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RESUMO

A infec¢do crbnica pelo virus da hepatite C (VHC) é um problema grave de satde publica. O
envolvimento das respostas imunes do hospedeiro esta intimamente associado a persisténcia
viral, a evolugdo para a cronicidade, assim como a ocorréncia de lesdo hepéatica. O objetivo
deste trabalho foi o de avaliar o papel de populagdes linfocitarias, especialmente as células
Th17, em relacdo a sua frequéncia e resposta funcional, em pacientes com infeccdo cronica
pelo VHC, gendtipo 1, sem tratamento antiviral e comparar apos 12 semanas de tratamento
antiviral, com pacientes ndo-respondedores, assim como individuos sadios. Para a avaliagao
da frequéncia das populacdes celulares, foi utilizada citometria de fluxo (FACS Canto Il) e
anticorpos monoclonais especificos. Foi realizada a andlise da producdo de citocinas
associadas ao perfil Th1l7, por células mononucleares de sangue periférico (CMSP) de
pacientes com hepatite C cronica, estimuladas com antigenos do VHC. Detectou-se que a
infeccdo crbnica pelo virus da hepatite C (gendtipo 1) apresentou frequéncia mais baixa de
células Th17 no sangue periférico do que individuos sadios e, aparentemente, esta alteracao
celular ndo esta relacionada com a carga viral ou lesdo hepatica. Em relacdo a producao ex-
vivo de citocinas associadas ao perfil Thl7, identificou-se que os pacientes nédo tratados
apresentaram uma producdo de IL-17A, em resposta ao estimulo in vitro pelas células
estimuladas com o antigeno do Core e o0 antigeno NS3 do VHC. Contudo, os individuos néo-
respondedores produziram IL-17A e IL-17F apenas para o estimulo do Core, evidenciando,
portanto, uma diferenca na elaboragéo da resposta imune, por estes pacientes.

Palavras-chave: Hepatite C, Th17, IL-17A. IL-17F. IL-21.



ABSTRACT

Chronic infection with the hepatitis C virus (HCV) is a serious public health problem.
Involvement of immune responses of the host is closely associated with viral persistence,
evolution to chronicity, as well as the occurrence of liver injury. The aim of this study was to
evaluate the role of lymphocyte subsets, especially Th17 cells, in relation to their frequency
and function, in patients with chronic HCV infection, genotype 1, without antiviral treatment,
and to compare after 12 weeks of antiviral treatment, with non-responders patients, as well as
healthy individuals. For the evaluation of the frequency of cell subpopulations, flow
cytometry (FACS Canto 1) was used and specific monoclonal antibodies. It was made the
analysis of the production of cytokines associated to the Th17 profile by peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) of patients with chronic hepatitis C, stimulated with HCV
antigens. Chronic infection by hepatitis C virus (genotype 1) was found to have a lower
frequency of Thl7 cells in the peripheral blood than healthy individuals, and apparently, this
cellular change is not related to viral load or liver injury. Regarding the ex vivo production of
cytokines associated with the Th17 profile, untreated patients were found to have IL-17A in
response to stimulation in vitro by cells stimulated with the HCV Core and NS3 antigens.
However, non-responders produced IL -17A and IL-17F only for the Core stimulus. This
shows, therefore, a difference in the development of the immune response for these patients.

Keywords: Hepatitis C, Th17, IL-17A, IL-17F, IL-21
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1 INTRODUCAO GERAL

Em pleno século XXI, o mundo passa por uma revolucdo tecndlogica, com avangos
substanciais em diversas areas e um ganho inigualdvel no que diz respeito as conquistas
materiais, sociais e intelectuais. No ambito da salde, tem-se observado uma riqueza de
conhecimento sobre as mais diversas doencas existentes, como também, um advento de
ferramentas diagnosticas e drogas terapéuticas que vem solucionando, ou ao menos, se
aproximando da resolucdo e cura de muitas delas.

A hepatite C é considerada hoje uma doenca de grande alcance mundial.
Aproximadamente 185 milhdes de pessoas em todo mundo sdo acometidas por essa
enfermidade, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), estando associada a
alta taxa de morbimortalidade. E a causa lider de hepatite cronica, cirrose, carcinoma hepatico
e de indicacdo primaria para transplante de figado. Além disso, o elevado nimero de novos
casos em adultos jovens tém levado a corrida mundial para estudar e entender melhor essa
doenga (ALLISON et al., 2016; FOSTER et al., 2012; GUIDO, M.; MANGIA, A.; FAA,
2011; WARD, 2014a).

Apesar da gravidade e de ser considerada um problema de salde publica, a hepatite C
¢ uma das doencas infecciosas com grande perspectiva de cura. Isto se deve aos novos
medicamentos que atuam de forma eficiente, em menos tempo, € com menos eventos
adversos para o paciente: sdo as novas drogas antivirais que agem diretamente sobre o virus e
que séo consideradas medidas de intervencgéo terapéutica que trazem uma esperanca realista e
otimista para a populacdo acometida (DUSHEIKO, 2017; GREBELY; DORE, 2011). Depois
de um periodo de 20 anos, sem qualquer novidade terapéutica para a hepatite C, hoje
vivencia-se um grande momento de conquistas e expectativas para um novo futuro.

Tendo em vista a evolugcdo metedrica atual no campo das ciéncias da salde e,
principalmente, na hepatite C, comunidades médicas e de pesquisas internacionais tém
combinado seus esforcos no diagndstico, tratamento e prevencdo da propagacdo dessa
infeccdo. Para avaliar a capacidade dessas terapias em conter essa infeccdo, € necessario um
conhecimento mais aprofundado da resposta imune do hospedeiro frente ao virus, para o
sucesso da terapia medicamentosa e, consequentemente, para a obtencdo da cura total da
hepatite C.

H& alguns anos, com a caracterizacdo do distinto grupo de células T auxiliares,
denominadas celulas Th17, tem-se demonstrado importante envolvimento dessas celulas na

patogénese de doencas hepéticas, como a hepatite C, regulando a imunidade inata e adaptativa
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(FOSTER et al., 2012). Assim, as células Th17 tém sido cada vez mais estudadas e tém
fornecido novas descobertas dentro dos mecanismos que séo importantes no desenvolvimento
de autoimunidade e na defesa antimicrobiana do hospedeiro.

Achados preliminares do nosso grupo, envolvendo citocinas séricas do perfil Thl7,
indicaram a necessidade de continuidade das pesquisas sobre a participagdo das células Th17
na imunopatogénese da hepatite C cronica (SOUSA eta l., 2012).

Atualmente, sabe-se que o virus da hepatite C pode induzir uma resposta especifica de
células Thl7, onde o grau de inflamacdo hepética foi diretamente correlacionado com a
infiltracdo dessas células (CHANG et al., 2012; FOSTER et al., 2012; TU et al., 2011; VAN
DE VEERDONK et al., 2009). Além disso, a participacdo de citocinas deste perfil tem sido
demonstrada em envolvimento com a resposta ao tratamento antiviral para essa doenca
(BOWEN, 2012).

Em termos de hepatite viral, o papel das células Th17 tem sido melhor estudado nas
infeccBes cronicas pelo virus da hepatite B; enquanto que essa resposta imune na infec¢do
pelo virus C é menos caracterizada. No entanto, dado o aparente papel das células Th17 em
multiplas doencas imunes e em outras condi¢des inflamatdrias, torna-se também importante
estudar esse perfil celular nas respostas desencadeadas na infec¢do pelo virus da hepatite C.

Os estudos que estdo sendo realizados atualmente ainda exibem diversas controvérsias
que necessitam ser melhor esclarecidas, principalmente em relacdo ao papel das células Th17
no tratamento dos pacientes e no clearance viral. Este trabalho, se propGe a caracterizar o
perfil destas células Th1l7, na infeccdo cronica pelo VHC, ampliando estes estudos nos
diversos grupos populacionais, sabendo-se que as caracteristicas genéticas do hospedeiro
interferem no desenvolvimento de varias doencas, e contribuindo para o conhecimento da

imunopatogenia da hepatite C crdnica, na nossa populacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HEPATITE C - ADOENCA

A hepatite C é uma doenca infecciosa de grande amplitude mundial, causada pelo
virus da hepatite C (VHC), caracterizando-se, atualmente, como um problema de salde
publica emergente. E uma doenca que se apresenta de forma silenciosa, permanecendo
completamente assintomatica por um longo periodo de tempo. Isso faz com que muitos casos
ndo sejam diagnosticados, inviabilizando, assim, um tratamento precoce, alem de favorecer a
ampla disseminacdo do virus.

A hepatite C cronica (HCC) é hoje uma das principais causas de doencas do figado,
em estagios avancados, assim como vem sendo associada as causas de morte relacionadas a
este 6rgdo. Esta doenca vem ganhando bastante notoriedade no cenario mundial, visto a
rapida ampliacdo do nimero de casos e importante gravidade. Dados ja vém relatando uma
estimativa da ocorréncia de carcinoma hepatico na Europa e EUA, com um pico por volta do
ano de 2020, com uma incidéncia aproximada de 78.000 e 27.000 novos casos,
respectivamente (ATTAR et al., 2016). Devido a isso, diversas pesquisas tém sido realizadas
no intuito de elucidar questdes ainda ndo bem compreendidas, principalmente no que dizem
respeito as respostas imunes do hospedeiro frente a infeccdo, e a sua forma de alcancar a
eliminacdo viral, junto com 0s novos tratamentos.

Devido ao continuo aumento no ndmero de pacientes infectados, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) tem reconhecido a hepatite C como um dos principais problemas de
salde do mundo, sendo que hoje o VHC é considerado o patdgeno de origem sanguinea mais
comum (MUKHERJEE et al., 2014; SAEED; WAHEED; ASHRAF, 2014). Em funcéo disto,
varias estratégias epidemioldgicas e de intervencdo estdo sendo realizadas para prevencdo e
controle da doenca na tentativa de reduzir a sua propagacdo (JAROSZEWICZ et al., 2015).

Em relagdo a epidemiologia da doenca, estimativas mais recentes mostram uma
soroprevaléncia (presenca do anti-VHC) estimada em 1,6% (variando entre 1,3-2,1%), 0 que
equivale a mais de 115 milhGes de pessoas infectadas mundialmente (MANNS et al., 2017).
Adicionalmente, mais de 350.000 morrem a cada ano por causas relacionadas a infeccédo pelo
VHC, principalmente associadas a ocorréncia de hepatocarcinoma, o qual é estimado em
aproximadamente 3% ao ano (ABDELRAHMAN et al, 2015, DUDDEMPUDI,
BERNSTEIN, 2014; ZIGNEGO; GIANNINI; GRAGNANI, 2012). Nos EUA,

aproximadamente 3 milhdes de pessoas estdo vivendo infectadas por esse virus, sendo 76%
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delas nascidas entre 1945-1965, refletindo a substancial incidéncia da infeccdo antes da
descoberta do virus (WARD, 2014).

Algumas diferencas de faixa etaria em pacientes infectados tém sido observadas,
mostrando que apesar da grande maioria estar acima dos 40 anos (infec¢do na década de 70-
80), hoje individuos mais jovens tém sido diagnosticados como portadores do VHC. Isso
demonstra duas situagdes: a questdo da notificacdo, que hoje vem sendo feita com mais
frequéncia e, apesar de toda divulgacdo sobre vias de transmissdo e prevengdo, 0
compartilhamento de drogas injetaveis tem sido uma das principais rotas da infeccdo na
atualidade. Paises desenvolvidos como EUA, Austrédlia e varios do Oeste Europeu, como
Franca e Suica, apesar da baixa prevaléncia em geral, ttm seus nimeros de individuos
infectados cada vez mais elevados nas faixas etarias mais jovens (HAJARIZADEH,;
GREBELY; DORE, 2013).

De acordo com a OMS, o Brasil é considerado um pais de endemicidade intermediaria
para hepatite C, com prevaléncia da infecgéo situada entre 2,5% e 10%, o que equivale a mais
de 2,5 milhdes de pessoas infectadas. Dados nacionais demonstraram um ndmero inferior ao
relatado pela OMS, onde 1,4 a 1,7 milhdes de brasileiros estariam infectados cronicamente
pelo virus da hepatite C. Além disto, de acordo com o Ministério da Saude, a transmisséo da
hepatite C esta estavel no Brasil, em termos de nimero de casos novos diagnosticados por
ano, no periodo entre 2004 e 2014, & excegédo de 2013 (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2015).

As regides Sudeste e Sul concentram 86% dos casos notificados de hepatite C no
Brasil, sendo a Regido Sudeste responsavel por 60% dos casos, porém, o numero exato de
pessoas vivendo com o virus é desconhecido. Na Bahia, a ocorréncia de hepatites virais vém
declinando nos altimos anos, em que o nimero de casos de 346 em 2010 reduziu para 234 em
2011; e o VHC foi o segundo agente etioldgico causador das hepatites virais no estado
(LAMPE et al., 2013; SECRETARIA DA SAUDE. GOVERNO DA BAHIA (SESAB),
2011). No Brasil como um todo, estimou-se uma prevaléncia total, até o ano de 2014, um
nimero de 1.450.000 casos de hepatite C cronica (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE.
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE. DEPARTAMENTO DE DST AIDS E
HEPATITES VIRAIS, 2015).

A hepatite se desenvolve apds o VHC infectar os hepatocitos, induzindo uma reagéo
necroinflamatoria hepatica e um stress oxidativo relacionados as respostas imunes do
hospedeiro, frente aos epitopos virais. As consequéncias dessa infeccdo, a longo prazo

(aproximadamente 20 anos apds a infeccdo), vdo desde alteracBes minimas, a hepatite cronica,
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cirrose e carcinoma hepatocelular (JO et al., 2015; MANNS et al., 2017). Aproximadamente
80% dos individuos infectados desenvolvem a infeccdo cronica, sendo que destes, 20%
desenvolvem uma forma mais grave, apresentando complicacdes hepaticas como fibrose,
carcinoma hepatocelular, cirrose e doenca hepéatica terminal (ISHII; KOZIEL, 2008;
MUKHERJEE et al., 2014).

Quanto ao processo agudo, este é limitado e geralmente assintomatico, raramente
causando insuficiéncia hepética; enquanto que a infeccdo crbnica € considerada como a
terceira causa lider de Obitos em pacientes com doencas hepaticas terminais, propiciando
assim, um maior risco de morte em relacdo a infec¢do aguda. Dados da OMS corroboram esta
informacdo, mostrando que cerca de 3% da populacdo mundial encontra-se hoje,
cronicamente infectada por este virus, 0 que € um numero bastante expressivo, incluindo
desde infeccbes passadas até as infeccGes atuais (DUDDEMPUDI; BERNSTEIN, 2014;
FOSTER et al., 2012; HAO et al., 2014).

