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RESUMO

Pacientes com hemofilia A apresentavam até meados da década de 90, devido a auséncia de
testes na doacao de sangue ou de inativacao viral em hemoderivados, alto risco de adquirir
doengas infeciosas transmissiveis pelo sangue, como o HCV. Superado este problema, o
desenvolvimento de anticorpos inibidores do FVIII (anti-FVIII) configura atualmente o
principal problema no manejo da hemofilia A. Este estudo teve como objetivo investigar a
influéncia da infecgdo pelo HCV na ocorréncia de inibidores em pacientes com hemofilia A
pela andlise de biomarcadores da resposta imune (citocinas e quimiocinas plasmaticas). Foram
selecionados 197 pacientes acompanhados na Hemocentro de Belo Horizonte, Fundacao
Hemominas entre os anos de 1985 a 2018, sendo classificados em diferentes grupos:
soronegativos (para HCV, HBV, HIV, HTLV, Sifilis e Doenga de Chagas) e sem historico de
desenvolvimento de inibidor (SN'™B- n=62); soronegativo e com histdrico de desenvolvimento
de inibidor (SN™B*  n=34); exposto ao HCV (anti-HCV reativo) e sem historico de
desenvolvimento de inibidor (HCV™E- n=50); exposto ao HCV e com histérico de
desenvolvimento de inibidor (HCV™NB* n=51). A quantificacdo das citocinas (IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, TNF, IFN-y e IL-17A) e quimiocinas (CXCLS8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG,
CCL2/MCP-1 e CXCL10/IP-10) foi feita em amostras de plasma por citometria de fluxo. Dados
retrospectivos dos pacientes foram obtidos dos prontuarios médicos e comparados entre os
grupos soronegativos e expostos ao HCV. Idade avancada, maior frequéncia de uso de
crioprecipitado e plasma fresco congelado, de hemofilia grave, de histéria de desenvolvimento
de inibidor, de niveis mais baixos de inibidor e de comorbidades foram significativamente
associados a exposi¢do ao HCV. Entre os pacientes expostos ao HCV, 30% alcangou clearance
viral e 60,6% daqueles com infec¢do cronica ndo apresentavam alteracdo hepatica. A andlise
dos biomarcadores mostrou maiores concentracdes plasmaticas para a maioria das citocinas
dosadas nos individuos INB* em comparac¢do com os INB". No grupo SN'™B-observou-se altas
concentragdes de IL-4; no grupo SN™B* observou-se altas concentragdes de IFN-y, TNF, IL-4
e IL-10; no grupo HCV™E- observou-se baixas concentra¢des de todas as citocinas, mas altas
concentragdes das quimiocinas CXCL8 e CCL2, e o grupo HCV™E" apresentou niveis
reduzidos de IFN-y e TNF, mas altas concentra¢des de IL-2, IL-6, IL-17 e IL-10, além de
elevada concentragdo das quimiocinas CXCL9 e CXCLI10. A analise multivariada das
concentracoes plasmaticas dos biomarcadores mostrou agrupamentos diferenciados dos
pacientes de acordo com o status de infecg¢do pelo HCV e de formagao de inibidor. A matriz de
Heatmap evidenciou o agrupamento dos pacientes em trés principais perfis: HCV™E*: maiores
concentragdes de CXCL9 e CXCL10, niveis médios a baixos de IL-4 e de IFN-y; HCVNB~:
baixas concentragdes de CXCL9 e IFN-y, sendo o grupo com os menores niveis de IL-4;
soronegativos sem ou com INB (SN™B“INEBY): concentragdes baixas de CXCL9 e CXCLI10, e
niveis mais altos de IL-4, TNF e IFN-y. Assim, IL-4 e IFN-y parecem ser os principais
indicadores de ocorréncia de inibidor, enquanto que CXCL9 e CXCL10 de resposta ao HCV.
Nos propomos que o HCV pode ser um fator que potencializa o inicio da resposta de formacao
de anticorpos anti-FVIII por induzir uma resposta Th1l, mas ao mesmo tempo, pode ser um
imunomodulador dessa resposta humoral, provavelmente ao diminuir a resposta Th2 que ¢
importante na manutencdo de altos niveis de inibidor. Esses achados sugerem novas
perspectivas para futuros estudos com pacientes com hemofilia em busca de estabelecer um
modelo para explicar a imunomodulagao entre a infec¢ao pelo HCV e a formacao de inibidores.

