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RESUMO

A hepatite C cronica (HCC) é um problema de saide mundial, sendo uma das principais causas de
transplantes de figado. A maioria dos individuos infectados desenvolve a infeccdo cronica. Muitos
trabalhos tém relatado a ocorréncia de desregulacdo na resposta imune durante a infeccdo pelo
HCV, o que implica na persisténcia viral. Alguns mecanismos de escape foram sugeridos, como:
mascaramento de epitopos, interferéncia viral nas vias de sinalizacdo de IFN e da resposta imune
inata, exaustdo e anergia de células T, supressdo de resposta imune por acdo das células T
regulatorias ou acdo de citocinas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imune celular em
portadores de hepatite C cronica antes e na 122 semana de tratamento com interferon-a mais
ribavirina. Este trabalho foi dividido em dois artigos. No primeiro artigo foi investigada a
frequéncia de subpopulacdes de linfocitos no sangue periférico de portadores de HCC ndo tratados e
apos 12 semanas de tratamento antiviral com IFN-a e ribavirina. Uma elevada frequéncia de células
B e frequéncias baixas de células T CD8" e células NK foram encontrados nos individuos nio
tratados, mas ndo houve alteracdo nas frequéncias de células T CD4" e células Tregs. Porém,
portadores de HCC que tiveram positividade para crioglobulinas possuiam baixa frequéncia de
células Treg CD4'CD25'FoxP3" em comparagio aos pacientes sem essas manifestacdes extra-
hepaticas. Nao houve diferenca na frequéncia das subpopulacGes de linfocitos entre os portadores
de HCC antes e na 122 semana do tratamento duplo, mas houve aumento da frequéncia de células
NK em pacientes com resposta viroldgica precoce. No segundo trabalho foi avaliada a producéo das
citocinas imunorregulatorias (IL-10 e TGF-B) e as relacionadas a resposta antiviral (IL-2 e IFN-y)
por células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de portadores de HCC estimuladas com
fitohemaglutinina e antigenos do HCV (core, NS3, NS4 e NS5), antes e na 12% semana de
tratamento antiviral com interferon e ribavirina. Foi demonstrado que o estimulo das CMSP desses
pacientes com antigeno HCV-core causou um aumento na producdo de IL-2, reducdo na producao
de IFN-y e produgdo aumentada de IL-10. Antigenos HCV-NS3 e HCV-NS5 estimularam apenas a
producdo de IL-10. Os antigenos do HCV néo estimularam a producédo de TGF-p pelas CMSP, e
houve uma relacdo entre os niveis desta citocina e a carga viral do HCV dos pacientes antes do
tratamento. Conclui-se que a resposta imune nos portadores de HCC esta alterada, demonstrado
pela diminuicdo na frequéncia de células CD8" e NK, e pela aumentada producio de 1L-10, baixa
producdo de IL-2 e IFN-y provocada pelos antigenos virais.

Palavras-chave: antigenos do HCV. IL-10. TGF-B. Crioglobulinas. Células NK. Hepatite C
cronica



ABSTRACT

Chronic hepatitis C (HCC) is a global health problem and a cause of liver transplants. Most infected
individuals develop chronic infection. Altered immune response to hepatitis C virus (HCV)
infection can be demonstrated in patients with chronic hepatitis C (CHC), which implies the viral
persistence. Some escape mechanisms have been suggested, such as: masking epitopes, viral
interference in the IFN signaling pathway and innate immune response, exhaustion and anergy of T
cells response, suppression of immune response by action of regulatory T cells or action of
cytokines. The aim of this study was to evaluate the cellular immune response in patients with
chronic hepatitis C before and after 12 weeks of treatment with interferon-a plus ribavirin. This
study has been divided into two papers. The first paper investigated the frequency of blood
lymphocyte subsets in untreated HCV patients and after 12 weeks of antiviral treatment with IFN-a
plus ribavirin. A high frequency of B cells and low frequencies of both CD8" T cells and NK cells
were found in untreated patients, but there was no change in the frequency of CD4 ™ T cells and
Treg cells. However, patients with cryoglobulinemia had a lower frequency of CD4*CD25 FoxP3"
Treg cells compared to patients without these extrahepatic manifestations. There was no difference
in the frequency of blood lymphocyte subsets among patients with HCC before and after 12 weeks
of antiviral treatment, but there was an increase in the frequency of NK cells in patients with early
virological response. The second study evaluated the production of immunoregulatory cytokines
(IL-10 and TGF-B) and associated antiviral response (IL-2 and IFN-y) in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from CHC patients stimulated with Phytohemagglutinin (PHA) and
HCV antigens (core, NS3, NS4 e NS5), before and at 12 weeks of antiviral treatment with
interferon plus ribavirin. It has been shown that stimulation of the PBMC of patients with HCV core
antigen caused an increase in IL-2 production, reduction in IFN-y and increased in IL-10
production. HCV-NS3 e HCV-NS5 antigens only stimulated IL-10 production. The HCV antigens
did not stimulate TGF-B production. There was a relationship between the levels of this cytokine
and the HCV viremia of the patients before treatment. In conclusion, the immune response in
patients with HCC is disrupted, demonstrated by decrease in the frequency of CD8 +T cells and NK
cells, and the increased production of IL-10, low IL-2 and IFN-y production induced by the viral
antigens.

Keywords: HCV antigens. IL-10. TGF-B. Cryoglobulins. NK cells. Chronic hepatitis C.



LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO 1 - Peripheral lymphocyte subsets in chronic hepatitis C: Effects of 12 weeks of
antiviral treatment with interferon-alpha plus ribavirin

Figure 1. Flow cytometry analysis of peripheral blood lymphocyte subsets performed in

chronic hepatitis C patients and healthy individuals. 30
Figure 2. Proportion of blood lymphocytes subtypes in 20 control healthy individuals (BC,

CD4-C, CD8-C, NK-C, Treg-C) and in 26 untreated HCV patients (B-T0, CD4-TO0,

CD8TO0, NK-TO and Treg-T0). Box and whiskers represent the median, interquartile range

(25% e75%) and maximum and minimum. (B=B cell, CD4 =CD4"Tcell, CD8%CD8"T 30
cell, NK = NK cell and Treg =CD4*CD25"FoxP3"Treg cell).

Figure 3. Frequency of Treg cells (CD4"CD25"FoxP3") in the peripheral blood of chronic

hepatitis C patients having cryoglobulinemia (Positive, n =13) and without this

cryoprecipitate (Negative, n =13), beforetreatment. Horizontal bars represent the means. -
Figure 4. Treg/NK cell ratio in 20 control healthy individuals and 26 untreated hepatitis C

patients before treatment (T0). Horizontal lines represent the medians. 31
Figure 5. Treg/NK cell ratio in untreated HCV patients that were negative (n = 13) or

positive (n =13) for the presence of cryoglobulinemia. 31

CAPITULO 2 - Alta producio de interleucina-10 em pacientes com resposta viroldgica
precoce ao tratamento de hepatite C crénica com interferon-y /ribavirina
Figura 1. Produgdo de citocinas por células mononucleares do sangue periférico de

pacientes com HCC. 48



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1 - Peripheral lymphocyte subsets in chronic hepatitis C: Effects of 12 weeks of
antiviral treatment with interferon-alpha plus ribavirin

Table 1. Demographic and clinical findings in 26 patients with chronic hepatitis C (CHC)

before antiviral treatment with Interferon-a plus ribavirin (TO). 29
Table 2. Laboratory findings in 19 patients with chronic hepatitis C (CHC) before (T0) and
after 12-weeks treatment (T12). 30

CAPITULO 2 - Alta producdo de interleucina-10 em pacientes com resposta viroldgica
precoce ao tratamento de hepatite C crénica com interferon-y /ribavirina

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas de 15 portadores de HCC antes da terapia antiviral com
interferon-o mais ribavirina e resposta virologica apos 12 semanas do tratamento 46
Tabela 2 — Dados laboratoriais de 15 portadores de HCC antes e na 122 semana de

tratamento com interferon-a e ribavirina 47



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

aa Aminoacidos

ALT Alanina animotransferase

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
APC Célula apresentadora de antigeno