O VHC ¢ conhecido também por ser responsavel tanto por manifestacdes hepaticas
guanto extra-hepaticas. Estas Ultimas sdo encontradas de forma bastante prevalente, sendo que
de acordo com alguns estudos, 40 a 74% dos pacientes apresentam, a0 menos, uma
manifestacdo extra-hepética. Dentre estas estdo: manifestacdes de pele tais como a psoriase;
presenca de complexos imunes circulantes, que podem levar as vasculites e glomerulonefrites;
desordens autoimunes como a sindrome sicca, tireoidites, artrite, desordens linfoproliferativas
e producdo de autoanticorpos ndo-orgao especificos (NOSA), dentre estes, as crioglobulinas
como manifestacdo mais frequente (ALESSANDRA; RICCARDO; PUQOTI, 2007; CAULA et
al., 2008; DUDDEMPUDI; BERNSTEIN, 2014; FALLAHI et al., 2012; FERREIRA, 2004;
FERRI et al., 2015; TABARKIEWICZ et al., 2015; ZIGNEGO; GIANNINI; GRAGNAN!I,
2012). Resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa evidenciaram cerca de 80% de NOSA,
em portadores de hepatite C cronica (ATTA et al., 2006). Além disso, mais recentemente,
tem-se mostrado uma forte associacdo entre a hepatite C e 0s processos aterogénicos (como
outra manifestacdo extra-hepatica), sendo a infeccdo um fator de risco para o0
desenvolvimento de aterosclerose e doencas cardiovasculares (PETTA, 2017; VOULGARIS;
SEVASTIANOS, 2016).
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2.2 O DIAGNOSTICO

A fase inicial da infecgdo pelo VHC ou hepatite C aguda, dura aproximadamente seis
meses ap0os contagio, podendo ou ndo ter sinais e/ou sintomas clinicos. No entanto, a forma
sintomatica, nesses casos, ocorre em cerca de 5-30% dos infectados, geralmente ocorrendo
entre 5 a 12 semanas apds exposi¢do com duracdo de 2-12 semanas. Dentre os sintomas que
podem surgir estdo a letargia, mialgia, fadiga e ictericia; todos sintomas inespecificos que
dificultam o diagnostico da hepatite C (HAJARIZADEH; GREBELY; DORE, 2013).

A infeccdo inicial é caracterizada pela deteccdo do virus na corrente sanguinea dentro
de 22-30 dias ap6s exposi¢do, aumento dos niveis das enzimas aminotransferases hepaticas
(alanina aminotransferase ou ALT e a aspartato aminotransferase ou AST), além de um
gradual aparecimento de anticorpos especificos contra o virus C (anti-VHC), dentro de 15-150
dias (HAJARIZADEH; GREBELY; DORE, 2013; ISHII; KOZIEL, 2008; MINISTERIO DA
SAUDE, SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE; DEPARTAMENTO DE DST,
2015).

O diagndstico para a hepatite C € inicialmente realizado através de ensaios soroldgicos
gue detectam anticorpos contra o VHC, seguido de ensaios moleculares confirmatérios de
deteccdo e quantificacdo do RNA viral naqueles pacientes que foram positivos para o anti-
VHC. Em agosto de 2012, o Centro de Controle de Doengas dos Estados Unidos (CDC)
recomendou que todas as pessoas nascidas entre 1945 e 1965 deveriam ser testadas
sorologicamente, pelo menos uma vez, para hepatite C, mesmo sem apresentar quaisquer
fatores de risco (DUDDEMPUDI; BERNSTEIN, 2014; MANNS et al., 2017; MUKHERJEE
etal., 2014).

2.3 O VIRUS

O virus da hepatite C, descoberto em 1975 e publicado em 1989 pelo grupo de
Houghton, pertence ao género Hepacivirus, da familia Flaviviridae, sendo um virus RNA
envelopado de fita simples, classificado em 7 geno6tipos confirmados principais (1 ao 7). Estes
ainda sdo subdivididos em 67 subtipos, sendo os tipos de 1-6 o0s mais estudados
(CHAIWONG; SISTAYANARAIN, 2016; CHOO et al., 1989; HOUGHTON, 2009; WANG,
LAN S, D’SOUZA, LIONEL S, JACOBSON, 2016; WARD, 2014b). Além disso, apresenta
uma divergéncia sequencial genotipica de 30% e 20% em relacdo aos seus subtipos. Esse grau
de diversidade genética é o resultado da combinacdo de processos evolucionarios, como 0

acumulo de mutagdes resultantes de altas taxas de erro da acdo da RNA polimerase
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dependente de RNA, assim como da associacdo com fatores do hospedeiro humano e da
propria selecdo natural (ESCOBAR-GUTIERREZ et al., 2013; HEDSKOG et al., 2015;
KOUTSOUDAKIS; FORNS; PEREZ-DEL-PULGAR, 2013; LAMPE et al., 2013; SMITH et
al., 2014).

Com uma alta taxa de replicacdo, o virus pode produzir aproximadamente de 10%° a
10*2 virions por dia dentro de um individuo infectado, resultando em um amplo nimero de
variantes virais (PLAUZOLLES et al., 2013). Esta variabilidade genética do virus implica na
sua habilidade de sobreviver a acdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, permitindo rapida
adaptacéo e facilidade de evasdo da resposta imune. Isso acaba explicando as altas taxas de
cronicidade observadas nessa infeccdo, além da possibilidade de reinfeccdo por subtipos
diferentes em um mesmo individuo (BARTH, 2015; ESCOBAR-GUTIERREZ et al., 2013;
LAUER GM, 2001).

No Brasil, as cepas mais prevalentes sdo do genotipo 1 (50-78%) e 3 (11-43%), dados
estes que corroboram achados de trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa (67% e 25%,
respectivamente). Além disso, 0s genotipos podem variar em diferentes proporcoes,
dependendo da regido geogréafica, da variabilidade temporal, modos de transmissdo e da
variabilidade étnica (CABRAL, 2011; HAJARIZADEH; GREBELY; DORE, 2013; LAMPE
etal., 2013).

O VHC é um virus pequeno, esférico, envolto por um envelope lipidico icosaédrico.
Possui, aproximadamente, 65 nm e apresenta um genoma de RNA contendo 9,6 Kb, o qual
apresenta estruturas ndo traduzidas contendo regiGes para insercdo de ribossomos,
direcionando a traducdo do genoma em proteinas importantes para a replicacdo e manutencao
do virus no hospedeiro. Estas incluem o que se chamam de proteinas estruturais (Core, E1 e
E2), obtidas apos clivagem por enzimas do hospedeiro, uma proteina que atua como canal
ibnico (p7) e as ndo-estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B), as quais sdo
formadas apds clivagem de enzimas do proprio virus. Com toda esta estrutura, pode-se dizer
que é um virus resistente, podendo viver no meio ambiente, em superficies, por mais de 16
horas, ou até mesmo por 4 dias (KOUTSOUDAKIS; FORNS; PEREZ-DEL-PULGAR, 2013;
MANNS et al., 2017; SAEED; WAHEED; ASHRAF, 2014; WEISER; TELLINGHUISEN,
2012).

O envelope lipidico, que reveste 0 virus e seu genoma, € composto pelas proteinas
estruturais e pelo capsideo que contém a proteina core, sendo esta, o0 seu principal
componente. Esta proteina tem papel importante na ligacdo do RNA viral com o hospedeiro e

na formagao e montagem de novos “virions”. J& as proteinas estruturais E1 e E2 sdo do tipo
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glicoproteinas importantes para a interagdo do virus com as células do hospedeiro, onde a E2
permite a entrada do virus na célula (através do receptor CD81 e receptor scavenger
B1/SRB1) enquanto que a E1 da suporte, orientacdo e sustentabilidade para a funcéo da E2.
Além disso, a E2 contém duas regides hipervariaveis consideradas como a porcao do genoma
do VHC mais varidvel geneticamente. Isto, por sua vez, acaba facilitando a evasdo do virus
das respostas imunes do hospedeiro (MINISTERIO DA SAUDE, SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE; DEPARTAMENTO DE DST, 2015; SAEED; WAHEED;
ASHRAF, 2014; TANG; GRISE, 2009; WEISER; TELLINGHUISEN, 2012).

Por definicdo, as proteinas ndo-estruturais sdo expressas nas células infectadas, mas
ndo sdo incorporadas na particula viral. Elas servem para coordenar os aspectos intracelulares
da replicacdo, incluindo a sintese de RNA, modulacdo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro e montagem da particula viral (MINISTERIO DA SAUDE, SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE; DEPARTAMENTO DE DST, 2015). Sabe-se, portanto, que tém
um papel crucial no ciclo de vida do virus, sendo essenciais na replicagdo e transcricdo do
genoma viral, atuando como pecas chaves, inclusive para o tratamento antiviral (SESMERO;
THORPE, 2015).

Quanto a p7, esta é uma proteina hidrofébica, pequena, do tipo “viroporina”, ou seja,
tem a funcdo de se polimerizar para formar canais de calcio transmembrana. Participa da fase
final de montagem de novos virions, assim como na sua maturacdo e liberagdo; no entanto,
ndo € requerida para a replicacdo do RNA do VHC (ISHII; KOZIEL, 2008; SAEED;
WAHEED; ASHRAF, 2014; TANG; GRISE, 2009; WEISER; TELLINGHUISEN, 2012).

A NS2 possui atividade de protease autocatalitica, clivando as jungdes NS2-3,
liberando a protease da NS3, e permitindo assim, a replicacdo do virus e, consequentemente, a
sua infectividade. Um fato importante da NS2 em realizar esta clivagem de forma rapida é
que permite uma replicacdo também mais rapida; dessa maneira, impede o desenvolvimento
de drogas que inibam sua atividade (WEISER; TELLINGHUISEN, 2012). Entretanto, assim
como a p7, a NS2 néo é requerida para a replicacdo do RNA, mas, a0 menos in vitro, mostra-
se vital para a producéo de novos virions infecciosos (TANG; GRISE, 2009).

A NS3 tem funcdo de serina protease e helicase de RNA. Possui atividade na clivagem
viral (processamento da poliproteina do VHC), tendo importante papel para o escape do virus
do sistema imune. Ambas fungdes sdo moduladas pela NS4, sendo essenciais para a
replicacdo do virus. Nesse complexo enzimatico NS3-NS4 multifuncional, a NS3 promove a
atividade enzimatica funcional e a NS4A funciona como um cofator para essas funcgdes.
Assim, pode-se dizer que a NS3 cliva as jungfes NS3/NS4A, NS4A/NS4AB, NSAB/NS5HA,
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NS5A/NS5B. Além disso, a NS4A atua como “ancora” de membrana para o ataque da NS3 a
membrana celular do hospedeiro. J& a NS4B é uma proteina integral de membrana que atua na
formacdo do sitio de replicacdo do virus no hospedeiro, formando uma rede membranosa
derivada do reticulo endoplasmatico rugoso da célula do hospedeiro, onde as proteinas irdo se
associar para replicar o virus (MINISTERIO DA SAUDE, SECRETARIA DE VIGILANCIA
EM SAUDE; DEPARTAMENTO DE DST, 2015; SAEED; WAHEED; ASHRAF, 2014;
TANG; GRISE, 2009; WANG, LAN S, D’SOUZA, LIONEL S, JACOBSON, 2016;
WEISER; TELLINGHUISEN, 2012).

A NS5A néo tem papel definido no ciclo de vida do virus, mas € essencial para a sua
replicacdo e montagem, além de possuir uma fungdo reguladora desses eventos. Quanto a sua
definicdo, € uma RNA polimerase dependente do RNA viral que é absolutamente requerida
para a sua replicacdo durante o processo de iniciacdio (CHAIWONG, SURIYA AND
SISTAYANARAIN, ANCHALEE, 2016; WEISER; TELLINGHUISEN, 2012).

Todas essas proteinas sdo possiveis alvos de drogas terapéuticas antivirais; entretanto,
as glicoproteinas do envelope podem ser alvos menos efetivos por serem extremamente
varidveis. No futuro proximo, espera-se que proteinas menos estudadas como core, E1 e E2,
p7 e NS4B, também se tornem novos alvos terapéuticos. Das proteinas mais importantes para
este fim, hoje, tem-se a NS5B, que é considerada como um sitio alvo para inibidores de
polimerases, e a NS3, considerada como sitio alvo de inibidores de protease. A protease NS3
e a polimerase NS5B tém emergido com sucesso como alvo de drogas terapéuticas, mas
também a NS5A tem saido da obscuridade, devido as suas importantes funcGes na replicacdo
viral e, consequentemente, permanéncia da doenca (SAEED; WAHEED; ASHRAF, 2014;
WEISER; TELLINGHUISEN, 2012).

Diante de tamanha complexidade, com varias proteinas exibindo fun¢des distintas,
algumas até desconhecidas, atrelado ao fato de que o virus s6 infecta o homem ou
chimpanzés, faz com que o estudo da hepatite C seja bastante dificil e complicado, o que

justificou a demora de duas décadas entre a sua descoberta e completa caracterizacao do virus.

2.4 TRATAMENTO NA HEPATITE C CRONICA

Apbs quase trés décadas da descoberta do virus da hepatite C, o alcance da cura dessa
doenca vem se tornando cada vez mais iminente. Antes mesmo de se descobrir esse virus, a

doenca que era entdo conhecida como hepatite ndo-A e ndo-B, comecou a ser tratada em 1986
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com o IFN-a, uma droga que inibia de forma potente, a replicagdo viral. S6 12 anos depois,
em 1996, o tratamento sofreu uma modificacdo, acrescentando o medicamento ribavirina,
agindo de forma sinérgica, além de um novo IFN-a ser instituido. Este, que agora viria
associado ao polietilenoglicol, passou a ser mais eficiente apresentando uma maior absorcéo,
atrelada & uma eliminagdo mais lenta (BARTH, 2015; GHANY et al., 2009; LIANG,;
GHANY, 2013).

O objetivo do tratamento contra a hepatite C cronica visa a erradica¢do do virus com
sua completa eliminacdo, levando a uma resposta virologica sustentada (RVS), indicada pela
indetectabilidade do VHC-RNA em 24 semanas (em esquemas com interferon) ou 12
semanas (em esquemas sem interferon) apds o tratamento. Além disso, objetiva-se alcancar a
resolucdo da doenca hepatica, evitando a progressdo para cirrose e/ou hepatocarcinoma, além
de evitar a ocorréncia de manifestacdes extra-hepaticas no paciente (BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE. DEPARTAMENTO DE DST
AIDS E HEPATITES VIRAIS, 2015a).

