were performed to characterize the overall profile of non-treated HCV
patients as compared to healthy non-infected blood donors (NI). The median values of serum
concentrations are shown in figure 1. Data analysis demonstrated that HCV patients presented

an overall storm of serum biomarkers except for IL-4 when compared to NI reference values

(Figure 1).

3.2 Serum chemokines/cytokines in HCV patients according to the virologic status after HCV
treatment

Follow-up analysis of serum chemokines and cytokines were carried out at baseline (T0), 12
weeks (T12) and 48 weeks (T48) after immunotherapy onset. The biomarker levels were
compared amongst HCV patients categorized according to the therapeutic response in three
subgroups named non-responders (NR), relapsers (REL) and sustained virologic responders
(SVR). The median values of serum concentrations are provided in figure 2. In general,
therapeutic failure profiles (NR and REL) were associated with a prominent proinflammatory
pattern at baseline, composed of increased levels of CCL5/RANTES, IFN-a and IFN-y. While
NR displayed decreased levels of IL-10, REL showed increased baseline levels of IL-6 and
TNF as compared to SVR. Nonetheless, SVR displayed an evident and significant decrease of
proinflammatory status as compared to NR and REL, with decreased levels of CXCLS8/IL-8,
IL-12 and IL-17 (Figure 2). Noteworthy was that NR patients lacked the ability to uphold

increased [FN-a serum levels as compared to SVR, throughout the immunotherapy follow-up
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(T12 and T48). No correlations between each serum biomarker and viral load levels were

observed at baseline or after treatment onset (data not shown).

3.3 Ascendant biomarker signatures in treated HCV patients are consistent with distinct
patterns of virological response

The chemokine/cytokine signatures were assembled in order to further characterize the
reference groups (NI and untreated HCV) as well as HCV patients undertaking immunotherapy
at baseline, 12 and 48 weeks follow-up (T0, T12 and T48). Biomarker signatures were
constructed by converging continuous values of chemokine/cytokine serum concentration into
categorical data (low and high levels), taking the global median as the cut-off edge
(supplementary Figure 1). The ascendant frequency of subjects with high serum levels were
compared by overlaid curves for NI vs HCV as well as for NR vs REL vs SVR at each time-
point of immunotherapy follow-up (Figure 3).

The results showed that serum chemokine/cytokine signatures further corroborate that non-
treated HCV patients display a massive serum biomarker storm as compared to NI, except for
IL-4 (Figure 3). Moreover, the overlaid ascendant chemokine/cytokine curves further support
the deleterious effect of prominent proinflammatory status at baseline (TO) for achieving
successful results upon immunotherapy. In fact, at baseline (T0O), an increased frequency of
subjects with high levels of proinflammatory biomarkers was observed in NR and REL as
compared to SVR. The ability of mounting a robust balanced proinflammatory/regulatory
response at T12 seems to be critical to support the therapeutic success of SVR. This balanced
profile could also be observed in SVR at T48 (Figure 3).

The relevance of persistent elevated IFN-a levels throughout immunotherapy in generating the
sustained virologic response was also highlighted by the ascendant biomarker signature

analysis. Indeed, an increased frequency of subjects with high serum levels of IFN-a was
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observed selectively in SVR throughout the immunotherapy follow-up (T12 and T48), but not

in NR (Figure 3).

3.4 Restricted biomarker network connectivity at baseline reflects therapeutic failure, whereas
robust cytokine linkage predicts sustained virologic response

Systems biology approaches applied to identify biomarker connectivity as predictive
parameters for virologic response following immunotherapy are presented in figure 4.

Data mining demonstrated that the prominent proinflammatory milieu observed in NR and REL
at baseline, yielded a restricted biomarker network with a small number of neighborhood
connections. Conversely, SVR displayed integrated cytokine connectivity, characterized by a
large number of inter-node edges.

Noteworthy was that SVR presented, at T12, a shift towards a proinflammatory pattern upon
immunotherapy, assuming a pattern similar to that observed in NR and REL at baseline.

The immunotherapy intervention guided REL forward into developing, at T12 through T48, a

profile similar to that observed for SVR at baseline (Figure 4).

3.5 Baseline-fold changes during immunotherapy (T12/T0) allowed for the selection of putative
predictive hallmarks of therapeutic failure as well as sustained virologic response

Baseline-fold changes are a reliable strategy to evaluate at the individual level changes in
biomarker profiles, avoiding bias due to idiosyncratic features observed before immunotherapy
onset. Figure 5 shows changes in serum chemokine and cytokine levels observed at T12 relative
to autologous levels at TO (T12/T0). The analysis of individual baseline-fold values showed
that changes towards higher levels of CXCLS8, CCL2 and IFN-a are observed for SVR, as
displayed in scatter plot distribution (Figure 5 — top panels). Categorical analysis of subjects

with high baseline-fold index revealed that amongst a range of biomarkers able to discriminate



51

NR, REL and SVR, only CCL2 and IFN-a were selective for SVR (Figure 5 — middle panels
in gray background).

Decision tree analysis further demonstrated that CCL2 and IFN-a are root biomarkers for
categorizing immunotherapy outcome (Figure 5 — decision trees). In fact, whereas the baseline-
fold change in CCL2 is the root attribute followed by CCL5 and CXCL10 nodes for identifying
therapeutic failure with moderate performance (REL — 55% and NR — 75%), IFN-a root
followed by TNF as first level node yields a decision tree able to segregate NR (92%) from

SVR (72%) with superior performance.

3.6 Performance indices supported the baseline-fold changes of IFN-a as a useful biomarker
for monitoring sustained virologic response after immunotherapy.

Intending to determine the value of IFN-a and TNF for monitoring post-therapeutic outcome
(NR versus SVR), scatter plot analysis was carried out using the cut-offs elected by the decision
tree analysis, further confirmed by ROC and TG-ROC plots (Figure 6). Data indicated that IFN-
a baseline-fold change above 14 and a drop of TNF below 0.8 are hallmarks of SVR, with high-
performance operating-characteristics (Sensitivity = 71%; 82% and Specificity = 92%; 100%,
respectively). Data mining by principal component analysis revealed that the cross-matching
pairs (baseline-levels/baseline-fold change) of IFN-a individual values stand out amongst all
biomarkers evaluated. In fact, a cluster of patients with high baseline-fold changes of IFN-a

(T12/TO0) can be clearly identified selectively in SVR (Figure 6 — bottom panels).
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4 Discussion

Immunotherapy is a rational approach to empower the natural immune system with effector
mechanisms in order to achieve clearance of etiological agents causing parasitic/infectious
diseases (Vanham et al., 2012). The understanding of chemokine/cytokine changes induced by
immunotherapy could provide insights to support the development of novel therapeutic
strategies and minimize idiosyncratic effects.

