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RESUMO

A hepatite C é um grande problema de salde publica atual, com aproximadamente 170
milhdes de pessoas infectadas no mundo todo. O HCV é um agente infeccioso altamente
imunogénico levando ao desenvolvimento de uma intensa resposta imune humoral e celular.
Entretanto, cerca de 80% dos pacientes evoluem para uma doenga cronica, podendo
desenvolver cirrose hepéatica ou cancer. A infecgdo das células pelo HCV rapidamente
desencadeia eventos sinalizadores intracelulares que levam a producdo de citocinas e a
mudancas no padrdo de expressdo de moléculas de adesdo celular, propiciando uma barreira a
replicacdo e a disseminacgéo viral. O objetivo do presente estudo foi caracterizar a expressdo
de moléculas de adesdo e o perfil de citocinas em sangue periférico de doadores de sangue da
Fundacdo HEMOAM infectados pelo virus da hepatite C. Para isso, foram analisadas
amostras de sangue de 50 individuos que apresentaram reatividade nos teste da triagem
sorologica para HCV e, como controle negativo, foram analisadas 53 amostras de doadores de
sangue saudaveis. Para fenotipagem dos leucécitos quanto a expressdo de moléculas de
ades@o celular as amostras foram marcadas com anticorpos monoclonais e analisadas por
citometria de fluxo. A quantificacdo da concentracdo sérica das citocinas de perfil Thl, Th2 e
Treg foi realizada por ELISA. A prevaléncia de infecgdo por HCV na populagédo de doadores
de sangue da Fundacdo HEMOAM, residentes em Manaus, no periodo de agosto/2009 a
julho/2010, foi de 0,1%, sendo mais prevalente no grupo de primodoadores, quando
comparado aos doadores de repeticdo. Foi observado que a expressdo das moléculas de
adesdo celular em leucdécitos no sangue periférico é influenciada pela infeccdo por HCV, o
que resulta em alteracbes no padrdo de recrutamento de leucdcitos para o figado e,
consequentemente, altera o curso da doenga. H& evidéncias de que a resposta imune contra 0
HCV, na populacédo de doadores de sangue, apresente uma polarizacdo para o perfil Thi,
caracterizada por uma alta concentracdo de IL-12 e IL-10 no sangue periférico. A
concentracdo de citocinas no sangue periférico de doadores infectados pelo HCV apresentou
correlacdo com o padrdo de expressdo de moléculas de adesdo celular dos leucdcitos.
Contudo, nossos resultados reforcam a importancia da relacdo entre as moléculas de adeséo
celular, a producéo de citocinas e a infecgéo pelo HCV.

Palavras Chave: Hepatite C, resposta imune, moléculas de adeséo celular, citocinas.
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ABSTRACT

Hepatitis C is a major public health problem today, with approximately 170 million people
infected worldwide. HCV is a highly immunogenic infectious agent leading to the
development of an intense humoral and cellular response. However, about 80% of patients
progress to a chronic disease may develop cirrhosis or liver cancer. The HCV infection of
cells rapidly triggers intracellular signaling events leading to cytokine production and changes
in the pattern of expression of cell adhesion molecules, providing a barrier to replication and
viral spread. The aim of this study was to characterize the expression of adhesion molecules
and cytokine profile in peripheral blood from blood donors of the Foundation HEMOAM
HCV positive. For this, we analyzed blood samples from 50 individuals who were reactive in
serological screening test for HCV, and as a negative control, we analyzed 53 samples of
healthy blood donors. For analysis of expression of cell adhesion molecules in leukocytes, the
samples were stained with monoclonal antibodies and analyzed by flow cytometry.
Quantification of serum cytokine Thl, Th2 and Treg profile was performed by ELISA. The
prevalence of HCV infection in the population of blood donors of the Foundation HEMOAM
living in Manaus, from August/2009 to July/2010, was 0.1% and was greater prevalent in the
group of first-time blood donors, compared to repeat blood donors. It was observed that the
expression of cell adhesion molecules on leukocytes in peripheral blood is influenced by HCV
infection, resulting in changes in the pattern of leukocyte recruitment to the liver and thus
alters the course of the disease. There is evidence that the immune response against HCV in
the population of blood donors, provide a toward Thl profile, characterized by a high
concentration of IL-12 and IL-10 in peripheral blood. The concentration of cytokines in
peripheral blood from donors infected with HCV correlated with the expression pattern of cell
adhesion molecules of leukocytes. However, our results reinforce the importance of the
relationship between cell adhesion molecules, cytokine production and HCV infection.

Keywords: hepatitis C, immune response, cell adhesion molecules, cytokines.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da Hepatite C

A hepatite causada pelo virus C constitui um grave problema mundial de salde
publica que resulta em uma evolucdo da doenca que pode variar desde a eliminacéo viral até o
desenvolvimento de doencas de figado terminais ou carcinoma hepatocelular. Estima-se que,
aproximadamente, 170 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo virus da hepatite C (HCV),
0 que corresponde a aproximadamente 3% da populagdo mundial (figura 1) (LAVANCHY,
2009). Destes, aproximadamente 80% apresentam infeccdo cronica, servindo como um
reservatorio para transmissdo a outras pessoas, podendo desenvolver fibrose no figado, cirrose
ou carcinoma hepatocelular (KANTO; HAY ASHI, 2006).

Dados do Ministério da Saude e da Organizacdo Mundial de Salde apontam a que a
infeccdo pelo HCV abrange 2% dos brasileiros, o que equivale a aproximadamente 3 milhdes
de pessoas (MEMON; MEMON, 2002). Trabalhos realizados na regido Amazoénica, apontam
variacgdes entre 0 e 3,6 % na prevaléncia do HCV (SOUTO et al. 1996; SOUTO et al. 1999;

PAULA et al. 2001).

‘!

%

& "b\ Y Prevaléncia da Infecgéo
ATl gy i . - 0%
N . 2.5-10%

[ 1—25%
Figura 1. Prevaléncia de HCV estimada por regido. Fonte: The Global Burden of
Hepatitis C Working Group, 2004
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1.2 Vias de transmissao

O HCV ¢ encontrado em elevadas concentragdes no sangue periférico do individuo
infectado, sendo transmitido principalmente por exposicdo ao sangue contaminado e seus
derivados (ROSEN; GRETCH, 1999; STRAUSS, 2001; WONG; LEE, 2006; DUSCHEIKO,
2007). As principais vias de disseminagdo do HCV sdo: parenteral, que consiste em transfusao
de sangue e derivados, agulhas contaminadas e de materiais odontoldgicos ndo descartaveis,
materiais cortantes, seringas e hemodialise; sexual, por meio de sémen, saliva, secrecdo
vaginal, contendo particulas virais; e materno-fetal, quando, durante o nascimento, o bebé é
contaminado por mée recém infectada ou portadora cronica (CAVALHEIRO, 2004).

As transfusdes sanguineas foram por muito tempo a principal via de transmissdo do
HCV. Com a implementacdo das diretrizes de triagem de doadores de sangue e a
disponibilizacdo de kits comerciais para deteccdo de anticorpos anti-HCV em bancos de
sangue, houve a diminuicdo progressiva dos casos de hepatite pds-transfusionais, a partir de
1993. Com a reducdo da incidéncia de casos de hepatite pds-transfusionais, 0s usuérios de
drogas injetaveis (UDI) constituiram-se no principal grupo de risco no mundo, com incidéncia
e prevaléncia crescentes, assumindo proporcfes de até 90% de positividade neste grupo
(MCCRUDEN et al., 1996).

A infeccdo pelo HCV também é comum em pacientes submetidos a hemodidlise,
apresentando prevaléncia que variam de 3,4% em pacientes hemodialisados da Holanda, a
mais de 70% no Oeste da Europa (SCHNEEBERGER et al., 2000; VLADUTIU et al., 2000).
Um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa encontrou uma soroprevaléncia de 13,9 %,
de HCV positivos, na populacdo de hemodialisados na Clinica Renal de Manaus (MAIA et
al., 2009). Embora as taxas de incidéncia de HCV neste grupo de pacientes estejam em

declinio, devido as rigorosas medidas de controle de higiene adotadas pelos centros de dialise,
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pacientes hemodialisados sdo de extrema importancia para a infecgéo pelo HCV, uma vez que
surtos esporadicos podem ocorrer nestes centros.

Embora a transmissdo intrafamiliar ndo seja bem documentada, varios estudos relatam
casos de transmissdo sexual, vertical e relacionamento familiar com soropositivos como
fontes de contaminagcdo (CHIARAMONTE et al., 1996; MASTROMATTEO et al., 2001;
KEISERMAN et al., 2003; CAVALHEIRO, 2004). O risco de transmissao perinatal de mées
portadoras de HCV é considerado baixo (<6%), porém alguns estudos apontam que este risco
aumenta quando a mae é co-infectada com HIV (ZEIN, 1997).

Existem, ainda, outros fatores considerados de risco para a infeccdo pelo HCV. A
utilizacdo de agulhas de acupuntura, tatuagens, colocacdo de piercing, encarceramento e
servico militar tem sido avaliados em estudos de caso-controle de infeccdo aguda (ALTER et

al., 1999; ALTER, 2002).

1.3 O virus da hepatite C

A identificacdo do agente etiologico da hepatite C deveu-se aos estudos da Chiron
Corporation e do Center of Disease Control and Prevention (CDC) norte americano. Embora
sua existéncia fosse reconhecida desde a década de 70, somente em 1989 que Choo e
colaboradores, com o uso de técnicas de biologia molecular, conseguiram isolar antigenos que
reagiam contra o soro de pessoas infectadas com a hepatite ndo-A nédo-B.

O HCV é um virus emergente, classificado dentro do género Hepacivirus, membro da
familia Flaviviridae (SHUKLA et al., 1995). A particula viral, medindo de 55 a 65nm de
diametro, é formada por um envelope lipidico, onde se encontram as glicoproteinas virais E1

e E2, um capsideo protéico formado pela proteina viral Core e 0 Genoma viral constituido por
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acido ribonucléico linear, de fita simples e de polaridade positiva (sSRNA+), conforme

esquema da figura 2 (STRAUSS, 2001).

Envelope \ _ 4

r=

Nucleocapsideo
(Core)

RNA Viral

Gllcoprotemas/c/ T Ny (~9500 nt)

S 55 -65 nMm —"

Figura 2. Particula viral do HCV formada pelo envelope viral, glicoproteinas,
nucleocapsideo (Core) e RNA fita simples positiva. Fonte: James, 2001, modificado.

O genoma viral é constituido por uma fita simples e de sentido positivo de RNA, com
aproximadamente 9,6 kilobases, organizado em uma regido 5’ ndo-codificadora (5’NCR),
uma regido que possui uma Unica fase de leitura (ORF-Open Read Frame) que codifica uma
grande poliproteina e uma regido 3’ ndo-codificadora (3’NCR) (TAYLOR; SHI, 2000; TAN;
KATZE, 2001).

A regido 5’NCR é altamente conservada entre diferentes isolados de HCV distribuidos
ao longo do mundo e, por este motivo, consiste na regido de escolha para o diagnéstico do
HCV por técnicas de biologia molecular (MORADPOUR; BLUM, 2004; PENIN, 2004;
BRASS et al, 2006).

A regido 3’NCR consiste de uma pequena regido variavel de 40 nucleotideos, uma
sequéncia poli(U)/polipirimidinas, sequido por uma seqliéncia de 98 nucleotideos que também

é altamente conservada entre diferentes gendtipos do HCV. Acredita-se que a regido 3’'NCR
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tenha um papel importante na iniciacdo da replicacdo do genoma viral (MORADPOUR,;
BLUM, 2004).

A ORF do genoma do HCV codifica uma poliproteina de aproximadamente 3000
aminoacidos que, ao ser processada por proteases celulares e virais, formara proteinas
estruturais e ndo estruturais. As proteinas estruturais do HCV compreendem o core e as
glicoproteinas E1 e E2, além das proteinas F e p7. As proteinas NS2, NS3, NS4 e NS5
representam as nédo estruturais (MORADPOUR; BLUM, 2004; PENIN, 2004).

O core é uma proteina ligante de RNA com propriedades quimicas basicas que forma
0 nucleocapsideo viral. Estudos relatam que esta proteina interage com varias proteinas
celulares e afeta algumas funcGes das células do hospedeiro como a transcricdo génica,
metabolismo de lipideos, o processo de apoptose e também varias vias de sinalizacdo celular.
Tem sido associada também com a inducdo de esteatose e com o carcinoma hepatocelular
(BRASS et al., 2006).

As glicoproteinas do envelope E1 e E2 sdo proteinas transmembranas com regides C-
terminal hidrofébicas. E1 e E2 formam heterodimeros ligados ndo covalentemente que se
acredita representarem os blocos construtores do envelope viral (PENIN, 2004; BRASS et al.,
2006).

A proteina ndo estrutural NS2 do HCV apresenta atividade de protease zinco
dependente. A clivagem da juncdo NS2/3 é realizada pela atividade autoproteasica da NS2 e
do terceiro N-terminal da NS3. Embora a atividade de protease NS2-3 seja essencial para a
replicacdo in vivo, ainda ndo estd claro se a proteina NS2 possui alguma atividade apos
separacdo da NS3 (PAWLOTSKY, 2004; BRASS et al., 2006).

A NS3 é uma proteina multifuncional possuindo atividades de helicase e NTPase
(Nucleosil Trifosfato Hidrolase), desempenhando um papel crucial durante a replicacéo viral.