Palavras chave: HCV, hemofilia A, inibidores do FVIII, citocinas, quimiocinas, hepatite C



ABSTRACT

Patients with hemophilia A were at high risk of acquiring blood-borne infectious diseases, such
as HCV, until the mid-1990s. This problem has been overcome and currently the development
of FVIII inhibitors (anti-FVIII) represents a major problem in the management of hemophilia
A. This study aimed to investigate the influence of HCV infection on the occurrence of
inhibitors in patients to analyze biomarkers of the immune response (plasma cytokines and
chemokines). Patients (n=197) who were followed up at Hemocentro de Belo Horizonte,
Fundacdo Hemominas between 1985 and 2018, were classified in different groups:
seronegative (negative for HCV, HBV, HIV, HTLV, Syphilis and Chagas Disease) and without
history of inhibitor development (SN™ B n=62); seronegative and with history of inhibitor
development (SN™B*, n=34); exposed to HCV (anti-HCV reactive) and without history of
inhibitor development (HCV™E-, n=50); exposed to HCV and with history of inhibitor
development (HCV™B* n=51). Quantification of cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-
v and IL-17A) and chemokines (CXCLS8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1
and CXCL10/IP-10) was performed on plasma samples by flow cytometry. Retrospective
patients’ data were obtained from medical records and compared between seronegative and
exposed to HCV groups. Older age, more frequent use of cryoprecipitate and fresh frozen
plasma, severe hemophilia, history of inhibitor development, lower levels of inhibitor and
comorbidities were significantly associated with exposure to HCV. Among patients exposed to
HCV, 30% achieved viral clearance and 60.6% of those with chronic infection did not have
liver disorders. The analysis of biomarkers showed higher plasma concentrations for most of
the cytokines measured in the INB" individuals compared to the INB". The SN™8- group showed
high concentrations of IL-4; the SN'™B* group, high concentrations of IFN-y, TNF, IL-4 and IL-
10; the HCV™®- group, low concentrations of all cytokines, but high concentrations of the
chemokines CXCLS8 and CCL2; and the HCV™B* group, reduced levels of IFN-y and TNF, but
high concentrations of IL-2, IL-6, IL-17A and IL-10, in addition to high concentration of
CXCL9 and CXCLI10 chemokines. Multivariate analysis of plasma concentrations of
biomarkers showed differentiated clusters of patients according to status of HCV infection and
inhibitor occurrence. The Heatmap matrix showed clustering of patients into three main
profiles: HCVNB*: with higher concentrations of CXCL9 and CXCL10, medium to low levels
of IL-4 and IFN-y; HCV™®": with low concentrations of CXCL9 and IFN-y and the lowest
levels of IL-4; seronegative patients with or without inhibitor (SN™B/MNB ). with low
concentrations of CXCL9 and CXCL10, and higher levels of IL-4, TNF and IFN-y. Thus, IL-4
and IFN-y appear to be the main indicators of inhibitor occurrence, while CXCL9 and CXCL10
of response to HCV. We propose that HCV may be a factor that potentiates the initiation of the
anti-FVIII antibody formation response by inducing a Th1 response, but at the same time, it can
be an immunomodulator of this humoral response, probably by decreasing the Th2 response,
which is important in maintaining high levels of inhibitor. These findings suggest new
perspectives for future studies with patients with hemophilia to establish a model to explain the
immunomodulation between HCV infection and the formation of inhibitors.

Keywords: HCV, hemophilia A, FVIII inhibitors, cytokines, chemokines, hepatitis C
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais da hemofilia A

A hemofilia A ¢ uma doenga hemorragica, hereditaria, ligada ao cromossomo X, que ¢
determinada pela deficiéncia ou anormalidade da atividade coagulante do fator VIII (FVIII)
apresentando como caracteristica o prolongamento do tempo da coagulacdo sanguinea. A
prevaléncia geral da hemofilia A ¢ estimada entre 1:5.000 e 1:10.000 nascimentos do sexo
masculino, ndo sendo observadas variacdes significativas entre os grupos étnicos (RIZZA;
SPOONER, 1983; SOUCIE et al., 1998; HEDNER et al., 2000). A hemofilia A representa

aproximadamente 80% dos casos de hemofilia, sendo a mais prevalente (BRASIL, 2015).