ASMA Anticorpo antimusculo liso

CHC Carcinoma hepatocelular

CLDN Claudina

CM Crioglobulinemia mista

CMSP Células mononucleares de sangue periférico
CRIO Crioglobulinas

CTLs Linfdcitos T citotoxicos

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FAN Fator antinuclear

FR Fator reumatoide

HCC Hepatite C crbnica

HCV Virus da Hepatite C

HDL Lipoproteina de alta densidade

HIV Virus da imunodeficiéncia humana

HVB Virus da hepatite B

ICOS Coestimulador induzivel

IFN-y Interferon gama

IFR-3 Fator 3 Regulatorio do Interferon

IL-10 Interleucina 10

IL-2 Interleucina 2

IMC indice de Massa Corporea

IPEX Desregulacdo imune, poliendocrinopatia, enteropatia ligada ao X
LiPA Line Probe Assay

NK Células Natural Killer

NKT Células T invariantes Natural Killer
NOSA Anticorpo ndo-o6rgdo especifico

NS3 Antigeno ndo-estrutural 3 do HCV

NS4 Antigeno ndo-estrutural 4 do HCV

NS5 Antigeno ndo-estrutural 5 do HCV

OMS Organizacdo Mundial de Saude

PBMC Células mononucleares de sangue periférico
PBS Salina tamponada com fosfato

PD-1 Receptor de morte celular programada-1
PHA Fito-hemaglutinina

RN Resposta nula

rpm Rotagéo por minuto

RPMI Meio Roswell Park Memorial Institute
RVP Resposta viroldgica precoce

RVS Resposta virologica sustentada

SFB Soro fetal bovino

SRBI Receptor scavenger classe B tipo de |

T reg Células T regulatérias

TGF-B Fator de crescimento e transformacéo beta

Th Célula T auxiliadoras



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.6.1
2.6.2
2.6.3

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6

3.1
3.2

SUMARIO

INTRODUCAO GERAL
REVISAO DE LITERATURA
Virus da Hepatite C
Epidemiologia

Historia Natural da infeccéo
Hepatite C Cronica

Tratamento Antiviral

Resposta Imune na Hepatite C
Resposta imune inata

Resposta imune adaptativa
Mecanismos de evasdo da resposta imune

OBJETIVOS

CAPITULO 1: Peripheral lymphocyte subsets in chronic hepatitis C: Effects
of 12 weeks of antiviral treatment with interferon-alpha plus ribavirin

Introduction

Material and methods

Patients and controls

Cryoglobulin and NOSA

Blood lymphocytes

Statistical analysis

Results

Clinical, virological, and demographic findings in untreated HCV patients
Viral response at 12-weeks of treatment with IFN-a plus ribavirin
Lymphocyte subsets in untreated HCV patients

Lymphocyte subsets in treated HCV patients

Discussion

References

CAPITULO 2: Alta producéo de interleucina-10 em pacientes com resposta
viroldgica precoce ao tratamento de hepatite C crbnica com interferon-y
/ribavirina

Introducéo

Materiais e métodos

Pacientes

Células mononucleares do sangue periférico

Avaliacgdo viroldgica, histologica e bioquimica

Pesquisa de crioglobulinas e autoanticorpos ndo-6rgao-especificos (NOSA)
Determinacéo dos niveis de citocinas

Anédlise estatistica

Resultados

Achados clinicos e demograficos

Producéo de citocinas

Discusséo

Referéncias

12
14
14
16
17
18
19
20
20
22
22

27

28
28
29
29
29
29
29
29
29
30
30
31
31
32

34
36
37
37
38
38
39
39
39
39
39
40
40
43



CONCLUSAO GERAL
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

Parecer do Comité de Etica
Termo de Consentimento livre e esclarecido

49
50
59

59
61



12

1 INTRODUCAO GERAL

O virus da Hepatite C (HCV) tem como uma das suas principais caracteristicas
estabelecer uma infeccdo persistente na maioria dos individuos infectados. Cerca 80% dos
individuos infectados desenvolvem uma infeccdo crbnica. Nesses pacientes, 0s sintomas sdo
leves, e podem levar décadas, antes das complicagdes da infecgdo tornarem-se aparentes.
Esses pacientes também tém um risco aumentado de desenvolverem fibrose, cirrose e/ou
carcinoma hepatocelular a longo prazo. A hepatite C cronica (HCC) €é a primeira causa de
transplante hepatico no mundo (OMS).

A hepatite C cronica é um grande problema de salde publica. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) mais de 170 milhdes de pessoas estdo infectadas no
mundo, sem opcao de uma vacina preventiva (ROSEN, 2011). A alta variabilidade genética
do HCV permite a evasdo da resposta do sistema imune do hospedeiro, tendo importante
impacto na transmisséo, progresséo da doenga e resultado na terapia antiviral (PRECIADO et
al., 2014).

Os mecanismos que levam o HCV a desenvolver infeccdo crbnica ndo séao
completamente compreendidos. Varios fatores virais e do hospedeiro tém sido propostos para
explicar a falha na resposta imune que leva a persisténcia da infeccéo. Esses fatores incluem a
ocorréncia de mutacbes de escape imune do HCV, defeito na apresentacdo antigénica,
exaustdo de células TCD8 e TCD4, e supressdo da resposta imune por células T regulatérias,
interferéncia viral nas vias de sinalizacdo do IFN e na resposta de células NK (SPAAN et al.,
2012). O entendimento dos mecanismos imunol6gicos envolvidos na persisténcia viral é
importante para a melhoria das opc¢des de tratamento e preventivas baseadas em respostas
imunomodulatérias em pacientes infectados pelo HCV.

Além dos hepatocitos, 0 HCV pode infectar células B, células T, mondcitos e células
dendriticas, interferindo nas suas fungdes (KLENERMAN, THIMME; 2012). Além disso,
diferentes achados laboratoriais sugerem que proteinas do HCV podem estar relacionadas
com a supressao da resposta imunoldgica do hospedeiro, interferindo na funcdo das células
efetoras (TSENG, KLIMPEL; 2002; LI et al., 2005).

Alguns estudos indicam que as células Treg tém um papel na persisténcia viral por
supressao da resposta de células T virus-especifica (BOETTLER et al., 2005; CABRERA et
al., 2004; MIYAAKI et al., 2008). O mecanismo envolvido na funcdo supressora ndo é

conhecido, mas as a¢des de citocinas IL-10 e TGF-B podem estar envolvidas.
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Nos Ultimos anos, vem sendo estudado alguns aspectos das manifestacfes extra-
hepaticas da hepatite C na nossa populacéo: a presenca de algum marcador de autoimunidade
em cerca de 80% dos portadores da infec¢do cronica, sendo a crioglobulinemia a mais
prevalente, seguido de autoanticorpos ndo-6rgdo especificos (NOSA), principalmente fator
reumatoide e anticorpos antimusculo liso (ATTA, PARANA, SOUZA-ATTA; 2010;
CABRAL, 2011; RODRIGUES, 2012). Mais recentemente, n0s observamos que o perfil de
citocinas séricas nos portadores do HCV que apresentavam crioglobulinemia e NOSA foi
representado por aumento de IL-2, IL-5 e BAFF, sem alteragcdo nos niveis de I1L-10 e IL-4
(ATTAZetal., 2010).

Landau e colaboradores (2007) demonstraram que as manifestagdes autoimunes
induzidas pelo HCV estdo associadas com niveis mais baixos de células Treg, e que a resposta
ao tratamento foi acompanhada pelo aumento dos niveis dessas células, o que ndo era
observado nos pacientes sem manifestacdes de autoimunidade. Neste contexto, esses dados
sugerem que as celulas Treg podem ter também um papel benéfico na infecgdo pelo HCV.

