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RESUMO

A hepatite C é uma doenca que leva a inflamacédo do figado, sendo causada pelo
virus da hepatite C (VHC). Estima-se que existam 130 a 170 milhdes de casos de
infeccdo crénica pelo VHC por todo o mundo. Apesar do VHC ser principalmente
hepatotropico, foi evidenciada a detecgcdo de RNA viral em células mononucleares
do sangue periférico (PBMC). Evidéncias clinicas e experimentais tém demonstrado
um importante tropismo do VHC por células do sistema imune, em especial por
PBMCs. Apesar deste interessante achado, a importancia da infeccdo do sistema
imune na histéria natural da doenca ndo é totalmente conhecida. E possivel
observar em alguns estudos que, em pacientes que desenvolvem infeccdo aguda,
observa-se uma vigorosa resposta mediada por células T, especifica ao VHC,
mediada, por células T CD4+ e T CD8. Esta resposta é detectada na fase inicial da
doenca, e prolonga-se durante varios anos apoés a resolugéo do virus. Pelo contrério,
0s pacientes que desenvolvem infeccdo cronica, apresentam, normalmente,
respostas T fracas e / ou de curta duracdo, bem como defeitos nas fungdes efetoras
de células T especificas. As respostas mediadas por células T com este perfil
resultam, normalmente, em um baixo controlo da viremia e na sua persisténcia.
Outra importante questdo que permanece incerta até o presente momento é como a
infeccdo das células imunes pelo VHC altera a sua funcao, principalmente no que
concerne as PBMCs. Informacfes referentes as PBMCs e o VHC sdo pouco
estudadas e referidas na literatura internacional, embora sejam de fundamental
importancia para a compreensdo do seu peso na historia natural da infecgéo.
OBJETIVO: Baseado nessas incertezas o presente estudo tentard contribuir para a
elucidacdo da influéncia do parasitismo por VHC na funcdo de células TCD4+ e
TCD8+ em pacientes naive com indicagdo de tratamento com IFNpeg+RBV e
comparar os dados obtidos antes, durante e poés-tratamento com o0s valores
encontrados dos controles negativos, avaliando a influéncia do tratamento sobre a
funcdo dessas células. Verificar a presengca do RNA-VHC nas PBMCs por RT-PCR em
Tempo Real. Verificar a influéncia de fatores do virus e do hospedeiro, tais como gendétipo,
carga viral, idade, género, raca, polimorfismo IL28B e biopsia hepatica sobre as células
parasitadas pelo VHC e sua producao de citocinas; Determinar a contagem e a funcéo de
linfécitos T CD4+ e CD8+ no sangue periférico desses pacientes; Determinar a influéncia do
parasitismo de linfécitos pelo VHC sobre a funcdo dos linfécitos TCD4+ e TCD8+.
METODOLOGIA: Foram estudados 52 pacientes com hepatite C crbnica; destes, 17
pacientes foram tratados com IFNalfa+RBV; 10 controles sadios, atendidos no
Ambulatério de Hepatites da Divisdo de Clinica de Doencas Infecciosas e
Parasitarias do HC FMUSP. A contagem de células da subpopulacéo de linfocitos T
CD4+ e CD8+ periféricas foram realizadas por citometria de fluxo FACSCanto Il (BD)
por meio do software MultiSet(BD). Foi analisada a presenca/auséncia do RNA-VHC
em PBMC por PCR em tempo real no sistema TagMan, no termociclador Applied
Biosystems StepOne™. A funcéo dos linfécitos TCD4+ e TCD8+ foram avaliadas através
da técnica ELISPOT utilizanso o Kit Human IFN-gamma/IL-4 Dual-Color FluoroSpot. A
contagem dos spots foi realizada em um leitor automatizado CTL-ImmunoSpot® S6
FluoroSpot Line. As PBMCs foram fracionadas e depletadas, utilizando-se o Kit Dynabeads
FlowComp Human CD4 (Invitrogen Life Technologies) segundo as instru¢@es do fabricante.
RESULTADOS: Foram estudados 52 pacientes com hepatite C cronica; destes, 17
pacientes foram tratados com IFNalfa+RBV; 10 controles sadios. O gendtipo 1 foi o
mais prevalente 61,5%. O RNA do VHC foi detectado nas PBMCS em 88,4% dos
pacientes.
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Nossos resultados mostraram um aumento de células CD4 e CD8
parasitadas pelo VHC antes do tratamento, com valores estatisticamente
significantes quando comparadas aos controles normais apenas no caso das CDA4.
Ocorreu, porém, um nitido prejuizo na producdo de interleucinas por estas células
parasitadas, particularmente a producdo de IFN- y, com valores altamente
significantes (0,009). Na semana 12, podemos ver o aumento de células CD4 no
pré-tratamento, porém com diminuicdo na semana 12 e no follow up; entretanto a
producdo de IL-4 pelas células CD4 aumenta na semana 12 e cai novamente no
seguimento; com as células CD8 ocorre leve queda na semana 12 porém uma
tentativa de recuperacéo no follow up; sua producao de IFN-y cai na semana 12 e no
follow up para nimeros estatisticamente significantes. E a chamada “exaustéo” de
funcdo destas células ja descrita in vitro por alguns autores. Estes dados poderéo
ser muito Uteis nas futuras observacdes desses pacientes que serdo tratados com
esquemas de DAAs sem interferon alfa. CONCLUSAQO: Em conclus&o, os resultados
desta pesquisa confirmam a importante influéncia do parasitismo das células CD4 e
CD8 em suas funcdes.

Descritores: hepacivirus; linfocitos T; ELISPOT; Interleucina-4; Interferon gama;
citometria de fluxo.
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ABSTRACT

Hepatitis C is a disease that causes inflammation of the liver, caused by hepatitis C
virus (HCV). It is estimated that there are 130 million to 170 million cases of chronic
HCV infection worldwide. Although HCV is primarily hepatotropic was evidenced by
detection of viral RNA in peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Clinical and
experimental evidence have demonstrated an important tropism of HCV by immune
system cells, in particular by PBMC. Despite this interesting finding, the importance
of infection of the immune system in the natural history of the disease is not fully
known. It can be observed in some studies in patients who develop acute infection a
vigorous response is observed mediated by T cells specific to HCV mediated by CD4
+ and CD8. This response is detected at the initial stage of the disease, and extends
for years after the resolution of the virus. Conversely, patients who develop chronic
infection, are typically in the low T responses and / or short-term as well as defects in
the effector functions of specific T cells. The responses mediated by T cells with the
profile usually result in a low control of viremia and its persistence. Another important
issue that remains unclear to date is how the infection of immune cells by HCV alters
its function, especially with regard to the PBMCs. Information relating to the PBMCs
and HCV are little studied and reported in the international literature, although they
are of fundamental importance for the understanding of its weight in the natural
history of infection. OBJECTIVE: Based on these uncertainties the present study
attempts to contribute to the elucidation of the influence of parasitism by HCV on
CD4 T cell function + and CD8 + in naive patients with treatment indication with
IFNpeg + RBV and compare the data obtained before, during and after treatment
with the values found negative controls, assessing the influence of treatment on the
function of these cells. Verify the presence of HCV-RNA in PBMC by RT-PCR in real
time. Check the influence of virus and host factors such as genotype, viral load, age,
gender, race, 1L28B polymorphism and liver biopsy on the parasitized cells with HCV
and their cytokine production; Determine count and function of lymphocytes T CD4 +
and CD8 + peripheral blood of patients; To determine the influence of parasitism
lymphocytes HCV on the function of CD4 + and CD8 + T lymphocytes. METHODS:
We studied 52 patients with chronic hepatitis C; of these, 17 patients were treated
with IFNalpha + RBV; 10 healthy controls, treated at the Hepatitis Clinic of the
Division of Clinical Infectious and Parasitic Diseases of the FMUSP. The lymphocyte
subpopulation of T-cell count CD4 + and CD8 + peripheral been made by
FACSCanto Il flow cytometer (BD) through the multiset software (BD). the presence /
absence of HCV-RNA in PBMC by real-time PCR was analyzed in the TagMan
system, Applied Biosystems thermal cycler StepOne ™. The role of CD4 + T
lymphocytes and CD8 + were assessed by ELISPOT technique utilizanso the Human
Kit IFN-gamma / IL-4 Dual-Color FluoroSpot. The counting of the spots was carried
out in an automated reader CTL-ImmunoSpot® S6 FluoroSpot Line. And fractionated
PBMCs were depleted using Dynabeads kit is the Human CD4 FlowComp (Invitrogen
Life Technologies) according to manufacturer's instructions. RESULTS: We studied
52 patients with chronic hepatitis C; of these, 17 patients were treated with IFNalpha
+ RBV; 10 healthy controls. Genotype 1 was the most prevalent 61.5%. The HCV
RNA was detected in PBMC in 88.4% of patients. Our results showed an increase of
CD4 and CDS8 cells parasitized with HCV prior to treatment, with statistically
significant amounts compared to controls only if CD4. There was however, a marked
impairment in production of interleukins for these parasitized cells, particularly the



production of IFN- y, with highly significant values (0.009). At week 12, we can see
the increase in CD4 cells before treatment, but with decreased at

week 12 and at follow up; However IL-4 production by CD4 cells increased at week
12 and again falls in the following; with the CD8 cells is slightly lower at week 12 but
a recovery attempt at follow up; their IFN-y production drops at week 12 and follow
up to statistically significant numbers. It is called "exhaust" function of these cells in
vitro been described by some authors. This data is very useful in future observations
of these patients are treated with AADs regimens without interferon alfa.
CONCLUSION: In conclusion, the results confirm the important influence of the
parasitism of CD4 and CD8 cells in their functions.

Descriptors : hepacivirus; T-lymphocytes; ELISPOT; interleukin-4; interferon-gamma;

flow cytometry.
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1. INTRODUGAO

1. 1. HEPATITEC

A Hepatite C Cronica € a principal doenca causada pelo Virus da Hepatite C,
tendo experimentado uma evolugdo dos conhecimentos cientificos, desde a
descoberta até a cura, muito rapida dentro da histéria da medicina. Na realidade,
desde a identificacdo do VHC em 1989 por Choo e colaboradores, até a
disponibilidade de tratamentos representados pela combinacdo de drogas antivirais
altamente ativas, decorreram apenas 25 anos. Fala-se hoje até na possibilidade de
erradicacao terapéutica da doenca. Entretanto, este inesperado desfecho nédo deve
ser visto como um “milagre”, mas como resultado de uma conjugacao de esforgos e
circunstancias favoraveis. Estes incluem (1) o notavel trabalho de pesquisadores
pioneiros em medicina transfusional e hepatites virais que identificaram a “Hepatite
naoA-naoB” como uma doenca infecciosa transmitida pelo sangue, provavelmente
causada por um virus e caracterizaram a sua epidemiologia; (2) a descoberta do
VHC, uma das mais importantes do século 20, usando uma metodologia original
baseada em métodos de biologia molecular, usada depois para a descoberta de
muitos outros virus; (3) o trabalho de inumeros laboratérios de pesquisa em
universidades que desenvolveram modelos in vitro necessarios para desvendar o
ciclo vital do VHC e permitiram testar enorme nimero de compostos como inibidores
antivirais especificos; (4) as enormes quantidades de dinheiro tornadas disponiveis
para o desenvolvimento de drogas anti-VHC, baseados na perspectiva de rapido e
vantajoso retorno devido ao tamanho do mercado para tratamento dessa doenca; (5)
a notavel experiéncia desenvolvida pela industria farmacéutica, em parceria com
clinicas académicas, no desenvolvimento de testes pré-clinicos e estudos clinicos de
fases | a lll, oferecendo aos pacientes um acesso precoce as novas drogas e

finalmente a sua aprovacao para uso clinico (Pawlotsky, 2014).

Alguns aspectos do relacionamento microrganismo-hospedeiro, todavia, ainda
nao sao totalmente conhecidos na infeccdo cronica do hospedeiro humano pelo
VHC. Por outro lado, as infec¢des cronicas representam um gravissimo problema de
saude publica para todo o mundo. Doencas como a malaria, a tuberculose, a

infeccdo pelo HIV e as hepatites virais comprometem milhdes de pessoas e



continuam a causar morbidade e mortalidade altamente significantes. Essas
diversas infec¢cbes tornam-se cronicas quando o agente invasor escapa da
eliminacdo pela resposta imune do hospedeiro na tentativa de sobreviver e de

garantir a sua transmissdo com sucesso.

1. 2 EPIDEMIOLOGIA

A transmissdo, seja endémica ou epidémica, é o processo viral pelo qual se
disseminam a infeccdo e a doenca. Portanto, o rastreamento da transmisséo é
fundamental para o controle do VHC e da Hepatite C (Khudyakov, 2012). A histéria
da epidemia de Hepatite C € muito dindmica e em meados do século passado,
houve um rdpido aumento no nimero total de infec¢des, sendo os subtipos 1a e 1b
prevalentes mundialmente (Magiorkinis GE, et al., 2009; lles JC, et al., 2013), o
gendtipo 2 e o subtipo 5a encontrados na Africa (Tanaka Y, et al. 2006; Markov PV,
et al. 2009) e subtipo 3a localizado no Paquistdo e Asia Central (Tanaka Y, et al.
2006; Khan A, et al. 2009). Posteriormente, durante a década de 1980 e inicio de
1990, observou-se um rapido declinio no numero casos de Hepatite C aguda nos
EUA (Williams LT, et al. 2011). Tais variagcbes no tamanho da populacdo do VHC
impactaram a diversidade genética do virus (Tanaka Y, et al. 2006; Magiorkinis G, et
al. 2009; Markov PV, et al. 2009). Do mesmo modo, 0os padrdes de transmisséo,
caracteristicos a grupos de risco especificos, e as varia¢cdes nas taxas e padrdes de
transmissdo tendem a reconfigurar a composicao genética das populacdes do VHC
(Khudyakov Y, 2012).

A principal forma de transmissédo do VHC é a parenteral, através da exposi¢ao
a sangue e derivados contaminados (Stockman LJ, et al. 2014; Zibbell JE, et al.
2015). A partir de 1990, a introducdo de métodos de triagem para deteccdo de
anticorpos anti-HCV em amostras de sangue diminuiu o numero de casos de
infec¢@o por VHC durante a transfusdo sanguinea e hemoderivados (Soldan K, et al.
2003). No entanto, 0 uso de drogas injetaveis tornou-se o principal fator de risco de
infeccdo pelo VHC (Williams LT, et al. 2011), e a prevaléncia da infeccdo em
usuarios de drogas injetaveis (UDI) pode ser superior a 80% (Garfein RS, et al.
1996; Amon JJ, et al. 2008; Zibbell JE, et al. 2015). Globalmente, estima-se que 64%



dos UDI estao infectados pelo VHC e a aquisicao do virus é bastante rapida apos o
inicio do uso de drogas injetaveis (Ward JW, 2013). Este grupo de alto risco
frequentemente apresenta infeccdo primaria e reinfeccées com mais frequéncia do
qgue a populacédo em geral (Khudyakov 2012). Do mesmo modo, as transmissées do
tipo nosocomial continuam a ser uma importante fonte de novas infec¢oes pelo VHC.
Globalmente, estima-se que esse tipo de transmissdo seja responsavel por 40% das
infeccbes. Em paises com alta prevaléncia de infeccdo crbénica do VHC (ou seja,
maior do que 3%), como o Egito, Paquistdo e Mongdlia, este é o principal modo de
transmissdo. Nessas localidades, o uso compartilhado de seringas € comum e tais
praticas, tdo arraigadas culturalmente, séo dificeis de mudar. Nos Estados Unidos e
em outros paises com baixa prevaléncia do VHC, as transmissfes nosocomiais sédo
importantes causas de surtos. O virus também pode ser transmitido através do
compartilhamento de dispositivos contaminados com sangue VHC positivo. Apesar
de controversa, nos Estados Unidos estima-se que a transmissao heterossexual seja
responsavel por 14% dos casos notificados de infeccdo aguda pelo VHC (Williams
IT, et al. 2011; Ward 2013). O contato domiciliar com pessoas infectadas dobra o
risco de infeccdo, resultante da exposicéo incidental ao sangue contaminante em
itens como escovas de dente e laminas de barbear. Nos Estados Unidos,
aproximadamente 3% dos casos agudos de infeccdo por VHC ocorrem em
profissionais de salde, como resultado da exposicdo ocupacional (Wasley and Alter
2000; Esteban JlI, et al. 2008; Williams IT, et al. 2011). Nao obstante, a via de
transmissdo ndo é prontamente identificada em uma porcentagem significativa dos
casos (Flamm SL, et al. 1998; Karmochkine M, et al. 2006).