A NS3 quando complexada com a NS4 é responsavel pela clivagem das outras proteinas ndo
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estruturais do virus (PAWLOTSKY, 2004). A atividade enzimatica de NTPase/helicase da
NS3 parece ser indispensavel para a replicagdo do RNA viral, sugerindo que ele atue
desenrolando RNAs intermediarios dupla fita replicativos, eliminando estruturas secundarias
no RNA ou separando o genoma das proteinas ligantes de acidos nucléicos (BRASS et al.,
2006).

A regido NS4 compreende duas proteinas: a NS4A, que atua como co-fator de NS3 e
participa da hiperfosforilacdo da proteina NS5A (TANJI et al., 1995), e a NS4B, que é uma
proteina integral de membrana e tem um papel essencial na formacdo do complexo de
replicacédo viral, atuando como estrutura de fixagdo na membrana do reticulo endoplasmatico
(PAWLOTSKY, 2004; BRASS et al., 2006), alem de ter sido identificada como fator de
inibicdo da atividade antiviral de INF-a (interferon- a) (XU et al., 2009).

Estudos tém demonstrado que a NS5A tem um importante papel na regulacdo da
NS5B através de um mecanismo ainda desconhecido (PAWLOTSKY, 2004). Entretanto, a
NS5A parece ter outras propriedades adicionais, como a inibi¢do da atividade antiviral do
interferon, ativacao transcricional e envolvimento na regulacdo da proliferacdo celular e das
vias de ativacdo celulares (PAWLOTSKY, 2004).

A enzima chave da replicacdo que promove a sintese de novos genomas de RNA ¢ a
NS5B RNA polimerase (PAWLOTSKY, 2004). A organizagdo estrutural dessa polimerase €
semelhante a uma forma de “mdo direita”, em que 0s subdominios da enzima estdo
organizados ao redor do sitio ativo (BRASS et al., 2006). A replicacdo ocorre via sintese de
uma fita de RNA complementar de polaridade negativa usando o genoma viral como molde,
seguido da subsequente sintese de RNA gendmico, a partir da fita negativa intermediaria

(MORADPOUR; BLUM, 2004; PENIN, 2004; BRASS et al., 2006).



20

1.4 Genotipos virais do HCV

Devido ao grande nimero de mutagdes no genoma, estimada em 10 substituicdes de
nucleotideos ao ano, o HCV apresenta grande heterogeneidade de tipos ou genotipos
(GIANNINI; BRECHOT, 2003). Esta variabilidade € atribuida, sobretudo, & baixa fidelidade
da enzima RNA-polimerase RNA-dependente que ndo possui atividade corretiva, permitindo,
assim, a geracdo de variantes virais. Outros fatores, como a tentativa de escape da vigilancia
do sistema imunolégico do hospedeiro e a alta taxa de replicacdo, demonstrada em estudos de
cinética viral (ZEUZEM et al., 1996), podem, também, promover a elevada diversidade do
HCV.

Estudos filogenéticos baseados na similaridade das sequéncias, completa ou
parcialmente conhecidas, dos isolados do HCV, indicam que existam pelo menos seis grupos
distintos do virus e mais de 50 subtipos. Os grupos sdo denominados por nimeros (1 a 6) e 0s
subtipos por letras mindsculas (a,b, c, etc). Possivelmente, apds a analise completa de outras
regides do genoma dos isolados surgirdo novos grupos e subgrupos (SIMMONDS et al,
2005).

Como conseqiiéncia dessa diversidade genética, é conferido ao HCV a habilidade de
escapar do sistema imune do hospedeiro, levando a altas taxas de infeccdo crbnica. O
conhecimento da variabilidade genética envolvida nas infec¢cbes € importante para
compreender a evolugdo da doenga, conduzir tratamento antiviral, monitorar estudos
epidemiologicos, além de ter implicacGes importantes e decisivas no diagnostico soroldgico e
molecular da infeccdo (CAMPIOTTO et al, 2005). A extensa heterogeneidade genética do
HCV esté relacionada ainda as dificuldades de desenvolvimento de vacinas e a deficiéncia na

resposta terapéutica (NIH, 2002).
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Os diferentes genotipos possuem importantes diferencas de distribuicdo geografica
(SY; JAMAL, 2006; ZEIN, 2000). Enquanto as formas la, 1b, 2a e 3a apresentam uma
distribuicdo universal, os tipos 4, 5 e 6 parecem estar restritos a determinadas regibes
(MELLOR et al., 1995; SIMMONDS, 2004). O genétipo 1 é o que mais prevalece
mundialmente, sendo que sua freqiiéncia varia de 40 a 80%, dependendo da regido (CHOO et
al., 1991; TAKADA et al., 1992; SIMMONDS et al., 1994).

No Brasil, a distribuicdo dos gendtipos parece seguir o padrdo (figura 3), sendo, o
gendtipo 1 o mais freqliente (64,9%), seguido do gendtipo 3 (30,2%), 2 (4%), 4 (0,2) e 0 5
(0,1%) (CAMPIOTTO et al., 2005). Na Regido Norte, observou-se o predominio do genotipo
1 (74,1%), seguido do genotipo 3 (24,7%) e o genotipo 2 (1,2%) (CAMPIOTTO et al, 2005).
No estado do Amazonas, um estudo desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, observou
uma maior prevaléncia do genétipo 1 (87,1%), seguido do 3 (12,9%), em doadores de sangue

da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) (TORRES et al.,
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Figura 3. Distribuicdo dos genétipos do HCV nas diferentes regides do Brasil. Apresenta o
numero absoluto de cada genétipo encontrado em cada regido. Fonte: Campioto et al., 2005,
modificado.
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1.5 Histdria natural e quadro clinico da hepatite C

A histéria natural da hepatite C é de dificil analise, pois tanto a fase aguda quanto o
inicio da fase cronica, frequentemente, sdo assintomaticas ou oligossintomaticas (LAUER;
WALKER, 2001). Quando presentes na fase aguda, os sintomas se resumem aos de hepatite
aguda — ictericia, mal-estar, ndusea.

Geralmente, apenas 15 a 25% das exposi¢des ao HCV levam a uma infec¢do aguda
resolvida (Figura 4) (GALE; FOY, 2005). Cerca de 80% dos individuos agudamente
infectados falham em elimiar o virus, desenvolvendo hepatite C crdnica que uma vez
estabelecida, a possibilidade de ocorrer eliminagdo do virus espontaneamente é remota
(KANTO; HAYASHI, 2006; PAWLOTSKY, 2003).

Os casos de hepatite C cronica séo caracterizados por complica¢bes a longo prazo,
como a fibrose hepatica, cirrose e o hepatocarcinoma (ALTER et al., 1992; LAUER;
WALKER, 2001). Estima-se, ainda, que 20% dos pacientes portadores crénicos de HCV
desenvolverdo cirrose hepética apos 20 anos de doenga e que estes apresentam um risco anual
de 1 a 4% para o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (EASL, 1999; CALABRESE
etal, 2004). O quadro clinico se torna mais evidente no inicio da fase crdnica, com o

surgimento de disfungdo hepética, hipertensdo portal, coagulopatias e hemorragias.
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Figura 4. Representacdo esquematica da historia natural da hepatite C. Fonte: Pawlotsky, 2004,
modificado.

Evidéncias apontam que o desfecho da infeccdo pelo HCV é determinado pela
interacdo entre o virus e o sistema imunologico do hospedeiro, o qual responde com
mecanismos efetores celulares, humorais e com citocinas, processos que, na maioria das
vezes, sdo ineficazes para erradicar a infeccdo (NELSON, 2001). Existem, ainda, outros
fatores que favorecem a progressdo clinica da hepatite, tais como o consumo de alcool,
individuos do sexo masculino, co-infecgdo com HIV-1 ou HBV e contrair o HCV em idade
avancada (LAUER; WALKER, 2001).

Além da doenga hepatica, hd importantes manifestacGes extra-hepaticas da infeccéo
pelo HCV, sendo a maioria destas sindromes associadas a estados autoimunes ou
linfoproliferativos, provavelmente em conseqiiéncia da replicagdo do HCV em células
linféides (LAUER; WALKER, 2001). Dentre estas manifestagdes, as mais comuns sdo o
desenvolvimento de vasculites no tecido cutaneo, fenbmeno de Raynaud, parpuras, porfiria
cutnea tardia, manifestacGes neuroldgicas, desordens auto-imunes como doengas do
colageno, Sindrome de Sjogren, tireoidites, glomerulonefrites membrano-proliferativas,
poliarterite nodosa, crioglobulinemia mista e também a associacdo com varios auto-anticorpos
teciduais (CACOUB et al. 1994; GUMBER; CHOPRA, 1995; PAWLOTSKY et al. 1995;

CACOUB et al. 2000; RAMOS-CASALS et al. 2005).
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1.6 Imunopatogénese do HCV

1.6.1 Entrada e replicagdo do HCV nas células hospedeiras

Os mecanismos pelos quais o HCV entra nos hepatdcitos e em outras células
suscetiveis ainda sdo pouco conhecidos, principalmente devido a escassez de sistemas de
cultura celular que possibilitem estudar a infeccéo por esse virus. Estudos sugerem que a fase
inicial de infeccdo pelo HCV envolve a interacdo da glicoproteina E2 do envelope viral com
receptores celulares como: CD81 (PILERI et al., 1998; ZHANG et al., 2004), receptor
scavenger de classe B tipo | (SCARSELLI et al., 2002), DC-SIGN (LOZACH et al., 2003;
POHLMANN et al.,, 2003) e L-SIGN do figado e linfonodos (LOZACH et al., 2003;

GARDNER et al., 2003).

1.6.2 Resposta imune inata e adaptativa

A primeira linha de defesa do hospedeiro é constituida pela imunidade inata que, por
meio de barreiras fisicas, componentes celulares e componentes sollveis, é responsavel por
eliminar patégenos como virus, bactérias ou fungos (STEINMAN; HEMMI, 2006;
PAWLOTSKY, 2006). As células que participam da resposta imune inata incluem os
mondcitos, macrofagos, células dendriticas (DCs), leucécitos polimorfonucleares (PMN),
celulas natural killer (NK) e células natural killer T (NKT), as quais sdo equipadas com
receptores que reconhecem o0s patdgenos (STEINMAN; HEMMI, 2006). Mondcitos,
macrofagos e leucdcitos PMN atuam como efetores e reguladores do processo inflamatorio

devido sua capacidade de capturar os patdégenos e produzir espécies reativas de oxigénio e
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citocinas pré-inflamatorias. As DCs sdo especializadas na apresentacdo de antigenos e na
inducéo da ativacdo de células T por meio da expressdo de moléculas co-estimulatorias e da
producdo de citocinas, enquanto as ceélulas NK promovem interagdo com as células infectadas
pelo virus, linfocitos T e DCs. (KAISHO; AKIRA, 2000; STEINMAN; HEMMI, 2006).

A infeccdo de células pelo HCV rapidamente desencadeia eventos sinalizadores
intracelulares que levam a producéo de interferon (IFN) tipo | e a um estado celular antiviral
que age como uma barreira inicial a replicacéo e & disseminacdo do virus. Os receptores que
desempenham este papel sdo: os receptores de reconhecimento de padréo, receptores Toll-like
(TLRs) e receptores para RNA helicase.

A dimerizagdo dos TLRs, induzida pelos &cidos nucléicos virais, permite o
acoplamento de proteinas adaptadoras citoplasmaticas, que, por sua vez, promovem a ativacao
de uma cascata de proteinas cinases, culminando na ativacdo e localizacdo dos fatores de
transcricdo nuclear de IFN tipo | e citocinas inflamatérias (SZABO; DOLGANIUC, 2008).
Os interferons tipo | (INF-a e INF-B) séo citocinas que bloqueiam a replicagdo viral nas
celulas.

Evidéncias sugerem que o HCV pode interferir na ativagdo do sistema imune inato em
maltiplos niveis. As proteinas ndo estruturais do HCV, particularmente NS3-4A e 4B, séo
capazes de interagir com varias moléculas adaptadoras do hospedeiro e possivelmente
bloguear as vias de producgéo de INF tipo | (PAWLOTSKY, 2004; XU et al., 2009).

Além do processo de reconhecimento de patégenos invasores, as células dendriticas
apresentam a importante funcao de ativacdo das células T naive para inicializagdo da resposta
imune adaptativa. A populacdo de células dendriticas inclui: as células dendriticas mieldides
(MDCs), as células dendriticas derivadas de monocitos (DCs) e as células dendriticas

plasmocitdides (PDCs) (CAO; LIU, 2007).
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As PDCs séo as principais produtoras de IFN-a e sdo especificamente especializadas
na deteccdo de &cidos nucleicos virais por meio da expressao de TLR7 (CAO; LIU, 2007).
Varios estudos tém demonstrado decréscimo na freqiiéncia de PDCs circulantes, reduzida
producdo de IFN-a e baixa capacidade de ativacdo de células T em pacientes com hepatite C
(DOLGANIUC et al., 2006; YONKERS et al., 2007). Curiosamente, as moléculas CD123 e
BDCA2, marcadores de PDCs, sdo expressas em altos niveis no figado de pacientes
infectados com HCV, indicando que estas células sdo sequestradas para o figado infectado
(DOLGANIUC et al., 2006).

Embora os efeitos da infeccdo pelo HCV sobre as células dendriticas permanecam
desconhecidos, existem claras evidéncias que as proteinas derivadas do HCV, expressas in
vivo, séo capazes de afetar suas fungdes imunes (HIASA et al., 2004; ALOMAN et al., 2007).