As hemofilias s3o transmitidas quase que exclusivamente para individuos do sexo masculino,
pois estes possuem apenas um alelo X e 70% sao transmitidas por maes portadoras da mutagao
no gene F'8. As mulheres possuem dois alelos do gene F'§, e se a mulher for portadora, possui
50% de probabilidade de transmitir o alelo para sua prole (Figura 1B). Para que uma mulher
tenha hemofilia é necessario que o pai tenha a doenga e que a mae seja portadora da mutagao
(Figura 1F). Em mulheres portadoras, a atividade plasmatica do FVIII ¢ reduzida, mas
suficiente para manuten¢do da hemostasia. Entretanto, em 30% dos casos ocorre uma mutagao
“de novo” ou esporadica, que pode ocorrer tanto na mae como no feto, levando a um caso

1solado da doenga sem presencga nas geracoes anteriores (Figura 1E) (BRASIL, 2015).

- : > ° Legenda
P w Homem
XY XX XY XX XY XX xr Normal
]

THIRIh e

xx Normal
XY XX XY XX || XY XX XY XX || XY XX XY XX

D] F] I Homem
T 'P xy Hemofilico

XY XX XY XX XY XX F mulher
] [ o o xx Portadora

T PRI e,

XY XX XY XX || XY XX XY XX || XY XX XY XX wx Hemofilica

Figura 1: Hereditariedade da hemofilia. Provaveis cruzamentos genéticos para a transmissdo da hemofilia.
Fonte: BRASIL, 2015
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1.2 Manifestacoes clinicas em pacientes com Hemofilia A

O quadro clinico da hemofilia A ¢ caracterizado por hemorragias recorrentes nas articulagdes,
conhecidas por hemartroses que acomete frequentemente joelho, tornozelo, cotovelo, ombro e
regido coxofemoral; os hematomas acontecem nos musculos, € em casos mais extremos podem
ocorrer hemorragias nos oOrgdos internos. A gravidade dos sangramentos na hemofilia ¢
associada diretamente ao nivel de atividade residual do FVIII no plasma, sendo classificada em
grave, moderada ou leve. Por volta de 50% dos pacientes sdo classificados como grave e
possuem atividade do FVIII inferior a 1% do normal (<0,01 UI/mL), apresentando frequentes
hemartroses, hematomas e hemorragias nos 6rgaos internos sem causa aparente (espontaneos).
A forma moderada representa 10% a 20% dos pacientes que possuem atividade do fator entre
1-5% (0,01-0,05 UI/mL) e manifestam episdédios hemorragicos apds pequenos traumas ou
procedimentos. Aproximadamente 30% a 40% dos casos leves apresentam atividade do FVIII
superior a 5% e inferior a 40% do normal (0,05-0,40 UI/mL) e os sangramentos sdo associados
a traumas maiores ou procedimentos cirargicos (ANTONARAKIS et al., 1995;
BLANCHETTE et al., 2014).

Os pacientes com hemofilia A podem desenvolver anticorpos inibidores contra o FVIII. Esses
inibidores neutralizam os efeitos protetores e coagulantes da terapia de reposicao do fator, que
¢ o principal tratamento para esses pacientes. Desta forma, os pacientes com inibidores do FVIII
podem apresentar hemorragias prolongadas que sdo de dificil tratamento, levando a um
aumento da morbidade e reducdo da qualidade de vida (PRESCOTT ef al., 1997; LOLLAR,
2004; LEISSINGER et al., 2011; WALSH et al., 2015). A prevaléncia de inibidores entre
pacientes com hemofilia A leve/moderada esta por volta de 9%. Entretanto, em pacientes com
hemofilia grave, a frequéncia de inibidores estd entre 10% a 30% dos casos (GRINGERI et
al.,2003; DEKOVEN et al.,2012; THORAT et al.,2018). Para investigar o desenvolvimento de
inibidores neutralizantes da fungdo coagulante do fator VIII (FVIIIL:C) realiza-se primeiramente
um teste qualitativo. Em seguida, ¢ realizada a quantificacdo do inibidor pelo método de

Bethesda ou Nijmegen (Bethesda modificado) (BRASIL, 2012).