O presente estudo teve como objetivo investigar a frequéncia de subpopulacdes de
linfécitos no sangue periférico de portadores de HCC ndo tratados e apds 12 semanas de
tratamento antiviral com IFN-a e ribavirina. As frequéncias das células Treg
CD4"CD25'FoxP3", TCD4, TCD8, NK e B foram determinadas por citometria de fluxo.
Além disso, foi verificada a producdo das citocinas imunorregulatorias (IL-10 e TGF-B) ¢ as
antivirais (IL-2 e IFN-y) por células mononucleares do sangue periféerico (CMSP) de
portadores da HCC estimuladas com fitohemaglutinina e antigenos do HCV (core, NS3, NS4
e NS5), antes e na 122 semana de tratamento antiviral duplo. A determinacdo dos niveis das
citocinas foi realizada pelo método de ELISA. Os dados obtidos foram correlacionados com
manifestacdes de autoimunidade nos pacientes.

A avaliagdo da carga viral na 122 semana de tratamento é um importante parametro
para identificar pacientes precocemente que ndo responderdo ao tratamento antiviral. Nesse
momento, espera-se uma queda de 2logio na carga viral ou a ndo deteccéo, que representa
probabilidade de resposta virologica sustentada no final do tratamento. O perfil da
subpopulacao de linfocitos perifericos envolvidos com a resposta imune inata ou adaptativa
desses individuos contra 0 HCV e producdo de citocinas envolvidas na resposta antiviral, de
pacientes em uso de terapia antiviral, poderd contribuir na compreensdo do comportamento

dessa infecgdo em nossa populagéo distinta em relacéo a afrodescendéncia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VIRUS DA HEPATITE C

O virus da Hepatite C (HCV) pertence ao género Hepacivirus e a familia Flaviviridae.
O HCV foi considerado o principal agente causador das hepatites ndo-A ndo-B pds-
transfusdo, e teve seu genoma identificado, pela primeira vez, em 1989 (CHOO et al., 1989).
Em 1992, foi desenvolvido o primeiro teste para identificacdo do anticorpo contra 0 HCV
(anti-HCV), aumentando a seguranca em transfusdes sanguineas (LAUER; WALKER, 2001).

O HCV é um pequeno virus de RNA, envelopado, com genoma de fita simples e
polaridade positiva, medindo 9,6 Kb de comprimento (CHEVALIEZ, PAWLOTSKY et al.,
2006). A fita simples de RNA possui aproximadamente 9.600 nucleotideos, e codifica uma
proteina viral com mais de 3000 aminoacidos. Apds clivagem por proteases do hospedeiro e
viral, esta proteina precursora é processada em dez proteinas, as estruturais e ndo estruturais, e
0 peptideo p7. As proteinas estruturais sdo formadas pela proteina do core e as glicoproteinas
do envelope 1 (E1) e 2 (E2); as proteinas ndo estruturais ou NS (NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A e NS5B), que possuem atividades enzimaticas (CHEVALIEZ, PAWLOTSKY et al,;
2006).

A proteina do core tem como principal funcdo a protecdo do genoma viral com a
formacdo do nucleocapsideo. Além disso, interage com algumas proteinas celulares,
interferindo em algumas funcbes celulares como transcricdo de genes, metabolismo de
lipideos, apoptose e vias de sinalizacdo celular (KEYVANI et al., 2012). Tem sido sugerida a
participacdo da proteina do core na imunopatogénese da hepatite C. Atraves da sua interacao
com o receptor de complemento (gC1gR), a proteina do core foi relacionada com a supressao
de resposta de linfdcitos T, levando a desregulacio de células TCD4" e supressdo da funcéo
das células T CD8+, sendo considerada uma molécula imunomoduladora (KITTLESEN et al.,
2000). Foi também sugerida sua participacdo na progressao da fibrose no figado por sua
interacdo com as células estreladas e as células de Kupffer (BATALLER, BRENNER; 2005).

As glicoproteinas do envelope (E1 e E2) sdo importantes para a fusdo e entrada do
virus na célula hospedeira. A proteina E2 tem importante papel no inicio da infec¢do, pois
pode se ligar ao receptor CD81, lipoproteina de alta densidade (HDL) e também o receptor

scavenger (tipo B classe 1). E1 esté envolvida na fusdo da membrana viral ao citoplasma por
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sua interacdo com a proteina do core (FLINT, MCKEATING; 2000; ROSA et al., 1996). E1 e
E2 sdo altamente glicosiladas, contendo até 5 e 11 locais de glicosilacdo, respectivamente.
Além disso, E2 contém regibes hipervariaveis com diferentes sequéncias de aminoacidos que
podem variar em até 80% entre os genétipos do HCV e entre os subtipos do mesmo genotipo
(WEINER et al., 1991).

Foi demonstrado que o p7 é uma proteina de membrana integral. Os estudos in vitro,
sugeriram que p7 poderia funcionar como um canal de calcio (GONZALEZ, CARRASCO;
2003); e parece ser essencial, porque as mutagdes ou delecBes suprimiram a transfeccéao intra-
hepética do HCV (SAKAI et al., 2003).

NS2 é uma proteina transmembrana essencial para o ciclo de replicagdo do virus in
vitro ou in vivo. A porcdo C-terminal da proteina NS2, juntamente com a proteina NS3, forma
uma autoprotease NS2-3. Além disso, a proteina NS2 interage com outras proteinas ndo
estruturais e pode estar envolvida na montagem de particulas de virus (KIM et al., 1996).

NS3 é parte de uma poliproteina com trés atividades enzimaticas: serinaprotease,
NTPase e RNA helicase. A NS3 serinaprotease requer NS4A como cofator, e é responsavel
pelo processamento proteolitico de outras proteinas ndo estruturais, sendo importante para o
ciclo de vida do HCV e para a patogénese da infeccdo (KEYVANI et al., 2012). Foi mostrado
in vitro que o NS3-4A antagoniza a via do Fator 3 Regulatério do Interferon (IRF-3)
dependente de RNA, que é importante na indugdo da resposta antiviral do interferon (FOY et
al., 2003); dessa forma, podendo levar resisténcia a acdo dos IFN do tipo I. Sendo assim, a
protease NS3-NS4A é um dos alvos virais para a terapéutica anti-HCV, como o Boceprevir e
Telaprevir.

NS4B é uma proteina de membrana integral hidrofobica. Sua fungdo é para servir
como uma ancora na membrana para o complexo de replicacdo, sendo considerado o local
para replicacdo do HCV nas células infectadas (MORADPOUR, PENIN; 2013).

A proteina NS5A, uma proteina altamente fosforilada, e a RNA polimerase-
dependente de RNA (NS5B), sdo responsaveis pela replicacdo do HCV. Esta enzima néo
possui atividade de correcdo, sendo propensa a erros durante a replicacdo, e responsavel pela
grande variabilidade genética do genoma do HCV e a dificuldade no desenvolvimento de uma
vacina eficaz. Porem, a proteina NS5B tem uma regido altamente conservada entre as
quasiespécies virais e genotipos virais (DUBUISSON, 2007). O Sofosbuvir, um farmaco de
acdo direta anti-HCV, inibidor da polimerase NS5B, foi aprovado pela ANVISA em 2015 e

mostrou taxa de resposta virologica sustentada de aproximadamente 90% (EASL, 2015).



16

O HCV néo € um virus hepatotropico restrito. Outras células e tecidos também podem
ser infectados, como as células epiteliais, linfécitos B, células dendriticas, mondcitos, células
de linfonodos e do trato digestivo (DUSTIN; RICE, 2007).

O ciclo de vida do virus € iniciado quando particulas do HCV se ligam as células do
hospedeiro através de uma interacdo especifica entre as glicoproteinas de envelope e um
receptor celular. Os receptores e correceptores do hospedeiro mais comuns Sao
glicosaminoglicanos, CD81, receptor scavenger classe B tipo de | (SRBI), os membros da
familia claudina (CLDN1, 6 e 9) e as lectinas ligadoras de manose DC-SIGN e L-SIGN.
Depois, 0 genoma viral é liberado a partir do nucleocapsideo e traduzido por proteinas virais
ndo estruturais. A fita de RNA recém-sintetizada é encapsulada com a proteina do core. O

brotamento viral ocorre mais provavelmente no complexo de Golgi-Reticulo Endoplasmatico.