As células NK constituem uma importante linha de defesa contra patdgenos e
usualmente tornam-se ativadas na fase inicial da infecgdo viral. A ativacdo das células NK
exerce um papel essencial no recrutamento de células T HCV-especificas e eliminacdo de
hepatdcitos infectados diretamente por citdlise ou indiretamente pela secre¢do de citocinas,
que induzem um estado antiviral nas células do hospedeiro. Assim, elas seriam importantes
para limitar a replicagdo viral naquele 6rgdo, ainda que também pudessem contribuir para o
dano tecidual hepéatico durante a resposta imunologica (AHMAD; ALVAREZ, 2004).

No entanto, evidéncias apontam que células infectadas com HCV desencadeiam uma
fraca ativagdo das células NK e NKT, sendo seus efeitos mais evidentes no momento em que
se estabelece a resposta imune adaptativa. Foi observado que a interagdo da proteina E2 do
virus com o receptor CD81 de células NK inibe a ativacéo e funcdo destas células, sugerindo
que o HCV apresenta alternativas para escapar da defesa por células NK (CROTTA et al.,

2002; CROTTA, et al., 2006).
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Os principais componentes da resposta imune celular sdo as células T-helper (CD4") e
T-citotoxicas (CD8") que apresentam funcdo reguladora e efetora, respectivamente. As
células T participam na patogénese viral seja, diretamente, destruindo as células infectadas, ou
indiretamente, produzindo fatores soliveis como citocinas e quimiocinas que contribuem para
0 processo inflamatorio e/ou inibem a replicagdo viral.

Os linfocitos T helper sdo fundamentais na coordenacdo da imunidade celular contra
patdgenos intracelulares. Essas células reconhecem os peptideos virais antigénicos ligados as
moléculas de histocompatibilidade (MHC) de classe Il na membrana das células
apresentadoras de antigenos. As citocinas sdo fatores determinantes do perfil da resposta
imune. Dependendo do tipo de citocina produzida, as células TCD4 * sdo modificadas em Thl
(linfécitos T helper-1), com conhecida fungdo citotoxica através da ativacdo de linfcitos
TCDS8 " e producdo de citocinas antivirais como IFN-y, IL-12 e inflamatdrias como TNF-a e
IL-1, ou sdo diferenciadas em Th2 (linfécitos T helper-2), com funcdo supressora sobre a
resposta imune Thl e producdo de IL-4 que agem inibindo a secrecdo de IFN-y e IL-12
(FUKUDA; NAKANO, 2003).

Estudos sugerem que a resposta Thl por linfocitos T CD4" contra a fragdo NS3 do
virus e possivelmente a outras proteinas ndo estruturais do HCV (NS4 e NS5) contribuem
para 0 sucesso da eliminagdo do virus. Acredita-se, também, que a eliminagdo do virus esta
associado a uma resposta intra-hepatica multiespecifica e policlonal de linfocitos T CD8"
contra o virus, enquanto que a persisténcia viral tem sido relacionada, principalmente, a alta
variabilidade do HCV que permite o surgimento de mutacdes de escape (COX et al., 2005;
RAY et al., 2005; TIMM et al., 2004).

Células T regulatérias (Tregs) também sdo encontradas no figado infectado, onde

apresentam efeitos dualisticos: por um lado, suprime as células T CD8", favorecendo a
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replicagéo viral; por outro lado, suprime os efeitos colaterais da inflamacdo, reduzindo os
danos no figado na infeccdo cronica (GODKIN et al., 2008; RUSHBROOK et al., 2005).

Apesar da resposta imune celular parecer ser eficiente na eliminagdo do virus, ainda
ndo se conseguiu estabelecer qual a amplitude e o0 mecanismo da resposta inicial do sistema
imune, frente ao reconhecimento do antigeno do HCV, que faz com que o curso da infec¢do
siga em direcdo a cronicidade e ndo a cura (COX et al, 2005). Contudo, o desfecho da
infeccdo pelo HCV evidentemente é determinado pela interacdo entre o virus e o sistema
imunolégico do hospedeiro (NELSON, 2001). Este fato nos instiga & investigacdo minuciosa
dos componentes e mecanismos envolvidos no direcionamento da resposta imune em
pacientes infectados pelo HCV.

A resposta imune humoral é fundamental na neutralizagdo de particulas virais livres e
para impedir a entrada do virus nas células ndo infectadas do hospedeiro (FUKUDA;
NAKANO, 2003). Por outro lado, apesar da existéncia de anticorpos neutralizantes, como
aqueles contra a regido E2 HCV, a resposta humoral ainda é ineficiente, possivelmente pela
rapida selecdo de variantes de escape (CHANG, 2003) ou porque estes anticorpos falhem em

induzir a eliminacao do virus (NELSON et al, 1997).

1.6.3 Recrutamento de leucdcitos para o tecido infectado

A infec¢do pelo HCV resulta no recrutamento e ativagdo de células inflamatorias para
o figado, aumento da concentracdo de citocinas pré-inflamatorias e a ativacdo de mondcitos
ou macréfagos. Varios mecanismos podem contribuir para este processo inflamatério, dentre
0s quais incluem a ativacdo de receptores de reconhecimento de padrdo e a amplificacdo da
producdo de citocinas ativada por mediadores enddgenos ou produtos protéicos virais

(HEYDTMANN; ADAMS, 2009).
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Duas familias de moléculas de adesdo atuam neste processo, as selectinas e as
integrinas. A familia das moléculas selectinas (Quadro 1) consistem em trés proteinas
distintas, mas estreitamente relacionadas, que medeiam a adesdo de leucécitos as células
endoteliais. As diferengas entre as trés selectinas residem tanto na especificidade de ligacdo
quanto na expressdo tecidual. Entretanto, todas as trés medeiam fixacdo de baixa afinidade

rapida dos leucocitos ao endotélio, uma etapa inicial e importante no recrutamento dos

leucocitos.
Tabela 1
Tipos de selectinas, seus locais de expressao e ligantes.
Selectina Tamanho Distribuicéo Ligante

Leucdcitos (alta expressao em Sialil-Lewis X na
Selectina L 90-110 kD celulas T inativas, baixa GlyCAM-1, CD34,
(CD62L) expressdo em células efetoras MadCAM-1,

ativadas e de memaria) PSGL-1
Selectina E Sialil-Lewis X em

110 kD Endotélio ativado por citocinas  varias glicoproteinas,
(CD62E)
PSGL-1
. Grénulos de armazenamento e - .

Selectina P i - Sialil-Lewis X na
(CD62P) 140 kD superficie do endotélio e PSGL-1

plaquetas

Fonte: Abbas, 2008.

A super-familia das integrinas (Quadro 2) consiste em cerca de 30 proteinas
estruturalmente homdlogas que promovem interacGes célula-célula ou celula-matriz. As
integrinas sdo classificadas em véarias subfamilias com base nas cadeias 3 nos heterodimeros.
Aquelas que contém cadeia 31 sdo também chamadas moléculas VLA (Very Late Antingens),
pois foi demonstrado que cadeias alP1 e a2P2 sdo expressas nas células T, 2 a 4 semanas
apos estimulacdo repetitiva in vitro. De fato, outras integrinas VLA, incluindo VLA-4, sdo
expressas constitutivamente em algumas células T e rapidamente induzidas em outras. A

VLA-4 é expressa somente em leucOcitos e constitui uma das principais proteinas de
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superficie que medeiam a adesdo de linfocitos e outros leucocitos no endotélio, em locais
préximos a inflamacéo (KINACHI, 2002).

As integrinas 2, também conhecidas como a familia LFA-1 (lymphocyte function-
associated antigen 1, também conhecida como integrina alf2), desempenham papéis
importantes na adesdo de linfocitos com outras células, como APCs (Células Apresentadoras

de Antigeno) e endotélio vascular.

Tabela 2

Representantes das integrinas tipos B1 e 32, principais ligantes e fungoes.

Subunidades Nome Pr_mupals Funcdes
Ligantes

al VLA-1 Colégenos Adesdo célula-matriz.

a2  VLA-2 Colégenos Adesdo célula-matriz.

o3 VLA-3 Laminina Adesdo célula-matriz.
VCAM-1, Adesdo célula-matriz;

81 a4 VLA-4 MadCAM-1. assentamento.

o5 VLA-5 Fibronectina. Adesdo célula-matriz.

06 VLA-6 Laminina. Adesdo célula-matriz.

a7  CD49gCD29 Laminina. Adesao célula-matriz.

08 CD51CD29 Fibronectina. Adesdo célula-matriz.

v CD51CD29 Fibronectina. Adesdo célula-matriz.
ICAM-1, Adesdo do leucécito ao

aL  CD11aCD18 (LFA-1). ICAM-2, endotélio; adesdo célula T —
ICAM-3. APC.
::Ci:sgnectina Adesdo do leucécito e

oM CD11bCD18 (MAC-1). Fator X ! fagocitose; adesdo célula-

B2 ICAM-1. matriz.

ic3b Adesdo do leucécito e

ox  CD11cCD18 (P150). Fibronectina fagoc_:ltose; adeséo célula-

matriz.

VCAM-1, Adesdo do leucécito ao

ad CD11dCD1I8. ICAM-3. endotélio.

Fonte: Abbas, 2008.

O processo de adesdo e migracdo dos leucocitos atraves da parede dos vasos
sanguineos envolve 8 etapas: Captura (capture), rolamento (rolling), rolamento lento (slow

rolling), arrastamento (arrest), aderéncia e espalhamento (adhesion strengthring e spreading),
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rastejamento intravascular (intravascular crawling) e migragdo paracelular e transcelular

(Figura 5).
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Figura 5. Processo de adeséo e transmigracdo de leucdcitos dos vasos sanguineos ao tecido infectado. Fonte: Ley
et al., 2007.

O processo de captura é mediado pelas L-selectinas, P-selectinas e E-selectinas, as
quais interagem com o ligante glicoprotéico P-selectina-1 (PSGL-1) e outros ligantes
glicosilados (KANSAS, 1996; McEVER; CUMMINGS, 1997). PSGL-1 apresenta papel
central como ligante para os trés grupos de selectinas, embora tenha sido originalmente
descrito como um ligante para P-selectina.

A ligacdo entre as L-selectinas e o PSGL-1, promove 0 processo de captura de
leucocitos pelo epitélio vascular no local da inflamacg&o. Sob as condi¢des do fluxo sanguineo,
tais ligacbes sdo rompidas e novamente ligadas, promovendo o rolamento da célula sobre o
epitélio vascular (ALON et al, 1995).

As integrinas também participam do processo de rolagem e medeiam a fixagdo do
leucdcito. DUNNE et al, (2002) demonstraram que quando camundongos sao tratados com
TNF, células epiteliais expressam E-selectinas, ocorre o aumento da expressao de ICAM-1, ao

passo que é observada a reducdo na velocidade de rolagem dos neutréfilos. A redugdo da
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velocidade de rolamento esta associada ndo somente as E-selectinas, mas também se deve as
integrinas B2, especialmente LFA-1 e MAC-1 (KUNKEL; LEY, 1996; JUNG et al, 1998;
DUNNE et al, 2002).

O arrastamento de leucdcitos é rapidamente desencadeado por citocinas e
quimioatraentes, o qual é mediado pela ligacdo das integrinas dos leucocitos aos membros das
superfamilias das imunoglobulinas, tais como ICAM-1 e VCAM-1, expressas nas células
endoteliais (CAMPBELL et al, 1996; CAMPBELL et al, 1998). No processo inflamatdrio,
células endoteliais sdo ativadas pelas citocinas inflamatérias, passando a expressar moléculas
de adesdo e secretar citocinas que sdo apresentadas para a superficie luminal (MIDDLETON
et al, 1997). As citocinas desencadeiam cascatas de sinalizagdo que podem regular distintas
integrinas em diferentes subgrupos de leucdcitos.

Um fendmeno crucial para ao arrastamento do leucécito induzido por citocinas é a
modulagéo da afinidade das integrinas pelo seu ligante (KINASHI, 2005; CHAN et al, 2001,
GIAGULLI et al, 2004). Apesar das integrinas serem expressas na maioria dos leucdcitos,
uma caracteristica importante € sua capacidade de responder a sinais intracelulares,
aumentando rapidamente sua avidez pelos seus ligantes (KINACHI, 2002). A avidez das
moléculas de adesdo mediadas por integrinas é considerado um evento celular macroscépico,
dependente de duas caracteristicas moleculares: a afinidade da integrina e a valéncia de
ligacdo (CARMAN; SPRINGER, 2003; BAZZONI; HEMLER, 1998). O aumento da
afinidade de ligacdo das integrinas corresponde a mudangas conformacionais em cada
heterodimero de integrina, que desencadeia 0 aumento da energia de ligacdo e uma
significativa diminuicdo na taxa de dissocia¢do. Por outro lado, a valéncia corresponde a
densidade de heterodimeros de integrinas por area da superficie da membrana plasmatica das

celulas envolvidas na adesdo, o qual depende do nivel de expressao de integrinas.
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Sabe-se que além de mediar a adesdo celular, as integrinas sdo capazes de gerar sinais
intracelulares que regulam vérias fungdes celulares, incluindo motilidade celular, proliferagdo
e apoptose (GIAGULLLI et al, 2006; SHATTIL, 2005). O ligante associado a integrina sofre
mudancas conformacionais que provavelmente contribuem para a iniciagdo de uma cascata de
sinalizag&o outside-in (LIU et al, 2002).