Por definicao, uma unidade de Bethesda (UB) inibe 50% da atividade do FVIII. Pacientes com
titulos menores que 0,6 UB/mL sdo considerados negativos; pacientes com titulos acima de 0,6
UB/mL sd3o considerados inibidores positivo: inibidores entre 0,6 UB/mL e 5 UB/mL sao
classificados como pacientes com inibidores de baixo titulo e titulos maiores ou iguais a 5

UB/mL sao classificados como pacientes com inibidores de alto titulo (VERBRUGGEN et
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al.,1995; 2002). Além disso, os inibidores podem ser classificados em alta e baixa resposta. Por
exemplo, pacientes com titulos que apresentam niveis persistentes de inibidores inferiores a 5
UB/mL, mesmo com constante exposi¢cdo ao FVIII, podem ser considerados pacientes com
inibidores de baixa resposta. Em contrapartida, aqueles com titulos superiores ou iguais a 5
UB/mL sao inibidores de alta resposta quando se mantém por varios meses, mesmo que o
paciente interrompa a exposi¢do ao FVIII (KASPER et al.,1975; LAVIGNE-LISSALDE et
al.,2005) (Figura 2).

<0,6UB/mL
ST 0,6 UB/mLa 5 UB/mL
Niveis de Inibidor ' Inibidores de baixo
§ , >0,6 UB/mL . i
Positivo > 5 UB/mL
Inibidores de alto

! titulo

Figura 2: Niveis de inibidor em pacientes com Hemofilia. Pacientes com niveis menores que <0,6 UB/mL séo
considerados sem desenvolvimento de inibidor, enquanto que aqueles com >0,6 UB/mL apresentam
desenvolvimento de inibidor. Os niveis de inibidores entre 0,6 UB/mL a 5 UB/mL sdo de baixo titulo € >5 UB/mL
podem ser de alto titulo. Fonte: Adaptado de VERBRUGGEN et al., 1995

Entre semanas ou meses, os titulos dos inibidores podem sofrer alteracdes e at¢ mesmo

desaparecer por completo espontaneamente (DIMICHELE, 2000; CARAM et al.,2011).

Os fatores de risco associados ao desenvolvimento de inibidores s3o considerados
multifatoriais: fatores genéticos e ndo genéticos/ambientais (GARAGIOLA et al., 2018). Além
da gravidade da hemofilia, a mutagdo do gene F8 e o historico familiar sdo considerados fatores
de risco de desenvolvimento de inibidores bem estabelecidos na literatura (EHRENFORTH et
al.,1992; KREUZ et al.,1992). Outros fatores genéticos associados ao desenvolvimento de
inibidores sao as moléculas de antigeno leucocitario humano (HLA) classe II e a produgao de
citocinas pro e anti-inflamatoérias, tais como, IL-1, IL-2, IL-10, TNF-o ¢ CTLA4 (HAY et
al.,1997; ASTERMARK et al., 2006). Entre os fatores ambientais, observa-se que o tipo de
FVIII utilizado (derivado de plasma ou recombinante), a primeira exposi¢do ao FVIII,

frequéncia e intensidade do tratamento de reposi¢cao do FVIII, além de sinais originados a partir
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de cirurgias, hemorragias graves, vacinas e infec¢des estdo associados ao desenvolvimento de
inibidores em pacientes com hemofilia A (MANNUCCI & RUGGERI, 1970; LUSHER &
SALZMAN, 1990; PEERLINCK et al., 1993).