2.2 EPIDEMIOLOGIA

De acordo com dados do Boletim Epidemiologico de Hepatites Virais (BRASIL,
2010), foram confirmados no Brasil 69.952 casos de hepatite C no periodo de 1999 a 2010.
As maiores taxas foram verificadas nas regides sul e sudeste. Na Bahia, verificou-se uma taxa
de 2,4 casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2010).

O virus da hepatite C é transmitido principalmente por via parenteral: procedimentos
cirurgicos, odontoldgicos, transfusdo de sangue e hemoderivados, o uso de drogas
endovenosas, hemodialise, realizagdo de tatuagem e “piercing”. Outros meios possiveis de
transmissdo estdo relacionados com o uso de objetos como laminas de barbear ou depilar,
escovas de dente e instrumentos para pedicure/manicure. Apdés a diminui¢do do risco de
transmissdo por transfusdo sanguinea, 60 a 70% dos casos novos relacionam-se com o0 uso de
drogas endovenosas (SHEPARD et al., 2005).

No Brasil, observa-se que a maioria dos casos estd relacionada ao uso de drogas
(18%), a transfusdo de sangue e/ou hemoderivados (16%) e a transmissdo sexual (9%), mas
também casos de transmissdo desconhecidos ou ignorados sdo verificados (43%) (BRASIL,
2010).

O HCV possui seis genotipos principais, de patogenicidade semelhante, e dezenas de
subtipos que diferem na distribuicdo geografica e na resposta a terapia antiviral (DUSTIN;
RICE, 2007; BUKH et al., 1995). Os genotipos 1, 2 e 3 tém distribuicdo mundial. No Brasil,
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prevalecem em ordem decrescente de importancia os genétipos 1, 3 e 2, sendo o genotipo 1
mais resistente ao tratamento (FOCACCIA et al., 2004). As altas taxas de muta¢Ges do HCV
e 0S numerosos subtipos virais séo algumas das razdes para a dificuldade no desenvolvimento

de uma vacina eficaz.

2.3 HISTORIA NATURAL DA INFECCAO

O espectro de manifestagdes clinicas da infeccdo pelo HCV inclui a fase aguda e a
doenca crénica. A fase aguda é frequentemente assintomatica, levando a infeccdo crénica em
cerca de 80% dos casos. A hepatite C aguda sintomatica pode ser observada em 15-30% dos
infectados, geralmente sdo sintomas leves e inespecificos, como letargia e mialgia, mas a
ictericia também pode ser observada. Niveis mais altos de ALT sdo observados em infecgdes
agudas sintomaticas do que naquelas assintomaticas.

Cerca de 20% dos pacientes infectados eliminam o virus espontaneamente. A
complexa relacdo entre fatores do hospedeiro e do virus provavelmente afeta a definicdo da
persisténcia ou eliminagdo viral. Alguns fatores do hospedeiro estdo relacionados com a
resolucdo da infeccdo na fase aguda, como género feminino, forte e ampla resposta imune e
fatores genéticos. O polimorfismo do gene IL28B tem uma forte associacdo com a eliminacgéo
do HCV (TILLMANN et al., 2010). Esse gene codifica a citocina I1L-28 (IFN lambda I11),
importante na resposta antiviral. Na infeccdo aguda, o gendtipo IL28B ndo favoravel
(rs12979860) € menos relacionado com a eliminacéo viral do que individuos com o geno6tipo
CC (THOMAS et al.,, 2009). Também, foi mostrado que pacientes com o genotipo CC
responderam 2 vezes mais ao tratamento com interferon e ribavirina do que aqueles com
genotipos ndo-CC. Acredita-se que a variagdo genética influencia a resposta imune inata (GE
et al., 2009) através da producéo de IFN.

A HCC é definida pela persisténcia do virus por mais de 6 meses. As manifestaces da
infeccdo crénica pelo HCV abrangem desde um estagio assintomatico a cirrose e carcinoma
hepatocelular, e geralmente evolui de forma lentamente progressiva. Aproximadamente 20-
30% de individuos cronicamente infectados desenvolvem cirrose ap6s 20-30 anos (CHEN;
MORGAN, 2006).
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2.4 HEPATITE C CRONICA

Geralmente, a hepatite C é diagnosticada em sua fase crénica. Como 0s sintomas sdo
inespecificos ou inexistentes, a doenca pode evoluir durante décadas sem diagnostico, este
ocorre frequentemente apds teste soroldgico de rotina ou mesmo na doagdo de sangue
(THOMAS et al., 2000).

Vaérios fatores estdo implicados no desenvolvimento e evolucdo mais grave da
infeccdo cronica pelo HCV, incluindo a idade do paciente no momento da infecgéo;
alcoolismo; coinfeccdo com o virus da imunodeficiéncia humana adquirida (HIV) ou o virus
da hepatite B (HBV) e o estado imunolédgico.

Na maioria dos portadores do HCV, as primeiras duas décadas, apds a transmissao,
frequentemente evoluem com auséncia de sinais ou sintomas. Os niveis séricos da enzima
alanina aminotransferase (ALT) apresentam elevagdes intermitentes (DUSTIN; RICE, 2007).
Em casos mais graves, ocorre progressao para cirrose com alterac@es sistémicas e hipertensao
portal (ALAZAWI et al., 2010). Na auséncia de tratamento, ocorre a cronificacdo em 60 a
85% dos casos; 20% dos casos podem evoluir para cirrose, e 1 a 5% dos pacientes
desenvolvem carcinoma hepatocelular, com indicacdo para o transplante (CHARLTON,
2001).

Dentro das manifestacbes clinicas da hepatite C crbnica estdo incluidas as
manifestacdes extra-hepaticas, que geralmente ndo sdo autolimitadas e contribuem de forma
importante para a morbidade e mortalidade da infeccdo viral persistente (MAYO, 2003).
Essas manifestacOes afetam cerca de 40% dos portadores cronicos e, muitas delas, estdo
relacionadas com linfoproliferacdo e/ou autoimunidade (LANDAU et al., 2007; HIMOTO;
MASAKI, 2012); originadas pela disfuncdo de linfocitos B: crioglobulinemia mista (CM),
vasculite sistémica, sindrome de Sjogren e linfoma de células B ndo-Hodgkin.

Na Bahia, foi verificado que marcadores de autoimunidade podem ser encontrados em
alta prevaléncia, atingindo cerca de 80% dos portadores do HCV, principalmente
crioglobulinas (ATTA et al., 2009). Em pacientes sintomaticos, as manifestacdes extra-
hepaticas devem ser consideradas, pois nesses pacientes justifica-se o tratamento
independentemente do resultado da histologia hepatica. Pacientes com manifestagdes renais
graves da crioglobulinemia devem receber tratamento imunossupressor adequado (BRASIL,
2010).
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2.5 TRATAMENTO ANTIVIRAL

O objetivo do tratamento é controlar o dano hepatico pela inibigao da replicagdo viral,
impedindo a progresséo para cirrose e carcinoma hepatocelular (SHEPHERD et al., 2004). A
biopsia hepatica € o principal pardmetro da evolugdo da infeccdo. O escore de fibrose
METAVIR ¢é o mais amplamente validado na literatura, e € o principal critério para a
indicacgdo de tratamento farmacologico.

Outro importante parametro usado durante o tratamento é a carga viral, usada como
um preditor de resposta virologica. O tratamento é considerado efetivo quando ha resposta
viroldgica sustentada, que € negativacdo da carga viral mantida por 6 meses apds término do
tratamento. Assim, aumenta-se a possibilidade de regressdo das lesdes histologicas,
diminuicdo do risco de carcinoma hepatocelular (CHC), o controle das manifestacfes extra-
hepéticas e a diminuicdo do risco de transmissdo da doenga (DEUTSCH, HADZIYANNIS;
2008).