Até 2011, o tratamento padrdo aprovado para a hepatite C crbnica era portanto, 0 uso
do alfa-interferon peguilado semanalmente, associado a doses diarias do medicamento
ribavirina, por um periodo de seis meses a um ano de tratamento (BARTH, 2015), cujas taxas
de resposta viroldgica sustentada estavam em torno de 70 a 80%, nos portadores da infeccao
com genotipos virais do tipo 2 e 3; enquanto que nos demais gendtipos, essa taxa de resposta
caia para 45 a 70% (GHANY et al., 2009; ILYAS; VIERLING, 2014; LIANG; GHANY,
2013). No entanto, essa terapia dupla apresentava diversos efeitos colaterais importantes que
estimularam pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos, 0s quais pudessem exibir
um melhor padréo de resposta e apresentassem menos efeitos indesejaveis nesses pacientes.

O surgimento dos inibidores das proteases virais NS3 e NS4A, foram introduzidos na
terapéutica em 2011 como os primeiros agentes antivirais de acéo direta, sendo introduzidos e
aprovados pelo FDA (US Food and Drug administration) (JO et al., 2015). Ja no Brasil, esses
medicamentos foram incorporados em 2012, de acordo com a Portaria n° 20, de 25 de julho de
2012, SCTIE/MS, no Sistema Unico de Saude (SUS). Sdo os chamados Telaprevir e
Boceprevir, medicamentos aplicados apenas a portadores da infecgdo com virus do genotipo
1, ndo sendo administrados sozinhos, mas em associacdo com o tratamento duplo padréo
(interferon-a peguilado e ribavirina), constituindo o que entdo passou a ser chamado de
terapia tripla. Nesse tratamento, ou um ou outro estaria associado ao esquema duplo
empregado, ndo podendo ser administrados em forma de monoterapia, pois poderiam induzir
a uma resisténcia antiviral (LIANG; GHANY, 2013; SUSSER et al., 2009).
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Esses inibidores apresentam como mecanismo de acdo, o bloqueio do processamento
da poliproteina do VHC, inibindo a clivagem das proteinas ndo-estruturais do virus, ou da
interacdo de NS3 com NS4, ao se ligar no sitio catalitico da NS3. Com isso, acaba impedindo
a replicacdo e a montagem de novos virions e, consequentemente, a propagacao da infecgédo
(ILYAS; VIERLING, 2014).

O desenvolvimento desses novos agentes antivirais diretos foi um marco no
tratamento da hepatite C, visto que seriam mais potentes, teriam uma menor dura¢do no
periodo de tratamento, além de propiciar a pesquisa para desenvolvimento de novos farmacos,
contra outros alvos do virus (JO et al., 2015). No entanto, cerca de 10-12% dos pacientes com
essa terapia tripla tiveram o tratamento interrompido, devido aos eventos adversos que levam
a uma pior tolerabilidade nesses individuos (LIANG; GHANY, 2013).

A partir dai, surgiram os inibidores de proteases de segunda geracdo: simeprevir e
sofosbuvir, 0s quais também visam interromper a replicacdo do VHC, e o daclatasvir (inibidor
do complexo de replicagdo NS5A). Esses sdo usados em associagéo, livre de interferon, para o
tratamento de individuos com fibrose avancada ou cirrose compensada, monoinfectados pelos
gendtipos 1 a 4 ou coinfectados por esses genotipos e o HIV-1, bem como pessoas com
manifestacdes extra-hepaticas da doenca (FARIA et al., 2016). Em funcdo dos avancos da
assisténcia a hepatite C e de questdes relacionadas a seguranca, posologia, custo, abrangéncia
de pacientes tratados e efetividade, a incorporacao desses novos tratamentos para a hepatite C
implica na exclusdo dos inibidores de protease boceprevir e telaprevir, incorporados ao SUS
em 2012, onde o paciente que iniciar tratamento com as novas drogas, ndo utilizara os
antivirais de 12 geracdo (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE. DEPARTAMENTO DE DST AIDS E HEPATITES VIRAIS,
2015a).

Uma vez que 0s pacientes iniciam o tratamento antiviral, eles sdo avaliados durante e
pos-tratamento, onde os niveis séricos do RNA ou “carga viral” predizem os possiveis
resultados esperados com o tratamento (tanto para a terapia padrdo convencional, como a
terapia com os inibidores de acédo direta), sendo que alguns estudos mostram que quanto
maior a carga viral, pior e menos eficiente sera a resposta antiviral do paciente (BARREIRO
et al., 2015). Os pacientes sdo, portanto, classificados de acordo com o tipo de resposta
preliminar ou final, que venham a obter. Essa classificacdo consiste em (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE HEPATOLOGIA, 2014):
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e Resposta virologica rapida: quando o RNA viral desaparece da corrente
sanguinea dentro de quatro semanas de tratamento;

e Resposta virologica rapida estendida: definida com o uso dos inibidores
telaprevir e/ou boceprevir, onde a carga viral se torna indetectavel apo6s 4-12
semanas e/ou 8-24 semanas de tratamento;

e Resposta viroldgica precoce completa: RNA indetectavel ap6s 12 semanas;

e Resposta virologica parcial: queda da carga viral de cerca de mais de 2 log
Ul/mL, na 122 semana de tratamento;

e Resposta viroldgica lenta: queda da carga viral de cerca de mais de 2 log
Ul/mL, na 122 semana de tratamento, sendo negativada até a 24 semana;

e Nao respondedor: parcial, com queda da carga viral de cerca de mais de 2 log
Ul/mL, na 122 semana de tratamento, porém sendo detectada na 242 semana ou,
ndo-respondedor nulo, quando ha queda do HCV-RNA de menos de 2 log
Ul/mL na 122 semana de tratamento.

e Resposta virologica sustentada: carga viral indetectavel na 122 semana de
tratamento, apds o término do tratamento;

e Recidiva: retorno da carga viral apds o término completo do tratamento

antiviral.

Com as novas drogas de acdo direta antiviral, de segunda geracdo, pacientes tém
apresentado resposta viroldgica sustentada com taxas que excedem 90%, além de exibirem a
reversdo da fibrose avancada e da cirrose hepatica, diminuindo o risco de descompensagédo e
hepatocarcinoma, marco este que se pensava ser impossivel de ser alcancado no passado
(DUSHEIKO, 2017; LEE; WALLACE; FRIEDMAN, 2015). E importante ressaltar que
apesar dos altos precos dessas drogas antivirais, 0 encurtamento do tratamento devido & sua
alta eficécia, pode reduzir os custos do governo em fornecer ao sistema de salude, além de
minimizar os efeitos adversos relacionados (BARREIRO et al., 2015).

Com isso, 0 novo tratamento traz consigo a esperanca de resolucdo e cura da hepatite
C cronica, levando & manutencdo da resposta sustentada, assim como a eliminagdo de seus
efeitos e danos hepaticos, aumentando a expectativa de uma cura real e, consequentemente, a

qualidade de vida desses pacientes.
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2.5 RESPOSTA IMUNE NA HEPATITE C CRONICA

Na infeccdo pelo virus da hepatite C, duas resolucBes podem ser observadas no
paciente: ou pode haver a eliminagéo do virus, em cerca de 25% dos casos, ou a doenca evolui
para a cronicidade (75%), sendo essa consequéncia influenciada por fatores virais ou proprios
do hospedeiro (BARTH, 2015).

Dados tém sugerido que as proteinas do virus suprimem a resposta imune do
hospedeiro através da inibicdo das funcdes das células imunes, acabando por levar a infeccéo
de forma persistente (HIROISHI; ITO; IMAWARI, 2008; NEUMANN-HAEFELIN et al.,
2005). A ocorréncia de mutacbes heterogéneas no RNA viral também promove uma maior
resisténcia do virus diante das respostas antivirais. No entanto, fatores do hospedeiro como os
polimorfismos do HLA e uma resposta adaptativa de células TCD4* e TCD8", multiespecifica
e sustentada, podem também coibir a multiplicacdo e consequente permanéncia viral, o que
foi demonstrado em estudos comparativos entre humanos e chimpanzés (estes
experimentalmente infectados), corroborando a relevancia dessas respostas quando fortes e
permanentes (CUBERO et al., 2014).

As primeiras respostas imunes que se iniciam contra o virus C s8o as respostas inatas
antivirais. Elas ndo respondem de maneira especifica contra o virus, mas fornecem, no
entanto, uma reacdo imediata que retarda a replicacdo viral. Usualmente, iniciam-se depois de
dois dias apos a infeccdo, com crescente envolvimento de fatores regulados por citocinas do
tipo interferon, como a proteina quinase R (PKR) e produtos de genes antivirais. Essa resposta
antiviral desenvolve-se em todos os individuos, tanto naqueles que evoluem para infeccédo
crbnica quanto nos que controlam o virus espontaneamente (ap6s infeccdo aguda e
sintomatica) (PLAUZOLLES et al., 2015; SAEED; WAHEED; ASHRAF, 2014; WERNER
etal., 2013).

A resposta imune imediata € desencadeada quando receptores de reconhecimento de
padrdes (RRPs), dentro das células infectadas, reconhecem o RNA do virus como ndo-
proprio, iniciando a partir dai uma cascata de sinaliza¢do que acaba por ativar a imunidade do
hospedeiro. Esta caracteriza-se como a primeira linha de defesa do individuo contra o virus,
sendo importante pela sua acdo antiviral propriamente dita, ou seja, suprimindo a replicagéo e

dispersdo do virus para outras células, assim como direcionando e programando a resposta
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imune adaptativa; coordenando, portanto, a resposta imune como um todo (HORNER; GALE,
2013; SAEED; WAHEED; ASHRAF, 2014).

Os receptores de reconhecimento de padrdes, que exercem um papel importante no
reconhecimento do VHC, sdo chamados de RIG-I (gene I induzivel do &cido retindico), e
atuam como sensores citoplasmaticos do virus; e o TLR-3 (receptor toll-like do tipo 3), que
reconhece RNA de dupla fita de virus liberados de células previamente infectadas e
realocando-o para dentro de vesiculas endossomais (ROSEN, 2013; XU; ZHONG, 2016).
Uma vez ativadas, essas vias recrutam uma sinalizacdo antiviral mitocondrial (MASV) e do
receptor 3, associado ao fator de necrose tumoral, ativando a producgdo de outras citocinas
como os interferons do tipo | (alfa e beta) e Il (A) e pré-inflamatorias (FERREIRA et al.,
2016; HORNER; GALE, 2013).

As células NK e NKT também sdo ativadas, exercendo um papel de inibicdo da
replicacdo viral através da secrecdo de interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a)), sem destruir os hepatécitos infectados (FALLAHI et al., 2012; ISHII; KOZIEL,
2008; ROSEN, 2013). Estudos tém revelado que variagdes especificas nos receptores dessas
subpopulacdes de linfécitos, estdo associadas com a resolucdo da infecgdo (PLAUZOLLES et
al., 2015). Outros trabalhos corroboram esses achados, demonstrando uma baixa frequéncia
dessas células no sangue periférico e no figado de pacientes com hepatite C crénica (ISHII;
KOZIEL, 2008; OLIVEIRA et al., 2016).

Em contrapartida, uma vez que as proteinas virais acumulam-se no citosol dos
hepatocitos, o VHC usa sua protease multifuncional NS3/4A, essencial para sua replicacdo,
para clivar e inibir a ativacdo da via MAVS, assim como do gene RIG-I e do TLR-3,
dificultando assim, a execucdo de uma resposta imune inata eficiente (BARTH, 2015;
FERREIRA et al., 2016; ROSEN, 2013).

Como €é de notdrio saber, que a maior parte dos individuos infectados pelo VHC
apresentam infecgdo na sua forma crénica, e que as respostas do hospedeiro sdo cruciais para
o0 desenvolvimento ou cura da doenca; subtende-se que estes sejam incapazes de controlar a
infeccdo. O mistério atrds desse fendmeno natural, no entanto, ainda ndo é completamente
conhecido. Uma justificativa é que aqueles pacientes que controlam a doenca logo no comeco,
apresentam IFN-y preferencialmente expresso no figado, varias semanas ap0s o0 inicio da
infeccdo. Isso resulta na expressdo de varias quimiocinas, as quais atraem linfécitos T e varias
proteinas envolvidas com o processamento e apresentacdo antigénica (SAEED; WAHEED;
ASHRAF, 2014).
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Além do IFN-y presente nos hepatdcitos, aqueles individuos que se curam
espontaneamente possuem uma aumentada producdo de linfocitos TCD4" e TCD8" que se
direcionam especificamente para epitopos dos antigenos do Core, da regido NS3/4A, NS5B e,
especialmente, da regido NS3, a qual apresenta a maior parte dos epitopos imunogénicos do
VHC, levando a uma infeccdo de curso limitado. Essas células T CD4" reconhecem esses
antigenos através do MHC de classe Il, ativando, em seguida, macrofagos e células B
antigeno-especificas, assim como as células T CD8*, que reconhecem esses Mmesmos
antigenos através do MHC de classe I. A resposta mediada pelos linfécitos T ocorre através
de dois tipos de mecanismos: citotoxicidade, levando a morte das células infectadas, e
secrecdo de IFN-y e TNF-q, inibindo a replicagdo viral, mas sem destruir as células infectadas
(NEUMANN-HAEFELIN et al., 2005). No entanto, em um quadro de resposta fraca e
inefetiva, tem-se observado que a proteina NS5A do VHC inibe a producéo intra-hepatica de
citocinas antivirais (em camundongos transgénicos), como o IFN-y, propiciando a perda da
funcdo antiviral das células T e, consequentemente, uma auséncia de resposta que resulta na
cronicidade da doenca para o paciente (BARTH, 2015).

O trabalho realizado por CUBERO e colaboradores (2013), demonstraram que
pacientes que ndo curavam espontaneamente ndo exibiam resposta linfocitéaria para o dominio
NS3, revelando, portanto, que essa proteina pode ser essencial para o escape do virus ou para
a inducdo de uma tolerancia imunoldgica periférica a sua presenca. Associada a este fator, a
presenca de inimeras mutagdes virais de alta complexidade propicia a auséncia de resposta
imune espontanea ou mediada por tratamento. Assim, pode-se afirmar que os individuos que
evoluem para a forma cronica da doenca ndo conseguem montar uma resposta de células T
especificas contra o virus, corroborando assim, a importancia do papel da resposta adaptativa.

Tratando-se ainda de resposta imune especializada, a participacdo da resposta humoral
é inexpressiva. Os anticorpos produzidos durante essa infeccdo ndo conseguem eliminar o
virus, nem por neutralizacdo ou degradacdo, de forma eficaz; mesmo que trabalhos
demonstrem uma possivel associagdo entre as proteinas do virus e os receptores celulares do
hospedeiro. Uma das taticas virais que leva a essa ineficiéncia desse tipo de resposta € a
transferéncia do virus célula a célula, impedindo a acdo dos anticorpos neutralizantes, assim
como a inducdo de anticorpos interferentes pelo VHC e as alteragbes nos epitopos das
proteinas do envelope (KONDO et al., 2014; NEUMANN-HAEFELIN et al., 2005; SKLAN
etal., 2009; WANG, LAN S, D’SOUZA, LIONEL S, JACOBSON, 2016).