A transmigracdo através das paredes dos vasos é a etapa final do processo de
emigracdo do leucdcito para os tecidos inflamados. Antes de atravessar a parede dos vasos, 0S
leucocitos rastejam pela parede do vasos sanguineo por meio da interacdo entre MAC-1 e
ICAM-1, a procura do local ideal para a transmigracdo (SCHENKEL et al, 2004). Quando o
processo de rastejamento ndo ocorre, a transmigracdo é realizada principalmente pela via
transcelular, ao invés da via paracelular (PHILLIPSON et al, 2006).

O recrutamento de leucdcitos é crucial na infeccdo por HCV, devido ao fato destas
celulas atuarem na eliminagdo dos hepatdcitos infectados por meio da apoptose. Este processo
pode resultar em clearance viral ou em repetidos ciclos de inflamagdo e danos teciduais,
acarretando a inducdo e substituicdo do tecido danificado pela fibrinogénese (GUIDOTTI;

CHISARI, 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar a expressdo de moléculas de adesdo celular e o perfil de citocinas em
sangue periférico de doadores de sangue da Fundacdo HEMOAM infectados pelo virus da

hepatite C.

2.2 Especificos

. Caracterizar a expressdo de moléculas de adesao de superficie celular LFA-1, VLA-4 e
MAC-1, em subpopulacGes de leucocitos de sangue periférico;

. Descrever o perfil de citocinas em sangue periférico de candidatos & doagdo de sangue,
infectados pelo HCV;

. Relacionar o perfil de citocinas ao padrdo de expressdao de moléculas de adesdo celular

em candidatos a doagdo de sangue, infectados pelo HCV.
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3. METODOLOGIA

3.1 Delineamento do Estudo

Foi realizado um estudo observacional descritivo transversal.

3.2 Aspectos éticos e de biosseguranca

O presente projeto foi submetido & avaliagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Fundacio HEMOAM, sendo aprovado em 16 de fevereiro de 2009 (APENDICE A).
Foram seguidas rigorosamente todas as recomendacdes de biosseguranga, bem como

todos os cuidados para a preservagédo e confidencialidade das informagoes.

3.3 Casuistica, populacéo de estudo e critérios de inclusdo e excluséo

Na Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas — HEMOAM séo
cadastrados anualmente cerca de 51.829 doadores de sangue referentes a todo o Estado do
Amazonas, sendo que cerca de 44.663 (82,2 %) sdo provenientes de Manaus (dados ndo
publicados obtidos do nucleo de estatistica do HEMOAM, 2007).

Para este estudo foram selecionados doadores de sangue do sexo feminino ou
masculino, acima de 18 anos, residentes em Manaus que apresentaram reatividade nos testes
de triagem soroldgica para anti-HCV. Foram excluidos os doadores com sorologia positiva
para marcadores da Hepatite B (anti-HBc, HbsAg), HIV (anti-HIV-1 e II), HTLV (anti-

HTLV- | e Il), Doenca de Chagas (teste ELISA), Sifilis (VDRL) e doadores que apos a
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repeticdo do teste anti-HCV (ELISA) com nova amostra, apresentaram resultado negativo
para 0 parametro.

Os individuos enquadrados nos critérios de inclusdo foram convocados pelo setor de
Servico Social do HEMOAM, para consulta médica, momento no qual o médico solicita a
coleta de nova amostra, como de rotina, para a confirmacdo do resultado. Nesta ocasido o
doador foi convidado a participar voluntariamente do projeto, apds a apresentagdo dos
objetivos e métodos desse estudo. Além de assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE B) o doador respondeu a um questionario epidemioldgico
(APENDICE C).

Para cada amostra coletada de doador infectado pelo virus da hepatite C, foi coletada
uma amostra de doador saudavel para constituir o grupo controle. Para tanto, os doadores
saudaveis foram convidados a participar do projeto como grupo controle, tendo seu
consentimento registrado com a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) para o grupo controle (APENDICE D).

3.4 Coleta, processamento e armazenamento de material biolégico

Apos anti-sepsia de um dos antebracos ou fossas cubitais foi coletada uma amostra de
20 mL de sangue venoso periférico, distribuida em quatro tubos: 5 mL em um tubo PPT
(Plasma Preparation Tube, Vacutainer BD, Franklin Lakes, NJ, USA) para a realizacdo dos
testes de biologia molecular, 10 mL em dois tubos com etilenodiaminotetraacetato (EDTA)
para processamento e analise dos demais testes previstos neste estudo e 5 mL em um tubo
sem anticoagulante. Este dltimo tubo foi identificado e encaminhado ao laboratério de
sorologia para a realizacdo dos testes confirmatorios (ELISA e Imunoblot) e cadastrado no

sistema de banco de dados do HEMOAM.
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Os tubos PPT contendo 5 mL de sangue para a realizacdo dos procedimentos de
biologia molecular foram centrifugados e armazenados a -70°C até a realizacdo dos ensaios
no laboratdrio de pesquisa multidisciplinar do HEMOAM.

Os tubos com EDTA, contendo 5 mL de sangue total cada, foram imediatamente
identificados e encaminhados ao laborat6rio de pesquisa multidisciplinar do HEMOAM para
realizacdo dos procedimentos destinados analise da expressdo de moléculas de adesdo celular
por citometria de fluxo. Uma aliquota da porcdo plasméatica destas amostras foram
armazenadas a -70°C até a realizacdo dos ensaios de quantificacdo de citocinas, por ensaio
imunoenzimatico (ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assays), no laboratério de

pesquisa multidisciplinar do HEMOAM.

3.5 Triagem e confirmacéo para o HCV

A triagem de rotina dos doadores de sangue realizada no laboratério de sorologia da
Fundacdo HEMOAM utiliza 0 método ELISA de 3% geracdo para deteccdo de amostras
infectadas com o HCV. O kit utilizado (Murex anti-HCV, verséo 4.0, Abbott) consiste na
pesquisa de anticorpos especificos contra antigenos de superficie do virus da hepatite (C,
NS3, NS4 e NS5). A reacdo é considerada positiva quando a absorbéncia da amostra €
superior ao valor do cut-off . Por medida de seguranca transfusional, o resultado do teste é
considerado indeterminado quando a absorbancia obtida é até 10% abaixo do valor do cut-off.

Os resultados destes exames sdo confirmados apds coleta de segunda amostra e
realizacdo de um novo teste ELISA de 3?2 geragdo para anti-HCV e um Imunoblot, este Gltimo
se baseia na pesquisa de anticorpos especificos contra antigenos do virus da hepatite C. Para
realizacdo do imunoblot foi utilizado o kit CHIRON-RIBA HCV ® versdo 3.0 Strip

Immunoblot Assay — SIA. O ensaio foi realizado conforme as recomendacdes do fabricante,
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sendo consideradas positivas as amostras que apresentaram duas ou mais bandas especificas
contra 0s antigenos virais, indeterminadas as que apresentaram uma Unica banda e negativas

aquelas onde nenhuma banda foi encontrada.

3.6 Ensaios Laboratoriais

3.6.1 Quantificacdo de citocinas circulantes em sangue periférico

No soro do sangue periférico as citocinas foram dosadas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assays) no Laboratério de Pesquisa
Multidisciplinar do HEMOAM, utilizando-se pares de anticorpos (Anticorpo Primario e
Anticorpo Secundario) e respectivos padrdes recombinantes obtidos comercialmente Opteia’™
Set Human (BD Biosciences. Pharmingen, San Diego, CA, USA), conforme as recomendagdes
do fabricante.

Microplacas de 96 pogos foram sensibilizadas com 100 pL/po¢o com Anticorpos de
Captura (Anticorpo priméario AC-Primério), diluido em tampdo de ligacdo (Carbonato de
Sédio 0,1 M, pH 9,6). A placa foi envolvida em papel aluminio e incubada por 12 horas, a
4°C. Apos esse periodo de incubacdo, os pocos foram aspirados e lavados 3 vezes com 300uL
de tampdo de lavagem (PBS 1X + 0,05% de Tween-20%). Concluida a Gltima lavagem, as
placas foram aspiradas e invertidas em papel absorvente para remover qualquer tampéo
residual. Duzentos microlitros de diluente de ensaio (Solugdo Salina Tamponada de Fosfato -
PBS 1X + 10% de Soro Bovino Fetal - SBF) foram acrescentados em cada pogo e a placa foi
envolvida em papel laminado e incubada a temperatura ambiente por 1 hora.

Durante essa incubacdo foram preparadas diluigbes seriadas de cada citocina, cujas

concentragdes seguiram as especificacbes do fabricante (figura 6). As diluigdes foram
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realizadas em microtubos utilizando-se um volume inicial de 500 pL no primeiro tubo e, em
outros 7 tubos, foram adicionados 250 ul da solucéo diluente. Depois de acrescido o volume
exigido de citocina no primeiro tubo, foram transferidos 250 uL para o proximo tubo,

agitando entre cada transferéncia, até a obtencdo de uma curva de diluicdo seriada.

2,5uL 250 pL 250 pL 250 pL 250 pL 250 pL 250 pL

Q/\/\/\/\/\ 27 N N

Solugéo
Estogue 500pg/mL 250pg/mL 125pg/mL 62,5pg/mL 31,3pg/mL 15,6pg/mL 7,8pg/mL

100.000 pg/mL

Figura 6. Esquema da diluicdo seriada do padrdo de citocinas, conforme recomendages do kit Opteia™ Set
Human (BD). Fonte: Catalogo do kit Opteia™ Set Human (BD)

Apo6s o término do periodo de incubacdo, as placas foram aspiradas e lavadas
novamente por 3 vezes, com 300 uL de tampdo de lavagem e, em seguida, invertidas em
papel absorvente para remover qualquer tampdo residual. Foram adicionados 50 pL de cada
amostra, padréo de referéncia e solucéo diluente (PBS + 10% SBF, como controle negativo)
dentro dos pogos apropriados, a placa foi envolvida em papel aluminio e incubada a
temperatura ambiente, por 2 horas. Apos esta incubagéo, as placas foram aspiradas e lavadas
com 5 ciclos de lavagens. Logo em seguida, foram adicionados 100 uL do anticorpo de
deteccdo associado & enzima (Anticorpo secundario + reagente SAv-HRP) para cada poco.
Novamente, a placa foi envolvida em papel aluminio e incubada a temperatura ambiente, por
1 hora. As placas foram aspiradas e lavadas em 7 ciclos no total, deixando de molho por 30s
em cada ciclo. Foram adicionados 100 uL de solucdo de substrato em cada poco, a placa foi
envolvida em papel aluminio e incubada & temperatura ambiente por 30 minutos. Para o

blogueio da reagdo foram acrescidos 50 uL de H,SO4 (2 N) em cada pogo e realizada a leitura
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da absorbancia a 450 nm em aparelho da marca ASYS (Microplate reader v.1.14) em até 30

minutos apos o término da reagéo.

3.6.2 Caracterizacdo das subpopulacdes de leucdcitos e das moléculas de adesao celular

Amostras de 50 pL de sangue venoso coletada com EDTA foram incubadas por 20
minutos, em temperatura ambiente, com anticorpos monoclonais. Os marcadores de superficie
celular utilizados foram, anti-VLA-4, anti-LFA-1, anti-MAC-1, anti-CD8", anti-CD4" e anti-
CD3" (tabela 2). Apds a marcacdo, foi acrescentado 2 mL de solugdo de lise, no qual as
amostras ficaram incubadas por 10 minutos, & temperatura ambiente, para eliminacdo das
hemécias. Logo em seguida, foram lavadas com 2 mL de PBS 1X (solucdo fisiologica
tamponada com fosfato) e centrifugadas por 7 minutos, a 1.800 g. Posteriormente, foi
desprezado o sobrenadante por inversé@o e adicionado 300 pL de PBS 1X. A leitura foi
realizada imediatamente ap0s a marcacgdo das amostras, no laboratério de Citometria de Fluxo
do HEMOAM, no aparelho FACScalibur™(Becton Dickinson), com sistema de detec¢éo de
quatro cores.

Tabela 3

Caracteristicas dos marcadores de superficie celular.

NOME DO TIPO DE
MARCADOR FLUORESCENCIA ISOTIPO FABRICANTE LOTE
Anti-human CD11b R-Phycoerythrin Caltag™
(MAC-1) Conjug. - PE Mouse 1gG1k Invitrogen 4215498
Anti-Human R-Phycoerythrin

CD49d (VLA-4) Conjug. — PE Mouse IgG1lk BD Biosciences 20137

Anti-human CD11la R-Phycoerythrin

(LFA-10) Conjug. — PE Mouse IgG1lk BiolLegend B119504
Anti-human CD8"  Fluorescein - FITC ~ Mouse 1gG2a Cal_tagT’V' 0900A
Invitrogen
: . : Caltag™
Anti-human CD4 Fluorescein - FITC Mouse 1gG2a Vi 1000D
nvitrogen
: . , Caltag™
Anti-human CD3 Tri-Color -TC Mouse 1gG2a 432665A

Invitrogen
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A identificacdo das populagdes celulares de interesse foi realizada utilizando-se o
programa Cell-Quest™ (Becton Dickinson). Primeiramente foi identificado a populagéo de
linfocitos, neutrofilos, mondcitos e eosindfilos, utilizando graficos “dot plot” onde a
populacdo de interesse ocupa uma regido caracteristica apos ajustes na obtencdo do seu
tamanho (Forward Scartter - FSC) e granulosidade (Side Scartter - SSC), conforme a figura

7.