No Brasil estd disponivel para o tratamento, o interferon convencional e a ribavirina e
o interferon-peguilado alfa-2a e alfa-2b. O interferon alfa é uma citocina caracteristica da
resposta imune inata do hospedeiro humano. A adi¢do de uma molécula de polietilenoglicol a
molécula do interferon alfa interfere na farmacocinética, prolongando a acdo, elevando a
velocidade de absorcdo, aumentando sua meia-vida e reduzindo o clearance da droga. A
ribavirina € um antiviral analogo de nucleosideo, utilizado por via oral, com mecanismo de
acdo antiviral direto contra virus de RNA e DNA. A ribavirina é convertida por enzimas
celulares aos derivados de trifosfatos, responsaveis por inibir certas enzimas virais envolvidas
na sintese do acido nucleico viral (FELD; HOOFNAGLE, 2005).

Nos ultimos anos, ensaios clinicos tém mostrado que os inibidores de protease séo
eficazes para o tratamento do genétipo 1 do HCV (BACON et al., 2011). Boceprevir e
Telaprevir foram os primeiros inibidores de proteases usados no tratamento do HCV e foram
incorporados ao SUS em 2012. O mecanismo de acdo é a inibicdo da enzima protease NS3-4
do HCV, agindo diretamente sobre o0 HCV, bloqueando sua replicacdo. Ambos sdo utilizados
associados com interferon-peguilado e ribavirina, constituindo uma terapia tripla naqueles
pacientes infectados pelo genétipo 1 do HCV (BRASIL, 2012).

Trés novos medicamentos de acdo direta para tratamento do HCV foram aprovados
pela ANVISA em 2015: Sofosbuvir, um inibidor da polimerase do HCV; Simeprevir, um
inibidor da protease NS3-NS4; e Daclatasvir, um inibidor da NS5A. A combinacdo de
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medicamentos de acgdo direta com ou sem ribavirina, ou em regimes livres de IFN,
apresentaram uma taxa de 90% de resposta viroldgica sustentada para o genotipo 1 (BRASIL,
2015).

O esquema terapéutico dependera principalmente do genétipo do HCV. Até 2013, no
Brasil, 0 esquema recomendado para o tratamento de pacientes infectados pelo gen6tipo 1 do
HCV é a associacdo de interferon-peguilado e ribavirina, por 48 a 72 semanas. O esquema
recomendado para o tratamento da hepatite C cronica pelos genotipos 2 ou 3 era a associacao
de interferon convencional e ribavirina, durante 24 semanas. Outros aspectos clinicos devem
ser observados, como a existéncia de fatores preditores de baixa resposta virolégica, quando o
esquema € a associacdo de interferon-peguilado e ribavirina, durante 24 a 48 semanas
(BRASIL, 2011).

Cerca de 40 a 50% dos pacientes com gendtipo 1 apresentam uma resposta viroldgica
sustentada ao tratamento com interferon-peguilado combinado com ribavirina. Ja os pacientes
com genGtipos 2 e 3 respondem numa taxa de aproximadamente 80%. Pacientes que
apresentem manifestacdes extra-hepaticas relacionadas ao HCV, como crioglobulinemia,
podem ser tratados independentemente do resultado da biopsia (BRASIL, 2011).

Alguns fatores estdo relacionados com falha na RVS, como: género masculino, HCV
de gendtipo 1, carga viral elevada pré-tratamento, fibrose avancada, indice de massa corpérea
(IMC) elevado, presenca de resisténcia insulinica e coinfeccdo com HIV e HBV (ROSEN,
2011).

O interferon e a ribavirina estdo associados com alguns efeitos adversos. Esses efeitos
colaterais sdo responsaveis por 10 a 20% de abandono prematuro de tratamento e, em 20 a
30%, indicam a necessidade de reducdo de dose, reduzindo as chances de RVS (ROSEN,
2011).

2.6 RESPOSTA IMUNE NA HEPATITE C

2.6.1 Resposta imune inata

Nos hepatocitos, TLR-3 (Toll like receptor-3), PKR (protein-kinase R) e RIG-I
(retinoic-acid-inducible gene 1) sdo os principais receptores de reconhecimento do HCV

durante a entrada e replicacdo na célula infectada. Isso inicia a cascata de sinalizacdo
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envolvida na secre¢do de IFN tipo I. A ligacdo de IFN aos seus receptores € responsavel pela
inducdo de centenas de genes estimulados por IFN (ISGs) nas células infectadas e vizinhas, o
que pode limitar a replicacdo do HCV e da transmisséo célula a célula (HEIM, THUMME;
2014).

O HCV, ao infectar os hepatécitos, ativa mecanismos de reconhecimento imune inato
através de TLRs, RIG-1, e PKR que ativam cascatas de sinaliza¢do levando a producao de IFN
do tipo I e tipo 1, e inducdo de varios ISGs antivirais nos hepatocitos infectados. Os ISGs
expressados durante a infeccdo do HCV levam a producdo de moléculas antivirais, mas
também de proteinas que mostraram estarem envolvidas na promocédo da replicacdo viral in
vitro, como I1SG15 e USP18 (WIELAND et al., 2014). Além disso, foi demonstrado que ha
um aumento na expressdo de 1SGs no inicio da infeccdo viral concomitante ao aumento da
carga viral, porém a maioria dos isolados do HCV é resistente a essa resposta imune inata
(HORNER; GALE, 2013).

As células NK sdo consideradas uma das principais células efetoras da imunidade
contra o virus HCV. Principalmente, porque constituem cerca de 30% dos linfécitos do
figado. As células NK intra-hepaticas sdo ativadas por IFN e reconhecem e eliminam o0s
hepatdcitos infectados, gerando corpos apoptoticos contendo antigenos do HCV. Estes corpos
apoptéticos sdo reconhecidos por células apresentadoras de antigenos, como as células de
Kupffer e células dendriticas que processam e apresentam 0s antigenos as células T CD4 e
TCD8, via MHC classe | e MHC classe Il. Hepatocitos infectados também apresentam
antigenos do HCV processados via moléculas do MHC de classe I, e ativam células T CD8
virus-especificas, que contribuem para eliminar mais hepatdcitos infectados e mais geragdo de
corpos apoptoticos contendo os antigenos virais (AHLENSTIEL, 2013).

Além dos hepatdcitos infectados, as células de Kupffer e as células dendriticas podem
secretar IFN tipo | e do IFN tipo Ill, induzindo a producdo de citocinas inflamatorias e
quimiocinas para o recrutamento de células T HCV-especificas. Os interferons tipo | também
ativam células NK, que provocam danos aos hepatocitos infectados, iniciando a hepatite. A
destruicdo de hepatdcitos, por sua vez, estimula células dendriticas na promocéo da secrecédo
de IFN-y por células NK e NKT. IFN-y ativa macréfagos hepaticos no aumento da inflamacéo
local (HIROISHI et al., 2008).
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2.6.2 Resposta imune adaptativa

A imunidade mediada por célula envolve a participacdo de células T CD8+, o0s
linfocitos T citoliticos (CTLs), e linfdcitos T auxiliares (Th) CD4+; este é considerado
mecanismo chave para resolucdo da infeccdo pelo HCV. Foi observado que os individuos
infectados pelo HCV e que curam espontaneamente desenvolvem resposta de célula T CD4",
eficiente e multiespecifica. Por outro lado, uma resposta de célula T CD4+, transitoria e
limitada, relaciona-se com evolugdo para hepatite C cronica (REHERMANN,
NASCIMBENI, 2005; DUSTIN; RICE, 2007). Assim, a geracdo de respostas de célula T
CD8+ e células T CD4+, quando vigorosas e especificas para multiplos antigenos estdo
associadas com eliminacdo espontanea do virus (KANTO; HAYASHI, 2006). Ja niveis
persistentemente altos de antigenemia do HCV podem contribuir para uma exaustdo imune,
que se caracteriza por uma resposta inicial, porém limitada, de células CD4" e CD8"
(DUSTIN; RICE, 2007).

As respostas imunes de células T CD4 e T CD8 HCV-especificas aparecem
tardiamente, cerca de 6-8 semanas ap0s o inicio da infeccdo. Este inicio tardio da resposta de
células T HCV-especifica pode ser atribuido a capacidade do virus de interferir na resposta
imune inata, interferindo na maturacdo de células dendriticas ou processamento e
apresentacdo de antigenos. O surgimento de resposta de células T CD8 virus especificas e a
secrecdo de IFN-y esta ligada cineticamente a diminui¢do na carga viral (ABDEL-HAKEEM,;
SHOUKRY, 2014).