Posteriormente, com a caracterizacao de um terceiro subtipo de células T auxiliares ou

T helper (Th), denominadas Th17, pesquisas vém sendo realizadas sobre a patogénese de
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doencas hepéticas, como a hepatite C, pelo envolvimento dessas células na imunidade inata e
adaptativa (FOSTER et al., 2012). Essas células T efetoras CD4" sdo caracterizadas, assim
como as demais, pelo perfil de citocinas que secretam, e tém fornecido novas descobertas
dentro dos mecanismos que sdo importantes no desenvolvimento de autoimunidade e na
defesa antimicrobiana do hospedeiro (FATHY et al., 2011).

A descoberta desse subtipo de células Th foi devido ao reconhecimento da IL-17, em
1993 por Yao et al., que produziu uma quebra do paradigma até entdo aceito da divisdo das
células TCD4" em Thl e Th2, introduzido em 1989. Durante muitos anos, as células
auxiliares Thl e Th2 representaram programas mutualmente exclusivos de diferenciagdo por
células TCD4" virgens durante as respostas imunes. Com isso, a descricdo das células Th17
como parte das respostas T auxiliadoras tem levado a um grande interesse por parte dos
pesquisadores devido ao seu papel tanto na defesa do hospedeiro, quanto na patogénese de
patologias imunomediadas (BOWEN, 2012; DONG, 2008; KONYA et al., 2015; MIOSSEC,
2009; TABARKIEWICZ et al., 2015).

2.6 CARACTERIZACAO DAS CELULAS Th17

As células Thl7 compreendem um novo subconjunto de células T pro-inflamatorias
que requerem o fator de transcricdo ROR (receptor 6rfdo relacionado ao acido retindico),
sendo ROR-c em humanos e RORyt, em murinos, ¢ 0 STAT3 (transdutor de sinal e ativador 3
de transcricdo), como pecas chave na diferenciagdo celular (ANNUNZIATO et al., 2012;
BOWEN, 2012; CHANG et al., 2012). Os fatores ROR-c ou RORyt induzem a transcri¢do do
gene da IL-17 em células Th virgens, sendo requerido para o desenvolvimento de células
produtoras dessa citocina, interagindo, no entanto, em coopera¢do com outros fatores, como o
STATS3, para a completa diferenciagdo da linhagem Th17 (MIOSSEC, 2009).

Em adicdo aos membros ROR, um outro fator foi identificado como necessario para a
diferenciacdo da linhagem Th17: o IRF4 (Fator 4 Regulador do Interferon). A sua deficiéncia
mostrou resultar na diminuigdo da expressdo do fator RORyt e no aumento da expressdo de
FOXP3, fator de transcricdo intracelular necessario para a diferenciagdo de células T
regulatérias, impactando negativamente na diferenciacdo para Th17 (DONG, 2008). Varios
grupos de pesquisadores reconheceram a dicotomia na geracdo de células T, mostrando que 0
fator transformador de crescimento 3 (TGF-f), quando sozinho, promove a diferenciacdo para

células T regulatorias (Treg), anti-inflamatodrias, oriundos de células TCD4" virgens, enquanto
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0 TGF-B, na presenca da interleucina 6 (IL-6), promove a diferenciacdo para células Th17
(GUTKOWSKI et al., 2013).

Com a presenca, portanto, desses fatores transcricionais, a diferenciacdo para Thl7
ocorre a partir das células dendriticas que, ao expressarem moléculas co-estimulatorias e
secretarem varias citocinas e quimiocinas especificas, como a IL-6 e 0 TGF-B, contribuem
para a estimulagdo de células T virgens a gerarem respostas que permitam a diferenciacdo
para esse subtipo celular (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 2009).

Alguns receptores de superficie sdo expressos nessas células de forma a caracteriza-
las: sdo os receptores de quimiocinas do tipo 6 (CCR6) e 4 (CCR4), e o receptor da 1L-23,
encontrados nos dois maiores estudos envolvendo Th17 em humanos, que foram os trabalhos
realizados por ACOSTA-RODRIGUEZ et al., (2007) e ANNUNZIATO et al., (2007). Em
estudos subsequentes, observou-se que o gene da molécula CD161 foi um dos mais
suprarregulados nas células Th17, sendo expresso na superficie dessas células e em tecidos
inflamados (ROMAGNANI et al., 2009).

Uma vez diferenciadas, as células Th17 produzem um distinto perfil de citocinas,
nomeadamente interleucinas 17A (IL-17A ou IL-17), IL-17F, IL-21, IL-22 e IL-26, sendo a
principal citocina, a IL-17, de onde originou o nome desse subtipo celular. Outras citocinas
ainda dessa familia sdo produzidas como a IL-17B, IL-17D e IL-17E ou IL-25, sintetizadas
por varios tecidos, enquanto que a IL-17C tem origem nos tecidos prostatico e rins fetais
(GAFFEN, 2008; KORN et al., 2009; SPOLSKI; LEONARD, 2010).

A IL-17A e IL-17F afetam um amplo espectro de células hematopoiéticas e nédo-
hematopoiéticas para protegerem o hospedeiro de patdgenos microbianos invasores,
recrutando neutréfilos e induzindo peptideos antimicrobianos. Ambas funcionam,
primariamente, como mediadores pré-inflamatorios locais, induzindo a producdo de IL-6,
prostaglandina E2 e 6xido nitrico, além de, especificamente, recrutar neutrofilos (FATHY et
al., 2011). A IL-17F sozinha, no entanto, tem um papel menos proeminente no
desenvolvimento de doengas inflamatorias cronicas e autoimunes, apresentando um possivel
papel antagbnico nas respostas T auxiliares do tipo Th2 (CHANG; DONG, 2009). A IL-22
exibe um papel crucial na defesa da mucosa do hospedeiro, mas tem-se mostrado importante
na protecdo contra o dano tecidual do figado em modelos murinos de hepatite aguda, onde foi
visto que a IL-22 induziu a proliferacdo celular e reparo ao suprarregular genes
antiapoptoticos (HIROTA; MARTIN; VELDHOEN, 2010; SPOLSKI; LEONARD, 2010).
Também esté envolvida na regeneracéo tecidual, regulacdo do metabolismo e manutencao da
homesostasia bacteriana no intestino (FATKHULLINA; PESHKOVA; KOLTSOVA, 2016).
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A origem das células Th17, a partir das células T virgens, como citado, é dependente
da apresentagdo de antigeno por uma celula apresentadora profissional, da co-estimulacdo e
de um conjunto de citocinas especificas. As interleucinas do tipo 1 B (IL-1pB), IL-6 e TGF-B
tém sido relatadas por induzir o desenvolvimento de células Th17, enquanto que a citocina IL-
23 tem sido evidenciada como importante para a manutencdo e expansdo dessas células,
documentado primeiramente em 2003, onde foi demonstrado a participacdo dessa citocina,
ndo em iniciar as respostas Th17, mas a sua rapida regulacdo ap6s a fase inicial de resposta
(ANNUNZIATO et al., 2012; BOWEN, 2012; CHANG; DONG, 2009; HIROTA; MARTIN;
VELDHOEN, 2010; MIOSSEC, 2009; ROMAGNAN!I et al., 2009; VAN DE VEERDONK et
al., 2009).

A IL-21, que € produzida em grandes quantidades por células Th17 maduras, possui
uma participacdo de maneira autdcrina, ou seja, a medida que vai sendo secretada, vai
ampliando e regulando a diferenciacdo para esse perfil celular. Sua secrecdo é dependente da
inducdo exercida pela IL-6, além de se comportar como uma citocina pro-inflamatoria
(CHANG; DONG, 2009; HIROTA; MARTIN; VELDHOEN, 2010; MIOSSEC, 2009).
Outras funcdes da IL-21 seria a de dirigir a diferenciacdo terminal de linfocitos B, cooperar
com a proliferagdo de LTCD8", com ag¢des adicionais em células NK, células dendriticas e
restaurar o balanco entre células Thl7 e Treg (SPOLSKI; LEONARD, 2010;
TABARKIEWICZ et al., 2015).

Logo, a inducdo das respostas Th17 deve ser pensada e entendida como uma via de
diferenciacdo em trés passos: inducdo ou diferenciacdo, amplificacdo e estabilizacdo, onde a
TGF-B e a IL-6 induzem, a IL-21 amplifica a frequéncia e a IL-23 estabiliza o fen6tipo ja
formado e diferenciado. Assim, a perda de qualquer um desses membros na via, limitara
gravemente a obtencdo de uma resposta Th17 (BETTELLI; KORN; KUCHROO, 2007).

Em geral, sabe-se hoje que as respostas Th17 sdo criticas na defesa da mucosa e do
epitélio contra agentes extracelulares. No entanto, recentes estudos tém relatado o seu papel
contra agentes intracelulares, contribuindo para a persisténcia viral e a inflamacdo cronica,
além de varias condi¢fes imunopatoldgicas graves (MIOSSEC, 2009; VAN DE VEERDONK
et al., 2009).

A presenca de IL-17 em soro e biopsia de pacientes com doencas inflamatorias
cronicas foi relatada antes mesmo do conhecimento e da caracterizagdo desse perfil celular.
Esses achados foram confirmados, com a presenga dessas células em tecidos humanos
inflamados, oriundos de pacientes com diversas desordens inflamatérias e autoimunes. A

estimulacdo da producdo de quimiocinas por células desses tecidos, mediadas pelas IL-17 e
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IL-22 pode ser um instrumento para o recrutamento de células efetoras, incluindo linfécitos,
granuldcitos e monacitos ativados (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 2009).

2.7 O PAPEL DAS CELULAS Th17 NA HEPATITE C CRONICA

Apos algumas andlises genéticas, principalmente, com os genes que induzem a IL-17,
foi mostrado que esta citocina induzia varias quimiocinas e metaloproteinases de matriz, as
quais estdo envolvidas com o processo inflamatorio, evidenciando portanto, o papel desse
perfil celular no envolvimento de doencas inflamatérias (CHANG; DONG, 2009).
Corroborando esses achados, alguns estudos indicaram que as células Th17 tém um papel
importante em muitas doencas hepaticas, incluindo doenca alcodlica do figado, hepatite B
aguda e cronica, doenca autoimune do figado e carcinoma hepatocelular, contribuindo para o
dano hepético e para a progressao da doenca (CHANG et al., 2012).

Um estudo realizado por Rowan et al. (2008) relatou a ocorréncia de inducdo de
células Th17 especificas, em portadores de hepatite C cronica. No entanto, foi demonstrado
também, que citocinas regulatérias como a IL-10 e TGF-B, que eram induzidas pela proteina
NS4 do VHC, induziram supressdo das respostas do tipo Thl e Thl7, nesses pacientes
infectados. Um outro trabalho realizado por Fathy et al. (2011), demonstrou, no entanto, que
0s niveis séricos de citocinas do perfil Th17 estariam elevadas em pacientes infectados, em
comparacao a individuos sadios.

Um estudo realizado na China por Chang et al. (2012), demonstrou que a frequéncia
das células Th17, tanto no sangue periférico, quanto no figado de pacientes com hepatite C
crénica (HCC), poderia ser um novo marcador para progressao da doencga associado com grau
de injaria hepatica e atividade inflamatdria, associando-se com 0s niveis séricos da enzima
alanina aminotransferase (ALT). No entanto, nesse mesmo estudo, a associa¢do da resposta
Th17 com a replicagéo viral e, consequentemente, a eliminagdo do virus, ndo foi evidenciada.

Alguns trabalhos também tém sido realizados considerando a resposta ao tratamento
antiviral, em pacientes com HCC. Em um desses estudos, os niveis da citocina IL-17 foram
demonstrados estar elevados no soro de individuos com a infec¢do crbnica; entretanto, 0s
valores ndo se correlacionaram com a viremia ap0s 12 semanas de tratamento com IFN-a ¢
ribavirina. Em contradicdo, em outro trabalho, citocinas séricas do perfil Thl7 foram
encontradas com niveis reduzidos apés 12 semanas de tratamento antiviral, tendo
principalmente, uma ampla queda naqueles pacientes que foram respondedores ao tratamento.

Em um estudo com pacientes pos-transplantados hepaticos, e que tiveram a recorréncia da
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hepatite, foi evidenciado um aumento também do numero de células Th1l7 no sangue
periférico, assim como em pacientes que tinham uma hepatite com grau mais avangado
(BOWEN, 2012).

Um estudo realizado por nosso grupo (SOUSA et al., 2012), também demonstrou a
participacdo de células Th1l7 na infeccdo cronica pelo virus da hepatite C. Foram
determinados os niveis de vérias citocinas séricas envolvidas com este perfil celular, assim
como marcadores de atividade da doenca hepatica, como a ALT, marcadores de fase aguda e
de autoimunidade, correlacionando com algumas caracteristicas clinicas desses pacientes.
Nesse trabalho, foi encontrada uma forte associacao entre os niveis de IL-17F e IL-22, onde
uma significante reducéo na razéo entre essas duas citocinas (IL-17F/I1L-22) foi observada nos
pacientes com HCC. A IL-17F promove uma inibicdo das citocinas pro-inflamatérias IL-6,
IL-8 e o fator de crescimento endotelial vascular, inibindo a angiogénese e o crescimento do
cancer; enquanto que a IL-22 tem um efeito oposto, estimulando o crescimento do carcinoma
hepatocelular através da ativacdo do fator de transcricdo STAT3, promovendo metéstase e
inibicdo da apoptose.

Em um modelo experimental de doencas infecciosas, a IL-22 mostrou ter um papel em
aumentar a proliferacdo de células epiteliais no hospedeiro, protegendo-o contra infeccBes na
mucosa; mas também, foi evidenciado que exibia papel importante na protecdo contra o dano
tecidual hepético, podendo ser inferido que a patologia hepéatica pode ser largamente
prevenida pela super expressdo da IL-22. Isso foi demonstrado com o blogueio dessa citocina
com anticorpos neutralizantes, e também, nocauteando camundongos para 0 gene desta,
resultando em substancial lesdo hepética, acompanhada de altos niveis das enzimas hepéticas
no soro (HIROTA; MARTIN; VELDHOEN, 2010).

Na hepatite B, foi documentado em um ensaio in vitro, uma possivel participacao
protetora da IL-17A, onde elevados niveis dessa citocina reduziriam as cépias do virus,
inibindo a sua replicacdo; enquanto que a sua diminuigdo promoveria o aumento da replicacdo
viral. O mesmo ndo foi observado em relacédo a citocina 1L-22 (WANG et al., 2013).