No Brasil, a prevaléncia da infeccdo pelo VHC na populacédo em geral € de
aproximadamente 1,5% (Focaccia R, et al. 1998; Zarife MA, et al. 2006; Pereira LM,
et al. 2013), havendo grande variacdo em populagbes especificas. Inquérito
epidemiologico recente feito no Brasil mostrou 1,38% de prevaléncia de sorologia
positiva para o virus da hepatite C entre a faixa etaria de 10 a 69 anos. Os principais
grupos de risco identificados foram os usuarios de drogas (27,4%) e o0s
hemotransfundidos (26,9%). Outros mecanismos de infec¢cdo provaveis foram o
contato sexual (18,5%), acidente de trabalho (1,2%), contato domiciliar (1,1%),
hemodialise (0,9%) e transmisséo vertical em 0,3%. O pico de incidéncia foi maior

nos individuos mais velhos, entre 50 e 60 anos. A razdao homens e mulheres foi de



1,4. Em relacdo a raca, 68,1% s&o brancos, seguidos por 23,4% de pardos, 7,6% de
negros, 0,8% de amarelos e 0,1% indigenas. A maioria dos casos notificados
apresentam os genoétipos de VHC tipo 1 em 67,7%, seguido pelos tipos 3 e 2 com
25,9% e 5,7%, respectivamente. No Brasil, entre 2000 e 2011, foram declarados no
Sistema de Informacao de Mortalidade 30.931 6bitos por hepatite C, sendo, 16.896
como causa béasica e 14.035 como causa associada, a maioria dos quais nas
Regides Sudeste e Sul com 57,5% e 25,5%, respectivamente. No periodo de 1999 a
2011, foram notificados no Sistema Nacional de Informagdo 5.222 casos
confirmados de hepatite C na Regido Sudeste, o que representou 67,3% dos casos
notificados no Brasil, (Boletim Epidemioldgico das Hepatites Virais, 2012).

VHC - Importancia Epidemiolégica Nacional e Mundial
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Figura 1: Prevaléncia e incidéncia da infecgcdao do VHC no mundo e no
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1. 3 TRATAMENTO

Até 2011, o tratamento disponivel para a hepatite C crénica baseava-se em
uma combinacdo de interferon alfa peguilado (IFN-a) e ribavirina (RBV) cuja
resposta virologica sustentada (RVS) € avaliada pela ndo deteccdo de RNA viral trés
a seis meses apoés o tratamento (MAcParland et al. 2009; Pawlotsky et al. 2007,
Sabahi, 2009). Em infeccdes pelo gendtipo 1 observam-se as taxas mais baixas de
RVS (40-50%). Em contraste, para os genoétipos 2 ou 3, foram obtidas elevadas
taxas de RVS que atingiam os 80% (Manns et al., 2001; Fried et al., 2002;
McHutchison, 2004). No entanto, taxas de RVS de valores intermédios (43-70%)
foram associadas ao genotipo 4. Em relagdo aos gendtipos 5 e 6, as taxas de RVS
alcancadas podem ser as mais elevadas, variando entre 60-85% (Antaki et al.,
2010). Esse tratamento, entretanto, mostrava-se associado a rigorosos efeitos
adversos, tempo prolongado de duracdo (um ano ou mais) e, na vida real, indices de
RVS ainda mais baixos dos observados nos protocolos de pesquisa (entre 30 e 40%

em Nosso meio).

Recentemente, estudos revelaram uma eficacia superior no tratamento,
através da utilizacdo de novos farmacos que sédo drogas antivirais de acao direta e
qgue interferem na replicacdo do VHC pela inibicdo da enzima protease serinica
NS3/4A (telaprevir e boceprevir) (Tong et al., 2008; Pol S, & Corouge M., 2014;
Bichoupan K & Dieterich DT, 2014). O uso clinico no tratamento da hepatite C
cronica associada ao genoétipo 1 demonstrou que com o uso de telaprevir ou
boceprevir (inibidores de protease de primeira geracao), em combinacédo com INF-a-
PEG e RBV, observou-se uma RVS significativamente superior a do tratamento
usual com apenas INF-a-PEG e RBV. Entretanto, pacientes infectados pelos
genotipos 2 e 3 continuam a tratar com INF-a-PEG e RBV (Zeuzem et al., 2011).
Este esquema triplice, com PeglFNalfa + RBV e um inibidor de protease, passou a
ser o0 “standard of care” no tratamento dos pacientes infectados pelo gendétipo 1 do

VHC, inclusive no Brasil.

Nestes ultimos dois anos, novos tratamentos com outros medicamentos de
acao direta como inibidores da protease de segunda geracdo e inibidores da

polimerase (nucleosideo/tideo analogos ou ndo) demonstraram serem muito mais


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pol%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24923038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Corouge%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24923038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bichoupan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24866024
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dieterich%20DT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24866024

eficazes contra o virus da hepatite C, além de envolverem efeitos colaterais
ausentes ou muito discretos, ao contrario dos esquemas anteriores. Esses novos
esquemas propiciam tratamentos livres do uso do Interferon e ja estdo disponiveis
para uso clinico na Europa, na América do Norte e no Brasil. Estudos publicados
recentemente, que utilizam a combinacdo de antivirais de acdo direta, sendo um
inibidor de protease, por exemplo o simeprevir e um inibidor de polimerase, por
exemplo o sofosbuvir ou de dois inibidores da polimerase como o daclatasvir (NS5A)
e o sofosbuvir (NS5B), foram associados a altas taxas de Resposta Virologica
Sustentada contra o virus da hepatite C (acima de 95%), em tratamentos mais
curtos (12 a 24 semanas) e sem gerar efeitos colaterais significativos (Sulkowski et
al. 2014). Algumas dessas medicacbes, ja4 foram licenciadas pelos Orgaos
reguladores do Ministério da Saude do Brasil e ja estdo disponiveis para uso clinico

€m Nnosso meio.

Torna-se muito importante destacar que, o uso de tratamentos com drogas
antivirais diretas de nenhuma forma diminui a importancia da resposta do sistema
imune do hospedeiro no controle e mesmo na erradicacdo da infecgcéo crénica pelo
VHC e suas deletérias consequéncias. Este é um tema que comeca a chamar a
atencdo dos pesquisadores envolvidos na fisiopatogenia dessa doenca e é€,

igualmente, uma das motivac¢des deste trabalho.

1.4 VIRUS DA HEPATITE C

O virus da hepatite C (VHC) foi identificado em 1989, por Choo e
colaboradores (Choo et al., 1989) e esta atualmente classificado no género
Hepacivirus da familia Flaviviridae (Kupfer, 2012). A analise filogenética permitiu a
classificagao do virus em seis genotipos e varios subtipos, de acordo com as regides
codificadoras homodlogas e sequéncias completas do genoma (Simmonds et al.,
2005). As chamadas quasispécies, sdo VHC geneticamente relacionados que
ocorrem no mesmo paciente infectado resultante de mutagcbes que ocorrem durante

a replicacao viral.



1.4.1 GENOTIPO VIRAL

O gendtipo 1, € mais prevalente nos Estados Unidos, Europa e no Brasil. Em
nosso pais, o VHC mostrou predominancia do gendtipo 1 em 70%, seguido do tipo 3
(22,3%) e tipo 2 (4,2%) (Cavalheiro et al., 2002; Lauer e Walker, 2001), conferindo
menor resposta ao tratamento com Interferon peguilado + ribavirina, quando

comparado aos gendtipos 2 e 3 (Manns et al., 2001).

A variabilidade elevada do VHC tem dificultado o desenvolvimento de vacinas
e favorece a persisténcia viral no organismo do hospedeiro (Lyra et al. 2004,
Strahotin & Babich, 2012). A diversidade dos gendétipos € importante
epidemiologicamente e, principalmente, em relacdo ao tratamento da hepatite C.
Assim, 0 gendtipo é um dos parametros utilizados para definir a estratégia de
tratamento e as chances de sucesso terapéutico (Le Guillou-Guillemette et al.,
2007).

1.4.2 ESTRUTURA VIRAL

A particula viral do VHC apresenta tamanho variavel de 40 a 70 nm de
didmetro. Trata-se de um virus RNA de fita simples com polaridade positiva, formado
por cerca de 9.600 nucleotideos (Choo et al., 1989). Contém uma Unica fase de
leitura aberta (ORF, “open reading frame”) que codifica para uma poliproteina de
cerca de 3.000 aminoacidos. O genoma possui duas regides ndo traduzidas: 5’UTR
com aproximadamente 341 nucleotideos e regiao 3'UTR com aproximadamente 230
nucleotideos. A traducdo do RNA do VHC resulta numa poliproteina precursora que
sofre processamento proteolitico para dar origem as proteinas estruturais (“core” e
as proteinas do envelope E1 e E2), o polipeptideo p7 e as proteinas ndo estruturais
(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Moradpour et al., 2007).



X
L,
4

—-.-— Envelope

Capsideo

RNA

Figura 2: Representacdo esquematica do virus da hepatite C (modificada)
Fonte: http://hepatite-tema.blogspot.com.br/2011 12 01_archive.html

1.4.3 REGIAO ESTRUTURAL DO VHC

A proteina core é a primeira na sequéncia da poliproteina inicialmente
formada, constituindo a nucleocapsideo do VHC. (Bukh J, et al. 1994; McLauchlan ,
2000). O dominio | permite a ligagdo da core ao RNA, ao nivel dos aa 1 — 74
(Santolini E, et al. 1994). Este dominio € extremamente hidrofilico, e as cargas
positivas dos seus residuos basicos interagem com as cargas negativas do
esqueleto de fosfato dos &cidos nucléicos, mediando a ligagdo ao RNA viral (Fan Z,
et al. 1999; Santolini E, et al. 1994). De fato, este dominio parece ser responsavel
por mediar a montagem do cépsideo, interagindo com varias proteinas celulares. O
dominio Il, devido a sua hidrofobicidade, interagem entre os lipidios e as proteinas
de membrana. Quanto ao dominio Ill, apesar de ndo se encontrar presente na forma
madura da proteina, desempenha um papel importante na estabilidade do core,
sendo que a sua clivagem podera estar envolvida na associacdo da core a vias
celulares que previnem a sua degradacao (Polyak SJ, et al. 2006).



A glicoproteina E1 parece estar envolvida na fusdo do virus & membrana
citoplasmatica, além do que varios anticorpos dirigidos contra E1 sdo capazes de
neutralizar a entrada na célula, presumivelmente, numa fase distinta da ligacdo ao

receptor (Lavillete et al., 2007; Samreen et al., 2012).

A glicoproteina E2 participa como um componente chave na adsorcdo do
virus aos seus principais receptores celulares, como o CD81, expresso em Varias
células como hepatdcitos, macrofagos, linfocitos, mondcitos, células dendriticas,
natural killer, endoteliais e epiteliais (Rocha-Perugini et al., 2008; Sharma, 2010).
Além disso, a glicoproteina E2 interfere na atividade antiviral do interferon (IFN), pois
€ capaz de interagir com a proteina quinase R (PKR - protein kinase R), cuja
expressdo é induzida pelo IFN, o que permite ao VHC escapar da acédo do IFN
(Wohnsland et al., 2007; Afzal et al., 2011).

1.4.4 PROTEINAS NAO ESTRUTURAIS DO VHC

As proteinas nao estruturais, localizadas na extremidade C-terminal, séo
imprescindiveis para a replicacao viral (Suzuki et al. 1999, Suzuki et al. 2007, Tang
& Grise, 2009).

A NS2 é uma proteina transmembranar que possui cerca de 21 — 23 kDa. O
N-terminal desta proteina contém residuos altamente hidrofébicos, que formam trés
ou quatro hélices transmembranares que se inserem na membrana do reticulo
endoplasmatico. Quanto a regido C-terminal, esta localiza-se no citoplasma, e forma,
juntamente com o dominio N-terminal da NS3, a protease NS2/NS3, que é
responsavel pela clivagem intramolecular entre a NS2 e a NS3. (Grakoui A, et al.
1993; Ashfagq UA, et al. 2011).

A NS3 é uma proteina de 67 kDa, com atividade multifuncional. Os 180
aminoacidos N-terminais definem a sua atividade de protease serinica, enquanto 0s
aminoacidos C-terminais sdo responsaveis pelas atividades de NTPase/helicase,
sendo subdivididos em trés dominios. (Yao N, et al. 1999). A proteina NS4A
funciona como co-fator para atividade de protease serinica da NS3, constituindo,

ambas as componentes proteicas, um dimero ndo covalente, designado por



10

protease serinica NS3-4A. Esta € responsavel pela clivagem de quatro locais na
poliproteina, nomeadamente, entre NS3- 4A, NS4A-4B,NS4B-5A e NS5A-5B, na
poliproteina precursora. (Bartenschlager R, et al. 1994; Ashfag UA, et al. 2011). A
atividade enzimatica da NS3 NTPase/helicase € indispensavel para a replicacdo do
RNA viral. Foram atribuidas funcbes putativas a este complexo enzimatico, tais
como o desenrolamento dos intermediarios de cadeia dupla do RNA, a eliminacdo
das estruturas secundarias, ou a separacdo do genoma viral das proteinas as quais

se encontrem ligadas (Serebrov and Pyle 2004; Ashfaq UA, et al. 2011).

A NS4A € uma proteina com 54 aminoacidos. Como foi ja referido, esta
proteina atua como co-fator da proteina NS3, na sua vertente de protease serinica,
sendo a interacdo entre a NS4A e a NS3 mediada pelo C-terminal da NS4A. Esta
interacdo permite a ativacédo do local ativo da NS3 (Wolk B, et al. 2000; Ashfaq UA,
et al. 2011)

A NS4B é uma pequena proteina com 27 kDa, que desempenha um
importante papel no recrutamento de outras proteinas virais (Lundin, et al. 2006;
Ashfag UA, et al. 2011). De fato, a NS4B € uma proteina integral de membrana,
sendo sinalizada para o ER, e co-localizando-se com outras proteinas néo
estruturais na membrana do ER (Hugle T, et al. 2001; Ashfag UA, et al. 2011).
Adicionalmente, a NS4B interage com a NS4A e, desta forma, também com a NS3 e
a NS4, de forma indireta (Lin C, et al. 1997; Ashfag UA, et al. 2011).

A NS5A é uma fosfoproteina hidrofilica, que existe em diferentes estados de
fosforilacdo, tendo-se observado duas formas da proteina, uma num estado de
fosforilacdo basal, com 56 kDa, e uma hiperfosforilada, com 58 kDa, que se
designam, respectivamente, por p56 e p58 (Kaneko T, et al. 1994; Tellinghuisen TL,
et al. 2004). A NS5A desempenha um importante papel na replicagdo, sendo que a
associacdo da NS5A com outras proteinas virais sugere a sua presenga no
complexo de replicagdo (Neddermann P, et al. 1999). Adicionalmente, as mutac¢des
presentes na NS5A mostraram ser essenciais para a replicagdo (Lohmann V, et al.
1999; Ashfaq UA, et al. 2011). As fungcbes da NS5A sdo muito importantes ao nivel
da modulacdo da resposta imune mediada por IFN-a. O dominio Il contém uma
regido da NS5A definida como Interferon-a Sensitive Determining Region (ISDR, a.a.
237-276) (Tellinghuisen TL, et al. 2004). A NS5A podera ter numerosas interacdes
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com proteinas que afetam os processos de sinalizagdo celular. Nomeadamente, esta
proteina pode modular trés vias MAPK principais, envolvidas na sinalizacdo
mitogénica da célula, que regula o crescimento e ativacdo. Desta forma, a NS5A
seria capaz de regular a sinalizacao celular por mecanismos pré e anti-apoptoticos.
A NS5A podera ainda interferir nas vias de espécies reativas ao oxigénio (ROS) e de
fosfatidilinositol 3- cinase, o que pode levar a transformagdo dos hepatécitos e a

formacéo de hepatocarcinoma. (Macdonald A, et al. 2004).