2.6.3 Mecanismos de evasdo da resposta imune

A infeccdo pelo HCV torna-se crbénica na maioria dos pacientes. Dessa forma, €
possivel que o virus module o sistema imune do hospedeiro; porém o0s mecanismos
responsaveis pela persisténcia do HCV néo séo ainda completamente entendidos (DUSTIN,
2014).

Alguns mecanismos foram propostos para tentar relacionar a falha na resposta imune
do hospedeiro e a persisténcia viral na hepatite pelo HCV, como: mutacbes em regides
imunogénicas do HCV, exaustdo de células T efetoras como consequéncia da continua
exposicao a alta carga viral, defeito na apresentacdo antigénica, supressao da resposta por

proteinas virais, defeito na maturacdo de linfocitos T e supressdo da resposta imune pelas
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celulas T regulatérias (Treg) (DUSTIN; CASHMAN; LAIDLAW, 2014; SPAAN et al.,
2012).

Proteinas virais tém sido relacionadas com evasdo de resposta ao IFN tipo I. As
proteinas NS3-4A, core, E2 e NS5 interferem nas vias de reconhecimento e sinalizacdo de
indugdo de IFN (HORNER; GALE, 2013). Além disso, tem sido mostrado que os ISGs
permanecem em alta expressdo mesmo em pacientes com infeccdo cronica, sendo relacionado
a baixa resposta ao tratamento antiviral. E sugerido que a infeccdo viral sustentada em
conjunto com a alta expressdo de ISGs, torna as células refratarias ao estimulo externo de
inducdo do IFN (ABDEL-HAKEEM, SHOUKRY; 2014).

Durante a infecc¢do pelo HCV, foi observada frequéncia diminuida das células NK no
sangue periférico e no figado, com aumento da distribuicdo de células NK CD56™M As
células NK CD56"" sio uma subpopulacio de células NK menos maduras com fungéo de
producdo de citocinas imunorregulatérias. O HCV interfere na funcdo de células NK por
algumas maneiras. A ligacdo da proteina do E2 do envelope viral com o receptor CD81 sobre
as celulas NK blogueia a producdo de IFN-y ¢ a liberagcdo de granulos citotoxicos. Mas
também, na infeccdo crénica, hd aumento da producao de citocinas IL-10 e TGF-f por células
NK (HOLDER et al., 2014). Além disso, foi mostrado que o core do HCV induz a expresséo
do HLA-E sobre os hepatdcitos, que é um ligante para o receptor inibitorio NKG2A das
células NK, interferindo na funcdo dessas células (SENE et al., 2010).

O fracasso da resposta imune de células T especificas é causado principalmente pela
exaustdo de células T e ao aparecimento de mutacdes de escape em epitopos alvos, com a
evolugdo de quasiespécies virais. O HCV tem elevada taxa de replicacdo e a falta de
capacidade de revisdo durante a replicagcdo, permite um escape viral das respostas imune
humoral e celular, levando a infeccdo persistente. Desenvolvimento de mutacdes em epitopos
restritos a0 MHC de classe 1, alvos de células T CD8 " estdo associados com persisténcia,
provando que as células T CD8 sofrem uma pressao seletiva (TIMM et al., 2004).

Uma caracteristica da infecgdo cronica pelo HCV é a presenca de células TCD8"
HCV-especificas funcionalmente deficientes, com a incapacidade de secretar citocinas
antivirais, como IFN-y, ou incapacidade proliferativa (HEIM; THIMME, 2014). A exaustdo
de células T é caracterizada por uma modulagdo de receptores inibitérios, como aumento da
expressao da molécula inibitéria PD-1 e uma baixa expressdo de CD127 (RADZIEWICSZ et
al., 2007). Foi mostrado que células TCD8" HCV-especificas intra-hepéticas com expressio

de células PD-1 sdo susceptiveis a apoptose (KROY et al., 2014).
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O HCV provoca anergia de células T HCV-especificas pela inducdo de moléculas
coestimulatorias negativas. Essas células efetoras sdo caracterizadas pela perda da capacidade
proliferativa e producdo de citocinas Thl, e consequente incapacidade de eliminar hepatocitos
infectados. As células T que passam pela exaustdo, perdem primeiramente a sua capacidade
para produzir IL-2, uma citocina relacionada com a proliferacdo; e em seguida, pela perda
sequencial de citotoxicidade e produgéo de TNF-a ¢ IFN-y (WHERRY, 2011).

Infeccdo persistente pelo HCV também afeta as respostas das células T CD4". Ao
contrario do que ocorre com epitopos para células T CD8, mutacdes de escape sao incomuns
para epitopos restritos ao MHC classe Il, sugerindo que este € um mecanismo improvavel de
falha de célula T CD4. Mas, as respostas de células T CD4" especificas, fracas e disfuncionais
tém sido relatadas em infeccdo cronica (FLEMING et al, 2010). Na infeccdo cronica, essas
células perdem sua capacidade proliferativa e producdo de citocinas, principalmente IL-2, e
diminuem sua frequéncia em sangue periférico.

A participacdo de anticorpos neutralizantes é controversa no controle da infeccéo,
algumas evidéncias mostram que podem bloquear a entrada do virus na célula hospedeira, e
impedir que mais hepatdcitos sejam infectados. A maioria dos pacientes infectados pelo HCV
produzem anticorpos contra epitopos para as proteinas estruturais e nao estruturais, mas a
maior parte ndo possui atividade antiviral relevante e sdo importantes para os testes
diagnosticos (DUSTIN; CASHMAN; LAIDLAW, 2014).

O HCV escapa da imunidade humoral pela evolucdo de quasiespécies, mascarando
epitopos alvos por glicosilacdo das proteinas do envelope, ao associar-se com particulas de
lipoproteinas, protegendo o virus da acdo dos anticorpos neutralizantes. Além disso, 0 HCV
pode se disseminar por transmissdo entre as células vizinhas, evitando a exposicdo aos
anticorpos circulantes (DUSTIN; CASHMAN; LAIDLAW, 2014).

Alguns autores tém avaliado o papel de células Treg na infeccdo pelo HCV. Pesquisas
inicialmente investigaram o possivel papel das células Treg na supressdo de resposta imune de
células T efetoras e na persisténcia viral. McDonald et al. (2002) isolaram clones de células T
regulatérias produtoras de IL-10 de pacientes com infeccdo cronica, porém essas células ndo
foram isoladas de individuos com infeccdo controlada. Outros estudos também mostraram que
pacientes com infeccdo persistente tém aumento na frequéncia de células com marcadores
fen6tipos tipicos de Treg, células T CD4*CD25™" e CD25'FoxP;', e que essas células
diminuem a atividade de linfocitos T CD8" antigeno-especificas para 0 HCV (BOETTLER et
al., 2005; CABRERA et al., 2004). Por outro lado, deficiéncia quantitativa de células

CD4*'CD25™" foi observada em individuos com HCV associado com manifestacdes de
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autoimunidade. Boyer et al. (2004) demonstraram que pacientes com vasculite
crioglobulinémica tém quantidade reduzida de células Treg em sangue periférico quando
comparados com individuos cronicamente infectados pelo HCV, mas sem manifestacdes de
autoimunidade.

Em um grande estudo de seguimento de 131 portadores do HCV, foram avaliados os
niveis de Treg em grupo de pacientes com crioglobulinemia sintomaética, tanto durante como
apos tratamento com interferon-o peguilado e ribavirina. Foi demonstrado que manifesta¢des
de autoimunidade induzidas pelo HCV estdo associadas com niveis mais baixos de Treg
(LANDAU et al., 2008). Neste mesmo estudo, foi observado que a resposta ao tratamento foi
acompanhada por um aumento nos niveis de células Treg, com relacdo oposta em pacientes
com infeccdo crénica pelo HCV sem manifestacdo de autoimunidade. Esses autores propdem
que as células Treg podem ter um papel duplo na infeccdo crénica pelo HCV, tanto
impedindo a eliminacdo viral, como limitando a lesdo tecidual autoimune. Porém, mais
estudos sdo necessarios para definir mecanismos pelos quais as células T regulatérias podem
influenciar o curso da infeccdo e interferir na eliminacdo viral (DUSTIN; CASHMAN;
LAIDLAW, 2014).