The treatment of HCV infection has evolved over the years and the protease/polymerase/NS5
inhibitors era has started worldwide (Ogawa et al., 2016; Poizot-Martin et al., 2016; Watanabe
et al., 2016). In Brazil, these protocols based on third-generation antiviral drugs are still
restricted to patients with moderate/severe fibrosis. Although the IFN-a-based treatment is no
longer indicated for chronic HCV infection in several countries, the lessons learned from this
immunotherapy strategy has clearly demonstrated the role of the immunological status on
therapeutic outcome.

The present study assessed the pattern of serum chemokine/cytokine levels in HCV patients
over treatment with IFN-a-based immunotherapy as a prototype evaluation following
immunotherapy of infectious diseases. The results demonstrated that, in general, therapeutic
failure was associated with presence of a predominant proinflammatory pattern at baseline
composed of enhanced CCL5/RANTES, IFN-a and IFN-y along with decreased IL-10 levels
in NR and increased IL-6 and TNF in REL. In addition, SVR displayed lower proinflammatory
status with decreased levels of CXCLS8/IL-8, IL-12 and IL-17. The prominent proinflammatory
milieu observed in NR and REL at baseline built a restricted biomarker network with a small
number of neighborhood connections. Noteworthy was that NR fails to uphold IFN-a levels
during immunotherapy. It is possible that NR patients may have developed a “sink effect” or a
clearance mechanism mediated by the generation of anti-IFN-a antibodies. Moreover, repeated

IFN-o administration resulted in “tolerance”, and overdosing could even result in paradoxical
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immune suppression. Interestingly, the immunotherapy guided REL forward into developing a
profile similar to SVR at baseline. These data may suggest that monitoring the immunological
status at baseline in order to prescribe an anti-inflammatory therapy prior to treatment onset
may contribute to successful response in NR and REL. It has been previously demonstrated that
the presence of a modulated pro-inflammatory profile at baseline favors SVR, whereas a strong
inflammatory response at baseline predisposes to therapeutic failure. Moreover, an increase on
serum IL-12 levels in patients under treatment is critical to support the SVR, while the early
upregulation of IL-10 correlates to treatment relapse (Araujo et al., 2013). Previous reports have
shown that CCL5/RANTES levels did not differ between responders and non-responders at
baseline and that an early CCL5/RANTES response after treatment seems to be a predictor
biomarker for a sustained response to virological treatment (Florholmen et al., 2011).
Conversely, other studies have shown that CCLS/RANTES levels were higher in responders as
compared to non-responders at baseline and that no changes in CCL5/RANTES response could
be observed after treatment (Yoneda et al., 2011). As noticed, the applicability of
CCLS5/RANTES as a putative biomarker for predicting therapeutic response is still
controversial in the literature. Corroborating the present results observed at T12, it has been
reported recently that the lower fold change in CXCLS8/IL-8 levels at four weeks after treatment
are associated with therapeutic failure (Nguyen et al., 2016).

It has been proposed that higher levels of CXCL9/MIG plasma levels could reflect a beneficial
immunological state for response to peglFN/RBV treatment (Johansson et al., 2016). However,
the data reported here did not confirm these findings. It is possible that the inclusion of relapsers
amongst non-responders may account for these paradoxal observations.

System biology analysis pointed out that SVR showed a biomarker network with integrated
cytokine connectivity at baseline and shifted towards a proinflammatory pattern upon

immunotherapy, assuming a pattern similar to that observed in NR and REL at baseline. In fact,
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a critical role of increased and persistent [FN-a levels throughout immunotherapy was
imperative to guarantee the SVR. The serum IFN-a, a pivotal asset of the innate antiviral
response, has been shown as essential for controlling viral replication. The ability of IFN-a
therapy in eliciting early changes in the baseline immune response towards a proinflammatory
microenvironment has been pointed out as a critical event that leads to effective SVR (Araujo
et al., 2013). Analysis of chemokine/cytokine baseline-fold changes during treatment pointed
out IFN-o. and TNF as high-performance biomarkers to monitor immunotherapy outcome.
These findings were further validated by data mining of principal components, which shows
that patients with baseline-fold changes of IFN-a (T12/T0) higher than 14 can be clearly
identified as SVR.

The results clearly support that an exacerbated proinflammatory status at baseline has a
deleterious effect during HCV immunotherapy, leading to therapeutic failure. Our findings
indicated that while the immune response was boosted by IFN-a therapy in SVR, the IFN-a
sink effect was clearly detected in NR. We hypothesize that controlling the exacerbated
inflammatory microenvironment, composed especially by high levels of IFN-a, should be
considered as a beneficial intervention prior to treatment onset to guarantee success of IFN-a
therapy. Previous reports have demonstrated that a pro-inflammatory state at treatment onset is
risky to support the SVR following Peg-IFN-a/RBV therapy in chronic hepatitis C (Araujo et
al., 2013; Sharafi et al., 2012; Yoneda et al., 2011). This inappropriate immune activation was
partly due to exacerbated IFN-a level at baseline in NR. Consistently, increased type-1 IFN
activity has been related to a bad prognosis of viral infection (Craxi et al., 1995).

It is important to mention that one limitation of the present investigation was the small sample
size, which may restrict the drawing of definitive conclusions and generalizations about other

population especially due to the non-probabilistic nature of our sampling approach.
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Efforts to reduce or minimize such idiosyncratic effects of immunotherapy based on identifying
biomarkers predictors of therapeutic response are a plausible approach to generate scientific
support for future immunotherapeutic protocols. It has been demonstrated that modifying or
targeting nonspecific immune responses is an important aspect of intervention of ongoing viral
infections. The understanding provided by IFN-a-based approaches has paved the way into
orchestrating the immune system favoring viral clearance. This knowledge may contribute for
novel insights into the treatment and control of the continuous public health threat posed by
HCV infection worldwide and the spreading/emerging viral infections, caused by Zika,

Chikungunya and Dengue viruses.
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S Conclusions

Analysis of baseline-fold changes during treatment pointed out IFN-a and TNF as high-
performance biomarkers to monitor immunotherapy outcome. This knowledge may contribute
for novel insights into the treatment and control of the continuous public health threat posed by
HCV infection worldwide.
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Figure Captions

Figure 1 - Overall profile of serum chemokines and cytokines in non-treated HCV patients.
Chemokine  (IL-8/CXCL-8, MCP-1/CCL-2, MIG/CXCL-9, IP-10/CXCL-10 and
RANTES/CCLS) and cytokine (IFN-a., IL-1f, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-4,1L-10 and IL-17)
levels were measured in serum samples from Non-treated HCV patients (HCV=EE) and Non-
infected Controls (NI=L) by cytometric bead array as described in Methods. The results are
presented by bar plots, in Log scale, displaying the median serum concentration and 75%
interquartile range. Significant differences at p<0.05 between groups are highlighted by

connecting lines.



