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RESUMO

Introducdo: A hepatite C é uma doenca que atinge milhGes de pessoas em todo o mundo. A
estimativa global da infeccdo atinge cerca de 3% da populagdo mundial. Com a introdugéo
dos Antivirais de Acdo Direta (DAAs) surge uma nova era livre de interferon. Os DAAS
apresentam excelente eficicia, podendo curar mais de >90% das pessoas com infec¢do por
hepatite C. Contudo, a compreensao das interacdes entre 0 HCV e o hospedeiro nos intriga a
buscar informagBes quanto a restauracdo imunolégica pds-tratamento livre de interferon.
Objetivo: Caracterizar a resposta imune celular, o perfil de citocinas e quimiocinas em
pacientes com hepatite C cronica, tratados com DAAs. Material e Método: Foram coletadas
amostras de sangue periférico de pacientes diagnosticados com Hepatite C crénica (HCV™),
antes e apOs o tratamento e de candidatos a doacdo de sangue (CN). Foi realizada
imunofenotipagem das subpopulacdes de células a resposta imune inata e adaptativa e
quantificacdo das concentracBes séricas das citocinas e quimiocinas plasmaticas por
Citometria de Fluxo. Resultados: Foram coletadas 82 amostras de pacientes HCV™* atendidos
pela Fundacdo FMT-HVD e 50 Candidatos a doadores de sangue oriundo da Fundacgéo
HEMOAM. A média de idade foi maior no grupo de pacientes em relacdo ao grupo controle
(p<0.0001). Foi observado predominio do sexo masculino no grupo controle e feminino nos
pacientes HCV*. O gen6tipo do HCV predominante na populacdo estudada foi o genétipo 1,
seguido dos gendtipos 3, 2 e 4 e apenas um paciente apresentou coinfec¢cdo pelos gendtipos
1/2 do HCV. Observou-se que a maioria dos pacientes HCV* apresentou fibrose <F2. Estes
pacientes apresentaram niveis séricos elevados das transaminases ALT e AST. Enquanto que
0s niveis de plaquetas (p<0.0001) e leucdcitos totais (p<0.0001) apresentaram-se diminuidos
quando comparados ao grupo controle. Os pacientes tratados com DAAs apresentaram RVS
>90% independentemente do gendétipo. Os pacientes com hepatite C apresentaram 0s
mondcitos ativados circulantes diminuidos apds o tratamento quando comparados com o
grupo controle. Enquanto as células dendriticas plasmocitéides e mieloides, células NKT e
TCD4+ apresentaram-se diminuidas antes do tratamento, estas populacdes encontram-se
aumentadas no grupo de pacientes naives pos-tratamento quando comparados com controle e
pacientes experimentados. Ja os Linfocitos TCD8+ e Linfécitos Bl apresentaram-se
reduzidos ap6s o tratamento. As células NK, Linfdcitos T regulatérios e Linfocitos B parecem
ndo sofrer alteracbes importantes na populacdo estudada. Além disso, pode-se observar que as
citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-4 e IL-17A permaneceram aumentadas nos pacientes
experimentados mesmo apds o tratamento. As quimiocinas IL-8, MIG e IP-10 apresentaram-
se aumentadas antes e ap0s o tratamento tanto nos pacientes naives quanto os experimentados,
guando comparados ao grupo controle. Concluséo: Ao final deste trabalho podemos concluir
que o tratamento livre de interferon & bem tolerado e apresenta elevada taxa de resposta
viroldgica sustentada, os genétipos do HCV circulantes no Amazonas sao 1, 3, 2 e 4, o perfil
celular acompanhado do perfil de citocinas e quimiocinas parecem ndo haver reversibilidade
completa com 12 semanas ap0s o término do tratamento, podendo estar relacionado com a
presenca de doenca hepatica instalada e o perfil de citocinas e quimiocinas podem prever
biomarcadores putativos para o alcance da RVS, podendo fornecer subsidios para avaliagdes
posteriores de estadiamento de doenga hepatica relacionada a hepatite C em pacientes tratados
com DAA:s.

Palavras-chaves: Virus da Hepatite C, Antivirais de A¢do direta e Resposta Imune.



ABSTRACT

Introduction: Hepatitis C is a disease that affects millions of people around the world. The
global estimate of infection reaches about 3% of the world's population. With the introduction
of Direct Action Antivirals (DAAS) a new era of interferon free appears. DAASs have excellent
efficacy and can cure more than 90% of people with hepatitis C infection. However,
understanding the interactions between HCV and host intrigues us to seek information
regarding immune restoration after interferon free treatment. Objective: To characterize the
cellular immune response, cytokine and chemokine profile in patients with chronic hepatitis C
treated with DAAs. Material and Method: Peripheral blood samples were collected from
patients diagnosed with chronic hepatitis C (HCV +) before and after treatment and from
blood donors (CN). Immunophenotyping of cell subpopulations was performed on the innate
and adaptive immune response and quantification of serum cytokine and plasma chemokine
concentrations by Flow Cytometry. Results: 82 samples of HCV + patients attended by the
FMT-HVD Foundation and 50 candidates for blood donors from the HEMOAM Foundation
were collected. The mean age was higher in the group of patients than in the control group (p
<0.0001). It was observed predominance of males in the control and female group in HCV +
patients. The predominant HCV genotype in the studied population was genotype 1, followed
by genotypes 3, 2 and 4, and only one patient had coinfection with HCV 1/2 genotypes. It was
observed that the majority of HCV + patients presented fibrosis <F2. These patients had
elevated serum levels of ALT and AST transaminases. While the levels of platelets (p
<0.0001) and total leukocytes (p <0.0001) were decreased when compared to the control
group. Patients treated with DAAS presented SVR> 90% regardless of genotype. Patients
with hepatitis C had circulating activated monocytes decreased after treatment when
compared to the control group. While plasmacytoid and myeloid dendritic cells, NKT and
TCD4 + cells were decreased prior to treatment, these populations were increased in the
treatment naive group of patients after treatment when compared to control and experienced
patients. On the other hand, TCD8 + lymphocytes and B1 lymphocytes were reduced after
treatment. NK cells, Tregulatory Lymphocytes and B lymphocytes do not appear to undergo
major changes in the studied population. In addition, cytokines IFN-y, TNF-a, IL-6, 1L-10,
IL-4 and IL-17A may be observed and remained increased in the patients experienced even
after treatment. The chemokines IL-8, MIG and IP-10 were increased before and after
treatment in both naive and experienced patients compared to the control group. Conclusion:
At the end of this study we can conclude that free interferon treatment is well tolerated and
presents a high rate of sustained virological response, the circulating HCV genotypes in
Amazonas are 1, 3, 2 and 4, the cellular profile accompanied by the cytokine profile and
chemokines do not appear to be fully reversible at 12 weeks after the end of treatment and
may be related to the presence of established hepatic disease and the cytokine and chemokine
profile may predict putative biomarkers for SVR outreach and may provide subsidies for
subsequent evaluations of staging of hepatitis C-related liver disease in patients treated with
DAA:s.

Keywords: Hepatitis C Virus, Direct Action Anti Viral and Immune Response
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em graficos de dispersdo de valores individuais destacando a porcentagem média das

Ceskr

populagdes. E usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores
significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia
encontrados no grupo controle obtidos através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis,
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Figura 27: Concentragdes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto (A)
e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O
teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentracdes de IL-2. Os resultados foram expressos com mediatdesvio
padrdo de citocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste néo
paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05,
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Figura 28: Concentragdes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto (A)
e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O
teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentracdes de IL-6. Os resultados foram expressos com mediatdesvio
padrdo de citocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste n&o
paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05,
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Figura 29: Concentracdes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pds-Tto (A)
e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O
teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentracdes de TNF-a. Os resultados foram expressos com médiatdesvio
padrdo de citocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste néo
paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05,
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Figura 30: Concentracdes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pds-Tto (A)
e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O
teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentracdes de IFN-y. Os resultados foram expressos com médiatdesvio
padrdo de citocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo
paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05,
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Figura 31: Concentragdes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto (A)
e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O
teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentracdes de IL-10. Os resultados foram expressos com médiatdesvio
padrdo de citocinas séricas. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste nao
paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05,
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Figura 32: Concentragdes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto (A)
e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O
teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentragdes de IL-4. Os resultados foram expressos com médiatdesvio

padrdo de citocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste néo



paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05,
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Figura 33: Concentracdes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pds-Tto (A)
e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O
teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentracdes de IL-17A. Os resultados foram expressos com médiatdesvio
padrdo de citocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste nao
paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05,
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Figura 34: Concentrac@es séricas de quimiocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto
(A) e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B).
O teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentragbes de IL-8(CXCL-8). Os resultados foram expressos com
médiatdesvio padrdo de quimiocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo
teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando
P<0,05, 1epresentado POT “ ... it 80
Figura 35: Concentracdes séricas de quimiocinas do grupo controle, pacientes Pré e P6s-Tto
(A) e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B).
O teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentragdes de MCP-1 (CCL-2). Os resultados foram expressos com
médiatdesvio padrdo de quimiocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo
teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando
P<0,05, representado POT “H7.......oi i 81
Figura 36: ConcentracGes séricas de quimiocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto
(A) e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B).
O teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentracbes de Rantes (CCL-5). Os resultados foram expressos com
médiatdesvio padrdo de quimiocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo
teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando
P<0,05, representado POT “H7 ... .. i 82
Figura 37: ConcentracGes sericas de quimiocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pds-Tto
(A) e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B).
O teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para

quantificar as concentracbes de MIG (CXCL-9). Os resultados foram expressos com



médiatdesvio padrdo de quimiocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo
teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando
P<0,05, 1epresentado POT “H . ... . i 83
Figura 38: ConcentracGes sericas de quimiocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pds-Tto
(A) e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B).
O teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentragdes de IP-10 (CXCL-10). Os resultados foram expressos com
médiatdesvio padrdo de quimiocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo
teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando

P<0,05, representado POT “H. ... it 84
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia global da infecgdo por hepatite C é estimada em 130-170 milhdes de
pessoas infectadas, correspondendo cerca de 3% da populacdo mundial (HAJARIZADEH et
al., 2013). A infeccdo cronica por HCV afeta globalmente cerca de 71 milhGes de pessoas,
esse percentual representa um elevado impacto na sadde pablica. A estimativa de pessoas que
morrem a cada ano com doencas hepaticas relacionadas a hepatite C € de aproximadamente
399 mil pessoas, principalmente por cirrose e carcinoma hepatocelular (WHO, 2017).

A infeccgdo pelo virus da hepatite C apresenta-se de forma aguda e cronica, geralmente
de forma assintomatica, o que dificulta o diagnostico precoce e reduz as chances de tratar os
individuos infectados no inicio do processo infeccioso. Esta doenca é uma das principais
causas de transplantes no figado em virtude do processo inflamatério causado pela infeccéo.
A cronificacdo dos pacientes com hepatite C ocorre em média de 80% dos casos, porém 20%
destes pacientes conseguem eliminar o virus espontaneamente (BERSUSA et al., 2012;
MELLO, 2013; BRASIL, 2015b).

Dada a cronificagdo da doenga, alguns fatores podem ser preditivos para a persisténcia
da infeccdo e o avanco para as formas mais graves da doenca, tais como, a idade avancgada,
sexo masculino, diabetes, obesidade, coinfeccdo pelos virus HBV/HIV, esteatose hepatica e
etilismo. Estes por sua vez, podem contribuir com a suscetibilidade para o desenvolvimento
da doenca cronica e inflamatoria, podendo conferir ao paciente maior predisposicdo a
desenvolver a doenga (SCHEEL; RICE, 2013).

Contudo, outro componente importante para a cronificacdo da doenca hepética é a
desregulacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro, pois ela desempenha um papel
importante na depuracdo imune viral. Um claro exemplo é a sinalizacdo alterada e/ou
exarcebada de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias que podem comprometer e
eliminacdo do virus e propiciar o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular. Neste
contexo, nota-se que had uma grande necessidade de identificar possiveis biomarcadores
precoces que auxiliem na identificacdo da predisposi¢cdo ao desenvolvimento da forma mais
grave da doenca hepatica (NELSON et al., 2001; STEINKE & BORISH, 2006; FALLAHI et
al., 2012).

Uma terapia promissora aprovada pelo Ministério da Saude para 0 manejo da hepatite
C cronica aborda um novo regime livre de interferon. A terapéutica utilizada contém

antivirais de acdo direta (DAAS) que atingem com sucesso altas taxas de resposta viroldgica
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sustentada (RVS) >90% dos casos, reduzindo o risco de mortes por cirrose hepatica
(BRASIL, 2015b).

Em contra partida, com o surgimento dos DAAs contra o HCV, o panorama do
tratamento da hepatite C esta sofrendo grandes modificacdes e ampliagcBes no que diz respeito
ao acesso rapido ao diagnostico e tratamento dos pacientes com hepatite C aguda ou cronica.
Uma melhoria substancial da RVS deve ser observada com estes novos antivirais de acéo
direta tanto para pacientes naives quanto para aqueles pacientes com recidiva ou néo
responsivos. Esse fato reitera a importancia de estudarmos a interacdo da resposta
imunolégica dos pacientes frente a presenca ou auséncia do virus e o que pode estar

relacionado a eficacia ou falha a terapia, tornando os pacientes vulneraveis ao HCV.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hepatite C: Aspectos gerais, Epidemiologicos e Clinicos

O virus da hepatite C constitui um dos problemas mais sérios de saude publica do
mundo, podendo causar doenca cronica como fibrose hepética progressiva e carcinoma
hepatocelular (HCC) em consequéncia da viremia persistente (WHO, 2017).

Na maioria dos casos, 0 curso natural da hepatite C é lento e progressivo e esse
processo acaba induzindo a cronificacdo dos pacientes infectados pelo virus da hepatite C. Por
ser uma doenca assintomatica, em média 70% a 85% dos casos de infecgdo pelo HCV
progridem para hepatite C crbénica enquanto cerca de 10% a 20% dos individuos infectados
sdo capazes de eliminar o virus espontaneamente (GALE; FOY, 2005; BRASIL, 2008;
LEITEMPERGUER; BECK, 2009; ALAZAWI et al., 2010; ABDELWAHAB, 2016).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Salde (OMS) estima-se que
aproximadamente 71 milhdes de pessoas no mundo estejam cronicamente infectadas pelo
virus da hepatite C (HCV) sob o risco de desenvolverem cirrose e cancer de figado (WHO,
2017). No Brasil, as regides de maior prevaléncia de pessoas infectadas com o virus da
hepatite C séo a regido Norte com 2,1% da populacéo, seguida da regido Centro-Oeste 1,3%,
regido Sudeste 1,3%, regido Sul 1,2%, Distrito Federal 0,8% e a regido Nordeste com 0,7%
(BRASIL, 2010).

2.2 Estrutura e organizacdo gendmica do virus da hepatite C

A descoberta do virus da hepatite C foi elucidada somente na década de 80 por Choo e
colaborados em 1989 nos Estados Unidos que identificou o virus da hepatite ndo-A e néo-B,
denominando-o virus da hepatite C (CHOO, QL et al., 1989). A identificacdo do virus
sucedeu-se com sucesso através de técnicas de biologia molecular, utilizando o plasma de um
chimpanzé cronicamente infectado pelo virus da hepatite C (CHOO, QL et al., 1991, 1994).

O virus da hepatite C pertence a familia Flaviviridae, do género Hepacivirus (CHOO,
QL et al., 1989) medindo cerca de 30 a 60nm de didmetro. A particula viral é constituida por
um envelope lipidico (no qual se encontram as glicoproteinas E1 e E2), um capsideo protéico
(formado por capsdémeros) e pelo genoma (constituido por uma unica hélice linear de fita
simples de RNA &cido ribonucléico, com polaridade positiva de aproximadamente 9.600
nucleotideos) (STRAUSS, 2001; SKLAN et al., 2009). (Figura 1)
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A cadeia de RNA é composta por duas regides terminais altamente conservadas e ndo
codificadoras (UTR) 5 e¢ 3’ presentes na particula viral e necessérias para traducdo e
replicacdo do genoma. Entre estas, uma unica poliproteina com 3.000 aminoacidos é capaz de
clivar uma sequéncia codificadora chamada de ORF (do inglés open reading frame). A
poliproteina é clivada por uma peptidase de sinal na regido estrutural do gene em 10
diferentes proteinas virais; as estruturais sdo: Core, E1 e E2 e as ndo estruturais (NS): NS3,
NS4A, NS4B, NS5A e NS5B e a membrana peptidica p7 (que separa as proteinas estruturais
das nédo estruturais e que contribui na montagem das particulas virais do HCV) (LAUER,;
WALKER, 2001).

Figura 1: Representacdo esquematica do virus da hepatite C.
Fonte: Adaptado de LINDEBACH; RICE, ( 2013).

2.2.1 Proteinas Estruturais e Nao Estruturais

As proteinas estruturais do virus sdo clivadas em trés proteinas: a proteina do Core
(altamente conservada) e as glicoproteinas do envelope viral (E1 e E2), que fazem parte da
organizacdo da particula do virus. A glicoproteina E2 contém regides hiper-variaveis (HVR)
que sofrem selecdo constante por mutacéo. E essas mutagdes podem ocasionar a evasdo da
resposta imune do hospedeiro (SAEED et al., 2014). Estas glicoproteinas do envelope E1 e
E2 do HCV facilitam a ligacdo e entrada do virus nas células hospedeiras e sdo alvos de
anticorpos neutralizantes (SUN; BRUSIC, 2015). (Figura 2)

A proteina NS2 é uma autoprotease do HCV que desempenha atividades
autocataliticas e ainda pode estar envolvida no processo de montagem do virus (SUZUKI et
al., 2007; POPESCU et al., 2011). A proteina NS3 é uma serina protease que medeia a
liberacdo proteolitica das proteinas ndo estruturais NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (BLIGHT et
al., 2003; LINDENBACH; RICE, 2005). A proteina NS4 - NS4A é uma pequena proteina
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essencial que atua como um cofator para serina protease NS3 (BLIGHT et al., 2003) e a
proteina NS4B que tem a funcgdo de atuar na formacdo de complexos de replicacdo do virus,
fazendo com que o RNA viral e as proteinas se associem durante a replicacdo viral
(DIMITROVA et al., 2003; SAEED et al., 2014).

A proteina NS5 - NS5A desempenha um importante papel na resisténcia contra o IFN-
a, pois ela pode ser capaz de interferir com a atividade da proteina cinase (MACDONALD;
HARRIS, 2004; APPEL et al., 2005). A proteina NS5B é uma RNA polimerase dependente
de RNA (RpRd) considerada um alvo para o desenvolvimento de terapias antivirais. Ela
também é capaz de replicar o genoma viral formando um complexo de replicacdo de RNA
ligado @ membrana. Todas as proteinas NS do virus de alguma forma contribuem com o
processo do ciclo de vida do HCV, este processo inclui ligacdo, entrada, fusdo, traducdo do
RNA e replicacdo do virus (EGGER et al., 2002; KIM; CHANG, 2013). A proteina P7 é
membro de uma classe de proteinas que alteram a permeabilidade viral denominada
"viroporinas". As viroporinas sdo pequenas proteinas virais capazes de oligomerizar, formar
poros hidrofilicos e canais ibnicos na membrana de células hospedeiras. A consequéncia da
expressao dessas proteinas durante a infeccdo € alterar as funcdes celulares e fisioldgicas das
células ( STEINMANN et al., 2007; STEINMANN; PIETSCHMANN, 2010; WOZNIAK et
al., 2010; KIM; CHANG, 2013; MADAN; BARTENSCHLAGER, 2015).
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Figura 2: Estrutura do genoma do virus da hepatite C.
Fonte: Adaptado de MOURADPOUR et al., 2007.
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2.3 Genotipos e subgenotipos

Os gendtipos estdo simultaneamente distribuidos no mundo todo (Figura 3). E notavel
que exista um padréo geografico quanto a distribuicdo na diversidade genética do HCV. Apds
a descoberta do virus da hepatite C inumeros estudos foram feitos a fim de identificar os
genotipos e seus respectivos subgenotipos. A antiga classificacdo do HCV incluiam-se seis
gendtipos, porém a classificacdo mais recente inclui sete genétipos (NAKANO et al., 2011).
A partir de sequenciamentos e analises filogenéticas estudos demonstraram a sequéncia
completa das regides codificantes do HCV e constataram que havia uma sequéncia adicional
de novos isolados. Estes identificaram com precisdo o genoétipo sete a partir do sangue de
emigrantes proveniente da Republica Democratica do Congo, sugerindo a presenca deste
gendtipo do HCV até entdio ndo reconhecido na Africa Central (MURPHY et al., 2007;
SMITH et al., 2014).

O cenario epidemioldgico dos genétipos do HCV no mundo tem prevaléncia
do genotipo 1 em 83,4 milhGes (46,2%), sendo que cerca de um terco deste gendtipo esta
distribuido no Leste Asiatico. O gendtipo 3 também é prevalente a nivel mundial, sendo
responsavel por 54,3 milhdes (30,1%), sendo este prevalente no Sul da Asia. Ja os gen6tipos
2 - 16,5 milhdes (9,1%), 4 - 15,0 milhdes (8,3%) e 6 - 9,8 milhdes (5,4%) sao responsaveis
pela maioria de casos remanescentes de hepatite C em todo o mundo. Estes genotipos sao
encontrados no Leste Asiatico, Norte da Africa e no Oriente Médio, respectivamente. Por
outro lado, o geno6tipo 5 é representado por um ndmero muito baixo de casos de hepatite C,
compreendendo 1,4 milhdes (<1%) de todos os casos de hepatite C, encontrado em sua
maioria no Sul e Leste da Africa Subsaariana. Observa-se ainda, que os genétipos do HCV
sdo predominantes na maioria dos paises do mundo, independentemente do status econémico
(GOWER et al., 2014; MESSINA et al., 2015; ABDEL-GHAFFAL et al., 2015).



34

55.5 milhdes
14 milhdes
3.9 milhGes
1.7 milhdes
485,000

Proporc¢éo do genétipo HCV

"s

j
B @
AN 5k DS

Figura 3: Distribuicdo epidemiolégica dos genotipos do virus da hepatite C no Mundo.
Fonte: MESSINA et al., 2015; WHO. 2016.

No Brasil, um levantamento epidemioldgico de todas as macro-regides do pais e do
Distrito Federal entre 2005 a 2007, estimou em 1,38% a prevaléncia global de individuos
infectados pelo HCV. As regides que apresentaram maior indice de soropositividade pelo
HCV séo as regides Norte e Nordeste, variando de 0,68% e 2,10%, respectivamente. De modo
geral, o perfil de distribuicdo geogréafica do Brasil em relacdo aos genotipos e subgendtipos
tém predominio do gen6tipo 1, subgenotipos 1a, 1b, seguido do gendtipo 3, subgenotipos 3a e
subgenotipo 2b. Este perfil de frequéncia dos gendtipos e subgenotipos encontrados na
populacdo brasileira dentre as macro-regides confirmam os dados descritos na literatura
(PEREIRA et al., 2013).

Estudo realizado por Torres et al., (2009) no Estado do Amazonas entre o ano de 2005
a 2007 demonstrou um indice de descarte sorolégico de bolsas reativas para o virus da
hepatite C de 0,32% em 82.851 doagOes de sangue. A frequéncia dos gendtipos entre 0s
doadores HCV-RNA positivos foi de 87,1% do gendtipo 1 e 12,9% do gendtipo 3. Um dado
interessante apresentado neste estudo foi a prevaléncia do geno6tipo 3 encontrado somente na
capital, Manaus, enquanto o genotipo 1 foi encontrado na capital e no interior do estado.

Dados semelhantes publicados por Aradjo et al., (2011) no Estado do Amazonas com
69 pacientes com HCV" confirmam a maior prevaléncia do geno6tipo 1, seguido do gendtipo 3
e 2. O estudo ainda mostrou a frequéncia dos genotipos em relacdo ao sexo masculino e
feminino. Foi observada maior prevaléncia do genotipo 1 (76,1%), 2 (4,3%) e 3 (19,6%) nos

homens quando comparados com as mulheres 1 (54,2%), 2 (20,8%) e 3 (25%). O genotipo 2 e
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3 do HCV foram encontrados somente em pacientes moradores da cidade de Manaus,
reforgando a hipdtese de que a cidade € a porta de entrada para diferentes genétipos do HCV e
posterior distribuicdo para o interior do Estado do Amazonas.

Analise filogenética de 231 cepas de HCV isoladas no Brasil de 1995 a 2007 por
Lampe et al., (2010) revelou variagdes importantes no padrdo de transmissdo do HCV entre
0s subgendtipos. Dentre os subgen6tipos mais encontrados destacam-se 0s subgenotipos 1a =
89, 1b = 56 e 3a = 86. Os resultados indicam que provavelmente na segunda metade do século
XX surgiram as principais variagdes do HCV no pais.

Outro estudo de prevaléncia de genotipos e subgenotipos do HCV analisaram 698
sequéncias do gene NS5B do HCV em diversos estados brasileiros, incluindo: Rio de Janeiro
(RJ) e Sdo Paulo (SP) da regido Sudeste, Goias (GO) e Mato Grosso do Sul (MS) da regido
centro-oeste, Amapa (AP) e Rondbnia (RO) da regido norte e Rio Grande do Sul (RS) da
regido sul. As cepas mais prevalentes do HCV dentre esses estados brasileiros, estdo inclusas
la =321, 1b = 170 e 3a = 185 subtipos do HCV. Nesta mesma analise filogenética ainda no
Brasil, foram encontradas espécies de gendtipos incomuns de HCV, revelando a existéncia de
maultiplas introducGes e transmissdes autoctone do gendtipo 2 = 13, genotipo 4 = 6 e gendtipo
5= 3 (LAMPE et al., 2013).

2.4 Transmissao do virus da hepatite C

Até o ano de 1993 houve um grande indice de infeccdo parenteral de individuos que
receberam transfuséo de sangue e/ou hemoderivados, pois ndo haviam testes de deteccdo para
0 virus da hepatite C nos bancos de doacdo de sangue (BRASIL, 2008). Os maiores indices de
infeccdo por HCV sdo de usuarios de drogas intravenosas e de pessoas que tiveram exposicdo
percutanea, como tatuagens, piercings, procedimentos odontol6gicos, procedimentos com
podologos e manicures que ndo utilizam material estéril ou material descartavel (BRASIL,
2011).

A transmissdo do virus da hepatite C ocorre principalmente pela via parenteral.
Entretanto, existem outras vias de transmissdo, uma delas € através da transmissdo sexual
sendo pouco frequente — menos de 1% em parceiros estaveis; essa estatistica aumenta em
pessoas com multiplos parceiros e com préatica sexual de risco (VANDELLI et al., 2004).
Uma pequena fonte de risco de transmissdo é através da via vertical e perinatal. Outro risco

que ocorre com menos frequéncia é atraves das secrecdes organicas, como a saliva, o leite
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materno e o sémen, pois podem conter algumas particulas infecciosas do virus (PASTORE et
al., 2006; INDOLFI; RESTI, 2009).

A caracteristica que a doenca se apresenta é de forma assintomatica, oligossintomatica
ou associada a sintomas inespecificos. E importante destacar, que geralmente o diagnostico
ocorre de forma incidental (quando ndo h& intencdo), por vezes, ocorre durante a triagem
soroldgica para doacdo de sangue ou exames médicos de rotina (BRASIL, 2017).

Os pacientes que evoluem para um quadro de infeccdo crbnica, frequentemente
desenvolvem complicacbes como esteatose, fibrose hepatica, aparecimento de nodulos
regenerativos que podem resultar em insuficiéncia hepatica, cirrose e descompensacdo
hepética, caracterizada por alteracdes sistémicas e hipertensdo portal, evoluindo com ascite,
varizes esofagicas e encefalopatia hepatica (BATALLER; BRENNER, 2005; FRIEDMAN;
2008).

2.5 Abordagens Diagndsticas

Os testes virologicos desempenham um papel fundamental no diagnostico da infeccéo
por HCV no que diz respeito a tomada de decisbes terapéuticas e avaliacdo da resposta
viroldgica ao tratamento. Para determinar o diagnéstico viroldgico da infec¢do pelo HCV séo
realizados testes laboratoriais, que consistem em ensaios diretos capazes de detectar a
presenca de acidos nucléicos do HCV (HCV-RNA), quantificar ou caracterizar 0s
componentes das particulas virais e 0s ensaios indiretos que detectam a presenca de
anticorpos especificos para o HCV (anti-HCV) no soro do paciente (GHANY et al., 2009;
CDC, 2013; GUPTA et al., 2014).

A partir da descoberta do virus da hepatite C muitos testes tém sido desenvolvidos a
fim de detectar, caracterizar e quantificar as particulas virais do HCV. Os ensaios laboratoriais
ficaram cada vez mais sensiveis e especificos. Para a identificacdo do anti-HCV é realizado o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou o ensaio de quimioluminescéncia. Além disso, também
pode ser realizado o teste Recombinant Immunoblot Assay (RIBA) que detecta as proteinas
do virus. No entanto, para a confirmacdo da reatividade sorologica torna-se necessario a
confirmacgéo de testes moleculares que visam detectar o RNA do HCV, como o teste de acidos
nucleicos (NAT) que detecta a replicacdo ativa do HCV (GUPTA et al., 2014).

Atualmente, para o diagndstico e monitoramento da hepatite C o Ministério da Salude
juntamente com a Vigilancia em Salude e Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais

(DDAHV/SVS/MS) recomenda a confirmagdo diagndstica através de testes moleculares
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qualitativos e quantitativos. Os testes de amplificacdo de acidos nucleicos séo utilizados para
genotipagem do HCV, uma ferramenta importante na gestdo clinica, capaz de identificar
diversos gendtipos, subgendtipos e populagbes mistas do HCV (BRASIL, 2015b).

Para avaliacdo do grau de acometimento hepatico € estabelecido o método de exame
considerado padrdo-ouro por meio da biopsia hepética. A bidpsia hepatica é um procedimento
invasivo que requer uma estrutura apropiada e hospitaliza¢do. Portanto, quando indisponivel
ou contraindicada recomenda-se a realizacdo de métodos nédo invasivos como a elastografia
hepatica transitdria que permite a estratificacdo dos graus de fibrose realizada por diferentes
metodologias e também por meio da aplicacdo dos escores APRI (AST to Platelet Ratio
Index) e FIB-4 (Fibrosis-4), ambos métodos sdo amplamente validados e recomendados pela
OMS desde 2014 (WHO, 2014).

Os escores APRI e FIB-4 sdo métodos ndo invasivos, que determinam tanto o grau de
fibrose hepética quanto definem o esquema terapéutico. Os valores dos escores APRI e FIB-4
sdo realizados através de calculo matematico simples utilizando os resultados dos exames
laboratoriais de AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), contagem
de plaquetas e a idade do proprio paciente durante o tratamento e acompanhamento do
paciente com hepatite C cronica. Porém, esses valores devem ser calculados a cada seis meses
a fim de obterem resultados fidedignos (BRASIL, 2015b; 2017).

Formula para calcular o valor de APRI (AST to Platelet Ratio Index):

APRI = Valor de AST (UI/L)
Limite Superior Normal de AST (UI/L)
----------------------------------------------------------- X100
Contagem de Plaquetas (10°)
Férmula para calcular o valor de FIB-4 (Fibrosis-4):
FIB-4 = Idade (anos) x AST (UI/L)
----------------------------------------------- X100

Contagem de Plaquetas (109 x ¥ AST (UI/L)
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Os resultados obtidos de APRI e FIB-4 devem ser correlacionados com a escala de
METAVIR (Meta-analysis of Histological Data in Viral Hepatitis), observando os pontos de

cortes preestabelecidos conforme descrito na Tabela 1. (BRASIL, 2017).

Tabela 1: Caracterizacdo de fibrose moderada e cirrose conforme valores de APRI e FIB-4.

APRI APRI FIB-4 FIB-4
METAVIR (baixo corte) (alto corte) (baixo corte) (alto corte)
METAVIR >F2
(Fibrose moderada) 0.5 15 145 3,25
METAVIR F4
(Cirrose) 1,0 2,0

Fonte: (BRASIL, 2017).

O escore Child-Pugh (Child-Turcotte-Pugh) é um sistema de pontuagdo que serve para
distinguir a cirrose compensada da cirrose descompensada e também € capaz de avaliar o grau
de deteriorizacdo da funcdo hepatica (BRASIL, 2015b).

2.6 Ciclo do virus da hepatite C

A entrada do HCV representa o inicio de uma infeccdo, um processo altamente
orquestrado e essencial para a infeccdo e disseminacao viral. As etapas de entrada e replicacdo
do virus incluem a ligacdo e fixacdo do virus nos receptores de superficie dos hepatdcitos,
fusdo, transcricdo do RNA, montagem e liberacdo das particulas virais do HCV (QIAN et al.,
2016).

Um dos fatores de entrada do HCV nos hepatdcitos requerem inmeras proteinas da
célula do hospedeiro, inclusive glicosaminoglicanos (GAGS), o receptor de lipoproteina de
baixa densidade (LDL-R), receptor scavenger classe B tipo | (SRBI), tetraspanina CD81
encontrada na superficie de varios tipos de células, como os hepatocitos, linfécitos B e T, as
lectinas ligadoras de manose (L- SIGN e DC-SIGN) e duas proteinas de jungdo: Claudina-1
(CLDNL1) e Ocludina (OCLN). Essas proteinas sdo essenciais para a entrada do virus, pois é
provavel que elas interajam na regido hipervariavel-I da glicoproteina E2 do nucleocapsideo
(PRECIADO et al., 2014).

Recentemente foi mostrado que a infeccdo pelo HCV esta firmemente associada com o
metabolismo dos lipidios. E importante ressaltar que os lipidios desempenham um papel
importante em varios processos do ciclo de vida do HCV, principalmente a endocitose
(BRANCHE et al., 2016).
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O ciclo de replicacdo do HCV ocorre ap6s a entrada bem sucedida do virus que
geralmente ocorre pela inducdo de endocitose mediada por clatrina e ocludina
(BLANCHARD et al., 2006; ZEISEL et al., 2013; LYU et al., 2015). O processo de
replicacdo do virus ocorre no citoplasma e as etapas sdo as seguintes: 1) a ligacdo dos
receptores da célula alvo com receptores da proteina E2 do virus; 2) a entrada na célula e
liberacdo do RNA viral gendmico no citoplasma; 3) traducdo do RNA, processamento das
poliproteinas virais estruturais e nao estruturais e formagdo de um complexo de replicacao
associado a membrana intracelular; 4) replicacdo do RNA viral com a fita de RNA positiva
para a sintese de uma fita de RNA negativa intermediaria que serve como molde para a
producdo de novas copias de moléculas positivas de RNA; e por ultimo 5) liberacdo de
virions infecciosos na circulacdo a partir de células infectadas (BERTINO et al., 2016)
(Figura 4).
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Figura 4: Esquema do ciclo de replicacéo do virus da hepatite C.
Fonte: Lange et al., (2014).

2.7 Imunopatogénese da infeccdo do virus da hepatite C

A resposta imune inata € a primeira linha de defesa ativa contra qualquer tipo de
infeccdo. O principal papel da resposta imune inata é suprimir a replicacdo viral e induzir a
producdo de citocinas como o IFN do tipo | (o e B), capaz de causar um efeito antiviral nas

células, conduzir a resolucéo da infeccdo e estimular a imunidade adaptativa. Apés a entrada
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do virus na celula, a imunidade inata é desencadeada através do reconhecimento dos PAMPs
(padrdes moleculares associados a patdgenos) pelas células natural killer, células dendriticas e
células de Kupffer através dos PRRs (receptores de reconhecimento padrdo) resultando,
portanto, no reconhecimento do RNA viral (IRSHAD et al., 2013; SCHOGGINS; RICE,
2013).

A resposta imune no figado é desencadeada pelo reconhecimento do patégeno através
da sinalizacéo e interacdo do RNA do HCV aos receptores do tipo Toll-like (TLR 3, TLR 7 e
TLR 8) expressos no endossoma das células dendriticas, células de Kupffer e nos hepatocitos,
entdo estas células fardo o reconhecimento do RNA viral de cadeia dupla e 0 RNA de cadeia
simples. Logo, ocorre a dimerizacdo do TLR e a ativacdo da proteina adaptadora TRIF
(dominio TIR contendo adaptador que induz IFN-B), conduzindo uma cascata de sinalizacdo
intracelular e a producéo de diversas citocinas, incluindo o IFN do tipo I, que ird induzir uma
das principais finalidades da defesa imune que € iniciar o recrutamento de células imunitarias
e direcionar o tipo de resposta imune (LIU; JUNIOR, 2010; HORNER et al., 2013; SUN et
al., 2015).

Outro importante receptor da imunidade inata no reconhecimento de PAMPs é o
sensor citoplasmaticos RIG-1 (gene indutivel por &cido retindico 1) que reconhece RNA viral
contendo trifosfato 5’ (ppp). Apds a interagdo com PAMP, RIG-I serve para desencadear
cascatas de sinalizacdo intracelulares na célula infectada para estimular a producéo de IFN e a
expressao de genes estimuladores de Interferon (ISGs). Os fatores de transcricdo de
Interferon (IRF 3 e 7) e o fator de transcricdo NF-Kappa  (NF- «3) sdo os primeiros fatores
de transcricdo ativados em resposta a infeccdo por HCV. A producédo de IFN tipo | consiste
em suprimir a infeccdo pelo HCV com funcgdes antivirais e imunomoduladoras (SAITO et al.,
2008; KAWAI; AKIRA, 2008; LIU; JUNIOR, 2010; ROSEN, 2013; PARK et al., 2014;
REHERMANN, 2015; GARDINER, 2015; KELL et al., 2015).

Durante a infeccéo pelo HCV as células Natural Killer (NK) desempenham um papel
importante no processo de erradicagdo do virus. As células NK sdo as mais abundantes do
figado e normalmente s&o ativadas na fase precoce da infec¢do. Ao serem ativadas pelo IFN-I,
as células NK podem eliminar os hepatdcitos infectados pelo virus de forma direta, ou seja,
por mecanismo citoliticos ou de forma indireta, através da secre¢do de citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo o IFN-y e o TNF-a (Fator de Necrose Tumoral - alfa), essas citocinas
pré-inflamatorias irdo, portanto, induzir um estado antiviral nas células do hospedeiro. Além
disso, as células NK possuem um importante papel na protecdo contra agentes infecciosos e

na destruicdo de células tumorais. As celulas NK intra-hepaticas tém funcdo anti-fibrética
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através da inibicdo das HSCs (células estreladas hepéticas). Supreendentemente, as células
NK hepéticas ativadas contribuem no controle da leséo hepatica. Por outro lado, quando essas
células NK estdo inativas ou comprometidas, elas permitem que o virus continue invadindo as
células do hospedeiro. E a continuacdo desse processo ira resultar numa infeccao persistente
(GOLDEN-MASON; ROSEN, 2013).

Os antigenos do HCV séo detectados e capturados no figado pelas células dendriticas
mieldides e entdo sdo levados para os linfonodos, onde maturam e expressam ha sua
superficie o antigeno leucocitario humano (HLA) classe | e Il e as moléculas co-
estimulatorias que servem para estimular as células T helper (Th) “naive” a se diferenciarem
em células Thl através da producdo da interleucina 12 (IL-12). As células Thl quando
ativadas secretam IL-2 e IFN-y para induzir a ativa¢do e proliferacdo das células NK e
linfécitos T citotdxicos (CTLs). Os CTLs quando sensibilizados, se encaminham para o
figado e reconhecem peptideos do virus através da apresentacdo via HLA classe | na
superficie dos hepatdcitos infectados. Os CTLs liberam perforinas, granzimas, FAS ligante e
TNF-0, que por sua vez, conduz a morte das células infectadas, a erradicacdo do HCV e o
inicio do processo inflamatério (HIROISHI et al., 2010).

Os sistemas imunes inatos e adaptativos funcionam de forma cooperativa com objetivo
de controlar a invasdo de diversos patdgenos. A resposta imune adaptativa é estabelecida ap6s
a estimulacdo de antigenos através da interacdo entre o MHC 1, Il e o TCR presentes em
linfocitos TCD8" e TCD4", respectivamente. A producdo de citocinas possui um papel
relevante na ativacdo de células, estado antiviral, inflamacdo e eliminacdo do patogeno
(HIROISHI et al., 2010).

A producdo de citocinas é frequente em individuos que tentam resolver a infecgdo pelo
HCV (clearence viral), 0 que sugere uma associacao entre a producdo de citocinas antivirais e
uma evolugdo clinica favoravel (LIOYD et al., 2007). Existem alguns mecanismos dos quais
a resposta de células T ndo sdo bem sucedidas, e isso incluem alguns fatores, como: a
exaustdo de células T, o escape viral no reconhecimento de células T e o aumento na
producéo de células T reguladoras (Tregs) (HALLIDAY et al., 2011) (Figura 5).
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A populagdo de células Tregs expressam constitutivamente CD25" e secretam a
citocina IL-10, que tem sido implicado na supressdo da resposta das células TCD4" e TCD8"*
de forma ativa, portanto, aumentam os riscos de desenvolvimento de uma infeccdo crbnica
(HALLIDAY et al., 2011). Os linfécitos T regulatérios CD4*CD25Foxp3 (Tregs) exercem
seu papel em diferentes apresentagdes clinicas, bem como a supressdo da resposta das células
TCD4", o controle da inflamagdo cronica e os danos hepaticos (BOLACCHI et al., 2006).
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Figura 5: Mecanismo da Resposta imune na hepatite C.
Fonte: Adaptado de HIROISHI et al., (2010)

Um estudo feito por Manigold et al., (2016) com uma coorte de chimpanzés revela o0s
dados de que as células Tregs suprimem a producdo de IFN-y e induzem a morte celular na
infeccdo aguda e crénica por HCV. As células Tregs controlam as células T especificas do
HCV ndo s6 na infeccdo cronica, mas também apds a recuperacdo, de modo que elas
contribuem ativamente para a manutencéo das células TCD8"* de memoria, controlando a sua
ativacdo e a prevencao na apoptose.

Além das citocinas, as quimiocinas sdo pequenas moléculas quimiotaticas envolvidas na
resposta imune inflamatoéria. As quimiocinas e seus receptores tém a finalidade de modular o
influxo das células efetoras imunes. Algumas quimiocinas sao consideradas pré-inflamatorias
como a MCP-1 - Proteina 1 Quimioatraente de Mondcitos (MCP-1/CCL2), Regulagdo da
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Ativacdo da Célula T Normal Expressada e Secretada (RANTES/CCLS5) e a Interleucina 8
(IL-8/CXCL8) que apos a secrecdo podem ser induzidas durante a resposta imune para o sitio
de infeccdo, enquanto outras quimiocinas sao consideradas homeostaticas e estdo envolvidas
no controle da migragéo celular durante o desenvolvimento ou a manutencgéo dos tecidos (LE
et al., 2004; DEVRIES et al., 2006; PALOMINO & MARTI, 2015). Em contra partida,
algumas quimiocinas tém dupla funcéo: inflamatdria e homeostatica, como por exemplo, a
quimiocina Monocina Induzida pelo Interferon-gama (MIG/CXCL9) e a Proteina 10 induzida
por interferon-gama (IP-10/CXCL10) que agem de acordo com o microambiente (LE et al.,
2004). Além disso, as quimiocinas estdo sendo estudadas e relacionadas na terapéutica do
cancer, pois elas parecem estar envolvidas no melhor prognéstico e eficacia clinica da
imunoterapia de tumores sélidos (DUBINETT et al., 2011).

O dano hepético causado na infeccéo cronica pelo HCV é constitutivamente atribuido
aos mecanismos imunomediados pela resposta do hospedeiro. A alta producdo de citocinas
pré-inflamatoria IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-17 e anti-inflamatéria IL-10 e o fator de crescimento
transformante (TGF-B) estdo intimamente relacionados com o aumento da lesdo hepatica e
sisttmica pelo HCV. A lesdo hepatica crbnica é a resposta do tecido hepatico manifestada
pela constante deposicdo da matriz extracelular (MEC) fibrética e nodulos altamente
aparentes, dando origem a troca gradual do tecido hepatico normal por tecido fibrético ndo
funcional, resultando em quadros de fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular (HCC) uma
doenca terminal que resulta em insuficiéncia hepatica e requer transplante hepatico
(TREYER; MUSCH, 2013; MARTINEZ-ESPARZA et al., 2015).

A cirrose hepética é orquestrada por diversas vias de sinalizacdo que medeiam a
producdo de citocinas pelas HSCs, uma das principais células que conduzem a fibrose no
figado, pois elas produzem em excesso colageno tipo | e o inibidor tecidual de
metaloproteinases (TIMPS) durante o desenvolvimento da fibrose hepéatica. O TGF-B, TNF-a,
e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) sdo importantes na iniciacdo e
manutencdo da fibrose no figado, pois medeiam a fibrogénese hepatica e tambem estimulam a
expressdao do gene da MEC nas HSCs (ZHOU et al., 2014; LURIE et al., 2015; SEKI;
BRENNER, 2016).

2.8 Histdricos da abordagem terapéutica

Considerando a alta prevaléncia de pessoas infectadas pelo virus da hepatite C é de

grande relevancia obter um tratamento eficaz a fim de eliminar o virus. Os principais
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objetivos do tratamento da hepatite C sdo: 1) Obter resposta viroldgica sustentada; 2) Evitar a
progressdo da infeccdo e suas consequéncias, tais como cirrose, carcinoma hepatocelular e
obito; 3) Aumentar a qualidade e a expectativa de vida do paciente e 4) Diminuir a incidéncia
de novos casos e reduzir a transmissdo da infeccao pelo HCV (BRASIL, 2018).

O Interferon alfa (IFN-a) serve para interromper a replicagdo viral atraves da
estimulagdo da resposta imune, principalmente na ativacdo das células natural killer, células
dendriticas e células de Kupffer. Além disso, o IFN-a. aumenta o reconhecimento do antigeno
pela apresentacdo aos linfocitos T e causa um efeito antiviral nas células (SAMUEL, 2001). O
IFN-a convencional surgiu no final da década 80 antes mesmo de identificarem o virus Nao-A
e Néao-B, sendo um dos primeiros farmacos contra a infec¢do pelo HCV, as taxas de RVS na
terapia com interferon sdo consideradas abaixo do ideal, alcancando um percentual de cura de
aproximadamente 15% (HOOFNAGLE et al., 1986). Habitualmente, os pacientes com
hepatite C cronica eram tratados com interferon alfa2a ou interferon alfa2b por aplicacdes de
injeccBes semanais num longo periodo de tempo, que duraria em média de 24 semanas até 48
semanas (THOMPSON, 2014).

A Ribavirina (RBV) é um analogo de guanosina que interfere com o metabolismo do
RNA requerido para a replicagéo viral. De uso oral, a RBV foi adicionada juntamente com
IFN-o para o tratamento contra o virus da hepatite C. No Brasil, at¢ o ano de 2015, o
tratamento padrdo para os pacientes com hepatite C era a administracdo de IFN-o-2b
combinado com a ribavirina, obtendo uma eficicia consideravel e aumento de 41% nas taxas
de resposta viroldgica, que resulta na diminuicdo de complicacbes e racaidas apds o
tratamento. Estudos que avaliaram a eficacia do IFN-a quando administrado sozinho, sugerem
que a terapia com IFN-a + RBV ¢ mais eficaz do que 0 IFN-a por si sd, pois a RBV melhora
a cinética da resposta precoce a terapéutica de pacientes em tratamento inicial
(MCHURCHISON et al., 1998; MANNS et al., 2001; FRIED et al., 2002; HOOFNAGLE,
2005; FELD et al., 2010).

A terapia dupla de IFN-peg+RBV foi implantada em 2001 para aumentar as taxas de
cura no tratamento da hepatite C crbnica, uma vez que o IFN-peguilado tem um aumento
maior na sobrevida da farmacocinética do medicamento do que o IFN convencional. Estudos
mostram que pacientes que aderiram a terapia tripla de IFN-peg+RBV obtiveram uma boa
resposta virologica. Entretanto, ainda era visto uma grande dificuldade na continuidade deste
esquema terapéutico, que geralmente estd associado principalmente aos efeitos colaterais, a

forma farmacéutica e o longo periodo de tempo, variando de 24 a 48 semanas, €sses Sao
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alguns fatores que reduziam potencialmente as taxas de adesdo ao tratamento em muitos
pacientes (ADINOLFI; GUERRERA, 2015).

No entanto, no ano de 2011, um novo passo foi dado em relacdo ao tratamento,
quando a Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos (EUA) aprovou uma
série de agentes antivirais de acdo direta (DAAS), que relataram resultados promissores em
resposta ao tratamento (figura 6). Dentre os DAAs, o Boceprevir e o Telaprevir, sdo
pertencentes & primeira classe de inibidores de proteases para o tratamento de pacientes
crénicamente infectados com genoétipo 1 do HCV. Esses farmacos agem especificamente nas
proteinas ndo estruturais do virus NS3/NS4A e NS5A e sdo importantes alvos terapéuticos a
fim de erradicar o virus (MILAZZO et al., 2012; FERNANDEZ-YUNQUEIRA et al., 2013).

Outra estratégia terapéutica para inibir a replicacdo viral foi aprovada em 2013, na
tentativa de melhorar os cuidados para os individuos infectados. Os inibidores de polimerase
interferem na replicagdo viral ao se ligarem a NS5B RNA dependente da RNA polimerase
(RdRp) do HCV. O Sofosbuvir demonstrou eficdcia >90% no tratamento de pacientes
infectados com o virus da hepatite C (SOLVALDI, 2015).

Nos anos de 2014 e 2015, houve um grande marco para a historia da hepatite C, a
novidade era o surgimento de novos DAAs com a combinagdo de farmacos que ndo requerem
a administragdo em associacdo com Interferon. Surge entdo uma nova era livre de IFN
peguilado (ASSELAH; MARCELLIN, 2013; BERTINO et al., 2016) que permite um curto
tempo de duracdo do tratamento, menos efeitos colaterais e que atinge altas taxas de RVS,
além de obter maior adesdo ao tratamento (GENTILE et al., 2016). A administracdo oral
didria de um danico comprimido consiste em inibidores de proteases (IP): Simeprevir
(VAIDYA; PERRY, 2013), Daclatasvir e (GOHIL, 2015), Ledipasvir (KUMTHIP;
MANEEKARN, 2015). Estes novos medicamentos inibem a acdo das proteases, impedindo

com que novas copias do virus sejam feitas.
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Figura 6: Historico da terapia contra o virus da hepatite C.
Fonte: Adaptado de ADINOLFI et al., (2015); HAJARIZADEH et al., (2013).

Dentre os revolucionérios antivirais de agdo direta o protocolo de diretrizes das
hepatites virais aborda os farmacos aprovados em 2015 pelo Ministério da Salde e Vigilancia
Sanitaria e que estdo sendo disponibilizados pelo SUS para o tratamento da hepatite C
cronica. Dentre eles estdo: Sofosbuvir em associacdo com Simeprevir / Daclatasvir, estes sdo
antivirais de acdo direta que agem diretamente nas proteinas do virus impedindo o processo
de replicacdo (BRASIL, 2015a). Também esta disponivel no SUS a associa¢do dos farmacos
Ombitasvir (3D) (inibidor de NS5A), Dasabuvir (inibidor ndo nucleosidico da polimerase
NS5B), Veruprevir (inibidor de protease NS3/4A) e Ritonavir (potencializador
farmacocinético) (BRASIL, 2017), Ledispavir (inibidor do complexo enziméatico NS5A),
Elbasvir (inibidor do complexo enzimético NS5A) e Grazoprevir (inibidor da protease
NS3/4A), essas novas opc¢oes terapéuticas tem o objetivo de expandir o acesso a assisténcia ao
paciente para o tratamento desta doenca, de modo a proporcionas melhoria na qualidade e
expectativa de vida dos pacientes. A associagdo desses farmacos deve ser administrada de
acordo com o gendtipo e a interacdo medicamentosa (BRASIL, 2018).

A terapia preconizada pelo Ministério da Saude do Brasil obedece alguns critérios de
avaliacdo e monitoramento aos pacientes, incluindo: pacientes portadores de histérico de
terapia antiviral para hepatite C designados “paciente experimentado com tratamento
anterior”, pacientes nunca tratado para hepatite C cronica designados “pacientes virgens de
tratamento”, pacientes com fibrose hepatica F2 (ha mais de trés anos), fibrose hepatica

avancada F3 ou F4, pacientes com linfoma, gamopatia monoclonal, mieloma mdaltiplo e
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outras doengas malignas, coinfeccdo com o HIV independentemente do grau de fibrose
hepatica, entre outros. Esses medicamentos atuam diretamente nas proteinas do virus
impedindo sua replicacao, além de constituir um avanco no tratamento da hepatite C cronica
(BRASIL, 2015b).

Sofosbuvir (SOF) é um potente inibidor analogo nucleotideo da RNA polimerase
dependente de RNA na regido NS5B. Ele atua no bloqueio da agdo da polimerase, uma
enzima essencial para a replicacdo do virus. O tratamento de Sofosbuvir tem duracéo de 12 a
24 semanas, administrado por via oral, em dose Unica de 400mg. E aprovado para o
tratamento da infeccdo cronica por HCV para os genotipos 1, 2, 3 e 4. Sofosbuvir pode ser
administrado em combinagdo com Daclatasvir, Simeprevir ou Ribavirina. Para obtencdo da
sua eficacia nunca é indicado ser administrado sozinho (HEPATITE-SOFOSBUVIR, 2014;
SOLVALDI, 2015) (figura 7).
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Figura 7: Acdo dos DAAS.
Fonte: Adaptado de AHMED, FELMLEE, (2015).

O resultado positivo do tratamento da hepatite C é a auséncia do RNA do HCV
determinado pela RVS. Pacientes infectados com HCV gendtipos 1, 2 e 3 que alcancaram
RVS reduziram significativamente o risco de morte pela doenga (BACKUS et al., 2011). O
tratamento com Daclatasvir mais Sofosbuvir em pacientes infectados com HCV genotipo 1, 2,
ou 3, obtiveram taxas de RVS >90%, em apenas 12 semanas de tratamento, inclusive em
pacientes que ndo responderam ao tratamento anterior com Telaprevir ou Boceprevir
(ASSELAH, 2014).
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Simeprevir (SMV) é um inibidor da protease NS3/NS4 do virus da hepatite C de
segunda geracdo. Além disso, Simeprevir é um composto macro ciclico que se liga ndo
covalentemente e inibe a acdo da serina protease do HCV NS3 / 4A, uma proteina que €
responsavel pela clivagem e processamento da poliproteina do HCV codificada. Ele tem
maior especificidade e afinidade de ligacdo nas proteinas NS3 / 4A do virus da hepatite C
(HEPATITE-SIMEPREVIR, 2016).

O tratamento de Simeprevir tem duracdo de 12 a 24 semanas, administrado por via
oral, em dose Unica de 150mg. E indicado para pacientes com gen6tipo 1, com ou sem cirrose.
Podendo ser administrado com Sofosbuvir / Ribavirina, mas nunca é indicado ele sozinho
(HEPATITE-SIMEPREVIR, 2016). Um estudo aberto de fase 2, randomizado, incluiram 167
pacientes com hepatite C crbnica, gendtipo 1, tratados com Sofosbuvir e Simeprevir, com ou
sem ribavirina, por 12 ou 24 semanas. E o resultado foi obtido com apenas 12 semanas de
tratamento e uma elevada taxa de RVS >90% nos pacientes infectados com o virus (LAWITZ
etal., 2014).

Daclatasvir € um inibidor da proteina ndo estrutural NS5A, uma proteina codificada
pelo HCV. Ele tem a funcéo de inibir o complexo de replicacdo do RNA viral e a montagem
do virus (GAO et al., 2010; GOHIL, 2015). O tratamento de Daclatasvir tem duracdo de 12 e
24 semanas, administrado por via oral, em diferentes doses de 30 e 60mg. Podendo ser
administrado com Sofosbuvir / Ribavirina. E indicado para os gen6tipos 1, 3 (EASL, 2015;
DAKLINZA, 2016) e 4 (BRASIL, 2015a).

Um estudo de fase Ill incluindo 152 pacientes com hepatite C, tratados com
Sofosbuvir em associagdo com Daclatasvir alcancaram taxas de RVS com 96% em 12
semanas de tratamento para o gendétipo 3 (NELSON et al., 2015). Esta mesma combinacdo de
drogas antivirais para pacientes infectados com HCV gendtipo 1 alcancaram RVS de 95%
com 12 semanas de tratamentos para pacientes ndo cirroticos e 24 semanas para aqueles
pacientes com cirrose hepatica (POL et al., 2016).

Até pouco tempo, a unica opc¢do terapéutica para a hepatite C crbnica era a terapia
baseada em IFN que visava deter a progressao da doenca hepética. Porém, os resultados desse
tratamento eram bastante limitados devido a baixa eficacia, pouca tolerabilidade e frequentes
efeitos colaterais.

Em contra partida, com o surgimento dos novos antivirais de acdo direta (DAAS)
contra 0 HCV, o panorama do tratamento da hepatite C estd sofrendo grandes modificacdes,
especialmente em pacientes considerados dificeis de tratar, trazendo a esperanca de melhoria

para aqueles pacientes que possuem o virus da hepatite C. No entanto, pouco se sabe das
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alteracdes imunes estimuladas pela utilizagcdo deste novo regime, tais como, a producdo de
citocinas e quimiocinas que podem atuar como preditores de resposta ao tratamento devido a
estimulacdo imune, 0 que poderia estar intimamente relacionado a eficacia ou ndo do
tratamento.

Em virtude dessa vulnerabilidade, é fundamental identificar a relacdo dos novos
medicamentos com o organismo devido a forte interagdo do virus x hospedeiro e
potencialmente identificar biomarcadores de resposta terapéutica que poderiam ser
identificados precocemente, antes mesmo da falha ou sucesso relacionados a nova terapia com
DAA:s.



Objetivos
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

= Caracterizar a resposta imune celular, perfil de citocinas e quimiocinas em

pacientes com hepatite C cronica tratados com antivirais de acdo direta.
3.2 Objetivos Especificos

= Descrever 0 gendtipo do virus da hepatite C;

= Caracterizar as subpopulacdes de linfocitos T e B, células NK e NKT, células
dendriticas e mondcitos em pacientes com hepatite C cronica antes e apos
tratamento com antivirais de acdo direta e no grupo controle;

= Quantificar as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-Y, TNF-a ¢
quimiocinas MCP-1 (CCL-2), IL-8 (CXCL-8), RANTES (CCL-5), IP-10 (CXCL-
10) e MIG (CXCL-9) em pacientes com hepatite C crbnica antes e ap0s tratamento

com antivirais de acédo direta e no grupo controle.



Material e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo para caracterizagdo da resposta imune
celular, perfil de citocinas e quimiocinas em pacientes com hepatite C crdnica tratados com

antivirais de acdo direta.
4.2 Populagéo de estudo

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados os grupos de pacientes (HCV®) e
grupo controle (CN), coletados na Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD) e na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM), respectivamente. Ambas as fundac6es estdo localizadas na cidade de
Manaus, Estado do Amazonas.

As amostras de pacientes HCV* foram estratificadas com base na resposta virolgica
sustentada definida como a auséncia de RNA do HCV plasmatico detectavel 12 semanas apds
o término do tratamento e a Ndo RVS, definida como presenca de RNA de HCV plasmatico
12 semanas apds o término do tratamento. Estes pacientes também foram selecionados em
pacientes ndo tratados anteriormente (naives) e pacientes previamente tratados com outros

regimes (experimentados).
4.3 Critérios de Inclusdo e Exclusdo

Foram incluidos no estudo pacientes diagnosticados com hepatite C crbnica, de ambos
0S Sexo0s, com presenca ou auséncia de fibrose, pacientes com insuficiéncia renal cronica, pos-
transplante de figado e outros orgdos sélidos, sinais clinicos ou evidéncias ecograficas
sugestivas de cirrose hepética (varizes de esdfago, ascite, alteracfes da morfologia hepéatica
compativeis com cirrose), insuficiéncia hepatica, auséncia de carcinoma hepatocelular, entre
outras, que correspondiam as indicagdes de tratamento do protocolo clinico e diretrizes
terapéuticas do Ministério da Saude que procuraram atendimento na FMT-HVD.

Foram excluidos pacientes co-infetados para os marcadores de triagem soroldgica para
0 virus da Hepatite B (HBsAg, NAT-HBV), HIV (anti-HIV, NAT-HIV), HTLV (anti-HTLV),
Doenga de Chagas (teste de ELISA) e Sifilis (VDRL).
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Os individuos enquadrados no grupo controle foram candidatos a doacéo de sangue da
fundacdo HEMOAM, de ambos os sexos, com faixa etaria entre 18 a 65 anos, que ndo
apresentaram sorologia positiva para os testes de triagem sorologica para o virus da Hepatite
C (anti-HCV, NAT-HCV), Hepatite B (anti-HBc, HBsAg, NAT-HBV), HIV (anti-HIV, NAT-
HIV), HTLV (anti-HTLV), Doenca de Chagas e Sifilis (VDRL).

4.4 Coleta dos dados e do material biologico

Os pacientes com hepatite C crénica foram selecionados por demanda espontanea do
atendimento de rotina do ambulatério de hepatopatologia da FMT-HVD no periodo de Abril
de 2016 a Marco de 2018. E os individuos do grupo controle foram coletados na Fundacéo
HEMOAM no periodo de Maio a Setembro de 2016.

Os participantes deste estudo foram convidados a participar da pesquisa assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Em seguida, foi aplicado um
questionario contendo varidveis demograficas, tais com: o nome do candidato, a data do
nascimento, nimero de registro, data da coleta, sexo e presenca de comorbidades.

Alguns dados clinicos e bioquimicos foram coletados do prontuario eletrénico dos
pacientes na FMT-HVD, incluindo o grau de fibrose, carga viral, gendtipo do HCV e
transaminases ALT/AST (Alanina aminotransferase e Aspartato aminotransferase),
respectivamente.

As amostras de sangue foram coletadas por pungdo venosa em tubos com sistema de
coleta a vacuo, foram 2 tubos de 5 mL, um tubo contendo anticoagulante EDTA (BD
Vacutainer® EDTA K2 Franklin Lakes, New Jersey, USA) e um tubo contendo gel separador
(Gel BD SST® Il Advance® Franklin Lakes, New Jersey, USA). Todas as amostras coletadas
foram transportadas ao Laborat6rio Multidisciplinar da Fundacdo HEMOAM para realizagédo
da imunofenotipagem das subpopulacbes de células e quantificacdo das citocinas e
quimiocinas. O fluxograma de atividades desenvolvidas nesta pesquisa foram demostradas na

na Figura 8.
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Analise Estatistica

A Imunofenotipagem das subpopulacdes de células foi realizada pela técnica de

Citometria de Fluxo através de células obtidas de sangue periférico.

As células foram marcadas com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos

que se liga a epitopos especificos, essas amostras foram analisadas pelo Citdmetro de Fluxo

para a caracterizacdo das subpopulacdes celulares. Neste estudo foi utilizado um painel de

anticorpos monoclonais, divididos em 08 tubos para a caracterizacdo das populacdes celulares

descrito abaixo: (Tabela 2).
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Tabela 2: Descricdo dos clones, lotes, nimero de catalogos, fluorescéncias, marca e perfil celular dos anticorpos monoclonais utilizados na citometria de fluxo.

Tubo Anticorpo Fluorescéncia Clone Lote Cat.N° Marca Perfil Celular
01 - - - - - - CN
Human Anti-CD3 PercP SK7 2229903 347344 BD@ Biosciences
- Human Anti-CD4 PE MT310 00070964 R0805 Dako Linf. T CD4* CD8" e Ativacio
Human Anti-CD8 FITC B9.11 34 A07756 Beckman Coulter Celular CD69*
Human Anti-CD69 APC FN50 68183 555533 BD@ Biosciences
Human Anti-CD5 FITC UCHT?2 63832 555352 BD@ Biosciences
03 Linf. Be B1
Human Anti-CD19 PE HIB19 66211 555413 BD@ Biosciences
Human Anti-CD3 PercP SK7 2229903 347344 BD@ Biosciences
04 Human Anti-CD16 FITC 368 70067 555406 BD@ Biosciences Células NK e NKT
Human Anti-CD56 PE B159 05803 555516 BD@ Biosciences
Human Anti-CD14 APC MS5E2 87809 555399 BD®@ Biosciences ] )
05 Mondcitos e Células Ativadas
Human Anti-CD80 PE L307.4 57050 557227 BD@ Biosciences
Human Anti-CD14 APC M5E2 87809 555399 BD@ Biosciences
06 Human Anti-CD11c PE 3.9 B140910 301606 BioLegend® Células Dendriticas
Human Anti-CD123 FITC 6H6 B140008 306014 BioLegend®
07 - - - - - - CN
Human Anti-CD4 FITC RPA-T4 75982 555346 BD@ Biosciences
08 Linf. Treg
Human Anti-CD25 PercP MEM-181 521760 PC218T100 BD@ Biosciences
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Inicialmente foi incubado 100pL de sangue total nos tubos 1-6 e 200pL nos tubos 07 e
08 com 1pL de cada anticorpo nos seus respectivos tubos. Estes foram homogeneizados e
incubados por 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Ap6s a marcacéo dos
glébulos brancos, as hemaécias presentes foram lisadas com 2ml de solucdo de lise (BD
FACS™ Lysing Solution, Cat. N° 349202, Lot: 24299, BD® Biosciences San Jose, CA, USA),
diluida 10 vezes em agua destilada.

Os tubos contendo a solucdo de lise foram incubados por 10 minutos nas mesmas
condicdes. Passado a fase de incubacdo, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm por 5
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado por inverséo e acrescentado 2 mL de
PBS-W (8,0g de NaCl, 1,16g de Na2HPO4, 0,29 de KH2PO4, 0,2g de KClI e 5,09 de BSA, gsp
1L H20 destilada, pH: 7,2) para lavagem do pellet formado. Posteriormente, os tubos
contendo PBS-W foram homogeneizados e centrifugados novamente a 1500rpm/5min. Apés
a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado por inversdo e adicionado 300uL de solucéo
fixadora (40,0g de HO(CH>0O)n CH,OHNaCl, 0,106g de NaOH, 40,04G de C2HsAsOONa e
26,69 de NaCl, gsp 200mL de H20 destilada, pH: 7,2) nos tubos 1-7, sendo armazenados em
geladeira até o0 momento da leitura.

Aos tubos 07 e 08, foi adicionado 2mL de PBS-P (8,0g de NaCl, 1,16g de Na,HPOQ4,
0,29 de KH2PQOg4, 0,2 de KCI, 5,0g de BSA e 5,0g de Saponina, gsq 1L H>O destilada, pH:
7,2) para permeabilizagdo celular. Os tubos foram homogeneizados novamente e incubados
por mais 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 1500rpm/5min.

O sobrenadante foi descartado e acrescentado 2mL de PBS-W para lavagem do pellet
formado. Os tubos contendo PBS-W foram homogeneizados e centrifugados novamente. Ao
término da centrifugacdo, o sobrenadante foi incubado por mais 20 minutos com PBS-P (tubo
07) e 100uL de anticorpo intracelular anti-FoxP3 AF647, diluido (1:10) em PBS-P (tubo 08)
complementando o protocolo.

Apls o tempo de incubacdo, as células foram lavadas com 2mL de PBS-W e
centrifugadas a 1500rpm/5min. Ao final o sobrenadante foi desprezado por inversédo e
adicionado 300pL de Solugdo Fixadora e armazenadas na geladeira até 0 momento da leitura.

A aquisicdo das amostras foi realizada no laboratorio de Citometria de Fluxo da
Fundagdo Hemoam, no Citdmetro de Fluxo FACSCalibur® (Becton, Dickinson and
Companhy, San Jose, CA,USA). Para a identificacdo morfométrica e imunofenotipica das
células foi utilizado o programa FlowJo (v9.4), com o auxilio de “gates” para a selecdo das

populacgdes de interesse em graficos que combinaram caracteristicas morfologicas (tamanho e
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granulosidade) com caracteristicas imunofenotipicas através das fluorescéncias dos anticorpos
monoclonais utilizados para identificar as células alvos. Os graficos utilizados foram do tipo
“dot plot”, “contour plot” e histograma, pois apresentam uma melhor visualizacdo das

estratégias de andlise.

4.5.1. Identificacdo da Populacdo de Linfocitos T CD4*, TCD8*, Linfocitos T ativados
CD69*, Linfocitos B (CD19%) e B1 (CD5*CD19%).

A identificacdo das populagdes de Linfocitos T (CD4* e CD8"), Linfocitos T ativados
(CD69"), Linfécitos B (CD19%) e B1 (CD5'CD19") foram realizados primeiramente com um
grafico de SSC x FSC (Figura 9A) ¢ uma “gate” foi criada na regido de linfocitos totais. Em
seguida foram elaborados seis graficos: 1) CD3 PercP x CD4 PE (Figura 9B); 2) CD3 PercP
X CD4 PE x CD69 APC (Figura 9C); 3) CD3 PercP x CD8 FITC (Figura 9D); 4) CD3 PercP
x CD8 FITC x CD69 APC (Figura 9E); 5) CD19 PE (Figura 9F); 6) CD5 FITC CD19 PE
(Figura 9G). Em seguida foram selecionadas as populagdes positivas para CD3*CD4*
(Linfécitos T CD4"), CD3*CD8" (Linfécitos T CD8"), CD19* (Linfécitos B), CD5*CD19*
(Linfocitos B1).
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Figura 9: ldentificagdo dos Linfécitos T (CD4* e CD8*), Linfdcitos ativados (CD69*), Linfécitos B
(CD19%) e B1 (CD5*CD19*) no programa FlowJo (v9.4).
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4.5.2. Identificacdo dos Linfocitos T regulatérios (CD4*CD25*FoxP3™)

A identificacdo dos Linfdcitos T regulatorios (Treg) foi feita com um grafico de SSC x
FSC (Figura 10A) e uma “gate” foi criada na regido de linfocitos totais. Apos a criacdo da
gate, foi elaborado um gréfico de SSC x CD4 PE (Figura 10B). Em seguida foi criado um
grafico CD25 FITC x FoxP3 AF647 (Figura 10C); 3) com a populacdo de LT CD4". A

populacdo positiva para CD4"CD25"FoxP3* foi selecionada, caracterizando os linfocitos

Treg.
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Figura 10: Identifica¢do dos Linfdcitos Treg (CD4*CD25*FoxP3*) no programa FlowJo (v9.4).

45.3. ldentificacdo da Populacdo de Células NK (CD3'CD16*CD56*) e NKT
(CD3*CD16*CD56%)

A identificacdo das populagdes de Células NK (CD3/CD16*/CD56") e NKT
(CD3*/CD16*/CD56") foi realizada primeiramente com um grafico de SSC x FSC (Figura
11A) e uma “gate” foi criada na regido de linfocitos totais. Apos, foi elaborado um gréafico de
SSC x CD3 Percp (Figura 11B). Em seguida foram elaborados dois gréaficos: 1) CD3" PercP
e CD56 PE x CD16 FITC (Figura 11C); 2) CD3 PercP e CD56 PE x CD16 FITC (Figura
11D). Ao final foram selecionadas as populagdes CD3-/CD16/CD56" (Células NK) e
CD3*/CD16*/CD56" (Células NKT).
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Figura 11: Identificacdo das Células NK (CD3'CD16*CD56*) e NKT (CD3*CD16*CD56*) no programa

FlowJo (v9.4).

4.5.4. Identificacdo dos Mondcitos (CD14*%) e Mondcitos Ativados (CD14*CD80")

Para identificacdo de Mondcitos e maocitos ativados foi realizado um grafico de SSC x

CD14 FITC (Figura 12A) e uma “gate” foi criada na regido positiva para monocitos
(CD14"). Em seguida, foi feito um grafico de CD14 FITC x CD80 PE (Figura 12B),

selecionando a populacéo duplo positiva (CD14"CD80%), que sdo conhecidas como mondcitos

ativados.
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Figura 12: Identificacdo dos Mondcitos (CD14%) e Mondcitos Ativados (CD14*CD80*) no programa FlowJo

(v9.4).
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45.5. ldentificacdo das Células Dendriticas Mieldides (CD14CD11c*CD123) e
Plasmocitoides (CD14CD11¢cCD123%)

Para identificacdo de Células Dendriticas Mieldides (mDCs) e Plasmocitoides (pDCs)
foram realizadas primeiramente com um gréafico de SSC x FSC (Figura 13A) ¢ uma “gate”
foi criada na regido das células mononucleadas. Apo6s, foi elaborado um grafico de SSC x
CD14 APC (Figura 13B) e selecionando a populacdo CD14". Em seguida foi elaborado um
gréfico CD11c PE x CD123 FITC (Figura 13C). Ao final foram selecionadas as populacdes
CD14CD11¢*CD123 (mDCs) e CD14"CD11¢'CD123* (pDCs).
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Figura 13: Identificacdo das Células Dendriticas Miel6ides (CD14'CD11c*CD123") e Plasmocitbides (CD14-
CD11¢cCD123*) no programa FlowJo (v9.4).

4.6 Quantificacdo de Citocinas e Quimiocinas Plasmaticas por CBA (Cytometric Bead
Array)

A quantificacdo de citocinas e quimiocinas das amostras de plasma dos pacientes e
controle foi realizada pela técnica de Citometria de Fluxo CBA (Cytometric Bead Array) no
Laboratério Multidisciplinar do HEMOAM, com o Kit BD™ Human Tu1/Tn2/Tr17 Cytokine
(Cat. N° 560484, Lot.: 29132, marca BD® Biosciences, San Diego, CA, USA) e o Kit BD
HumanChemokine, seguindo as orientagOes descritas pelo fabricante. As citocinas
quantificadas foram: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e TNF-a, e as quimiocinas MCP-
1 (CCL-2), IL-8 (CXCL-8), RANTES (CCL-5), IP-10 (CXCL-10) e MIG (CXCL-9).

O Kit BD™ CBA utiliza uma série de particulas (microesferas ou beads) de tamanho
conhecido e com intensidade de fluorescéncia distinta para detectar simultaneamente através
de uma superficie de captura as varias citocinas e quimiocinas soltveis. Cada bead de captura

estd conjugada a um anticorpo especifico para cada citocina e quimiocina. A deteccdo das
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citocinas e quimiocinas presentes na amostra € realizada atraves de anticorpos conjugados ao
fluorocromo ficoeritrina (PE) que fornecem um sinal fluorescente em proporcéo a quantidade
de citocina e quimiocina da amostra ligada a bead. Os complexos formados de bead de
captura + citocina da amostra + anticorpo de deteccdo serdo quantificados através da
Citometria de Fluxo. A intensidade da Fluorescéncia PE de cada complexo revela a
concentracdo em pg/mL de cada citocina e quimiocina. Para a aquisicdo das amostras foi
utilizado o Citdmetro de Fluxo FACSCanto Il (Becton, Dickinson and Company, San Jose,
CA, USA) do Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD) - Fiocruz Amazonia.

Para o célculo das concentracdes em pg/mL e Intensidade Média de Fluorescéncia
(MFI) de cada citocina e quimiocina sera utilizado o software FCAP-Array™ (v3.0.1).

4.7 Aspectos Eticos

Este projeto faz parte de um projeto maior intitulado “ldentificacdo e selecdo de
peptideos miméticos reativos aos soros de pacientes HCV® e sua influéncia no
desenvolvimento da fibrose hepética in vitro” aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (CEP-HEMOAM), sob o
CAAE N° 49652815.8.0000.0009.

4.8 Analises Estatisticas

Para as andlises estatisticas dos dados da imunofenotipagem das subpopulacbes de
células e a quantificacdo das citocinas séricas e quimiocinas foram realizadas através do
software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA). As caracteristicas clinicas e
demogréficas, a média de intensidade de fluorescéncia das citocinas e quimiocinas séricas
entre 0 grupo controle e pacientes com hepatite C foram realizadas com o teste ndo
paramétrico Mann-Whitney. Para as comparagGes entre os grupos de trés ou mais varaveis foi
utilizada a variancia ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal-Wallis e pds — teste de
Comparagdo Multipla de Dunn’s, incluindo comparagdo da média de intensidade de
fluorescéncia (MFI) das subpopulacfes de células, citocinas e quimiocinas entre 0s grupos
controle e pacientes com hepatite C. A significancia estatistica foi definida em ambos 0s casos

em p<0,05.



Resultados
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5 RESULTADOS

Esta pesquisa iniciou com 102 participantes elegiveis para o estudo de caso-controle.
Contudo, 17 pacientes nao realizaram a coleta ap0s o tratamento e apenas 87 amostras foram
coletadas de sangue periférico de pacientes infectados pelo virus da Hepatite C atendidos na
FMT-HVD. Destas, 52 amostras sdo provenientes de pacientes antes do tratamento (pré-
tratamento) e 35 amostras de pacientes com 12 semanas ap0os o término do tratamento (p6s-
tratamento). Além disso, foram coletadas 50 amostras de individuos ndo infectados
enquadrados como grupo controle na Fundacdo HEMOAM para utiliza-los como valores de
referéncia das subpopulacdes de células e concentracdes séricas de citocinas e quimiocinas do

sangue periférico (Figura 14).

102 participantes elegiveis para o estudo de caso controle do estado do

Amazonas
Grupo de Casos HCV+
Grupo Controle 5 antle S ?0 tdrlatametlilto d
50 individuos saudaveis J Pacienes Claghostcacos
com infecgdo cronica pelo
HCV+

17 pacientes ndo
realizaram a coleta apos o
tratamento motivos:
- (Obitos, transplantes,
viagens e que nao
terminaram o tratamento)

Grupo casos HCV apés o
tratamento
35 pacientes que realizaram a
coleta apos o tratamento com
DAAs

Figura 14: Fluxograma dos resultados.
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5.1 Dados demograficos, caracteristicas clinicas e epidemiologicas

Na Tabela 03 estdo descritos os dados demogréaficos, as caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas dos pacientes Pré-Tratamento (Pre-Tto), Pds-Tratamento (POs-Tto) e
individuos do grupo controle (CN).

O grupo de pacientes com Hepatite C apresentou a média de faixa etéria
significativamente maior que os individuos do grupo controle (58,90+13,48; 60,43+£11,69;
32,42+11,75), respectivamente, com valor de p<0,0001. Em relacdo ao género, observamos
que os pacientes com infeccdo pelo HCV teve predominio do género feminino (n=28),
enquanto que no grupo controle, a maioria dos individuos foi composta pelo género
masculino (n=36).

Quanto aos gendtipos do HCV, nota-se que a maioria dos pacientes apresentaram o
genotipo 1 como o mais frequente, seguido do gendtipo 3 e 2. Além disso, foi observado a
presenca do genotipo 4 em nossa regido (Anexo 01), bem como a presenca dos gendétipos 1 e
2 em um Unico paciente. A maioria dos pacientes eram naives de tratamento. Todos o0s
pacientes sujeitos ao tratamento prévio completaram as 12 ou 24 semanas de terapia. Nenhum
desses pacientes interrompeu o tratamento. O nUmero reduzido de pacientes no pés-
tratamento é devido a mudanca desses pacientes para a cidade de origem, 6bitos, transplantes
e também devido ao ndo término do tratamento até 0 momento das coletas apds o tratamento,
em atencdo ao prazo da defesa deste trabalho.

Nota-se que a maioria dos pacientes HCV™ apresentou grau de fibrose hepatica leve
<F2 segundo a classifica¢do do escore FIB-4, método ndo invasivo que indica o grau de lesdo
hepéatica. Estes pacientes ndo indicaram riscos significativos de doenca hepatica mais
avancada conforme indicado pelo escore de Child — Pug, no qual a frequéncia maior foi
enquadrada como classe A.

Entre as opg¢des terapéuticas disponiveis, foi observado que a maioria dos pacientes
trataram com Sofosbuvir + Daclatasvir (SOF+DCV), sequida de Sofosbuvir + Simeprevir
(SOF+SMV) e Sofosbuvir + Ribavirina (SOF+RBV). Haja vista que, a maioria dos pacientes
foram tratados com 12 semanas.

A taxa de RVS foi atingida por 94,3% dos pacientes. No entanto, a falha na resposta
ao tratamento foi observada por dois pacientes infectados pelo genotipo 1, sendo que um dos
pacientes atingiu RVS ap6s o segundo tratamento com DAAs (Anexo 2). O outro paciente
recidivou, ou seja, apresentou RNA detectavel apds o término da terapia. Trés pacientes nao

conseguiram obter RVS12 devido a morte antes de dar inicio ao tratamento. A maioria das
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mortes ocorreu em pacientes com doenca hepatica; as causas das mortes incluiram: 1°)
Descompensacdo hepéatica e Pneumonia, 2°) Sepse e 3°) Acidente Vascular Cerebral (AVC).
Nenhuma morte relatada foi considerada associada ao tratamento.

Em relacdo as caracteristicas hematologicas, observou-se diminuicao significativa nos
paramétros de pacientes infectados pelo HCV™ antes e apds o tratamento quando comparados
ao grupo controle; tais como, o nimero de leucdcitos totais (WBC) (p<0,0122a; p<0,0012b),
hemacias (RBC) (p<0,0001a; p<0,0001b), hemoglobina (Hb) (p<0,000la; p<0,0001b),
hematocrito (Ht) (p<0,0001a; p<0,0001b) e plaquetas (PLT) (p<0,000la; p<0,0001b),
respectivamente (Tabela 03).

Pardmetros laboratoriais associados a fungdo hepética foram avaliados no inicio e ap6s
o0 tratamento. Nota-se que melhorias foram observadas no grupo de pacientes em Pos-Tto,

alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e bilirrubina.
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Tabela 3: Caracteristicas epidemiolégicas, clinicas e laboratoriais do grupo controle, pacientes pré-tto e pés-tto.

Caracteristicas Grupo Pacientes Pacientes
Controle Pré-Tto Pos-Tto P value
(N=50) (N=52) (N=35)
Epidemioldgicas e Clinicas
<0,0001a

Idade (M +DP) 32,42+11,75 58,90+13,48 60,43+11,69 <0,0001b

Género (masculino / feminino) 36/14 24/28 18/17 -

Genotipos do HCV *

(1/2/3/4/1+2)* - 33/4/12/1/1 25/2/6/1/1 -
Naive / Experimentado - 38/11 27/8 -
<F2 (FIB-4 <3,25) - 27 18 -
>F2 (FIB-4 >3,25) - 25 17 -
Child-Pug A/B/C - 47/3/2 31/2/2 -
Hipertenséao Portal - 13 8 -
SOF+SMV - 13 5 -
SOF+DCV - 34 23 -
SOF+RBV - 3 2 -

12 / 24 semanas - 30/19 22/13 -
RVS / Nao RVS / Outros - -1-117 34/1 -
Hematoldgicas (Média +DP)
WBC (unid. x 109/mm?) 6,283+1477 589643054  5159+1,604 8'8333
. 3 e <0,0001a
RBC (unid. x 103/mm?) 5,098+0,6238 4,371+0,7961 4,482+0,5887 <0.0001b
<0,0001a
Hb (g/dL) 15,07+1,825 13,372,197 13,26+1,570 <0.0001b
0 <0,0001a
Ht (%) 44,52+5,630 39,36+6,411 39,59+4,302 <0.0001b
0,0089a

VCM (fL) 87,43+4,433 90,977,299 88,8616,956 0.2839b

0,0053a

HCM (pg) 29,61+1,624 30,92+2,870 29,84+2,719 0.6616b
0,5806a

CHCM (g/dL) 34,00+1,746 33,97+1,190 33,57+1,066 0,1440b
0,5963a

RDW (%) 13,54+0,7290 13,81+1,090 13,95+1,077 0,1437b
; 6 3 <0,0001a

Plaguetas (unid. x 10%/mm?) 247,6155,74 173,3+92,18 186,1+83,58 <0,0001b

Bioquimicas
Valor de (Média +DP) (Média +DP)
Referéncia**

TGO/AST (mg/dL) 5-40 UI/L 57,78+41,69 36,95+26,18 0,0311
TGP/ALT (mg/dL) 10-55 UI/L 52,67+41,64 25,33+25,33 0,0193
Bilirrubina Total (mg/dL) 0,1-1,2 mg/dL 1,675+4,566 0,9810+0,05771 0,9033

#Teste Kruskal-Wallis; DP: Desvio padrdo; *Gendtipo: Paciente negativou a carga viral antes do Tratamento;
paciente apresenta dois genotipos do HCV; Naive: Pacientes sem tratamento prévio e Experimentado: Paciente
com mais de uma terapia; FIB-4: Score ndo invasivo para determinar fibrose hepatica, FIB-4>3,25 caracteriza
METAVIR >F2; Hipertensdo Portal: Critérios de avaliagdo da hipertensdo portal: Varizes esofégicas,
Plagquetopenia e esplenomegalia; SOF/SMV: Sofosbuvir + Simeprevir; SOF/DCV: Sofosbuvir + Daclatasvir;
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SOF/RBV: Sofosbuvir + Ribavirina; RVS: Resposta Virologica Sustentada; Ndo RVS: Ndo houve Resposta
Viroldgica Sustentada; Outros: Inclui pacientes que foram fazer transplante, pacientes que nao terminaram o
tratamento a tempo de coleta e pacientes que viajaram para outros estados e Obitos: 1° Descompensacéo
hepética e Pneumonia (N&o iniciou o TTo), 2° Sepse (N&o iniciou 0 TTo) e 3° Teve AVC, porém se recuperou,
ndo temos informacdes sobre a causa da morte (Iniciou 0 TTo); WBC: Gldbulos Brancos; RBC: Glébulos
Vermelhos; Ht: Hematdcrito; Hb: Hemoglobina; VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina
Corpuscular Média; CHCM: Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média; RDW: Amplitude de
Distribuicdo dos Gl6bulos Vermelhos (Red Cell Distribution Width); AST: Aspartato Aminotransferase; ALT:
Alanina Aminotransferase. a= comparagdo do grupo controle com pacientes pré-tto; b= comparacdo do grupo
controle com pacientes pés-tto. Aplicacdo do Teste T ndo paramétrico e Mann Whitney. Valor de Referéncia**:
Retirado a partir de resultados de exames bioquimicos dos kits.

Na Tabela 4 estdo descritos os dados demogréaficos, as caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas dos pacientes com infecgdo cronica por hepatite C extratificados de acordo
com o grau de fibrose (<F2 ¢ >F2). Sendo assim, a média de faixa etaria no grupo com fibrose
moderada (>F2) foi maior que o grupo de fibrose leve (<F2). Em relacdo ao género,
observamos um predominio de pacientes com hepatite C do sexo feminino com fibrose leve,

quando comparado a fibrose moderada.

Tabela 4: Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais dos pacientes Pré e P6s-TTo extratificados
conforme o grau de fibrose hepética.

Pacientes Pré-Tto Pacientes Pos-Tto
Caracteristicas <F2 > F2 <F2 > F2 p value
(N=26) (N=26) (N=18) (N=17)
Epidemiologicas e Clinicas

Idade (M +DP) 54,12 +15,47 63,69 49,138 57,89 +13,43 63,12 +9,164  0,0614
Género (masculino / feminino) 13/13 13/13 8/10 10/7 -
Genotipos do HCV 15/2/7/1* 18/2/5/1 12/1/4/1 13/1/2/1* :
(1/2/3/4/1+2)*
Naive e Experimentado 20/6 18/8 14/4 13/4 -
SOF+SMV 8 5 6 4 -
SOF+DCV 15 19 11 12 -
SOF+RBV 1 2 1 1 -
Child-Pug A/B/C 26 20/4/2 18 12/3/2 -

#Teste Kruskal-Wallis; DP: Desvio padrdo; *Gen6tipo: Paciente negativou a carga viral antes do Tratamento;
paciente apresenta dois gendtipos do HCV; Naive: Pacientes sem tratamento prévio e Experimentado: Paciente com
mais de uma terapia; SOF/SMV: Sofosbuvir + Simeprevir; SOF/DCV: Sofosbuvir + Daclatasvir; SOF/RBV:
Sofosbuvir e Ribavirina; RVS: Resposta Viroldgica Sustentada.

5.2 Perfil de Resposta Imune Celular nos pacientes com Hepatite C

A resposta imune celular foi analisada na populacéo de pacientes com hepatite C Pré e
Pds-Tto e no grupo controle. Foi avaliado o perfil celular de mondcitos, células dendriticas
miel6ides e plasmocitdides, linfécitos T CD4*, T CD8", Treg, B, B1, células NK e NKT.

Alem dessas células, foram analisados marcadores de ativagdo celular.
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Inicialmente foi analisado o percentual de mondcitos ativados, sendo observada uma
diminuicdo no numero de células periféricas apds o tratamento quando comparado ao grupo
controle e o inicio do tratamento, respectivamente (p<0,0051 e p<0,0120) (Figura 15). Nao
houve diferencas estatisticamente significativas entre os subgrupos quando comparados com o0

grupo controle.
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Figura 15: Ativacdo dos mondcitos do grupo controle, pacientes Pré e Pds-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B).
Imunofenotipagem com painel de dupla marcacdo por citometria de fluxo, utilizados para
quantificar a porcentagem de mondcitos (CD14") e ativacdo celular (CD80"). Os resultados sdo
expressos em graficos de dispersdo de valores individuais destacando a porcentagem média das
populacdes. “*” E usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores
significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados
nos individuos do grupo controle, obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido
do pés-teste de Dunn’s.

As células dendriticas (DC) foram avaliadas quanto a porcentagem de DC mieldides
(mDC) e plasmocitdides (pDC). Um aumento significativo foi observado no grupo Po6s-Tto
em relacdo ao grupo controle e grupo de Pré-Tto (p<0,0019, p<0,0109). Na anélise dos
subgrupos Pré e P6s-Tto segregados em pacientes naives e experimentados, notou-se aumento
significativo no subgrupo de pacientes naives do grupo apos-Tto quando comparado com o

grupo controle e o grupo de Pré-Tto (p<0,0002) Figura 16.
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Figura 16: Frequéncia das células dendriticas mieléides (mDC) no grupo controle, pacientes Pré e
Pés-Tto (A) e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados
(B). Imunofenotipagem com painel de tripla marcacdo por citometria de fluxo, utilizados para
quantificar a porcentagem de mDC (CD14'CD11c¢*CD123"). Os resultados sdo expressos em
gréaficos de dispersdo de valores individuais destacando a porcentagem média das populagdes. “*”
E usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente
diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos individuos do
grupo controle obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de
Dunn’s.

Quanto as células dendriticas plasmocitdides, foi observada uma diminuicao
significativa no grupo Pré-Tto em relacdo ao grupo controle e grupo de Pés-Tto (p<0,0001;
p<0,0001). Na andlise dos subgrupos Pré e PoOs-Tto segregados em pacientes naives e
experimentados, notou-se aumento significativo no subgrupo naive do grupo de Pds-Tto
guando comparado com o grupo controle e o grupo de Pré-Tto, respectivamente (p<0,0001;
p<0,0001; p<0,0011). Figura 17.
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Figura 17: Frequéncia das células dendriticas plasmocitéides (pDC) no grupo controle, pacientes
Pré e P6s-(A) e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados
(B). Imunofenotipagem com painel de tripla marca¢do por citometria de fluxo, utilizados para
quantificar a porcentagem de pDC (CD14'CD11c'CD123*). Os resultados sdo expressos em
graficos de dispersdo de valores individuais destacando a porcentagem média das populagdes. “*”
E usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente
diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos individuos do
grupo controle obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de

Dunn’s.

Os linfécitos T CD4*/CD8" séo células importantes que podem responder a multiplos
mecanismos da resposta imune adaptativa, além de serem pecas fundamentais na iniciacdo e
manutencdo da imunidade adquirida. Os resultados evidenciam que a subpopulacdo de
Linfocitos T CD4" apresenta diminuicdo no Pré-Tto nos pacientes com infecgdo cronica pelo
HCV quando comparado ao grupo controle e pacientes tratados (Pds-Tto) (p<0,0018;
p<0,0070), respectivamente; voltando a quantidades semelhantes ao controle apds o tratamento
(Figura 18-A). Também foi observado diminuicdo nos pacientes experimentados que

iniciaram a terapia (p<0,0001) e aumento na frequéncia dessas células ap6s o tratamento

(p<0,0004) (Figura 18-B).
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Figura 18: Frequéncia de linfécitos T CD4* no grupo controle, pacientes Pré e P6s-Tto (A) e categorizados de
acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). Imunofenotipagem com painel de dupla
marcacdo por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem de linfécitos T CD4* (CD3*CD4").
Os resultados sdo expressos em gréaficos de dispersdo de valores individuais destacando a porcentagem média
das populagdes. “*” E usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente
diferentes (p<0,05) em comparagdo com os valores de referéncia encontrados no grupo controle obtido através
do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn'’s.

Ao avaliarmos as subpopulacdes de Linfécitos T ativados CD4*CD69* no sangue
periférico, observamos um aumento significativo dos pacientes antes do tratamento quando
comparado com grupo controle (p<0,0001) e paciente pés-tto (p<0,0001). Portanto, o
tratamento induziu reducdo da ativacdo desses linfocitos apds o tratamento, como mostra na
Figura (19-A). Este perfil também foi encontrado naqueles pacientes que eram naives no
inicio do tratamento quando comparados aos pacientes experimentados ap6s o tratamento e
grupo controle (p<0,0001; p<0,0001; p<0,0001), respectivamente (Figura 19-B).
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Figura 19: Frequéncia e ativacdo de linfocitos T CD4*CD69* no grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). Imunofenotipagem com
painel de tripla marcacdo por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem de linfécitos T CD4*
(CD3*CD4") e ativagdo celular (CD69%). Os resultados sdo expressos em graficos de dispersdo de valores
individuais destacando a porcentagem média das populacdes. “*” E usado para identificar o grupo de pacientes
que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia
encontrados no grupo controle obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de

Dunn’s.

Em relacdo aos linfocitos T CD8*, a analise dos resultados mostra que ndo foi
observado aumento significativo dessas células antes do tratamento, porém estas células
aparecem diminuidas apdés o tratamento quando comparados ao grupo controle e no pré-
tratamento (p<0,0018; p<0,0070), respectivamente (Figura 20-A) e também os pacientes

naives mostraram diminuidos quando comparados ao grupo controle (p<0,0001) (Figura 20-

B).
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Figura 20: Frequéncia de linfécitos T CD8* no grupo controle, pacientes Pré e P6s-Tto (A) e categorizados de
acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). Imunofenotipagem com painel de dupla
marcacdo por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem de linfécitos T CD8* (CD3*CD8").
Os resultados sdo expressos em gréaficos de dispersdo de valores individuais destacando a porcentagem média
das populagdes. “*” E usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente
diferentes (p<0,05) em comparagdo com os valores de referéncia encontrados no grupo controle obtido através
do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn'’s.

Quanto aos linfécitos T citotdxicos ativados (CD8*CD69+) no sangue periférico, foi
observado aumento significativo antes do tratamento quando comparado ao grupo controle e o
grupo apos o tto (p<0,0001; p<0,0001), seguindo-se de uma reducdo da ativacdo dessas
células nos pacientes ap6s o tto (Figura 21-A). Além disso, nota-se uma elevacdo da
expressdao de CD69* nos linfécitos T CD8" antes do tratamento dos pacientes naives, porém
ao decorrer do tratamento, observa-se que ha uma diminuicdo da ativacdo dessas células ap6s
a terapia quando comparado ao grupo controle e pacientes experimentados (p<0,0001;
p<0,0016; p<0,0011), respectivamente (Figura 21-B).
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Figura 21: Frequéncia e ativagdo de linfécitos T CD8+CD69+ no grupo controle, pacientes Pré e Pds-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). Imunofenotipagem com
painel de tripla marcagéo por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem de linfécitos T CD8+
(CD3+CD8+) e ativacdo celular (CD69+). Os resultados sdo expressos em graficos de dispersdo de valores
individuais destacando a porcentagem média das populagdes. “*” E usado para identificar o grupo de pacientes
que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia
encontrados no grupo controle obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de

Dunn’s.

Como mostra a Figura (22-A e B), ndo houve diferengas significativas entre os

pacientes com hepatite C e grupo controle, e nem quando ha estratificagdo dos subgrupos

quando analisou-se os linfocitos T regulatorios (CD4"CD25 'FoxP3™).
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Figura 22: Frequéncia de linfécitos T reguladores (Treg) no grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). Imunofenotipagem com
painel de tripla marcacdo por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a porcentagem de linfécitos Treg
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(CD4*CD25*FoxP3*). Os resultados séo expressos em graficos de dispersdo de valores individuais destacando a
porcentagem média das populagdes. “*” E usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores
significativamente diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados no grupo
controle obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn'’s.

Os linfocitos B e Bl sdo importantes células da imunidade humoral capazes de
produzir anticorpos antivirais com importantes funcGes neutralizantes, de opsonizagdo e
fagocitose.

Os dados da analise ndo apresentaram valores com significancia estatistica entre o
inicio e o final do tratamento (p=0,0458) (Figura 23-A) e nem em relacdo a estratificacdo dos
subgrupos (p=0,8805) (Figura 23-B), mas, nota-se que as quantidades dessas células sdo
semelhantes mesmo ap6s a terapia e independentemente se o paciente foi submetido a uma

terapia anterior ou ndo elas se mantém no mesmo nivel que o grupo controle.
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Figura 23: Frequéncia de linfécitos B no grupo controle, pacientes Pré e Pés-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B).
Imunofenotipagem com painel de marcacéo por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a
porcentagem de linfécitos B (CD19%). Os resultados sdo expressos em graficos de dispersdo de
valores individuais destacando a porcentagem média das populagdes. “*” E usado para identificar
0 grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05) em
comparacdo com os valores de referéncia encontrados no grupo controle obtidos através do teste
ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn'’s.

Os linfocitos B1 apresentaram uma diminuigéo estatisticamente significativa no grupo
de pacientes tratados em comparacdo ao grupo controle (p<0,0091) (Figura 24-A). Por outro
lado, em relagdo aos subgrupos estratificados n&o houve diferencas estatisticamente

significativas (Figura 24-B).
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Figura 24: Frequéncia de linfocitos B1 no grupo controle, pacientes Pré e Pds-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B).
Imunofenotipagem com painel de marcacgdo por citometria de fluxo, utilizados para quantificar a
porcentagem de linfocitos B1 (CD5*CD19*). Os resultados sdo expressos em graficos de dispersao
de valores individuais destacando a porcentagem média das populagdes. “*” E usado para
identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente diferentes (p<0,05)
em comparacdo com os valores de referéncia encontrados no grupo controle obtidos através do
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de Dunn'’s.

As células NK e NKT reconhecem e destroem as células infectadas pelo HCV e
secretam citocinas antivirais, constituindo um importante mecanismo da imunidade contra o
virus da hepatite C, que por sua vez, elimina o foco da infeccéo.

Ao analisarmos as células NK nos pacientes com hepatite C cronica quando
comparados com individuos saudaveis ndo observou-se diferencas estatisticamente
significativas (p=0,2758) (Figura 25-A) mesmo quando segregamos em pacientes naives e

experimentados (p=0,0634) (Figura 25-B).
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Figura 25: Frequéncia das células NK no grupo controle, pacientes Pré e Pés-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B).
Imunofenotipagem com painel de tripla marcagdo por citometria de fluxo, utilizados para
guantificar a porcentagem das células NK (CD3-CD16+CD56+). Os resultados sdo expressos em
graficos de dispersdo de valores individuais destacando a porcentagem média das populagdes. “*”
E usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente
diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados nos individuos néo
infectados obtido através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn’s.

Os resultados da andlise das células NKT no sangue periférico demonstrou diminuigéo
significativa antes do tratamento (p<0,0001), no entanto ao observamos ap0s a terapia com
DAAs, nota-se que had uma elevacdo na frequéncia dessas células nos pacientes tratados
quando comparados aos grupos controle e no pré-tto (p<0,0001; p<0,0001), respectivamente
(Figura 26-A). Este mesmo perfil também foi observado nos pacientes naives e

experimentados. (Figura 26-B)
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Figura 26: Frequéncia das células NKT no grupo controle, pacientes Pré e Po6s-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B).
Imunofenotipagem com painel de tripla marcagdo por citometria de fluxo, utilizados para
quantificar a porcentagem de células NKT (CD3*CD16*CD56"). Os resultados sdo expressos em
gréaficos de dispersdo de valores individuais destacando a porcentagem média das populagdes. “*”
E usado para identificar o grupo de pacientes que apresentavam valores significativamente
diferentes (p<0,05) em comparacdo com os valores de referéncia encontrados no grupo controle
obtidos através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn ’s.

5.3. Concentracao das Citocinas Séricas nos pacientes com Hepatite C cronica e grupo

controle.

O perfil de citocinas dos pacientes infectados com o virus da Hepatite C e grupo
controle foi tracado de acordo com a analise das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,
TNF-a e IFN-y. As concentracdes séricas das citocinas foram caracterizadas pelas médias de

intensidade de fluorescéncia (MFI) de cada citocina.

5.3.1. Intensidade média de fluorescéncia das citocinas séricas do perfil Thl associado

ao0s subgrupos naives e experimentados dos grupos Pré e P6s-Tto.

Quanto a citocinas pro-inflamatorias, as Figuras (27-A e B) mostram as concentracdes
da citocina IL-2 entre o grupo controle e os pacientes infectados pelo virus da hepatite C antes
e apds o tratamento e ainda, entre 0s subgrupos naives e experimentados. Porém, ndo foram
observadas diferencas significativas entre 0s grupos e subgrupos analisados (p=0,6173,
p=0,9515).
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Figura 27: ConcentracGes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto (A) e categorizados de
acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O teste citometria de fluxo utilizando o
kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para quantificar as concentracdes de IL-2. Os resultados foram
expressos com médiatdesvio padrdo de citocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo
paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05, representado por

1733

Em relacdo a citocina IL-6, observamos um aumento significativo antes e ap0s o
tratamento com DAAs de pacientes com hepatite C cronica quando comparados ao grupo
controle (p<0,0118; p<0,0033), respectivamente (Figura 28-A). Ao analisarmos 0s subgrupos
relacionados a experiéncia do tratamento, nota-se que ha aumento estatisticamente
significativo desta citocina pro-inflamatoria nos pacientes experimentados tanto antes, quanto

apos o tratamento (p<0,0017; p<0,0019), respectivamente (Figura 28-B).
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Figura 28: ConcentracGes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pds-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O teste
citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para quantificar as
concentragdes de IL-6. Os resultados foram expressos com médiatdesvio padrdo de citocinas
séricas. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi
considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05, representado por “*”.

A Figura (29-A) mostra as concentragfes séricas da citocina TNF-o entre 0 grupo
controle e o grupo de pacientes antes e apds o tratamento (p=0,2825). Contudo ao
segregarmos por pacientes naives e experimentados notou-se aumento estatisticamente
significativo desta citocina nos pacientes experimentados antes do tratamento e se manteve
em mesmo nivel apds o tratamento (p<0,0001; p<0,0001), respectivamente, enquanto que 0s
pacientes naives apresentam niveis elevados desta citocina no inicio do tratamento e
diminuicdo ao final do tratamento, exibindo um perfil menos inflamatério ap6s o tratamento

com um unico regime terapéutico (p<0,0001; p<0,0001), respectivamente Figura (29-B).
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Figura 29: Concentracdes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e P6s-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O teste
citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para quantificar as
concentragdes de TNF-a. Os resultados foram expressos com médiatdesvio padrdo de citocinas
séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi
considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05, representado por “*”.

Ao analisarmos as concentragdes séricas da citocina IFN-y entre 0s grupos controle e
pacientes pré e pos-tratamento, ndo foram observadas diferencas significativas (p=0,3015).
No entanto, observa-se uma diminuicdo antes e apds o tratamento. Figura (30-A).
Paradoxalmente, entre 0s pacientes experimentados nota-se aumento estatisticamente
significativo da concentracdo sérica desta citocina antes e apds o tratamento quando
comparado ao grupo controle e pacientes naives (p<0,0002; p<0,0002), respectivamente. Ja 0s
pacientes naives de tratamento exibem reducdo gradativa da concentracdo sérica dessa
citocina de antes e ap0s a terapia com DAAs quando comparado ao grupo controle e pacientes

experimentados (p<0,0003; p<0,00001), respectivamente (Figura 30-B).
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Figura 30: Concentraces séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pés-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O teste
citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para quantificar as
concentragdes de IFN-y. Os resultados foram expressos com média+desvio padrdo de citocinas
séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi
considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05, representado por “*”.

5.4 Citocinas Regulatorias (Treg) e Perfil Th2 e Th17

5.4.1. Intensidade média de fluorescéncia das citocinas séricas do perfil Treg, Th2 e

Th17 associado aos subgrupos naives e experimentados dos grupos Pré e Pos-Tto.

Quando analisamos a concentracdo sérica da citocina regulatéria 1L-10, que atua
regulando a resposta imune, ndo foi observado diferencgas estatisticamente significativas entre
0s grupos controle e pacientes pré e pos-tratamento (p=0,1013) (Figura 31-A). Entretanto,
guando se comparou 0s subgrupos naives e experimentados, destacam-se niveis elevados da
concentracdo sérica desta citocina nos pacientes experimentados antes e apds o tratamento
(p<0,0001; p<0,0001), respectivamente, enquanto que 0S pacientes naives apresentam
aumento progressivo desta citocina somente no término do tratamento (p<0,0002; p<0,0002),

respectivamente (Figura 31-B).
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Figura 31: ConcentracOes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O teste
citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para quantificar as
concentragdes de I1L-10. Os resultados foram expressos com meédiatdesvio padrdo de citocinas
séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi
considerada diferenga estatistica significante quando p<0,05, representado por “*”.

A Figura (32-A) demonstra que as concentracdes da citocina IL-4 foram similares
entre 0s grupos estudados, ndo havendo diferenca estatistica significante. No entanto, nos
subgrupos estratificados observa-se aumento nos pacientes experimentados antes e ap0s 0
tratamento quando comparado ao grupo controle e pacientes naives (p<0,0001; p<0,0001),
respectivamente; enquanto que, entre 0s pacientes naives notou-se que esta citocina apresenta-
se diminuida antes e ap6s o tratamento quando comparada aos pacientes experimentados
(p<0,0002; p<0,0003) (Figura 32-B).
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Figura 32: ConcentracOes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O teste
citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para quantificar as
concentragdes de IL-4. Os resultados foram expressos com médiatdesvio padrdo de citocinas
séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi
considerada diferenga estatistica significante quando p<0,05, representado por “*”.

Na analise da citocina IL-17A, notou-se que houve diminuic¢do significativa na
concentracdo sérica desta citocina antes do tratamento em relacdo ao controle (p<0,0001)
Figura (33-A). Nos pacientes experimentados observa-se um aumento expressivo dos niveis
desta citocina antes e apds o tratamento em comparacao ao grupo controle e pacientes naives
(p<0,0004; p<0,0002), respectivamente. Por outro lado, os pacientes naives antes do
tratamento apresentam niveis reduzidos desta citocina quando comparada ao grupo controle
(p<0,0001) (Figura 33-B).
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Figura 33: ConcentracOes séricas de citocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto (A) e
categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O teste
citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para quantificar as
concentragdes de IL-17A. Os resultados foram expressos com médiatdesvio padrdo de citocinas
séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi
considerada diferenga estatistica significante quando p<0,05, representado por “*”.

5.4. Concentracdo das Quimiocinas Séricas nos pacientes com Hepatite C cronica e

grupo controle.

O perfil de quimiocinas dos pacientes infectados com o virus da Hepatite C e grupo
controle foi tragado de acordo com a andlise das quimiocinas CXCL-8/IL-8, CXCL-10/1P-10,
CCL-2/MCP-1 e CXCL5/Rantes. As concentragfes séricas das quimiocinas foram

caracterizadas pelas médias de intensidade de fluorescéncia (MFI) de cada quimiocina.

5.4.1. Intensidade média de fluorescéncia das quimiocinas séricas associado aos

subgrupos naives e experimentados dos grupos Pré e Pos-Tto.

A anélise dos dados da quimiocina IL-8/CXCL-8 apresentaram niveis plasmaticos
elevados nos pacientes Pré e P0Os-Tto quando comparado ao grupo controle, conforme
demonstrado na figura (34-A) (p<0,0001; p<0,0001), respectivamente. Além disso, foi
observado aumento desta quimiocina em ambos 0S pacientes naives e experimentados, e esse
aumento permaneceu constante mesmo apos término do tratamento quando comparados ao
grupo controle (p<0,0001; p<0,0001; p<0,0001; p<0,0001), respectivamente (Figura 34-B).
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Figura 34: Concentracfes séricas de quimiocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pds-Tto (A)
e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O teste
citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para quantificar as
concentragdes de 1L-8(CXCL-8). Os resultados foram expressos com médiatdesvio padrdo de
guimiocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann
Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05, representado por “*”.

A andlise das quimiocinas plasméaticas MCP-1/CCL-2 e Rantes/CCL-5 mostraram que
as concentracdes destas quimiocinas foram similares entre os grupos e 0s subgrupos
estudados, ndo havendo diferencas estatisticas significativas quando comparados ao grupo
controle, respectivamente (p=0,7021; p=0,5684) (Figura 35A - B e 36A —-B).



B
4000+
A
4000~
T
= =3
S = 20000 T T
= 20004 T T o
a O
O
S >
0 .

T
CN Pré-Tto P6s-Tto

CN
Naive
Naive

Experimentado
Experimentado

Pré-Tto Pés-Tto

Figura 35: Concentraces séricas de quimiocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pés-Tto (A)
e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O teste
citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para quantificar as
concentragdes de MCP-1 (CCL-2). Os resultados foram expressos com médiatdesvio padrao de
quimiocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann
Whitney. Foi considerada diferenga estatistica significante quando p<0,05, representado por “*”.
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Figura 36: Concentraces séricas de quimiocinas do grupo controle, pacientes Pré e P6s-Tto (A)
e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O teste
citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para quantificar as
concentragdes de Rantes (CCL-5). Os resultados foram expressos com médiatdesvio padrdo de
quimiocinas séricas. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann
Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05, representado por “*”.

Nesta andlise foram observadas elevadas concentracdes de MIG/CXCL9 antes e apds
0 tratamento quando comparados ao grupo controle (p<0,0001, p<0,0001), respectivamente
(Figura 37-A). Ao analisarmos as concentracbes seéricas desta quimiocina nota-se que
pacientes naives e experimentados apresentaram um aumento significativo antes e apos o
tratamento quando comparados ao grupo controle (p<0,0001; p<0,0001), respectivamente
(Figura 37-B).
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Figura 37: Concentracdes séricas de quimiocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pés-Tto (A)
e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B). O teste
citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para quantificar as
concentragdes de MIG (CXCL-9). Os resultados foram expressos com médiatdesvio padrdo de
guimiocinas séricas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann
Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando p<0,05, representado por “*”.

Na Figura (38-A) observou-se elevada concentracdo da quimiocina IP-10 antes e ap6s
0 tratamento quando comparado ao grupo controle (p<0,0001; p<0,0001), respectivamente.
Porém, nos subgrupos de pacientes naives e experimentados observa-se maiores
concentracdes desta quimiocina antes do tratamento quando comparado ao grupo controle
representado na Figura (38-B) (p<0,0001; p<0,0001), respectivamente.
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Figura 38: Concentragdes séricas de quimiocinas do grupo controle, pacientes Pré e Pos-Tto
(A) e categorizados de acordo com a experiéncia do tratamento, naives e experimentados (B).
O teste citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric beads array) foi usado para
quantificar as concentrages de IP-10 (CXCL-10). Os resultados foram expressos com
médiatdesvio padrdo de quimiocinas séricas. As andlises estatisticas foram realizadas pelo
teste ndo paramétrico Mann Whitney. Foi considerada diferenca estatistica significante quando
p<0,05, representado por “*”.
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6 DISCUSSAO

A hepatite C é uma doenca que varia a gravidade entre os pacientes e a infeccéo viral
persistente pode ser caracterizada ao desenvolvimento de complicagdes graves, como cirrose
e carcinoma hepatocelular. Apesar de varios avangos no controle da replicacdo viral, a
previsdo da resposta ao tratamento antes do inicio da terapia € um fator crucial que poderia
ajudar a projetar melhores estratégias terapéuticas a fim de alcangar a RVS. A este respeito,
varios fatores do hospedeiro que envolve a resposta imune inata e adaptativa foram propostos
como biomarcadores preditivos de pré-tratamento. Nesse trabalho expomos as alteracdes
clinicas e imunoldgicas dos pacientes diagnosticados pelo virus da hepatite C tratados de

acordo com protocolo recomendado pelo Ministério da Saude.
6.1 Andlise das Caracteristicas Clinicas e Epidemioldgicas

No presente estudo foi observada maior prevaléncia da infeccdo pelo HCV em
individuos do genéro feminino, porém sabe-se que a hepatite C é mais prevalente em
individuos do género masculino, com idades acima de 40 anos (TORRES et al., 2009;
ARAUJO et al., 2011). Este resultado pode estar relacionado com o periodo de realizacio do
estudo, onde a prevaléncia maior foi de mulheres que procuraram o ambulatério da FMT-
HVD.

No Amazonas, Aradjo et al., (2011) identificaram a presenca dos genotipos 1, 2 e 3,
enguanto que Torres et al., (2009) descreveram a presenca dos genotipos 1 e 3 em candidatos
a doadores de sangue na cidade de Manaus. Todavia, em nosso estudo encontramos a
presenca dos gendtipos 1, 2, 3 e 4. O genGtipo 4 é pouco frequente no Brasil, sendo
encontrado principalmente em paises Africanos. A falta de notificacdo ou a entrada de
imigrantes pela fronteira do Brasil, talvez seja uma porta de entrada para variantes incomuns
deste gendtipo (TARRAGO et al., 2017).

A presenca de dois gendtipos do HCV no mesmo paciente (1/2) também foi
encontrado e descrito por Aradjo et al., (2010), sugerindo que a presenca dos dois gendtipos
néo interferiu na resposta a terapia baseada em IFNpeg+RBYV. Do mesmo modo, o tratamento
com DAA:s foi eficaz para o paciente infectado pelos gendtipos 1 e 2 encontrado em nosso
estudo, uma vez que ele manteve a RVS apds o término do tratamento.

O estadiamento da fibrose hepatica tem implicagdes importantes para o prognostico de

doencas e decisdes importantes relacionadas a terapia. A fibrose hepatica é caracterizada pelo



85

acumulo excessivo de proteinas da matriz extracelular (MEC) e é atualmente considerada
como uma resposta cicatrizante a lesdo hepética crénica. Além disso, as informagdes sobre o
estado da fibrose refletem e/ou indicam o desenvolvimento das principais complicacfes como
a cirrose, insuficiéncia hepatica e hipertensdo portal e por muitas vezes, requer transplante
hepéatico (BATALLER et al., 2005; SEBASTIANI et al., 2014).

A maioria dos pacientes nesse estudo ndo apresentaram grau de lesdo hepética
avancada, ou seja, grau de fibrose hepatica >F2 corroborando com estudos recentes, na
mesma regiao, que relataram as mesmas caracteristicas de pacientes que indicam menor grau
de lesdo hepatica e suas complica¢fes (SOUZA-CRUZ et al., 2016).

A terapia combinada de DAAs raramente causa efeitos colaterais. O regime de
tratamento é individualizado, de acordo com as recomendacdes das diretrizes do MS, com
base no gendtipo viral, por 12 ou 24 semanas, com acréscimo ou ndo da Ribavirina. Para 0s
pacientes com gendtipo 1 a combinacdo é de SOF+DCV ou SOF+SMV, o genétipo 2
SOF+RBV, enquanto que os pacientes portadores dos genotipos 3 e 4 € recomendado
SOF+DCV (MINISTERIO DA SAUDE, 2016; 2017).

O presente estudo analisou os fatores associados a RVS num cenario clinico de
pacientes com CHC tratados com DAAs. A andlise dos dados revelou que 94,3% dos
pacientes alcancaram RVS independentemente da extensdo de duracdo do tratamento. Esta
taxa de resposta é comparavel com a relatada em diversos estudos de vida real com DAAs
realizados também sob condi¢des clinicas, independentemente da resposta anterior ao

tratamento e com um consideravel numero de pacientes (ZEUZEM et al., 2014;
SULKOWSKI et al., 2014; NELSON et al., 2015; WELZEL et al., 2016).

As taxas de resposta viroldgica sustentada entre os pacientes com infeccdo pelo HCV
variaram de acordo com a histéria de tratamento e o status em relacdo a fibrose. Entre 0s
pacientes que ndo receberam tratamento prévio as taxas de resposta viroldgica sustentada
foram de 100% para aqueles com fibrose <F2, enquanto que paciente com fibrose >F2 foi de
95%. No entanto, entre 0s pacientes previamente tratados as taxas de RVS foram maiores em
ambos 0s grupos: 100% entre aqueles com fibrose <F2 e >F2.

No que tange nossos resultados, tivemos uma boa porcentagem de resposta virologica
sustentada mesmo naqueles com gendtipo 1 (gendtipo mais dificil de curar de acordo com
relatos de estudos anteriores) (LANGE et al., 2014; LAWITZ et al., 2016). No entanto, apesar
de incluir um ndmero maior de pacientes com o genotipo 1, nosso estudo alcangou altas taxas

de RVS entre os pacientes com diferentes gendtipos.
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Nossos dados apresentam dois pacientes que ndo conseguiram alcangar a RVS. Ambos
tinham, no momento das coletas, 59-60 anos de idade, niveis mais elevados de ALT, AST,
carga viral, fibrose >F2 e genotipo 1, o que provavelmente contribuiu para a falha na resposta
virologica sustentada. Uma vez que, a maioria dos estudos disponiveis sobre os fatores
associados & RVS mostrou que indices baixos de carga viral inicial, idade mais jovem,
auséncia de sobrepeso/obesidade e a falta de fibrose/cirrose sdo fatores preditivos para
alcancar a RVS. Esses fatores também foram considerados como preditores de uma boa
resposta ao tratamento baseado em interferon. O fato é que, fatores virais e do hospedeiro sao
responsaveis pelas diferencas na responsividade do tratamento (RODRIGUEZ-TORRES et
al., 2010; GARCIA-SAMANIEGO et al., 2013).

N&o obstante, existem fatores importantes relacionados a falha na RVS que podem ser
influenciados pela presenca do genotipo 1 e a presenca de mutacao do virus, que resulta em
barreiras de alta resisténcia do uso de DAAs que, consequentemente, representa piores taxas
de RVS (SULKOWSKI et al., 2014; LAWITZ et al., 2014).

Geralmente é comum encontrar em pacientes tratados com PEGIFN+RBV quadros
anémicos, plaquetopenia, trombocitopenia, fraqueza, nauseas, transtornos psiquiatricos e etc.,
influenciando de forma negativa e direta na adesdo e descontinuacdo desse regime de
tratamento (FRIED et al., 2002; RODRIGUEZ-TORRES et al., 2010).

Os efeitos adversos causados pelos DAAs sdao bem tolerados, sendo 0s mais
comumente relatados; cefaleia, fadiga e nauseas (SULKOWSKI et al., 2014; NELSON et al.,
2015; LAWITZ et al., 2016; WELZEL et al., 2016), o que colabora com altas taxas de adesdo
ao tratamento e melhor qualidade de vida desses pacientes. Em geral, nos pacientes deste
estudo que iniciaram o tratamento foram observadas reducdes nos niveis de hemoglobina,
hematocrito, VCM e plaquetas, o que ndo interferiu na RVS. Por outro lado, ao observamos a
evolucéo do grupo de tratados a diferenca é notavel desses indices que tendem a estabilizar e,
depois do tratamento, apresentar valores proximos da linha de base, corroborando ao nosso
trabalho, 0 mesmo foi observado por Zeuzem et al., (2014).

Os niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) séo indicadores frequentemente utilizados para a avaliacdo de doencas hepéticas. Sao
utilizados como ferramenta de triagem de baixo custo e facilmente disponivel para a deteccdo
de doenca hepatocelular, para a avaliacdo da eficécia terapéutica e efeitos hepaticos adversos
do tratamento medicamentoso. Suas alteracOes devem ter especificidade pessoal e variagOes

individuais. A ALT & predominantemente expressa pelos hepatocitos, enquanto que a AST €
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expressa principalmente por células miocérdicas e hepatocitos (SINN et al., 2013; LIU et al.,
2014; ZHANG et al., 2015).

Nossos dados sugerem dano hepatico nesses pacientes através da elevacdo dos niveis
das enzimas hepaticas AST e ALT, porém, essas variaveis ndo afetaram a RVS, pois ao final
do tratamento observamos niveis mais baixos dessas transaminases. Corroborando aos nossos
dados Nakamura et al., (2013) numa andlise retrospectiva indica que 0s pacientes que
obtiveram RVS tenderam a ter niveis de ALT mais baixos do que 0s pacientes com resposta
nula, 0 que parece ser uma consequéncia natural.

Dados observados por Wu et al., (2016) descreveram que niveis normais dessas
enzimas hepaticas em pacientes de Taywan tiveram uma boa resposta a terapia antiviral e
baixa taxa de desenvolvimento de HCC apds a terapia baseada em IFNpeg.

Os resultados de uma analise de regressdo baseados no desenvolvimento da cirrose,
entre pacientes infectados pelo virus da hepatite C crénica analisaram os niveis de ALT, AST,
plaquetas e idade e foi significantemente associada com o risco de progressdo da doenga,
principalmente em homens (SINN et al., 2013).

O impacto em longo prazo da infeccdo pelo HCV é altamente variavel; alguns
pacientes com infeccdo persistente pelo HCV exibem niveis persistentemente normais de
ALT, e estdo associados a uma doenca hepéatica mais leve, porém quando esses niveis se
tornam anormais ou alterados, estes podem apresentar uma significante progressdo para o

desenvolvimento da fibrose ou carcinoma hepatocellular (CALLEJA et al., 2012).
6.2 Analise do perfil de Resposta Celular nos pacientes com hepatite C e grupo controle

O tratamento com antivirais de acdo direta, isento de Interferon na infeccdo crénica
pelo HCV pode conduzir a erradicagdo completa do virus. No entanto, pouco se sabe sobre as
alteracdes imunologicas dos pacientes com hepatite C crénica durante e apds o tratamento
com DAAs. De modo geral, nosso estudo explorou o impacto do tratamento com DAAS nos
perfis de frequéncia celulares periféricas distintas antes e 12 semanas ap6s o término do
tratamento comparados com individuos saudaveis.

Durante a infeccéo cronica pelo HCV, os mondcitos do sangue periférico migram para
o figado e se diferenciam em macréfagos e células de Kupffer. Os mondcitos / macrofagos
desempenham um papel importante no desencadeamento da resposta imune adaptativa e na
influéncia da polarizagéo Th1 / Th2, produzindo citocinas inflamatorias e imunomoduladoras.

Essas citocinas também podem prejudicar a capacidade das células apresentadoras de
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antigenos de ativar células T virgens e, assim, ajudar na replicacdo do HCV e estabelecer
infeccéo persistente (TACKE, 2017).

Ning et al., (2017) constataram que o tratamento com DAAs atenuou a frequéncia de
monocitos circulantes em pacientes com CHC durante o tratamento. Em nosso estudo,
observamos que 0s mondcitos ativados CD147CD80" diminuiram apds o tratamento, que
pode ser decorrente da sua migracdo através de quimiocinas para o tecido hepético a fim de
controlar a infeccdo (SHI et al., 2011).

Além dos mondcitos, as células Natural Killer (NK) sdo componentes chaves da
resposta imunoldgica antiviral e possuem fungdes efetoras entre a imunidade inata e
adaptativa. O principal papel funcional das células NK é a defesa contra células tumorais, lise
de células infectadas por virus e apoptose mediado pelo ligante indutor de apoptose
relacionado ao TNF (TRAIL). Além disso, elas medeiam os efeitos antivirais produzindo
citocinas antivirais (IFN-y) e imunomoduladoras (IL-10). As células NK representam o
subgrupo de linfdcitos mais prevalentes no figado, constituindo cerca de >30% da populacéo
dos linfocitos intra-hepaticos e de 5% -15% no sangue periférico (NORRIS et al., 1998;
NATTERMANN et al., 2005).

As células Natural Killer do tipo T (NKT) sdo uma sub-linhagem de células T que
compartilham caracteristicas de células NK e de células T e também agem mediando a
imunidade inata e adaptativa. As células NKT também regulam a ativacdo de diferentes tipos
de células do sistema imune inato, como macréfagos, células NK e células dendriticas, bem
como células T efetoras do sistema imune adaptativo. Apds estimulacdo, as células NKT
possuem fungbes imunorreguladoras com capacidade de secretar rapidamente grandes
quantidades de quimiocinas MIP-1p e citocinas Thl e Th2, incluindo IFN-y e IL-4,
respectivamente (BENDELAC et al., 2007).

Dessouki et al., (2010) ao avaliarem o impacto da infecgdo pelo HCV nas células NK
em relacdo a frequéncia, funcéo e secrecdo de citocinas, bem como efeitos terapéuticos do
IFN-a e ribavirina nas células NK, notaram que nos pacientes com HCV houve uma reducéo
significativa da frequéncia total de células NK dado este semelhante ao que encontramos nos
nossos pacientes. Assim, a infeccdo cronica pelo HCV pode contribuir para o
comprometimento da resposta imune celular e a persisténcia do virus.

Para avaliar se o tratamento a base de IFN-a da hepatite C cronica modula o fendtipo e
a funcdo das células NK. Edlich et al., (2012) estudaram os niveis de fosforilagdo das
moléculas do transdutor de sinal e do ativador de transcricdo (STAT 1/4) presentes nas células

NK, e se 0 IFN-a afeta a resposta e refratariedade das células NK. Os dados mostraram que a
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modulacéo induzida por IFN-a da fosforilagdo de STAT 1/4 induz a polarizacdo de células
NK no sentido de aumentar a citotoxicidade e diminuir a producdo de IFN-y na infec¢do pelo
HCV, e que a capacidade de responder rapidamente e a refratariedade das células NK se
correlacionam com a eficacia antiviral da terapia baseada em IFN-q.

Um achado importante sobre a adigdo da ribavirina no tratamento com PEGINF foi
demonstrado por Werner et al., (2014) ao descobrirem que a ribavirina aumenta a resposta de
IFN-y das células NK ao ser estimulado com IFN-q, ¢ ainda sugerem que o contexto de novos
regimes antivirais livres de interferon sejam interessante. Portanto, na presenca da ribavirina,
as células NK sdo capazes de montar uma resposta melhorada de IFN-y a uma resposta de
IFN do tipo | enddgeno, que é estimulada pelo aumento da replicagdo do HCV durante uma
invasdo viral.

Ao contrério da terapéutica baseada em IFN-a e Ribavirina, a depuragdo viral do HCV
pela terapéutica combinada de inibidores de protease NS3-4A/ NS5A e NS5B leva a perda da
ativagdo imunitaria intra-hepatica pelo IFN-o e a normalizagdo das células NK intra-hepética
funcionalmente polarizada. Portanto, a restauracdo da capacidade das células NK de produzir
IFN-y durante o tratamento com DAAs livre de IFN pode indicar e / ou predizer uma resposta
viroldgica rapida na administracdo desse novo regime (SERTI et al., 2015).

Estudos recentemente publicados sugerem que as células NK podem contribuir para a
depuracdo do HCV durante a terapia com DAAs; no entanto, o que é esperado, é que 0s
DAAs ndo tenham um efeito direto no fendtipo e na funcdo dessas células e que o rapido
controle viral pode resultar na diminui¢cdo do IFN-o endogeno e na diminuigdo da ativagdo
das célullas NK (SERTI et al ., 2015; SPAAN et al., 2016).

Interessante que ap0ds a eliminacéo do virus, Serti et al., (2015) demonstraram niveis
reduzidos de quimiocinas (CXCL10 e CXCL11) e de citocinas inflamatorias (IFN-y e TNF-a)
e o efeito tardio sobre as células imunitarias; sendo que as células podem néo voltar aos niveis
de individuos saudaveis provavelmente devido a presenca de doenca hepatica instalada
(SERTI et al ., 2015; SPAAN et al., 2016).

Ahlenstiel et al., (2011) observaram diminuicdo da populacdo das células NK,
sugerindo que essa reducao pode ter sido causada pela ativacdo de células NK residentes no
figado ou pelo recrutamento dessas células do sangue periférico para o local da infeccéo
através da sinalizagdo das quimiocinas.

Recentemente Spaan et al., (2016) ao explorarem o efeito da terapia com antivirais de

acdo direta observaram que o tratamento com DAAs diminui a frequéncia de células NK do
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sangue periférico antes do tratamento. Porém, no decorrer do tratamento notou-se um
aumento na frequéncia dessas células em pacientes com CHC.

O fato é que ainda ndo esta claro se a restauracao das células NK (pelo menos para 0s
parametros testados) é necessaria para a cura e se 0 desaparecimento do virus se correlaciona
com mudangas fenotipicas na populagdo dessas células (GOLDEN-MASON et al., 2018).

As citocinas séricas IL-12, IL-15, IL-18 e IFN-a sdo citocinas estritamente criticas
para promover a ativacdo, potencializacdo da funcao citotoxica e finalmente a sobrevivéncia
das celulas NK (ZHANG et al., 2013). Uma das limitacbes do nosso estudo € que nao foi
possivel avaliarmos as concentragdes séricas dessas citocinas, e que poderiam estar associadas
a resposta viroldgica precoce ao tratamento com DAAS.

As células dendriticas (DCs) séo celulas apresentadoras de antigenos profissionais que
desempenham um papel primario na ativacdo e coordenacdo das respostas imunes inatas, aos
quais sdo subdivididas em células dendriticas mieléides (mDCs) e células dendriticas
plasmocitdides (pDC). Através da estimulacéo, essas células sofrem maturacdo caracterizada
pela expressao de altos niveis de citocinas inflamatérias, quimiocinas, de moléculas MHC de
classe | e Il e moléculas coestimulatorias, como CD40, CD80/CD86. Além disso, as DCs
induzem ativacdo e diferenciacdo robusta de células T efetoras da imunidade adaptativa
(JENSEN et al., 2010).

Por possuirem um papel importante durante a infec¢do pelo HCV, uma das estratégias
mais vitais do virus HCV é de inibir ou interferir a funcdo dessas células apresentadoras de
antigenos, resultando na reducdo da ativacdo de células T especificas para o virus. Estes
efeitos podem explicar ou contribuir para baixa capacidade eliminatéria do sistema imune
frente ao HCV observado em pacientes cronicamente infectados, pois é visto que esses fatores
provavelmente podem levar a cronicidade da doencga (SAITO et al., 2008).

No que tanje nossos resultados, podemos observar um aumento na frequéncia das DC
mieloides nos pacientes com hepatite C crbnica ap6s o tratamento. Dados da literatura
sugerem que a funcdo dessas células e defeituosa em pacientes com infeccdo crénica por
HCV (MACDONALD et al., 2007). A respeito disso, a disfuncionalidade e reducdo das
células dendriticas circulantes no sangue periférico de individuos cronicamente infectados,
pode comprometer a capacidade desses pacientes em induzir uma resposta imune antiviral
efetiva (TSUBOUCHI et al., 2004).

Além disso, esta reducdo substancial também foi vista por Perrella et al., (2006)
durante a infeccdo aguda pelo virus da hepatite C, demonstrando que a baixa frequéncia das

mDC no inicio da infeccdo pode ser um importante fator envolvido na cronicidade da doenca,
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uma vez que essas células sdo eficientes em migrar para os linfonodos, apresentar antigenos
aos linfocitos T e induzir a ativacdo e proliferagdo dessas células. Por outro lado, foi visto por
esses autores, que a alta prevaléncia dessas células na circulacdo sanguinea durante a infeccdo
aguda pode ser um preditor do sucesso do clearence viral.

A compreensdo do comprometimento das mDCs que ocorre em pacientes com
infeccdo crénica pelo virus da hepatite C e o impacto da resposta imune apés a terapia com
DAAs ainda ndo sdo claros, o mecanismo do sucesso e insucesso terapéutico tem uma
relevancia clinica importante para o desenvolvimento de terapias melhoradas e para a
previsdao de ndo resposta. O fato é que o HCV evoluiu e adquiriu estratégias de evasao,
evitando respostas imunitarias antivirais em células infectadas, como por exemplo, a clivagem
da proteina adaptadora MAVS e TRIF por NS3/4A durante a infeccdo, impedindo a activacédo
dos fatores de transcricdo IRF3 e NF-kB contribuindo para mecanismos de persisténcia viral
por induzir concentra¢fes mais baixas de IFN 1 e 11l e de citocinas pro-inflamatorias (LI et al.,
2005; LIN et al., 2006; BARIL et al., 2009).

Nossos dados demonstram que ap6s o tratamento com DAASs, 0s pacientes
apresentaram restauracdo imunologica das mDCs com altas propor¢des dessas células nos
individuos tratados e naqueles pacientes naives, representado por um aumento rapido dessas
células apds a resposta viroldgica sustentada como mostrado na Figura (16A-B). Estes dados
corrobaram aos encontrados por Rana et al., (2012; 2013) em resposta a terapia com PEGIFN
e RBV.

As pDCs sdo um subconjunto especializado de DC que produzem rapidamente uma
grande quantidade de IFN tipo | em resposta a infecgdes virais. Em nosso estudo, 0s pacientes
com hepatite C cronica apresentaram propor¢oes reduzidas de pDCs antes de iniciarem o
tratamento. Entretanto, observamos que apds a terapia antiviral bem sucedida, as pDCs
apresentaram frequéncias elevadas ap0s o tratamento, inclusive nos individuos naives.
Crosignani et al., (2016) observou no soro de pacientes tratados com PEGIFN+RBV a
frequéncia das pCD e identificou uma redugdo numérica dessas células antes do tratamento e
uma restauracdo das mesmas apos o tratamento, o que contribuiu para a eficacia da terapia.
Dessa forma, o estudo relata ainda que uma baixa frequéncia de pDCs e concentracdes
elevadas de IL-10 é um preditor de falha virologica.

No entanto, ndo podemos excluir a possibilidade de que a diminuicdo das DCs no
sangue periférico pode ser devido & migracdo para os linfonodos, onde elas podem ativar a
resposta imune. VArios estudos sugerem que a diminuicdo da funcdo imunoldgica das células

dendriticas mieloides e plasmocitdides no sangue periférico tém sido associadas com o grau
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de inflamag&o no figado, sugerindo que em parte, a um aumento do recrutamento e acimulo
destas células no tecido hepéatico (GALLE et al., 2001; WURTHEIMER et al., 2004;
NATTERMAN et al., 2006; NASCIMBENI et al., 2012).

Em um estudo com individuos tratados com PEGIFN+RBYV, Mengshol et al., (2009)
reforcam a hipo6tese de que a diminuicdo sérica das células pDCs, em consequéncia do
aumento da quimiotaxia via IP-10 (CXCL-10) antes do tratamento, podem estar relacionadas
a persisténcia viral e/ou falha virologica; e que em pacientes com baixa concentracao sérica
de IP-10 antes do tratamento, foi observado maior taxa de resposta viroldgica sustentada.

Em relacdo a resposta antiviral com DAAs, relatamos em pacientes com infec¢do
cronica pelo HCV concentracGes séricas elevadas de IP-10 (CXCL-10) e baixa frequéncia de
pDCs circulantes antes da terapia com DAAs, resultanndo em altas taxas de RVS. Como
podemos observar, nossos dados diferem dos achados anteriores, uma vez que foi
demonstrado que a terapia com sucesso no uso de IFN+RBV é capaz de se obter RVS em
baixa concentracdo de IP-10 antes do tratamento. Ap0s a terapia observamos que 94,3% dos
nossos pacientes alcancaram RVS com reducdo na concentracdo sérica dessa quimiocina e
aumento de pCDs no sangue periférico, acreditamos que em virtude da eliminacdo do
estimulo viral ocorre essa mudanca no perfil.

Os linfécitos T e B séo pecas essenciais para o controle da infeccdo pelo HCV. A esse
respeito, existem dois principais mecanismos efetores da resposta imune adaptativa: as
respostas celulares compreendendo linfécitos T CD4 auxiliares (Th) e linfécitos T CD8
citotoxicos (CTL) e as respostas imunes humorais consistindo de anticorpos neutralizantes e
especificos para 0 HCV produzidos por linfocitos B. O priming das células da imunidade
consiste no reconhecimento do epitopo e/ou proteina especifica do virus, sendo este o
principal mecanismo efetor necessario para ambas as respostas imunes adaptativas (SPAAN
etal., 2012; ABDELWAHAB, 2016).

A disfuncdo dos Linfocitos TCD4* e TCD8" podem afetar potencialmente a imunidade
adaptativa em pacientes com infeccdo cronica pelo HCV, contribuindo para o
desenvolvimento da infecgdo persistente. Em contraste, as respostas amplas e potentes das
células T especificas e uma rapida indugdo da resposta de anticorpos neutralizantes sdo
preditores na depuracdo viral (LAUER et al., 2004; HALLIDAY et al., 2011).

Analisando os linfécitos TCD4" do sangue periférico, nossos resultados demonstraram
diminuicdo significativa nos pacientes cronicamente infectados pelo HCV antes do tratamento

em comparagdo ao grupo controle. Entretanto, embora o nimero de linfécitos TCD4" tenha
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sido menor que o controle, o perfil de ativacdo celular CD69" foi maior nesses pacientes
cronicamente infectados pelo HCV antes do tratamento.

Na analise dos fen6tipos das células TCD4" do sangue periférico e do tecido hepatico
Souza-Cruz et al., (2016), observaram baixa frequéncia dessas células intra-hepéaticas em
pacientes com fibrose hepatica avangada (F3-4). A baixa contagem de células TCD4" pode
contribuir para a persisténcia viral.

Além disso, podemos também observar em nossos dados que as células TCD4* e
células T ativadas CD69" indicam certa recuperacdo/reversibilidade apés o tratamento com
DAAs. Especulamos que, a diminui¢do da carga viral induzida pelo tratamento poderia
permitir um reestabelecimento eficaz da resposta das células imunolégicas especifica do
HCV.

O tratamento do HCV foi transformador pela capacidade dos antivirais de acéo direta
de inibir a replicacdo do HCV de forma eficaz. Os poucos estudos disponiveis na literatura
indicam que o tratamento com DAAs melhorou a proliferacdo de células T especificas para o
HCV em pacientes nos quais o virus foi erradicado com sucesso por meio da terapia com
DAAs. Isto estd em contraste com o0 que € visto na terapia baseada em PeglFN, que
demonstram ndo restaurar a fungdo das células T durante e apos a infec¢do cronica pelo HCV
(MARTIN et al., 2014; BURCHILL et al., 2015). Muitos estudos ainda precisam ser feitos a
fim de elucidar essa hipotese, pois é tentador especular que a recuperacdo das células T foi
alcancada com regimes livres de IFN e que pode ter contribuido para as altas taxas de cura
sustentada (MAINNI et al., 2014).

Os linfocitos T citotoxicos atuam em conjunto com os linfécitos TCD4" e sao
amplamente eficientes no controle antiviral (SHOUKRY et al., 2003). Estudos mostram que a
resposta em individuos com infec¢cdo resolvida por HCV apresenta proliferacdo robusta de
células T CD8" persistente e forte (LAUER et al., 2004). Lechener et al., (2000)
demonstraram que pessoas com hepatite aguda que apresentam respostas fortes de CTL e
amplamente dirigidas controlam com sucesso a infec¢do pelo HCV. Entretanto, acredita-se
que os CTL contribuam para a inflamacao e danos hepéticos durante a doenca.

Na infecgdo cronica pelo HCV, os CTLs especificos para 0 HCV apresentam um
fenotipo exaurido e pré-apoptotico de acordo com o nivel da viremia, caracterizado por
proliferacdo prejudicada, baixa citotoxicidade e secrecdo de interferon-y. A diminuicdo da
carga viral induzida pelo tratamento com DAA pode restaurar uma resposta reativa de CTL
especifica do HCV durante a terapia, culminando em alta taxa de resposta sustentada
(LARRUBIA et al., 2015).
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Nossos resultados monstraram que houve um forte aumento de linfécitos T CD8*
ativados no sangue periférico dos pacientes no inicio do tratamento com subsequente
diminuicdo dessas células apds o tratamento. Especulamos que o aumento de CTL ativados no
inicio da terapia, resultou na diminuicdo da viremia e inducdo da RVS. Dados da literatura
demonstram que na infeccdo persistente pelo HCV ocorre reducdo substancial de células
TCD8" especificas ap6s a eliminagdo do virus e que em individuos cronicamente infectados
ndo é comum encontrar forte resposta de células TCD4* de forma sustentada, o que difere
naqueles individuos que eliminam o virus espontaneamente (LECHENER et al., 2000).

Nota-se que o tratamento baseado em DAAS, apresenta restauracdo de CTL especifico
para 0 HCV e tem um excelente valor preditivo positivo no desenvolvimento de uma resposta
sustentada. Especula-se que apds a resolucdo do HCV os CTL tem um papel essencial na
manutencdo da RVS e na erradicacdo completa do HCV, prevenindo o risco de recaida viral
(LARRUBIA et al., 2015). Neste contexto, Martin et al., (2014) relataram que durante o
tratamento com DAAs, os CTL exibem restauracdo da resposta especifica para o HCV e
correlaciona com a resposta viral sustentada apos tratamento bem sucedido.

Geralmente durante a infeccdo crénica pelo HCV existe um equilibrio entre o controle
da infeccéo e a imunopatogénese da hepatite C, prevenindo contra graves complicagdes. Esse
equilibrio é mediado pelas células T reguladoras (CD4"CD25%). As células T reguladoras sdo
uma subpopulacdo de linfécitos T CD4" que desempenham um papel essencial na
manutencdo da homeostase imune e no equilibrio entre o dano tecidual e a protecdo
imunoldgica. Essas células tém funcdo imunossupressora e tém sido intensamente estudadas
no contexto de autoimunidade, cancer, alergias, asma e doengas infecciosas (KEYNAN et al.,
2008; HARTLING et al., 2012). Ha estudos que confirmam a hip6tese de que as células Tregs
podem desempenhar um efeito protetor no controle da resposta inflamatoria crénica e do dano
hepéatico em portadores crénicos de HCV (BOLACHI et al., 2006).

Na infeccdo cronica pelo HCV, as celulas Tregs atuam na supressdo da resposta
inflamatdria, através do contato direto com as células T efetoras especificas para o0 HCV e
também na producdo de citocinas anti-inflamatérias/inibitérias como IL-10 e TGF-B
(NEUMANN et al., 2007). Ha evidéncias que relatam uma alta porcentagem de células Tregs
circulantes em pacientes com hepatite C cronica e que secretam IL-10 e TGF-B, quando
comparadas ao grupo que eliminou o virus esponteaneamente e ao grupo controle; esse fato
pode explicar a atividade supressora mediada pelas Treg, promovendo uma fraca resposta de

células T especificas para 0 HCV e a persisténcia da infeccdo (CABRERA et al., 2004).
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Rushrook et al., (2005) também reforcam essa hipGtese com testes in vitro. Os
resultados do estudo fornecem uma explicacdo plausivel para as baixas frequéncias e estado
de maturacdo retardado (baixa expressdo de perforina e IFN-y) de células T CD8" especificas
para HCV, observadas em pacientes persistentemente infectados e indicam que a modulacédo
da fungdo das células Treg pode ser utilizada como uma estratégia terapéutica para o
tratamento do HCV crénico.

A infeccéo crénica pelo HCV leva a expanséo das celulas T regulatdrias, estas por sua
vez sdo capazes de suprimir, pelo menos em parte, as respostas das células T CD8"
especificas para o virus durante a infeccdo cronica pelo HCV. Logo, a presenca das células
Tregs pode contribuir para a permanéncia do virus em pacientes infectados pelo HCV
(BOETTLER et al., 2005).

As células Tregs sdo a principal fonte secretadora de IL-10, ao qual desempenha um
papel vital na mediacdo da supressdo de células T na infeccdo viral persistente. A 1L-10 é
conhecida como uma citocina anti-inflamatéria e imunomoduladora da resposta imune, que
também possui propriedades antifibroticas e desempenha um papel essencial na progresséo de
doencas hepaticas (STEINKE & BORISH, 2006).

Curiosamente, em nosso estudo, ndo foram observadas diferencas significativas
referentes a populacdo de células T reg nem antes e nem apds o tratamento, nos diferentes
grupos estudados. Souza-Cruz et al., (2016) encontraram um aumento de linfécitos T regs no
sangue periférico de pacientes com hepatite C sugerindo que hd uma resposta regulatéria
nesses pacientes, 0 que poderia estar relacionado com o percentual de linfocitos T CD4* e T
CD8* encontrados no sangue durante esta avaliacéo.

Sturm et al., (2010); Amoroso et al., (2012) ao analisarem bidpsias hepéticas de
pacientes com hepatite C cronica por avaliacdo imuno-histoquimica de células Foxp3*
demostraram que houve maiores proporcoes de celulas Treg e IFN-y nos pacientes do que no
grupo controle. Além disso, foram observadas maiores proporcGes de células Tregs intra-
hepéticas, principalmente em areas necroinflamatorias do que no sangue periférico. Esses
dados corroboram com nossa hipdtese de que estas células estejam migrando para o sitio de
inflamacéo, devido a baixa frequéncia encontrada de nossas células Treg no sangue periférico.

Acredita-se que o perfil e a intensidade das respostas imunolégicas celulares e
humorais do hospedeiro durante a fase aguda da infeccdo pelo HCV sejam determinantes para
alcancar o sucesso do clearence. No entanto, é fato que o HCV escapa de anticorpos

neutralizantes em pacientes cronicamente infectados. Contudo, o papel desempenhado pelos
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anticorpos neutralizantes (nAbs) na depuragdo do virus é a capacidade de neutralizar, ou até
mesmo destruir antigenos. Porém, tem sido visto que a maioria das pessoas cronicamente
infectadas pelo HCV que culmina na producdo de anticorpos contra varias proteinas do virus
da hepatite C, ndo sao eficientes (HELLE et al., 2011).

Em geral, os linfocitos B sdo essenciais para producdo de anticorpos anti-HCV e
também como célula apresentadora de antigeno. Ja os linfocitos B1 (LB1) constituem uma
subpopulacdo distinta dos linfocitos B convencionais (B2) com forte capacidade
autorrenovadora. Os LB1 parecem representar a primeira linha de defesa contra infeccoes
sistémicas por virus e bactérias e sdo de fundamental importancia para o equilibrio
homeostatico do organismo. Além disso, eles sdo responsaveis pela producdo da maior parte
das imunoglobulinas de classe IgM e IgM naturais (MESQUITA et al., 2010).

Quando avaliamos o percentual de linfocitos B, observamos que ndo houve diferenca
estatistica significante entre os grupos estudados. No entanto, na populacdo de linfocitos B1
nota-se diminuicdo na frequéncia dessas células apos o tratamento quando comparadas ao
grupo controle. Indicando que estas células parecem ter uma atividade importante no

combate a infeccdo viral cronica.

6.3 Andlise da Quantificacdo das Citocinas Séricas Thl, Th2 e Thl7 e Treg e das

Quimiocinas Séricas nos pacientes com hepatite C e grupo controle

Durante a infec¢do pelo HCV, inimeras citocinas e quimiocinas sdo produzidas tanto
no figado quanto na circulacdo sanguinea, assumindo um papel preditor no controle da
replicacdo viral e contribuindo para o dano tecidual através da amplificacdo da resposta
imunolodgica contra o HCV (NELSON et al., 2001). As citocinas e quimiocinas s&o
mediadores intercelulares da inflamagdo cronica e estdo diretamente envolvidos na
imunopatogénese, progressdo e resultado do tratamento da infecgdo cronica pelo HCV
(STEINKE & BORISH, 2006; FALLAHI et al., 2012).

O atual tratamento da hepatite C é constituido por uma nova terapia livre de IFN e pela
primeira vez nos permite investigar as consequéncias imunolégicas da depuracdo viral em
pacientes com infeccdo cronica pelo HCV que, na maioria dos individuos persiste ha anos. Os
resultados encontrados neste amplo estudo mostraram que, 0 ambiente alterado de citocinas
inflamatdrias e anti-inflamatdrias dos pacientes naives e experimentados nao normalizaram

apos a eliminacgéo viral, embora os niveis da maioria dos parametros pro e anti-inflamatorios
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tenham sido menores nos pacientes naives em comparacdo aos pacientes experimentados,

estes permanecessem no mesmo nivel apés 0 tratamento.

E importante ressaltar que o perfil apresentado ndo afetou a RVS. Estes achados
corroboram com os de Hengst et al., (2016), aos quais demonstraram que o HCV parece
controlar o meio de mediadores inflamatorios soltveis, mesmo apos a eliminacao viral. Além
disso, foi visto que mesmo apds a depuracdo do virus, ndo ocorre a completa restituicdo

imunoldgica.

Em geral, foram encontradas diferengas significativas nas concentragdes das citocinas
IL-6 e IL-17A e das quimiocinas IL-8/CXCL-8, MIG/CXCL-9 e IP-10/ CXCL-10 no soro dos
pacientes com hepatite C crénica quando comparadas ao grupo controle. Quanto as demais
citocinas e quimiocinas, ndo foram observadas diferencas significativas nas concentragdes

séricas.

Posteriormente, ao analisarmos 0s subgrupos podemos observar que quanto mais
experiéncia no tratamento, maiores sdo as concentragdes encontradas das citocinas no soro dos
pacientes com hepatite C cronica. Os pacientes experimentados apresentam um aumento das
citocinas sericas Thl (IL-6, TNF-a e IFN-y), exceto a IL-2, Th2 (IL-4), Treg (IL-10) e Th17
(IL-17A), e das quimiocinas (IL-8/CXCL-8, MIG/CXCL-9 e IP-10/CXCL-10), exceto a
MCP-1/CCL-2 e RANTES/CCL-5 em compara¢do ao grupo controle, enquanto que 0s
pacientes naives apresentaram concentracdes diminuidas de IL-17A e concentracfes
aumentadas das quimiocinas IL-8/CXCL-8, MIG/CXCL-9 e IP-10/CXCL-10 quando
comparados ao grupo controle.

Em terapias contendo interferon, foi observado que o nivel de ativacdo imunolégica
pré-tratamento, refletiu na concentracdo de citocinas sollveis no soro e correlaciona-se com
resultado positivo do tratamento e reflete de perto a atividade inflamatoria do figado,
principalmente naqueles pacientes que alcancaram resposta virologica sustentada
(JABLOSNKA et al., 2015).

Estudos prévios ainda sugerem que a presenca de um perfil pro-inflamatério modulado
no inicio do tratamento favorece a RVS, enquanto a resposta inflamatéria exacerbada
predispde a falha terapéutica ou ndo resposta. Além disso, os resultados demonstram que um
padrdo sérico predominantemente pré-inflamatdrio, representado pela elevacdo de
RANTES/CCLS5, IFN-a e IFN-y, associados a niveis diminuidos da IL-10 em pacientes néo
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respondedores, e niveis elevados de IL-6 e TNF-a se correlaciona com a recidiva viroldgica
tardia. Em suma, pacientes com RVS apresentaram perfil pré-inflamat6rio menos acentuado,
com niveis diminuidos de CXCLS8/IL-8, IL-12 e IL-17. Por fim, esses dados sugerem que 0
padrdo basal de citocinas séricas pro-inflamatorias-regulatorias e o status de ativacao
imunolégica de pacientes crénicos com HCV submetidos a terapia com PEG-IFN-a2A /
ribavirina estdo intimamente relacionados com a resposta terapéutica (ARAUJO et al., 2013).

Esses achados também foram vistos por Menezes et al., (2017) ao demonstrarem que a
presenca de um perfil pro-inflamatério no inicio do tratamento com predominio de
RANTES/CCL5, IFN-a, IFN-y, IL-6 e TNF-a na monoterapia com IFN pode estar associado
a falha terapéutica, pois os individuos que atingiram RVS apresentaram menores niveis de

citocinas pré-inflamatorias.

O aumento do recrutamento de células inflamatérias para o sitio de infeccdo é
proveniente das quimiocinas MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, GROa/CXCL1 e IL-8/CXCLS8
gue promovem um microambiente profibrotico dentro do figado inflamado pela interacédo
direta com as células estreladas hepaticas (HSCs) (LIASKOU et al., 2013).

A expressao elevada de IL-8/CXCL-8 resulta no aumento acentuado de neutréfilos
para o figado. Os neutréfilos tém um papel essencial durante o controle da infeccdo, primeiro
devido a sua capacidade de fagocitar microrganismos, e segundo por liberarem outros
mediadores quimiotaticos, como CXCL1, CXCL8, CXCL9 e CXCL10, os quais recrutam
outros leucdcitos para os tecidos afetados. Niveis hepaticos aumentados de IL-8/CXCL8
induz a progressdo de processo necro-inflamatério (FAHEY et al., 2014; PALOMINO &
MARTI, 2015).

O aumento na expressdéo de CXCL-8 hepatica e periférica correlaciona-se
positivamente com o aumento do TNF-o e com o avango da fibrose, visto que o aumento
pronunciado da CXCL-8 € observado em pacientes com maior grau de infiltracdo de

neutrdéfilos, cirrose e comprometimento da funcéo hepatica (NEUMAN et al ., 2007).

No presente estudo nota-se aumento significativo nas concentragdes de IL-8/CXCL-8
e IFN-y nos pacientes infectados com HCV em relacdo ao grupo controle. Corroborando com
0s nossos resultados, dados similares foram descritos por Han et al., (2005) em pacientes
tratados com PEGIFN e RBV. Tendo em vista que a elevacdo da I1L-8/CXCL-8 esta associada

ao controle da infecgdo hepética, especialmente em ndo respondedores ao tratamento da
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infeccdo pelo HCV. Esse aumento de IL-8/ CXCL-8 e diminuigdo de IFN-y ndo foram
associados a falha na terapia com DAAs. Todavia, sugere-se que essa citocina e quimiocina
podem ser usadas como preditores para a probabilidade de falha ao tratamento baseado em
PEGIFNao-2a e RBV.

A MCP-1/CCL-2 é uma importante quimiocina quimiotatica envolvida no
recrutamento de mondcitos/macréfagos e células T para areas de inflamacdo, com alta acdo
profibrogénica regulada no figado, desempenhando papéis cruciais no recrutamento de
mondcitos e ativacdo de HSC na inducéo de fibrose hepética. Niveis elevados circulantes no
soro e no tecido inflamado tém sido associado a rapida progressdo para insuficiéncia hepatica
em pacientes com HCV (LIU etal., 2017).

A quimiocina IP-10 (CXCL-10) é uma quimiocina produzida em resposta ao IFNy e
um importante indicador do reconhecimento viral do sistema imune inato. Niveis mais
elevados de IP-10/CXCL-10 no inicio do tratamento foram significativamente associados a
resposta Virologica rapida (RVR) na terapia com IFN e RBV (LEE et al., 2017).

Carlin et al., (2015) demonstraram que niveis médios de IP-10/CXCL-10, MCP-
1/CCL-2, MIP-1B/CCL-4 e IL-18 diminuem com a terapia com DAAS, mas apresentam uma
dindmica diferente no final do tratamento e ap6s o término da terapia. No tratamento, 0s
niveis de IP-10 e MIP-1B/CCL-4 foram significativamente maiores nos individuos que
alcancaram resposta viroldgica sustentada (RVS).

A incapacidade de controlar a infeccdo leva ao recrutamento de infiltrados
inflamatorios no parénquima hepéatico por quimiocinas indutiveis por IFN-y como a
MIG/CXCLD9, IP-10/CXCL10 e I-TAC/CXCL11, o que resulta em dano hepatico sustentado
e, eventualmente, em cirrose hepatica (FALLAHI et al., 2012)

O HCV interfere com as citocinas em varios niveis e evita a resposta imune induzindo
um perfil de citocinas Th2 ou fibrogénico. Souza-Cruz et al., (2016) ao estudarem populacoes
de pacientes com hepatite C crénica com diferentes graus de fibrose, notou-se que a
concentracdo de IL-10 e IL-6 apresentaram-se elevada somente nos individuos do grupo de
fibrose moderada <F2 em relagdo ao grupo de fibrose avangada >F3, sugerindo uma atividade

regulatoria e anti-inflamatoria protetora nesse grupo.

Por outro lado, tém sido visto que pacientes com hepatite C crénica tratados com

PEGIFN+RBV e que apresentam aumento da citocina regulatoria 1L-10, pode de fato
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comprometer a resposta imune do hospedeiro (HAN et al., 2015). Ainda a respeito disso,
Yoneda et al., (2011) encontraram uma forte associacdo entre altas concentragdes séricas da
citocina IL-10 que prevé uma nao resposta & terapia de PEGIFN e RBV. Menezes et al.,
(2017) divergem a esses achados, ao associarem niveis diminuidos de IL-10 & falha
terapéutica na monoterapia com IFN. Em nossa coorte de pacientes ndo houve alteracdo
estatisticamente significativa de 1L-10 no regime contendo DAAs. Vale lembrar que nossos
dados ndo apresentam concentracGes significativas nos paciente com CHC quando

comparados ao grupo controle.

O aumento das células Thl7 e niveis elevados de IL-17 também esta associado a
danos hepaticos graves, uma vez que estas citocinas participam do reparo tecidual e do
recrutamento de células inflamatdrias durante as respostas Th1l. Tem sido visto que, menores
respostas imunoldgicas do perfil Th1l7 sdo acompanhadas por um ambiente menos
fibrogénico, bem como imunidade aumentada do perfil Thl que podem favorecer a respost
Virologica rapida (RVR) durante a fase aguda da terapia baseada em IFN / RBV. No entanto,
niveis plasméaticos mais elevados de IL-17A estdo relacionados a pacientes com ndo RVR
(LEE et al., 2017). Nota-se que nossos dados apresentam maiores concentragdes de IL-17A
antes do tratamento quando comparados ao grupo controle, além de um ambiente menos

fibrético.

Olhando para este resultado e o que existe relatado na literatura, sabemos que o
tratamento para eliminagdo do HCV ndo descarta a possibilidade do desenvolvimento do
cancer hepatico (BRASIL, 2018). Pacientes experimentados apresentaram niveis elevados de
IL17A antes e apds o tratamento com DAAs. Portanto, acreditamos que é de fundamental
importancia avaliar ndo somente estes pacientes quanto a RVS, mas avaliar a restauracao do
perfil imunologico a fim de podermos detectar alteragdes sugestivas de comprometimento

progressivo no tecido hepatico através de biomarcadores séricos.

Como o controle da producdo de citocinas é altamente complexo e os efeitos das
citocinas estdo difundidos em varias redes regulatdrias, tem sido sugerido que o rastreamento
de inimeros biomarcadores putativos poderia esclarecer melhor a imunopatogénese da doenca

e prever respostas a nova terapia antiviral (MENEZES et al., 2017).

Até o momento, poucos estudos foram realizados a fim de explorar as mudancas do
ambiente imunologico de pacientes com hepatite C cronica antes e apds o tratamento com

DAAs. E necessario um acompanhamento em longo prazo para responder a importante
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questdo de saber se os parametros inflamatorios se normalizam ou se restauram em pacientes

tratados com sucesso pelos DAAs.
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Conclusdo
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7 CONCLUSAO

A infeccdo persistente pelo HCV estd associada a profundas alteracbes nos perfis
celulares e nos niveis de mediadores inflamatorios sollveis, que estdo associados a progressao

da doenca hepatica.

Ao final deste trabalho podemos concluir que o tratamento livre de interferon é bem
tolerado e apresenta elevada taxa de resposta virologica sustentada em pacientes naives e

experientes de tratamento, independente do gendtipo do virus.

Os genotipos do HCV circulantes no Amazonas sao 0s gendtipos 1, 3, 2 e 4. Porém os
dois casos de falha ao tratamento apresentaram gen6tipo 1 do HCV com idade acima de 50

anos.

O perfil celular acompanhado do perfil de citocinas e quimiocinas parecem ndo haver
reversibilidade completa com 12 semanas ap6s o término do tratamento, podendo estar
relacionadado com a presenca de doenca hepética instalada.

O perfil de citocinas e quimiocinas podem prever biomarcadores putativos para o
alcance da RVS e pode fornecer subsidios para avaliacbes posteriores de estadiamento de

doenca hepaética relacionada a hepatite C tratada com DAAs.
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Apéndice 01: Termo de aprovacdo do comité de ética em Pesquisa CEP-HEMOAM
(CAAE:49652815.8.0000.0009).

FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E Qo orme
HEMOTERAPIA DO
' PARECER CONSUBSTANCIADO

DADQS DO PROJETQ DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICACAO E SELEGAO DE PEPITIDEOS MIMETICOS REATIVOS AOS
SOROS DE PACIENTES HCV+ E SUA INFLUENCIA NO DESENVOLVIMENTO DA
FIBROSE HEPATICA IN VITRO

Pesquisador: ANDREA MONTEIRC TARRAGO

Arca Temdtica:

Verszo: 1

CAAE: 45652615.8.0000.000¢

Institui¢io Proponente: Fundagao ce Hematologia & Hemoterapia de Amazenas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamente Prépric

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.406.985

Apresentagdo do Projeto:

Projeto de Pesquisa: IDENTIFICAGAQ E SELECAQ DE PEPITIDEQS MIMETICOS REATIVOS AQS
SOROS DE PACIENTES HCWV+ E SUA INFLUENCIA NC DESENVOLVIMENTO DA FIBROSE HEPATICA
IN VITRO

Trata-se de um estudo descritive, transversal constituindo subprojeto de um estudo maier da linha de
pesquisa sobre Biolecnologia & Sadde

intitulado: “Desenvalvimento de tecnolagias aplicadas =o diagnoéstico e terapia de doencas infecciosas
tropicais®, gue sera cesenvelvide pelos

grupos de Pasquisa “Virologia” da Universidade Federal do Para — UFPA, em parceria com 0§ grupos
“Imunolagia Bésica e Aplicada” da

Universidade Federal do Amazonas e “Nanotecnolegia™ da Universidade Federal de Ubertandia- UFU. Ainda
teremos apoio das Universidade da

Califomia (UCDAVIS) e da Universidade de Miami{UM). Aprovade pela Edital Pré-Amazdnia n, 047/2012,
Objetivo da Pesquisa:

QObjetiva Primario:

= Determinar a reatividade em soro de individuos HCV+ para peptidecs miméticos ao HCV identificados pela
técnica phage display e caractarizar o

Endereco: Av. Corstanting Nary 4357 BLD Oir Ens Fasg

Bairro: Chepeds CEP: 63050002
UF: AM Municigio:  MANAUS
Telefone: [92)3555-0114 Fax: (§2)3855-0112 E-mail: cap@hamoam am.gov.br

Piégnadice 0@



FUNDAGAO DE |
HEMATOLOGIAE  QRGrasl
HEMOTERAPIA DO
Cominusdu do Pyrecur: 1405955

periil de citocinas envolvidas no desenvolvimanto de fibrose hepatica em cultura de calulas

Objetivo Secundério:

» Salacionar e identificar paplideos mimaticos reatives a soros de pacientes HCV+ com fibrese hepética;

« Sequenciar os clones isaladas e realizar anglises de bicinformatica;

» Descrever © perfil de citocinas envelvidos no desenvolvimento da fibrose em cultura de células
mesenquimeis @ hepetocitos;

= Pré-validar ¢s clones selecionados através de ensaios de Phage-ELISA utilizando proteinas totais de
paciantes com fibrose hepatica;

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Risco de contaminagdo dos colaboradores da pesquisa com sangue contaminade com o virus da Hepatite C
Beneficios: Conseguir desenvolver peptideos que possam ser utilizados postariormente em biossensores
capazes de detectar proteinas presente em soro de

pacientes que passam predizer e sarvir de biomarcadores para diagndstico de fibrose.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa Relevante que busca detectar marcadores que auxiliem na detecc2o de peptideos mimeéticos ao
virus da hepatite C capazes de predizer fibrose utilizando tecnologias combinadas em engenharia genética,
como Phage Display com o intuito de gerar estratégias direcionadas para a investigagao do processo do
desenvelvimento da fibrose.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Todos 03 termos foram apresentados

Recomendacoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este paracer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relaclonados:

Tipo Decumento Arguivo Postagem Autor Situacio

Informacaes PE_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 0810912015 Aceito

Endevego: Av. Congianting Nary 4397 BL.D Tir Ens Fasg

Bairro: Chepeda CEP; 63 050-002
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3555-0114 Fax: ($2)35855-0112 E-mall: cep@hamoam amgov.br

Figmdzce 03
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FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIAE  QRGran
HEMOTERAPIA DO
Cominusgas do Parecur: 1.405.965
Bésices do Projeto  |ETO_579290.pdf 15:35:04 Aceito
Folha de Roste folhaderosto. pdf 09/08/2015 |ANDREA Aceito
15:32:42  |MONTEIRO

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 09/09/2015 |ANDREA Aceito
Assentimanto / 15:30:02  |MONTEIRO

Justificativa de TARRAGO

Auséngi

Projeto Detalhado ! | Projeto.pdf 09/09/2015 |ANDREA Acaito
Brochura 15:26:05 |MONTEIRO

nvestigador TARRAGO

Declaragao de anuencias.pdf 09/09/2015 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 18:21:14 IMONTEIRO

Declaragio de anuenclas.docx 09/09/2015 | ANDREA Aceito
Pesquisadores 14:46:18 | MONTEIRD

Situagdo do Parecer:

Apravado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

MANAUS, 12 de Fevereiro de 2016

Assinado por:
Elisa Brosina de Leon
(Coordenador)

Endere¢o:  Av. Constanting Nery 4397 810 Dr Ens Pasq

Bairo: Crapaca

UF: aM Municiplo:  MANALS

Telefone: ($213555-0114

Fax: (92)365650112

CEP: 48 .080-002

E-mail: cep@hemoam.am.gov.ar

Pyna 03 0 0
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Apéndice 02: Adeno de aprovacdo do comité de ética em Pesquisa CEP-HEMOAM
(CAAE:49652815.8.0000.0009).

FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E W
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICAGAO E SELECAO DE PEPITIDEOS MIMETICOS REATIVOS AOS
SOROS DE PACIENTES HCV+ E SUA INFLUENCIA NO DESENVOLYIMENTO DA
FIBROSE HEPATICA IN WVITRO

Pesquisador: ANDREA MONTEIRO TARRAGO

Area Temitica:

Verséo: 2

CAAE: 49652815.8.0000.0009

Instituigio Proponente: Fundagio de Hematologia @ Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Finandamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1982 456

Apresentagio do Projeto:

Emenda apresentada ao Projeto de Pesquisa; IDENTIFICACAO E SELECAD DE PEPITIDEOS MIMETICOS
REATIVOS ADS SOR0OS DE PACIENTES HCV+ E SUA INFLUENCIA NO DESENVOLVIMENTO DA
FIBROSE HEPATICA IN VITRO.

Trata-se de um estudo descritivo, transversal constituindo subprojeto de um estudo maior da linha de
pesguisa sobre Biotecnologia & Sadde intitulado: " Desenvolvimento de tecnologias aplicadas ao diagndstico
@ terapia de doengas infecciosas tropicais’, que sera desenvolvido pelos grupos de Pesguisa "Virologia® da
Universidade Federal do Para — UFPA, em parceria com os grupos “Imunclogia Basica e Aplicada’ da
Universidade Federal do Amazonas e “Nanotecnologia® da Universidade Federalde Ubedandia- UFU. Ainda
apoiado das Universidade da California (UCDAVIS) & da Universidade de Miami(UM). Aprovado pelo Edital
Pré-Amazénia n. 047/2012,

Objetivo da Pesquisa:

Determinar a reatividade em soro de individuos HCV+ para peptideos mimétices ao HCV identificados pela
técnica phage display e caracterizar o perfil de resposta imune celular no desenvolvimento de fibrose
hepética em cultura de células.

Endereo: Av. Conganine Mery 4257 BILD Dir Ens Pesg

Bairm: Chapseds CEP: &£2,050-002
UF: &M Municipio:  ManaUS
Telefone: (52)31855-0114 Fax: (82)3655-0112 E-mail: oep@hemaonm am gov, br

Pagina 01 de 03
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FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E {W
HEMOTERAPIA DO

Caoninuagiio do Parecer: 1 982465

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Risco de contaminagio dos colaboradores da pesguisa com sangue contaminado com o virus da Hepatite
C.

Beneficios:

Conseguir desenvolver peptidecs que possam ser utilizados posteriormente em biossensores

capazes de detectar proteinas presente em soro de pacientes gue possam predizer e servir de
biomarcadores para diagnostico de fibrose.

Comentarios @ Consideragies sobre a Pesquisa:

Emenda apresentada ao projeto justificada pela necessidade de conhecer o perfil celular dos pacientes afim
de entender seu papel no desenvolvimento da fibrose hepatica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

Temuos obrigatdrios apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagam Autor Sitvagdo
Informacdes Basicas| PBE_INFORMAGCOES_BASICAS 789220 05/08/2016 Aceito
do Projeto E1.pat 10:45:04
Projeto Detalhado | | Projeto_Doutorado_Andrea_guarda_chu| 05/08/2016 |ANDREA Aceito
Brochura va pdf 10038115 |MONTEIRD

| Investiga dor TARRAGO
Recurso Anexado  |carta_emenda_adendo.pdf 05/08/2016 |ANDREA Aceito
pelo Pesguisador 10:24:31 |MONTEIRO
Folha de Rosto folhaderosto pdf 0%/0%2015 |ANDREA Aceito

153242 |MONTEIRO

TCLE ! Termos de | TCLE. pf 09092015 |ANDREA Aceito
Assentimento / 15:30:02 |MOMNTEIRO
Justificativa de TARRAGO
Ausgncia
Declaragio de anuencias,pdf 09022015 |ANDREA Aceito
Pesaquisadonres 152114 |MONTEIRO
Declaracio de anuencias.docx 09/08/2015 |ANDREA Acsito
Pesguisadones 14:46:119 [MONTEIRO

Enderego: Av. Conslanino Mery 4357 BLD Dir Ens Pesg

Bairro: Chapada CEP: &5.050-002
UF: AM Municipio: MANALS
Telefone: (52)3855-0114 Fax: (82)3655-0112 E-mail: oep@hemaoam.am gov.br

Pigina 03 de 03
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FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E W
HEMOTERAPIA DO

Conimnuagfiodo Paracer 1 832 468

Sitvagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
MN&o

MAMALIS, 24 de Margo de 2017

Assinado por:
Elisa Brosina de Leon
(Coordenador)

Enderego: Av. Conslanino Nery 4357 BI.D Dir Ens Pesg
Bairm:  Chapada CEP:
UF: AM Municipio: MANAUS

Telefone: (52)3555-0114 Fax: (S2)3855-0112

69,050-002

E-mail:  cep@hemaoam. am gov. br

Pagina (3 03
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Apéndice 03: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) dos pacientes com
hepatite C.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO )
Conforme Resolugéo N° 196/1996 do CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

TITULO DO ESTUDO: Identificacio e selecio de pepitideos miméticos reativos aos soros

de pacientes HCV* e sua influéncia no desenvolvimento da fibrose hepatica In Vitro.

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo ira contribuir com informacbes para o
desenvolvimento de marcadores que sejam capazes de detectar peptideos relacionados a
fibrose e predizer cronificacdo da doenca, com percentuais aceitaveis de sensibilidade e
especificidade.

PROCEDIMENTOS: Para este estudo serd coletada amostra de 10 mL de sangue. Serdo
feitos testes para verificar a presenca do virus e a confirmacdo mais segura do diagnéstico da
infeccdo. Alguns destes testes serdo realizados na Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas — HEMOAM em Manaus e outros na Universidade Federal de Uberlandia.
RISCOS E DESCONFORTOS: Nao existem riscos associados a participacao deste estudo.
O Unico desconforto é o da picada da agulha.

BENEFICIOS: A participacdo neste estudo ndo traz nenhum beneficio direto e imediato para
o senhor (@), mas ajudara no diagndstico do virus da Hepatite C.

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: O senhor (a) terd, sempre que necessario,
orientacdo, esclarecimentos de ddvidas, acompanhamento clinico e laboratorial pela equipe
médica da FHEMOAM, no que diz respeito ao HCV, podendo entrar em contato com as
doutora Adriana Malheiro (HEMOAM: Tel: 92-655-0100). Também serdo feitos pela equipe
médica do HEMOAM os encaminhamentos necessarios de acordo com o local onde o doador
residir.

VOLUNTARIEDADE: A sua participagdo neste estudo é voluntéria, podendo ser retirada a
qualguer momento, sem que isso atrapalhe o seu atendimento no HEMOAM.
CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os seus dados pessoais
referentes a participacdo neste estudo permanecerdo confidenciais, ndo sendo divulgados de
forma a declarar a sua identidade.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material bioldgico coletado (sangue)
sera utilizado somente para o que se propde neste estudo e solicitamos a sua autorizagdo para

armazenamento de material para estudos posteriores. Garantimos que toda nova pesquisa a ser
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realizada utilizando as amostras armazenadas sera submetida a aprovacio do Comité de Etica
em Pesquisa — CEP da FHEMOAM e, se for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa — CONEP.
O Sr. (a) autoriza que o seu sangue seja guardado para pesquisas futuras das caracteristicas do
virus e de como o corpo convive com a infec¢do? () Sim ou
() Néao

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apos ter recebido informacBes claras, eu concordo.em participar do estudo em

questao.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, / /

(Impressdo dactiloscépica)
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Questionario e Ficha de Cadastro Individual dos pacientes com hepatite C

PACIENTE

REGISTRO SEXO | IDADE | FONE

NATURAL (cidade, estado) PROCEDENCIA (Cidade,
estado)

PESO ALTURA

HDA (MOTIVO DO ENCAMINHAMENTO OU DA PROCURA AO
AMBULATORIO:

() USG COM ESTEATOSE ( )HCV POS ( ) CONSTIPACAO ( )
DIARREIA ( )ICTERICIA () DOR ABDOM

()  HIST FAMILIAR HEPATOPATIA () ALT DOS EXAMES ( )
OUTROS:

CARGA VIRAL (Log): GENOTIPO:
NAIT EXPOSTO | FIB-4 METAVIR | CHILD: Avaliacio da
VE (F1,F2,F3,F4 Fibrose  Hepaética
) NI [NIHCED]

COMORBIDADES: ( ) IDADE >60
( ) DMII ( )HAS ( )TIREOIDE ( ) IRC ( )|(3)
TRANSPLANTADO ( )RNI>1,1(10)
() HIV ( )VHB ( )ALCOOL ( )SINDROME |( )PLAQUETAS
METABOLICA ( )ASCITE < 100.000
( ) ENCEFALOPATIA ( ) [ () HLC (USG) >
OUTROS 4cm(6)

() ALHD (USG)
MANIFESTACOES EXTRA-HEPATICAS DO HCV: < 9cm (15)
() SALIVAR () VASCULAR ( JRENAL ( )|( ) EM >13cm
DERMATO ( ) OCULAR ( ) ENDOCRINA () | (USG) (7)
HEMATOLOGICA () NEUROMUSCULAR
( )AUTOIMUNE OUTRO Y Pontos : >22 (

)
FATORES DE RISCO
( ) HEMOTRANSFUSAO ANTES 1992 ( )
HOMOSSEXUALIDADE
( ) UDI ( ) TATOO ( ) PASSADO DE
CIRURGIA

DATA DO INICIO DO TRATAMENTO:

EXAMES ANTES DO INICIO DO TRATAMENTO:

| HEMOGLOBINA |




LEUCOCITOS

PLAQUETAS

RNI

F. ALCALINA

GGT

AST

ALT

ALBUMINA

BIL TOTAL

GLICOSE

COLESTEROL
TOTAL

TRIGLICERIDEOS

TSH

ACIDO URICO

VITAMINA D

ALFA
FETOPROTEINA

SODIO

UREIA

CREATININA

FERRITINA
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| ENDOSCOPIA: (

) COM VARIZES

() SEM VARIZES

IMAGEM HEPATICA:

REGIME
UTILIZADO

DE

TRATAMENTO

() PR (IFN+RIBA)

( )PR+ TELAPREVIR

() PR + BOCEPREVIR

() OUTRO:

SIM

NAIVE

EXPOSTO

NULL

RECIDIVANTE

DESCONTINUOU O TRATAMENTO

TEMPO
SEMANAS:

DE

TRATAMENTO:

DATA DO
TRATAMENTO:

INICIO

DO




Hg Leucocitos | Plaquetas

Glucose

LOG

SO

S4-RVR

S8

S12 -
NULL/EVR

S24 - PR

S36

S48

S72 (RVS)

136

EVENTO ADVERSO AO TRATAMENTO

SIM

Fadiga

Cefaléia

Nauseas

Anemia

Dermatite/exantema

Queda de cabelo

Hemorroidas

Ictericia

Evento adverso sério

Evento adverso grau 3 ou 4

Tuberculose

e Evento adverso sério: gastroenterite, colite, AVC, insuficiéncia renal aguda,

hipocalemia, exacerbacdo da psoriase, descompensacdo hepatica
e Evento adverso grau 3 ou 4: Niveis baixos de fosforo, niveis elevados de glicose
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Apéndice 04: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) dos candidatos a

doacéo de sangue
Conforme Resolugio N° 196/1996 do CONSELHO NACIONAL DE SAUDE.

Titulo do estudo: Avaliacdo do perfil celular, humoral e molecular em doadores de

sangue com sorologia reativa ao virus da hepatite B (HBV) na Cidade de Manaus.

O objetivo do estudo € conhecer como o0 organismo vai se defender ao virus da

hepatite B e verificar que tipo de virus esta no organismo.

Neste estudo serd coletada amostra de 20ml de sangue. Para serem feitos testes para
verificar a presenca do virus e analisar as células que destroem os virus. Todos os testes serdo
realizados no HEMOAM em Manaus. 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 o senhor
(@). O estudo, contudo, proporcionara maiores esclarecimentos sobre a prevencgdo e infeccdo
pelo virus da hepatite B. Sendo o senhor (a) participante deste estudo terd, sempre que
necessario, esclarecimentos de ddvidas, acompanhamento clinico e laboratorial no que diz
respeito a doenca em estudo, podendo entrar em contato com Dr? Adriana Malheiro e Laura
Maia (HEMOAM Tel: 3655-0111). Sempre que necessario sera prestada orientacdo meédica
adequada ou encaminhamentos necessarios, feitos pela equipe médica do HEMOAM. A sua
participacdo neste estudo é voluntaria. O senhor (a) pode retirar sua participacdo a qualquer
momento, o senhor (a) ndo tera qualquer tipo de prejuizo para o seu atendimento dentro da
Instituicdo. 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 propGe neste estudo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMAGCAO: Apos ter recebido informacdes claras,
eu concordo com minha participacdo 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.

Apos ter recebido informagBes claras, eu concordo.em participar do estudo em

questéo.
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(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, / / . (Impresséo dactiloscopica)
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Questionario e Ficha de Cadastro Individual dos candidatos a doacédo de sangue

Titulo do projeto: Avaliacdo do perfil celular, humoral e molecular em doadores de

PARTE I: ENTREVISTA COM O PACIENTE

Dados pessoais/ demograficos:

N° Ident.: N° Iden da Bolsa:
Nome:
Data de nascimento: /] Sexo: FeMe

Estado civil: Casado ¢ Solteiro ¢ outros

Escolaridade:

Profissao:

Bairro

Fone:

Endereco:

Complemento: Zona

Dados complementares do caso antes da doacgdo de sangue:

Tem vacinagdo contra Hepatite B: Sim ¢ Nao *

Paciente tem histdria anterior: alcoolismo ¢ ictericia ®

O paciente foi submetido ou exposto a:
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» transfusao de sangue/derivados

Quando:

* drogas injetaveis *transplante

133

* 3 ou mais parceiros sexuais *medicamentos injetaveis

* tratamento cirargico *parto normal

* acupuntura *tatuagem

* piercing stratamento dentario

Contato com paciente de Hepatite B ou C, ou com portador dos VHB ou VHC:

» sexual *domiciliar (ndo sexual) *ocupacional



140

Anexos



Anexo 01: Artigo genotipo 4

Rev Soc Bras Med Trop S0(6):861-863, Hovember-December, 2017
dei; 10, 1590/0037-8682-0094-2017
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Case Report

Sofosbuvir and daclatasvir combination therapy for current
hepatitis C virus genotype 4 achieves SVR: a case report of
HCV genotype 4 from the Amazon

Andréa Monteiro Tarragdé'"-'?, Grenda Leite Pereira''*', Flamir da Silva Victoria'®4,
Adriana Malheiro Alle Marie'"@ and Marili Barbieri Victdria®-¥

[1]: Labaratirio de Gendimica, Fundag@o Hospitalar de Hematologia ¢ Hemode rapia do Anaeonss, Mansua, AM, Brasil. [2]. Programa de Pds-Graduago
em Imnmalogia Bisicoa e Aplicada, Universidade Federal do Amacoms, Mamawus, AM, Brasil. [3]. Fundagiio de Medicna Tropical Dy, Hestor Vieir Dourada,
Mansus, AM, Brasil_ [4]. Programa de Pés-Graduagio em Medicina Tropical, Universidade do Estado do Amazonss, Mansus, AM, Brasi.

Abstract
Hepatitis C is a worldwide endemic discase, However, hepatitis C vinus genotype 4 (HCV GT-4) has rarely been reported in
Bmzil. HCV GT-4 demonstiates high sustained virological response (SVR). Here, we report the case of a 62-year-old HCV
GT-4 positive woman complaining of a headache, nausea, and arthralgia. The patient was treated according to the protocol for
genatype 4 (12 weeks administration of 400mg sofosbuvir and 60mg daclatasvir daily) and achieved SVER. Although this is nat
an Amazonas autochthonous case, the presence of genotype 4 is mrely reported in the region.

Kevwaords: Hepatitis C. Genotype 4. Sustained viral response.

INTRODUCTION

According to the World Health Omganization (WHO),
hepatitis C virus (HCV) affects millions of people worldwide;
it is estimated that approximately 71 million people are
chronical ly infected with HCV, causing a serious global public
health problem?,

There are seven HCV genotypes including 67 subtypes,
which are geographically distributed throughout the world®. In
Bmazil, the genotype distribution pattern consists of genotype
1, followed by genotypes 3, 2, 4, and 5%,

The treatment ecommended by the Brazilian Ministry of
Health for chronic HCV infection involves oral combinations
of direct-acting antivirals (DAAS), sofosbuvir in association
with simeprevir or daclatasvir. These drug combinations are
well tolemted and have been reported to increase sustained
virological response (SVR) rates to approximately 90937,

CASE REPORT

A 62-year-old woman was admitted to the Fundapdo de
Medicina Tropical Doutor Heltor Vietra Dourado (FMT-HVD)
in Movember 20115, Upon admission, the patient complained
of a headache, nausza, and an extmhbepatic manifestation of

Covresponding anthor: Dra. Marili Barbien Victdna
e-mail vomsan glerra o om b

Received 4 Apnil 2017

Accepted & Augusi 2017

www.rsbmt.org.br — www.scielo.br/rsbmt

neurological motor impairment, The patient had received
blood transfusion eight years prior in Alenguer, during
an upper digestive endoscopy procedure. Follow-up tests
prior to treatment are detailed in Table 1. The patient was
treated accomding to the protocol for genotype 4 (12 weeks
administration of 400mg sofosbuvir and 60mg daclatasvir
daily), SVR was achieved and hepatic markers values returned
tonomal six months after the end of treatment ( Table 1).

DISCUSSION

Hepatitis C virs genotype 4 (HCV GT-4) represents
approximately 1518 million cases of the total global HCV
infections. Itis prevalent in lower income countries in Northern
and Equatorial Africa, the Middle East, and Caribbean and
Indian mgions*#,

The frequency of the geographical distribution of the
genotypes in the Amazon regionis similar to the pattern in Brzil
and other world regions, a higher prevalence of genotypes 1
(64 9%  and 3 (30.2%) and a lower prevalence of genotypes 2
(4 6%, 4 (0,2%), and 5 (0, 1%, However, genotype 4 is rarely
reported in the State of Amazonas'®,

The current global distribution of HCV genotypes has
undoubtedly been influenced by historical events and modified
by comtemporary human migration trends. A lthough genatype 1
has been established as the most prevalent genotype worldwide,
including in the Amazon region, we must be aware of the
intmoduction of ather genotypes into the region.

B61
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TABLE 1: Patient labaratory test resuls.

Laboratory tests Admission Post-treatment” Reference values

Hemaglobin 12 Skl 13.73gML 12n/dL~18g/dL

Hemn sloerit 39.8% 41.1% 3IMe-52%

Platalats 196 000dmm?® 232, 0¥mm? 130, 0004mm* =400 000%mm

Leukocytes 6, 180dmm* 6. 340/mm* 5.2 mem?=12 ddmm?

Alburnif SAgdL S.0giL 355 0gldL

INR 1.13 1.12 1.0

TGOAET Bl 20 U=

TGRIALT HEIUL 2L UL

HEV-RNA 541 978 Undetectable 12WmL {Loget 08} — 100,10% Il {Log=a)
(log=5.73)

Fig-4"* 23 120 FlB 4= 328 (=F2)

Child pugh scoare &5 AS A-C

INR: infemational normalized raio; TGOWMST: ransaminase glul amic-avalaceliciaspartale aminoransferase; TGPWALT: imnsaminase giuta mic-pynuvicialanine
aminolransferase; HCV-RMA: hepailis C vins- ribonucleo acd, |LmL: infemafional unitsfmililer; FIB-4: index for iver fibrosis; APRL ASTdo-plabeiel rafio index;
METAMVIR: soore that quartify fhe degme ofinflammalionand fibmsis using the msults of a lver biopsy. *Post -Trealment tesks were performed six morths aler the
end of meatmenl. “The teatmen & ndicated for HCV mono infecled palients with 8PFR1 > 1.5 o FIB-4 > 335, chamdedzing METASIR 2F2. HOV.

In this case, the patient is a native of Tracuateua, a small
City in Pard, in the Amazon region; however, she lives in
Alenguer, anather city in Para closer to Manaus, Thus, this is
not an autochthonous case as the patient temporanly moved o
Manaus for HCV treatment, Migmtory flow may contribute to
the dissemination of genatype 4 originating from other states
in the region into Amazonas via virus carriers prior to SVR.

The origin of the region of Tracuateva is linked to the
comstructionof he Belém-Braganga milroad (completed in 1908),
during which many African descent, Portuguese, and Spanish
immigrants began to colonize the vicinity, Although this migatony
phenomenon is not recent, it has been increasing; thus, new and
unusual genotypes may be more prevalent than thought™,

Because of the low prevalence of HCV GT-4 in Brazil,
this genotype has not been studied extensively in pmospective
trials evaluating treatment outcomes. The lack of genotype 4
in our samples indicates that it is absent or rarely present in
our population, Because many people in Bahia are of African
descent and Brazil is a country with continental proportions,
it is possible that uncommon Brazilian HCV strains in other
regions of Brazil may be the result of multiple introductions
of genotype 4'%,

Therefon, we believe that HCV patient rumbers are inexact
in some municipalities of the state of Amazonas, a poor region
of the country affected by this endemic disease, where the
only public access to advanced technology for disgnosis and
teatment isat the FMT-HVD and A mijo Lima Ambulatory, the
Federal University of Amazonas, In addition, the natural history
of hepatitis C and the limited education of the population in some
of these mumni cipalities hinder patient nati fication and treatment,

86l

This case report may contribute to demonstrate that there is
HCV GT-4 in the North of Brazil and these i ndividual s carrving
this genotype have developed response to the DAAs,
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i Case mpo¢ The im.mun.ological .back,gl.'oym in successful retreatmeant of hepatitis C
5 genotype 1 infection with direct- acting antivirals

: ABSTRACT

g The available thempeutic strategies for inhibition of wirus replication process are
" based essentially on the combination of direct-acting antivirals (DAAs) that act directly on
:g virus proteins. This therapy has a reduced treatment time and fewer adverse effects with a
14 high rate of sustained virological response (SVR). We report the case of a 589-year-old
1156 patient with HCW genotype 1. The patient had a fibrosis grade =F2 and treated for 12
" weeks with the combination of Sofosbuvir + Simeprevir and subsequently for 24 weeks
;3 with Sofosbuvir + Daclatasvir resutting in VR, The evaluation of CD4" and CD8* T cells
| and cytokine profile of the patient showed a proinflammatory immune response during
i: retreatment compared to the profile on admission. This proinflammatory immune response
a seems to be a predictor of SVR. This case report highlights the importance of evaluating
26 the immune profile of the patient that may help clinicians in taking dedsion on treatment
ﬁé strategy for the retreatment scheme with DAAS.

29

33? Keyword: Hepatitis C, direct-acting antivirals, sustained virological response, retreatment,
:g INTRODUCTION

33; Hepatitis C is an inflammatory liver disease caused by hepatitis C virus. Clinical
:g manifestation may be acute or chronic, varying in severity, Approximately 71 milion people
:g are chronically infected with HCV worldwide and is a serious public health problem!,

:‘1:' Currently, seven genotypes and more than 67 subtypes of HCV have been described
42 worldwide?. In Brazil, genotype 1 is prevalent followed by genotypes 3, 2, 4 and 5. In the
:i Amazon Region, genotype 1 is mainly observed, followed by genotype 3, 2 and 445,

a5

:? Treatment for chronic hepatitis C (CHC) was previously based on the combination of
43 Pegylated Interferon and Ribavirin to achieve low rates of SVR. Currently, the approved
;‘3 treatment for CHC is the use of potent direct-acting antivirals (DAAS) that targets wviral
i_‘z proteins such as NS3-4A, NS5A and NS5B to inhibit virus replication®.

:i In Brazil, the Ministry of Health recommends for chronic HCV treatment from 2015 to
:: use the combination of second generation DAAs; Sofosbuvir (SOF) with Simeprevir (SMV)
:; or Daclatasvir (DCV), for 12 or 24 weeks according to the genotype. This year, 2018, new
;3 antivirals therapeutic options (Elbasvir, Grazoprevir, Ledipasvir and the (3D) Ombitasvir,

https/fmcid.manu saiptcentral .comirsbmt-scielo
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Dasabuvir, Veruprevir and Ritonavir) have been approved for CHC and are easily
accessible”

We report the case of a chronic hepatitis C carrier, genotype 1, treated for 12- weeks
with Sofosbuvir in combination with Simeprevir, SWR was not achieved., She underwent
another treatment with Sofosbuvir and Daclatasvir for 24-weeks and achieved SVR.

CASE REPORT

A single 58-year-old female patient from Poto Velho-RO, sought treatment for
hepatitis C in 2015 at the Fundagio de Medicina Tropical Dr, Heitor Vieira Dourado (FMT-
HYD) in Manaus, the capital of the Amazonas State. She complained of dizziness and
headache. She had blood transfusion prior to 1993, before the standardization of blood
screening®. She reported she is diabetic and on treatment with Metformin B50mg /
glibenclamide Smg. She had been treated for syphilis before and never for hepatitis C. She
is an ex-smoker and ex-alcoholic. On examination by ultrasonography, chronic liver
disease, cholelithiasis and splenomegaly were obsernved.

Treatment with DAAs was initiated according to the Brazilian Ministry of Health
guidelines for genctypa 1. Her HCV RMA viral load was 1929003 UlimL {log §,28).
Sofosbuvir in combination with Simeprevir was prescribed for 12 weeks. The wviral load
diminished to 86330 Ul'mL (log 4,94) but did not reach the SVR. Treatment regime was
changed to SOF + DCV for 24 weeks as she had advanced fibrosis. Her viral load was
indetectable after 12 weeks of the treatment.

In the present case, two peripheral blood samples (before and after the sscond
treatment) were collected for immunological studies. The immunological parameters of the
cells and cytokines were compared with the mean peripheral blood reference values (VR) of
blood donors to the Fundag®o Hospitalar de Hematologia & Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM). Pre-and post-treatment follow-up tests are shown in Table 1.

https/fmctd.manu sai pteentral.comifrsbrmt-scielo
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Table 1: Results of the patient’s laboratory tast

Laboratory Tests Admissicn * Post treatment Reference values (VR)
Hamaglabin 11,0 gidL 104 gidL 12 gidL-18 gidL
Hematdcnit 330% 31.5% AT -52%
Plaislets 85,000/ mm? 100,000 mm? 130-4.00. 000/ mm?
WEC 2.620/mm? 2.910/mm? 5 2'mm? - 12, 4/mm?
INR. 1,08 1,08 1,0
TGRALT 100 UKL 33 UL 2L 4410071
TGOVAST 85 UL 38 UL 2UIL-38L017L
1820003 UlimL 12 Ul¥mL{Log = 1,08) -
HOW-RMA {log 8.28) Indetectable 100 % 100U Iml flog = &)
COd* 37 500% | 46, T00% 1 41,07 Wt
coe* 33,800 %t 23,000% | 24,7 %
Ratio CO4* CO&* 111%) 1.95%1 1655
IL-2 2932 MF1) 2817 MFI | 332,86 MF| =
L4 237 4 MFI | 1988 MFI | 240 0 MF|#
L5 &52,1 MFI 4251 MFI 1 238,5 MF| &=
IL-10 2788 MFI 22T 4 MFI 1 200,0 MF|**
IL-17A B4 38 MFI | 2258 MFI 1 200,1 MF|#=
THF-a BE 56 MFI | 1459 MFI | 178,2 MF|*=
IFM- y 1258 MFI | 3189 MFI 250,5 MF|**
FIB-4** 3,851 4,0t FlBd= 3,25 (= F2)
CHILD-PUGH A A AL

WBC: white blood cells; INR: Infemational nomalized rafo;, TGO | AST: giutamic-oxalacetc

tansaminase / aspartate aminotansferase; TGP [ ALT: glutamic-pyuvic transaminase [ alanine
aminotransferaze; HCV-RMA: Hepattie C wirus nbonucless vinug, U 7 mL; FIB-4: Index for lver
fibrosis, APRI: ratio of AST o platelats, MET AVIR: a score that quantifies tha degrea of inflamm ation
and fibrosis using the results of a liver iopsy. * Post-treatment tests were perfformed 12-weeks afier
e end of treatment. ™ Treatment i indicated for HCV mono-infecied patients with FIB-4> 325,
characterizing METAVIR 2 F2. * * The referance valuas for CO4*/CDE* calls and serum cylokine
conantrations of peripheral Bood are expressad as mean fluomscence imensity (MF1) of 50
candidates for blood donation from the Fundagho Hospitalar de Hematologia @ Hamoterapia do
Amazonas (HEMOAM). The arrows T and | represent increase o decrease comparned 1 he refeence
values, respactivaly.

DISCUSSION
In general, treatment with Sofosbuvir combined with Simeprevir or Daclataswir
has been shown to be very effective, achieving relevant rates of sustained virological
response of 90-95% of individuals infected with HCV?. DAAs therapy allows
elimination of the wirus, resulting improvements in liver histology, prevention of
mortality related to liver disease, and improvement in patients’ guality of life.

This case demonstrates that in cases of failure of vimlogical response,
successful retreatment can be obtained with other DAAS regimens, even whan the
retreatment regimen contains the same class of medication. In this case report, the
retreatment with another protease inhibitor (DCV in replacement to SMV) without

httpa/ fmctd.manu soiptcentral oo mdrsbmt-scielo
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knowing if the patient had resistance-assodated variants (RAVs) demonstrated that
there is no nesd to verfy that if durng the first unsuccessful treatment arises
resistant variants to substitute new DAAs,

The case report described by Safari et al, 2016 demonstrated that HCWV
genotype 1b-infected patient with virologic failure following treatment with Daclatasvir
and Asunaprevir achieved SRV with prolonged duration of retreatment for 24 weeks
with Sofosbuvir plus Simeprevir'®,

Our  patient  presented liver enzymes normalized even  though
thrombocytopenia, leucopenia, and anemia parsisted after the second treatment with
S0F + DCV, In addition, an improvement in her general condition was obsarved. Her
viral load was undetectable after 12 weeks of the end of treatment.

In general, distinct peripheral cell frequency profies are observed between
HCW* patients when compared with healthy individuals'!. Data analysis of the mean
percentage of CO4*T lymphocytes showed a decrease in admission and an increase
in post-treatment when compared to the reference values. On the other hand, the
mean percentage of COE™ T lymphocytes showed an increase on admission and a
decrease in posttreatment when compared to the respective reference values, CD4*
and CDE* T cells play an important role in producing IFN-y, promating the further
development of CD4™T cells and eliminating infected cells, respactively, in addition to
assisting in the healing of the disease. These results indicate a higher frequency of
CDE T cells on admission, whereas in the post-treatment the occurrence of CD4™ T
cells is higher, which may have favored SVR in the post-treatment.

The production of inflammatory cytokines coordinates the recrutment of
leukocytes to the liver to eliminate the virus'®, On admission, the patient showed a
decrease of |L-2, IL-4, IL-17A THF- a and IFN- v cytokines levels and an increase of
IL-5 and IL-10 when compared to reference values consider for serum cytokineg. In
contrast, the posttreatment cytoking profile revealed an increase of the cytokines IL-
174 and IFM- v serum levels,

Altogether, the results demonstrated a ratio CD4*/CDB* T cell slightly
decreased along with lower levels of IL- 2, IL-4, IL-17A, TMF- a and IFN- y and with
high levels of IL-6 and IL-10 after retreatment. This suggests that the ability to

httpa/ fmcid.manu sai ptcentral.com/frsbrmt-scielo
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1

2

i develop a proinflammatory immune response profile throughout treatment appears to
5 be & predictor of SVR.

&

; Although, there are few cases of non-response to DAAsS, we suggest that the
?.;:. immunological study of each individual would be relevant, especially in a country like
1 Brazil where few drugs are available for the retreastment regimen. The personalized
12

13 evaluation of the immunological conditions implies in the reduction of costs for the
14

Brazilian government if the clinicians know that the nonmsponse can be associated
16 to immunological failure.

19 In summary, this case study demonstrates that patients infected with HCW
i_? aenotype 1 who have virologic failure with Sofosbuvir plus Simeprevir have potential
22 retreatment options, induding regimens containing a component with a shared adtion
2

24 mechanism as the initial freatment in countries where the resistance-assodated
‘;_56 variants (RAVs) testing are not available, and the evaluation of the immunological
i; response before and after treatment may be used as an ally in the clinical evaluation
29 and patient adherence to the retreatment favoring the elimination of the virus.

30
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Table 1: Results of the patient’s laboratory test

Laboratory Tests Admission * Post treatmaent Reference values (VR)
Hemoglabin 11.0 gL 104 gidl 12 gidL-18 grdlL
Hematdent 339% 31.5% 7% -52%
Platelets 85,0000 mm? 100 000 frnim? 130-400.000/mm?
WEC 2 .620Mmm? 2.910mim? 5,2/mm? - 12 4/mm?
INR 108 1.08 1.0
TGRALT 100 UIiL 33 UL 2UIL 4401
TGOVAST B8 UL 38 UL 2U1-38UIL
1828003 LUimL 12 UlfmL{Log = 1,08) -
HCW-RMA (log & .28) Indetectable 100 x 10 UlmL flog = B)
Chg a7, 500 | 46,700 T 41,07 %*
Cha 33,600 %1 23,9005 | 24 70
Ratio GO/ COE* 1.11%] 1.895%1 1.66%%
IL-2 2832 MFI| 281,7 MF1 | 332,56 MF|%
IL-4 23T .4 MFI | 186,68 MF1 | 240,0 MF|##
IL-G B62,1 MFI 1 426,11 MF1 1 2385 MF|*
IL-10 2789 MFI 1 227 4 MFI 1 200,0 MF| &
IL-17A 4 58 MFI | 225 9 MFI 1 200,71 MF| &
THF-a BB 66 MFI | 145,8 MF1 | 176,2 MF|*#
IFM- 125,8 MFI | 318,89 MF1 1 2505 MF|*
FIB-4"* 3,851 401 FIB4= 3,25 (= F2)
CHILD-PUGH A A AL

WBC: white blood cells; INR: Inlemational nomalized ratio; TGO [ AST: ghtamic-oxalacetic
ranzaminase / asparate aminoransgerase; TGP [ ALT: ghtamic-pyuvic tansaminase /[
alaning aminatransfarasa; HCW-RNA: Hepatitis C virug rbonuckeis virus, ULT mL; FIB-<4: Indax
for liver fibrosis, APRI: ratio of AST to platelets; METAVIR: a score that quantifies the degree of
inflammaton and fibrosis using the results of a lver bopsy. * Posttreatment tests were
parfamed 12-weeks afier tha and of reatment * Treatment is indicated for HCV mono-
infectad patients with FIB-4> 3,25, charackenzing METAVIR = F2. * ® The refarence values for
CO4CDE" cadlz and seum cylokine concentrations of penpheral blood are expressed as mean
fluarescance intansity (MF1) of 50 candidates for blood donation from the Fundago Hospitalar
de Hematologia & Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM). The armows 1 and | represent
Increase or decrease compared 1o the reference values, respactively.
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