1000

S5C-H: 85C-Height
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Figura 7. Dot Blot da populacéo de leucdcitos segundo o tamanho
(Forward Scartter - FSC) e granulosidade (Side Scartter - SSC).
Fonte: FlowJo Analysis Software.

Apos a selecdo da populacéo de interesse foi analisada a intensidade de fluorescéncia
apresentada pelas células marcadas nessa regido, através de histograma de fluorescéncia 1
(FL1). Foi definida como intensidade media de fluorescéncia, a diferenca entre a média da
intensidade de fluorescéncia da amostra com marcador, subtraida da meédia da intensidade de
fluorescéncia da amostra sem o marcador (controle negativo), conforme apresentado na figura
8. Os resultados obtidos foram anexados na ficha de acompanhamento do paciente,

padronizada para o estudo em causa.
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Figura 8. Sobreposi¢do do histograma da intensidade de fluorescéncia da amostra sem marcador (controle) e da
amostra com marcador. A. MAC-1; B. LFA-1; C. VLA-4. Fonte: FlowJo Analysis Software.

3.6.3 Teste de Amplificacdo de Acido Nucléico

3.6.3.1 Extracao de RNA

Para a extragdo de RNA-HCV, foram seguidas as instrugdes do fabricante de
QIAmp®Viral RNA Kit (Quiagen). Foi pipetado 560 pL de solucdo buffer AVL j& preparada,
contendo “RNA carreador”, dentro de microtubos de 1,5 mL. Adicionou-se 140 pL de soro no
tubo de microcentrifuga com AVL/RNA carreador e os mesmos foram agitados por 15
segundos em volrtex. O material foi incubado a 37° C por 10 minutos e centrifugado
novamente para remover gotas da tampa. Adicionou-se 560 L de etanol (96-100%) no tubo,
agitou-se no vortex por 15 segundos e centrifugou-se novamente para remover gotas da
tampa. Colocou-se a coluna fornecida pelo Kit em um microtubo de 2 mL e em seguida,
aplicou-se 630 pL da solugéo de etanol. A amostra foi centrifugada a 6.000 g por 1 minuto e
colocada em outro tubo de 2 mL limpo. Entéo, a coluna foi aberta e adicionou-se 500 uL do
buffer AW1 e centrifugou-se a 6.000 g por 1 minuto. A coluna foi colocada em outro tubo de
2 mL limpo, descartando-se o tubo contendo o filtrado. Apés esta etapa, a coluna foi aberta e
adicionou-se 500 pL do buffer AW2 e centrifugou-se a 20.000 g por 4 minutos. A coluna foi
colocada em novo tubo de 1,5 mL e adicionou-se 60 pL do buffer AVE a 37°C. A coluna foi

fechada e deixada em descanso por 60 segundos. ApoOs esse tempo foi novamente
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centrifugada a 6.000 g por 1 minuto e, finalmente, obtido 0 RNA viral que foi utilizado para a

realizacdo da sintese do DNA complementar (cDNA).

3.6.3.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada através da reacdo de Transcricdo Reversa (RT),
utilizando-se reagentes da Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA. O volume
final da reacdo foi de 40,1uL nas seguintes condi¢Bes: Tampdo PCR 1X sem Magnésio,
0,2mM de dNTP’s, 5 mM de MgCl, 10° M de DTT, 2,5 uM de primer randdmico PDN (6), 1
unidade de enzima inibidora de RNAse, e 2,5 unidades de enzima Transcriptase Reversa do
Virus da Leucemia Murina de Moloney (M-MLV).

As amostras foram submetidas a gradiente de temperatura no termociclador Veriti

Thermal Cycler — Applied Biosystems, conforme o quadro abaixo:

Quadro 1
Gradiente de temperatura no termociclador.
Temperatura Minutos
65° C 5 minutos
22°C 10 minutos
37°C 30 minutos
95°C 5 minutos

3.6.3.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os iniciadores utilizados para a reacdo em cadeia da polimerase foram desenhados a
partir da regido conservada 5’NCR do genoma do HCV (SMITH et al., 1995). Apoés a etapa

de sintese, 0o DNA complementar foi amplificado através da Reacdo em Cadeia da Polimerase
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(PCR), utilizando-se reagentes da Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA, nas
seguintes condigdes: tampdo PCR 1X, 0,16 mM de dNTP, 0,2 uM de cada iniciador HC11 e
HC18 (Quadro 4); 1 unidade de Taq Platinum DNA polimerase; 0,1ug/uL de cresol red; 10
ML de cDNA, para uma reagédo com volume final de 50 pL. O programa que foi utilizado para
a amplificacdo por PCR, no termociclador Veriti Thermal Cycler — Applied Biosystems, est

representado no quadro 5.

Quadro 2

Sequencia de nucleotideos dos iniciadores HC11 e HC18

Iniciadores Sequéncia 5’- 3’ Quantidade de bases
HC 18 GGTGCACGGTCTACGAGACCT 21
HC 11 GGCGACACTCCACCATAGATCACT 24
Quadro 3

Programa utilizado no termociclador para a reacdo de amplificacdo por PCR.

Etapal | Desnaturagéo inicial por 5 minutos a 95° C

Etapa 2 | Desnaturacdo por 30 segundos a 94° C

Etapa 3 | Hibridizacdo por 30 segundos a 55° C

Etapa4 | Extensdo por 1 minuto a 72° C

Etapa5 | Repeticéo das etapas 2 a 4 por 50 ciclos

Etapa 6 | 72° C por 7 minutos

O produto amplificado pelos iniciadores HC11 e HC18 gera um fragmento de 331

pares de base da regido 5’NTR do genoma do HCV.
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3.6.3.4 Nested-PCR

Para amostras que ndo amplificaram atraveés da técnica da reacdo em cadeia da
polimerase com a utilizagdo dos primers HC11 e HC18, foi realizada a técnica de Nested-
PCR, como uma segunda estratégia devido & sua maior sensibilidade, utilizando-se reagentes
da Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA. O primeiro ciclo do Nested-PCR foi
realizado nas seguintes condig¢des: tampdo PCR 1X, 0,16 mM de dNTP, 2,8 mM de MgCly,
0,2 uM de cada iniciadores P32 e P36 (Quadro 7), 1,25 unidades de Taq Platinum DNA
polimerase; 0,1 pg/uL de cresol red; 10 mM de cDNA, para uma reagcdo com volume final de
25uL. O programa utilizado para a amplificacdo por PCR, no termociclador Veriti Thermal

Cycler — Applied Biosystems, esta representado no quadro 6.

Quadro 4

Programa utilizado no termociclador Mastercycler Gradient — Eppendorf para a primeira
reagdo do Nested-PCR.

Etapa 1 Desnaturagdo inicial por 5 minutos a 95° C
Etapa 2 Desnaturagéo por 30 segundos a 94° C
Etapa 3 Hibridizac&o por 30 segundos a 55° C
Etapa 4 Extensdo por 1 minuto a 72° C

Etapa 5 Repeticdo das etapas 2 a 4 por 50 ciclos
Etapa 6 72° C por 7 minutos

Apo6s o término do primeiro ciclo do Nested-PCR, iniciou-se o segundo ciclo
utilizando reagentes da Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA, nas seguintes
condicdes: tampédo PCR 1X, 0,16 mM de dNTP, 2,0 mM de MgCls, 0,2 uM de cada iniciador
P33 e P48 (Quadro 7), 1,5 unidades de Taqg Platinum DNA polimerase, 10 uL do produto

amplificado no primeiro ciclo, para uma reagdo com volume final de 25 pL. O programa



46

utilizado para a amplificagdo por PCR, no termociclador Veriti Thermal Cycler — Applied

Biosystems, esta representado no quadro 8.

Quadro 5
Sequencia de nucleotideos iniciadores P32, P36, P33 e P48
Iniciador Sequéncia 5’- 3’ Quantidade de bases
P32 CTGTGAGGAACTACTGTCTT 20
P36 ACTGCTAGCCGAGTAGTGTT 20
P33 TTCACGCAGAAAGCGTCTAG 20
P48 GGGTCCTTTCTTGGATCAAA 20
Quadro 6

Programa utilizado no termociclador para a segunda reacdo do Nested-PCR.

Etapa 1 Desnaturacdo inicial por 5 minutos a 95° C
Etapa 2 Desnaturagéo por 30 segundos a 94° C
Etapa 3 Hibridizac&o por 30 segundos a 55° C
Etapa 4 Extensdo por 1 minuto a 72° C

Etapa 5 Repeticdo das etapas 2 a 4 por 45 ciclos
Etapa 6 72° C por 7 minutos

O produto amplificado pelos iniciadores P32 e P36 gera um fragmento de 220 pares de

base e, pelos iniciadores P33 e P48, um fragmento de 145 pares de bases da regido 5’NTR do

genoma do HCV.

Apo6s o término da PCR, para a identificagdo das amostras positivas, o produto

amplificado foi submetido & eletroforese em gel de agarose a 1,5%, contendo Gel Red

(Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), na proporcio de 10 pL: 50 mL de

Agarose. Foi aplicado 5 pL de cada amostra e 1 pL do marcador de 50 pares de bases

(Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
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3.7 Anélise e interpretagdo de dados

Os dados foram tabulados e armazenados por meio do Software Microsoft Excel®
(versdo 2007 para Windows). As analises descritivas foram apresentadas em tabelas e graficos
de distribuicdo de frequéncias, elaboradas no software GraphPad Prism (Verséo 5.01 para
Windows). As analises inferenciais foram realizadas por meio do Software Livre R (versdo
2.9.0 para Windows), utilizando pacotes estatisticos que permitem a execucdo de teste de ¥’ e
de Fisher para a analise de variaveis categéricas, além de teste T ou de Mann-Whitney, para a

analise de variaveis ndo-categoricas, conforme a distribui¢do dos dados seja normal ou néo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de realizagdo do presente estudo, Agosto de 2009 a Julho de 2010, a
Fundacdo HEMOAM recebeu 43.270 doagGes de sangue, provenientes de Manaus. Deste
total, 120 amostras (0,28 %) apresentaram reatividade para anti-HCV nos testes de ELISA da
triagem soroldgica.

De acordo com os procedimentos de rotina estabelecidos no HEMOAM, os doadores
que apresentam exames com reatividade na triagem soroldgica sdo convocados, pelo Servico
Social, para consulta, na qual o0 médico solicita a coleta de uma nova amostra para realizacéo
dos exames confirmatérios. Este processo é de grande importdncia para o controle das
doencas transmissiveis por hemoderivados, tais como a Hepatite C, pois quando h& falhas
nestes procedimentos, os doadores que ndo retornam ou ndo sdo contactados, por ndo terem
conhecimento de sua provavel infeccdo, ficam sem o devido atendimento/tratamento ou, ainda
mais grave, podem transmitir a doenca para outras pessoas.

Dos 120 doadores que apresentaram reatividade na triagem soroldgica, apenas 50
(41,7 %) retornaram ao HEMOAM para consulta medica, durante o periodo do estudo.
Segundo a Portaria N°. 1.376/1993 compete ao 6rgao executor da atividade hemoterapica,
neste caso a Fundacdo HEMOAM, convocar, orientar e encaminhar o doador com resultado
sorologico ndo negativo, para servigos complementares de diagndstico e tratamento. Nossos
resultados apontam para uma deficiéncia no processo de convocagdo de doadores com
sorologia reativa pela Fundacdo HEMOAM. Este fato pode estar relacionado ao cadastro
incorreto destes doadores, que muitas vezes, informam contatos falsos, para evitar qualquer
tipo de prestacdo de contas pelo servigo utilizado. Sugerindo, dessa forma, a necessidade de

se procurar alternativas que permitam otimizar o processo de convocacdo de doadores.
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ApoOs a apresentacdo da proposta de pesquisa e assinatura do TCLE, os 50 individuos
que apresentaram reatividade para anti-HCV na triagem soroldgica, foram inseridos no
estudo, compondo o grupo HCV reativo. Para efeitos de comparagéo, foram convidados a
participar do estudo 53 doadores, que nao apresentaram nenhum tipo de reatividade nos testes
da triagem sorolégica do HEMOAM, para constituirem o grupo controle negativo.

Dentre as 50 amostras que apresentaram reatividade no ELISA da triagem soroldgica,
42 (84 %) foram reativas para anti-HCV nos ensaios confirmatorios para o ELISA de segunda
amostra, enquanto que nos ensaios confirmatorios por imunoblot, 29 (58 %) apresentaram
resultados indeterminados e 21 (42 %) confirmaram reatividade para HCV.

Além dos testes soroldgicos confirmatdrios realizados na rotina do HEMOAM, todas
as 50 amostras HCV reativas foram submetidas a técnica de PCR e Nested-PCR. Por meio
destas, foi possivel amplificar fragmentos do genoma do HCV em 19 (38%) amostras.

Para a determinagéo da frequéncia de reatividade para o HCV nos diferentes ensaios
diagndsticos foi calculada a populacdo proporcional ao namero de doadores que retornaram
para realizacdo dos ensaios confirmatorios. Dessa forma, foi estimada uma populagdo
proporcional de 18.029 doadores, que corresponde a 41,7 % do total de doadores (43.270) que
compareceram na Fundacdo HEMOAM, no periodo do estudo. A tabela 4 apresenta o calculo

da prevaléncia de HCV em doadores de sangue, considerando cada teste diagndstico.

Tabela 4

Prevaléncia de reatividade para HCV em doadores de sangue da Fundacdo HEMOAM, considerando
os diferentes testes diagndsticos.