Outros estudos tém verificado a frequéncia de células T regulatérias intra-hepaticas
em portadores do HCV. Foi demonstrado aumento do numero de células T
CD4'CD25"FoxPs" em bidpsia de figado de portadores do HCV, e que as células Treg foram
mais numerosas nos individuos com fibrose limitada, mostrando o papel supressor sobre as
células efetoras envolvidas no dano celular (CLAASSEN et al., 2011). Posteriormente, foi
mostrado 0 aumento da frequéncia de células Treg CD4"CD25 FoxPs" intra-hepaticas,
durante a terapia antiviral com interferon mais ribavirina, e que o nimero das células Treg
permaneciam aumentados com 0 sucesso terapéutico, indicando que as células Treg tém
importante papel na imunidade de pacientes previamente infectados pelo HCV (CLAASEN et
al., 2011).

A secrecdo de citocinas imunorregulatdrias esta relacionada com a infeccéo cronica
pelo HCV, persisténcia viral e disfuncdo de células T CD8". Durante a infeccdo aguda pelo
HCV, os niveis elevados de IL-10 estdo associados com a progressdo para infec¢do cronica
(FLYNN et al., 2010). Na HCC, foi verificada a supressdo de IFN-y no figado com a
proliferacéo de células T CD8" HCV-especificas produtoras de IL-10. A 1L-10 secretada por
mondcitos e células NK foi também relacionada com a supressdo de células T, em resposta ao
estimulo de peptideos do HCV (SENE et al., 2010). Além disso, foi mostrado que as células T

CD8" intra-hepéaticas HCV-especificas e produtoras de 1L-10 evitavam dano hepatico durante
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a infeccdo cronica (ABEL et al., 2006). Ainda, o TGF-B esta também envolvido na supressao
da resposta imune antiviral, sendo mostrado que o bloqueio da secre¢do de TGF-B resultou
num aumento da producéo de IFN-y por células T CD8" HCV-especificas (ALATRAKCHI et
al., 2007). O aumento da secrecdo de IL-10 e TGF-B tem dupla fungdo na infec¢do cronica,
suprimindo a reposta imune com persisténcia viral como também diminuindo o dano
hepatico.

Dessa forma, o HCV pode escapar da resposta imune, por interferir com a via de
sinalizacdo de IFN, inibindo fungdes das células NK, mutacdes de escape de epitopos alvos de
células imunes, ou exaustdo de células T CD8 e T CD4 HCV-especificas, através de
regulagcdo positiva de moléculas de exaustdo como PD-1 e indugdo de células Tregs que
podem atenuar as respostas HCV-especificas através da secrecdo das citocinas

imunorregulatérias IL-10 e TGF-p.

A persisténcia do HCV na maioria dos individuos infectados est4 relacionada com
falhas na resposta imune do hospedeiro.

Alguns estudos mostraram que células T regulatérias tém um papel na persisténcia
viral por supressao da resposta de células T virus-especifica, cujo mecanismo envolvido na
funcdo supressora ndo é conhecido, porém varios fatores estariam implicados, como a agéo de
citocinas IL-10 e TGF-p (BOETTLER et al., 2005; CABRERA et al., 2004; MIYAAKI et al.,
2008)

Estudos anteriores do nosso grupo tém documentado alta prevaléncia de marcadores
de autoimunidade na HCC, sendo a crioglobulinemia a mais prevalente, seguido de
autoanticorpos ndo-orgao especificos (NOSA). Porém, diferente do observado em outras
regides geogréaficas, as manifestacdes clinicas de autoimunidade sdo pouco descritas nos
pacientes (ATTA et al., 2009; ATTA et al., 2008; SOUSA-ATTA et al., 2006).

Também, documentamos que o perfil de citocinas séricas nos portadores de HCC que
apresentavam crioglobulinemia e NOSA foi representado por aumento de IL-2, IL-5 e BAFF,
sem alteracdo nos niveis de IL-10 e IL-4 (ATTA et al., 2010).

Em seguimento a esses estudos, e devido as influéncias de fatores étnicos e ambientais
na apresentacdo clinica da HCC, a avaliacdo da resposta imune celular desses individuos em
uso de terapia antiviral, podera contribuir na compreensdo do comportamento dessa infeccéo

em nossa populacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta imune celular de portadores de hepatite C crénica,com e sem manifestacoes de

autoimunidade, antes e durante o tratamento antiviral com interferon e ribavirina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar quantitativamente os linfocitos T, B, NK e Treg do sangue periférico de
portadores do HCV, antes e na 122 semana do tratamento antiviral e controles sadios.

e Avaliar a resposta funcional de células mononucleares de sangue periférico ex vivo,
através da producdo de citocinas imunorregulatérias (IL-10 e TGF-p) e as relacionadas
a resposta antiviral (IL-2, IFN-y), frente a antigenos do core e proteinas ndo estruturais

(NS3, NS4 e NS5) do HCV.

e Auvaliar os resultados obtidos com manifestacdes de autoimunidade nos pacientes.
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4 CONCLUSOES GERAIS

e As frequéncias das células B, T (CD3, CD4, CD8 e Treg) e NK foram similares nos
portadores de HCC brasileiros independentemente do tratamento antiviral. Porém a
infeccdo pelo HCV foi relacionada com aumento na frequéncia de células B, e
diminuicéo na frequéncia de células CD8" e NK, em relagdo aos individuos saudaveis;
estando associada com resposta imune celular funcionalmente alterada observada na
infeccéo.

e Os portadores de HCC e com RVP desenvolveram significativa producdo de IL-10,
baixa producdo de IL-2 e IFN-y, e producdo aumentada e indiferenciada de TGF-3,
esta Ultima associada a carga viral, induzidas por peptideos do HCV.

e A reducdo na frequéncia da populacdo das células T regulatérias CD4"CD25 FoxP3"
em portadores de HCC brasileiros esta associada com o desenvolvimento de
crioglobulinemia, sem alteracdes nas populacdes de linfécitos B, T (CD4*, CD8") e
NK.
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6 ANEXOS

Parecer Consubstanciado de Projeto

[ Titulo do Projeto: Células T regulatérias na hepatite viral C crénica

| Pesquisador Responsavel Isabela Silva de Oliveira

| Data da Versao 04/11/2010 | [Cadastro 103 | | Data do Parecer 26/05/2011 |

| Grupo e Area Tematica Il - Projeto fora das areas tematicas especiais j

Objetivos do Projeto

OBJETIVO GERAL

Investigar a frequéncia e fungao de células T regulatérias em pacientes com infec¢ao cronica
pelo virus da hepatite C, com e sem manifestagoes de autoimunidade, antes, durante e apos
tratamento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar quantitativamente os linfécitos T, B e NK do sangue periférico de portadores do
HCV, antes e nas semanas 4 e 12 pés tratamento e controles sadios.

2. Determinar a frequéncia de células T regulatérias CD4+CD25+FoxP3 nesses individuos, nos
periodos referidos acima.

3. Comparar o nimero das células Treg CD4+CD25+FoxP3+ nos portadores do HCV antes, 4 e
12 semanas do tratamento antiviral.

4. Determinar os niveis séricos das citocinas IL-2, IL-5, IL-10 e TGF-B nestes individuos.

5. Avaliar a resposta funcional de células T regulatérias ex vivo, através da producao das
citocinas IL-2, IL-5, IL-10 e TGF-B, frente a antigenos do core do HCV.

6. Correlacionar os resultados obtidos com manifestagées de autoimunidade nos pacientes.

Sumario do Projeto

Trata-se de estudo que visa avaliar a frequéncia das células T regulatérias em individuos
portadores de infecga@o crénica pelo virus da hepatite C, sua relagio com a presenca de
marcadores de autoimunidade e resposta ao tratamento.