63

Overall Profile of Serum Chemokines and Cytokines in Non-treated HCV Patients
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Figure 2 - Serum chemokine/cytokine levels in HCV patients according to the therapeutic
response. Chemokine (IL-8/CXCL-8, MCP-1/CCL-2, MIG/CXCL-9, IP-10/CXCL-10 and
RANTES/CCLS) and cytokine (IFN-a., IL-1f, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-4,1L-10 and IL-17)
levels were quantified by cytometric bead array in serum samples from HCV patients, sub-
grouped according to the therapeutic response (NR=Hl; REL=E8 and SVR=["]), as described
in Methods. The chemokine/cytokine level assessment was performed before (T0) and
throughout the immunotherapy intervention (T12 and T48). The reference ranges of values for
non-infected controls are provided in the figure as indicated by dashed lines. The results are
presented by bar plots, in Log scale, displaying the median serum concentration and 75%
interquartile range. Significant differences at p<0.05 between groups are underscored by *, #

and § for comparisons with NR, REL and SVR, respectively.
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Figure 3 - Serum chemokine and cytokine signatures in HCV patients according to the
therapeutic response. Ascendant chemokine/cytokine signatures were constructed for reference
groups (HCV=EM and NI=[J) along with HCV sub-groups (NR=Hl; REL=EH and SVR=[
), assessed before (T0) and throughout the immunotherapy intervention (T12 and T48). Data
are expressed as ascendant frequency of subjects with high serum biomarker levels as described
in Methods. Biomarkers for which the frequency of subjects with “High” serum levels was
above the 50" percentile were used for data mining and are highlighted with gray rectangle

backgrounds.
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Serum Chemokine and Cytokine Signatures in HCV Patients According to the Therapeutic Response
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Figure 4 - Biomarker networks of HCV patients according to the therapeutic response.
Networks of Chemokine/cytokine were assembled for HCV sub-groups (NR=@; REL=@ and
SVR=0), assessed before (T0) and throughout the immunotherapy intervention (T12 and T48).
Correlation matrices were built with significant indices and circular layouts with globular nodes
representing each biomarker connected by edges to identify significant (p<0.05) correlation, as
described in Methods. Connecting edges representing “r”” correlation index underscored: strong
positive (r>0.68) and moderate positive (0.36<r<0.68) represented by solid lines; strong
negative (r<-0.68) and moderate negative (-0.68<r<-0.36) as dashed lines as proposed by Taylor

(1990) [27].
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Figure 5 - Serum chemokine and cytokine baseline-fold (T12/T0) in HCV patients according to
the therapeutic response. Baseline-fold of chemokine/cytokine index were calculated for HCV
sub-groups (NR=HM; REL=EH and SVR=[T]) as the ratio T12/T0, as described in Methods.
The baseline-fold (T12/T0) indices were displayed as floating bars of minimum and maximum
values overlayed by scatter plots of individual values for each biomarker. The heatmaps of
equalized number of subjects, shown in the middle panels, were assembled to display the overall
proportion of subjects with “High” baseline-fold index (T12/T0) according to the therapeutic
response. Those biomarkers associated with frequencies of “High” baseline-fold index
(T12/T0) above 50% were selected as relevant tools to differentiate HCV subgroups (NR, REL
and SVR). Decision trees with putative biomarkers were assembled by machine learning
algorithm in order to select unbiased clusters. Significant differences at p<0.05 between groups
are either underscored by connecting lines (lower panels) as well as symbols (*, # and §) for

comparisons with NR, REL and SVR, respectively.
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Serum Chemokine and Cytokine Baseline-fold (T12/T0)in HCV Patients According to the Therapeutic Response
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Figure 6 - Performance of baseline-fold changes in IFN-a and TNF (T12/T0) to monitor HCV
patients according to the therapeutic response. Baseline-fold indices (T12/T0) of IFN-a
followed by TNF were assembled for HCV sub-groups (NR=@ and SVR=0), assessed by
cytometric bead array as described in Methods. Proportions of subjects from NR and SVR
subgroups confined below (dashed rectangles) and above (continuous line rectangles) the cut-
off value are provided in panel A. Receiver Operating Characteristics (ROC) as well as Two-
Graph ROC curves were constructed for the performance analysis of IFN-a followed by TNF
as the biomarker algorithm for segregating NR versus SVR. Performance of operating
characteristics such as the sensitivity (Se), specificity (Sp) and area under the curve (AUC) are
displayed as insets in panel B. The principal component analysis displayed in panel C were
built as XY plots considering the Log;o Baseline Levels (T0) and Log, Baseline-fold changes
(T12/T0) of all biomarkers. Amongst the total of components considered, the IFN-o. (@) results
were able to clusterize (dashed-line ellipsis) most SVR subjects above the cut-off edge

(baseline-fold=+14; dashed lines).
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Caption for supplementary Material

Supplementary Figure 1 - Establishment of Global Median Cut-off point to Quantify the
Frequency of Subjects with “High” Serum Levels of Chemokines and Cytokines. Quantitative
biomarker analysis was performed to identify the levels of Chemokines (IL-8/CXCL-8, MCP-
1/CCL-2, MIG/CXCL-9, IP-10/CXCL-10 and RANTES/CCLS5) and cytokines (IFN-a, IL-1§3,
IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-10 and IL-17) by cytometric bead array in serum samples
from HCV patients before (T0) and after immunotherapy (T12 and T48), as well as non-infected
controls. A total of 149 serum samples were used to calculate the global median value of each
biomarker that was further used to classify each individual sample as “Low” (E) or “High” (
Bl) scrum levels. Black-and-white diagrams were assembled to calculate the frequency of
subjects with “High” serum levels of each biomarker by column statistics. Relevant frequencies

(=50%) of subjects with “High” serum levels are highlighted by bold underline format.
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Establishment of Global Median Cut-off point to Quantify the Frequency of Subjects with “High” Serum Levels of Chemokines and Cytokines
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“able 1. Demographic features and laboratorial records of HCV study group
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HCV SUBGROUPS*
PARAMETERS HCV
NR REL SVR
Age 53 53 57 51
g (20-70) (20-62) (38-69) (24-70)
Gender (n)
Males 33 09 11 13
Females 21 07 03 11
ALT (IU) 80.5 65.0 103.0 83.0
(18.0-238.0) (26.0-161.0) (33.0-191.0) (18.0-238.0
AST (1U) 74.0 74.0 76.0 59.0
(5.0-241.0) (5.0-241.0) (31.0-169.0) (21.0-158.0
Albumin (g/dL) 4.2 4.0 4.4 4.2
(3.3-5.2) (3.3-5.2) (4.0-5.0) (3.3-5.1)
Platelets (counts /mm3) 164,500 123,000 164,000 207,00(
(50,000-395,000) (50,000-246,000) (111,000-244,000) (97,000-395,0
PA (%) 95.5 91.6 100 98
° (61.0-117.0) (61.0-100.0) (79.0-110.0) (67.0-117.0
INR 1.03 1.06 1.00 1.01
(0.91-1.29) (0.99-1.29) (0.91-1.19) (0.92-1.23
Viral Load (IU/mL) 597,000 615,000 634,000 579,00(
(135,000-4,914,583) (135,000-4,914,583) (149,841-1,513,889) (180,587-850.(
METAVIR Score (%)
Al1F2 17.6 6.3 15.4 27.3
Al1F4 9.8 12.5 23.1 0.0
A2F1 7.8 6.3 7.7 9.1
A2F2 23.5 18.8 30.8 22.7
A2F3 11.8 12.5 0.0 18.2
A2F4 19.6 37.5 154 9.1
A3F2 3.9 0.0 0.0 9.1
A3F4 5.9 6.3 7.7 4.5

HCYV subgroups were considered according to the virologic response; NR = non-responders; REL= relapsers; SVR = sust
irologic response; PA = prothrombin activity; INR = international normalized ratio; data are reported as median (min-max) vz
AETAVIR score (A=activity; F=fibrosis score), where FO = no fibrosis; F1 = portal fibrosis without septa; F2 = portal fibrosis

2w septa; F3 = numerous septa without cirrhosis; F4 = cirrhosis and Activity score: A0 = no activity; Al = mild activity;
10derate activity; A3 = severe activity. No significant differences were observed in demographic features or laboratorial re

mongst the HCV subgroups.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A despeito das dificuldades e da inabilidade em cultivar virus humanos diretamente em
laboratorio, o HCV tornou-se um modelo de estudo, definindo novos paradigmas na virologia,
imunologia e na biologia' (BUCK et al, 2016). Varias moléculas criticas para a entrada e
replicacdo do HCV foram identificadas no hospedeiro humano, permitindo o desenvolvimento
de agentes terapéuticos voltados para esses alvos. Mais ainda, a caracterizagdo de proteinas
codificadas do HCV e de suas unidades funcionais contribuiu para o desenvolvimento de
agentes antivirais de acdo direta (DAA’s) altamente efetivos contra a protease NS3 e as
polimerases NS5A e NS5B. Combinados, esses inibidores permitiram difundir esquemas de
terapia da hepatite C cronica livres de interferon a partir de 2014, com taxas de cura acima de

90%? (AFIFY et al, 2016).

Apesar do IFN-a ndo ser mais uma droga de primeira escolha no tratamento da hepatite C
crOnica em muitos paises, incluindo o Brasil, seu uso por varios anos, em monoterapia ou
associado a ribavirina, contribuiu para maior compreensao a respeito do papel da imunidade na
resposta terapéutica’ (JARRET et al, 2016). Com mecanismos efetores capazes de fortalecer o
sistema imune inato no processo de eliminacdo de patdgenos infecciosos, o IFN-a ¢ um
importante agente imunoterapéutico, € a compreensdo das alteracdes do painel de
quimiocinas/citocinas induzidas pela imunoterapia pode fornecer subsidios para o
desenvolvimento de novas drogas e para a compreensdo e atenuacdo de eventuais efeitos

adversos.

A elevagdo dos niveis de todas as quimiocinas/citocinas séricas testadas (a excecao de IL-4)
nos pacientes com hepatite C cronica deste estudo em comparagao aos pacientes ndo-infectados
(grupo padrao) demonstra o carater misto pro-inflamatorio/regulador do HCV. No entanto,
observou-se que um estado pré-inflamatorio exacerbado no periodo pré-tratamento tem um

efeito deletério, levando a falha terapéutica.

" Buck J. The history of hepatitis C virus (HCV): Basic research reveals unique features in phylogeny, evolution
and the viral life cycle with new perspectives for epidemic control. J Hepatol 2016;65(1Suppl): S2-S1.

* Afify M, Hamza AH, Alomari RA. Correlation between serum cytokines, interferons, and liver functions in
hepatitis C virus patients. J Interferon Cytokine Res 2016;11.

? Jarret A, McFarland AP, Horner SM, Kell A, Schwerk J, Hong M et al. Hepatitis-C-virus-induced microRNA’s
dampen interferon-mediated antiviral signaling. Nat Med 2016;12:1475-81.
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Estudos prévios sugerem que a presenga de um perfil pro-inflamatério modulado no periodo
pré-tratamento favorece a RVS, enquanto a resposta inflamatoéria exacerbada antes do
tratamento predispde a falha ou ndo-resposta® (ARAUJO et al., 2013). Os resultados
demonstraram que, de maneira geral, a faléncia terapéutica podera estar associada com a
presenca, antes do tratamento, de um padrdo sérico predominantemente pré-inflamatorio,
representado pela elevacdo de CCLS, IFN-a e IFN-y, associados a niveis diminuidos de IL-10
em pacientes nao-respondedores, e niveis elevados de IL-6 e TNF em recidivantes. Pacientes
com RVS apresentaram perfil pro-inflamatério menos acentuado, com niveis diminuidos de

CXCLS, IL-12 e IL-17.

Outro resultado importante deste estudo diz respeito ao index 12 semanas/pré-tratamento
(indice T12/T0). A habilidade em organizar uma resposta proinflamatoria/regulatoria robusta e
balanceada na semana 12 de tratamento parece critica para garantir o sucesso terapéutico, e esse
padrdo se sustenta ao longo da imunoterapia (T48) em pacientes com RVS. Isso foi observado
especialmente com os niveis de IFN-a, componente importante da resposta imune inata. A
analise ascendente da assinatura deste biomarcador evidenciou a relevancia da elevagao de seus
niveis e persisténcia da mesma ao longo do tratamento como forma de garantir a RVS, em
conformidade com relatos prévios (ARAUJO et al., 2013), afirmando seu papel essencial no
controle da replicagdo viral. A elevacdo consistente da atividade do IFN tipo 1 também vem
sendo relacionada h4 anos a um pior prognostico da infecgdo viral (CRAXI et al., 1995).

O TNF também apresentou, na analise do index 12 semanas/pré-tratamento, resultados que o
validam como biomarcador de alta performance na monitorizacdo da evolugdo do tratamento
da hepatite C cronica com interferon peguilado a-2a/2b + ribavirina. De fato, pacientes com
RVS apresentaram, no pré-tratamento, padrdes integrados de redes de biomarcadores com
elevada conexao de citocinas, que modificou-se ao longo do tratamento, assumindo um padrao

pro-inflamatério semelhante aquele observado em pacientes NR e REC antes do tratamento.

Pacientes nao-respondedores ndo elevaram significativamente os niveis de IFN-a ao longo da
imunoterapia (IFN peguilado a-2a e 2b), o que poderia ser explicado pela produgdo de

anticorpos contra esta substancia, ou ainda pelo desenvolvimento de um possivel estado de

* Aratjo AR, Perhype-Magalhies V, Coelho-dos-Reis JG, Chaves LP, de Lima TA, Pimentel JP, et al. Dual role
of IL-12 in the therapeutic efficacy or failure during combined PEG-Interferon-a2A and ribavirin therapy in
patients with chronic hepatitis C. Immunol Lett 2013;154(2):61-9.

> Craxi A, Magrin S, Fabiano C, Linea C, Almasio P. Host and viral features in chronic HCV infection: relevance
to interferon responsiveness. Res Virol 1995;146(4):273-8.
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tolerancia e imunossupressdo paradoxal decorrentes das repetidas administragoes de IFN-a
peguilado. Pacientes REC desenvolveram, apds imunoterapia, um perfil semelhante ao
observado no pré-tratamento de pacientes com RVS. Esses dados levantam a hipotese de que a
monitorizagdo do estado imunoldgico do paciente antes do tratamento com droga

antiinflamatdria poderia contribuir para uma resposta satisfatoria em pacientes NR e REC.

Um grupo de pesquisadores italianos observou que os niveis de IL-8 foram mais baixos tanto
durante quanto apds o tratamento dos pacientes que apresentaram resposta virologica sustentada
comparados aos ndo respondedores, sugerindo possivel utilidade da IL-8 como marcador
preditivo ndo-invasivo da resposta ao tratamento da hepatite C com a combinagao de PEG-IFN
mais RBV® (CACOPARDO et al., 2008). Apesar dos resultados individuais do index 12
semanas/pré-tratamento (baseline-fold) para CXCLS8 terem se apresentado mais elevados nos
pacientes com RVS no presente estudo, assim como ocorreu com [FN-a e CCL2, CXCL8 nao
se revelou biomarcador capaz de predizer NR, REC ou RVS. Por outro lado, a semelhanga do
estudo conduzido por Cacopardo e colaboradores (2008), niveis séricos mais elevados de IL-8
foram observados em pacientes com infeccdo pelo HCV comparados aos controles nao
infectados. Em outro estudo’ (JIA et al., 2007), a IL-8 mostrou-se inclusive capaz de atenuar
as acdes antivirais do IFN-a, o que pode, em tultima instancia, colaborar para a resisténcia do

HCV ao tratamento com esquemas baseados no IFN.

Os resultados desta investigacdo mantém o papel de CCL5 ainda controverso como possivel
preditor de resposta terapéutica. Da mesma maneira, estudos sobre a expressao de CCLS5 na
hepatite C cronica apresentam resultados discordantes na literatura. Em estudo com pacientes
submetidos ao tratamento da hepatite C cronica, os niveis séricos de CCL5 ndo diferiram entre
respondedores e nao-respondedores no pré-tratamento, e a elevacao precoce de CCL5 durante

o tratamento pareceu ser preditora de RVS® (FLORHOLMEN et al., 2011). Outros estudos, por

% Cacopardo B, Nigro L, Nunnari G, La Medica G, Cappellani A, Palermo F, Cappello E, Russo R. Association
between raised IL-8 serum levels and resistance to combined peg-interferon plus ribavirin therapy in HCV + active
chronic hepatitis. Infez Med 2008;16(2):80-5.

" Jia Y, Wei L, Jiang D, Wang J, Cong X, Fei R. Antiviral action of interferon-alpha against hepatitis C virus
replicon and its modulation by interferon-gamma and interleukin-8. J Gastroenterol Hepatol 2007;22(8):1278-85.
¥ Florholmen J , Kristiansen MG, Steingen SE, Sorbye SW, Paulssen EJ, Kvamme JM, et al. A rapid chemokine
response of macrophage inflammatory protein (MIP)-1a, MIP-18 and the regulated on activation, normal T
expressed and secreted chemokine is associated with a sustained virological response in the treatment of chronic
hepatitis C. Clin Microbiol Infect 2011;17(2):204-9.
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sua vez, revelaram niveis de CCL5 mais elevados em respondedores versus NR no pré-

tratamento, sem altera¢des detectadas apds o mesmo’ (YONEDA e al., 2011).

Os resultados ndo confirmaram os achados de Apolinario et al. (2004), Butera et al. (2005),
nem de Wan ef al. (2009) ou, mais recentemente, de Johansson ez al. (2016)'°. Eles sugeriram
que niveis mais elevados de CXCL9 criam um estado imunologico favoravel a resposta
viroldgica ao tratamento com IFN-a associado a RBV, o que nao foi observado. A inclusdo de
REC entre NR pode ter contribuido para esses resultados paradoxais. Sabe-se que os niveis
intra-hepaticos e periféricos de CXCL9 se apresentam elevados em pacientes com hepatite C
cronica quando comparados a individuos sadios (APOLINARIO et al, 2004; BUTERA et al.,
2005). CXCL9 ¢ detectada principalmente nas células endoteliais sinusoidais. O nimero de
células intra-hepaticas que expressam CXCL9 ¢é, também, significativamente aumentado em
individuos com hepatite C cronica e tem correlagdo com a atividade inflamatoria

(APOLINARIO e al., 2002).

O pequeno tamanho da amostra deste estudo limita a possibilidade de conclusdes definitivas e
a generalizacdo dos resultados encontrados, que apontam o IFN-a e o TNF como biomarcadores
de alta performance na monitorizagdo da evolugdo do tratamento antiviral (imunoterapia). E
inegavel, no entanto, a sua importante contribui¢cdo para o incentivo de estudos mais amplos,
em busca de biomarcadores como ferramenta de monitorizagdo visando a otimizag¢do da
resposta terapéutica, a duragdo adequada do tratamento, a redugdo de custos e de eventos
adversos associados ao tratamento da hepatite C, cuja morbidade e importancia global a situam

entre as doencgas de grande impacto em satide publica.

Um grande desafio persiste sobretudo na era dos novos tratamentos antivirais diretos para o
tratamento da hepatite C: a resisténcia virologica. Eventos adversos, anticorpos neutralizadores
e imunotolerancia sdo também limitadores da efetividade terapéutica. Pesquisas caracterizando

os processos de neutralizacdo do virus por anticorpos e de eliminagao viral pelas células T sao

? Yoneda S, Umemura T, Katsuyama Y, Kamijo A, Joshita S, Komatsu M, et al. Association of serum cytokine
levels with treatment response to pegylated interferon and ribavirin therapy in genotype 1 chronic hepatitis C
patients. J Infect Dis 2011;203(8): 1087-95.

' Johansson S, Talloen W, Tuefferd M, Darling J, Fanning G, Fried MW, Aerssens J. High MIG (CXCL9) plasma
levels favours response to Peg-Interferon and Ribavirin HCV-infected patients regardless of DPP4 activity. Liver
Int 2016;36(3):344-52.



81

essenciais nesses esfor¢os. Da mesma forma, a redugcdo ou minimizacdo de efeitos
idiossincraticos decorrentes da imunoterapia deve estar focada na identificacdo de
biomarcadores preditores de resposta terapéutica'' (RIZK et al., 2016). Somente o estudo
detalhado e acompanhamento das alteracdes desses biomarcadores (resposta induzida de
citocinas) poderd prover informagdes relevantes para o desenvolvimento de estratégias de

monitoriza¢do da imunoterapia em portadores de doencas infecciosas.

' Rizk HH, Hamdy NM, Al-Ansari NL, El-Mesallamy HO. Pretreatment predictors of response to PegIFN-RBV
therapy in egyptian patients with HCV genotype 4. PLoS One 2016;11:4.
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ANEXO A
FACULDADE DE MEDICINA DA UFMG
DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA

Belo Horizonte, 25 de novembro de 2011

Ilma Sra. Prof. Dra. Maria Teresa Marques do Amaral, Presidente do Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG

REFERENCIA: PARECER ETIC 226/06 de 18 de outubro de 2006 e sua DECLARACAO
datada de 06 de novembro de 2006

Prezada Prof. Maria Teresa,

Em 18 de outubro de 2006, depois de atendidas as solicitagdes de diligéncia, o COEP-UFMG
aprovou o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo de parametros fenotipicos celulares de
leucocitos do sangue periférico em individuos cronicamente infectados pelo virus da hepatite
C”, bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do referido projeto, coordenado
pela professora Rosdngela Teixeira. Esse projeto resultou em duas teses de doutorado
defendidas em 2006 (Dr. Eric Bassetti Soares) e 2008 (Dra. Katia Valéria Bastos Dias Barbosa)
e teve importantes conclusdes. Assim, foi possivel identificar que os pacientes com hepatite C
cronica apresentam um conjunto de biomarcadores fenotipicos em leucdcitos do sangue
periférico que permitem discrimind-los de individuos saudaveis. Portanto, o estudo deveria
prosseguir. Nesse contexto, foi solicitado parecer do COEP/UFMG na forma de adendo a esse
projeto inicial, a aprovag¢do de um estudo visando a andlise de parametros fenotipicos celulares
em amostras seriadas de soros de pacientes durante o tratamento da hepatite C. O objetivo seria
identificar biomarcadores celulares de resposta virologica. Esse projeto seria realizado em
parceria internacional com o Mount Sinai School of Medicine, em Nova York, onde as amostras
seriam processadas, e foi aprovado pelo COEP/UFMG conforme declaragdo datada de 06 de
novembro de 2006 (em anexo). Contudo, por razdes logisticas, operacionais e do alto custo,
essa nova proposta nao foi realizada e as amostras colhidas foram armazenadas a -80°. C no
nosso laboratdrio de pesquisas em hepatites virais. Nao obstante, permaneceu o nosso interesse
em realiza-lo em razdo de sua grande contribui¢do potencial para a melhor compreensao dos
fendmenos imunes associados a resposta ao tratamento da hepatite C, até o momento nao
esclarecidos na literatura cientifica.

Portanto, investigacdes nessa linha de pesquisa devem prosseguir e, particularmente, os estudos
de biomarcadores moleculares séricos serdo de grande importancia para verificar a influéncia
de mecanismos imunes associados a resposta viroldgica sustentada no tratamento da hepatite C
com interferon-peguilado e ribavirina. De fato, um estudo piloto que avaliou biomarcadores
moleculares séricos foi recentemente conduzido pelo nosso grupo em parceria com o grupo de
pesquisas da Fundagdo Oswaldo Cruz de Salvador permitiu identificar citocinas e quimiocinas
séricas como biomarcadores promissores para o acompanhamento de pacientes infectados com
o virus da Hepatite C. Esses resultados preliminares foram recentemente publicados num artigo
cientifico: ZARIFE et al, IL-8 Is Associated with Non-Viremic State and IFN- with
Biochemical Activity in HCV-Seropositive Blood Donors. Intervirology, (54), 87-96, 2010.
Com o surgimento dessas novas evidéncias cientificas h4, no momento, o interesse do nosso
grupo, em parceria com a FIOCRUZ, em adaptar os objetivos iniciais para investigar os
parametros fenotipicos moleculares séricos (perfil de citocinas e quimiocinas) (e ndo celulares)
de resposta/ndo resposta ao tratamento da hepatite C cronica. Assim, as amostras de soros de
pacientes portadores de hepatite C cronica ja colhidas e armazenadas no servigo seriam
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processadas para a dosagem de citocinas e quimiocinas envolvidas na resposta pro-inflamatoria
e reguladora durante o tratmento da hepatite C cronica. Para esta finalidade, serd pertinente a
adequagdo do titulo anterior do projeto para “Aplicabilidade de biomarcadores séricos na
monitorizagdo do tratamento da hepatite C”. Com essa perspectiva e visando a ampliar as
pesquisas de nossos alunos de pds-graduacdo, as amostras colhidas a época para o referido
projeto seriam analisadas visando esse objetivo modificado do inicial. Os custos para a
execugdo do projeto modificado sdo menores, ndo haverd mais a necessidade de envio de
amostras de nossos pacientes para o exterior como previsto previamente, uma vez que o
Laboratorio de Biomarcadores da Fundagdo Oswaldo Cruz dispde de toda a infra-estrutura
laboratorial para a sua realizagao.

A privacidade e sigilo da identidade dos pacientes e dos seus dados serdo assegurados por todos
os pesquisadores interessados. As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto e ndo serdo
divulgados dados em separado de nenhum paciente.

Nao havera custos ou qualquer prejuizo para os pacientes que ja foram tratados e concordaram
em participar da pesquisa entre 2006 e 2008. A maioria dos participantes continua em
acompanhamento ambulatorial no nosso servigo. Portanto, seré solicitado a esses pacientes uma
autorizacdo para que as suas amostras de sangue colhidas previamente sejam analisadas com
vistas aos novos objetivos do estudo proposto. Para esta finalidade, serdo esclarecidos os
objetivos do projeto atual e serd solicitada a assinatura dos pacientes conforme o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido atualizado. Para os pacientes que, por motivos diversos, ndo
sdo mais acompanhados no servigo, solicitamos ao COEP/UFMG a isengdo do termo de
consentimento para que suas amostras possam ser analisadas.