1.3 Mecanismos moleculares na geracio de anticorpos anti-FVIII

Os inibidores de FVIII sdo anticorpos policlonais do tipo IgG, principalmente da subclasse IgG4
e IgG1, produzidos por linfocitos B estimulados por células T CD4" especificas para o FVIIL.
Os epitopos reconhecidos pelos anticorpos inibidores do FVIII concentram-se nos dominios

A2, A3 e C2 do FVIII (RICK et al.,2003; CHAVES et al.,2008).

O primeiro contato do FVIII infundido ocorre provavelmente no bago, que contém trés tipos
principais de células apresentadoras de antigenos (APC): macréfagos, linfocitos B e células
dendriticas (DC) (TIEU et al.,2020). Além disso, 6érgaos secundarios como os linfonodos ¢ a
medula 6ssea podem estar envolvidos na formagdo de anticorpos (FEUERER et a/.,2003). Na
resposta primaria (Figura 3), o antigeno - fator infundido - se liga a superficie das APC,
internaliza-se por endocitose e ¢ degradado proteoliticamente. Os peptideos ligam-se ao
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe 1I a partir da sequéncia de
reconhecimento. Em seguida, o complexo ¢ transferido para a superficie celular, de onde pode
interagir com o receptor de células T (TCR) nas células T helper CD4+. Para a inducdo das
células T em repouso, € necessario o reconhecimento do complexo peptideo/MHC-II pela célula
T através do TCR que € potencializada por sinais co-estimulatorios, como CD80 (B7.1) / CD86
(B7.2) ao CD28, para obten¢do de uma reagdo imune ideal. Apos a estimulag@o antigénica das
células T CD4", estas se diferenciam em subconjuntos de células T, Th1 e Th2, para a secregdo
de citocinas. As cé€lulas Th2 produzem citocinas anti-inflamatérias ou reguladoras, como IL-4,
IL-5,1IL-6 e IL-10, que promovem a ativacdo de células B, mediam a resposta humoral, regulam
a ativacdo das APC e das células Thl, ao reduzir a intensidade da resposta imune. Além disso,
as citocinas secretadas pelas células Th2 também mediam a troca de classe caracteristica da
imunoglobulina (Ig) para IgG4, principal subclasse dos anticorpos inibidores. Essas interagdes
levam a estimulagdo, diferenciagdo e expansao clonal das células B produtoras de anticorpos

anti-FVIII (ASTERMARK, 2006).
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Na resposta secunddria, as células B de memoria que reconhecem especificamente o FVIII sdo
prontamente estimuladas sob nova exposi¢ao ao FVIII exogeno, se diferenciam e geram clones

celulares secretores de anticorpos (Figura 3).

célula T
Liberagdo de citocinas
IL-2, IL-4, IL-5, IL-10,

1112, IFN-Y

Il . \{Y

L anticorpos
B mremn anti-FVIl
.{ / célulag

célulag
_k p de memdria
=l célula B
anticorpos ‘k de memdria
anti-FVIl
{/ o
~

celulas Treg

‘f}~‘\

Figura 3: Resposta imune primaria e secundiria e o desenvolvimento de inibidores em pacientes com
hemofilia A. O fator VIII exdgeno infundido liga-se as APC. Os peptideos se ligam ao MHC-II. Os complexos
MHC—peptideo FVIII sdo entdo transferidos para a membrana celular e apresentados aos receptores da célula T
(TCR) nos linfocitos Th CD4". Sinais co-estimulatdtrios fornecidos na superficie da célula Th levam a ativagéo
completa dos linfécitos Th e estimulam a liberacdo de citocinas. A ag@o potencializada das citocinas e moléculas
co-estimulatorias, incluindo a interagdo entre CD40 e CD40L, induz a proliferagéo e diferenciagdo de células B
com a produ¢do de anticorpos anti-FVIII, além da geragdo de células B de memoria. Apds nova exposi¢do ao
FVIII exdgeno, as células B de memoria se diferenciam e geram clones produtores de anticorpos inibidores. Fonte:
Adaptado de (TIEU et al., 2020)