Um trabalho realizado por Gutkowski et al. (2013), em portadores de hepatite C
crbnica, evidenciou resultados contraditorios, com os relatados acima. Foi demonstrado que
0s niveis séricos de IL-17 estariam diminuidos nesse grupo de pacientes, em relacdo a
populacdo sadia, comportando-se, portanto, de forma distinta do que tem sido mostrado em
outras enfermidades crénicas hepaticas. Outro trabalho apresentado por HAO et al. (2014)
também evidenciou o reduzido numero de linfécitos Thl7, em pacientes com HCC, e

aumento do numero de linfocitos T regulatorios, contrapondo com a populagdo sadia
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estudada, além de ndo terem encontrado associacao entre 0s niveis das transaminases séricas,
e as células Th17.

Com o conhecimento mais apurado sobre o papel das células Th17 na imunopatogenia
da hepatite C, pode-se obter novos tratamentos que visem bloquear essa resposta, induzindo a
uma menor lesdo hepatica, ou contraditoriamente, induzindo uma resposta com a finalidade
de obter citocinas protetoras que propiciem a resolucdo da doenca sem maiores danos. Alguns
estudos iniciais vém demonstrando o papel de algumas citocinas em bloquear a citocina IL-17
e controlar o desenvolvimento desse perfil celular (TABARKIEWICZ et al., 2015).

Devido ao fato desses estudos ainda serem iniciais e controversos, além do fato da
maioria dos trabalhos realizados terem sido em casos de hepatite B, faz-se necessario que
novas pesquisas também sejam realizadas com a hepatite C para obtencdo de maiores
informacBes que proporcionem uma melhor qualidade de vida para o0s pacientes,
principalmente, em um pais com caracteristicas tdo distintas dos perfis populacionais até
entdo estudados.
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3 HIPOTESES E OBJETIVOS

3.1 HIPOTESES

HO = N&o ha diferenca no perfil de células Th1l7 entre portadores de hepatite C cronica,
tratados e ndo tratados, assim como em individuos sadios.

H1 = Existem diferencas no perfil de células Th17 entre os pacientes com hepatite C
cronica, tratados e ndo tratados, e os individuos sadios.

3.2 OBJETIVOS

3.21 Geral
Investigar a frequéncia de células Th17 em portadores de hepatite C cronica, e a avaliagdo

da producéo de citocinas do perfil Th17, antes e apds tratamento.

3.2.2 Especificos
I. Avaliar quantitativamente os linfécitos T (CD4/CD8), do sangue periférico de
portadores do VHC, virgens de tratamento e pacientes ndo-respondedores, e
controles sadios.

Il. Determinar as frequéncias de células Th17 nos individuos referidos acima e
compara-las entre si.

I1l.  Avaliar a resposta funcional das células Th1l7 ex vivo, através da producdo das
citocinas IL-17A, IL-17F, IL-17E, IL-21 e IL-22 ap6s estimulacdo antigénica, in
vitro, frente aos antigenos do core e aos antigenos ndo estruturais do virus C, em
grupos de portadores do VHC;

IV. Correlacionar os resultados obtidos com dados clinico-laboratoriais dos pacientes.
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Milena Santana Cabral 2, Monica Cardozo Rebougas 2, Isabela Silva de Oliveira °, Maria
Isabel Schinoni ¢, Ajax Mercés Atta °, Maria Luiza B Sousa Atta °.

 Programa de Pds-Graduagdo em Imunologia, Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Bahia, Brazil; ® Laboratorio de Pesquisa em Imunologia, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal da Bahia, Brazil, © Servico de Gastro-hepatologia, Hospital
Universitario Professor Edgard Santos, Universidade Federal da Bahia, Brazil.

Resumo

A infeccdo cronica pelo virus da hepatite C (VHC) é um problema de salde global. A
participacdo de células imunes na persisténcia do virus e sua associacdo com a patologia do
figado, na hepatite C ainda ndo sdo completamente conhecidas. Neste trabalho, investigamos
a subpopulacdo de células Th17, do sangue periférico, em pacientes infectados cronicamente
pelo VHC, ndo tratados, e em pacientes que ndo responderam (NR) ao tratamento antiviral
com interferon-o / ribavirina. A associacdo dessas células com a histologia hepatica e carga
viral também foram analisadas. Vinte pacientes ndo tratados com VHC, 10 individuos NR,
todos infectados com VHC Gen 1, e 23 individuos saudaveis participaram do estudo. As
células Th17 foram quantificadas por citometria de fluxo utilizando anticorpos monoclonais
especificos (anti-CD3, anti-CD4, anti-CD161, e anti-IL-17A) e o citbmetro FACS Canto |II.
Dados histopatoldgicos de bidpsia hepatica foram utilizados para estadiamento da hepatite
cronica, de acordo com a classificacgdo METAVIR ou pelo método Fibroscan®.
Autoanticorpos ndo-6rgdo especificos (ANA, AML e FR) foram detectados por
imunoensaios. As células Th17 foram encontradas diminuidas, em ambos os grupos (ndo
tratados e nao-respondedores) (p<0,0001). A diminuicdo dessas células ndo foi correlacionada
com autoimunidade e nem com os niveis da alanina aminotransferase (ALT), ou associadas
com carga viral ou histopatologia hepatica. Em concluséo, a infec¢cdo cronica pelo virus da
hepatite C, do gendtipo 1, causa uma diminuicdo das células Th17 do sangue periférico.
Aparentemente, esta alteracdo celular ndo esta relacionada com a carga viral ou lesdo
hepatica.

Palavras-chaves: hepatite C; células Th17; carga viral; autoimunidade; patologia hepatica

4.1 INTRODUCAO

Aproximadamente 185 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas pelo virus da
hepatite C (VHC) e devido a isso, varias estratégias epidemioldgicas e de intervencdo estdo
sendo realizadas para prevencao e controle da doenga na tentativa de reduzir a sua propagacgao
[1,2]. Embora a resposta imune contra o virus da hepatite C possa eliminar a infecgdo aguda,

em uma pequena proporcao de individuos infectados, a infecgdo persiste na maioria dos
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pacientes, tornando-se cronica apds seis semanas. Cerca de 55% a 85% dos pacientes com
hepatite C aguda, evoluem para a hepatite crénica causando lesdes hepéticas significativas,
tais como fibrose e cirrose nesses individuos, e manifestacfes extra-hepaticas, especialmente
de autoimunidade [3,4]. As proteinas do virus suprimem a resposta imune do hospedeiro,
através da inibicdo das funcBes das células imunes, supressdo essa que acaba por levar a
infeccdo de forma persistente [5,6]. No entanto, fatores do hospedeiro como os polimorfismos
do HLA e uma forte, multiespecifica e sustentada resposta adaptativa de células TCD4" e
TCD8" podem também coibir a multiplicacdo e consequente permanéncia viral, e resolver a
infeccdo aguda [7].

Aproximadamente 1% das células TCD4" do sangue periférico sdo do tipo Thl7.
Entretanto, um aumento no nimero destas células é visto em algumas doencas autoimunes e
inflamatdrias crénicas, assim como em alguns tipos de cancer. Recentemente, as células Th17
foram implicadas na patogénese de doengas hepaticas tais como a hepatite C, e a frequéncia
dessas células, em pacientes com hepatite C crénica, tanto no sangue periférico quanto no
figado, pode ser um novo marcador para a progressao da doenca. Elas estdo associadas com
estagios de lesdo hepatica e atividade inflamatdria nesse 6rgéao [8-10].

Um aumento no numero de células Th17 no sangue periférico tem sido relatado em
pacientes pos-transplantados, com recorréncia de hepatite e, também, em pacientes com
estagio avancado dessa doenca. Entretanto, observou-se um baixo nimero de células Th17 e
um namero aumentado de células T regulatorias em pacientes com hepatite C cronica. Além
disso, ndo tem sido associado 0s niveis das aminotransferases séricas e as células Th17
[11,12].

Neste estudo, investigou-se a proporcao de células Th1l7 no sangue de pacientes
brasileiros com hepatite C cronica, sua relacdo com células TCD4* e TCD8", buscando
associacdo com diferentes aspectos dessa infeccdo, utilizando como referéncia individuos

sadios da mesma populagéo.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Pacientes e Controles Sadios

Este estudo incluiu individuos de ambos o0s sexos provenientes do Servigo de
Hepatites do Hospital Professor Edgard Santos. Os pacientes foram diagnosticados
clinicamente e sorologicamente para hepatite C (anti-VHC por ELISA de 3? geragdo) e

demonstracdo de RNA viral no sangue (dados obtidos de prontudrios médicos). Foram
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incluidos 20 individuos sem tratamento antiviral prévio, sendo 14 mulheres e seis homens
com média de idade de 56 * 14 anos. Dez individuos com hepatite C cronica, sendo trés
homens e sete mulheres, com uma média de idade de 58 + 8 anos, que nao responderam ao
tratamento antiviral, apds 12 semanas com interferon-a peguilado e ribavirina, ou que
sofreram reativacdo da infeccdo ap6s a 242 semana de tratamento, formando o grupo néo-
respondedor (grupo NR). Todos os portadores do VHC eram infectados pelo genétipo do tipo
1. Pacientes com coinfeccGes virais por HIV, HTLV e hepatite B ou presenca de outras
enfermidades cronicas autoimunes e/ou inflamatérias ndo foram incluidos no estudo. O grupo
controle consistiu de 23 individuos sadios (15 mulheres e oito homens, com média de idade
de 50 + 9 anos) oriundos da populacédo local, que foram negativos para anti-VHC, assim como
para as outras doencas usadas como critérios de exclusdo. O estudo foi aprovado pelo comité
de ética do Hospital Professor Edgar Santos (CEP-HUPES).

4.2.2 Investigacao laboratorial

O hemograma dos pacientes foi realizado em analisador automaético (sistema Cell-Dyn
Ruby) e os niveis séricos das enzimas alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase
foram determinadas através da metodologia Cinética-UV, em analisador automatico. A
histopatologia hepatica foi avaliada em material de bidpsia e a lesdo tecidual (fibrose e
atividade necroinflamatoria) foi classificada pelos critérios do sistema de classificacdo
METAVIR [13]. O método do Fibroscan® foi utilizado para diagnosticar fibrose nos
pacientes que tinham risco de sangramento. Os dados da histopatologia e Fibroscan foram
obtidos de prontuarios médicos. A presenca de crioglobulinas séricas foi detectada por
crioprecipitacdo em tubo, apdés 7 dias a 4°C, com inspecdo didria. A presenca de
crioglobulinas foi confirmada pela dissolugdo do crioprecipitado ap6s 1h de incubacéo a 37°C
[14]. O fator reumatoide sérico foi determinado por nefelometria, usando sistema Immage
(Beckman Coulter, USA). Um teste positivo era > 20 Ul/mL. Anticorpos antipeptideos
citrulinados ciclicos (anti-CCP) foram pesquisados por ELISA indireto usando conjunto
comercial de imunodiagnostico (ORGENTEC Diagnostika GmbH, Alemanha, cut off= 20Ul).
Os anticorpos antinucleares (ANA) foram investigados por imunofluorescéncia indireta (IF1),
usando células Hep-2000 como substrato antigénico (Immuno Concepts, USA). Anticorpos
antimasculo liso foram também determinados pela mesma metodologia, mas usando como

substrato antigénico cortes teciduais de figado/rim/estdmago de rato (Viro-Immun Labor-
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Diagnostika GmbH, Alemanha). Ambos autoanticorpos foram triados com uma diluicdo de
1/40 como ponto de corte.

4.2.3 Subpopulages de Linfdcitos T do sangue periférico

Para analise das frequéncias das células, as amostras de sangue total foram coletadas a
vacuo em tubos heparinizados (BD Vacutaneir®). Em seguida, o sangue foi diluido a 1/2 com
meio de cultura RPMI 1640 com HEPES (Cultilab, Brasil) e antibidtico Gentamicina
10mg/mL (SIGMA-ALDRICH, USA). As amostras diluidas foi adicionado um meio de
ativacdo da proliferacdo celular contendo: 10 ng/mL de PMA (12-Miristato 13-Acetato de
Forbol), 0,4mg/mL de lonomicina e 5mg/mL de Brefeldina A (SIGMA-ALDRICH, USA). As
amostras foram cultivadas em estufa de CO2 a 37°C, por 4 horas [15]. ApGs cultivo, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 400xG, retirado o sobrenadante e as células
suspensas com salina. Os seguintes anticorpos monoclonais foram usados para identificar as
subpopulacdes de linfécitos: anti-CD3 proteina peridinina-clorofila (PerCP-CyTM 5.5), anti-
CD4 isotiocianato de fluoresceina (FITC), anti-CD161 aloficocianina (APC), anti-IL-17A
ficoeritrina (PE) (BD Biosciences), e anti-CD8 ficoeritrina cianina-5 (PE-CY5) (eBioscience).
A caracterizacdo fenotipica das células Th17 foi feita a partir da marcacéo de superficie com
0s anticorpos anti-CD4 FITC e anti-CD161 APC, enquanto que a marcagdo intracelular foi
feita usando o anti-CD3 PerCP CyTM 5.5 e o anti-IL-17A PE (Mouse Anti-Human, BD
Biosciences). Foram utilizados anticorpos isotipicos 1gG1 de camundongo marcados com PE
(BD Biosciences) e células ndo marcadas como controles negativos. As células foram adquiridas
utilizando o citometro de fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences, USA), sendo que para a
determinacéo das frequéncias celulares, foram selecionados 10.000 eventos para contagem de
linfécitos ndo marcados (controle negativo), 10.000 eventos para o controle isotipico, 50.000
eventos para linfécitos T CD4* e CD8", e 100.000 eventos para linfocitos Th17. Os resultados

obtidos foram analisados com o software FACS Diva™.,

4.2.4 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o programa Prism versao 6.0 (GraphPad
Software Inc., USA). A distribuicdo das variaveis foi analisada com o teste de D'Agostino-
Pearson. As analises de correlagdo foram feitas com os testes de Spearman. O teste ndo-

paramétrico de Mann-Whitney comparou as medianas de dois grupos, e o teste de Kruskal-
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Wallis para analise de medianas entre trés ou mais grupos. O Teste Exato de Fischer analisou
a associacao entre dois grupos. Foi considerado significante resultado de p< 0,05.