Frequéncia de reatividade

Ensaio

Soroprevaléncia Percentual
ELISA da triagem 120/43.270 0,28 %
ELISA confirmatério 42/18.029* 0,23 %
Imunoblot 22/18.029* 0,12 %
PCR/Nested-PCR 19/18.029* 0,10 %

*Populagdo proporcionalmente estimada ao nimero de individuos incluidos neste estudo.
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Nossos resultados séo estatisticamente semelhantes aos encontrados por TORRES et
al. (2009), que observaram uma soroprevaléncia de 0,26, 0,11 e 0,15 %, na populacdo de
doadores de sangue da Fundacdo HEMOAM, no periodo de setembro de 2005 a abril de
2007, diagnosticada por ELISA de triagem, imunoblot e PCR, respectivamente. Dados da
literatura apontam significativas variac6es (0,01 a 20 %) na soroprevaléncia de anti-HCV na
populacéo de doadores de sangue de diferentes regides do Brasil (GONCALES, et al., 2000;
PALTANIN; REICHE, 2002; ANDRADE et al., 2006; WENDEL et al., 2007; BARRETO et
al., 2008). Estas variacdes de resultados se devem as diferencas metodoldgicas, tais como, o
tipo de ensaio diagndstico, bem como ao perfil social de cada regido, o que determina
popula¢bes mais vulneraveis ou ndo aos riscos de transmissao de doencas.

Pela analise comparativa dos dados demograficos dos individuos dos grupos
analisados, podemos observar que ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos
parametros de sexo e estado civil (p>0,05). Os dados demogréaficos dos grupos analisados
neste estudo estéo descritos na tabela 5.

A comparacdo da média da idade entre os grupos demonstrou haver diferenca
estatisticamente significativa apenas entre o grupo controle negativo e o grupo HCV positivo
(p<0,05), sendo superior neste ultimo. Este perfil etario mais elevado é frequentemente
observado em estudos transversais que investigam doencas crbnicas, uma vez que em
patologias crénicas como a Hepatite C, por exemplo, a doenga pode ser detectada em
individuos de uma faixa etéria superior, mesmo que a infec¢do tenha ocorrido ha varios anos.

Também houve uma associacdo entre o numero de doacbes e o grupo estudado,
indicando uma proporg¢do maior de primo doadores nos grupos HCV reativo e HCV positivo,
em relagdo ao controle negativo. Possivelmente esta diferenca de proporcao esté relacionada
ao perfil cultural da populagdo que procura os bancos de sangue com a finalidade de realizar

exames sem 0Onus, aumentando a probabilidade de se encontrarem amostras positivas em
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primodoadores. Ou ainda, pelo fato dos doadores de repeticdo, que possuem uma maior
internalizacdo de valores morais, apresentarem um perfil de comportamento que diminui o

contato com situagdes de risco como o uso de drogas, por exemplo (GODIN et al., 2007).

Tabela 5

Caracteristicas demograficas e epidemioldgicas dos individuos participantes do estudo classificado por

grupo.
Parametros Grupo HCV Grupo HCV Grupo Controle p-value
reativo* positivo** Negativo kel
n 50 19 53 -
Masc. 27 9 34
Sexo (54 %) (47 %) (64 %) 0,180
Fem. 23 10 19
(46 %) (53 %) (36 %)
|dade 33+£14 37+£247 30+£1.2 0,019
(MN= SD)
Solteiro 31 11 31
Estado Civil (62 %) (58 %) (58 %) 0,841
Casado 19 8 22
(38 %) (42 %) (42 %)
Sim 29 12 8
Primo doador? (58 %) (63 %) (15 %) <0,01
Né&o 21 7 45
(42 %) (37 %) (85 %)

* Reativo na triagem por ELISA para anti-HCV.
** Positivo na PCR para o genoma do HCV.
*** p-value do Teste Kruskal Wallys e pds-teste Comparagdo Multipla de Dunn.

Nas proximas se¢des, apresentamos a anélise das possiveis relagdes entre a expressao
de moléculas de adesdo celular e o perfil de citocinas comparativamente entre 0s grupos
estudados. Ainda que o grupo denominado HCV reativo apresente individuos ndo infectados
com o HCV, procuramos identificar um possivel padrdo de resposta imunoldgica

caracteristico deste grupo.
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4.1 Caracterizacédo das Subpopulacdes de Leucdcitos e das Moléculas de Adesdo Celular

A maioria dos individuos infectados pelo HCV desenvolve uma hepatite crénica
mediada pela prépria resposta imune. A gravidade dos danos no figado e o curso da doenca
variam consideravelmente entre as pessoas. Sabe-se que a resposta imune celular desempenha
uma importante fun¢do na imunopatogénese da infeccéo pelo HCV, determinando se ocorrera
0 processo de eliminacdo viral ou a cronificagdo da doenca (BOETTLER et al., 2005).
Analisando comparativamente o nimero de cada subpopulacdo de leucdcitos do sangue
periférico, observamos diferenca estatistica significativa para a populacdo de mondcito no
grupo HCV reativo, quando comparado com o controle negativo. No entanto, ndo observamos
diferenca estatisticamente significativa entre as demais populagdes celulares nos diferentes

grupos estudados (tabela 6).

Tabela 6

Comparacédo do namero médio de células circulantes por mililitro de sangue periférico entre os grupos
HCV reativo e Controle negativo.

NUmero médio de células / ml de sangue

Populacéo Grupo HCV Grupo HCV Grupo Controle p-value*
reativo positivo Negativo

Linfécitos Total 2.175 2.370 2.270 0,617
Linf. T CD4" 811 932 871 0,317
Linf. T CD8* 560 533 605 0,539
Raz&do CD4/CD8" 1,5 1,8 1,6 0,274
Neutrofilos 1166 1196 1259 0,705
Monacitos 25 21 29 0,011

* p-value do Teste Kruskal Wallys e pos-teste Comparacgdo Multipla de Dunn.

Com relacdo a razdo média de células T CD4"/ T CD8", ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estudados. Entretanto, na figura 9 podemos
observar uma razdo média de células T CD4'/ T CD8" maior no grupo HCV positivo.

Observamos, ainda, que a razdo de células T CD4'/ T CD8" é aumentada, principalmente
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devido ao menor nimero de células T CD8" no grupo de individuos HCV positivos. Varios
trabalhos tém demonstrado que pacientes infectados cronicamente com HCV apresentam
deficiéncia na resposta de celulas T (KOZIEL, et al., 1992; REHERMANN et al., 1996;
CHANG et al., 2001; WEDEMEYER et al., 2002; ULSENHEIMER et al., 2003). Segundo
ABDEL-HAKEEM et al. (2010), a supressdo do nimero de células T CD8" é fator
determinante da persisténcia viral em individuos infectados pelo HCV cronicamente, quando
comparado ao grupo individuos que apresentam eliminagdo espontéanea do virus.

Nossos resultados corroboram os dados da literatura que apontam para uma reducgéo
no nimero de linfocitos T CD8" no sangue periférico em individuos infectados pelo HCV
(LECHNER et al., 2000; GRUNER et al., 2000; GRUNER et al., 2001; THIMME et al.,
2001; COX et al., 2005). Possivelmente, o recrutamento de linfocitos T CD8" para o figado
infectado pelo HCV, seja o principal responséavel pela reducdo do nimero destas células no
sangue periféerico, conforme sugerido por HEYDTMANN et al. (2006) e observado em nossos

resultados.
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A recirculacdo de linfécitos do sangue periférico para os tecidos ocorre em condigdes
normais como parte do processo de vigilancia do sistema imune. Em resposta ao dano ou
infecgdo, o recrutamento de linfécitos é aumentado e a natureza e distribuicdo do infiltrado
determinard o curso e intensidade da inflamagdo. As moléculas de adesdo celular apresentam
uma importante funcdo no recrutamento das células sanguineas, pois estas permitem a
interacdo entre os linfocitos circulantes e as células altamente especializadas do endotélio.

Para investigacdo dos mecanismos de recrutamento de linfécitos do sangue periférico
para o figado, em individuos infectados pelo HCV, caracterizamos o padrdo de expressdo das
moléculas de adesdo MAC-1, LFA-1 e VLA-4, em diferentes subpopulagdes de leucocitos
circulantes. As comparagdes das intensidades de expressdo das moléculas de adesdo entre 0s

grupos estudados estdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7

Comparacéo dos niveis de expressdo de moléculas de adeséo celular em linfécitos do sangue
periférico dos grupos HCV reativo e Controle negativo.

Expressdo de moléculas de adesao por intensidade de

Populacs Molécula de fluorescéncia (IF) el

opulacao Adesio Grupo HCV Grupo HCV Grupo Controle p-value
reativo positivo Negativo

MAC1 (CD11b) 0,5 0,7 0,4 0,366
Linf. T CD4" LFAl (CD11a) 9,8 10 12,1 0,020
VLA4 (CD49d) 99,9 100 70,4 0,001
MAC1 (CD11b) 2,4 2,1 1,9 0,772
Linf. T CD8* LFAl (CD11a) 10,1 6,4 12,5 0,003
VLA4 (CD49d) 107 100,8 83 0,007
MAC1 (CD11b) 64,5 80,5 66,1 0,871
Neutrofilos LFAl (CD11a) 9,6 8,9 131 0,034
VLA4 (CD49d) 4,2 4,5 4,2 0,082
MAC1 (CD11b) 58,1 53 56,6 0,967
Mondcitos LFAl (CD11a) 26,7 22,6 31,9 0,228
VLA4 (CD49d) 1434 148,7 119,1 0,021

* p-value do Teste Kruskal Wallys e pos-teste Comparacdo Multipla de Dunn.
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Em condigdes de inflamacéo, as células endoteliais do figado expressam P-selectinas,
E-selectinas e VCAM-1, as quais ndo séo detectadas em condi¢cdes normais, neste grupo de
células (ADAMS; SHAW, 1994; LALOR et al.,, 2002). Também tem sido observada a
expressdo aumentada de VLA-4 e LFA-1 em linfécitos infiltrados no figado durante o
processo de inflamacdo (MCNAB et al., 1996; YOONG et al., 1998). STEINHOFF et al.
(1993), analisando a expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais do figado,
observaram que o processo inflamatério induzido por diferentes patologias, tais como a
Hepatite C, influencia drasticamente no padrdo de expressdo destas moléculas.

Em nossos resultados observamos que a expressdo de MAC-1, ndo foi estatisticamente
diferente entre os grupos analisados (HCV reativo, HCV positivo e controle negativo). Ha
poucos dados na literatura relacionando a expresséo de MAC-1 e a infecgdo por HCV.
Estudos apontam que, em pacientes infectados pelo HCV, a concentracao serica de MAC-2BP
é um importante prognostico da gravidade/duracdo da doenca, determinando, inclusive, a
predisposi¢do para o desenvolvimento de Carcinoma Hepatocelular (HCC) (KITTL et al.,
2000; IACOVAZZI et al., 2008). Nossas observagOes apontam que a infec¢do pelo HCV néo
altera a expressdo de MAC-1 em leucécitos do sangue periférico. Torna-se necessario a
realizacdo de novos estudos no sentido de elucidar o papel desta molécula na infec¢do pelo
HCV.

Por outro lado, a expressao de LFA-1 e VLA-4 apresentaram significativas alteragdes
em individuos infectados pelo HCV. Enquanto a concentragdo de LFA-1 foi menor nos
linfocitos e neutrofilos do grupo de individuos infectados pelo HCV, a expressdo de VLA-4
foi superior, em linfocitos e mondcitos, neste mesmo grupo, quando comparado ao controle
negativo.

Alguns autores demonstraram que a proteina-2 do envelope do HCV bloqueia a

cascata de sinalizacdo ativada por LFA-1, desencadeando deficiéncia no processo de
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polarizacdo e migracdo dos leucdcitos através da parede dos vasos sanguineos (VOLKOV et
al., 2006).

Com base nos nossos resultados e nos dados da literatura ha evidéncias de que a
capacidade do HCV em interferir na expressdo das moléculas de adesdo sugere ser um

importante mecanismo de escape viral.

4.2 Perfil de Citocinas em Sangue Periférico

Em geral, para que ocorra uma resposta imune efetiva contra a infecgdo pelo HCV é
importante a ativacdo das celulas T por meio de células dendriticas pré-ativadas nos érgéos
linféides secundarios. No processo infeccioso, a sinalizagdo mediada por citocinas
desempenha o papel de direcionar o tipo de resposta T helper. As citocinas que desencadeiam
resposta do tipo Th-1, incluem IL-2, IL-12 e IFN-y, estdo envolvidas principalmente na
imunidade mediada por células e apresentam uma funcdo importante na protecdo contra
patdgenos intracelulares, como o HCV, por exemplo. As citocinas do tipo Th-2, tais como IL-
4, IL-5, IL-6, regulam a resposta imune humoral; seus efeitos podem ser benéficos contra
agentes extracelulares, mas frequentemente estdo associados & progressdao das doencas
causadas por patdgenos intracelulares (SHER; COFFMAN, 1992; PAUL; SEDER, 1994;
SARIH et al., 1996).