A disposigdo para outras informagdes, se necessarias,

Atenciosamente,

Dra. Erica Godinho Menezes
Pesquisadora — Faculdade de Medicina da UFMG

Prof. Rosangela Teixeira
Prof. Associada III do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da UFMG
Orientadora
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ANEXO B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PESQUISA EM SERES HUMANOS

Titulo do projeto de pesquisa: Biomarcadores séricos na monitorizagdo do tratamento da hepatite C cronica com
interferon peguilado mais ribavirina

Prezado Sr.(a)

O Sr.(a) foi convidado para retornar ao Ambulatorio de Hepatites Virais do Instituto Alfa de Gastroenterologia do
Hospital das Clinicas da UFMG por ter participado de um projeto de pesquisa entre os anos de 2006-2008,
coordenado pela Prof. Roséngela Teixeira. Na ocasido, o objetivo do estudo era descobrir, no exame de sangue de
pessoas com hepatite C, alguns aspectos da imunidade — quais células estavam relacionadas com a resposta ao
tratamento da hepatite C cronica. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG que é o
orgdo que regulamenta a pesquisa em seres humanos na UFMG (Parecer ETIC 226/06).

Naquela época, os nossos laboratorios ndo eram suficientes para realizar esta pesquisa e, portanto, o Comité de
Etica aprovou o envio das amostras de sangue dos pacientes da pesquisa para os Estados Unidos, onde seriam
analisadas. E importante lembrar que essas amostras foram todas marcadas com nimeros e que a sua identidade
pessoal jamais foi revelada. Nao havia nenhum interesse em mostrar seu nome ou caracteristicas pessoais, 0
objetivo era apenas a analise dos aspectos imunes de pacientes com hepatite C cronica tratados com interferon
peguilado mais ribavirina.

Contudo, esse projeto inicial ndo pode ser realizado. Os custos eram muito altos e isso inviabilizou a pesquisa
naquele tempo. Mas nosso interesse no projeto continuou e, portanto, todas as amostras de sangue colhidas foram
armazenadas no nosso freezer que tem caracteristicas especificas para preservar esse material.

Com o passar dos ultimos 3 anos, fizemos uma parceria com pesquisadores da Fundagdo Osvaldo Cruz. Essa
institui¢do de pesquisa dispde, atualmente, de todos os equipamentos necessarios para pesquisas como a que
propomos agora. Assim, nosso objetivo, um pouco modificado do anterior, visa estudar, no sangue guardado no
freezer, algumas substancias no sangue chamadas citocinas e quimiocinas que poderdo nos indicar,
retrospectivamente, quais dessas substancias tem relagdo com as chances de resposta ao tratamento da hepatite C.
Portanto, nosso objetivo ¢ descobrir o que chamamos de biomarcadores, ou seja, substancias do sangue que seriam
indicadoras de resposta ou ndo resposta ao tratamento.

Como no projeto anterior, sua identidade sera preservada e o seu sangue sera utilizado somente com o objetivo de
identificar essas substancias que tem relagdo com as chances de resposta. Nao havera beneficios para vocé, contudo
novos conhecimentos poderdo beneficiar pacientes no futuro. Vocé ndo terd despesas com esse projeto.

Pelas razdes acima, solicitamos que, caso concorde em participar dessa pesquisa, assine esse novo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, se vocé ndo tiver mais duvidas sobre sua participag@o que ¢ voluntaria. Caso
ndo queira participar, por algum motivo, o seu atendimento no Ambulatdorio de Hepatites Virais do Instituto Alfa
de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG continuara normalmente, como vem acontecendo nesses
ultimos anos.

Se vocé necessitar de mais esclarecimentos a respeito desta pesquisa, por favor, entre em contato com a Dra. Erica
Godinho Menezes ou a Dra. Rosangela Teixeira, no telefone 31 3409 9933 ou no nosso Servigo, todas as quintas-
feiras pela manhi. Caso tenha dividas, vocé poderd também procurar o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais, presidido pela Dra. Maria Teresa Marques do Amaral, que fica situado na
Av. Antdnio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa IT - 2° andar — sala 2005 — Campus Pampulha, Belo Horizonte,
MG - Telefax: 31 3409-4592.

Eu, , concordo em participar do estudo.

Assinatura do paciente
Assinatura do pesquisador responsavel:
Belo Horizonte, de de 2012
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ANEXO C- APRESENTACOES EM CONGRESSOS

1. Jornada de Hepatologia do Nordeste/ 2014 — Joiao Pessoa, PB - Premiado como o
melhor tema livre oral.

De: SBH - Sociedade Brasileira de Hepatologia [mailto:eventos@sbhepatologia.org.br]
Enviada em: segunda-feira, 15 de setembro de 2014 16:10

Para: egodinhomenezes@gmail.com

Cc: 'Katia Santos'; 'Ana Paula Firmino - Sociedade Brasileira de Hepatologia'
Assunto: Trabalhos - II Simposio de Hepatologia do Nordeste

Prezado (a) Dr(a). ERICA GODINHO MENEZES,

Temos a grata satisfagdo de informar que o seu trabalho intitulado:

BIOMARCADORES SERICOS NA MONITORIZACAO DO
TRATAMENTO DA HEPATITE C CRONICA COM INTERFERON
PEGUILADO ASSOCIADO A RIBAVIRINA

Foi aceito para apresentacdo na modalidade TEMA LIVRE ORAL .
Cordialmente,

Prof. Dr. Edison Roberto Parise
Presidente da SBH

Prof. Dr José Eymard de Medeiros Filho
Presidente do Simpasio
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2. XXIII Congresso Brasileiro de Hepatologia/ 2015 - Sao Paulo, SP - Tema Livre Oral

CERTIFICADO

SBH 2015
XXIll Congresso Brasileiro de

Hepatologia

30 de setembro a 03 de outubro de 2015 - Sio Paulo - SP

Certificamos que Menezes EG, Reis JGC, Cardoso LM, Silva LD, Magalhaes VP, Carvalho AT, Filho
OAM, Teixeira R participaram do XXIII Congresso Brasileiro de Hepatologia com o
trabalho: Biomarcadores séricos na monitorizagéo do tratamento da hepatite C cronica com interferon
peguilado associado a ribavirina, como ORAL.

Promocao Sao Paulo, 30 de setembro a 03 de outubro de 2015
AC B
vy K -
5 '%ﬁ.‘ ¢ 3 .
@ € SO e We—
%Q B@-" Edison Roberto Parise Edna Strauss &
‘-'Pam“' Presidents do Congresso Presidente da Comiss&o Cientffica -
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3. The Viral Hepatitis Congress/ 2015 - Frankfurt, Alemanha - Poster

Viral Hepatitis Congress - Abstract submission - Reviewers decision
2 mensagens

Viral Hepatitis Scientific Programme Committee <hep@ashfieldhealthcare.com>6 de julho de026qgg
Responder a: Viral Hepatitis Scientific Programme Committee <hep@ashfieldhealthcare.com>

Para: egodinhomenezes@gmail.com

Dear Abstract Submitter

Serum biomarkers for monitoring pegylated interferon-a plus ribavirin therapy response
in chronic hepatitis C patients

On behalf of the Scientific Committee, we are delighted to advise you that the above submitted
abstract with the reference 3184008 has been accepted for poster presentation at the Viral
Hepatitis Congress. If you have submitted other abstracts to the Congress you will hear
separately about the outcome of these.