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Caracterizacao clinica e demografica dos pacientes e controles

Este estudo avaliou 20 pacientes com hepatite C cronica ndo tratados e 10 pacientes
que eram nao-respondedores ao tratamento antiviral com interferon-o mais ribavirina; todos
infectados com o genotipo 1 do VHC. A maioria dos pacientes ndo tratados e dos nao-
respondedores (60%) apresentou uma carga viral elevada (>6x10° IU/ml) e um aumento
discreto nos niveis de ALT e AST. Nenhuma fibrose ou fibrose leve a moderada (F0, F1, F2)
foram diagnosticadas em 13/20 (81%) dos pacientes ndo tratados, enquanto que 19% tinham
fibrose avancada (F3 e F4). Em 10 pacientes ndo tratados que realizaram a bidpsia hepatica,
trés ndo apresentaram atividade necroinflamatéria (AO) e em sete, a atividade foi leve a
moderada (A1-A2). No grupo ndo-respondedor, nove pacientes realizaram bidpsia hepatica.
Seis de nove pacientes (66,7%) tiveram fibrose moderada (F2), enquanto trés (33,3%)
apresentaram fibrose avancada (F3-F4). Dentre 0s nove pacientes ndo-respondedores, a
atividade necroinflamatéria foi ausente em trés, enquanto que seis variaram entre leve e
moderada (A1-A2) (Tabela 1).

A presenca de crioglobulinas séricas foi detectada em propor¢do semelhante nos dois
grupos de pacientes. Embora a porcentagem de pacientes com NOSA positivos fosse
semelhante nos dois grupos, eles diferiram na sua propor¢do de FR e ANA positivos (Tabela
2).

4.3.2 Subpopulagdes de linfocitos

Os pacientes com hepatite C cronica ndo tratados e os pacientes nao-respondedores
apresentaram baixos percentuais e baixos nimeros de células Th17, em comparagdo com 0S
controles sadios (p<0,0001). Entretanto, os trés grupos investigados nao diferiram nos valores
percentuais e em nimeros absolutos de linfécitos TCD4* (p=0,85 e p=0,07, respectivamente)
e linfocitos TCD8" (p=0,76 e p=0,36, respectivamente) (Tabela 3).
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4.3.3 Células Th17 e aspectos clinicos e virologicos

Os ntmeros das células Th17 ndo foram correlacionados com as concentracdes séricas
de ALT dos pacientes ndo tratados ou ndo-respondedores (p=0,176 e p=0,761,
respectivamente). Também, os nimeros dessas células ndo se correlacionaram com a carga
viral do VHC (p=0,516).

4.4 DISCUSSAO

Este estudo investigou a proporc¢do de células Th17 no sangue periférico de pacientes
com hepatite C crbnica nao tratados e em pacientes que ndo apresentaram resposta viroldgica
sustentada ap6s 12 semanas de tratamento antiviral com o-IFN mais ribavirina, ou que
sofreram reativacdo da infeccdo apds 24 semanas de tratamento. A referéncia foi a proporgéo
de células em individuos sadios ndo-infectados da mesma populacdo. Nossos resultados
mostraram uma reducdo da contagem absoluta e percentual de células Th1l7 em pacientes
infectados cronicamente pelo VHC (n&o-tratados e ndo-respondedores) em comparagdo com o
grupo controle. Entretanto, a infeccdo pelo VHC ndo altera a contagem proporcional ou
absoluta de linfécitos T CD4* e CD8*, nos pacientes infectados.

Alguns estudos relatam um alto nimero de células Th17 em pacientes com hepatite C,
em relacdo a individuos sadios [10,12]. Entretanto, eles investigaram pacientes com estagios
mais avancados de fibrose, mostrando atividade necroinflamatéria. Aqui, a maior parte dos
pacientes apresentaram fibrose hepatica, porém com atividade necroinflamatoria ausente ou
em estagio leve a moderado. Além disso, devido ao carater cronico da infeccdo, as células
Th17 sdo recrutadas para o figado, diminuindo seus nimeros no sangue periférico [16].

Um aumento no ndmero de células Th17, em pacientes com hepatite C cronica, tem
sido associado as manifestacdes extra-hepaticas de autoimunidade. Essa associacdo entre
autoimunidade e o aumento do namero de células Th17 circulantes tem sido bem demonstrada
em estudos envolvendo diferentes doencas crénicas inflamatorias e autoimunes [17-20].

Nosso grupo recentemente documentou uma diminuicdo da proporcdo de células T
CD25" FoxP3*, em pacientes com hepatite C cronica com crioglobulinemia, sugerindo a
importancia dessas celulas na regulacdo negativa nas manifestacbes extra-hepéaticas de
autoimunidade [21]. No presente estudo, embora a frequéncia de crioglobulinemia tenha sido
baixa nos pacientes avaliados (10% e 30% para pacientes nédo-tratados e ndo-respondedores,

respectivamente), a presenca de NOSA foi similar aqueles ja reportados em estudos
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populacionais prévios. Portanto, a regulacdo negativa da autoimunidade pelas células T
regulatorias (Treg), nesses individuos, pode também inibir a proliferacdo dos linfocitos Th17.
Trabalhos prévios reforca o envolvimento das células Treg, na hepatite C crbnica, como
evidenciado pelos altos niveis séricos de IL-10 em pacientes e uma possivel regulacédo
negativa da resposta inflamatdria desses individuos [22,23].

O desequilibrio da relacdo entre Th17/Treg na hepatite C tem sido tema de estudos e
que foi demonstrado um aumento da razdo Th17/Treg em pacientes com esta infeccédo viral
crénica. Além disso, tem sido observado um maior nimero de células Treg em pacientes
infectados com HCV Genl comparados com aqueles infectados com o gendtipo 2 [12,24]. No
nosso estudo, todos os participantes estavam infectados com o genétipo 1 do VHC, o que
poderia estar associado com regulacdo negativa mais intensa das células Treg sobre a
frequéncia das células Th17.

Pacientes que apresentaram uma resposta precoce a terapéutica antiviral (4 semanas de
tratamento) mostraram numeros reduzidos de células Treg e elevados numeros de células
Th17. Anteriormente, foi relatado que pacientes com hepatite C aguda, que eliminaram o
virus, tinham numeros absolutos mais elevados de células Th17, havendo uma diminuicéao
dessas células nos pacientes que evoluiram para a infeccdo cronica. Além disso, baixos niveis
séricos de IL-17A em pacientes com hepatite C cronica foram demonstrados pelo nosso grupo
e por outros investigadores, sugerindo que as células Th17 sofrem influéncias diferentes das
observadas em outras doencas hepaticas cronicas [12, 24-26].

Em conclusdo, ndés documentamos uma diminui¢do na proporcdo de células Th17 no
sangue periférico, de pacientes cronicamente infectados com o virus da hepatite C, em relagéo
a populacdo sadia. Tal alteragdo parece estar associada a infeccdo com o genétipo 1 do VHC e

a inibicdo da proliferacao dessas células por células T regulatorias.
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Figura 1. Citometria de fluxo (“gates”) para determinagdo de linfocitos Thl7
(CD3"CD4"CD161"IL-17A"). a) Selecdo de linfocitos do sangue periférico, identificados por
tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A). b) Selecéo de linfocitos T. ¢) Selecdo de linfocitos
T CD4" d) Selecdo de linfocitos T CD4'CD161". e) Sele¢do de linfocitos T CD4"CD161"
secretores de IL-17A (Q2).
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas, virologicas e clinicas de pacientes com hepatite C
cronica (HCC) ndo-tratada e pacientes que ndo responderam ao tratamento antiviral (NR).

Caracteristicas (HCC, N = 20) (NR, N =10)
Género

Homens 6/20 (30%) 3/10 (30%)
Mulheres 14/20 (70%) 7/10 (70%)
Idade (anos) 59 (46-66) 59 (52-65)
Homens 52 (41-64) 59 (59-65)
Mulheres 61 (55-67) 52 (51-66)
Genotipo

Gen 1 20/20 (100%) 10/10 (100%)
Histologia hepatica

Fibrose

FO - F2 (auséncia/leve/moderada) 13/16 (81%) 6/9 (67%)
F3 - F4 (avancada/cirrose) 3/16(19%) 3/9 (33%)
Néo avaliada 4/20 (20%) 1/10 (10%)
Atividade necroinflamatoria

A0 3/10 (30%) 3/9 (33%)
Al-A2 7/10 (70%) 6/9 (67%)
N3o avaliada 10/20 (50%) 1/10 (10%)
Carga viral

Baixa (< 6 x 10° UI/mL) 8/20 (40%) 4/10 (40%)
Alta (=6 x 10° Ul/mL) 12/20 (60%) 6/10 (60%)
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Tabela 2. Achados laboratoriais em pacientes com hepatite C crénica (HCC) néo-tratada e
pacientes que ndo responderam ao tratamento antiviral (NR).

HCC NR
Achados laboratoriais N= 20 N =10
NOSA (%) 55% 70%
ANA (%) 15% 50%
SMA (%) 20% 40%
FR (%) 60% 20%
Crioglobulinas (%) 10% 30%
ALT (UI/L) 48 (32 - 85) 60 (31 - 86)
AST (UI/L) 52 (36 - 120) 68 (41 - 85)
Leucdcitos totais (celulas/mL) 6.198 + 2.498 5119 + 1.932
Linfécitos (células/mL) 2.005 + 666 2.035+ 793

*Todos os valores de p > 0,05.
NOSA: autoanticorpos ndo-6rgdo-especificos. ANA: anticorpo antinuclear. SMA: anticorpo antimusculo liso.

FR: Fator reumatoide.
Valores de referéncia: Autoanticorpos: Nao-reagente; ALT/AST: (41U/L); Leucécitos totais: 3700-10.000/mL;

Linfocitos: 720-4.800/mL.
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Tabela 3. Propor¢do e contagem absoluta das subpopulacdes de linfocitos T no sangue
periférico de pacientes com hepatite C cronica (HCC) ndo-tratada, pacientes que ndo
responderam ao tratamento antiviral (NR) e individuos saudaveis (controles).

HCC NR Controles Valor de p

TCD4* (%) 56 54 56 0,85
IQR (50-60) (45-63) (50-64)
TCD4* (células/mm?) 1.114 1.086 1.341 0,07
IQR (757-1.388)  (797-1.452) (1.013-1.649)
TCD8" (%) 33 37 33 0,76
IQR (26-40) (30-41) (29-44)
TCD8* (células /mm3) 723 588 789 0,36
IQR (439-888) (461-923) (536-1.129)
Th17(%) 0,70 0,67 2,50 <0,0001

(0,5-1,4) (0,4-0,9) (2,0-3,0)
Th17(células /mmd) 14,0 12,5 52,0 <0,0001
IQR (11-26) (10-17) (41-84)

As subpopulaces de linfécitos T estdo representadas em percentual e nimeros absolutos
(mediana e intervalo interquartilico Q1-Q3).

46  Conclusoes:

e A infeccdo cronica pelo virus da hepatite C causa uma desregulacdo das células
imunes do hospedeiro, seja em suas frequéncias ou em suas fungdes, no sangue
periférico.

e Existe uma diminuicdo da proporcéo de células Th1l7 do sangue periférico, em
pacientes ndo-tratados e ndo-respondedores ao tratamento antiviral. Em relacéo
as células TCD4" e CD8", ndo houveram diferencas entre 0s grupos.

e A diminuicdo do numero dessas células ndo estd associada com viremia,

autoimunidade ou lesdo hepatica.
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5 CAPITULO 2: Artigo 2: Resposta imune de citocinas associadas & Th17 por células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) de pacientes cronicamente infectados
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Resumo

Introducdo: A hepatite C cronica provoca uma disfuncdo imune celular grave. Objetivo: NOs
investigamos a producdo de citocinas associadas a Th17 por células mononucleares de sangue
periférico (CMSP) de pacientes portadores da infecgdo pelo virus da hepatite C, ndo tratados.
Foram também investigadas as CMSP de pacientes com hepatite C crénica que apresentaram
uma resposta viroldgica precoce ap6s12 semanas de tratamento com interferon-a e ribavirina,
combinados ou ndo com inibidores de protease do VHC, e de individuos que ndo responderam
a terapia antiviral. Métodos: CMSP foram estimuladas separadamente com antigenos do core
do VHC e proteinas ndo estruturais e examinadas pela producdo de mediadores imunes com
um imunoensaio Milliplex® MAP. Resultados: As CMSP de pacientes ndo tratados e nédo
respondedores produziram IL-17A para o antigeno do core, mas uma producdo vigorosa de
IL-17A contra o antigeno NS3 foi apenas verificada no grupo ndo tratado. CMSP de pacientes
ndo-respondedores, também produziram IL-17F para o peptideo do core. A producao de IL-21
foi inalterada nos trés grupos de pacientes, enquanto que IL-17E e IL-22 ndo foram
detectadas. Em pacientes que apresentaram uma resposta viroldgica precoce, a producdo de
citocinas do perfil Th17, por CMSP estimuladas foi insignificante. Os niveis de IL-17A ou
IL-17F ndo foram correlacionados com os niveis de ALT e ndo foi encontrada associacédo
entre a producdo de IL-17A e fibrose hepética ou viremia. Conclusdes: Os pacientes com
hepatite C ndo tratados e os individuos ndo-respondedores ao tratamento antiviral diferem na
resposta imune de citocinas associadas a Th17, por CMSP. Os pacientes ndo tratados tém uma
producdo de IL-17A para o antigeno do core do VHC e o antigeno NS3, enquanto que 0s
individuos nao-respondedores produzem IL-17A e IL-17F para o core do VHC.

Palavras-chave: Hepatite C, citocinas Thl7, tratamento antiviral, lesdo hepatica,
autoimunidade.
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5.1 INTRODUCAO

A infecgdo cronica pelo virus da hepatite C € epidémica e tambem esta associada a uma
alta morbidade e mortalidade. Embora a prevaléncia global de individuos soropositivos ao
VHC tenha sido estimada em 1,6% (1,3-2,1%), correspondendo a 115 milhdes, a prevaléncia
global de individuos portadores da infec¢édo foi estimada em 1%, atingindo 71 milhdes [1].

A infeccéo cronica pelo VHC esté associada ao carcinoma hepatico, mas sua persisténcia
é apenas parcialmente explicada. No entanto, é afirmado que individuos que controlam
precocemente a infeccdo pelo VHC expressam interferon-y (IFN-y) no figado varias semanas
apos o inicio da doenca e produzem varias quimiocinas e citocinas envolvidas no
processamento e apresentacdo do antigeno [2,3].

Os individuos que resolveram espontaneamente a hepatite C aguda tém uma producédo
aumentada de linfocitos T CD4+ e CD8+ que visam especificamente epitopos antigénicos do
core e de proteinas ndo-estruturais (regides NS3/4A e NS5B). A proteina NS3 tem os epitopos
mais imunogénicos do VHC e a resposta imunitaria celular contra estes epitopos mata as
celulas infectadas com VHC por um mecanismo citotoxico ou inibe a replicagdo do virus
através das acOes de IFN-y e TNF- a [4].

Uma resposta imune fraca e inefetiva ao virus permite que a proteina NS5A do VHC iniba
a producdo intra-hepética de citocinas antivirais como IFN-y, contribuindo para a perda da
funcdo antiviral das células T e persisténcia do VHC [5,6].

As células Th17 e outras fontes celulares produzem um conjunto de citocinas que tém sido
implicadas na resposta imune adaptativa observada na hepatite C crdénica e outras doencas do
figado. Por outro lado, alguns destes mediadores imunes como a IL-17A podem estar
associados com lesdes hepaticas e progressao da doenca. Além disso, o grau de inflamacéo
hepatica estaria diretamente correlacionado com a infiltragdo de células Th17 [7-11].

Alguns estudos tém investigado o envolvimento de citocinas associadas ao perfil Th17 no
tratamento antiviral da hepatite C cronica [12]. No entanto, esses dados ainda precisam ser
melhor esclarecidos. Este estudo investigou a resposta imune de citocinas associadas a Th17,
na hepatite C cronica. Assim, avaliamos a producdo desses mediadores imunes em CMSP de
pacientes ndo tratados, em individuos que apresentaram resposta virologica as 12 semanas de
tratamento antiviral com IFN-a e ribavirina, isoladamente, ou em combinagdo com boceprevir
ou telaprevir, além de pacientes ndo-respondedores a esta terapia. O perfil das citocinas Th17

desses individuos também foi analisado considerando seus achados clinicos e laboratoriais.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Pacientes

Este estudo incluiu 18 pacientes cronicamente infectados com VHC (8 mulheres e 10
homens, com média de idade de 53 + 9 anos) que foram reavaliados na 12 semana de
tratamento antiviral. Onze dos 18 pacientes foram tratados apenas com interferon-a/
ribavirina. Sete dos 18 foram tratados com IFN-a/ribavirina associados ao boceprevir ou
telaprevir. O grupo de pacientes ndo respondedores foi representado por 10 individuos com
idade média de 55 + 8 anos (faixa de 42-66 anos), 4 homens e 6 mulheres. Eles foram
previamente tratados com IFN-a e ribavirina, mas exibiram significativa viremia 24 semanas
apos ou nado tiveram uma diminuicdo de HCV-RNA inferior a 2 logs UI/mL em 12 semanas
de tratamento. Todos foram diagnosticados com hepatite C cronica no Servico de Gastro-
Hepatologia do Hospital Professor Edgard Santos, em Salvador, Bahia, ap6s exames clinicos,
soroldgicos (ELISA de 3? geracdo) e moleculares (VHC-RNA). Todos os pacientes desse
estudo estavam infectados com o gendtipo 1 do VHC e seus dados de carga viral e histologia
do figado ou Fibroscan® foram obtidos de seus prontuérios. Pacientes com coinfec¢des virais
por HIV, HTLV e virus da hepatite B ou com neoplasia ou doencas crénicas autoimunes ou
inflamatérias ndo foram incluidos no estudo aprovado pelo Comité de Etica do Hospital

Professor Edgar Santos.

5.2.2 Exames bioquimicos e imunoldgicos

As amostras de soro dos pacientes foram analisadas quanto aos niveis de alanina
aminotransferase (ALT) pela metodologia cinética-UV e para autoanticorpos ndo-0rgaos
especificos (NOSA) e crioglobulinas. Anticorpos antinucleares (ANA) foram pesquisados por
imunofluorescéncia indireta (IFAT), usando células Hep-2000 (Immuno Concepts, EUA;
cutoff <40). Anticorpos antimusculo liso (SMA, cutoff <40) também foram pesquisados por
IFAT, mas usando se¢des de tecido de rim/figado/estomago (Viro-Immun Labor-Diagnostika
GmbH, Alemanha). O fator reumatoide sérico (RF) foi pesquisado por nefelometria
automatizada (Immage, Beckman Coulter, EUA, cutoff <20 Ul/mL). Os anticorpos anti-CCP
foram investigados por ELISA indireto utilizando antigenos peptidicos citrulinados
(ORGENTEC Diagnostika GmbH, Alemanha, cutoff < 20 U/mL). A presenca de
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crioglobulinas séricas foi investigada a 4°C por 7 dias e a sua presenga confirmada por
dissolugéo ap6s 1h de incubacéo a 37°C.

5.2.3 Estimulacéo antigénica de células mononucleares de sangue periférico (CMSP)

As células mononucleares do sangue periférico foram obtidas por centrifugagéo utilizando
um gradiente de densidade de Ficoll-Paque Premium™ (GE Healthcare, Suécia) [13]. Elas
foram ajustadas para 1,0x10° células/mL em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro bovino
fetal, glutamina 2mM, HEPES 25mM (pH 7,2) e antibidtico (Cultilab, Brasil). A esse meio
adicionou-se 10 mg/mL de gentamicina (SIGMA-ALDRICH, EUA). Adicionou-se 100 pL da
suspensdo celular aos pogos de uma microplaca de cultura (KASVI, China). Os controles
positivos foram 10° células/poco estimuladas com 10 uL de uma solucio de fitohemaglutinina
(PHA, 5 ug/mL), enquanto que os controles negativos foram 10° células/poco cultivadas na
auséncia de estimulos. Os testes com os antigenos foram realizados adicionando em po¢os
separados (10° células/pogo), 10 pL de cada solucdo de antigeno contendo 10 pg/mL de
peptideos recombinantes do core do VHC (AA 2 a 192) e fragmentos de proteinas nao-
estruturais do VHC NS3 (AA 1450 a 1643), NS4 (AA 1658 a 1863), and NS5 (AA 2061 a
2302); (ABCAM, UK). Os controles e ensaios foram realizados no minimo em triplicata. As
microplacas contendo os controles e testes foram incubadas durante cinco dias a 37°C na
presenca de 5% de CO2. Apds incubacdo, os sobrenadantes da cultura foram obtidos por
centrifugacdo a 4°C (1900 rpm, 10 minutos) e armazenados a -80°C para determinar 0s niveis

de citocinas.

5.2.4 Determinagéo das concentragdes de citocinas

Utilizou-se um imunoensaio multiplex da Millipore (Milliplex® MAP, Millipore
Corporation, EUA) para determinar os niveis de citocinas associadas a Th17 (IL-17A, IL-17F,
IL-21, IL-22, IL-23 e IL-17E) nos sobrenadantes das culturas de CMSP (controles e células
estimuladas com os antigenos). O imunoensaio foi realizado num analisador MAGPIX
(Merck, EUA), conforme recomendado pelo fabricante. Os limites de deteccdo mais baixos
desse imunoensaio foram: IL-17A (2,1 pg/mL), IL-17F (9 pg/mL), IL-21 (2 pg/mL), IL-22
(2,1 pg/mL), IL-23 (9,8 pg/mL) e IL-17E (9,9 pg/mL).
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5.2.5 Andlises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Prism versdao 6.0
(GraphPad Software Inc., EUA). O teste de D'Agostino-Pearson analisou a distribuicdo das
varidveis. O Teste Exato de Fischer foi utilizado para investigar a associacdo entre dois
grupos categoricos. As medianas de dois grupos foram comparadas com o teste ndo-
paramétrico de Mann-Whitney, enquanto que o teste de Wilcoxon foi utilizado para comparar
uma variavel pareada de um grupo. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
comparag6es multiplas de Dunn, comparou as medianas de trés e mais grupos. As proporcoes
foram comparadas com o teste do qui-quadrado. Nessas analises, um valor de p menor de 0,05
foi considerado significativo.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Achados laboratoriais

Este estudo envolveu 18 pacientes infectados com o gen6tipo 1 do VHC, antes e nas 12
semanas de tratamento antiviral. Quatorze pacientes desse grupo fizeram histopatologia do
figado apds bidpsia hepética e dois foram diagnosticados pelo Fibroscan®. Dois individuos
desse grupo ndo foram avaliados quanto a lesdo hepatica. A maioria dos pacientes nao
tratados (11/16, 69%) apresentou fibrose leve (F1 e F2), enquanto fibrose mais avancada (F3
e F4) foi observada em 5 de 16 (31%) pacientes. A presenca de atividade necroinflamatoria
do figado foi examinada em 14 pacientes. Em dois deles, essa atividade foi ausente (AO,
14%), trés de 14 (21%) tiveram baixa atividade, enquanto sete de 14 apresentaram atividade
necroinflamatoria leve (A2). A maioria dos pacientes (13/18, 72%) apresentou carga Viral
elevada (> 800.000 UI/mL), enquanto que em quatro foi baixa (<800.000 Ul/mL). Um
paciente ndo fez esse exame. Oito em 18 (44%) pacientes ndo tratados apresentaram atividade
ALT aumentada (> 41 U/L). Os anticorpos antinucleares e de musculo liso foram observados
em apenas um (6%) e 8/18 (44%) desses individuos, respectivamente, enquanto que a
presenca de fator reumatoide foi detectada em 7/18 (39%) deles. Anticorpos anti-CCP néo
foram encontrados. Cinco dos 18 individuos (28%) apresentaram crioglobulinemia.

Na 122 semana do tratamento, 15 dos 18 pacientes apresentaram uma resposta viroldgica

precoce (RVP). Dez dos 15 (67%) pacientes apresentaram viremia indetectavel e cinco (33%)
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apresentaram uma reducdo de mais de 2 log de sua carga viral do VHC. Trés dos 18 pacientes
(17%) foram ndo-respondedores nulos. A prevaléncia de NOSA (ANA, SMA e fator
reumatoide) nos pacientes antes e ap0s tratamento antiviral foi semelhante.

O grupo néo-respondedor (NR), de 10 pacientes, apresentou carga viral alta. A fibrose
leve (F2) foi observada em 5/10 (50%) pacientes, enquanto os demais apresentavam fibrose
avancada (F3-F4). Cinco pacientes deste grupo ndo tiveram atividade necroinflamatoria
(50%), enquanto os demais apresentaram o estagio leve (Al). Em comparagdo com 0S
pacientes ndo tratados, a proporcdo de individuos NR sem atividade necroinflamatoria ou
apresentando baixa atividade foi diferente (p = 0,0015). Quatro pacientes deste grupo
apresentaram ALT elevado (> 41 U/L). O fator reumatoide foi detectado em 3/10 (30%)
individuos, 7/10 (70%) eram soropositivos para SMA, enquanto que 3/10 (30%) tinham

crioglobulinemia.

5.3.2 Concentracdes das citocinas

Ap0s a estimulacdo de CMSP com peptideos antigénicos do core do VHC e das proteinas
ndo estruturais NS3, NS4 e NS5, foi observada uma producéo significativa de IL-17A contra
0 core, em pacientes ndo tratados, e mais vigorosamente em individuos NR (Fig. 1).
Interessantemente, 0 antigeno NS3 estimulou uma resposta imune especifica e potente de IL-
17A apenas em CMSP de pacientes ndo tratados (Fig. 1). A resposta viroldgica precoce de 15
destes individuos na semana 12 de tratamento com IFN-a/ ribavirina inibiram a sua producao
de IL-17A contra os antigenos do VHC (Fig. 1). Uma producdo significativa de IL-17F s6 foi
observada em CMSP de ndo-respondedores, e apenas para o antigeno do core do VHC (Fig.
2). As CMSP dos trés grupos ndo produziram IL-21 de forma significativa, apés a
estimulacdo com antigenos do virus C (Fig. 3). Nao houve producéo detectavel de IL-17E ou
IL-22 nas CMSP nos trés grupos de pacientes investigados, apos estimulacdo com 0s mesmos
antigenos.

Os niveis de IL-17A ou IL-17F produzidos por CMSP contra os diferentes estimulos
antigénicos do VHC, ndo foram correlacionados com os niveis de ALT em pacientes ndo
tratados e ndo-respondedores, nem estavam associados com fibrose hepética ou viremia do
VHC.
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5.4 DISCUSSAO

O presente estudo examinou a producdo de citocinas associadas a Th1l7 em pacientes
cronicamente infectados com o VHC, antes e ap0s o tratamento antiviral com interferon-o e
ribavirina, isoladamente ou em combinacdo com boceprevir ou telaprevir. Os pacientes
tratados foram representados por individuos que tiveram uma resposta virolégica precoce as
12 semanas de tratamento, completa ou parcial, e por individuos que apresentaram
anteriormente uma falha do tratamento antiviral. Todas as pessoas incluidas no estudo tinham
uma historia de infeccdo com o gendtipo 1 de VHC, predominando em pacientes nédo tratados
e ndo-respondedores, uma viremia elevada deste virus.

Uma producdo significativa de IL-17A por CMSP, estimuladas com core do VHC e
antigenos NS3, foi demonstrada em pacientes ndo tratados. Além disso, as CMSP de
pacientes NR exibiram uma resposta imune significativa de IL-17A e IL-17F contra o
antigeno do core do VHC. Diferentemente, as CMSP de individuos com uma resposta
viroldgica ndo produziram estas citocinas, ap6s a estimulacdo com antigenos do virus.

A proteina core do VHC exerce funcBes inibitérias em células imunes, suprimindo a
ativacdo e proliferagdo de células T CD8* Nas células T CD4*, também inibe a sua
proliferacdo e induz uma diminuicdo na producdo de IL-2. Além disso, o core do virus
aumenta a secrecdo de IL-10, e podendo ter um efeito apoptdtico nestas células. Nas células
B, o core do VHC promove a proliferacdo celular, aumenta a producdo de IgM e IgG, e a
expressdo de quimiocinas e receptores co-estimulatérios [13].

A proteina NS3 nédo-estrutural € uma proteina do tipo DEXH/D-Box de 70 kDa que exibe
uma atividade de serina protease na sua regido N-amino terminal e uma atividade ATPase
helicase na sua porcdo C-terminal. A protease NS3 requer a subunidade NS4A como cofator
para clivar a poliproteina do VHC. O dominio desta protease NS3 também interage com o
RNA do virus, participando do processo de replicagdo viral. O complexo NS3-4A contribui
para a evasdo do VHC da resposta imune inata mediada pelo interferon o/, por
direcionamento e clivagem da proteina adaptadora do promotor de interferon-1 (IPS-1).
Embora esta atividade possa ser inibida por inibidores de protease, combinada com interferon-
a/ribavirina, foram relatadas mutagdes associadas a resisténcia para o complexo NS3-4A
[14,15].