A NS5B desempenha um papel crucial na replicagdo do RNA do VHC. Possui
atividade de RNA polimerase dependente de RNA, constituindo a subunidade
catalitica do complexo de replicacdo (Behrens SE, et al. 1996; Ashfaq AU, et al.
2011). Esta RNA polimerase dependente de RNA ndo possui atividade de
proofreading, o que se reflete numa taxa de erro de cerca de 10-4 mutacdes por
genoma por ciclo de replicacéo. Disto resulta uma enorme heterogeneidade viral em

cada paciente, responsavel pela existéncia de quasispecies (Mathy JE, et al. 2008).

De fato, as proteinas nao estruturais do VHC encontram-se co-localizadas
com a NS5B na membrana do ER (Behrens SE, et al. 1996; Brass V, et al. 2002).
Adicionalmente, outros resultados sugerem que a NS5B se liga a NS3, sendo que a
NS3 interage, por sua vez, com a NS4A e, possivelmente, com a NS4B e a NS5B
(Piccininni S, et al. 2002). A NS5A pode interagir com as proteinas NS3, NS3, NS3A,
NS4B e NS5B (Blight KJ, et al. 2000; Krieger N, et al. 2001). A atividade da NS5B
podera ainda ser modulada pela NS5A (Shirota Y, et al. 2002).
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Figura 3: Proteinas virais do Virus da Hepatite C. Fonte: Lloyd et al. (2007)

1.5 TROPISMO VIRAL

A partir do momento que o virus se dissemina em um organismo, a sua
distribuicdo entre e dentro dos tecidos do hospedeiro torna-se um fator determinante
da sua patogénese. No entanto, a distribuicdo do virus pelos tecidos € um processo
dindmico determinado por diversos fatores, que incluem a velocidade de replicacao
viral, a presenca de receptores virais especificos, a taxa de mutagdo viral, a
susceptibilidade hospedeira e genes de resisténcia, e a imunidade inata e adaptativa
(Bernard N. et al., 2007). O VHC é considerado um virus hepatotropico, pelo que os
hepatdcitos s&o os seus principais alvos (Brian WJ, et al., 2010). E sabido que os
receptores celulares CD81, SR-B1l, CLDN1, e OCLN, desempenham um papel
fundamental na entrada do VHC (Ploss A, et al., 2009; Scarselli E, et al. 2002; Zeisel
MB, et al., 2007) e, consequentemente, no seu tropismo celular (Shiffman ML, 2011).
Ha evidéncias de que estes receptores se encontram expressos numa variedade de
tecidos, apresentando, contudo, uma expressao mais elevada ao nivel do figado (Su
Al, et al., 2004; Fletcher NF, et al., 2010). Apesar de o VHC ser principalmente
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hepatotropico, foi evidenciada a deteccdo de RNA viral em células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs — Peripheral Blood Mononuclear Cells), embora néo se
saiba ainda ao certo se ocorre replicacao viral ao nivel destas células (Dustin and
Rice, 2007; Fletcher NF, et al., 2010).

1.6 PATOGENESE DO VHC

O VHC é um exemplo de patdgeno viral que obtém grande sucesso em
estabelecer infeccbes persistentes através da evasdo do sistema imune do
hospedeiro. Uma pequena fracdo dos individuos infectados é capaz de clarear a
infeccdo espontaneamente, enquanto cerca de 70% desenvolve uma infecgéo
cronica. Nesses pacientes persistentemente infectados os sintomas s&o leves ou
ausentes e pode levar décadas antes que as sérias consequéncias da infeccao
cronica tornem-se aparentes. Esses pacientes estdo expostos ao risco de
desenvolver fibrose hepética, cirrose e/ou carcinoma hepatocelular. Além do mais,
as complicacdes tardias da faléncia hepética sdo uma importante indicacao para o

transplante de figado.

Embora os hepatdcitos sejam considerados os alvos priméarios do VHC,
evidéncias clinicas e experimentais indicam fortemente que o virus se propaga para
células de outros 6rgdos como cérebro e medula 6ssea, mas particularmente, para
células do sistema imune. O tropismo do VHC por células linféides € ainda apoiado
pela maior prevaléncia de doengas do sistema linfatico em pacientes com hepatite C
cronica do que naqueles sem ela, incluindo crioglobulinemia mista tipo Il e linfoma
nao - Hodgkin (Zignego et al., 2007; Tram et al., 2008).
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1.7 RESPOSTA IMUNE AO VHC

A resposta imune do hospedeiro é de central importancia para o controle da
infeccdo pelo VHC. Receptores detectores de patdgenos continuamente rastreiam o
meio e reconhecem produtos virais resultando em rapida producéo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF e IL-6, assim como Interferons do tipo I. Estes iniciam
uma resposta imune nao especifica através da inducdo de produtos antivirais além
de atuarem como imunomodulatérios dando origem a células imunes que incluem
células NK e células T para responder de maneira eficiente ao ataque dos
patdgenos ao hospedeiro. Em adi¢do, durante infeccdes virais, células TCD4+ e
TCD8+ virus especificas sdo normalmente detectadas no sangue. As células TCD4+
auxiliares estimulam as células TCD8+ citotdxicas que sdo equipadas para erradicar
os virus de uma maneira muito especifica (Spaan et al., 2012).

A nocédo do linfotropismo como sendo uma propriedade intrinseca do VHC
ganhou destaque a partir de estudos que demonstraram o genoma viral e sua forma
replicativa (RNA de fita negativa) em células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) de individuos tanto com hepatite C crénica quanto naqueles que sofreram
resolucdo espontanea ou terapéutica da infeccado (Pham et al., 2005), sugerindo que
tais células ndo seriam apenas um sitio de infeccdo, mas também de replicacdo

viral.

Evidéncias em favor da infecgdo por VHC-RNA nas PBMCs in vivo incluem
estudos realizados em culturas de PBMCs obtidas de pacientes cronicamente
infectados pelo virus, nos quais um significativo aumento na quantidade de RNA
viral foi obtido por meio de estimulacdo mitética. Isso sugere que a replicacdo do
VHC é mais eficiente em células ativas do que em repouso (Pham et al., 2005; Tram
et al., 2008; Zignego et al., 2007). O mais intrigante, no entanto, € o exato peso do

linfotropismo do VHC sobre a historia natural da doencga.

Uma implicacdo imediata da infeccdo das células linféides pode ser o seu
papel em condicionar a persisténcia do virus, desse modo, favorecendo a
cronicidade da infeccdo pelo VHC. De fato, células linféides, podem representar

privilegiados reservatorios de infeccdo. A existéncia de tal reservatério pode ainda
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implicar na recorréncia de hepatite crbnica mesmo apoOs tratamento antiviral
aparentemente bem sucedido e depois de transplante hepéatico por cirrose
relacionada ao VHC. Nesses casos, 0 compartimento das PBMCs pode ser um bom
reservatorio para o VHC, o qual é capaz de reiniciar a replicacéo viral depois do fim
do tratamento, quando as condi¢des tornam-se novamente favoraveis (Cavalheiro et
al., 2007b; Zignego et al., 2007). O achado de PBMCs infectadas pelo RNA-VHC
mesmo apos meses de RVS ou mesmo apos a eliminacdo espontanea do virus vem
ao encontro da tese de que as PBMCs formam um reservatoério para o VHC (Castillo
et al., 2005; Cavalheiro et al., 2007b; Zignego et al., 2007). Entretanto, isso ainda é

tema controverso na literatura.

Outra importante questdo que permanece incerta até o presente momento é
como a infeccdo das células imunes pelo VHC altera a sua fungéo, principalmente
no que concerne as PBMCs. Informacdes referentes as PBMCs e o VHC s&o pouco
referidas na literatura internacional, embora sejam de fundamental importancia para

a compreensao do seu peso na histéria natural da infeccao.

Estudo de R-Viso AT et al., de 2010, analisou a resposta imune no soro e no
tecido em pacientes com hepatite crébnica por VHC, através de método de
imunohistoquimica semi quantitativo, comparando com bidpsias de doadores de
figado para transplante. Foram estudados inUmeras citocinas, inclusive IFN-gama e
IL-4 e subpopulagdes celulares como CD4, CD8, CD45, CD68, CD57, entre outras.
Essa pesquisa mostrou claramente, pelo acesso simultaneo de citocinas pro e
antinflamatoérias e populagcfes celulares, que (1) a resposta imune esta associada
com algumas citocinas proinflamatorias; (2) os linfocitos TCD4+ desempenham um
papel predominante em orquestrar a resposta imune e (3) esses eventos tomam

lugar primariamente nos espacos portais.

A resposta imune adaptativa consiste, quer na resposta imunes humoral,
através da producéo de anticorpos neutralizantes pelas células B, quer pela resposta
imune celular, pela acdo de células T auxiliares CD4+ (Th — T helper) e de células T
citotéxicas CD8+ (CTLs — Cytotoxic T Lymphocytes). (Ashfaq, Javed et al. 2011).
Relativamente ao primeiro caso, e no que diz respeito ao VHC, € possivel detectar
anticorpos especificos ao VHC, 7 a 8 semanas apoés a infeccdo (Pawlotsky 1999).

No entanto, ndo se sabe ainda ao certo se estes anticorpos neutralizam a
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infectividade do VHC (Ashfaq UA, et al. 2011). Ja a resposta imune celular
desempenha um importante papel na resolucdo viral (Thimme R, et al., 2001,
Diepolder HM, et al. 1996; Ashfag UA, et al. 2011). As células TCD4+ efetoras
podem formar duas subpopulacdes, Thl e Th2. A primeira (Thl) é responsavel por
muitas fun¢des da imunidade mediada por células, tais como a ativagdo de CTLs,
encontrando-se também associada com a promocao excessiva de inflamacéo; a
segunda (Th2) encontra-se principalmente relacionada com a proliferacdo de
linfécitos B e a producédo de anticorpos. As subpopulacfes que se distinguem pelo
perfil das citocinas que produzem. As células Thl secretam citocinas como IL-2, IFN-
Y, € TNF. Ja as Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, e as suas fun¢des sao muito
importantes ao nivel da ativacdo de células B e, como tal, da resposta humoral.
Normalmente, a resposta Thl exerce um efeito negativo na regulacdo de Th2, e
vice-versa (Kuby, 2003). A resposta Thl parece ser um fator extremamente
importante na protecdo contra a infeccao pelo VHC (Diepolder HM, et al., 1995; Wan
L, et al.,, 2009). As células TCD4+ reconhecem antigenos apresentados por
moléculas MHC Il presentes na superficie de células apresentadoras de antigenos
(APCs — Antigen Presenting Cells), e desempenham mudltiplas funcdes efetoras,
incluindo a ativacao direta de macréfagos e de células B especificas de antigenos,
bem como de células TCD8+. As células TCD8+ reconhecem antigenos
apresentados por moléculas MHC | presentes na superficie de células infectadas,
exercendo diferentes fungdes, quer causando a morte das células infectadas através
da producdo de granzima e perforina, quer inibindo a replicagéo viral sem causar
morte celular, pela secrecdo de citocinas como, IFN-y e TNF-a (Guidotti and Chisari
2001; Ashfagq UA, et al., 2011). A producgéo de IFN-a resulta na modulacdo indireta
da resposta imune adaptativa, uma vez que induz a maturacdo de células
apresentadoras de antigenos, resultando na producdo de outras citocinas
inflamatorias por células hepaticas residentes (Biron, 1999). O IFN-a influéncia a
maturacéo de células dendriticas, modulando a apresentacédo de antigenos por parte
das mesmas (Colonna M, et al.,, 2004; Barth H, et al., 2005), sendo que a
apresentacdo de antigenos por ceélulas dendriticas, sob a influéncia de IFN-q,
contribui para a diferenciagcdo das células TCD4+ no fendtipo Thl, que esta
associado a resolucao da infeccdo por VHC (Shoukry NH, et al., 2004). A producédo
de IFN-a durante a infeccdo pelo VHC pode, desta forma, contribuir indiretamente

para a maturacao de células TCD4+ em células Thl (Jr DSCaMG, 2006). As células
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dendriticas estdo também envolvidas na modulagdo da atividade das células T
CD8+. Os sinais co-estimulatorios que ocorrem durante a apresentacdo de
antigenos a células TCD8+ podem determinar se a célula €, ou ndo, ativada.
(Cooper S, et al., 1999; Shoukry NH, et al., 2004). Nomeadamente, as assinaturas
PAMP presentes nos produtos de fagocitose das células dendriticas induzem,
através da interacdo com TLR3, a producéo de IFN-a (Schulz O, et al., 2005). O IFN-
a produzido pelas células dendriticas induz, desta forma, a expressdo de moléculas
co-estimulatérias e citocinas, que promovem a ativacdo de células T CD8+ (Jr
DSCaMG, 2006). O IFN-a promove ainda ativacéo e proliferacdo das células Natural
Killer (NK), que atuam através da lise das células infectadas (Biron CA, 1999; Loza &
Perussia, 2004). Adicionalmente, as células NK ativadas produzem IFN-y (Shoukry
NH, et al., 2004). Os receptores de IFN-y, uma vez ativados, levam a formacao de
homodimeros de moléculas STAT fosforiladas, que séo translocados para o nucleo,
atuando ao nivel dos GAS (Gamma- Activated Sequence Elements), promovendo a
transcricdo dos genes que lhes estdo associados. Nos hepatdcitos, 0s genes sob o
controlo de GAS apresentam uma sobreposi¢do significativa com o0s que sao
expressos na resposta a IFN a/B. Os elementos GAS encontram-se ainda presentes
nos genes cujos produtos estdo envolvidos no processamento e apresentacao de
antigenos (Jr DSCaMG, 2006). Desta forma, a producédo de IFN-y podera ser um

fator importante no combate a infeccéo pelo VHC.

O VHC causa, na maioria dos pacientes infectados, uma infec¢do cronica,
gue surge associada a uma atenuacgéo e/ou evaséo da dos mecanismos de resposta
ao VHC. A elucidacédo dos processos pelos quais o VHC atua torna-se necessaria e
indispensavel ao desenvolvimento de novas estratégias de combate e prevencdo da

doenca.

O VHC atenua a resposta inata antiviral de varias formas, ao nivel da
resposta IFN, mediante a agdo das proteinas virais. A protease NS3/NS4A inibe a
acado de TRIF e IPS-1, bloqueando a sinalizacdo desencadeada por TLR3 e RIG-I.
Por outro lado, a proteina core interfere ao nivel da sinalizacdo JAK/STAT e da
producdo de ISGs. Nomeadamente, inibe acdo de STAT1, induzindo a sua
degradacdo; ativa SOCS3, um inibidor da via JAK/STAT; ativa a proteina fosfatase
2A (PP2A) que, através da inducdo de outras moléculas inibitérias, reduz a atividade

transcricional do complexo fator ISG3; inibe a ligacdo do complexo fator ISG3 aos
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genes estimulados por interferon (Rehermann B, 2009). A proteina E2 inibe a
atividade do receptor da proteina quinase R (PKR). A NS5A, desempenha um
importante papel na capacidade de resposta ao a terapia baseada em interferon.
Esta proteina interfere com a via 2-5 OAS/RNaselL, ligando-se a 2-5 OAS; liga-se
diretamente ao PKR, e sub-regula a expressdo de PKR; e induz IL-8, que inibe as
funcdes antivirais desencadeadas por IFN (Ashfaq UA, et al., 2011).