Ao longo do processo evolutivo, 0 HCV desenvolveu habilidades no sentido de
promover a infeccdo bloqueando a propagacdo dos sinais inflamatérios, interferindo, dessa
maneira, a ativacdo completa da resposta imune (WILLBERG et al., 2003; DUSTIN; RICE,
2007). Para elucidar os mecanismos imunoldgicos responsaveis pela persisténcia da infeccéo
pelo HCV, foram analisadas as concentragdes de diferentes citocinas circulantes em

individuos infectados por este virus e ndo infectados (grupo controle).
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Dentre as citocinas analisadas, foram detectadas diferengas estatisticamente
significativas nas concentragdes de IL-12 e IL-10 circulantes, sendo estas mais elevadas nos

grupos de individuos infectados, conforme descrito na Tabela 8 e Figura 10.

Tabela 8

Comparacéo das concentracOes de citocinas no sangue periférico entre os grupos HCV reativo e
Controle negativo.

Niveis de Citocinas (pg/ml)

Citocina Grupo HCV Grupo HCV Grupo Controle p-value*
reativo positivo Negativo

IL1 0 0 0 0,973
1L4 0 0 0 1,000
IL5 0 0 0 0,955
1L6 4,2 5,0 3,7 0,070
1L8 14,3 15,3 12,8 0,767
1L10 55 6,8 0 0,006
1L12 168 175,9 100,4 0,001
TNF-a 0 0 0 0,777
TGF-B 2.614 2.551 2.692 0,807
IFN-y 4,7 6,4 57 0,594

* p-value do Teste Kruskal Wallys e pds-teste Comparagdo Mdltipla de Dunn.
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Figura 10. Scatter dot plot da concentracdo de citocinas séricas, classificado por grupo. O traco

horizontal mais escuro representa a média. A- IL-1; B- IL-4; C- IL-5; D- IL6; E- IL-8; F- 1L-10;

G- IL-12; H- IFN-y; I- TNF-a; J- TGF-p.
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Como discutido anteriormente, a IL-12, citocina que induz um perfil de resposta Th-1,
é responsavel pela proliferacdo de células T e ativacdo de células NK, além de ser uma
indutora de producdo de IFN-y, fundamental para defesa contra patdgenos intracelulares.
Nossos resultados corroboram as informacgdes descritas por QUIROGA et al. (1998), que
observaram concentragdes de producdo de IL-12 mais elevados em pacientes com Hepatite C
cronica, em comparacdo a individuos saudaveis. A inducdo da resposta Thl, observada em
individuos infectados pelo HCV pode ser considerada como uma tentativa do hospedeiro em
inibir a infeccdo viral e, posteriormente, erradicar o virus. Contrariamente, outros grupos tém
observado uma menor producéo de IL-12 em pacientes com Hepatite C cronica, relacionando
isto as estratégias de escape do virus (SARIH et al., 2000; LANCASTER et al., 2002).
Possivelmente, as diferencas metodoldgicas tém contribuido para as discrepancias descritas
sobre o direcionamento da resposta Th1/Th2 em individuos infectados pelo HCV. De fato,
conforme observado em nossos resultados, os trabalhos que quantificaram a producdo de
citocinas em sangue periférico (por ex. soro ou sobrenadante de cultura de PBMC)
observaram um aumento na producdo de IL-12, enquanto que, 0S grupos que determinaram as
concentracdes de citocinas produzidas pelas células T residentes do figado descreveram uma
deficiéncia na resposta Thl (SARIH et al., 2000; LANCASTER et al., 2002).

Varios trabalhos apontam que os niveis de citocinas detectados no sangue periférico
representam uma resposta sistémica e ndo necessariamente o resultado da expressdao da
producdo local de citocinas no figado (FAN et al., 1998). Considerando as contradi¢cdes
relatadas nos dados da literatura referentes & polarizacdo da resposta imune na Hepatite C,
faz-se necessario o desenvolvimento de estudos que realizem a determinacdo simultanea da
concentracdo destas citocinas, tanto no figado quanto em sangue periférico.

Neste estudo ndo foi observado aumento significativo na concentracdo das citocinas

IL-4, IL-5 e IL-6, no sangue periférico de individuos infectados pelo HCV. Possivelmente a
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elevada concentracdo de IL-12 observada nestes individuos, seja determinante para a
supressao das citocinas com perfil de resposta Th2.

Apesar da maior concentragdo de IL-12 no grupo HCV positivo, em relagédo ao
controle negativo, ndo foi observado um aumento na producéo de IFN-y, cujas concentracdes
permaneceram semelhantes entre todos os grupos estudados. Curiosamente, a concentragao
sérica de IL-10, uma citocina regulatdria da expressao da resposta Thl, foi mais elevada no
grupo HCV positivo, quando comparado com o controle negativo. OSNA et al. (1997),
observaram que a deficiéncia na producdo de IFN-y em pacientes com Hepatite C cronica é
consequéncia das altas concentragdes de produgdo de IL-10. PIAZZOLA et al. (2000),
demonstraram que células do sangue periférico de pacientes infectados pelo HCV, quando
estimulados em cultura, produzem altas concentragdes de I1L-12 e IL-10, em concordancia
com nossos resultados. A producdo de IFN-y é induzida quando s&o acrescentados ao meio de
cultura, anticorpos neutralizantes monoclonais anti-1L-10. Nossos resultados corroboram os
dados da literatura, evidenciando que a atividade regulatéria da IL-10 sobre a resposta Thi,
em individuos infectados pelo HCV, ocorre, principalmente, quando hd um aumento desta
citocina, inibindo a producdo de IFN-y, mesmo quando ha alta concentracdo de I1L-12. Estes
dados sugerem um mecanismo que favorece a cronificacdo da doenca, com a persisténcia do

virus no local da infecgdo ou nas células do sangue periférico.

4.3 Correlacdo entre Moléculas de Adesao Celular e Citocinas

O importante papel das citocinas na inducdo da expressdo das moléculas de adesdo
celular e, tendo em vista a observagdo, em nossos resultados, do aumento de 1L-12 e IL-10,
em pacientes infectados pelo HCV, foi analisada a correlagdo entre o aumento na

concentracdo destas citocinas e a expressdo de moléculas de adeséo.



61

A analise de correlacdo bivariada da intensidade de fluorescéncia (IF) das moléculas
de adesdo celular expressas nas subpopulagGes de leucocitos (mondcitos, neutrofilos e
linfocitos T CD4" e CD8") demonstrou haver diferentes associagdes, conforme apresentado
na tabela 9.

Nossos resultados demonstram haver correlagdes significativas entre as intensidades
de expressdo das moléculas de adesdo das diferentes populag@es de leucdcitos, no grupo de
individuos saudaveis (controle negativo). Observamos ainda, que as correlagdes encontradas
apresentam um valor de r positivo, indicando uma relacdo direta entre as intensidades de
expressdo das diferentes moléculas de adesdo, ou seja, quanto maior a intensidade de
expressdo de uma determinada molécula de adesdo, maior serd a expressdo das demais
moléculas de adesdo, num mesmo individuo. Estes dados corroboram as informacdes da
literatura que demonstram a necessidade de uma coordenada cascata de sinalizagdes que
levam a expressao e ativagdo dos diferentes tipos de moléculas de adesdo, durante o processo
de recrutamento de leucdcitos para o tecido infectado (SPRINGER, 1995). Este processo
envolve eventos moleculares sequenciais que iniciam-se basicamente com a captura e ligagao
de baixa afinidade, mediadas pelas selectinas, VLA-4 e LFA-1, a ativagdo, mediada por
quimiocinas e o fortalecimento da adesdo mediado pelas integrinas e posterior migracdo dos
leucocitos.

No grupo de individuos infectados pelo HCV, foi observado um menor nimero de
correlacBes significativas entre as intensidades de expressdo das diferentes moléculas de
adesdo. Estes dados sugerem que a infeccdo pelo HCV interfere no processo de recrutamento
de leucdcitos para o figado infectado, modificando o padrdo de expressdo de moléculas de
adeséo celular, que deixam de apresentar correlagdes entre si. Possivelmente, este mecanismo
esteja relacionado com uma estratégia utilizada pelo HCV para interferir na resposta imune e

evadir da defesa do hospedeiro.



Tabela 9

Correlagdo entre as intensidades de fluorescéncia (IF) de diferentes moléculas de adesdo celular (MAC-1, LFA-1 e VLA-4)

nas subpopulacGes de leucdcitos (neutrdfilos, mondcitos e linfécitos T CD4" e T CD8Y).

Correlagéo Linfécitos T CD4" Linfocitos T CD8" Neutréfilos Mondcitos
p-value
(n MAC-1 LFA-1 VLA-4 MAC-1 LFA-1 VLA-4 MAC-1 LFA-1 VLA-4 MAC-1 LFA-1 VLA-4
VRG] i 0,011* 0,003* 0,003* 0,061* 0,624 <0,001* 0,003 0,041* 0,003* 0,021* 0,041*
: (0,34) (0,40) (0,39) (-0,14) (0,25) (0,54) (0,40) (0,28) (0,39) (0,32) (0,28)
.
.% = =l 0,253 i 0,001* 0,094 <0,001* | 0,040* | <0,001* | <0,001* | 0,048* | <0,001* | <0,001* | 0,024*
© 0O (0,28) (0,45) (0,26) (0,23) (0,50) (0,50) (0,73) (0,25) (0,55) (0,72) (0,31)
'5 VLA-4 0,897 0,289 i 0,073 0,001* | <0,001* | 0,028* 0,003* | <0,001* | 0,042* 0,050+ | <0,001*
(-0,03) (0,26) (0,07) (0,55) (0,76) (0,30) (0,40) (0,56) (0,27) (0,27) (0,65) (%)
Lo
e 0,001* 0,126 0,652 i 0,021* 0,447 <0,001* 0,106 0,578 0,001* 0,010% 0,472 il
: (0,76) (0,36) (-0,11) (0,01) (0,11) (0,47) (0,22) (0,08) (0,43) (0,35) (0,10) 5
+
2 = =l 0,750 0,124 0,378 0,737 i 0,049* 0,002* | <0,001* 0,367 0,001* | <0,001* 0,760 >
S O (-0,08) (0,37) (0,21) (0,08) (0,27) (0,41) (0,52) (0,13) (0,42) (0,48) (0,04) I;:
NS
-5 VLA 0,411 0,699 0,002* 0,518 0,248 i 0,011* 0,001 <0,001* | 0,001* 0006* | <0.001* 8
(-0,02) (0,09) (0,66) (-0,16) (0,28) (0,35) (0,42) (0,50) (0,42) (0,37) (0,62) >
VRG] 0,6013 0,403 0,791 0,819 0,210 0,151 i <0,001* 0,258 <0,001* | <0,001* | 0,001* Lu
& (-0,13) (-0,20) (0,06) (0,06) (0,30) (0,34) (0,66) (0,16) (0,89) (0,71) (0,43) 0O
l"§ = 0,286 0,441 0,468 0,673 0,188 0,104 0,001* i 0,015* | <0,001* | <0,001* | 0,001* P_:
= (-0,26) (-0,19) (0,18) (-0,10) (0,32) (0,38) (0,74) (0,33) (0,60) (0,74) (0,42) %
(]
zZ LA 0,177 0,705 0,016* 0,395 0,802 0,061 0,132 0,015 i 0,021* 0,15 <0,001* (@)
(-0,32) (-0,09) (0,54) (-0,21) (0,06) (0,44) (0,36) (0,55) (0,21) (0,33) (0,59)
e 0,542 0,863 0,594 0,273 0,117 0,604 0,001* 0,061 0,887 i <0,001* | <0,001*
a (0,18) (-0,05) (0,16) (0,31) (0,44) (0,15) (0,79) (0,52) (0,04) (0,82) (0,53)
&=
8 L 0,770 0,680 0,427 0,736 0,017* 0,280 0,028* | <0,001* 0,233 0,015* i <0,001*
= (-0,09) (0,12) (0,23) (0,20) (0,62) (0,31) (0,58) (0,89) (0,34) (0,63) (0,55)
= VLA 0,852 0,259 0,191 0,409 0,387 0,542 0,102 0,003* 0,021* 0,154 0,001* i
(0,05) (0,32) (0,37) (0,24) (0,25) (0,18) (0,45) (0,72) (0,61) (0,40) (0,77)
HCV POSITIVO (n=19)

* Correlagdo significativa (p<0,05)
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A andlise de correlacdo entre a expressdo de moléculas de adesdo e a concentracéo
sérica de citocinas, nos individuos infectados pelo HCV do presente estudo, corrobora a
hipdtese de uma resposta imune polarizada para o perfil Thl. Tem sido documentado que as
integrinas podem influenciar na polarizacdo da resposta em Th1/Th2 (CLARK; BRUGGE,
1995). MITTELBRUNN et al. (2004) observaram que VLA-4 promove a polarizagéo da
resposta Thl em linfécitos T virgens. Apesar de ndo ter apresentado correlacdo entre a
expressdo de VLA-4 e o aumento na concentragdo de IL12, foi observado uma maior
expressao destas moléculas no grupo de individuos HCV positivos.

No estudo desenvolvido por EMOTO et al. (2003) foi observado que na infecgéo por
Listeria monocytogenes ha uma polarizacdo da resposta imune para o tipo Thl, caracterizada
por alta concentracdo de IL-12 e auséncia de LFA-1. A andlise de correlacdo entre a
expressdo de LFA-1 e a concentracdo sérica de IL-12 em individuos infectados pelo HCV

demonstrou uma relagdo inversamente proporcional (r= -0,64), conforme apresentado na

figura 11.
25+ —
HCV positivo
r=-0,64 p=0,003
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Figura 11. Correlacdo entre as intensidades de
fluorescéncia (IF) de VLA-4 (CD11a) e os niveis séricos
de IL-12 de individuos infectados pelo HCV.

Considerando que foi observada alta concentracdo de IL-12 e baixa expresséo de LFA-
1, nossos dados sugerem, mais uma vez, que a infeccdo pelo HCV esteja induzindo uma

polarizacdo para a resposta imune Th1l, mesmo na auséncia de IFN-y. A auséncia de deteccdo
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de IFN-y pode ser devido ao tempo de infeccdo dos individuos, a auséncia de sintomas
clinicos aparentes ou outras varidveis que ndo foram abordadas em nosso estudo. Desta
forma, novos estudos deverdo ser feitos para melhor compreendermos 0s mecanismos
envolvidos na resposta imune frente ao HCV.

As demais citocinas analisadas, possivelmente devido sua menor interferéncia na
historia natural da Hepatite C, uma vez que ndo apresentaram diferencas significativas entre
os individuos HCV positivos e saudaveis, ndo apresentaram correlagdo com os niveis de
expressdo de moléculas de adesdo. Contudo, nossos resultados reforcam a importancia da

relacdo entre as moléculas de adeséao celular, a producéo de citocinas e a infec¢éo pelo HCV.
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5. CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos no presente trabalho podemos concluir que:

1. A prevaléncia de infeccdo por HCV na populagdo de doadores de sangue da
Fundacdo HEMOAM, residentes em Manaus, no periodo de agosto/2009 a julho/2010,
permanece semelhante aos dados obtidos por TORRES et al. (2009), que avaliou este
indicador no periodo de setembro de 2005 a abril de 2007; sendo mais prevalente no grupo de
primodoadores, quando comparado aos doadores de repeticao;

2. A expressdo das moléculas de adesdo celular em leucdcitos no sangue periférico é
influenciada pela infeccdo por HCV, o que resulta em alteragdes no padréo de recrutamento
de leucdcitos para o figado e, consequentemente, determina o desfecho da Hepatite C;

3. Ha evidéncias de que a resposta imune contra 0 HCV, na populacdo de doadores de
sangue, apresente uma polarizagdo para o perfil Thl, caracterizada por um aumento na
concentracdo de IL-12 e IL-10 no sangue periférico;

4. A concentracdo de citocinas no sangue periférico de doadores infectados pelo HCV
estd relacionada a alteracdo no padrdo de expressdo de moléculas de adesdo celular dos

leucécitos.
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APENDICE A - CARTA DE APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

DA FUNDACAO HEMOAM

Fundagao

de Hematologia
e Hemoterapia
do Amazonas

;(‘1 HEMOAM

GOVERNQ DO ESTADO
DO AMAZONAS

PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESOUISA - CEP
CAAE- 0027.0112.000-08 - VERSAO 002

I. IDENTIFICACAO

Titulo: Caracterizagdo da resposta imune humoral e celular, determina¢io dos mediadores
inflamatérios e corpusculos lipidicos em doadores de sangue infectados com o virus da hepatite
€.

Institui¢do: Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - REMOAM.

Pesquisador: Adriana Malheiro.

Data da Reapresentacio ao CEP: 05/02/2009

II. OBJETIVOS

Geral

Caracterizar a resposta imune e celular, os mediadores € a carga viral de doadores de sangue da
Fundagdo Remoam infectados com o virus da hepatite C, frente aos diferentes genétipos do
virus.

Especificos

1. Determinar o gendtipo e a carga viral do RCV

2. Analisar a presenga de corpusculos lipidicos em PBMC (células mononucleares de sangue
periférico).

3. Dosar os mediadores inflamatérios leucotrienos B4 e prostaglandina D2 em sobrenadantes de
cultura de PBMC.

4. Analisar a expressdo de moléculas de adesdo de superficie celular LFA-1, VLA-4 ¢ MAC-],
em populagdes de linfocitos T CD4 e CD8 de sangue periférico.

5. Analisar as citocinas séricas e intracelular como: IL-2,IL-4,1L-6,IL-8,IL-10,IL-12,IL-17,
TNF ALF A E TNF GAMA.

6. Relacionar o genétipo e a carga viral com a presenga de mediadores inflamatérios.

7. Descrever o perfil do HLA presente nesta populagio.

II1. SUMARIO DO PROJETO

Trata-se de um estudo observacional descritivo que sera realizado na Fundagio HEMOAM onde
serdo avaliados em média 80 casos, no periodo de janeiro a julho de 2009, quando serfio
coletadas amostras que serdo armazenadas em freezer -70°C do laboratorio de pesquisa do
Hemoam, para analise posteriores. Para cada amostra coletada de doador infectado pelo virus da
hepatite C, sera coletado, uma amostra de doador saudavel para construir o grupo controle.

Para as analises laboratoriais serdo coletados 20 ml de sangue venoso periférico, destruidos em
quatro tubos para a realizagdo dos testes.

Critérios de inclusio/exclusiio: serdo selecionados doadores de sangue de ambos os sexos,
acima de 18 anos, residentes em Manaus que apresentarem reatividade nos teste de triagem
soroldgicas para anti-RCV. Serdo excluidos os doadores com sorologia positiva para marcadores

FUNDAGAO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS — HEMOAM
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. CONSTANTINO NERY, 4397 — CHAPADA — CEP 69050-002 — MANAUS/AMAZONAS
FONE (92) 3655-0113 FAX (92) 3655-0112
E-mail: cep_hemoam@hotmail.com
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de Hepatite B, HIV, HTLV, Doenga de Chagas, sifilis e doadores apos repetigdo do teste anti-
HCYV com amostras, apresentarem resultado negativo para o parametro.

Adequacio do titulo e da metodologia: Adequados

Adequacio das condicdes e custo: O trabalho serd coordenado pela Dra. Adriana Malheiro e
por uma equipe de pesquisadores devidamente qualificados. Entretanto, ndo ha médico na
equipe e ndo ha descrigdo na metodologia de quem fara o atendimento médico destes pacientes.

V. Comentirios do CEP frente a resolu¢iio CNS 196/96 e resolucgdes

complementares.

Projeto atende as normas pertinentes e a pesquisadora atendeu todas as pendéncias conforme
parecer anterior Versdo 001.

VI. Parecer do CEP:

Projeto Aprovado. Conforme determinado pela resolugdio CNS 196/96 os
pesquisadores deverdo apresentar a este CEP relatorios parciais e/ou final, ficando
determinado desde entdo, o prazo para apresentagao de relatorio: 16/08/2009.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE devera ser aplicado em duas
vias sendo que uma delas ficara com o sujeito da pesquisa.

VII. Parecer do CEP: 16.02.2009

-

JOSIANE NEVES
Secretaria Executiva do
Comité de Etica em Pesquisa da
Funda¢io HEMOAM
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FONE (92) 3655-0113 FAX (92) 3655-0112
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO APLICADO
PARA PARTICIPAQAO DE DOADORES QUE APRESENTARAM REATIVIDADE PARA
HCV

Titulo do estudo: Caracterizacdo da resposta imune humoral e celular, determinagédo
dos mediadores inflamato6rios e corpusculos lipidicos em doadores de sangue infectados com
0 virus da hepatite C.

O estudo visa conhecer como o0 organismo combate o virus da hepatite C.

Para este estudo sera coletada amostra de 20ml de sangue. Serdo feitos testes para
verificar a presenga do virus, determinacéo do tipo e quantidade do virus no organismo, além
de realizar testes para verificar como o organismo combate o virus da hepatite C. Parte dos
testes serdo realizados no HEMOAM em Manaus, no IMT-USP/SP e LIP/USP-Ribeiréo
Preto/SP.

N&o existem riscos associados a sua participagdo neste estudo. O Unico desconforto € a
picada da agulha para a coleta de amostra de sangue.

A sua participacdo neste estudo ndo implica em nenhum beneficio direto e imediato
para 0 senhor(a). O estudo, contudo, proporcionard maiores esclarecimentos sobre a
prevencdo e infeccdo pelo virus da hepatite C.

Sendo o0 senhor(a) participante deste estudo tera, sempre que necessario,
esclarecimentos de duvidas, acompanhamento clinico e laboratorial no que diz respeito a
doenca em estudo, podendo entrar em contato com Dr? Adriana Malheiro e Tatiane Amabile
(HEMOAM Tel: 3655-0111). Sempre que necessario serd prestada orientacdo médica
adequada ou encaminhamentos necessarios, feitos pela equipe médica do HEMOAM.

A sua participacdo neste estudo é voluntaria. O senhor(a) pode retirar sua participagdo
a qualquer momento, o senhor(a) ndo tera qualquer tipo de prejuizo para o seu atendimento
dentro da Instituicdo onde faz o tratamento.

Para eventuais ressarcimentos e danos provenientes da pesquisa, a equipe envolvida
se propdem a atender os participantes.

Os dados referentes a sua participacdo neste estudo permanecerdo confidenciais, ndo
sendo divulgados de forma a declarar a sua identidade.

O sangue coletado (20ml) sera utilizado para o que se propde neste estudo e sera
armazenado para estudos moleculares e imunolédgicos posteriores.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apos ter recebido informages claras, eu concordo com minha participagdo no estudo.
O Sr.(a) autoriza que 0 seu sangue seja guardado para pesquisas futuras para o estudo
dos tipos de virus? ( )sim ou ( ) ndo

Assinatura do participante
Impresséo dactiloscopica

Assinatura do pesquisador ou colaborador
Manaus, / /
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APENDICE C - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Titulo do projeto: Caracterizacdo da resposta imune humoral e celular, determinacdo dos
mediadores inflamatdrios e corpusculos lipidicos em doadores de sangue infectados com o
virus da hepatite C.

Cadigo:

Dados pessoais/ demogréaficos:
Nome do doador:
Datade nascimento: __ / /  Sexo: F M
Data da doacdo: / / Tel de contato:
NUmero da bolsa:
Local da doagdo: HEMOAM (Manaus) Maternidade Ana Braga (Manaus)
Coleta Externa (Manaus)
Dados epidemioldgicos:
E a primeira doagdo?  Sim  N&o
Quando foi a ultima doagao?(informar dados das doagdes
anteriores)

Estado civil:  Casado Solteiro vilvo  Divorciado  Outros
Multiplos parceiros? ~ Sim Né&o
Profissao

Ja trabalhou em: Hospitais  Clinicas médicas Unidades de dialise
Laboratério  Consultério dentario  Afins

Ja precisou receber transfusdo de sangue?  N&o Sim
Quando? Por qual motivo?
Jé teve hepatite? ~ Sim N&o Ha quanto

tempo?

Faz ou fez uso de drogas injetaveis/outras?  Sim Nao
J& fez cirurgia?  Sim Né&o

Quando? Qual?
Possui tatuagem ou piercing?  Sim Nao
Utiliza terapia por acupuntura?  Sim Né&o
Faz uso de bebidas alcodlicas?  Sim Nao
Comentarios:

Responsavel pelo preenchimento:
Data: / /




ACOMPANHAMENTO LABORATORIAL NO HEMOAM

Testes sorolégicos ELISA
Marca:

Teste complementar Imunoblot
Marca:

Observagéoes:

82

Carga Viral: Ul/mL.

Genotipagem:

Contagem de Corpusculos lipidicos:

Dosagem de Leucotrieno B4:

Dosagem de Prostaglandina D2:

Pesquisador responsavel

Manaus/AM, / /
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APENDICE D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO GRUPO
CONTROLE PARA PARTICIPACAO DE DOADORES NAO PORTADORES DE HCV

Titulo do estudo: Caracterizacdo de mediadores inflamatdrios e carga viral em células
mononucleares de sangue periférico obtidas de doadores de sangue com diferentes genotipos
do virus da hepatite C.

O estudo visa conhecer como o organismo combate o virus da hepatite C, para isso é
necessario a comparacdo com doadores que ndo estejam infectados com o virus da hepatite C.

Para este estudo serd coletada amostra de 10mL de sangue. Serdo feitos testes para
avaliar a defesa do organismo contra o virus da hepatite C Parte dos testes serdo realizados no
HEMOAM em Manaus, e outros serdo feitos no LIP/USP-Ribeiréo Preto/SP.

N&o existem riscos associados a sua participagdo neste estudo. O Unico desconforto é a
picada da agulha para a coleta de amostra de sangue.

A sua participacdo neste estudo ndo implica em nenhum beneficio direto e imediato
para 0 senhor(a). O estudo, contudo, proporcionard maiores esclarecimentos sobre a
prevencdo e infeccdo pelo virus da hepatite C.

Sendo o0 senhor(a) participante deste estudo tera, sempre que necessario,
esclarecimentos de davidas, podendo entrar em contato com Dr? Adriana Malheiro ou Tatiane
Amabile (HEMOAM Tel: 3655-0111).

A sua participacdo neste estudo é voluntaria. O senhor(a) pode retirar sua participagdo
a qualquer momento, o senhor(a) ndo tera qualquer tipo de prejuizo para o seu atendimento
dentro da Instituigéo.

Para eventuais ressarcimentos e danos provenientes da pesquisa, a equipe envolvida
se propdem a atender os participantes.

Os dados referentes a sua participacdo neste estudo permanecerdo confidenciais, ndo
sendo divulgados de forma a declarar a sua identidade.

O sangue coletado (10mL) serd utilizado apenas para o0 que se propde neste estudo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAQO

Apos ter recebido informagdes claras, eu concordo com minha participagdo no estudo.

Assinatura do participante
Impressao dactiloscopica

Assinatura do pesquisador ou colaborador
Manaus, / /