Recentemente, verificamos uma queda significativa no subconjunto de células Th17 das
CMSP de pacientes ndo tratados e ndo-respondedores, portadores do virus C (submetido). Por

outro lado, os efeitos supressores do IFN-a na expressao de IL-17A foram demonstrados em
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pacientes com colite ulcerativa tratados com este medicamento. Nestes individuos, o
tratamento com IFN-o suprimiu a expressdo de ambos os RNAm de IL-17A em bidpsias de
tecido do colon, assim como a expressao de RNAm de IL-17A e a producdo desta citocina,
em CMSP humanas. Além disso, INF-a parece interferir na regulagdo da diferencia¢do para o
perfil Th17, através da baixa expressdo do RNAm do fator de transcricdo RORC [16, 17]. Em
nossos achados, a terapia antiviral e a baixa contagem de células Th17 no sangue de pacientes
NR néo inibiram a producéo de IL-17A para o antigeno do core do VHC, mas suprimiram a
resposta imune frente ao antigeno NS3, o qual apresentou-se de forma vigorosa, nos pacientes
TO (ndo tratados). Deste modo, a resposta imune ativa de IL-17A a estes antigenos do VHC,
aqui demonstrada em pacientes ndo tratados e NR, poderia estar associada a um esforco de
células produtoras de IL-17A em controlar a infeccdo por VHC. No entanto, estes resultados
também sugerem a presenca de células secretoras de IL-17, em pacientes ndo-respondedores,
que sdo resistentes ao IFN-a e produzem IL-17A e IL-17F ap0s estimulacéo especifica com
antigeno do core do VHC.

Em discordancia com um estudo anterior [18], ndo encontramos associacdo entre a
resposta imune de IL-17A por CMSP, com fibrose hepatica, nem uma correlacdo entre a
producdo desta citocina e os niveis séricos de ALT observados em pacientes TO e NR.
Entretanto, a maioria dos pacientes incluidos neste trabalho ndo apresentou fibrose hepética
avancada ou atividade necroinflamatdria significativa.

A IL-17A é uma citocina que tem sido associada a patogénese de vérias doencas
autoimunes e condicdes inflamatdrias como a artrite reumatoide e doencas hepaticas crénicas,
como a hepatite. Em contraste, a IL-17A pode exibir um efeito protetor contra infec¢oes
causadas por muitos fungos e bactérias e uma resposta imunolégica adaptativa mais vigorosa
tem sido associada as células Th17, quando reencontram um mesmo patégeno [19,20]. No
entanto, em algumas infeccGes virais, como a influenza, a IL-17A promove uma lesdo
pulmonar aguda [21].

Uma producéo significativa de IL-17F por CMSP, ap6s estimulo antigénico, foi apenas
observada em pacientes NR e, exclusivamente, com o antigeno do core do VHC. IL-17F
pertence a familia IL-17; ela mostra cerca de 50% da identidade de aminoacidos para IL-17A
e compartilha muitas das atividades biologicas desta citocina. Os homodimeros e
heterodimeros de IL-17A e IL-17F sdo produzidos e secretados principalmente por celulas
Th17. No entanto, outras células também podem produzir estas citocinas, tais como células T
CD8", células natural killer (NK), células Tyd, células T (iNKT) natural killer invariantes,

células indutoras do tecido linféide (LTi), mondcitos ativados e neutrofilos [22]. Ambas as
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citocinas podem desencadear a producdo de quimiocinas e citocinas pré-inflamatorias, tais
como CXCLS8, IL-6 e TNF-a e proteinas de fase aguda. Em um estudo prévio, nosso grupo
mostrou um aumento no nivel sérico de IL-17F em pacientes cronicamente infectados com
VHC, apresentando niveis elevados de ALT [22]. Além disso, hd uma alteracdo no nivel de
IL-6 de individuos com atividade necroinflamatéria hepatica moderada e de algumas
proteinas de fase aguda como al-antitripsina e ferritina [23,24].

No presente estudo, as CMSP dos pacientes ndo tratados, RVP e NR ndo apresentaram
uma producdo significativa de IL-21 apds estimulacdo com antigenos do core e ndo-
estruturais do VHC. A IL-21 é uma citocina pleiotrépica produzida principalmente por células
Th17 e células T auxiliares foliculares, que exercem uma forte regulagdo imune em diferentes
células imunitarias. Pode atuar sobre as células B, induzindo a sua proliferacdo, troca de
isotipos e a sua diferenciacdo em plasmacitos, além da secrecdo de anticorpos 1gG1, 1gG3 e
IgA. Esta citocina pode ativar as células T CD8", NKT e NK melhorando as suas fungdes
antivirais. O aumento da producdo de IL-21 tem sido observado em varias doencas
autoimunes como ldpus, artrite reumatdide e diabetes tipo 1 [25]. Embora esta pequena
producdo de IL-21 contraste com a presenca de achados autoimunes (SMA, RF e
crioglobulinas, principalmente em pacientes NR), este achado estd de acordo com o de um
estudo anterior que demonstrou uma baixa producéo de IL-21 em pacientes com hepatite C
[26].

As CMSP dos trés grupos de pacientes estudados ndo produziram niveis detectaveis de IL-
17E ou IL-22, apos estimulacdo com antigenos do VHC. No entanto, a producdo de IL-22, em
conjunto com IL-17 por células Th17 humanas, € limitada, justificando os nossos resultados
de aumento da producéo de IL-17A por CMSP, dissociada de qualquer producéo de IL-22.

Embora a IL-22 possa ser detectada no soro de alguns individuos saudaveis e de pacientes
portadores do VHC, a infec¢do cronica por este virus ndo aumenta os niveis séricos dessa
citocina [23, 28]. Em contraste com a IL-17E, uma citocina pouco estudada na inflamagéo e
doencas hepaticas cronicas, a IL-22 tem sido objeto de varios estudos associados,
principalmente, a inflamagdo e génese de varios tumores humanos, tais como o carcinoma
hepatocelular. A IL-22 pertence a familia IL-10 e pode ser produzida por células Thl, Th22 e
Th17, como linfécitos T CD4" e CD8" e células Tys. Além destas, células envolvidas na
resposta imune inata como células NKT e células residentes do figado do tipo 3 (3 ILC's)
podem produzir 1L-22. Os efeitos bioldgicos da IL-22 no figado incluem a prevencdo da
apoptose celular, a promocdo da sobrevivéncia e proliferacdo celular, além da regulacdo

negativa para o desenvolvimento de fibrose. Além disso, a IL-22 pode induzir a producéo de



59

proteinas de fase aguda neste 6rgdo. Na hepatite C, a IL-22 ndo controla a infec¢do viral ou a
replicacdo do VHC. No entanto, pode diminuir a lesdo hepatica, evitando a apoptose e
promovendo a capacidade regenerativa de células progenitoras de hepatdcitos. Embora haja
uma superregulacao da expressao de IL-22, no figado de pacientes com infec¢do crénica por
VHC, ela ndo esta associada a um efeito antiviral direto [29,30].

Concluindo, na hepatite C crbnica, nossos achados sugerem uma resposta imune de
citocinas associadas ao perfil Thl7, em CMSP, para antigenos do VHC, que diferem em
pacientes ndo tratados e né&o-respondedores, podendo envolver diferentes mecanismos
imunolégicos e fontes celulares para esses mediadores imunolégicos. Além disso, CMSP
produtoras de IL-17A e IL-17F, que sdo resistentes a supressdo mediada por IFN-a, parecem
estar presentes em pacientes que ndo respondem ao tratamento antiviral e sdo capazes de

produzir niveis elevados destas citocinas quando desafiados com o antigeno do core do VHC.
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Figura 1. Producdo de IL-17A em CMSP de pacientes com HCC ndo tratados (TO, n=18), individuos que apresentaram resposta viroldgica precoce
(RVP) na 122 semana de tratamento antiviral (n=15) e de pacientes que ndo responderam a esta terapia (NR, n=10). Os niveis de IL-17A foram
determinados nos sobrenadantes da cultura de CMSP ndo estimuladas e estimuladas com antigenos do core do VHC e as proteinas ndo estruturais NS3,
NS4 e NS5, que sdo mostradas como medianas com intervalo interquartil. As medianas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste
de comparagdes multiplas de Dunn, utilizando células ndo estimuladas como o controle da auséncia de estimulagdo antigénica (SE), *p <0,05, ** p <0,01,

**** p <0,0001.
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Figura 2. Producéo de IL-17F em CMSP de pacientes com HCC ndo tratados (T0, n=18), individuos que apresentaram resposta virologica precoce
(RVP) na 122 semana de tratamento antiviral (n=15) e de pacientes que ndo responderam a esta terapia (NR, n=10). Os niveis de IL-17F foram
determinados nos sobrenadantes de culturas de CMSP néo estimuladas e estimuladas com antigenos do core do VHC e proteinas ndo estruturais
NS3, NS4 e NS5. As medianas dos niveis de IL-17F, aqui representadas por barras e intervalo interquartil, foram comparadas pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn, usando a produgdo de IL-17F pelas células ndo estimuladas como controle de
estimulacdo antigénica. ** p <0,01
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Figura 3. A producdo de IL-21 em CMSP de pacientes com HCC ndo tratados (T0, n=18), individuos que apresentaram resposta viroldgica (RVP) na
122 semana de tratamento antiviral (n=15) e de pacientes que ndo reagiram a esta terapia (NR, n=10). Os niveis de IL-21 foram determinados nos
sobrenadantes das culturas de CMSP néo estimuladas e estimuladas com antigenos do core do VHC e as proteinas ndo estruturais NS3, NS4 e NS5 que
sdo mostradas como medianas com intervalo interquartil. As medianas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
comparagdes maltiplas de Dunn, utilizando células ndo estimuladas como o controle da auséncia de estimulagao antigénica.
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6 CONCLUSAO GERAL

A concluséo obtida, diante dos nossos achados, evidencia que a infec¢do cronica pelo
virus da Hepatite C, causa uma desregulacdo das células imunes do hospedeiro, sejam em seu
ndmero, ou no papel que exercem no organismo do paciente infectado. Em relagdo a
proporcao de células Th17, no sangue periférico destes pacientes, mostra-se que existe uma
reducdo destas células tanto em pacientes ndo-tratados contra o virus da Hepatite C, assim
como naqueles que ja& foram experimentados com o tratamento antiviral, mas néo
apresentaram resposta viroldgica sustentada, quando comparados a populacéao sadia.

Além disso, em relacdo a resposta mediada por citocinas associadas ao perfil Th17,
por células mononucleares do sangue periférico, documentamos que essa resposta difere entre
pacientes sem tratamento daqueles ndo-respondedores, no que se refere a producdo de IL-17A
e IL-17F; além de evidenciar o antigeno do core do VHC como o Unico capaz de suscitar tais
respostas, quando se tratarem de pacientes que ndo respondem ao tratamento antiviral.

Por fim, todos esses achados referentes a diminuicdo das células Th1l7 do sangue
periférico, e ao papel diferenciado das citocinas associadas a este perfil celular, ndo exibiram

associacdo com viremia, autoimunidade ou lesdo hepatica, no hospedeiro.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Universidade Federal da Bahia ﬁ
. Complexo Hospitalar Universitario Prof. Edgard Santos W
¥  Comissio Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP

UFB Cons’elho Nacional de Saide- CNS C0ﬂ391€XO
Comité de Etica em Pesquisa (CEP/HUPES) HUPES

UNIVERSIDADE NOVA

PARECER ADENDO CEP/HUPES N° 103/2010

A Pesquisadora Responsével, Isabela Silva de Oliveira, encaminhou ao Comité de Etica em
Pesquisa do Complexo HUPES o adendo do projeto de pesquisa intitulado “Células T
regulatorias na hepatite viral C cronica”, que foi protocolado sob n° 103/2010, avaliado e

aprovado em parecer datado de 26 de maio de 2011.

O referido adendo solicita a aprovagéo da:

e Inclusdo pesquisadora académica Milena Santana Cabral;
e Inser¢do do estudo: Célula Th17 na Hepatite C Cronica;
o Objetivo: Investigar a frequéncia e fungio da célula Th17 em portadores de hepatite C

Cronica, antes e ap0s tratamento antiviral.

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢io alguma e sem prejuizo a0 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 ap6s analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou
(Res. CNS Item II1.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nfio previsto
a0 sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da

pesquisa (Item V.3) que requeiram a¢io imediata;

o

Comité de Etica em Pesquisa- CEP/HUPES 1
Rua Augusto Viana, s/n - Canela — Salvador — Bahia CEP: 40.110-060

Tel.: (71) 3283-8043  FAX: (71) 3283-8141 ]

E-mail: cep.hupes@gmail.com
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Comité de Etica em Pesquisa (CEP/HUPES) HUPES

UNIVERSIDADE NOVA

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

notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu

posicionamento.

O CEP/HUPES Avaliou E Aprovou As Solicitagdes Do Adendo Em:

JU /05 /2a)2

Prof. Dr. Roberto
Coordenador do Comité d

dar6, MD, PhD
tica em Pesquisa/HUPES

Comité de Etica em Pesquisa- CEP/HUPES 2
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Células T regulatdrias 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 Farmacia da
Universidade Federal da Bahia, Salvador, telefone 71 3283-6972.

Objetivos e antecedentes: Trata-se de estudo que visa avaliar a expressdo 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 sera
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 sO participardo 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 uma das veias do meu antebraco, para que sejam realizados exames
laboratoriais de autoimunidade (reacdo imunoldgica produzida no meu organismo contra
diversos componentes do meu préprio corpo), exames hematoldgicos (hemograma e
determinacéo das subpopulac6es 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 Farmécia,
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
hematoldgicos (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 néo
receberei nenhum auxilio financeiro por esta minha atitude de participar dela. O Unico
beneficio que terei serd 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 ndo oferecem nenhum risco para minha saude,
assim como ndo poderd causar nenhuma reacdo adversa futura ao meu organismo. Havera
apenas um desconforto causado pela agulha durante os procedimentos de coleta de sangue,
que ndo dura mais que um minuto. Eventualmente podem ocorrer hematomas. Caso a
formagé@o do hematoma seja identificada durante a puncéo, 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
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naturalmente. O procedimento de dobrar o braco apods a retirada da agulha e/ou carregar
objetos relativamente pesados logo apds a coleta contribui para a formac¢do do hematoma
mesmo ap0s uma coleta de sangue bem-sucedida.

Confidencialidade: Os resultados dos exames de sangue realizados durante o estudo serdo
enviados a equipe médica que me acompanhard durante 0 meu tratamento, aos quais terei
acesso se for minha vontade. Com excecdo dessa liberagdo de resultados, todas as
informacdes obtidas neste estudo serdo consideradas confidenciais e usadas estritamente para
fins de pesquisa, cujos resultados obtidos neste estudo (de todos 0s pacientes juntos, sem que
nenhum seja identificado individualmente) serdo publicados em congressos e revistas
médicas, 0 que permitird avangos no conhecimento da hepatite C crénica no Brasil, ajudando
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 informacdes 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 é totalmente voluntaria,
sendo eu livre para recusar a tomar parte ou abandonar a pesquisa a qualquer momento sem
afetar ou pér em risco meu futuro atendimento médico.

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

Salvador, / /

Nome: RG:

Assinatura do paciente:

Assinatura do pesquisador:
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