De acordo com varios estudos (He XS, 2006), nos pacientes que
desenvolvem infeccdo aguda, observa-se uma vigorosa resposta mediada por
células T, especifica ao VHC, nomeadamente, por células T CD4+ e T CD8+ (Takaki
A, et al.,, 2000; Thimme R, et al., 2001; Lauer GM, et al., 2004). Esta resposta é
detectada na fase inicial da doenca, e prolonga-se durante varios anos apés a
resolucdo do virus. Pelo contrario, os pacientes que desenvolvem infecgcéo crénica,
apresentam, normalmente, respostas T fracas e/ou de curta duracdo, bem como
defeitos nas funcdes efetoras de células T especificas (He XS, 2006). As respostas
mediadas por células T com este perfil resultam, normalmente, em um baixo controlo
da viremia e na sua persisténcia (Thimme R, et al., 2001). As evidéncias anteriores
sugerem que uma resposta eficaz no combate a infeccdo pelo VHC seja
essencialmente do tipo Thl, o que leva a pensar que a resposta Th2 se encontre,
neste caso, sub-regulada. Foi também demonstrado que os niveis de IL-4 e IL-10 se
encontravam elevados em doentes hepatite C crbnica (Tsai SL, et al., 1997),
enquanto os pacientes que desenvolvem uma infeccdo crdonica mostram uma
resposta predominantemente Th2, que sub-regula a resposta Thl (Rehermann and
Nascimbeni, 2005). No entanto, embora alguns artigos tenham revelado baixos
niveis de IFN-y em pacientes VHC (Cecere A, et al., 2004), ou um ndo aumento nos
niveis de citocinas Thl (Shapiro S, et al., 1998), outros estudos revelaram gue 0s
niveis séricos das citocinas Thl, incluindo o IFN-y e a IL-2, encontravam-se
elevadas em pacientes infectados com VHC (Cacciarelli TV, et al., 1996; Cribier B,
et al., 1998; Wan L, et al. 2009). Nos pacientes com infec¢éo crbnica, a presenca de
células T CD8+ especificas pode controlar parcialmente a replicacdo viral,
contribuindo para a progressdo da doenca. No entanto, as respostas imunes
celulares mediadas por células, como TCD4+ e por células T CD8+ citotdxicas,
causam longas reacdes inflamatérias, que podem resultar em cirrose e

hepatocarcinoma (Gremion & Cerny, 2005). Por outro lado, durante a infeccao
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aguda, observa-se, inicialmente, um periodo transiente de disfuncdo de células T
CD8+ (Lechner F, et al., 2000; Thimme R, et al., 2001), sugerindo tal, que uma sub-
regulacdo transiente de células T CD8+ podera representar uma estratégia, no
sentido se limitar os danos nos tecidos, causados pelas células T CD8+ citotoxicas,
durante a fase inicial da infec¢ao, quando se verifica um pico de replicagao viral (He
XS, 2006). Devido a elevada taxa de inser¢cdo de erros, por parte da RNA
polimerase dependente de RNA, aquando da replicacdo, o escape mutacional do
virus a resposta imune adaptativa torna-se uma das principais estratégias de evasao
da resposta imune pelo VHC. Nomeadamente, as alteracdes ao nivel da sequéncia
da regido hipervariavel da glicopoteina E2 resultam no escape do virus a resposta
mediada por células T (Ashfag UA, et al., 2011). Foram também observadas
substituicGes de aminodacidos virais que inibem o reconhecimento especifico do VHC
por células T em pacientes com infeccdo crénica (Chang KM, et al. 1997; Frasca L,
et al., 1999). As mutacdes do VHC afetam a especificidade das respostas mediadas
por células T CD8+ especificas, através da diminuicdo da afinidade de ligacéo entre
0 epitopo antigénico e a molécula MHC, diminuindo o reconhecimento pelos
receptores T (TCR — T Cell Receptor) e afetando negativamente o processamento
de antigenos do VHC (Ashfagq UA, et al., 2011). Um outro mecanismo de evasao
possivel é a inducdo de anergia nas células T especificas ao VHC, ou seja estas
células perdem a sua funcionabilidade. As células T CD8+ especificas poderdo ser
afetadas na sua capacidade proliferativa, citotoxicidade, e na producdo de TNF-a e
IFN-y (Spangenberg HC, et al. 2005; Ashfag UA, et al. 2011). Podem encontrar-se
células TCD8+ em diferentes estadios de diferenciacdo, sendo que as células
TCD8+ completamente diferenciadas sao essenciais para um controlo bem sucedido
da infeccdo pelo VHC. Foi observado que pacientes respondedores a terapia
manifestavam um surgimento mais rapido destas células, bem como uma maior
frequéncia das mesmas. Desta forma, prop6s-se que o VHC pudesse atuar de forma
a bloquear ou a redirecionar a diferenciacdo de células TCD8+ (Caetano J, et al.,
2008). Uma outra hipétese, é a possivel infecgcdo das células dendriticas (DCs —
Dendritic cells) pelo VHC. Estas células sdo células muito importantes, ndo s6 no
que diz respeito a apresentacdo de antigenos, mas também na inducdo da resposta
imune adaptativa, de tolerdncia autoimune, e também no que diz respeito a
imunidade inata anti-viral, mediante a producdo de IFNs do tipo | (He XS, 2006).

Alguns estudos mostraram a presenca de sequéncias de RNA do VHC, incluindo, os
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intermediarios de cadeia negativa, em DCs isoladas a partir de pacientes com
infeccdo cronica. (Bain et al., 2001; Goutagny et al., 2003; Tsubouchi et al., 2004)
sugerem a possibilidade de replicacdo do VHC em DCs (He XS, 2006) reviu varios
estudos in vitro que sugerem mecanismos de disfuncdo de DCs por parte do VHC.
Contudo, estes tipo de estudos nao reflete necessariamente o ambiente in vivo,

sendo necessaria ainda investigacao adicional.

1.8 ELISPOT

Em 1983, os trabalhos que descrevem a técnica immunospot (ELISPOT),
associada com enzimas, foram publicados por dois grupos; a primeira descricéo
aconteceu em um grupo de Perth, Austrélia Ocidental, e a segunda, logo depois, a
partir de um grupo em Gotemburgo, na Suécia (HandBook of ELISpot, 2005).

O enzyme-linked immunospot (ELISPOT) foi originalmente desenvolvido para
a deteccdo de células B individuais, que segregam anticorpos especificos para o
antigeno (HandBook of ELISpot, 2005). Este método foi adaptado para a deteccao
de células, que secretam citocinas individuais especificas ou outros antigenos
(HandBook of ELISpot, 2005).

Ensaios de ELISpot estdo bem adaptados para monitorizar as respostas
imunes a varios tratamentos e terapias e tém sido utilizados para a quantificacdo das
respostas das células antigeno-especifico de T CD4 + e/ou T CD8 +. Outros
meétodos para a avaliacdo de respostas de células T antigeno-especificos, tais como
ensaios de liberacdo de crémio, com quantificacdo por diluicdo limitante, sao
tediosos e requerem expansao in vitro de células T dias anteriores. Estes ensaios
tipicamente ndo sdo adequados para medir as respostas das células T, que nao
frequentemente ocorrem em menos de 1 em 1000. O Ensaio ELISpot é altamente
reprodutivel, sensivel e pode ser utilizado para medir as respostas com frequéncias
bem abaixo de 1 em 100.000. Ensaios ELISpot ndo requerem expansao in vitro
antes das células T, pois elas sdo adequados para analises de elevado rendimento,

utilizando apenas pequenos volumes de células primarias. Como tal, as anélises por
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ELISPOT séo ferramentas Uteis para a pesquisa no desenvolvimento de vacinas e

para o monitoramento de varios ensaios clinicos.

O ELISPOT vem sendo uma ferramenta atil e um método de escolha,
inclusive em um ndmero crescente na imunologia clinica, virologia clinica e
laboratorios de patologia clinica, para a compreensdo da imunidade a doencas
infecciosas, monitoramento de respostas citotoxicas (por meio de medicdo da
secrecdo de interferon-y) na imunoterapia do cancro e ensaios para o0
desenvolvimento de vacinas virais, inclusive na maioria dos testes de vacinas contra
o HIV (Arvilommi, 1996, HandBook of ELISpot, 2005).

A combinacdo da terapia com Interferon peguilado-alfa e Ribavirina foi até
2011, a terapia antiviral padrdo para o VHC crénico e levava a uma resolucédo da
infeccdo em apenas 45-80% dos individuos, dependendo do gendtipo viral infectado
(Manns et al., 2001; Hadziyannis et al., 2004). Compreender as razdes pelas quais
ocorre a falha da combinacdo terapéutica por alguns pacientes, € de grande
importancia na analise da sua eficacia e na otimizacdo de estratégias de tratamento

atuais e futuros.

A atividade imunomoduladora por Interferon alfa- peguilado e Ribavirina é
capaz de induzir a resolugdo da infeccdo por VHC crbonica tem sido bem
documentada (Lohr et al., 1999, Luft et al., 1998, Yonghong Zhang et al., 2011).
Interferon estimula a proliferacdo de células T de memdria (Tough et al., 1996),
melhora a diferenciacdo de células dendriticas (Santini et al., 2000) e regula
positivamente a expressao classe | do Complexo Principal Histocompatibilidade
sobre os hepatocitos (Willberg et al., 2007, Feld & Hoofnagle 2005). Durante as
primeiras semanas de terapia combinada IFN-alfa e RBV, observam-se duas fases
de declinio viral: a primeira fase seria rapido declinio na carga viral devido aos
efeitos da terapia antiviral direta; na segunda identifica-se um decaimento de carga
viral mais lento, dependente da eficiéncia da resposta de células T especificas do
VHC envolvidas na eliminacdo dos hepatécitos infectados (Neumann et al., 1998).
No entanto, ha uma falta de evidéncias experimentais para compreender o efeito da
resposta imune de células T especificas do VHC em relacdo a Resposta Virologica

Sustentada (RVS) ap6s combinacéo terapéutica .
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Alguns estudos sugerem que a qualidade das respostas das células T,
incluindo a capacidade proliferativa (Pilli et al., 2007) e polifuncionalidade (Badr et
al., 2008) podem ser preditivos de eliminacdo viral da infeccdo por VHC. Uma
resposta forte e persistente de células T a NS3 foi também observado como sendo
critica para a resolucédo da infeccdo VHC aguda (Diepolder et al., 1996). H4 uma
falta de andlise abrangente de respostas globais de células T especificas do VHC e

sua associacdo com a resposta virologica antes e durante a combinacéao terapéutica.

Baseado nessas incertezas o presente estudo tentard contribuir para a
elucidacdo da influéncia do parasitismo por VHC na funcdo de células TCD4+ e
TCD8+ em pacientes naive com indicacdo de tratamento com IFNpeg+RBV e
comparar os dados obtidos antes, durante e pos-tratamento com os valores
encontrados dos controles negativos, avaliando a influéncia do tratamento sobre a

funcdo dessas células.

CélulasT

Anti-tag-mAb- verde Estreptavidina -
vermelha

/ . mAb- biotina (deteccdo)

IFN-y IL-4
Analyte Analyte
mAb de captura mAb de captura

Figura 4: Principio do ensaio de FluoroSpot. Fonte: Mabtech AB (adaptado)

mAb-tag (deteccdo)
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar a funcdo celular das PBMCs, mediante a infeccdo pelo VHC no sangue
periférico de pacientes com Hepatite C crbnica em pré-tratamento, durante e pos-
tratamento com PeglFN-alfa e RBV.

2.2 Especificos
1. Verificar a presenca do RNA-VHC nas PBMCs por RT-PCR em Tempo Real;

2. Verificar a influéncia de fatores do virus e do hospedeiro, tais como genatipo,
carga viral, idade, género, raca, polimorfismo IL28B e bidpsia hepéatica sobre

as células parasitadas pelo VHC e sua producéo de citocinas;

3. Determinar a contagem e a funcao de linfécitos T CD4+ e CD8+ no sangue
periférico desses pacientes;

4. Determinar a influéncia do parasitismo de linfocitos pelo VHC sobre a funcao
dos linfécitos TCD4+ e TCD8+.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram estudados 52 pacientes com hepatite C cronica com indicagdo e em
condi¢cbes de tratamento; destes, 17 pacientes foram tratados com IFNalfa+RBV; 10

controles sadios foram incluidos.

Os pacientes foram entéo divididos em dois grupos:

Grupo 1: 52 pacientes com coleta de material Unica, antes do inicio do tratamento,
nos quais se relacionou a contagem das células TCD4+ e TCD8+ e a resposta das
PMBC ao estimulo com antigenos do VHC a fatores relacionados ao virus (genotipo
e carga viral) e ao hospedeiro (idade, género, raca, polimorfismo IL28B e

histopatologia hepética).

Grupo 2: 17 pacientes, tratados com IFNalfa+RBV, com amostras colhidas antes,
durante e ap6s o tratamento; neste grupo estudou-se também a influéncia do
tratamento sobre a presenca do VHC nas PMBC e sobre a sua funcao,
considerando a resposta ao tratamento, isto €, pacientes com Resposta Virologica

Sustentada, Resposta com Recidiva ou Ndo Respondedores.

3.2 SELECAO DE PACIENTES

A selecdo dos pacientes foi feita de acordo com os critérios inicialmente
propostos. Foram selecionados pacientes com hepatite créonica por VHC néo tratados,
atendidos no Ambulatério de Hepatites da Divisao de Clinica de Doencas Infecciosas
e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo e com indicacdo de tratamento, pelos critérios da portaria do Ministério da

Saude.

Foram excluidos pacientes com outras doencas hepaticas, tais como infeccéo

pelo VHB, infeccéo pelo HIV, doencas autoimunes, esteatohepatite.
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Para ingressar na pesquisa, cada paciente foi convocado para uma entrevista
na qual foi explicado todo o projeto, bem como seus objetivos, prazos e cada um dos
procedimentos a ser realizados. Uma vez esclarecidos e apds consentirem em
participar da pesquisa, 0s pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre a
Esclarecido. Nessa mesma entrevista, foram aplicados os questionarios de
Identificacdo, Antecedentes Epidemiolégicos e Habitos aqueles pacientes que

consentiram em respondé-lo.

Fluxo de trabalho

Figura 5. Representacdo esquematico do fluxo de trabalho utilizado para

realizacdo deste trabalho
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3.3 COLETA E ANALISE DO MATERIAL BIOLOGICO

Os pacientes compareceram ao ambulatorio para coleta de material para
andlise em um periodo que variou em cerca de dois meses antes do inicio do
tratamento, durante as semanas 12, 24 ou 48 de tratamento, de acordo com o
genaotipo e em cerca de trés meses apos o término do mesmo (para aqueles que o

concluiram até o presente momento).

Foram colhidos 30 mL de sangue total em tubo com anticoagulante a base de

heparina e 12 mL de sangue total em tudo com EDTA como anticoagulante.

3.4 PURIFICACAO DE DNA PARA ANALISE POLIMORFISMO DA IL28B

A extracdo de DNA (&cido desoxirribonucléico) a partir de sangue total foi
realizada utilizando o kit QlIAamp® DNA Mini, que por elui¢cdo purifica o DNA, que é
isolado e permanece sem proteinas, nucleases e outros contaminantes. Este teste
foi desenvolvido para uma rapida purificacdo de DNA e pode ser utilizado para
sangue tratado com citrato, heparina, EDTA, plasma, soro, e outros materiais

biologicos, sendo eles frescos ou congelados.

Em um tubo de 1,5 mL devidamente identificado, foram adicionados 20 pL de
Proteinase K (para a lise celular), 400 uL de amostra e 200 yL de Buffer AL e agitou-
se no vortex por 15s. ApoOs a agitacao, foi realizada uma incubacdo em bloco de

aguecimento a 56°C por 10 minutos.

Ao final da incubagéo, uma rapida centrifugagdo foi necesséria para remover
gotas que podem ter ficado retidas na tampa do tubo, e em seguida adicionou-se
400 uL de etanol (96-100%) a amostra e agitou-se no voértex por 15 segundos.

Novamente foi realizada uma rapida centrifugacao.

Todo o conteudo da amostra foi transferido para a coluna, e duas lavagens
foram realizadas para a eliminagdo de residuos. ApGs as lavagens, a coluna foi
transferida para um novo tubo de 1,5 mL. Foram adicionados a coluna 50 pL de
Buffer AE (que por eluicdo separa os componentes, sendo que as moléculas de
interesse sdo adsorvidas a coluna), apos 5 minutos de incubacdo a temperatura

ambiente foi realizada uma centrifugacdo por 2 minutos. Em seguida foram
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adicionados 30 pL de Buffer AE a coluna e uma nova centrifugacdo de 2 minutos.
Assim, o DNA purificado se solta da coluna em um volume final de 80 pL

3.5 ANALISE DO POLIMORFISMO DO GENE IL-28B POR PCR EM
TEMPO REAL

O sistema TagMan na reacdo de PCR em tempo real visa a deteccdo de
sequéncias especificas por meio de uma sonda marcada com fluorocromo e quase
totalmente complementar a sequéncia alvo, permitindo a hibridizacdo e
posteriormente a detec¢ao do polimorfismo. A sonda possui em sua extremidade 5’,
um composto fluorescente, conhecido como reporter (responséavel pela emissdo do
sinal que sera detectado pelo aparelho). Na extremidade 3' encontra-se um
composto chamado quencher que absorve a fluorescéncia emitida pelo reporter,
numa distancia de aproximadamente 22-30 pares de base, sendo que este € 0
tamanho ideal da sonda nesta reacdo. A medida que vai ocorrendo a amplificagéo, a
taq polimerase que possui atividade exonucleasica, desloca a extremidade 5 da
sonda, clivando-a. Assim, o reporter € liberado, gerando fluorescéncia (Kubista et al.,
2006; Yang e Rothman, 2004).

A identificacdo dos genoétipos do SNP rs12979860 do gene IL-28B foi feita
através da determinacéo da intensidade de fluorescéncia emitida na reacao (Kubista
et al., 2006; Mamotte, 2006).

Para a realizacado das reacdes foram sintetizados primers e sondas para a
identificacdo do SNP rs12979860 presente no gene IL-28B, conforme as instrugbes

do fabricante.

As reacg0Oes foram realizadas de acordo com o seguinte procedimento: 12,5 pL
de TagMan® Master Mix (AmpliTag Gold® DNA Polymerase Ultra Pure,
desoxinucleotideos [dNTP], ROX referéncia passiva), 1,25 pL de Genotyping
Assay® (primers e sondas) e ao final foram adicionados 11,25 uL de DNA purificado.
Os parametros (tempo de hibridagédo e extensdo, temperaturas de desnaturacao,
hibridagdo e extensdo, e o numero de ciclos) foram testados e otimizados no

termociclador Applied Biosystems StepOne™.
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As condi¢cdes em que ocorreram as reacoes para 0s SNPs rs12979860, foram

as seguintes:
e um ciclo de desnaturacéo inicial de 95°C por 10 minutos

e seguidos de 46 ciclos de: desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, pareamento
a 57°C por 1 minuto;

e um ciclo de extenséo final a 60° por 30 segundos.

3.6 SEPARACAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE
PERIFERICO (PBMC)

Foram colhidos aproximadamente 30 mL de sangue total em tubo com
anticoagulante a base de heparina. As amostras foram entdo centrifugadas a 3000
rom por 10 minutos a temperatura ambiente e separados o plasma da fracdo celular.
A fracdo celular foi diluida em meio RPMI na propor¢cdo de 3 para 1 (3:1). Essa
mistura foi delicadamente pipetada sobre Ficol-Hypaque (gradiente de concentracéo
com densidade de 1.076), em tubo conico de plastico, também na proporcédo 3:1, para
gue as partes ndo se misturassem. Os tubos foram centrifugados por 20 min. a
2200rpm para separacdo do anel de células mononucleares, que em seguida, com o
auxilio de pipeta Pasteur, foi retirado e lavado trés vezes em meio RPMI. Logo apos, a
concentracdo de células foi acertada para 2x10°. As solucdes de células adicionou-se
o0 meio de congelamento, constituido de 90% de soro fetal bovino (SBF) e 10% de
DMSO, na proporgéo de 1:1. Apos isso, foram armazenadas em nitrogénio liquido até

0 momento de analise.

3.7 CONTAGEM ABSOLUTA DOS LINFOCITOS T

A contagem de células da subpopulacdo de linfocitos T CD4+ e CD8+
periféricas foram realizadas por citometria de fluxo, a partir de amostras de sangue
colhidas com EDTA, utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD45, anti- CD3, anti-
CD4 e anti-CD8 (BD MUItTEST), conjugados aos fluorocromos. Cinqlienta microlitros

de sangue total foram incubados com 20 pL do reagente MUultTEST(BD Biosciences,



29

San Diego, CA, EUA). Apés incubacéo de 15 minutos, as amostras foram lisadas por
adicdo de 450 pL de solugdo BD FACS Lysing. Apds nova incubacdo por 15
minutos, a aquisi¢éo foi realizada em citometroBD FACSCanto Il (BD) por meio do
software MultiSet(BD). Os valores (células/mm3) destas populacfes celulares foram
calculados com base em beads de referéncia presentes nos tubos empregados para
os testes (BD TruCount Tubes, BD).

3.8 GENOTIPO DO VHC E BIOPSIA HEPATICA

Os dados foram obtidos a partir de exames laboratoriais de rotina requeridos
em atendimento ambulatorial e armazenados no banco de dados da Base Digital
para Verificagdo de Exames Laboratoriais do Hospital das Clinicas da FMUSP

(Sistema HCmed) ou dos prontuarios dos pacientes.

3.9 IDENTIFICACAO DO RNA DO VHC EM PBMC

A extracdo de RNA viral a partir de células sera realizada utilizando o kit
QIAamp® Viral RNA Mini, que por eluicdo purifica 0 RNA viral. Este kit fornece um
método facil e rapido para a purificacdo de RNA viral, que pode ser utilizado em
diversas tecnologias de amplificacdo. O RNA viral pode ser obtido de plasma, soro e
células de fluidos corporeos. As amostras devem ser frescas ou congeladas. Se
congeladas as amostras elas poderdo ser utilizadas, desde que néo tenham sido
submetidas ao processo de descongelamento mais que uma vez, jA que isto pode

diminuir o titulo viral e deve ser evitado para otimizar a sensibilidade do método.

Em um tubo de 1,5 mL devidamente identificado, foram adicionados 560 uL
de Buffer AVL e 140 pL de amostra e em seguido foi agitado no vértex por 15s. Apds
a agitacao, foi realizada uma incubacédo a temperatura ambiente (15 a 25°C) por 10

minutos.

Ao final da incubacdo, uma rapida centrifugacdo € necessaria para remover
gotas que podem ter ficado retidas na tampa do tubo, e em seguida foram
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adicionados 560 pL de etanol (96-100%) a amostra que foi agitada no voértex por 15

segundos. Novamente realizou-se uma rapida centrifugacao.

Todo o conteudo da amostra foi transferido para a coluna e o tubo foi
centrifugado por 1 minuto. Duas lavagens foram realizadas para a eliminacdo de
residuos. Apos as lavagens, a coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL.
Foram adicionados a coluna 60 pyL de Buffer AVE (que por eluicdo separa 0s
componentes, sendo que as moléculas de interesse sdo adsorvidas a coluna), e
apos 1 minuto de incubacéo a temperatura ambiente foi realizada uma centrifugacéo

de 1 minuto. Assim, o RNA purificado se solta da coluna.

3.10 QUANTIFICACAO DE RNA-VHC

A quantificacdo de RNA foi realizada utilizando o fluorimetro Qubit® da
empresa Invitrogen™. O Qubit € um fluorimetro de bancada que pode quantificar
DNA, RNA e proteina, utilizando uma fluorescéncia ultra-sensivel e precisa. O
calculo da quantificacdo € baseado na relacdo de dois padrbes utilizados na
calibracdo do aparelho, gerando um ajuste de curva algoritmica. Com o Qubit® RNA

HS Assay Kit foi realizada a quantificac&o no Qubit®.

Em um tubo de 0,5 mL foram adicionados 196 pL da Working Solution (194 pL
de Qubit® RNA Buffer, e 2uL de Qubit® RNA Reagente) juntamente com 4 pL do
RNA extraido e agitou-se no vortex por 15 segundos. Apos 2 minutos de incubacgéo
em temperatura ambiente, foi realizada a quantificacdo pelo aparelho. Com esse Kit,
a leitura do aparelho pode variar entre 250pg/uL a 100 ng/puL de RNA por amostra.

3.11 ANALISE DA PRESENCA/AUSENCIA DO RNA VHC EM PBMC POR
PCR EM TEMPO REAL

A identificacdo da presenca/auséncia do RNA-VHC em PBMC foi realizada a

partir das amostras de células com RNA purificado. Foram sintetizados dois primers
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e uma sonda para a deteccéo ou nao do VHC em PBMC, seguida da reagao de PCR

em tempo real, sistema TagMan, no termociclador Applied Biosystems StepOne™.

As reacg0Oes foram realizadas de acordo com o seguinte procedimento: 12,5 uL
de TagMan® Fast Virus 1-Step Master Mix, 4,0 uL de Genotyping Assay® (primers e
sonda VIC), 3,5 pyL de agua e ao final foram adicionados 30 pL de RNA purificado.
Os parametros (tempo de hibridagédo e extenséo, temperaturas de desnaturacao,
hibridagcdo e extensdo, e o numero de ciclos) foram testados e otimizados no

termociclador Applied Biosystems StepOne™.
As condicdes em que ocorreram as reacdes foram as seguintes:
e um ciclo de transcri¢do reversa de 50°C por 5 minutos;
e inativacdo da transcricao reversa a 95°C por 20 segundos;

e seguidos de 46 ciclos de: desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, pareamento
a 60°C por 1 minuto.

3.12 ANTIGENOS DO VHC PARA ESTIMULAGCAO DAS PBMCs

Para a estimulacdo celular nos ensaios ELISpot, FOI sintetizado um pool de
péptideos em overlapping de 11aa, baseados na sequéncia do genotipo 1a do VHC
(NIH AIDS Reference and Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH: HCV 1la
H77 Peptides), localizados na regido estrutural (Core e E2) e na regido nao
estrutural do virus (NS3, NS4 e NS5), cobrindo toda a regido codificada do VHC .
Estes epitopos virais sdo consideradas os mais imunogénicos, dentro do genoma
viral (Schulze zur Wiesch et al., 2005, Aberle et al., 2006). Da regidao de NS, a NS3 e
NS4 sdo correspondentes a uma das regides mais conservadas, enquanto, NS5 é
um epitopo mais heterogéneo (Hijikata et al., 1991). Os peptideos foram usado na
concentracdo final de 2 mg/mL. Estes antigenos foram devidamente testados e
padronizados para garantir a estimulacdo adequada das células utilizadas no
ELISpot
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Tabela 1: Relacao da sintese do pool de peptideos, baseados na sequéncia
do gendtipo 1a do VHC , localizados na regido estrutural (Core e E2) e na regido nao
estrutural do virus (NS3, NS4 e NS5.

Identifi}cagéo Proteina Sequéncia Concentracdo  Purificacéo
peptideo VHC
PS57763-1 Core DVKFPGGGQIVGGVYLLPRR-NH2 10.7mg 97,41%
PS57763-2 Core VGGVYLLPRRGPRLG-NH2 10.5mg 98,90%
PS57763-3 Core GAPLGGAARALAHGV-NH2 10.4mg 98,43%
PS57763-4 E2 GFATQRLTSLFALGPSQK-NH2 10.7mg 96,18%
PS57763-5 NS3 PAAYAAQGYIKVLVLNPSVAA-NH2 10.2mg 92,47%
PS57763-6 NS3 GYKVLVLNPSVAAT-NH2 10.2mg 98,78%
PS57763-7 NS3 GYKVLVLNPSVAATLGFGAY-NH2 10.1mg 90,23%
PS57763-8 NS3 VLVLNPSVA-NH2 10.2mg 96,15%
PS57763-9 NS3 VIKGGRHLIFCHSKKKCD-NH2 10.1mg 90,94%
PS57763-10 NS3 GINAVAYYRGLDVSVI-NH2 10.2mg 91,59%
PS57763-11 NS3 TPAETIVRLRAYMNTPGLPV-NH2 10mg 92,25%
PS57763-12 NS3 LRAYMNTPGLPVCQDH-NH2 10.2mg 98,17%
PS57763-13 NS3 ENLPYLVAYQATVCARAQAP-NH2 10.2mg 90,79%
PS57763-14 NS4a VVLSGKPAIIPDREVLYREF-NH2 10.2mg 91,13%
PS57763-15 NS4b IAPAVQTNWQKLETFWAKHM-NH2 10.3mg 90,79%
PS57763-16 NS4b NFISGIQYLAGLSTLPGNPA-NH2 10.1mg 92,27%
PS57763-17 NS4b GIQYLAGLSTLPGNPAIASL-NH2 10.2mg 90,70%
PS57763-18 NS4b TLLFNILGGWVAA-NH2 10.1mg 90,69%
PS57763-19 NS4b GPGEGAVOWMNRLIAFASRG-NH2 10.3mg 95,47%
PS57763-20 NS5a VSVPAEILRKSRRFA-NH2 10.5mg 93,70%
PS57763-21 NS5b KGGRKPARLIVFPDLGVRVC-NH2 10.3mg 93,16%
PS57763-22 ND5b ARMILMTHFFSVLIARDQLE-NH2 10.3mg 92,84%
PS57763-23 NS5b CGKYLFNWAVRTKLK-NH2 10.3mg 94,92%
PS57763-24 NS5b CGKYLFNWAVRTKLKLTPIA-NH2 10.3mg 92,28%

3.13 ESTUDO DA FUNCAO DOS LINFOCITOS POR ELISPOT

A funcéo dos linfécitos TCD4+ e TCD8+ foram avaliadas através da técnica
ELISPOT. O Kit Human IFN-gamma/IL-4 Dual-Color FluoroSpot. Inicialmente, a
membrana de PVDF foi pré molhada com etanol 70% e lavada com PBS trés vezes
antes da adicdo da solugcéo de captura em cada pocgo. A placa foi incubada a 4°C
overnight. A placa no dia seguinte foi lava com PBS e foi adicionado em cada pogo a
solucdo com os antigenos previamente preparados. Apds serem descongeladas, as

PBMCs foram ajustadas para 300.000 células / poco, em meio CTL-Test ™ e
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adicionadas em cada poc¢o e incubada 37°C em uma incubadora humidificada, 5-9%
de CO, durante 48 horas. A placa apds o periodo de estimulagdo celular, foram
lavadas duas vezes com PBS e depois duas vezes com 0,05% de Tween-PBS e foi
adicionado em cada poco solucdo de deteccdo IFN-y/IL-4. Incubar a placa por 2
horas em temperatura ambiente. A placa foi lavada trés vezes com 0,05% de
Tween-PBS e adicionada a solucdo de terciéria. Incubar a temperatura ambiente,
lhora. A placa foi decantada e lavada por trés vezes com agua destilada e secou
durante 24 horas em temperatura ambiente. A contagem dos spots foi realizada em
um leitor automatizado CTL-ImmunoSpot® S6 FluoroSpot Line (Cellular Technology
Limited — CTL). Foi possivel observar a formacao de manchas (spots) para indicar a
presenca de IFN-y/IL-4 das células secretoras. Cada spot representa uma célula
secretora individual. Para controle negativo foram usada 10 amostras de PBMCs de
anti-VHC-negativos saudaveis e testados com proteinas do VHC e mistura de
peptideos do VHC.

Para elucidar qual fracao celular produziu a resposta anti-VHC especifica, as
PBMCs foram fracionadas e depletadas, utilizando-se o Kit Dynabeads FlowComp
Human CD4 (Invitrogen Life Technologies) segundo as instru¢des do fabricante, das
células CD4+ e CD8+ que também foram testadas no ensaio ELISpot.
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3.14 METODOLOGIA APLICADA A ANALISE ESTATISTICA

3.14.1 Regresséao Linear

A regressao linear investiga e modela a relagdo entre uma resposta (Y) e uma
preditora (X). A resposta deve ser continua, no entanto podemos ter preditoras tanto
continuas quanto categoricas. Especificamente, a andlise de regressdo €
frequentemente usada para determinar como a variavel de resposta muda a medida

que uma variavel preditora especifica muda.

3.14.2 Anélise de Variancia

A ANOVA com um fator pode ser utilizada para determinar se ha diferencas
estatisticamente significativas entre as médias de varias populagées. A hipotese nula
para o teste é de que todas as médias de populacdo (médias de nivel) séo iguais. A
hipétese alternativa € de que uma ou mais médias de populacdo sejam diferentes

das demais.

3.14.3 Teste de hip6teses para 2 amostras

Os procedimentos de teste e o intervalo de confianga do teste t para 2 amostras sao
usados para fazer inferéncias sobre a diferenca entre as meédias de duas
populacbes, com base nos dados de duas amostras independentes e aleatdrias
dessas populacdes. Para usar os procedimentos do teste t para 2 amostras, as
amostras devem ter distribuicdes normais. Se os dados da amostra ndo parecerem

normalmente distribuidos, considerar o uso de um teste ndo paramétrico apropriado.

3.144 Teste de Kruskal-Wallis

O teste de Kruskal-Wallis possibilita fazer inferéncias sobre a igualdade de medianas
para duas ou mais populacdes com base nos dados de amostras independentes,

aleatorias, quando as distribuicdes das amostras ndo sdo normais.



35

Para todos os testes e andlises foi utilizado o aplicativo Minitab na versao 17.1.0

Fonte: www.minitab.com
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4. EXPECTATIVA DE RESULTADOS

Pretende-se, com a andalise dos resultados deste trabalho, estabelecer
parametros de progndstico e resposta ao tratamento baseados na presenca do VHC
nas PBMCs, além de correlacionar as células TCD4+ e TCD8+ e sua producédo de

IL-4 e IFN gama com fatores relacionados ao hospedeiro e ao virus.

Objetivamos, ainda, verificar o real significado do parasitismo prolongado dos
linfécitos pelo VHC; acreditamos que esse parasitismo tenha influéncia
(especialmente as células T CD4+), na alteracdo da capacidade proliferativa de
células T CD4+ e TCD8+, bem como na producéao alterada de citocinas liberadas por
essas ceélulas, incluindo a citotoxicidade de T CD8+. Este fato pode nos levar a
pensar que uma das causas pelas quais as PBMCs séo incapazes de erradicar
completamente o virus sejam os defeitos funcionais determinados pelo parasitismo

viral.



5. RESULTADOS

Na Tabela 2 estédo apresentados os dados demograficos, clinicos,
laboratoriais e os habitos de 52 pacientes com Hepatite C crénica em condicdes e

com indicacao de serem tratados.

Tabela 2. Distribuicdo dos 52 pacientes com hepatite C crdnica segundo
dados demograficos, clinicos, laboratoriais e habitos

Caracteristicas N %
Género
Masculino 23 44,3
Feminino 29 55,7
Etnia
Negro 11 21,2
N&o negro 41 78,8
Idade (anos)
18a 30 2 3,8
31a40 10 19,2
41 a 50 8 15,3
51a60 21 40,3
61 a8l 11 21,4
Genétipo Viral
1 32 61,5
2 7 13,4
3 11 21,4
N&o disponivel 2 3,7
RNA-VHC PBMC pré
Detectado 46 88,4
N&o Detectado 4 7,6
N&o disponivel 2 4
Grau de Fibrose
(METAVIR)
FO-F2 baixo 38 73
F3-F4 alto 12 23
N&o disponivel 2 4
Desfecho Terapéutico
(N=17)
RVS 12 70,5
RVNS 2 11,7
NR 3 17,8
Genétipo IL28B
TIT 18 34,6
CIT 22 42,3
C/C 12 23,1
Etilismo
Sim 17 32,6
Nao 35 67,4
Tabagismo
Sim 13 25
Nao 39 75
Uso de drogas llicitas
Sim 8 15,4

Nio 44 84,6
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Na Tabela 3, estéo relacionados os valores médios de células TCD4+ e
TCD8+ assim como as células produtoras de citocinas IL-4 e Interferon gama de 17

pacientes tratados com PeglFNalfa + Ribavirina.

Tabela 3. Valores médios de CD4, CD8, IL-4 e IFN-y em 17 pacientes tratados com IFNa+RBV em
trés momentos: antes, durante e apds o tratamento.

CONTROLE PACIENTES COM VHC

PRE S12 FOLLOW UP
CD4 1013,9 1342 (p < 0,029) 931,1(p<0,569) 885 (p < 0,395)
CcD8 515,1 679,3 (p <0,056) 369,6 (p <0,062) 445 (p <0,421)
IL-4 PBMC 4,25 2,35(p<0,161) 1,88 (p<0,108) 4,7 (p < 0,780)
IL-4 CD4 7,5 7,98 (p<0,845) 5,97 (p < 0,454) 6,16 (p < 0,522)
IFN y PBMC 286,45 304,5 (p <0,009) 310,4 (p <0,005) 266,9 (p > 0,014)
IFN y CD4 270,7 279,5(p<0,408) 271(p<0,979) 257,6 (p < 0,240)

Na Tabela 4 temos os valores da Carga Viral isto €, determinacao quantitativa
do RNA-VHC em 17 pacientes tratados com PeglFNalfa+RBV antes, durante e apés

o tratamento e o resultado virolégico do tratamento.

Tabela 4. Carga viral antes, durante e ap6és tratamento e resultado final do
tratamento em 17 pacientes que receberam PeglFNalfa+RBV

N° Paciente Pré Tratamento Semana 12 Follow up Resposta tratamento

1 6,71 1,61 4,68 RVNS
2 3,21 ALD ALD RVS
4 4,69 ALD ALD RVS
5 6,17 2,31 ALD RVS
6 5,28 3 DI NR

10 DI ALD ALD RVS
11 521 ALD ALD RVS
12 4,6 ALD ALD RVS
13 DI DI DI RVS
17 4,17 ALD ALD RVS
18 6,14 ALD ALD RVS
19 6,02 DI 4,29 RVNS
20 5,78 DI DI NR

21 7,03 ALD ALD RVS
23 6,54 ALD ALD RVS
26 5,73 4,09 5,42 NR

27 4,97 DI ALD RVS

DI, dado indisponivel; ALD, abaixo do limite de detec¢do; RVS, resposta viroldgica
sustentada; RVNS, resposta virolégica ndo sustentada; NR, ndo respondedor.
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Quanto ao PCR do VHC nas células CD4 e CD8, apenas 4 entre 52 pacientes
com Hepatite cronica por VHC apresentaram resultados ndo detectados (pacientes
12, 24, 39 e 44). Esses resultados negativos podem ter trés explicacoes: falta de
sensibilidade do método, inativagcdo dos acidos nucleicos pela manipulacdo das
culturas das células ou auséncia real do RNA-VHC nas células, o que julgamos
pouco provavel.

Nas Figuras 6 e 7 abaixo, mostramos alguns casos ilustrativos dos resultados
das contagens de células CD4 e CD8 em citdmetro de fluxo e as células produtoras

de IL-4 e Interferon gama pelo Elispot.

1 2 3 4
CD4+CDE- CDa+CDE=
n'*t un
< R LR <l < &
: ; &3 2 Poads cD3 CD3~
H S || o Eekeak el g - :
5 : B = Vel
# <
v R ko CD4-CDB- CD4-CDB+
CD45 PerCP-A CD4 APC-A CO3 FITC-A CD8 PE-A

Figura 6. Representacao por dot blot da contagem absoluta de linfocitos T CD4 e T CD8 de pacientes
com Hepatite C crbnica analisada por Citometria de Fluxo. Placa 1 representa a separacdo das
células por tamanho e granulosidade com o gate identificando apenas células CD45+; Placa 2
representa a identificagdo das células T CD4; Placa 3 representa a separacdo das células que néo
expressam CD3 e células CD3+; placa 4 representa a identificacédo das células CD4+ e CD8-, CD4+ e
CD8+, CD4- e CD8+, CD4- e CD8-.
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Figura 7. Imagens geradas pelo aparelho ImmunoSpot® em ensaio baseado em fluorescéncia, apos
a leitura da placa de Elispot, em pacientes com Hepatite C crénica. A: demonstra células
mononucleares (CD4+ e CD8+) que produziram IL-4, cor vermelha; B: demonstra células
mononucleares (CD4+ e CD8+) que produziram IFN-y, cor verde.
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5.1 RESULTADOS DAS ANALISES ESTATISTICA

Todos os graficos apresentados a seguir dizem respeito a valores cuja analise
estatistica mostrou resultados significantes.

Os resultados das andlises estatisticas em relacdo ao niamero de linfécitos
TCD4+ e TCD8+ obtidos dos pacientes do Grupo 2 (tratados) antes, durante e apés

o tratamento, podem ser verificados nos Gréficos 1 e 2.

Grafico de intervalos PRE- CD4+; S12 - CD4+; FUP - CD4+
IC de 95% para a Média

1500

D
a 1250
d
o 1000

750

500
PRE-CD4 + S12-CD4+ FUP-CD4+

Os desvios padrdo individuais foram usados para calcula

Gréfico 1 — Valores das médias de células TCD4+, nos pacientes do Grupo 2 antes,
durante e ap0s o tratamento .
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Grafico de intervalos PRE-CD8+; S12-CD8+; FUP-CD8+
IC de 95% para a Média
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Gréfico 2 — Valores das médias de células TCD8+, nos pacientes do Grupo 2 antes,
durante e ap0s o tratamento .

A andlise desses graficos mostra claramente que o numero de linfécitos CD4
e CD8 apresentam uma queda importante na semana 12 (estatisticamente
significante), tendendo a aumentar no follow up. Ja a avaliacdo da funcédo desses
linfécitos, no que diz respeito a producdo de IL-4 e Interferon gama nos mesmos
periodos, pode ser observada nos resultados visualizados nos graficos 3, 4 e 5,
onde verificamos a producédo de IL-4 pelos dois tipos de células diminuindo na
semana 12 e aumentando no follow up, enquanto ocorre o contrario com a producéo
de IFN gama. Ja as células CD4 apresentam queda progressiva de IFN gama ao

longo do tratamento.
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Grafico de intervalos PRE- IL-4 CD4+CDS8; S12 - IL-4 CD4+CDS8 ; FUP -IL-4 CD4+CD8
IC de 95% para a Média

Dados
S

PRE-IL-4 CD4 + CD8 S12-IL-4 CD4 + CD82 FUP-IL-4 CD4 + CD8

Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.

Gréfico 3- Valores médios de células produtoras de IL-4 pelas células CD4+ e CD8+
em trés momentos: antes (pré), durante (s12) e depois (FUP) do tratamento.
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Gréfico de intervalos PRE- IFNy CD4+CD8; S12 - IFNy CD4+CD8 ; FUP - IFNy CD4+CD8
IC de 95% para a Média
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Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.

Grafico 4- Valores médios de células produtoras de IFN-gama pelas células TCD4+
e TCD8+ em trés momentos: antes, durante e depois do tratamento.

Grafico de intervalos PRE- IFNy CD4; S12 - IFNy CD4; FUP - IFNy CD4
IC de 95% para a Média
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Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.

Gréfico 5- Valores médios de células produtoras de IFN-gama pelas células TCD4+
em trés momentos: antes, durante e depois do tratamento.
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J& em relacdo as células capazes de produzir IL-4 ocorre uma tendéncia de
diminuicdo na semana 12 com nitido aumento no follow up. Por outro lado, as
células CD4 produtoras de IFNgama, mostram uma tendéncia de aumento na
semana 12 porém uma sensivel queda no follow up, enquanto as células CD8 caem
significativamente durante o tratamento e mantém essa queda no follow up.

Gréficos das correlagdes significativas, com valor p < 0,100.

Graficos 6 a 8 - Resultados para Grupo 1 Pacientes com Hepatite C crénica

n&o tratados, condicdo PRE.

Grafico de intervalos PRE- IL-4 CD4+CDS8 versus GRAU DE FIBROSE
IC de 95% para a Média

PRE-IL-4 CD4 + CD8
H

ALTA BAIXA
GRAU DE FIBROSE HEPATICA

Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.

Gréfico 6 - Grau de fibrose hepéatica comparado com a producéo de IL4 por PBMCs
do grupo 1 (52 pacientes naive)



Grafico de intervalos PRE- IL-4 CD4 versus GENOTIPO VIRAL
IC de 95% para a Média

Grafico de intervalos PRE- IL-4 CD4 + CD8 versus GENERO
IC de 95% para a Média

PRE-IL-4 CD4 + CD8

GENERO

Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.

Gréfico 7 — Producao de IL4 por PBMCs comparado com o género do grupo 1 (52
pacientes naive)

46



47

Grafico de intervalos PRE-IL-4 CD4 versus GENOTIPO VIRAL
IC de 95% para a Média
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Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.

Gréafico 8 — Producéo de IL-4 por células TCD4 comparada com o genaétipo

viral em pacientes néaive.
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Grafico de intervalos S12 - CD8 VERSUS RESPOSTA
IC de 95% para a Média
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Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.

Gréfico 9 - Pacientes com hepatite C crbénica tratados com amostras em 3
momentos: pré tratamento, durante e depois do tratamento. Correlacdo entre o

numero de células CD8 na semana 12 e a resposta ao tratamento.

Observa-se a correlacéo entre a média de células CD8 na semana 12 e a

RVS com valores estatisticamente significantes.

Graficos 10 a 12 - Comparacao de Pacientes com Hepatite C crbnica com

controle normais, condicdo PRE, todas com valores estatisticamente significantes.
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Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.

Gréfico 10 — Nivel de Células T CD4+ em grupo controle normais e pacientes com

Hepatite C crbnica naive
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Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.

Gréfico 11 - Nivel de Células T CD8+ em grupo controle normais e pacientes com
Hepatite C crbnica naive.

49



310

300

290

280

PRE-IFN-GAMA CD4 + CD8

270

Grafico de intervalos PRE- IFNy CD4 + CD8 versus ORIGEM
IC de 95% para a Média

CONTROLE TRATAMENTO
ORIGEM
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Gréfico 12 - Producéao de IFN-y de PBMCs em controles saudaveis e pacientes

VHC+ néive.
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Graficos 13 e 14 - Comparacdo de Pacientes com Hepatite C crbnica com

controles normais, condicdo SEMANA 12
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Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.



Gréfico 13 — Niveis de células T CD8+ de pacientes com Hepatite C crbnica na
semana 12 de tratamento com IFN e RBV e pacientes controles.

Grafico de intervalos S12- IFNy CD4 + CD8 versus ORIGEM
IC de 95% para a Média
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Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.

Gréfico 14 — Producao de IFN-y por PBMCs na semana 12 de tratamento em
pacientes com Hepatite C e controles.
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Grafico 15 - Comparacdo de Pacientes com Hepatite C crénica com

controles normais, condigdo FOLLOW UP

Nos pacientes do Grupo 1, ndo tratados, comparamos as contagens de

células TCD4+ e TCD8+ e sua producédo de IL4 e Interferon gama com controles

sadios, analisando sua relacdo com fatores do virus (CV e gendtipo) e do

hospedeiro (género, idade, raca, IL28B e histopatologia hepética) e obtivemos os

resultados que estdo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados para Grupo 1 Pacientes com Hepatite C crénica nao tratados.

PRE-CD4+ 0,665 0,562 0,052 0,436 0,125 0,529 0,207

PRE-CD8+ 0,662 0,178 0,786 0,556 0,618 0,035 0,275
IL-4 0,029 0,922 0,656 0,266 0,007 0,970 0,670

CD4+CD8

IL-4 CD4 0,224 0,311 0,100 0,777 0,134 0,223 0,866
IFN y 0,261 0,691 0,247 0,960 0,614 0,143 0,875

CD4+CD8

IFN y CD4 0,907 0,791 0,702 0,910 0,367 0,710 0,712

Obs: em negrito os valores considerados estatisticamente significantes.
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Tabela 6. Pacientes com hepatite C cronica tratados com amostras em
3 momentos: pré tratamento, durante e depois do tratamento.

VARIAVEL MOMENTO RESPOSTA
PRE 0.142
TCD4 SEMANA 12 0,125
FOLLOW UP 0,127
PRE 0.201
TCDS SEMANA 12 0,044
FOLLOW UP 0,127
PRE 0.758
IL-4 CD4+CD8 SEMANA 12 0,379
FOLLOW UP 0,334
PRE 0.750
IL-4 CD4 SEMANA 12 0,170
FOLLOW UP 0.248
PRE 0.868
IFN'y CD4+CD8 SEMANA 12 0,697
FOLLOW UP 0,269
PRE 0.839
IFN y CD4+ SEMANA 12 0,407
FOLLOW UP 0.228

Na tabela 7, podemos observar um aumento no nivel de linfécitos TCD4+ na
semana antes dos pacientes iniciarem o tratamento com IFN e RBV. No entanto, o
nivel de linfocitos TCD8+ antes de iniciar o tratamento encontrava-se em niveis
normais 679 mm?, o que difere na semana 12 com uma queda dos valores para 369
mm® e uma recuperacdo no follow up 445 mm?® Os valores de células
mononucleares do sangue periférico produtoras de IL-4 foram menores quando
comparado com os linfécitos TCD4+ isolados. Na semana pré-tratamento (baseline)
as células produtoras de IFN-y € maior quando comparado com as células CD4
isoladas (com deplecédo dos linfécitos TCD8+). Foi possivel observar um aumento
nas células produtoras de IL-4 (PBMCs) no follow up quando comparada com as
outras semanas de acompanhamento dos pacientes. Os linfécitos produtores de IL4

mantem a mesma média nas trés semanas que foram analisadas.



Tabela 7. Comparacao de Pacientes com Hepatite C crénica que receberam tratamento com

IFNalfa+RBYV, em trés momentos, com controles normais.

PRE SEMANA12 FOLLOW UP
CD4+ (p 0,029) (p 0,569) (p 0,395)
CD8+ (p 0,056) (p 0,062) (p 0,421)
IL4 CD4+CD8 (p 0,161) (p 0,108) (p 0,780)
IL4 CD4+ (p 0,845) (p 0,454) (p 0,522)
IFN y CD4+CD8 (p 0,009) (p 0,005) (p 0,014)

IFN y CD4+ (p 0,408) (p 0,979) (p 0,240)
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6. DISCUSSAO

O virus da Hepatite C é bem conhecido pela sua propenséao de estabelecer
infeccdo crénica em mais de 70% de adultos imunocompetentes infectados.
Diferentemente do HIV, o VHC né&o se integra ao genoma do hospedeiro e
diferentemente do VHB, o VHC nao forma um minicromossoma viral (cccDNA) para
garantir a sua persisténcia. Em vez disso, a habilidade de persisténcia do VHC é
baseada na sua capacidade de interagir, suprimir ou evadir-se de mecanismos
imunes, dos quais normalmente se espera a eliminagdo das células infectadas por
virus. Esse processo comeca em um longo periodo de incubacéo de cerca de oito
semanas, durante o qual o VHC mantém altos titulos no sangue a despeito da
ativacdo da imunidade inata. O VHC aparenta ndo ser reconhecido pelo sistema
imune adaptativo até que células T VHC-especificas e a resposta de anticorpos
aparecam 8 a 12 semanas apos a infeccao.

Entretanto, ao contrario do HIV, 20 a 30% dos pacientes com infeccdo aguda
pelo VHC s&o capazes de erradicar o virus espontaneamente. O clearance
espontaneo esta associado com a resposta imune adaptativa e com polimorfismos
simples de nucleotideos (SNPs) proximos ao gene IFN lambda, na regido 1L28B,;
esses SNPs sdo também fortes preditores da resposta induzida pelo tratamento. O
clareamento espontaneo do VHC ocorre quase exclusivamente no primeiro ano,
usualmente nos primeiros seis meses da infeccao, enfatizando mais uma vez que o
virus ganha uma vantagem crucial sobre o sistema imune do hospedeiro a medida
gue o tempo passa. Varias pesquisas in vitro e algumas pesquisas in vivo tem
mostrado diferentes mecanismos pelos quais o VHC atua sobre a resposta imune do
hospedeiro. E possivel que uma das causas desse fendmeno seja a disfuncéo das
células T (CD4+ e CD8+) em funcédo de seu parasitismo pelo virus da Hepatite C.

Pretendemos, com este trabalho, verificar a influéncia do parasitismo das
células mononucleares do sangue periférico pelo virus da hepatite C. E nossa
hipotese, ainda ndo demonstrada de maneira definitiva in vivo na literatura, que a
funcdo das PMBC na infeccdo pelo VHC estaria comprometida, sendo um dos
fatores da altissima ocorréncia de evolugdo para a cronicidade da infeccdo do
hospedeiro humano pelo VHC. Objetivamos, ainda, verificar se esse parasitismo tem
alguma influéncia (especialmente as células T CD4+) na diminuicdo da capacidade

proliferativa de células T CD4+ e TCD8+, bem como na producédo insuficiente de
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citocinas liberadas por essas células, incluindo citotoxicidade reduzida de T CD8+.
Este fato nos leva a pensar que as PBMCs podem ser incapazes de erradicar
completamente o virus devido aos seus defeitos funcionais.

Outro objetivo seria verificar a influéncia de diferentes fatores relacionados ao
VHC (gendtipo, carga viral) e ao hospedeiro (idade, género, raca, polimorfismo
IL28B, histopatologia hepética) na funcdo das PMBC em vigéncia de infeccdo por
esse virus.

Para a consecucdo desses objetivos, foram estudados 52 pacientes com
hepatite crbnica pelo VHC e com parasitismo comprovado por PCR das células
mononucleares do sangue periférico e 10 controles sadios. Dezessete desses
pacientes foram tratados com PeglFNalfa + Ribavirina, sendo estudados em trés
momento: antes, durante e apos o tratamento. As células TCD4+ e TCD8+, ap0s
serem quantificadas e mantidas em cultura, foram estimuladas por antigenos do
VHC e sua resposta foi avaliada através da producéo de duas interleucinas: IFN-y e
IL-4. Através do Elispot foi realizada a leitura e a quantificacdo das células
produtoras das citocinas produzidas, possibilitando entdo a comparacao da funcéo
dessas células nas diferentes situacfes propostas e com o0s controles.

Neste trabalho, resolvemos analisar uma citocina proinflamatoria, o IFN-y, e
uma citocina antinflamatoria, a IL-4. As duas citocinas IL-4 e IFN-y desempenham
funcdes importantes na geracao e regulacédo das respostas imunes. Aspecto nuclear
dessas acdes diz respeito as suas mutuas funcbes antagonista. Primeiro IL-4
promove a diferenciacdo e estabilidade de células Th2 e inibe a diferenciacdo de
células Thl. Ja o IFN-y tem funcdo de inibir a diferenciagdo de células Th2 e a
estabilizacdo de células Thl. Segundo, IL-4 e IFN-y também afetam a mudanca de
classes de anticorpos e a expressao de receptores Fc diferencialmente, o que afeta
fortemente os mecanismos efetores que seguem a producéo de anticorpos. Terceiro,
atividades dos macrofagos induzidas ou exacerbadas pelo IFN-y, assim como a
expressao de certas citocinas, moléculas de superficie e enzimas sao antagonizadas
pela IL-4. Em conjunto, essas fun¢des de IL-4 e IFNgama IFN-y colocam essas duas
citocinas em posic¢des cardeais na regulacao das reacdes imunes.

E, todavia importante ressaltar que a grande maioria dos trabalhos nessa area
(VHC e PMBC) tem sido realizada in vitro. Esta € uma das poucas pesquisas
realizadas em humanos, com casuistica relativamente grande de pacientes

acompanhados em nossos ambulatorios e que pretende ndo sé corroborar algumas
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das premissas estabelecidas na bancada como também trazer novas informacdes
sobre a influéncia da infec¢é@o dos linfécitos TCD4+ e TCD8+ pelo VHC.

Inimeras pesquisas tem mostrado uma relacdo entre a infec¢ao crénica pelo
VHC e os subtipos de linfocitos no sangue periférico. Linfocitos representam as
principais células imunes e realizam a base da resposta imune do hospedeiro; a sua
contagem em numeros relativos pode refletir o nivel da imunidade. Trabalhos tem
mostrado um aumento do numero de células TCD8+ e uma diminuicdo de células
TCDA4+, assim como da relacdo CD4+/CD8+ em pacientes com infeccdo cronica
pelo VHC, comparadas com controles normais (Huang Y et al., 2013).

Nossos resultados mostraram um aumento de células CD4 e CD8 parasitadas
pelo VHC antes do tratamento, com valores estatisticamente significantes quando
comparadas aos controles normais apenas no caso das CD4. Ocorreu, porém, um
nitido prejuizo na producdo de interleucinas por estas células parasitadas,
particularmente a produgéo de Interferon gama, com valores altamente significantes
(0,009) como vemos nas Tabelas 2 e 6 e no Grafico 9. Ainda nesse aspecto, na
Tabela 2 e nos Graficos 10 a 14, o fenbmeno se modifica na semana 12 onde
podemos ver o aumento de células CD4 no pré-tratamento, porém com diminui¢éo
na semana 12 e no follow up; entretanto a producédo de IL-4 pelas células CD4
aumenta na semana 12 e cai novamente no seguimento; com as células CD8 ocorre
leve queda na semana 12 porém uma tentativa de recuperacdo no follow up; sua
producdo de IFN-y cai na semana 12 e no follow up para numeros estatisticamente
significantes. E a chamada “exaustdo” de funcdo destas células ja descrita in vitro
por alguns autores.

Trabalhos realizados in vitro mostram clara influéncia da infeccdo dos
linfécitos pelo VHC, caracterizada pela faléncia da resposta imune celular e inata,
incluindo hiporresposta das ceélulas T helper (CD4+) e exaustdo das células T
citotoxicas (TCD8+); entretanto verificou-se uma funcdo aumentada das células
CD4+CD25+FOXP3 além de faléncia na funcdo de células dendriticas. Apesar
dessa faléncia influenciar negativamente os TCD4+, existe paralelamente uma
estimulacdo de IL-2 e outras citocinas, 0 que muitas vezes estimula uma resposta
imune desfavoravel, levando a ocorréncia de doencas autoimunes (Kondo &

Shimosegawa, 2013), com manifestacdes extra-hepaticas da infeccao.
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Outra pesquisa recente mostra que a infeccdo pelo VHC modifica o fenotipo
das células T, causando uma diminuicdo da capacidade de proliferacdo dos
linfécitos TCD4+ (MacParland et al., 2015).

Em importante e recente revisdo (Holz & Rehermann, 2015) os autores
ressaltam que 0s mecanismos que determinam o prejuizo de funcdo de células
TCDA4+ ainda permanecem parcialmente desconhecidos. O recente desenvolvimento
de drogas diretamente ativas contra o VHC pode nos ajudar a responder a questao
sobre qual a extenséo e quais 0s mecanismos que levam a exaustdo das células T
podem ser revertidos e as fun¢des efetoras dessas células podem ser recuperadas.

Por outro lado, inoculando células T in vitro com soros de pacientes em
tratamento da Hepatite crénica por VHC com PeglFN+RBV, verificou-se que a
resposta especifica das células T durante o tratamento com terapia dupla mantém
altos niveis na semana 12, naqueles pacientes que terdo resposta sustentada ao
contrario dos que ndo apresentardo RVS, nos quais a funcdo das células T cai na
semana 4 e se mantém baixa na semana 12 (Zhang et al., 2012).

Este aspecto ficou claramente demonstrado em nossos resultados in vivo
(Grafico 9), corroborando as observacdes obtidas pelos trabalhos mencionados
realizados in vitro.

Ja com relacao a influéncia do parasitismo de células CD4 e CD8 pelo VHC
sobre aspectos relacionados ao virus e ao hospedeiro, podemos verificar nos
Graficos 6 a 8 e na Tabela 4 que o niumero de células CD4 assim como a producao
de IL-4 € maior no gendtipo 2 do que no gendtipo 3 do que no gendtipol. O nimero
de células CD8 diminui com a progressdo da faixa etaria, a producédo de IL-4 por
células CD4 e CD8 e maior nos pacientes com fibrose alta do que nos com fibrose
baixa assim como € maior no género masculino. Todas as demais correlagbes nédo
apresentaram resultados com significancia estatistica. Estes dados poderdo ser
muito Uteis nas futuras observacOes desses pacientes que serdo tratados com

esquemas de DAAs sem interferon alfa.
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7. CONCLUSAO

A investigacdo sobre os mecanismos de resposta imunologica especifica para
antigenos do VHC é importante para uma melhor compreensao da epidemiologia e
patogénese da infeccdo, bem como a eficiéncia de tratamento antiviral. Embora as
respostas vigorosas multiespecificas das células T CD4 + e TCD8 + estarem
correlacionadas positivamente a resolucédo espontaneo ou induzido por tratamento,
algumas questdes importantes permanecem obscuras. Por exemplo: as causas da
ativacdo imunitaria especifica fraca para o VHC em pacientes cronicamente
infectadas, o esgotamento do sistema imune, infec¢gdo oculta e variabilidade do
antigeno viral. O ultimo € um desafio particular para desenvolver uma vacina eficaz
anti-VHC. Finalmente, as questdes metodologicas podem explicar diferencas e
inconsisténcias nos resultados apresentados de resposta imune especifica do VHC.

Foi possivel verificar a presenca do RNA-VHC em 88,4% das amostras das
células mono nucleares do sangue periférico de pacientes com hepatite C crénica

por RT-PCR em Tempo Real;

Foi verificado a influéncia de fatores do virus e do hospedeiro, tais como genotipo
1 mais prevalente (61,5%) entre os pacientes com hepatite C cronica, confirmando
com os dados encontrados na literatura; o nimero de células CD4+ produtoras de
IL-4 foi aumentado em pacientes com o genétipo 2; em relacdo a idade, 40,3% dos
pacientes com hepatite C cronica, tinha idade entre 51 a 60 anos; a incidéncia do
género feminino com hepatite C foi observado em 55,7%, enquanto no género
masculino 44,3%; a PBMCs produtoras de IL-4 foram mais prevalentes no grupo do
género masculino quando comparado com o grupo feminino; a maioria dos
pacientes eram néo-negros (78,8%); o polimorfismo da IL28B mais prevalente foi
CIT (42,3%), seguido o gendtipo T/T (34,6%); no entanto, 73% dos pacientes
desenvolveram até o grau de fibrose 2 e apenas 23% grau de fibrose hepatica grau
3 e 4; podemos concluir que quanto maior o grau de fibrose hepatica por hepatite C
maior eram o numero de PBMCs produtoras de IL-4.

A funcdo de linfécitos T CD4+ e CD8+ no sangue periférico dos pacientes
estudos foram prejudicadas quanto ao nivel de células produtoras da citocinas IL-4 e
IFN- y, o que acreditamos influenciar na infeccdo cronica e dificuldade para

eliminacédo do virus.
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A influéncia do parasitismo de linfécitos pelo VHC sobre a funcéo dos linfécitos
TCD4+ e TCD8+ foi mostrada com um aumento de células CD4 e CD8 parasitadas
pelo VHC antes do tratamento, com valores estatisticamente significantes quando
comparadas aos controles normais apenas no caso das CD4. Ocorreu, porém, um
nitido prejuizo na producdo de interleucinas por estas células parasitadas,
particularmente a producgéo de Interferon gama, com valores altamente significantes
(p =0,009).

Em conclusdo, os resultados desta pesquisa confirmam a importante
influéncia do parasitismo das células CD4 e CD8 em suas func¢des, na evolucédo da
infeccdo persistente do hospedeiro humano pelo VHC. Com a conquista de novos
tratamentos, baseados em drogas com acao antiviral direta e isento de Interferon
alfa, estudos analisando a producédo de diferentes citocinas poderdo contribuir de

maneira decisiva sobre o conhecimento nessa area.
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ANEXOS

Anexo 1

Tabela 8. Distribuicdo dos 10 casos do grupo controle, segundo dados

demograficos.

Caracteristicas N %
Género
Masculino 3 30
Feminino 7 70
Etnia
Negro 1 10
N&o negro 9 90
Idade (anos)
18 a 30 2 20
31a40 4 40
41 ab51 4 40
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Tabela 9 Dados especificos de todos os pacientes com hepatite C crbnica coletados antes, durante e
apos tratamento com IFN e RBV.

NUMERO GENERO IDADE ETNIA GRAU DE FIBROSE GENOTIPO IL- GENOTIPO
28B VIRAL
1 F 65 MULATO ALTA TIT 1
2 M 53 BRANCO ALTA CIT 1
3 M 51 BRANCO BAIXA CciC 2
4 F 69 BRANCO BAIXA CIT 3
5 F 43 BRANCO BAIXA CIT 1
6 F 52 MULATO BAIXA TIT 1
7 M 53 BRANCO ALTA CiC 3
8 F 61 BRANCO BAIXA TIT 1
9 M 67 BRANCO ALTA CIT 1
10 M 57 BRANCO BAIXA TIT 1
11 M 60 BRANCO BAIXA ciC 3
12 M 61 BRANCO BAIXA ciC 1
13 F 36 BRANCO ND CIT 3
14 F 59 BRANCO BAIXA CIT 1
15 F 57 BRANCO BAIXA CIT 1
16 M 31 BRANCO BAIXA CIT 1
17 F 26 BRANCO BAIXA TIT 1
18 M 30 MULATO BAIXA TIT 2
19 F 60 BRANCO BAIXA CciC 3
20 F 35 BRANCO BAIXA TIT 1
21 M 50 BRANCO BAIXA CIT 3
22 F 54 BRANCO BAIXA CIT 2
23 F 60 BRANCO BAIXA CIT 2
24 M 61 MULATO BAIXA C/iC 2
25 F 62 BRANCO ALTA TIT 3
26 M 57 BRANCO BAIXA TIT 1
27 F 37 BRANCO BAIXA TIT 1
28 M 35 BRANCO BAIXA ciC 3
29 F 35 NEGRO BAIXA CIT 1
30 F 52 NEGRO BAIXA CIT 1
31 F 43 BRANCO BAIXA C/iC 1
32 F 48 BRANCO BAIXA TIT 3
33 F 81 AMARELO ALTA C/iC 2
34 M 59 BRANCO BAIXA CIT 1
35 F 37 BRANCO ALTA c/iC 1
36 M 53 BRANCO BAIXA CIT 1
37 M 49 BRANCO BAIXA TIT 3
38 M 49 BRANCO ALTA CIT 3
39 M 58 MULATO ALTA C/iC 1
40 M 56 BRANCO ALTA TIT 1
41 M 55 BRANCO BAIXA C/iC 1
42 F 39 BRANCO BAIXA CIT 1
43 F 50 BRANCO BAIXA CIT ND
44 F 35 MULATO BAIXA CIT 1
45 F 58 BRANCO ALTA TIT 1
46 M 61 NEGRO BAIXA TIT 1
47 F 43 BRANCO BAIXA TIT 1
48 F 39 MULATO BAIXA TIT 1
49 F 66 BRANCO ALTA CIT 2
50 M 52 BRANCO BAIXA CIT ND
51 F 74 BRANCO S/ DADOS TIT 1
52 M 52 BRANCO BAIXA CIT 1
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Anexo 2

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..ot
SEXO: M O LF O

DATA DE NASCIMENTO: ........ [ [

2 RESPONSAVEL LEGAL......oooeeeeeeeeeee oo et e e e eeer e e er e e e e e e s e e e e e eses e e e seeeeseraneesrareaenn

NATUREZA(grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) ......ccooeiieierereiie e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ....oiiiiiiiiiiriee e

SEXO: M OUHLF O

DATA DE NASCIMENTO: ........ [ [
ENDEREGCO.......coiiiiice e NO. e APTO:.........
BAIRRO: ...t CIDADE.......c..ccooiiiiiiiiiic
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “VIRUS DA HEPATITE C E CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO”

PESQUISADOR: ANTONIO ALCI BARONE

CARGO/ FUNGCAO: PROFESSOR TITULAR

INSCRIGAO NO CONSELHO REGIONAL N°: 12047

UNIDADE DO HCFMUSP: LIM 47-DIVISAO DE CLINICA DE MOLESTIAS INFECCIOSAS

E PARASITARIAS

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR

3. DURACAO DA PESQUISA: 05/06/2012 A 05/06/2015 — 36 MESES

1. Desenho do estudo e objetivo(s) “essas informagdes estdo sendo fornecidas para sua participagdo
voluntaria neste estudo, que visa ANALISAR A IMPORTANCIA DA PRESENCA DO VIRUS
DA HEPATITE C EM ALGUNS GLOBULOS BRANCOS DO SEU SANGUE”.

2. Descricdo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propositos e identificagdo dos que
forem experimentais e ndo rotineiros: ALEM DOS PROCEDIMENTOS HABITUAIS PARA O
DIAGNOSTICO, TRATAMENTO E ACOMPANHAMENTO DE SUA HEPATITE PELO
VIRUS C, SERAO COLHIDOS 20 MILILITROS DE SEU SANGUE PRE TRATAMENTO,
DURANTE E POS TRATAMENTO. NESSE MATERIAL, SERAO REALIZADOS EXAMES
PARA DETECTAR A PRESENGCA DO VIRUS C NOS LINFOCITOS (UM TIPO DE
GLOBULOS BRANCOS) E SERAO REALIZADOS TESTES PARA ESTUDAR A FUNCAO
DESSAS CELULAS E CARACTERIZACAO MOLELULAR/GENETICA.



10.

11.

12.

13.
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Relacdo dos procedimentos rotineiros e como sao realizados — coleta de sangue por puncéo
periférica de veia no antebraco.

PODERA RESULTAR UM DOLORIMENTO NO LOCAL DA PUNCAO NO SEU
ANTEBRACO E EVENTUALMENTE, UM PEQUENO HEMATOMA (PEQUENO INCHACO
ARROXEADO) NO LOCAL.

SOMENTE AO FIM DO ESTUDO PODEREMOS CONCLUIR A PRESENGCA DE ALGUM
BENEFICIO PARA O PROPRIO PACIENTE OU PARA TODOS OS PACIENTES
PORTADORES DE HEPATITE CRONICA PELO VIRUS C.

Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente possa
optar: NAO HA.

Garantia de acesso: em qualquer data do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas. Os principais investigadores séo o Dr.
ANTONIO ALCI BARONE e GABRIELLA TEIXEIRA GARCIA que podem ser encontrados no
endereco : AV. DR. ENEAS DE CARVALHO AGUIAR, 500 — 1° ANDAR, SALA 12, Telefone
(11)3085-1601 ou (11)3061-7031. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — Telefone: 3069-6442, ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442, ramal
26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;

Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente;

Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

Despesas e compensagOes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua
participacéo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa;
Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na
instituicdo, bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas;

Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e material coletado somente para essa pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo “Hepatite por VHC e células mononucleares do sangue periférico”.

Eu discuti com o Dr. ANTONIO ALCI BARONE e a GABRIELLA TEIXEIRA GARCIA sobre a
minha decisdo em participar desse estudo. Ficaram claros para mim quais s&o os propdésitos do estudo,
0s procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacéo é isenta de despesas e que
tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar desse estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no
momento do atendimento neste Servico.

Data: / /
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Assinatura do Paciente/ Representante Legal

Data: / /

Assinatura da Testemunha*

*para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo



Anexo 3

VIRUS DA HEPATITE C e CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO

Pesquisador responsavel: Prof. Antonio Alci Barone

IDENTIFICAGCAO /DADOS DEMOGRAFICOS (PACIENTE)

Numero do Paciente: || | | |[Espaco reservado para a coordenacdo]
RGHC: |__ || [ | | | || | |

NOME:

IDADE:| | |anos

SEXO: 1.Masc| | 2.Fem| |

DATA DE NASCIMENTO: LV ]

ISR N

ENDERECO (PACIENTE)

7. Avenida, Rua:

8. Bairro:

9. Cidade:

10. CEP:

11. Tel.: Cel.:

ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS (PACIENTE)

12. DOADOR DE SANGUE (MOTIVO DA CONSULTA): | ]0.Niao | |1.Sim

13. TRANSFUSAO DE SANGUE ATE 1992: | |0.Nio | [1.Sim

14. SE SIM, ANO: ||| | |8888.Naoseaplica| |
15. TRANSFUSAO DE SANGUE APOS 1992: | 10.Nao | |1.Sim

16. SE SIM, ANO: | | | | |8888.Naoseaplica| |
17. DROGA INJETAVEL: | 10.Nao | |1.Sim

18. SE SIM, ANO DE INICIO: [

19. DROGA INALATORIA: | 0. Nao | |1.Sim

20. SE SIM, ANO DE INICIO: [

21. TATUAGEM: | 0. Nao | |1.Sim

22. SE SIM, ANO (PRIMEIRA TATUAGEM): L]
23. ACUPUNTURA: | |0. Ndo | |1.Sim
24. SE SIM, ANO DE INICIO:
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25. “PIERCING”: | 10.Nao | |1.Sim
26. SE SIM, ANO (PRIMEIRO): [

27. PARCEIRO HCV: | 0. Nao | |1.Sim
28. Em caso afirmativo, nome: 8. Nao se aplica | |

29. Em caso afirmativo, ano da primeira relagdo: [
30. FAMILIAR HCV (mora ou morou junto): | |0.Nao | [1.Sim

31. Em caso afirmativo, nome: 8. Nao se aplica | |

32. Em caso afirmativo, ano de inicio de convivéncia: |

ultimo ano: | | | ||
HABITOS (PACIENTE)
33. TABAGISMO: |_|__| CIGARROS POR DIA 8. Néo se aplica|__|
34. INGESTAO DE ALCOOL:  1.Social | | 2. Importante| | 8. Ndo se aplica ||

EXAMES LABORATORIAIS INICIAIS HCV (PRONTUARIO)

35.

36.

37.

38.

39.

DATA DO PRIMEIRO ANTI-HCV ou RNA-HCV: | | VI [ | I |
GENOTIPO: | | |

AST (o mais proximo da biopsia): | | | | |data:| | V| V| || |
9999 =Ignorado |__|

ALT (o0 mais proximo da bidpsia): | | | | |data:|_ | V| V| || |
9999 =Ignorado |__|
GGT (o mais proximo da biopsia): | | | | |data:| | V| VL | | | |

9999 =Ignorado |__|

EXAMES LABORATORIAIS PRE-TRATAMENTO (ATE 3 MESES ANTES DO TRATAMENTO)

(PRONTUARIO)
40. RNA - HCV (PCR quantitativo): | ||| | | | |Ul/ml

data: | | V| Y| [ | |
41. RNA-HCV (Células):| | | || || |

data:| | V| Y| [ | |
42. CONTAGEM CELULAS CD4+: | | | ||
43. CONTAGEM CELULASCD8+: || || |data:| | V| W | || |
44, AST:| | | || data: | | VL V| 1| | 9999 =Ignorado| |
45 ALT:| | ||| data:| | V| V||| 9999=Ignorado| |
46. GGT:| | | | | data:| | V| V| ||| 9999=Ignorado| |
47. HB:| | || data:| | V| V||| 9999 =Ignorado| |
48. HT:| | |% data:| | V| V| || | || 9999=Ignorado| |




49. LEUCOCITOS:| | | | | |data:| |

T~

9999 =Ignorado | |
50. LINFOCITOS:| | | | | |dataz| | ¥ | ¥ |

9999 =Ignorado | |
51. PLAQUETAS:| | | | | | |dataz| | V| W

9999 = Ignorado |_|

BIOPSIA HEPATICA (PRONTUARIO)

52. DATAdaBiopsia: | | V| V|| | |
53. ESTRUTURAL: | |

54. INFILTRADO INFLAMATORIO PORTAL: | |
55. INFILTRADO INFLAMATORIO PERIPORTAL: | |
56. INFILTRADO INFLAMATORIO SEPTAL: | |
57. MARCADORES ETIOLOGICOS:

TRATAMENTO (PRONTUARIO)

58. TRATAMENTO DROGA (S):

59. TRATAMENTO INfCIO: | | V. | W | | | |
60. TRATAMENTO FIM: LVl
61. TRATAMENTO INTERRUPCAO: | | V| /| |

62. MOTIVO DA INTERRUPCAO:

08/08/8888 = Data ndo se aplica |__|

EXAMES LABORATORIAIS SEMANA 12 (PRONTUARIO)

63. RNA-HCV (PCR quantitativo): | | || || | |UlI/ml

data: | | |V | [ |
64. RNA-HCV (Células):|__ | | | | | | |

data:| [ V|| Y| | | |
65. CONTAGEM CELULAS CD4+: | |

66. CONTAGEM CELULASCDS8+: | | | | |data:| | V| W | | | |
67. AST:| | | | | data:| | V| V| | | 9999 = Ignorado ||
68. ALT:|_ | | | | data:| | V| V| | |9999 = Ignorado | |
69. GGT:| | | | | data: | | VL V| || 19999 =Ignorado| |
70. HB:| | ||| | data: | | V| V||| 9999 =Ignorado| |

71. HT:| | |% data:|_ | VY| V| ||| 9999 =Ignorado| |

72. LEUCOCITOS : | | | | | Jdata:| [ V| /| | | |

9999 =1Ignorado | |



73. LINFOCITOS:| | | | | |data:| | V| ¥ | [

9999 =Ignorado | |
74. PLAQUETAS:| | | | | | |dataz| | V| I L]

9999 =Ignorado | |
EXAMES LABORATORIAIS SEMANA 24 (PRONTUARIO)
75. RNA-HCV (PCR quantitativo):] | | | | | | |UUml

data:| | V| W__ ||| |
76. RNA—-HCV (Células):| | | | | || |

data:| | V| W__ ||| |
77. CONTAGEM CELULASCD4+: | | | | |
78. CONTAGEM CELULASCDS8+: | | | | |data:| | V| W | | | |
79. AST:| | | | | data: | | V| V| || 19999 =Ignorado| |
80. ALT:| | | | | data: | | V| V| |1 19999 =Ignorado| |
81L. GGT:| | | | | data: | | V| V| || 19999 =Ignorado| |
82.HB:| | |l | | data: | | VL V| | | 19999 =Ignorado| |
83. HT:| | |% data: | | V| VL || ] 9999 =Ignorado| |
84. LEUCOCITOS :| | | | | Jdata:| [ V| 1 | |

9999 =Ignorado |__|
85. LINFOCITOS: || | | | |dataz| | V| W __| L

9999 =Ignorado |__|
86. PLAQUETAS:| | | | | | |data:| | V| [

9999 =Ignorado |__|
EXAMES LABORATORIAIS SEMANA 48 (PRONTUARIO)
87. RNA-HCV (PCR quantitativo): | | || || | |UlI/ml

data: | V| V__ ||| |
88. RNA-HCV (Células):| | | | | | | |

data:| | V| W__|__ || |
89. CONTAGEM CELULASCD4+: | | | | |
90. CONTAGEM CELULASCDS8+: | | | | [data:| | |/ 14 I
91. AST:|_ | | | | data: | | V| V|| | 9999 =Ignorado| |
92. ALT: | | | | | data: | | V| VL || | 9999 =Ignorado| |
93. GGT:|_ | | | | data:| | VL V1| | 9999 =Ignorado| |
94. HB:| | || | | data: | | /| V||| | 9999 =Ignorado|_ |
95. HT:| | |% data:|_ | V| V||| | 9999 =Ignorado|_ |
96. LEUCOCITOS :| | | | | Jdata:| | V| /| |

9999 = Ignorado ||
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97.

98.

LINFOCITOS : | |

|data: |

Vi

|/|

9999 =Ignorado | |
PLAQUETAS :| |

|data: |

VI

Vi

9999 =Ignorado | |
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