Neste estudo seréo incluidos 20 individuos de ambos os sexos, atendidos no Ambulatério de
Hepatites do Complexo Hospitalar HUPES, diagnosticados clinicamente e sorologicamente
para hepatite C (ELISA de 32 geracio), demonstracio de RNA viral no sangue, genotipagem,
carga viral e histopatologia de biépsia hepatica. Serdo selecionados inicialmente individuos
sem tratamento prévio antiviral, e que serio avaliados ap6s 4 e 12 semanas do inicio do
tratamento antiviral. Serao adotados os seguintes critérios de exclusio: co-infecgdes virais
por HIV, HTLV e virus da hepatite B ou presenca de outras enfermidades crénicas.

O grupo controle sera representado por 20 doadores sadios de sangue, pareados por sexo, e
de idade mais préxima possivel a do grupo alvo.

As amostras serao coletadas antes do inicio do tratamento e durante o tratamento antiviral (4
e 12 semanas).

As analises estatisticas serio realizadas utilizando o programa Prism versao 5.0 (GraphPad
Software Inc., USA).

Aspectos relevantes para avaliagao Situacdo
Titulo Adequado
Relagdo dos Pesquisadores Adequada
Local de Origem na Institui¢do Adequado
Projeto elaborado por patrocinador Nao
Local de Realizagio Prépria instituigio
Outras instituigdes envolvidas Nao
Condigées para realizagao Adequadas
Introdugao Adequada
Objetivos Adequados
Método
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Tipo de projeto Pesquisa em Seres Humanos
Delineamento Comentario
Tamanho de amostra Total 20 Na Instituigao 20
Calculo do tamanho da amostra Adequado
Participantes pertencentes a grupos especiais Nao
Selegio eqiiitativa dos individuos participantes Adequada
Critérios de inclusdo e exclusédo Adequados
Relagao risco- beneficio Adequada
Uso de placebo Nao utiliza
Periodo de suspensido de uso de drogas (wash out) | Nao utiliza
Monitoramento da seguranca e dados Adequado
Armazenamento de material biolégico Adequado
Instrumentos de coleta de dados Adequados
Avaliagado dos dados Adequada - quantitativa
Privacidade e confidencialidade Adequada
Termo de Consentimento Adequado
Adequacao as Normas e Diretrizes Sim
Cronograma Adequado
Data de inicio prevista
Data de término prevista
Orgamento Adequado
Solicita recursos a instituigdo Nao
Fonte de financiamento externa Nao
Referéncias Bibliograficas Adequadas
Recomendagdo
| Aprovar

Comentarios Gerais sobre o Projeto

Projeto Aprovado.

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar
seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdao alguma e
sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e deve receber
uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (Item IV.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no
protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apés andlise das
razées da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item lil.3.2),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto
ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime
oferecido a um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que requeiram agao
imediata.

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes
que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do
pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar
notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em
/ / e ao término do estudo.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Células T regulatorias na hepatite viral C cronica

Investigador: Profa. Dra. Maria Luiza Brito de Sousa Atta, Laboratério de Pesquisa em Imunologia,
Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal da
Bahia, Salvador, telefone 71 3283-6972.

Objetivos e antecedentes: Trata-se de estudo que visa avaliar a expressao e frequéncia de células T
regulatérias em sangue periférico de individuos portadores da hepatite viral C, como possivel
interferente da resposta imunoldgica ao virus e a resposta ao tratamento, que serd desenvolvido
com individuos incluidos nos protocolos de tratamento no Ambulatério de Assisténcia Farmacéutica
do Complexo Hospitalar Universitario Prof. Edgard Santos, da Universidade Federal da Bahia. Neste
estudo também serd utilizado um grupo controle, formado por individuos sadios. Estes ultimos sé
participarao do procedimento 1, descrito abaixo.

Procedimentos: Se eu concordar em participar deste estudo, acontecera o seguinte:

1. Retirada de uma pequena quantidade do meu sangue, cerca de 20 mililitros, através de coleta realizada em ma
das veias do meu antebraco, para que sejam realizados exames laboratoriais de autoimunidade (reacdo
imunolégica produzida no meu organismo contra diversos componentes do meu proprio corpo), exames
hematolégicos (hemograma e determinagdo das subpopulagdes de linfécitos) e bioquimicos (enzimas hepaticas,
creatinina).

2. Depois de iniciado o meu tratamento, recomendado pela equipe médica responsavel pelo
meu acompanhamento clinico, devo comparecer na 4% e na 122 semana (1 més e 3 meses,
respectivamente) no endereco da Rua Bardo de Jeremoabo, s/n°, Faculdade de Farmaécia,
bairro de Ondina (tel.: 71 — 3283-6972), onde terei novamente meu sangue coletado, cerca de
15 mililitros, para que sejam repetidos os exames laboratoriais de autoimunidade, exames
hematologicos (hemograma e determinacdo das subpopulacdes de linfocitos) e bioquimicos
(enzimas hepéticas e creatinina), para avaliacdo da resposta que estou apresentando aos
medicamentos que estou usando.

Beneficios: Posso ndo ter beneficios diretos da participacdo nesta pesquisa, como também nao
receberei nenhum auxilio financeiro por esta minha atitude de participar dela. O Unico
beneficio que terei sera a avaliacdo laboratorial, sem nenhum custo, a qual podera ou nédo
causar novas condutas clinicas e/ou tratamentos pela equipe médica responsavel que me
acompanha.

Riscos: Nesta pesquisa ndo usarei nenhum outro medicamento ou produto. Sei, e também fui
informado (a) que as coletas do meu sangue nao oferecem nenhum risco para minha saude,
assim como ndo poderd causar nenhuma reagdo adversa futura ao meu organismo. Havera
apenas um desconforto causado pela agulha durante os procedimentos de coleta de sangue,
gue ndo dura mais que um minuto. Eventualmente podem ocorrer hematomas. Caso a
formacdo do hematoma seja identificada durante a puncédo, deve-se retirar imediatamente o
torniquete e a agulha. E necesséaria uma compresséo local durante pelo menos dois minutos. O
uso de compressas frias pode auxiliar na atenuacdo da dor local. O hematoma desaparece
naturalmente. O procedimento de dobrar o braco ap6s a retirada da agulha e/ou carregar
objetos relativamente pesados logo apds a coleta contribui para a formacdo do hematoma
mesmo apds uma coleta de sangue bem sucedida.

Confidencialidade: Os resultados dos exames de sangue realizados durante o estudo seréo
enviados a equipe médica que me acompanhard durante 0 meu tratamento, aos quais terei
acesso se for minha vontade. Com excecdo dessa liberacdo de resultados, todas as
informag0es obtidas neste estudo serdo consideradas confidenciais e usadas estritamente para
fins de pesquisa, cujos resultados obtidos neste estudo (de todos os pacientes juntos, sem que
nenhum seja identificado individualmente) serdo publicados em congressos e revistas
médicas, 0 que permitir avangos no conhecimento da hepatite C crénica no Brasil, ajudando
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outros pacientes como eu. Minha identidade e privacidade serdo mantidas em segredo de
acordo com a lei de Pesquisa em Seres Humanos.

Questdes: , colaborador da pesquisa,
discutiu essas informacgdes comigo, oferecendo-se para responder minhas duvidas. Caso eu
tenha perguntas adicionais, poderei ligar para o telefone , ou a Dra. Maria

Luiza Atta, coordenadora do estudo, pelo telefone 3283-6972.

Direito de recusa ou desisténcia: Minha participacdo no estudo € totalmente voluntéria,
sendo eu livre para recusar a tomar parte ou abandonar a pesquisa a qualquer momento sem
afetar ou por em risco meu futuro atendimento médico.

Consentimento: Concordo em participar deste estudo. Recebi uma cépia do presente termo
de consentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer davidas.

Salvador, / /

Nome: RG:

Assinatura do paciente:

Assinatura do pesquisador:




