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RESUMO

A hepatite por virus C (HCV) representa um grande problema de satde publica
devido a alta prevaléncia da infeccao na populacdo, que varia de 0,3 a 14,5%. A hepatite
C € considerada uma doenca transmitida principalmente pelo sangue e seus derivados,
sendo o principal agente etioldgico das hepatites pos transfusionais do mundo. A doenga
cronica, com poucas manifestacdes clinicas, ocorre em 80% dos individuos.
Consequentemente, a hepatite C € frequentemente diagnosticada quando o individuo se
submete aos testes de triagem soroldgica em bancos de sangue. O diagndstico laboratorial
especifico da hepatite C € realizado pela pesquisa de anticorpos anti-HCV, no teste
ELISA e no Immunoblot. O perfil da resposta imunoldgica desenvolvida pelos individuos
infectados pelo HCV, envolve a resposta de células T helper 1, mediada pela ativacao de
linfécitos TCD4", tdo bem como os linfécitos TCD8, producdo de IL-12 e IFN-y, parece
ser uma resposta extremamente importante para ‘“clearence” viral. O objetivo este estudo
foi avaliar a resposta imunologica humoral e celular de doadores de sangue que
apresentaram sorologia reativa para hepatite C. No periodo de setembro de 2005 a
novembro de 2006 foram convidados 100 doadores de sangue que apresentaram sorologia
positiva para hepatite C e 100 doadores sauddveis a participar voluntariamente do estudo.
Nossos resultados demonstraram que pelo teste complementar Immunoblot RIBA, 46%
apresentaram resultados indeterminados, 36% foram reativos e 18% negativas. Das
amostras negativas 61,11% (n=11) tiveram reacdo fracamente positiva, das
indeterminadas 76% (n=35) tiveram razdo DO/cutoff inferior a 2 e 50% (n=18) das
reativas tiveram essa razao superior ou igual a 3. Nao observamos diferencas estatisticas
significante entre os valores encontrados de ALT, sendo que os mesmos permaneceram
dentro dos valores de normalidade. Entre as populacdes de linfécitos ativados, a
populacdo de LTCD3*/CD4" apresentou diferenca estatistica significante, na qual o grupo
com diagnéstico confirmado por immunoblot (HCV*/BLOT R) apresentou menor
nimero de células em relacdo aos outros grupos (Soronegativos, HCV'/BLOT NR,
HCV*/BLOT IND). Avaliando as sub-populacdes de leucécitos ativados observamos
diferencas estatisticas significantes entre as populacdes de neutréfilos CD69* e mondcitos
CD69", mas ndo encontramos diferenca significante entre as populacdes de linfécitos
CD69" e eosindfilos CD69™. Desta forma concluimos que a infec¢do pelo HCV induz a
alteracoes celulares que podem estar evoluindo para “clearence” viral ou para
cronificacdo da infec¢do. No entanto para definirmos tal perfil, novos estudos serdao
necessarios.

Palavras chaves: hepatite C, Doadores de sangue, Resposta imune.




ABSTRACT

Hepatitis C virus represents a serious problem on public health, because or the
high prevalence in the population, estimate from 0.3% to 14.5%. Hepatitis C is usually
transmitted by blood and derivations, and the main etiologic agent of transfusion in the
world. The chronic disease, with few clinical manifestations, occurs on 80% of the
patients. Furthermore, the hepatitis C, is usually diagnosed when the individual is
submitted to serological screening in blood banks. The specific laboratorial diagnostics of
HCV is made on researching for anti-HCV antibodies, as on ELISA and Immunoblot
tests, but a representative percentual of blood donors shows a specifics antibodies pattern
against viral fractions that does not mean as a confirmed infection, but as a undetermined
pattern. The immunological response profile developed by the individuals infected by
HCV, involves responses of T helper cells 1, mediated by lymphocyte TCD4" activation,
as good as TCD8" lymphocyte and IL-2 and IFN-y production and seems to be an
extremely important response for the viral clearance. The objective in the present study is
analyze the immunological humoral and cellular response of blood donors whose
sororeactive for hepatitis C in ELISA and Immunoblot tests. From September of 2005 to
November of 2006 one hundred blood donors sororeactive to hepatitis C and one hundred
healthy donors were invited to participate under their consentment of the study. In our
results given by Immunoblot supplementary test, 46% showed undetermined results, 36%
was reactive and 18% negative. Among negative samples 61.11% (n=11) had a weak
positive reaction, among the undetermined, 76% (n=35) had DO/cut off rate below 2 and
50% (n=18) reactive had this rate above or equals to 3. There was no significative
statistics differences observed among ALT data on both groups, thus remained under
normal values. Among the activated lymphocytes population, those ones of
LTCD3*/CD4" showed statistics difference, whose the Immunoblot confirmed
(HCV*/BLOT R) diagnose group shows a fewer cells number from the other groups
(soronegative, HCV'/BLOT NR, HCV'/BLOT IND). Assessment the leukocyte
subpopulation we can observe a significant statistics difference between CD69*
neutrophiles and CD69" monocytes, we did not observed significant difference between
CD69" lymphocyte population and CD69" eosinophiles. We have conclude that the HCV
infection persuade cellular changes that can be clearance viral or on chronic infection.
However, to define this profile, there will be needed new researches.

Key words: Hepatitis C, Blood Donors, Immune Response
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas estruturais do virus da hepatite C (HCV)

O Virus da hepatite C (HCV) foi identificado por Choo e colaboradores em 1989,
sendo inicialmente chamado de Virus ndo A, ndo B. Devido a sua composicao estrutural
foi classificado como pertencente a familia Flaviviridae (Choo et al, 1989) e género

Hepacivirus (Simmonds et al, 2005).

O virus da hepatite C possui genoma RNA. Isolados individuais consistem de
populacdes bastante semelhantes, ainda que heterogéneas, de genomas virais
(quasiespécies). Provavelmente como conseqiiéncia dessa diversidade genética, o virus da
hepatite C tem a capacidade de escapar da resposta imune do hospedeiro, o que resulta
em uma alta taxa de infeccdo cronica. Através da comparagdo das seqii€ncias gendmicas

de nucleotideos de diferentes isolados virais. (Hajjar et al, 1999).

Foram identificados, em vdrias partes do mundo, 6 gendtipos diferentes,
numerados de 1 a 6. Cada tipo pode ser dividido em subtipos (cerca de 50), que se
designam por uma letra a seguir ao nimero a que correspondem e que diferem, em média
20% na seqiiéncia nucleotidica. Os genétipos tém uma distribuicdo geogréfica varidvel
nas diferentes regidoes do globo, refletindo, provavelmente, a histéria epidemiolégica do

virus e o modo de transmissao da doenca entre os hospedeiros. (Campioto et al, 2005).




1.1.1 Genoma viral

O genoma do HCV ¢ formado por RNA de fita simples contendo cerca de 9.400
nucleotideos. A particula viral é composta por um envoltério derivado da membrana
celular do hospedeiro contendo as glicoproteinas virais E1 e E2 inseridas. O
nucleocapsideo € formado pela proteina C (cerne) e envolve o RNA viral. Esta
organizacdo gendOmica € semelhante aos pesti e flavivirus e por isso o HCV foi
classificado junto a estes como um género a parte da familia Flaviviridae. Flanqueando
as regides codificadoras encontramos as regides regulatérias 5°e 37, sendo ambas muito
conservadas a nivel da seqiiéncia de RNA entre os diversos isolados de HCV. A regido
codificante compde-se de uma longa seqii€éncia aberta de leitura (Open Reading Frame)
que € traduzida em uma poliproteina precursora de aproximadamente 3.000 aminoécidos
contendo uma regido estrutural e uma ndo estrutural (Houghton et al, 1991). O
processamento desta por proteases virais e celulares leva a formacdo das proteinas
estruturais e funcionais do HCV. As proteinas estruturais derivam do segmento amino-
terminal (N-terminal) da poliproteina, formando a proteina do capsideo (C- 19kD) e as
glicoproteinas hipervaridveis E1 (gp 33) e E2(gp 72) que se destinam ao envoltdrio viral.
As proteinas nao-estruturais (NS) NS2, NS3, NS4A, NS4Bb, NS5A e NS5B ocupam o
restante do genoma e representam a extremidade carboxiterminal da poliproteina viral
(Sadez-Alquezar et al, 2001). A regiao do genoma que codifica as proteinas estruturais
(regido 5S’UTR do genoma) e as 99 bases terminais da regido 3’UTR , representa a
seqiiéncia mais altamente conservada em relacdo a diferentes isolados virais, o que
sugere cumprir com o papel regulador durante a replicagdo viral (Houghton et al, 1991;
Simmonds et al, 2005). No entanto, o virus da hepatite C apresenta uma caracteristica

importante de variabilidade genética decorrente de mutacdes no genoma, causadas por




erros na etapa de replicacao viral por agdo da RNA polimerase (Van Doorn, 1994; Lyra et

al, 2004; Simmonds et al, 2005).

O conhecimento da variabilidade genética envolvida nas infec¢des € importante
para compreender a evolugao da doencga, conduzir tratamento antiviral, monitorar estudos
epidemioldgicos, além de ter implicacdes importantes e decisivas no diagndstico
sorolégico e molecular da infec¢do (Carmo et al, 2002).

As seis andlises comparativas das seqii€ncias completamente ou parcialmente
conhecidas dos isolados do HCV publicadas indicam que existam pelo menos seis grupos
distintos do virus e mais de 50 subtipos de HCV (Pinho et al, 2005; Simmonds et al,
2005). Possivelmente, apds a andlise completa de outras regides do genoma dos isolados

surgirdo novos grupos e subgrupos (Simmonds et al, 2005).

1.2 Epidemiologia

O HCV constitui um dos mais importantes problemas de saide piblica no mundo
por ser a maior causa de hepatite cronica e carcinoma hepatocelular (Santana et al, 2001;

OMS, 2007)

Estima-se que aproximadamente 180 milhdes de individuos no mundo estejam
acometidos pela infeccdo cronica com o virus da hepatite C com risco de
desenvolvimento de hepatite cronica e ou cirrose podendo evoluir para um carcinoma

hepatocelular (Cornier et al, 2004).

A hepatite por virus C (HCV) representa um importante problema de saide

publica devido a alta prevaléncia da infec¢do na populacdo, que varia de 0,3 a 14,5%




(Gongales, 1997; Sdez-Alquezar, et al, 2001). Campioto e colaboradores em 2005
referem-se ainda a existéncia de, no minimo, seis vezes mais brasileiros com hepatite C

do que com AIDS.

Projecdoes mostram que nos proéximos anos a hepatite C deve ocasionar um
aumento de 600% na demanda por transplantes de figado. Oficialmente, a hepatite C
matou 813 brasileiros entre 1997 e 1999, mas esses baixos numeros nao retratam a

realidade (Xavier, et al, 2001).

A maioria dos infectados tem entre 25 e 40 anos e s6 descobre o virus no
momento em que doa sangue ou quando a doenca ja estd em um estdgio mais avancado, o

que pode demorar mais de 20 anos (Esteban et al, 1990).

Nos Estados Unidos da América a hepatite C representa aproximadamente 20%
dos casos de hepatite aguda. Aproximadamente quatro milhdes de norte americanos estdao
infectados pelo virus da hepatite C, ocorrendo a cada ano 30 mil casos novos, dos quais
somente 25 a 30% sao diagnosticados. A hepatite C € responsabilizada por 8 mil a 10 mil
mortes, por ano, e € a principal causa de transplantes hepaticos nos Estados Unidos (Cox

et al, 2005).

No Brasil, estudos feitos na cidade de Sao Paulo demonstram que a prevaléncia
estimada € de 1,42% (0,7 a 2,12% IC) com ocorréncia mais freqiiente em adultos com 30
anos ou mais, com prevaléncia atingindo seu pico de 3,80% no grupo etdrio de 50 a 59
anos (Focaccia et al, 1998; Bassit et al, 1999). Na populacido em geral os dados ainda sdo

muito precarios, mas as estimativas atuais atingem 1,5% em média (Gervais, 2001).




O HCV constitui um particular problema de satide publica entre os hemocentros,
devido a sua alta taxa de transmissdo por via parenteral, principalmente por sangue e
hemoderivados, a incidéncia entre doadores de sangue varia de 0,5 a 15% (Saez-Alquezar

et al, 2001).

No Estado do Amazonas, dados de triagem sorologica da Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), revelam que 0,67% dos
doadores de Manaus apresentaram soropositividade para anti-HCV. Observou-se também
que no periodo de agosto de 2001 a julho de 2003 (2 anos) foram registrados na capital
do Amazonas 345 doadores de sangue soropositivos para hepatite C sendo em média
diagnosticados 170 casos novos por ano na populacdo de doadores de sangue. A infec¢do
pelo HCV mantém alta incidéncia mundial, apesar da significativa reducdo da

transmissao por transfusdo de sangue (Torres et al, 2003).

Os genétipos do HCV apresentam distribuicdo universal com prevaléncias
regionais. Os gendtipos 1, 2 e 3 predominam no Brasil, China, Estados Unidos, Europa,
Japao, Taiwan e Tailandia. O gendtipo la € o mais encontrado no nordeste Europeu e
América do Norte, enquanto o subtipo 1b € o mais comum no Japdo, sudeste e oeste
Europeu. Recentes levantamentos epidemioldgicos na Itdlia enfatizam a importancia da
infec¢do assintomadtica do gendtipo 2 (principalmente o subtipo 2a) na populagdo em
geral, particularmente em dreas onde o subtipo 1b se apresenta como hiperendémico
(Cavalheiro, 2004). Os gendtipos 5 e 6 sdo mais freqiientes na Africa do Sul e sudeste
asidtico, respectivamente, e o gendtipo 4 predomina na Africa Central e Egito (Barret et
al, 2001) No Brasil, o gendtipo 1b ocorre com maior freqii€éncia na populagdo de

doadores de sangue, sendo também encontrados em outros grupos os subtipos la, 2a, 2b e




3a (Gongales et al, 2000; Gruner et al, 2000). Recentemente foram detectados o subtipo 4

(Carmo et al, 2002) e subtipo 5 no Brasil (Levi et al, 2002; Campioto et al, 2005).

1.3 Formas de transmissao

A hepatite C € considerada uma doenca transmitida principalmente pelo sangue e
seus derivados, sendo o principal agente etiolégico das hepatites pds transfusionais do
mundo (Alter et al, 1989; Esteban et al, 1990; Minola et al , 2002). O risco de transmissdo
da hepatite C transfusional diminuiu com a introdugdo de testes soroldgicos de triagem
em bancos de sangue (Torres et al, 2001; Operskalski et al; 2003). No entanto, outros
fatores contribuem para a transmissdo do HCV transfusional. Na Itdlia, antes da
introducao do teste de deteccao do anti-HCV entre os doadores de sangue mais de 10%
dos transfundidos nos anos 80 apresentaram evidéncias clinicas de hepatite pOs-

transfusional (Minola et al, 2002).

A doenca cronica, com poucas manifestagdes clinicas, ocorre em 80% dos
individuos. Consequentemente, a hepatite C € frequentemente diagnosticada quando o
individuo se submete aos testes de triagem sorolégica em bancos de sangue e o estigio
cronico da doencga envolve quadros graves de lesao hepdtica em mais de 20% dos

pacientes (Lauer & Walker, 2001).

Atualmente, sabe-se que o HCV € transmissivel por diversos meios. Contudo, a
grande maioria das infec¢des ocorre por via parenteral, fundamentalmente por exposi¢ao
a transfusdes de sangue e hemoderivados, uso de drogas intravenosas, realizacdo de

tatuagens e exposicdes percutaneas (Oliveira et al, 1999). Dessa forma, o HCV € o




principal agente etioldgico das hepatites pds transfusionais no mundo (Alter et al, 1989;
Esteban et al, 1990). E demonstrada a presenca de anticorpos anti-HCV em 60 a 80% dos
hemofilicos, em 50 a 70% dos usudrios de drogas endovenosas, em 7,4 a 51,2% de
pacientes em didlise e em 21% dos pacientes talass€micos politransfundidos (Jaiswal et
al, 2001; Naghettini et al, 1997; Hahn et al, 2001) o que demonstra o grande potencial do
sangue de transmitir a hepatite C (Zuckerman 1989; Yoshida et al, 1992). Sabe-se ainda
que o virus estd presente em baixos titulos na maioria das pessoas infectadas (Bradley &
Maynard, 1986), o que dificulta o diagndstico e a triagem soroldgica de doadores de

sangue.

A transmissdo vertical pode ocorrer tanto de forma intra-uterina como por via
perinatal. Alguns autores tém relatado que o risco de infeccao € maior no caso de uma
crianca nascida por parto vaginal que em cesarianas (Gongales JR et al, 2000). Contudo,
nem todos os estudos demonstram esta ligacdo entre o parto vaginal e a transmissdao
perinatal do HCV. Niveis de viremia elevados, especialmente acima de um milhdo de
cOpias por mililitro, aumentam o risco de transmissao vertical. O mesmo foi observado
com maes co-infectadas com HIV e HCV, na qual 18% das criancas desenvolvem a
infec¢do pelo HCV, enquanto somente 4,5% das criangas nascidas de maes infectadas

apenas pelo HCV desenvolvem a doenca (Gongales JR et al, 2000).

Uma parcela dos pacientes adquire o virus de maneira ndo identificada, chamada
de forma “esporddica”. Situagdes cotidianas e habituais ja foram relatadas, como a
partilha de lamina de barbear, recentemente descrita na India (Parana, et al., 1999).
Outras formas de transmissao correspondem ao uso de seringas e agulhas contaminadas

(Hahn et al, 2001) e transplante de 6rgaos e tecidos (Pereira et al, 1991; Morales 1999).




O trabalho publicado por Tegan e colaboradores em 2001, avaliou a populacao de
doadores de sangue da Fundacao Pr6-Sangue/ Hospital das Clinicas FMUSP e consagrou
o nimero de 11,76% de pacientes e seus conjuges com histéria atual e pregressa de
hepatite C e sugere que esta prevaléncia pode estar relacionada com a transmissao sexual.
Este estudo nos dd uma idéia de prevaléncia de casais infectados em nosso meio (Tegan

et al, 2001).

Cavalheiro NP 2004 cita que o compartilhamento de utensilios de higiene pessoal
pode ser um grande fator de risco para transmissao entre casais, estes como: laminas de
barbear, escovas de dente, cortadores de unhas e alicates de manicure. Em tese publicada
a autora menciona que entre alguns casais estudados pelo menos um deles tem o cuidado
de ndo compartilhar seus utensilios para evitar riscos de transmissdo, nao

necessariamente o par assume a mesma postura (Cavalheiro, 2004).

1.4 Historia natural e Caracteristicas clinicas

A Hepatite C aguda € assintomdtica e raramente fulminante, levando na maioria
das vezes a infeccdo cronica. Estima-se que a hepatite C seja a causa mais comum de
doenca hepdtica, cirrose e cancer de figado no mundo (Hajjar et al1999; Akkaya et al,
2007). O periodo de incubagdo varia de duas a 26 semanas, com a média entre seis e 12

semanas (Heller & Rehermann, 2005).

A infecg@o pelo virus C € autolimitada em cerca de 15% a 20% dos casos e a
recuperagao completa € caracterizada pelo desaparecimento do RNA viral no plasma e
pela normalizacdo dos niveis das enzimas hepaticas (Di Bisceglie, 1998; Heller;

Rehermann, 2005 ).




Caracteristicamente, o paciente com hepatite C apresenta uma doenga aguda
clinicamente silenciosa, raramente sintomética, estimando-se que em torno de 5 a 10%
manifeste ictericia e solicitam auxilio médico. Apds esta fase, a evolugcdo para
cronicidade ocorre em quase 80% dos casos, progredindo de forma também silenciosa,
por um periodo de 15 a 25 anos. Apds esse periodo, cerca de 30% dos pacientes
desenvolvem doenca hepdtica mais grave, geralmente apresentando sintomas de
insuficiéncia hepatocelular ou hipertensdo portal. Uma minoria, 5 a 10% dos pacientes
com evolugdo cronica desenvolvem cirrose hepética em periodo inferior a 10 anos. Esse
nimero chega a 30% quando o periodo de evolucdo € superior a 25 anos. O carcinoma
hepatocelular € uma complicagdo tardia, com incidéncia de 3 a 5% ao ano, em individuos
cirréticos. Nesta infecg@o viral, o carcinoma instala-se sobre a cirrose hepética, visto que,

diferente do virus da hepatite B, o virus C nao € um carcinégeno direto (Parand, 1999).

A infecc@o crOnica costuma apresentar-se de forma oligossintomdtica, com
manifestacdes clinicas inespecificas como fadiga muscular, artralgia, perda de peso,
letargia, mialgias, febre baixa, nduseas, vOmitos, dor ou desconforto no quadrante

superior do abdomen (Conte, 2000).

Tém-se observado ainda uma associac@o entre diversas doengas auto-imunes e a
infeccao pelo HCV, porém o mecanismo etiopatogénico ainda ndo foi elucidado. Assim,
a hepatite auto-imune, Sindrome de Sjogren, Sindrome Sicca, Liquen planus, porfiria
cutdnea tarda, tireoidite de Hashimoto, crioglobulinemia mista, glomerulonefrites e

miosites podem estar relacionadas a infec¢do viral (Petit et al, 2001; Parana et al, 1999).




Um aspecto clinico bastante caracteristico do HCV € representado pelas elevacdes
episddicas nas transaminases séricas, com periodos interpostos de normalidade (Rossini,
et al, 1995). Dessa forma, os niveis de transaminases associam-se mais freqiientemente
com outras situagdes, como obesidade, alcoolismo, hipotireoidismo e diabetes mellitus

(Gongalves JR et al, 1999).

Ja foram descritas elevacgdes transitérias nos niveis das transaminases em 11,9%
dos pacientes com hepatite C, e essas elevagdes foram associadas com o aumento da
carga viral, na maioria dos casos, mas ocasionalmente houve associacdo com alteracao no
gendtipo  viral, sugerindo reinfeccdo. Porém, nos pacientes, considerados
individualmente, o valor preditivo dessa associa¢do foi baixo, enquanto muitos deles com

enzimas normais apresentavam graves alteracdes histoldgicas (Di Bisceglie, 1998).

A persisténcia do virus e as manifestacdes clinicas distintas estdo correlacionadas
com as caracteristicas imunoldgicas do hospedeiro e com a evolucdo genética do virus,
isto é, com o tipo de variante viral responsdvel pela infec¢ao (Orland et al, 2001; Barret et

al, 2001).

O virus da hepatite C nao € facilmente debelado pelas defesas do hospedeiro, o
que resulta em elevada probabilidade de cronifica¢do da infec¢@o, implicando altas taxas

de morbimortalidade (Hajjar et al, 1999)




1.5 Resposta Imune ao Virus da Hepatite C

Segundo a revisdo de Neumann-Haefelin e colaboradores (2005) a resposta imune
do hospedeiro é constituida pela imunidade inata através das barreiras fisicas (ex. pele),
componentes celulares (ex. granuldcitos) e componentes soldveis (ex. fatores do
complemento) e pela imunidade adaptativa composta da imunidade humoral (anticorpos)

e a imunidade celular (linfécitos T CD4" e TCDS8").

As células Natural Killer (NK) constituem a primeira linha de defesa contra
patégenos e usualmente tornam-se ativados na fase inicial da infec¢@o viral. O figado é
particularmente rico em células NK, que sdo ativados por virus hepatotrépicos, como o
HCV. A ativacao das células NK exerce um papel essencial no recrutamento de células T
HCV-especificas e elimina¢dao de hepatdcitos infectados diretamente por citdlise ou
indiretamente pela secrecdo de citocinas, que induzem um estado antiviral nas células do
hospedeiro. Assim, elas sdo importantes para limitar a replicacdo viral naquele 6rgao,
ainda que também pudessem contribuir para o dano tecidual hepatico durante a resposta
imunoldgica (Ahmad et al, 2004). Embora saibamos que as células NK participam
significativamente na resposta imune inata contras os patdgenos hepdticos, esse papel

ainda nao foi totalmente elucidado (Freemann et al, 2001).

A resposta imune celular através de célula T cumpre papel central na patogénese
da infeccao pelo virus C. A resposta por célula T as proteinas do HCV na fase aguda da
hepatite C é um determinante critico no final da evolu¢do da doenca (Thimme et al,

2002).




Estudos sugerem que a resposta ThO/Th1 por linfécitos T CD4" contra a fragdo
NS3 do virus e possivelmente a outras proteinas ndo estruturais do HCV (NS4 e NS5)
contribuem para o sucesso do "clearance" viral. No entanto, a resposta de células
mononucleares contra o cerne do virus € mais comum em pacientes que evoluem para a

forma cronica da hepatite C (Diepolder et al, 1995).

Acredita-se que o “clerance” viral estd associado a uma forte resposta
intrahepatica multiespecifica de linfécitos TCD8+ contra o virus, enquanto que a
persisténcia viral tem sido associada a uma fraca e limitada resposta destes linfocitos
(Thimme et al, 2002). O "clearance" espontaneo do HCV esta diretamente associado a
uma ampla acdo do sistema imune celular, em contraste, estdo as infec¢des cronicas, que
estdo associados a uma baixa freqiiéncia de linfécitos T CD8+ no sangue periférico (Cox

et al, 2005).

O papel do envolvimento de linfécitos T CD8+ é também de grande importancia
no entendimento da patogénese do HCV. Foi demonstrado que uma resposta positiva e
multiespecifica por células T CD8+ durante os seis primeiros meses apos a infec¢do esta
associada com a erradicacdo da infeccdo e este tipo de resposta € importante para o
controle da doenca. Sabe-se também que a presenca de T CD4+ € um pré-requisito para a

uma resposta de T CD8+ eficiente (Gruner et al, 2000).

Ainda ndo se conseguiu estabelecer qual a amplitude e o mecanismo da resposta
inicial do sistema imune frente ao reconhecimento do antigeno HCV, que faz com que o
curso da infecg¢do siga em dire¢do a cronicidade e nao a cura. O s anticorpos anti-HCV
podem ser detectados no sangue periférico do individuo infectado apés 1més de infeccao.

(Cox et al, 2005).




As citocinas s@0 muito importantes na resposta imune contra as infec¢des, como
o TNF-a e IFN-y. Essas citocinas possuem particular importancia, pois elas participam
desde a ativagdo celular até a migracdo celular para o local da infecc¢do viral. O IFN-y tem
um efeito antiviral semelhante ao TNF-a, mas o IFN-y participa da liberacao e ativacdo
das células T. As citocinas TNF-o e IFN-y contribuem muito para a patogénese da
infeccdo das hepatites, pois estdo envolvidas diretamente no curso da infec¢ao (Esquivel

et al, 2002).

Durante a infec¢do pelo HCV, a freqiiéncia de células TCD8+ efetoras de
memoria periférica produzem IFN- y correlacionado com a alteracdo de ALT e
inflamacao hepatica. Em nivel de figado, os linfécitos produzem principalmente IFN-y,

IL-4, TNF-o0, IL-8, e IL-18 (Esquivel et al,2002).

O HCV caracteriza-se por apresentar multiplas mutagdes, burlando o sistema
imunoldgico e dificultando a elaboracdo de vacinas e protocolos terapéuticos eficientes
para o controle da infec¢do. Desta forma o entendimento dos processos imunes
envolvidos na resposta contra o HCV € parte importante na andlise do diagndstico clinico

e laboratorial da infeccdo pelo virus da hepatite C.




2. OBJETIVOS

2.1.Geral:

Caracterizar o perfil da resposta imunoldgica humoral e celular em doadores com

sorologia positiva para hepatite C.

2.2 Especificos:

1. Avaliar o perfil sorolégico do doador nos testes de triagem (ELISA) com o perfil de
anticorpos especificos contra fracdes do HCV no teste Immunoblot.

2. Estudar o perfil imunoldgico, analisando as sub-populacdes celulares frente a
expressdo de marcadores de superficie celular : LTCD3/CD4", LTCD3/CDS8",
CD69+.

3. Analisar o perfil bioquimico das transaminases (ALT /AST) na populacdo de

infectados.




3. METODOLOGIA

3.1 Modelo do estudo

Foi realizado um estudo descritivo observacional, transversal, com delineamento
tipo deteccdo de casos, para a caracterizagdo e avaliagdo da resposta imune em doadores

de sangue do Estado do Amazonas infectados com o virus da hepatite C.

3.2 Caracteristicas da area de estudo

O Estado do Amazonas localizado na regido norte do Brasil em uma superficie de
1.577.820 km? tendo uma populacdo registrada no ano de 2004 de 3.100.136 habitantes,
onde 1.767.375 (57,1 %) residem na Capital do Estado - Manaus (IBGE, 2004).

A Fundacio de Hematologia e hemoterapia do Amazonas — HEMOAM ¢é
responsavel pela cobertura de 100% do sangue coletado em toda a rede publica do Estado
do Amazonas tendo unidades de coleta e transfusdo (UCTs) descentralizadas em 49
municipios do Estado. Os doadores que comparecem ao hemocentro sdo cadastrados e
neste momento sdo registradas as suas caracteristicas pessoais como nome completo,
filiacdo, endereco residencial, local de trabalho e data de nascimento. Apds esta
identificacdo, o doador € encaminhado para aferir o seu hematdcrito, pulso, peso
corporal, estatura e pressao arterial. Em seguida, é submetido a uma triagem clinica,
através de uma entrevista que busca avaliar suas condi¢des fisicas, estado de satude e risco
potencial de infec¢des transmissiveis pelo sangue. Os testes de triagem soroldgica sdo
realizados no hemocentro coordenador em Manaus (HEMOAM) que, além dos

procedimentos anteriormente descritos, realiza como ensaios de rotina soroldgica dois




testes de detec¢do de anticorpos contra o HIV-1 e HIV-2, um teste para detec¢do de
anticorpos contra HCV, HTLV I/II, Doenca de Chagas e Sifilis. Além de deteccao de
marcadores para HBV: HBsAg e anti-HBc e em todos os doadores do interior do estado
reativos para anti-HBc € também realizado o teste anti-HBs. As amostras seguem um
fluxo de envio e os resultados da triagem s@o enviados as Unidades do interior. Em
Manaus, todos os processos do ciclo do sangue, desde o cadastro, triagem e coleta dos
doadores, fracionamento, triagem soroldgica, testes imunohematolégicos, rotulagem,
estoque, controle de qualidade, compatibilidade e distribui¢do do sangue sao realizados.
De rotina, em Manaus, e em todas as unidades do Interior os doadores com sorologia
positiva sdo atendidos por médicos ou profissionais de saide que prestam orientagdes,
solicitam repeti¢cdo dos exames de triagem, propdem o tratamento ou o encaminhamento

do paciente para centros de referéncias.

3.3 Populacao de estudo e casuistica

Para este estudo foram selecionados doadores de sangue de ambos os sexos
(obrigatoriamente acima de 18 anos, pois é um critério para a doagdo de sangue), da
capital, cadastrados nas unidades de coleta de sangue de Manaus e que tiveram sorologia
positiva nos testes de triagem soroldgica para anti-HCV. Para a anélise da resposta imune
dos individuos infectados com o virus da Hepatite C, foram excluidos, os doadores com
sorologia positiva para marcadores da Hepatite B (anti-HBc, HbsAg), HIV (anti-HIV-1 e
Il), HTLV (anti-HTLV- I e II), Doenca de Chagas (teste ELISA), Sifilis (VDRL) e
doadores que apds a repeticdo do teste anti-HCV (ELISA) com nova amostra,
apresentarem resultado negativo para o parametro. Considerando que a co-infec¢ao
certamente influencia na resposta imunoldgica do individuo, é relevante a realizacdo de

estudos posteriores que possam avaliar a resposta imunoldgica de individuos co-




infectados em comparac¢do com o grupo de individuos infectados somente com Hepatite
C. Portanto, as amostras positivas para HCV e que apresentaram co-infec¢do para
qualquer uma das patologias apresentadas acima, foram também separadas e armazenadas
para estudo posterior de prevaléncia de co-infeccdo e perfil da resposta imunoldgica de
pacientes com hepatite C confirmada e co-infec¢do com outras doencas transmissiveis
pelo sangue. Todas as amostras foram armazenadas em freezer — 70°C do laboratdrio de
sorologia do HEMOAM. Todas as consideracdes legais preconizadas pelas resolugdes
CNS 196/96 e 347/2005 para autorizagao do armazenamento de amostras bioldgicas para

estudos posteriores foram realizadas.

Estudos desenvolvidos pelo HEMOAM nos anos de 2002 a 2004, demonstraram
que a prevaléncia de casos anti-HCV positivos entre os doadores de sangue de Manaus

foi de 0,32%, o que representa uma média de 160 doadores ao ano (Torres et al, 2004).

Assim, no presente trabalho, avaliamos 100 casos, durante um ano e seis meses,
quando coletamos as amostras que foram armazenadas e/ou utilizadas durante todo o
desenvolvimento do projeto e para andlises posteriores conforme mencionado

anteriormente.

Os individuos enquadrados nos critérios de inclusdao, ou seja, aqueles que
apresentaram positividade somente para HCV, foram chamados como de rotina para o
atendimento feito por um profissional de sadde capacitado, visando orientacdes ao
doador, coleta de nova amostra para a repeticdo do teste, como citado anteriormente.
Neste momento, um membro da equipe da pesquisa esteve presente convidando o doador
a participar voluntariamente do estudo apds a apresentacdo dos objetivos e métodos do

mesmo, sendo nesse momento assinado o Termo de Consentimento livre e esclarecido




(anexo A). Sendo utilizada entdo, uma abordagem epidemioldgica com os individuos
envolvidos, através de um questiondrio especifico do estudo (anexo B), em local
individualizado. No momento da entrevista o participante recebeu um informativo com
esclarecimentos a respeito da Hepatite C com o objetivo de fornecer informacdes para
atender as duvidas mais comuns dos mesmos (Anexo C). Conforme o fluxo da rotina dos
servicos de hemoterapia, o doador foi encaminhado para a coleta de nova amostra, do
qual 20 mL de sangue total foram destinados para este estudo e encaminhados ao
laboratério de sorologia do HEMOAM. Neste momento, foram coletados também
amostras de sangue para a realizacdo da citometria de fluxo, hemograma e dosagem de

transaminases.

Foram realizados testes de triagem (ELISA) e confirmatério (Imunoblot)
conforme discutido abaixo, os pacientes com diagndstico confirmado da infecc@o pelo
virus da hepatite C foram encaminhados para tratamento e acompanhamento na Fundagdo

de Medicina Tropical do Amazonas em Manaus.

3.4 Testes laboratoriais

3.4.1 Teste de triagem: O teste ELISA em microplaca se baseia na deteccado de
anticorpos anti-HCV utilizando-se microplacas revestidas com antigenos altamente

purificados que contém seqiiéncias das regides do Core, NS3, NS4 e NS5 do HCV.

O teste € realizado em equipamento automatizado (Genesis -Tecan/Abbott) e feito
de rotina no laboratério de sorologia do HEMOAM, de acordo com as especificacdes do
fabricante e baseia-se no adicionamento de 180 uL de diluente da amostra (tampao

contendo proteinas de origem bovina e suina, contendo Bronidox ® a 0,05% e azida




sodica a 0,1% como conservante), em seguida 20 uL de amostra e controles, a placa é
coberta com tampa e incubada por 1 hora a 37°C, ao término deste periodo lava-se a
placa utilizando cinco ciclos de lavagem usando solucdo de lavagem (solucdo de
lavagem glicina/borato 20 vezes concentrada e como conservante Bronidox ® a 0,2%)
diluida — 1:20. Apdés a lavagem adicionou-se 100 pL do conjugado (anticorpo
monoclonal de camundongo contra IgG humana liofilizado, marcado com peroxidase de
rdbano em uma base de proteina bovina) em cada pogo, cobriu-se as cavidades com a
tampa e incubou-se por mais 30 minutos a 37°C, ao final do periodo lava-se novamente
as placas, adicionou-se 100 puL da soluc@o de substrato (citrato trissddico, peréxido de
hidrogénio, 3,3' ,5,5' - tetrametilbenzidina -TMB- e estabilizantes) para o
desenvolvimento da cor, cobriu-se com a tampa e incubou-se por mais 30 minutos a
37°C. Em seguida adicionou-se 50 uL de solu¢do de parada de reagdo (dcido sulfirico
0,5M), realizando a leitura em seguida em espectrofotometro a 450 nm .

Como critério de segurancga, o banco de sangue HEMOAM adota uma margem de
seguranca no valor de 10% tanto inferior quanto superior ao ponto de corte (Cut Off) ,
denominada como zona cinza, ou zona indeterminada, onde as amostras sdo retestadas, e
permanecendo o mesmo perfil de densidade 6ptica (DO), o resultado € considerado como

indeterminado, sendo necessario uma nova amostra para a conclusdo diagnostica.

3.4.2 Imunoblot — Teste Complementar:

O teste complementar Immunoblot foi realizado nas amostras de doadores

reativos nos teste ELISA, este se baseia na detec¢do de anticorpos anti-HCV contra

antigenos recombinantes representativos do Core e das regides NS3, NS4 e NS5 do HCV.




O teste é realizado em equipamento automatizado (Profblot — Tecan/Abbott) no
laboratério de sorologia do HEMOAM, de acordo com as especificagdes do fabricante.
Tiras individuais de Immunoblot foram transferidas para tubos de anélise, adicionou 1
mL de diluente de amostra (solug¢do fisioldgica tamponada com fosfato [PBS] com
estabilizadores de proteina bovina e detergentes), adicionou-se 20 pl da amostra, colocou-
se a tampa e inverteu-se para misturar, colocou-se os tubos no oscilador, oscilando 16-20
ciclos/minuto por 4 horas a temperatura ambiente (15 a 30°C). Apds completar o tempo,
aspirou todo o liquido e acrescentou-se mais 1 mL do diluente da amostra e colocou-se
para oscilar por mais 30 minutos a temperatura ambiente e aspirou-se o liquido
novamente. Adicionou-se 1 mL de tampdo de lavagem (solucdo detergente com tampao
de fosfato contendo timerol como conservante) e desprezou-se o liquido e as tiras no
recipiente de lavagem contendo 10 mL de tampdo de lavagem mexendo as tiras no
recipiente de lavagem, em seguida adicionou-se mais 30 mL de tampao de lavagem e
decantou-se o tampao, ficando as tiras retidas no recipiente de lavagem (repete-se este
procedimento de lavagem duas vezes). Apds a lavagem foi adicionado 1 mL de
conjugado (peroxidase) por tira em cada recipiente de lavagem, girou-se o recipiente de
lavagem num agitador rotativo a 110+5 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.
Ap6s completar a incubacdo do conjugado, o mesmo foi decantado e lavou-se as tiras
com 30 mL de tampao de lavagem (processo repetido por duas vezes), decantando o
tampao. Adicionou-se 1 mL de substrato, girando o recipiente de lavagem num agitador
rotativo a 11045 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. O substrato foi decantado e
lavou-se as tiras, adicionando-se 60 mL de 4gua destilada. Decantou-se a 4dgua e este
passo foi repetido duas vezes. Usando pingas retirou-se as tiras e transferiu-se para papel
absorvente para eliminar o excesso de dgua, deixando as tiras secar por 30 minutos no

escuro a temperatura ambiente. A interpretacdo das tiras foi feita antes de 3 horas do




termino do teste. Estes testes foram realizados no laboratério de Sorologia da Fundagao

HEMOAM em Manaus.

3.4.3 Testes Bioquimicos:

3.4.3.1 Aspartato aminotransferase (AST)

A andlise baseou-se em reacdes enzimadticas onde a AST catalisa a transferéncia do
grupo amina do 4cido aspdrtico para o cetoglutarato com formacdo de glutamato e
oxalacetato. O oxalacetato € reduzido a malato por a¢do da malato desidrogenase (MDH),
enquanto a coenzima NADH € oxidada a NAD. O reagente de uso € colocado em contato
com a amostra e incubado por 1 minuto. A reducdo da absorbancia em 340 ou 365 nm,
conseqiiente a oxidacdo da NADH, foi monitorada fotometricamente, sendo diretamente
proporcional a atividade da AST na amostra. Os ensaios foram realizados com kit da

ABBOT Clinical chemistry em equipamento automatizado (Alcyon 300 — Abbott).

3.4.3.2 Alanina aminotranspeptidase (ALT)

A andlise baseou-se em reagdes enzimaticas, a ALT catalisa a transferéncia do

grupo amina da alanina para o cetoglutarato com formacdo de glutamato e piruvato. O

z

piruvato € reduzido a lactato por acdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto a




coenzima NADH ¢é oxidada a NAD. O reagente de uso € colocado em contato com a
amostra e incubado por 1 minuto. A redug¢do da absorbancia em 340 ou 365 nm,
conseqiiente a oxidacdo da NADH, foi monitorada fotometricamente, sendo diretamente
proporcional a atividade da ALT na amostra. Os ensaios foram realizados com kit da

ABBOT Clinical chemistry em equipamento automatizado (Alcyon 300 — Abbott).

3.4.4 Anadlise da expressao de moléculas de superficie através da Citometria de

Fluxo — FACs:

Amostra de 50 pL de sangue venoso coletada com EDTA foram incubadas com
anticorpos monoclonais por 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os
marcadores de superficie celulares avaliados: anti-CD8 (code MHCDO0801, lote
08090506, marca CALTAG) e anti-CD69 (code MHCD6901, lote 04120906, marca
CALTAG) marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) , anti-CD4 (code
MHCDO0404, lote 23031206, marca CALTAG) marcados com ficoeritrina (PE) e anti-
CD3 (code MHCDO0306, lote 60010708, marca CALTAG) marcado com terceira cor,
foram colocados no fundo dos tubos. Ap6s a marcagdo dos glébulos brancos, as hemdcias
presentes foram lisadas com 2 mL de Solugado de lise. Em seguida lavadas com 2mL de
PBS (solucao fisioldgica tamponada com fosfato) e centrifugadas por sete minutos, a
1300 rotacdes por minuto. Posteriormente desprezou-se o sobrenadante por inversdo e
adicionou-se 300 uL de PBS a 1% de formaldeido. A leitura foi realizada no laboratério
de Citometria de Fluxo do HEMOAM, no citometro de fluxo FACScalibur com sistema

de deteccdo de quatro cores (Becton Dickinson).




A identificacdo das populagdes celulares de interesse foi realizada utilizando-se o
programa Cell-Quest. Primeiro identificou-se a populacdao de linfécitos, neutréfilos,
mondcitos e eosindfilos, utilizando graficos “dot plot” onde a populacdo de interesse
ocupa uma regido caracteristica apds ajustes de ganhos de seu tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), (FIG. 1A). Apds a selecdo da regido de interesse, analisou-se a
intensidade de fluorescéncia apresentada pelas células marcadas nesta regido, através de
histograma de fluorescéncia 1 (FL1) versus fluorescéncia 2 (FL2) (FIG. 1B). Apds a
defini¢do das regides, o percentual de células positivas foi determinado utilizando-se de
um histograma simples de andlise da regido. Os ensaios foram feitos no laboratério de

marcadores celulares da Fundagado HEMOAM.
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Figura 01: Seqiiéncia de procedimentos utilizados para as andlises dos percentuais
de populacdes celulares por citometria de fluxo. (A) Graficos Dot plot FSC x SSC
sdo utilizados para selecdo da populacdo linfocitaria — R2. (B) Histograma; FL1 x
FL2 sdo utilizados para avaliar pardmetros de interesse em populacdes celulares

especificas.
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4. RESULTADOS:

No periodo de setembro de 2005 a novembro de 2006, foram aptos a doagdo de
sangue 37.118 doadores, dos quais 0,56%(n=207) apresentaram reatividade o teste de
triagem soroldgica para HCV com amostra de doagdo, sendo estes convocados pela
HEMOAM para coleta de nova amostra para confirmacao diagndstica . Convidamos a
participar do estudo doadores que confirmaram reatividade no teste ELISA com nova
amostra, somente para o teste sorolégico HCV, totalizando 100 individuos. No momento
em que retornaram para coleta de nova amostra, foram convidados a participar do estudo
assinando o termo de consentimento livre e esclarecido ( anexo C). Na tabela 01 consta a
distribuicao por género em relacdo a média de idade dos 100 pacientes HCV positivos
que aceitaram participar do estudo. Observamos que 64% (n=64) eram homens com idade
média de 34,8 + 10,5 (anos) e 35% (n=35) eram mulheres com idade média 35 + §,28;

nao mostrando diferenca estatistica significante.

Tabela 01 - Distribui¢cdo dos doadores anti-HCV positivos por sexo em relagdo a média de idade.

Sexo Numero % Média+DP Mediana
Masculino 65 65 34,8 + 10,50%* 32
Feminino 35 35 35,00 + 8,28* 33

* Teste t de student ; p=0,6533

4.1 Relacao DO/CUT OFF (densidade éptica e ponto de corte) para teste ELISA
Anti-HCV.

As amostras foram testadas pelo método ELISA obtendo os valores da densidade
optica (DO) e ponto de corte (Cut off). A andlise demonstrou que 38% (n=38) dos

pacientes tiveram relacdo DO/Cut off no teste ELISA para HCV menor ou igual a 1.




Enquanto que 25% (n=25) entre 1 e 2, 12% (n=12) entre 2 ¢ 3 e 25% (n=25) dos

pacientes apresentaram valores igual ou superior a 3, como mostra a tabela 2.

Tabela 02: Andlise do percentual em relagdo a DO/Cut off do teste ELISA de pacientes reativos
para o Virus da hepatite C (HCV).

Relacao DO/CUT OFF no Teste ELISA Anti-HCV

Doadores HCV <1 >1-2 >2-3 >3
reativos (%) 38% 25% 12% 25%
(n=38) (n=25) (n=12) (n=25)

4.2 Analise da distribuicao das bandas de proteinas no Immunoblot HCV RIBA 2.0.

Como de rotina do laboratério de sorologia, as amostras reativas e indeterminadas
no teste ELISA sao submetidas ao teste complementar Immunoblot. Todas as 100
amostras foram submetidas ao Immunoblot, destas 36,0% (n=36) foram reativas, 46,0%
(n=46) indeterminadas e 18,0% (n=18) negativas. Através da figura 2 pode-se observar

essa distribuigdo.




Resultados do Immunoblot Anti-HCV RIBA 2.0
18%
36% O POSITIVO
o INDETERMINADO
m NEGATIVO
46%

Figura 2: Percentual dos resultados obtidos de 100 amostras de doadores submetidas ao

teste Immunoblot.

Ao analisarmos os resultados do Immunoblot com a razdo DO/cutoff, observamos
que 50% (n=18) das amostras reativas tinham razao DO/cutoff igual ou superior a 3 e
25% (n=9) inferior ou igual a 1, das amostras indeterminadas 41,3 (n=19) tiveram razao
DO /cutoff inferior ou igual a 1 e 13% igual o superior a 3. Enquanto que as negativas
tiveram 55,6% (n=10) razdo do/cutoff inferior ou igual a 1. Podemos observar estes

percentuais na tabela 3.




Tabela 3: Distribui¢do das razdes de densidades Spticas (DO) por ponto de corte do teste ELISA

(Cutoff) de acordo com os resultados de Immunoblot RIBA.

Relacao DO/CUT OFF no Teste ELISA Anti-HCV

IMMUNOBLOT
<1 >1-2 >2-3 >3
Positivo 9 (25,0%) 4 (11,2%) 5(13,8%) 18 (50,0%)
Indeterminado 19 (41,3%) 16 (34,8%) 5 (10,8%) 6 (13,0%)
Negativo 10 (55,6%) 5(27,8%) 2 (11,1%) 1 (5,6%)

Como demonstrado na tabela 4, analisamos a distribuicdo das bandas de proteinas
presentes no teste Immunoblot. Para a banda C33c observamos 97% de presenga em
amostras reativas e 52,0% em immunoblots indeterminados. Enquanto que as bandas
C22(p) e NS5 estiveram presentes em 88,9% e 72,2% respectivamente nas amostras
reativas. Enquanto que nas amostras indeterminadas observamos a presenga das bandas

C22c e NS5 em apenas 30,5% e 24,0% respectivamente.

Tabela 04: Percentual das bandas de proteinas do teste complementar Immunoblot dos doadores

HCV".

Freqiiéncia de Bandas protéicas do teste complementar

Immunoblot.

C100 (NS4) C33c (NS3) C22(p) (core) NS5

Reativos (n=36) 86% (N=31) 97% (N=35) 88,9% (N=32)  72,2% (N=26)
Indeterminados 28,3% (N=13)  52% (N=24) 30,5% (N=14)  24% (N=11)

(n=46)




4.3 Analise bioquimica de Alanina Aminotranferase (ALT).

Para andlise bioquimica dos niveis de alanina aminotransferase (ALT) foi feita
uma comparacdo entre os doadores sauddveis (soronegativos) (n=100), que foram
selecionados aleatoriamente e convidamos a participar como voluntérios assinando o
termo de consentimento livre e esclarecido, e HCV positivos (n=100) detectados na
triagem soroldgica, segregados em trés grupos, os com resultados de Immunoblot nao
reativos (HCV'/BLOT NR — n=18), com resultados de immunoblot indeterminados
(HCV'/ BLOT IND — n=46) e os com resultados de immunoblot reativos (HCV™/
BLOT R — n=36). Apesar das amostras de doadores com immunoblot reativo (HCV*/
BLOT R) apresentarem um discreto aumento de ALT em relagdo aos demais grupos,
ndo observamos diferenca estatistica significativa entre os grupos estudados

(p=0,1866). O método estatistico utilizado foi o teste de Kruskal-Wallis, figura 3 e

tabela 5.
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Figura 03: Comparacdo nos niveis de Alanina aminotransferase (ALT) em doadores

sauddveis (soronegativos) (n= 100) e doadores reativos segregados por resultados de




Immunoblot (n=100 doadores), sendo n=36 Immunoblot positivo, n=46 com
Immunoblot Indeterminado e n=18 com Immunoblot negativo. Ndo sendo observada
diferenca estatistica significante, com valor de p=0,1866.

Tabela 05: Andlise estatistica descritiva da comparag@o nos niveis de ALT, segregados por

grupos de acordo com os resultados do Immunoblot.

ALT
Grupos
Média + DP Mediana
Soronegativos (controle) 32,80 + 16,95 29,50
HCV+/BLOT NR 26,53 + 13,38 23,00
HCV+/BLOT IND 29,69 + 17,83 23,00
HCV+/BLOTR 38,94 + 22,44 29,00

Teste de Kruskal-Wallis p=0,1866

4.4 Analise bioquimica de Aspartato Aminotranferase (AST).

Assim como para o ALT, fizemos uma andlise bioquimica dos niveis de
aspartato aminotransferase (AST) através de uma comparacdo entre os doadores
sauddveis (soronegativos) (n=100), que foram selecionados aleatoriamente, ¢ HCV
positivos (n=100) detectados na triagem soroldgica e segregados por resultados de
Immunoblot como descrito para o ALT. Nossos dados demonstraram que houve
diferenca estatistica significativa entre amostras controles e os grupos estudados. Os
niveis de AST mostraram-se estatisticamente significantes aplicando o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,0001), apresentando gradativo aumento, estando

mais elevados nos doadores HCV'/BLOT R que nos demais grupos.
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Figura 04: Comparagdo nos niveis de aspartato aminotransferase (AST) em doadores saudaveis
(soronegativos) (n= 100) e doadores reativos segregados por resultados de Immunoblot (n=100)
(doadores) sendo n=36 Immunoblot positivo, n=46 com Immunoblot Indeterminado e n=18 com

Immunoblot negativo (p<0,0001).

Tabela 06: Andlise estatistica descritiva da comparacdo nos niveis de AST, segregados por grupos

de acordo com os resultados do Immunoblot, p<0,0001.

Aspartato Aminotransferase

Grupos Média + DP Mediana
Soronegativos (controles) 22,81 + 12,00 20,00
HCV+/BLOT NR 26,9 £22,03 28,00
HCV+/BLOT IND 26,91 + 14,91 22,50
HCV+/BLOTR 30,50 = 13,9 26,00

Teste de Kruskal-Wallis (p<0,0001)




4.5 Analise de populacoes e sub-populacoes de leucécitos em sangue periférico

Na figura 05 mostramos a andlise do perfil celular (populacdes e sub-populacdes de
leucécitos) através do hemograma obtido por método automatizado (PENTRA).
Comparando o nimero de leucdcitos totais entre os grupos, observamos uma diferenca
estatisticamente significante, o grupo HCV*/BLOT R apresentou maior nimero de
leucécitos que os HCV negativos, com valor de p=0,0153 (FIG 5 A). Ao compararmos o
percentual de linfécitos observamos um menor percentual nos HCV/BLOT R em relagio
aos HCV*/BLOT NR, sendo esta diferenca estatisticamente significante (p=0,0030) (FIG
5 B). As médias percentuais de mondcitos (FIG 5 C) também demonstraram diferenca
estatistica significante quando analisado comparativamente entre os grupos (p<0,0001).
As figuras 5 C e 5 D apresentam o percentual de neutréfilos e eosindfilos
respectivamente, quando comparamos os grupos pelo teste de Kruskall-Wallis
observamos que ndo houve diferencga estatistica significante (p=0,9878 e p=0,0753). As
medianas estdo representadas como linhas horizontais nos gréficos e a andlise estatistica

descritiva esta na tabela 07.
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Figura 5: Percentual de leucdcitos totais e sub-populagdes de células circulantes no sangue. dos
doadores com sorologia negativa para o Virus da hepatite C - soronegativos - (n=100) e com
sorologia positiva com resultados de Immunoblot (n=100), sendo n=36 HCV'/ BLOT R, n=46
HCV'/ BLOT IND e n=18 HCV'/ BLOT NR. A populacdo total de leucicitos e as sub-

populacdes celulares (linfécitos, mondcitos, eosindfilos e neutréfilos) foram avaliados através do

hemograma obtido por método automatizado (PENTRA).




Tabela 07: Andlise estatistica descritiva do percentual de leucdcitos totais e sub-populacdes de

células circulantes no sangue periférico de doadores HCV positivos.

Varidveis Soronegativos HCV*/BLOT NR HCV*/BLOT IND HCV*/BLOT R
Media +DP | Mediana | Mediax DP | Mediana | Media+ DP | Mediana | Media+ DP Mediana
Le%gfaciistos 6,01+ 1,61 5.9 5,2441,65 5.5 6,37+1,81 6.2 6,75+1,81 6,65
Linfécitos | 29,06+8,47 28,0 26,06+6,03 27,0 26,57+9,96 26,0 24,61+5,56 24,0
Mondcitos | 5,44+1,35 5,0 7,11£2,05 7,0 6,30+2,57 6,0 7,47£2,47 8,0
Neutréfilos | 59,9+9,88 61,0 59,94+7,30 61,0 60,48+8,16 62,0 60,28+7,50 62,0
Eosindfilos | 5,15+4,16 4,0 6,58+4,91 5,0 7,04+5,18 6,0 7,36+5,57 5.5

4.6 Analise das populacoes de linfocitos por Citometria de fluxo.

Na figura 6 demonstramos a andlise da freqiiéncia de populacdes de linfécitos
TCD3*/CD4" (FIG 6 A) e LTCD3*/CD8"* (FIG 6 B), no sangue periférico de doadores
com sorologia negativa para o virus da hepatite C (n=100) em comparacdo com
individuos com sorologia positiva (n=100) segregados em trés grupos, os com resultados
de Immunoblot ndo reativos (HCV/BLOT NR — n=18), com resultados de immunoblot
indeterminados (HCV*/ BLOT IND — n=46) e os com resultados de immunoblot reativos
(HCV*/ BLOT R — n=36). As populacdes celulares foram identificadas utilizando-se
anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8 marcados com fluorocromos
distintos (terceira cor (TC), PE e FITC, respectivamente).

A Figura 6A mostra que os doadores positivos (HCV'/ BLOT R) apresentaram um
percentual de linfécitos T CD4" menor que o grupo soronegativo com declinio gradativo
entre os grupos, a média destas células foi de 42,6+6,72 e 37,9+8,87, respectivamente.

Quando comparamos os quatro grupos pelo teste Kruskal-Wallis encontramos uma




diferenca estatistica significante (p=0,005787), para que possamos rejeitar a hipdtese nula
de que os grupos sdo iguais, sendo as amostras soronegativas diferentes das HCV™/
BLOT R e HCV'/ BLOT IND.

Ao analisarmos estatisticamente as médias percentuais de linfécitos T CD8" nos
grupos soronegativo (21,5+6,73) e HCV+/ BLOT R (23,0+8,31), observamos que nao
houve diferenca estatistica significante (p= 0, 7596) entre os grupos (FIG 6 B).

Quando analisamos a razio TCD3"(TCD4"/TCD8") observamos uma diferenca
estatistica significante entre as amostras soronegativas e as HCV'/BLOT R (p=0,006864)
(FIG 6 C) As medianas estdo mostradas como barras horizontais nos graficos e a andlise

estatistica descritiva estd representada na tabela 08.
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Figura 06: Percentual de Linfécitos TCD3*/CD4" (A), Linfécitos TCD3"/CD8* (B) e a razdo entre
Linf6citos TCD3*(TCD4"/TCD8") (C) no sangue periférico dos doadores com sorologia negativa para o
Virus da hepatite C - soronegativos - (n=100) e com sorologia positiva com resultados de Immunoblot
(n=100), sendo n=36 HCV*/ BLOT R, n=46 HCV*/ BLOT IND e n=18 HCV*/ BLOT NR. As
populacdes celulares foram identificadas utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4 e

anti-CD8 marcados com fluorocromos distintos (terceira cor, PE, FITC, respectivamente).




Tabela 08: Anélise estatistica descritiva do perfil celular de linfécitos por citometria de fluxo dos resultados

dos doadores segregados por resultados de Imunoblot.

GRUPO

Soronegativos -controles ~ HCV+/ BLOT NR HCV+/BLOT IND HCV+/BLOT R

VARIAVEIS MédiaxtDP Mediana MédiaztDP Mediana MédiaxtDP Mediana MédiaxtDP Mediana

LTCD3*/CD4* 42,6 + 6,72 42,6 39,1+£8,53 40,8 38,7+8,05 38,7 379+8,.87 38,6

LTCD3*/CD8* 21,5+6,73 21,9 220 +£697 22,3  225+645 21,4 23,0 +8,31 23,2

LTCD3*
2,41 +2,16 1,95 1,90+0,578 1,90 1,80 +0539 1,77 1,75 £0.,70 1,67
(CD4*/CD8")

4.7 Analise da sub-populac¢ao de leucécitos ativados por citometria de fluxo.

Na figura 7 demonstramos a andlise das sub-populagdes de leucécitos no sangue
periférico de doadores de sangue HCV positivos. Foram feitas anélises de 100 doadores
com sorologia negativa para o Virus da hepatite C e 100 doadores com sorologia positiva
para o HCV, segregados em trés grupos, os com resultados de Immunoblot ndo reativos
(HCV+/BLOT NR - n=18), com resultados de immunoblot indeterminados (HCV+/
BLOT IND — n=46) e os com resultados de immunoblot reativos (HCV+/ BLOT R —
n=36). As populacdes celulares foram identificadas utilizando-se anticorpo monoclonal
anti-CD69, marcador de ativacao celular marcado com FITC. Os percentuais de linfécitos
e eosinéfilos CD69"(FIG 7 A e 7 D) ndo demonstraram diferenga estatistica significante
entre os grupos analisados.

Os percentuais de mondcitos e neutréfilos CD69*(ativados), apresentaram
diferencas estatisticas significante com p<0,0001 e p=0,006923 (teste de Kruskal-Wallis)

respectivamente.O grupo de soronegativos foi diferente dos demais grupos tanto nos




mondcitos quanto no neutréfilos. As medianas estdo representadas como linhas

horizontais nos graficos e a analise estatistica descritiva esta na tabela 09.
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Figura 07: Percentual da sub-populac@o de leucdcitos - linfécitos CD69" (A), mondcitos CD69*
(B), eosinéfilos CD69" (C) e neutréfilos CD69*(D) no sangue periférico de doadores de sangue
com sorologia negativa para o Virus da hepatite C - controles - (n=100) e com sorologia positiva
para o Virus da Hepatite C segregados em grupos, os com resultados de Immunoblot ndo reativos
(HCV+/BLOT NR - n=18), com resultados de immunoblot indeterminados (HCV+/ BLOT IND
— n=46) e os com resultados de immunoblot reativos (HCV+/ BLOT R - n=36). As sub-
populacdes de leucdcitos foram identificadas utilizando-se anticorpo monoclonal anti-CD69

marcado com fluorocromo (FITC).




Tabela 09: Andlise estatistica descritiva do percentual de sub-populagdes de leucdcitos .

GRUPOS

VARI AVEIS Soronegativos HCV+/BLOT NR HCV+/BLOT IND HCV+/BLOT R
(controle)
Media=DP /Mediana Media=DP /Mediana Media+DP /Mediana Media+DP /Mediana

Linfécitos CD69*  4,405+2,55 4,87  3,54%1,33 2,95 3,89+2,05 3,52 5,0545,22 3,47
Mondécitos CD69"  10,20+11,22 7,48  7,4444.54 6,49 5,18+3,48 4,08 6,39+3,02 5,63
NeutréfilosCD69* 1,48+1,11 1,23 3,62+4,34 2,62 3,62+3,26 2,33 2,9942,52 2,05

Eosinéfilos CD69"  7,72+7,52 5,49  7,76+4,60 7,12 5,57+4,06 4,06 5,61+£3,54 4,65

4.8. Correlacio entre a populacio de linfécitos T CD4" com linfécitos T CD8*

Nossos dados demonstraram que ao correlacionarmos a populagdo de linfocitos
TCD4" (eixo horizontal da figura) com a populacdo de linfécitos T CD8" (eixo vertical)
utilizando a correlagdo de Pearson nao houve de correlacio entre estas células no grupo

HCV positivo (r=-0,0842) (FIG 8).
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Figura 8: Correlagdo de Pearson entre as populagdes de linfécitos T CD4” e linfécitos T CD8" nos
doadores HCV positivos. Nimeros de pares XY = 100, r= -0,08442, ndo houve correlacio entre

as populacdes estudadas.

4.9 Correlacio das populacoes de linfécitos TCD4* e TCD8" com a expressio do

marcador de ativacio CD69".

» Linfécitos T CD4*

Com o objetivo de determinarmos a ativagdo de leucdcitos, analisamos a expressdo do
marcador de ativagdo celular CD69". Nossos dados demonstraram que ndo houve
correlagdo entre LTCD4" e expressio de CD69" nestas células (figura 9A). Da mesma
forma ndo encontramos correla¢do da expressdo LTCD8" em relagdo aos CD69" (figura 9

B).
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Figura 09: Correlagio de Pearson entre as populagdes de linfécitos CD4"™ e CD69" dos doadores
HCV positivo, ndimeros de pares XY = 100, r = -0,01478 (A), populagdes de linfécitos CD8" e
linf6citos CD69" dos doadores com sorologia positiva para HCV, r=0,01124 (B).

4.10 Analise das Correlacoes de ALT e AST com as populacées de linfécitos:

Através da andlise de correlacio de Pearson correlacionamos os niveis de
alanina aminotransferase (ALT) em relacdo a populacio de linfécitos T CD4" e T CD8*
em doadores HCV positivos. Nossos dados ndo mostraram correlagdo entre os niveis de
ALT e as populacdes celulares analisadas (r=-0,08961) (figura 9 A e B). Assim como
para o ALT, ndo observamos correlacdao entre os dados analisados tanto para LTCD4+
como para LTCDS8", embora podemos observar uma tendéncia a uma correlacdo entre

LTCD4" e AST (FIG 10 C)
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Figura 10: Correlagao de Pearson entre os niveis de ALT e AST com as populag¢des de linfdcitos
T CD4" nos doadores HCV positivos. Nimeros de pares XY = 100, r= 0,08961 (A). ALT e as
populagdes de linfécitos T CD8" nos doadores HCV positivo, nimeros de pares XY = 100, r= -
0,01124 (B). AST e as populagdes de linfécitos T CD4" nos doadores HCV positivos, niimeros de

pares XY = 100, r= 0,06636 (C), AST e as populag¢des de linfécitos T CD8" nos doadores HCV

positivo, nimeros de pares XY = 100, r=-0,006169 (D).




5. DISCUSSAO

Nos udltimos anos, a hepatite C transformou-se em uma grande ameaca para a satde
publica em todo o mundo. Acredita-se que cerca de 170-200 milhdes de pessoas estejam
infectados pelo virus da hepatite C no mundo, sendo que 9 milhdes na Europa, cerca de
180.000 novos casos sdo descobertos por ano nos Estados Unidos e 350.000 no Japao

(Goémez- Cordero & Alvarez-Garcia, 2003 Billerbeck et al, 2007).

Desde que se introduziu a triagem soroldgica para hepatite C nos bancos de sangue,
registrou-se uma redugdo dréstica na transmissdo do HCV. Uma vez que a infec¢do pelo

HCV pode-se manter assintomatica por anos (Billerbeck et al, 2007).

No Brasil, a introducdo de triagem para o anti-HCV nos bancos de sangue,
instituida pelo Ministério da Sadde, pela Portaria n® 1376 de 19 de novembro de 1993,
trouxe perspectivas no sentido de se reduzir a transmissao do HCV por transfusao através

de um melhor controle dos doadores de sangue.

Apés comercializacdo de testes para deteccdo de anticorpos anti-HCV, muitos
estudos foram realizados para determinar a prevaléncia da infec¢do na populagdo em

geral, sendo a maioria deles realizados em doadores de sangue voluntarios.

O teste soroldgico para diagndstico da Hepatite C rotineiramente utilizado desde o
inicio dos anos 90, € um teste imunoenzimatico (ELISA), para detec¢do de anticorpos
contra o virus da hepatite C (anti-HCV), que adquiriu maior sensibilidade e
especificidade ao passar de testes de primeira para segunda e terceira geragcdes (ELISA 11

ou III) (Strauss, 2001, Gémez- Cordero & Alvarez-Garcia, 2003).




Outro teste utilizado para confirmar a presenca de anticorpos € que podem
detectar, quantificar ou caracterizar os componentes de particulas virais do HCV € o teste
immunoblot, e ainda existem testes que podem avaliar a presenga de RNA viral, através

do RT PCR (Laperche et al, 2005).

No presente estudo, tivemos como objetivo tragar um perfil de resposta imune
humoral e celular, em doadores de sangue HCV™ assintomaticos, que foram identificados
a partir da triagem sorolégica no HEMOAM. Dentre a populagdo estudada 65% eram do
sexo masculino entre 24 e 44 anos e 35% mulheres entre 27 e 43 anos. Os dados obtidos
estdo em concordancia com os relatados por Paltanin & Reiche 2002, que estudaram a

soroprevaléncia em doadores de sangue no Brasil (Paltanin & Reiche, 2002).

O teste ELISA se baseia na relacdo de densidade 6tica (DO) e o ponto de corte
(cut off) que determina se o individuo € soropositivo. A andlise da DO/Cut off em nosso
estudo mostrou que 38% dos doadores HCV positivos apresentaram valores inferiores a
1, demonstrando uma baixa reatividade para o HCV, 25% entre um e dois (>1-2), 12%
entre dois e trés (>2-3) e 25% maior ou igual a trés (=3). Sendo nossa populacdo de
estudo os doadores de sangue, persiste um grande percentual de resultados inconclusivos,
com razdo DO/cutoff baixos e immunoblots indeterminados. Como observamos em
nossos dados, dos immunoblots indeterminados 41,3% se mantem com DO baixa (<1),
mas uma grande porpor¢do apresentou relacdo DO/cut off superior a 2. Dentre estes 13%
apresentaram valores superiores a 3. Fato este que nos chamou a atencdo uma vez que
esses individuos podem apresentar-se no periodo de janela imunoldgica e futuramente

soroconverterem para HCV positivo.




Doadores que apresentaram resultados fracamente reagentes no teste ELISA,
apresentam alta concordancia com resultado negativo no immunoblot, € amostras que
apresentaram resultados fortemente reagentes no teste ELISA apresentaram alta
concordancia com o resultado positivo no immunoblot. Sendo que as amostras com
immunoblot indeterminado tiveram seu maior percentual concentrado entre as amostras

fracamente positivas (76%), com razao DO/cutoff inferior a 2.

A avaliagdo da presenca de anticorpos contra as fracdes das proteinas do HCV,
através do Immunoblot (CHIRON RIBA 3.0 HCV), também foi de interesse neste estudo.
Nossos resultados demonstraram 86% de positividade para a fracdo c100 (NS4) com
resultados de Immunoblot positivos e 28,3% nos indeterminados; 97% para C33c (NS3)
para os positivos e 52% para os indeterminados; 88,9% para C22(p) (core) dos positivos e
30,5% dos indeterminados; 72,2% para a fracdo NS5 nos positivos e 24% nos
indeterminados. Gongales et al, em 2000, demonstraram que 100% dos casos estudados,
com resultado de immunoblot indeterminado, apresentando apenas a banda do core C22,
tiveram resultados de RT-nested PCR positivos. Sugerindo que a presenca de anticorpos

contra pelo menos a proteina C22 pode ser indicativo de soroconversao.

De acordo com a literatura encontrada uma das formas de se avaliar a evolugdo
da hepatite C ¢é através da dosagem das transaminases, tais como alanina
aminotransferases (ALT) e aspartato aminotransferases (AST) (Olut et al 2005; Gouveia
et al, 2004), dessa forma procedemos a coleta de amostras para essa dosagens
bioquimicas. Para compararmos, analisamos o mesmo nimero de doadores soronegativos
coletados aleatoriamente no hemocentro, sendo os mesmo soronegativos a pelo menos
um ano, ou seja, doadores sauddveis com no minimo 3 doagdes anteriores sem alteracoes

sorologicas. Como podemos observar na figura 03 ndo houve diferenca estatisticamente




significativa entre os niveis de ALT entre os grupos, apesar de que observamos que a
média dos valores obtidos foi maior no HCV/BLOT R que nos demais grupos. Alguns
trabalhos indicam a alta relevancia da utilizacio da dosagem de ALT para o
acompanhamento da evolucdo clinica da doenca (Gémez-Cordero & Alvarez-Garcia,
2003). Por outro lado, observamos uma diferenca significativa entre os valores
encontrados de AST entre os soronegativos e os demais grupos. Este fato nos sugere que
os niveis de ALT e AST podem variar durante as diferentes fases da infec¢ao pelo HCV,

desde o individuo assintomatico até a evolu¢do com alteragdes hepaticas.

Shiffman e colaboradores em 2006 observaram que pacientes com hepatite C
crOnica sem tratamento apresentam valores normais de ALT ou discretamente elevados.
Portanto, varios estudos recentes tém questionado os valores de normalidade do ALT
padronizadas desde 1950 (Prati et al, 2002). Diante deste questionamento, Akkaya e seus
colaboradores (2007) acreditam que os valores padronizados de normalidade do ALT
deve ser revisado. Em estudo recente Akkaya demonstrou que 25% (n=36) de seus
pacientes com hepatite C cronica e carga viral elevada apresentavam valores de ALT
normal. Sendo que pacientes com longo tempo de infeccdo, t€ém grandes chances de
apresentarem cirrose hepatica, e neste momento os valores de ALT encontram-se bastante

elevados (Butt et al, 2007).

Akkaya e colaboradores (2007) concluiram que a infec¢do cronica pelo HCV é
clinicamente latente e lesdes hepdticas ocorrem sem qualquer elevacdo de ALT. Apesar
da discreta elevacdo nos niveis de ALT nos doadores HCV+/BLOT R, nao obtivemos

relevancias estatisticas.




A infecc@o causada pelo virus C € determinada pela interagdo entre o virus e a
resposta imune do hospedeiro e esta representa um importante papel no controle da
infeccdol. A medida que a infecgdo viral progride, essas respostas imunes especificas sdo
ativadas, com o aparecimento de linfécitos T helper (LTCD4"), anticorpos secretados por
linfécitos B (LB) e a expansdo de clones de linfécitos T citotéxicos (LTCD8") (Kaplan et

al, 2007).

Linf6citos TCD4" reconhecem antigenos apresentados através de moléculas MHC
de classe II presentes nas APCs (células apresentadoras de antigenos) e células TCD8*
em MHC classe 1. Subsegiientemente, linfécitos TCD4" desempenham muiltiplas fun¢des
efetoras, incluindo ativacdo direta de macréfagos e linfécitos B antigenos especificos,
assim como ativacdo de linfécitos TCD8" dependente de citocinas (Neumann-Haefelin et
al, 2005) e estas células tém efeito direto na eliminacdo de células infectadas através de

mecanismos citoliticos e nao citoliticos (Kaplan et al, 2007).

Através da andlise por citometria de fluxo, fenotipamos as subpopulagdes de
linfécitos T, através de marcadores especificos para as moléculas CD4/CD8 e CD3.
Analisando os grupos observamos que houve diminui¢do no percentual de linfécitos
TCD3*/CD4" em sangue periférico dos doadores HCV*/BLOT R, em compara¢io com os
grupos controle (individuos sauddveis) e HCVY/BLOT IND e HCV'/BLOT NR. Este fato
nos sugere que a infeccio pelo HCV, mesmo nestes individuos considerados
assintomaéticos estd induzindo uma resposta imune celular, com aumento da populagdo de
LTCDS8" que € crucial para o “clearence” viral, observado em 20 a 28% dos pacientes
infectados. Por outro lado, a queda nos valores de LTCD4", poderia estar ocorrendo
justamente devido a diminui¢do da razdo entre os dois, como também foi observado em

nossos resultados (FIG 6 C)




Quando avaliamos o percentual de LTCD3*/CDS8", observamos que ndo houve
diferenca estatistica significante entre os grupos, sendo os soronegativos diferentes dos
HCV*/BLOT R, apresentando valores aumentados na populacdo de HCV*/BLOT R, em
relagcdo aos demais grupos comparados.

Alguns autores tém demonstrado que na fase aguda da infeccdo, os linfdcitos
TCDS8" passam por trés fases: uma intensa proliferacdo mediada por linfécitos TCD4"
através da liberacdo de citocinas, seguida de uma diminui¢io também mediada por
citocinas e por fim uma producdo de células TCD8" efetoras e de memdria, caso o
individuo tenha alcangcado o “clearance” viral. Para que um individuo possa ter uma
resposta eficiente pelo LTCDS8", € crucial que ele tenha tido uma eficiente resposta pelo
LTCD4", pois sdo eles que determinam 2 completa maturagio dos LTCD8" (Urbani et al,
20006).

Thimme e colaboradores, 2002, demonstraram em estudo que pacientes com
hepatite C cronica apresentaram baixos niveis de LTCD8" no sangue periférico € altos
niveis no figado, estando estas células em intensa atividade no figado. Em nosso trabalho,
nao podemos inferir o tempo de infeccdo em que os doadores se encontravam. Para
determinarmos este tempo seria necessario um estudo mais aprofundado de

SOroconversao.

Uma forte resposta por células CD4" Thl e aumento de TCD8" especifica estd
associada com o “clearance” viral e resolucdo da doenca (Rosen et al, 2002), observamos
em nossa populacdo de estudo uma resposta de LTCD8" aumentada, o que nos confirma
estar ocorrendo uma resposta imune contra o virus HCV, que pode evoluir tanto para a

eliminagdo do virus quanto para forma cronica da doenca.




Ao realizarmos a correlacdo de Pearson entre as populacdes de linfécitos T CD4*
com linfécitos T CD8" ndo observamos correlagdes destas populacdes celulares no grupo
de doadores HCV'/ BLOT R. Ao avaliarmos estatisticamente este marcador de superficie
entre os linfécitos, verificamos que ndo houve correlacido em relagio ao LTCD4" e ao

LTCDS".

Um mecanismo pelo qual se pode avaliar a resposta imune especifica € através de
um marcador de ativacdo celular CD69, uma molécula transmembrana tipo II,
pertencente a familia das lecitinas dependentes de cdlcio (Tran et al, 1997). Quando
analisamos a expressdo desta proteina nas diferentes populacdes de leucdcitos,
observamos que houve relevancia estatistica entre todas as células estudadas entre os
quatro grupos analisados. Quando analisamos a expressdo desta proteina nas diferentes
populacdes de leucdcitos, observamos que nao houve relevancia estatistica entre

linfécitos e eosindfilos entre os grupos estudados.

Por outro lado, ao analisarmos a expressio de CD69" na superficie de neutréfilos
e mondcitos, observamos aumento significativo da expressdo desta molécula nestas
populacdes celulares. O aumento da expressdo desta proteina na superficie desta célula é
concomitante ao aumento do percentual das mesmas observadas pelo hemograma. Dados
estes que sugerem mais uma vez que os individuos infectados pelo HCV, mesmo
considerados assintomdticos estdo desenvolvendo uma resposta imune, que parece estar
polarizada para uma resposta celular com aumento de LTCD8*. No entanto, se estes
individuos irdo apresentar resolucdo da infec¢do, com ‘“‘clearance” viral ou se irdo se
manter assintomdticos e cronificar, levando a evolucdo clinica, ainda se mantém
indefinido. Vérios fatores ainda deveriam ser analisados, como carga viral e perfil de

citocinas para apresentarmos resultados mais conclusivos.




6. CONCLUSOES

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

1. Dentre os resultados do teste de triagem ELISA, o perfil DO/Cut off apresentado
indicou um percentual de 38% menor que 1, isso significa que a maior parte destes
individuos apresentavam-se dentro da faixa de zona cinza, teoricamente considerada

negativa pelo fabricante do teste.

2. Os resultados de immunoblot indicaram que 46% dos resultados foram
indeterminados, o que implica na necessidade da implantagdo de testes moleculares
com pesquisa de RNA viral na rotina sorolégica dos bancos de sangue, para que se

possa determinar a real prevaléncia da infeccao pelo virus da hepatite C.

3. Dentre os resultados indeterminados (HCV'/BLOT IND) 41,3% tiveram razdo
DO/Cut off inferior a 1, o que nos leva a nao considerar tais individuos com negativos
no teste ELISA, uma vez que valores inferiores ao cut off sdo considerados como
negativos pelos fabricante dos kits. Como bancos de sangue, utilizamos uma margem
de zona cinza de 10%, o que nos levou a identificacdo dessa populagdo de doadores

indeterminado.

4. Os niveis de alanina aminotransferase (ALT) nao demonstraram ser um bom marcador
para andlise do curso da infeccdo nos doadores infectados com HCV, apesar de
discretamente elevados, ndo apresentaram relevancia estatistica, ao contrario dos
niveis de aspartato aminotransferase, que mostraram-se significantes frente a infec¢ao

pelo HCV.

5. Observamos um percentual mais baixo de TCD3*/TCD4" nos HCV'/BLOT R que
nos demais grupos, o que indica uma baixa expressdao deste marcador, com

significancia estatistica, ao contrario do TCD3*/TCD8", que apesar de ndo apresentar




significAncia estatistica, apresentou valores aumentados na populacio HCV/BLOT

R, indicando que estes doadores estdo apresentando uma resposta imune citotoxica.

6. Nao observamos diferenca na populacdo de linfécitos T ativados e eosinéfilos
(CD69") entre os grupos estudados, porém neutréfilos e mondcitos estavam
aumentados nos doadores HCV'/ BLOT R.

7. Podemos concluir que, se estes individuos irdo apresentar resolu¢io da infeccdo, com
“clearance” viral ou se irdo se manter assintomaticos e cronificar, levando a evolugao
clinica, ainda se mantém indefinido. Varios fatores ainda deveriam ser analisados,

como carga viral e perfil de citocinas para apresentarmos resultados mais conclusivos.
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TiITULO DO ESTUDO: Avaliacdo da resposta imune em doadores de sangue do Estado do
Amazonas infectados com o virus da Hepatite C.
OBJETIVOS: Este estudo ira contribuir com informacdes sobre os tipos do virus da Hepatite C
envolvidos na infecgdo de doadores de sangue do Estado do Amazonas e estudar a resposta
imune, isto €, como o individuo desenvolve defesa contra esta infeccéo.
PROCEDIMENTOS: Para este estudo sera coletada amostra de 20 mL de sangue. Serao feitos
testes para verificar a presenga do virus, a confirmacédo do diagnostico da infeccdo e como o
organismo esta respondendo contra o virus. Alguns destes testes serdo realizados na Fundagao
de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas — HEMOAM em Manaus e outros no Instituto de
Medicina Tropical de S&o Paulo.
RISCOS E DESCONFORTOS: Nao existem riscos associados a participagao deste estudo. O
unico desconforto é o da picada da agulha.
BENEFICIOS: A participacdo neste estudo ndo traz em nenhum beneficio direto e imediato para
o0 individuo, mas ajudara no conhecimento e na prevencao da hepatite C.
ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: Os individuos participantes deste estudo terdo, sempre
que necessario, esclarecimentos de duvidas, acompanhamento clinico e laboratorial no que diz
respeito a hepatite C, podendo entrar em contato com as doutoras Katia Torres e Adriana
Malheiro (HEMOAM :Tel: 92-655-0100/ 92-656-0113). Sempre que necessario sera prestada
orientacdo médica adequada ou encaminhamentos necessarios, feitos pela equipe médica do
Hemoam.
VOLUNTARIEDADE: A paricipagdo neste estudo € voluntaria. Os participantes deste estudo
podem retirar sua participagdo a qualquer momento, sem que isso atrapalhe o seu atendimento
no HEMOAM.
CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os dados pessoais referentes a
participagao dos individuos neste estudo permaneceréo confidenciais, ndo sendo divulgadaos de
forma a declarar identidade dos participantes.
USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biolégico coletado (sangue
periférico), sera utilizado para o que se propde neste estudo e sera armazenado para estudos
posteriores. Neste caso, estao previstos estudos para avaliacdo de como o corpo se defende nos
casos em que existe mais de um tipo de doencga envolvida.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Ap6s ter recebido informacdes claras, eu concordo em participar do estudo em questao.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, __ // (Impressao dactiloscépica)




ANEXO B
QUESTIONARIO / EPIDEMIOLOGICOS
Titulo do projeto: Avaliacdo da resposta imune em doadores de sangue do
Estado do Amazonas infectados com o virus da Hepatite C
Cddigo:
Dados pessoais/ demograficos:
Nome do doador:

Data de nascimento: ___ / / Sexo: F M

Data da doacéao: / / Tel de contato:
Numero da bolsa:

Local da doacdo: HEMOAM (Manaus)  Maternida Ana Braga (Manaus) Coleta
Externa (Manaus) Unidade Hemoterapicas do Interior

(especificar):
Dados epidemiologicos:

E a primeira doagio?  Sim Nio
Quando foi a dltima doacao?(informar dados das doagdes
anteriores)

Estado civil:  Casado Solteiro viivo  Divorciado  Outros

Multiplos parceiros?  Sim  Nao

Profissao:

Ja trabalhou em: Hospitais  Clinicas médicas ~ Unidades de diélise
Laboratério  Consultério dentdrio  Afins

Ja precisou receber transfusdo de sangue? Nao Sim

Quando? Por qual motivo?

Ja teve hepatite? Sim  Nao Ha quanto tempo?

Faz ou fez uso de drogas injetdveis/outras? Sim  Nao

Ja fez cirurgia? Sim  Nao Quando?
Qual?
Possui tatuagem ou piercing? Sim  Nao

Utiliza terapia por acupuntura? Sim  Nao
Faz uso de bebidas alcodlicas? Sim  Nao

Comentarios:

Responsavel pelo preenchimento:

Data: / /
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O que é Hepatite C?

O termo hepatite significa uma inflamagio no
figado, podendo ter muitas causas (infecges,
intoxicagBes pelo alcool, medicamentos etc). De
todas as causas, a mais conhecida é a hepatite
viral. Os vitus que atingem preferencialmente o
figado (hepatotrdpicos) sdo denominados pelas
letras do alfabeto: A, B, C, D, E, G). Portanto, a

hepatite C é uma inflamagio no figado causada

pelo virus hepatotrépico C.

Como ¢ transmitida a hep

° Transfusdo de sangue total ou seus
derivados

° Uso de agulhas e setingas contaminadas
° Acidente ocupacional

° Tatuagens, péervings e acupuntura

° Relagdes sexuais sem preservativo

° Transmissfio de mée para filho

° Didlise

O que acontece apds

feccdo?
Pode acontecet:

° Mal-estar geral

° Perda do apetite

° Pele e olhos amarelados
° Coceira da pele

° Escurecitmento da utina
° Febre

° Dor abdominal

° Vomitos repetidos

Muitas pessoas nfo apresentam nenhuma
manifestacio  clinica. Contudo, continuam
portadotas do virus e podem transmiti-lo a

outras pessoas.

A doenga pode persistir por mais de 6 meses
(crbnica) e, em alguns casos, evoluir para formas
graves (cirrose, insuficiéncia hepética, tumor

maligno).

Constatada a infecgo, o que fazer?

Procurar um médico, que fari os exames
necessarios e orientara o tratamento.

Quiais sio os exames laboratoriais realizados?

Para constatar a infecgio, sdo realizados exames
labotatoriais em amostras de sangue, que podem

detectar anticorpos contra o virus ou até mesmo

o material genético do virus que causou

infeccdo.

Existe vacina?

Ainda nfo existe vacina eficaz para o virus

devido 4 sua complexidade.

Como devo me comportar com a hepatite C

Dieta: geralmente, a alimentacio contim
normal, devendo ser saudavel e balanceada. Ei
casos de doenca grave, o sal, as proteinas e «

gorduras deverfo set mais controlados.

Bebidas: o alcool deve ser evitado, porque poc
agravar a doenga. NZo existem restrigdes pa
outras bebidas (sucos, por exemplo). Em casc

de davida, pergunte ao seu médico.
Fumo: nfo faz bem para ninguém.

Atividades fisicas: quando ndo existem sintoma
ndo hi restricio para as atividades. Quand
surgem cansago, dores no corpo € em casc

graves, o paciente deve ficar em repouso.

Relagdes sexuais: sempre com uso de
preservativo.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
PARECER — CAAE-0003/2005

I. Identificacio

Titulo: Caracterizagio e analise da distribuigio dos diferentes gendtipos virais e avaliagdo
da resposta imune em doadores de sangue do Estado do Amazonas infectados pelo virus da
Hepatite C

Institui¢io: HEMOAM

Pesquisador responsavel: Adriana Malheiro

Data de reapresentaciio ao CEP: 18.03.2005

Documentos Encaminhados: Carta de encaminhamento, Folha de Rosto, Projeto, TCLE,
Questionario, Justificativa

Versio do Protocolo: 02/05

II. Objetivos

Geral: caracterizar os gendtipos dos isolados do virus da hepatite C encontrados entre os
doadores de sangue do Estado do Amazonas; estudar a distribuigdo geografica dos
gendtipos do virus da hepatite C isolados de doadores de sangue do Estado do Amazonas;
caracterizar o perfil da resposta imunologica, celular e humoral nos individuos infectados
com HCV.

Especifico: 1. Relacionar o perfil sorolégico do doador nos testes de triagem (Elisa) com o
perfil de anticorpos especificos contra fragdes do HCV no teste Imunoblot;

2. avaliar o grau de associagio entre a sensibilidade e reprodutibilidade dos testes anti-HCV
(Elisa) e Imunoblot com teste molecular;

3. avaliar a distribui¢io geografica dos diferentes gendtipos dos virus da hepatite C
encontrados dentro da populacio de doadores do Estado do Amazonas;

4. associar 0 gendtipo viral encontrado com a resposta humoral, de acordo com os niveis de
anticorpos quantificados através do teste Elisa (densidade DO/cut off) e Imunocblot
(presenga e intensidade das bandas);

5. relacionar os gen6tipos encontrados com o perfil da resposta imunologica celular, através
de marcadores de superficie celular e dosagem de citocinas;

6. associar o gendtipo viral encontrado com manifestagdes clinicas dos individuos
portadores.

II1. Sumario do projeto

Descriciio e caracterizacio da amostra; serfo incluidos 160 doadores de sangue da capital

ou do interior do Estado do Amazonas, com sorologia positiva nos teste de triagem para
anti-HCV.

FUNDACAO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS — HEMOAM

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
C}JO / Av. Constantino Nery, 4397 — Chapada — CEP 69002-50 — Manaus — Am
S Fone: 92 6655-0113 Fax: 92 655-0112
i \Q@O . E-mail: cep_hemoam(@hotmail.com
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Critérios de inclusio e exclusio: Inclusfo: serfic inclufdos 160 doadores de sangue,
nbos os sexos, acima de 18 anos, da capital ou do interior do Estado do Amazonas, com
sorologia positiva nos teste de triagem para anti-HHCV.

Exclusio: serio excluidos os doadores com sorologia positiva para os marcadores da
hepatite B, HIV, HTLV, Doengas de Chagas, Sifilis e doadores que apds a repetigdo do
teste anti-HCV com nova amostra apresentarem resultado negativo.

Adequacio da metodologia: serd um estudo descritivo observacional, transversal, com
delineamento tipo detecc;ﬁo de casos para caracterizagdo e andlise da distribuigdo dos

diferentes gendtipos virais e avaliagdo da resposta imune em doadores com sorologia
positiva para HCV.

IV. Comentarios do CEP:

Quanto as recomendagdes feitas no parecer anterior, com relagdo ao questionario que foram
feitas as corre¢des observadas, o TCLE ficou mais simples com linguagem acessivel, as
mesmas foram atendidas.

Quanto ao que se refere a divisio deste projeto, o comité acatou a justificativa apresentada
pela pesquisadora, que teve o cuidado de se inteirar sobre o assunto junto a CONEP.

V. Parecer do CEP:

Projeto Aprovado. Lembramos ao pesquisador que mesmo o CEP tendo aprovado este
projeto, o mesmo somente poderé dar inicio apds aprovagao da Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa-CONEP, por se tratar de projeto de Area Tematica Especial do Grupo I,

conforme resolu¢do CNS 196/96.
V1. Data da Reunifio: 18. 03.2005

VII. Data do parecer: 21.03.2005

" JOSIANE NEVES
Secretaria CEP/HEMOAM

FUNDAGAO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS ~ HEMOAM
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Av. Constantino Nery, 4397 — Chapada — CEP 69002-50 — Manaus — Am
Fone: 92 6655-0113 Fax: 92 655-0112
E-maif: cep_hemoam@hotmail.com