We would be grateful if you could confirm by email to hep@ashfieldhealthcare.com your
willingness to present your paper at the Congress. Please find attached an information sheet for
presenters, which will assist you in your poster preparations.

Your accepted abstract will appear online as a supplement to the Journal of Viral Hepatitis (JVH).
Furthermore, the Committee hope to include all posters as a PDF on the Congress website post-
event. For this purpose please supply a PDF of your poster to the Secretariat prior to the
congress and latest by Tuesday 1 September. This will allow us to check that we can
successfully access and use the file you provide ahead of time.

Finally, the registration deadline for the Congress is Tuesday 1 September. All poster
presenters must be registered for the Congress. If you have not already done so you are
requested to complete your congress registration. Please go to: www.viral-hep.org/register in
order to register. If you are being registered by a group perhaps you could let us know so that
we can make a note of this in our records.

We would like to thank you in advance for your contribution to the Congress and look forward to
meeting you in Frankfurt in September.

Ira Jacobson and Stefan Zeuzem
Co-Chairs of the Scientific Committee
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4. International Congress of Immunology (ICI) 2016 - Melbourne, Australia - Poster
Dear ERICA,
Congratulations! On behalf of the Organising Committee, we are pleased to confirm that your
abstract has been accepted for POSTER presentation at the International Congress of
Immunology (ICI) 2016 to be held in Melbourne, Australia from 21-26 August 2016.

Please find details below regarding your accepted presentation/s:

Immunological biomarkers of virological response in patients with chronic hepatitis C
treated with pegylated interferon and ribavirin

Session Date: Tuesday 23 August 2016
Session Time: 15:30 — 16:30

You will have the option to present your poster either as a hard copy traditional poster via a
board or as an electronic poster.

We greatly appreciate and look forward to your involvement in the program. The full Congress
program is available via the Congress website. The poster listing is not currently listed on the
website, however a full poster listing will be available on the website in the coming weeks.

Your accepted abstract will be included in the ICI 2016 abstract book. Accepted abstracts will
also be published as an online supplement in the European Journal of Immunology.

Please be advised that all presenters are required to register and pay to attend the Congress by
the early bird registration date which is 11 May 2016 which indicates to us that you plan
on presenting a poster at the Congress. Once we have received your registration, we will contact
you requesting that you notify your presentation preference — hard copy or electronic. Poster
Presentation Briefing Notes will be provided to you by the end of May based on your preferred
poster presentation type.

To register for the Congress, please click here.
The Congress is unable to offer any financial assistance for accommodation and travel expenses.

If you have applied for one of the travel grants below you will be notified of the decision before
the end of April:

*  BioLegend
e The Bill and Melinda Gates Foundation
e ICI-AAI

Regarding notifications for grants through the various societies please click here. Please note
these grants are not managed through the Congress Managers. Please contact the relevant
society directly.

Should you have any questions regarding the above please do not hesitate to contact us.

Kind regards,

ICI 2016 Congress Managers
Managed by Arinex Pty Ltd

91 — 97 Islington Street

Collingwood VIC 3066, Australia

Phone: +61 3 9417 0888

Fax: +61 3 9417 0899

Email: ici2016@arinex.com.au

Website: www.ici2016.0rg




5. XXIV Congreso de la Asociacion Latinoamericana para el Estudio del Higado
(ALEH)/ 2016 - Santiago, Chile - Poster
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ANEXO D. ACEITE DO ARTIGO PARA PUBLICACAO

From: David Durantel (Antiviral Research) <EviseSupport@elsevier.com>
Date: 2017-02-01 5:59 GMT-02:00

Subject: Your manuscript AVR 2016 460 R1 has been accepted

To: atcteixeira@gmail.com

Ref: AVR 2016 460 R1

Title: Strategies for serum chemokine/cytokine assessment as biomarkers of therapeutic
response in HCV patients as a prototype to monitor immunotherapy of infectious diseases
Journal: Antiviral Research

Dear Dr. Teixeira-Carvalho,

I am pleased to inform you that your paper has been accepted for publication. My own
comments as well as any reviewer comments are appended to the end of this letter. Now that
your manuscript has been accepted for publication it will proceed to copy-editing and
production.

Thank you for submitting your work to Antiviral Research. We hope you consider us again
for future submissions.

Kind regards,

David Durantel
Editor
Antiviral Research

Comments from the editors and reviewers:
- Reviewer 1

- It is important that researchers have considered the suggestions.

Have questions or need assistance?

For further assistance, please visit our Customer Support site. Here you can search for solutions on a range of
topics, find answers to frequently asked questions, and learn more about EVISE® via interactive tutorials. You
can also talk 24/5 to our customer support team by phone and 24/7 by live chat and email.

Copyright © 2017 Elsevier B.V. | Privacy Policy

Elsevier B.V., Radarweg 29, 1043 NX Amsterdam, The Netherlands, Reg. No. 33156677.



ANEXO E. FOLHA DE APROVACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO
ADULTO

UFMG

FOLHA DE APROVACAO

ANALISE DE QUIMIOCINAS/CITOCINAS SERICASA COMO BIOMARCADORES
DE RESPOSTA TERAPEUTICA EM HEPATITE C CRONICA E PROTOTIPO PARA

MONITORAR IMUNOTERAPIA DE DOENGCAS INFECCIOSAS

ERICA GODINHO MENEZES

Tese submetida 4 Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
P6s-Graduagdo em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO, como requisito para
obtengdo do grau de Doutor em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO, érea de

concentragio CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO.

Aprovada em 29 de novembro de 2017, pela banca constituida pelos membros:

Profa. Rosangela Teixeira - Orientadora
UFMG

O aveny Hardoyys, 51,”\/’
Prof. Olmdo Assis Martins Filho - Coorientador
FIOCRUZ

2 Py

A A o Ce—

Prof, Gifone Aguiar Rocha
UFMG

,l‘v'i('w e~ = S r:l \-(”7" ere u

Profa. Maria de Fatima Leite
UFMG

rof lexandre de Mag

s Vieira Macha

FIOCRUZ
\«'Lf\{* ‘\\J Q'\L‘\‘L\\
Profa. Claudia Pinto Marques Souza de Oliveira - por videoconferéncia
USP

Belo Horizonte, 29 de novembro de 2017.