As células T reguladoras (Tregs) podem desempenhar um papel fundamental para evitar a
formacgao de inibidores (CAO et al.,2009). As células Treg representam uma subpopulagao de
linfécitos T importantes para a manutengdo da tolerancia. Elas conseguem suprimir
mecanismos dependentes do contato celular envolvendo as APC ou inibir a secrecdo de
citocinas (TANG & BLUESTONE, 2008). Com isso, a formagdo de inibidores, que ¢ uma
resposta T dependente, ¢ inibida. Em particular, células Treg CD4" CD25" FoxP3*, de
ocorréncia natural ou induzida, promovem a supressao de anticorpos e de respostas de linfocitos

T citotoxicos especificos ao FVIII. Em modelos animais, a exposi¢do cronica do sistema
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imunologico ao FVIII levou a indugdo de Treg, e em condi¢des ndo inflamadas, a falta de Th
impediu a diferenciagdo de células B em células produtoras de anticorpos (CAO et al.,2009).

Os mecanismos de inducao das células Treg envolvem diversas vias, moléculas e processos.

A exposicdo frequente ao fator deficiente na auséncia de inflamagdo sist€émica pode induzir
Tregs com uma subsequente falta de células T auxiliares, impedindo a diferenciacao de células
B e promovendo tolerdncia por anergia e/ou exclusdo de células Th2 ativadas (TIEU et

al.,2020).

1.4 Tratamento de pacientes com hemofilia A

O tratamento da hemofilia A requer infusdes frequentes de fatores de coagulacio exdgenos para

substituir o FVIII endogeno que esta ausente ou deficiente.

Os fatores de coagulacdo podem ser obtidos a partir do fracionamento do plasma humano
coletado de doadores de sangue, ou por meio de técnica de engenharia genética (produtos
recombinantes). Antes de 1980, os produtos disponiveis para o tratamento eram o
crioprecipitado e o plasma fresco congelado. Posteriormente, foram produzidos os
concentrados de fator de origem plasmatica, a partir do fracionamento do plasma humano. Em
seguida, se empregaram as técnicas de engenharia genética para a producao do concentrado de
fator recombinante (rFVIII). Em 1987, o primeiro paciente foi tratado com o rFVIII, sem a

necessidade de nenhum tipo de plasma para a sua produgdao (CASTRO et al.,2014).

Existem duas modalidades de tratamento da hemofilia, sob demanda (episddico) ou profilatico
(carater preventivo) que sdo definidas pela periodicidade da reposicdo dos fatores de
coagulacgdo. O tratamento sob demanda ¢ realizado apds a ocorréncia de episddio hemorragico,
com a infusdo do FVIII. O tratamento de profilaxia consiste no uso regular de concentrado do
FVIII para a manuten¢do dos niveis elevados, a fim de prevenir possiveis episodios de
hemorragia. Além disso, existe a profilaxia intermitente que pode ser realizada em um curto
periodo de tempo. Por isso, a profilaxia tornou-se a conduta padrao no atendimento de pacientes
com hemofilia grave, pois apresenta melhora na qualidade de vida destes quando comparados
aos pacientes que utilizam o fator apenas sob demanda (MANCO-JOHNSON et al., 2007). Na
Tabela 1 sdo apresentadas as definigdes das modalidades de tratamento possiveis para a
reposicao do FVIIIL. A administra¢do das doses de FVIII, concentracdo e frequéncia variam de

acordo com a gravidade da hemofilia, tipo de hemorragia e peso do paciente (BRASIL, 2015).
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Tabela 1: Definicées das modalidades de tratamento de reposiciao de FVIII

Modalidade de tratamento Defini¢ao

Episodico (sob demanda) Tratamento de reposi¢ao de fator no momento de evidéncia clinica de
sangramento

Profilaxia continua

Profilaxia primaria Reposigdo regular continua' com inicio antes de evidéncias de
alteracdo osteocondral® e iniciada antes da segunda hemartrose e idade
até 3 anos

Profilaxia secundéria Reposicdo regular continua' com inicio apds 2 ou mais hemartroses e
antes da evidéncia de alteracdo osteocondral?

Profilaxia terciaria Reposi¢io regular continua' com inicio apds evidéncia de alteragdo
osteocondral’

Profilaxia intermitente
Periddica ou de curta duragdo  Tratamento utilizado com o objetivo de prevenir sangramentos.
Realizado com periodo inferior a 45 semanas ao ano
'Reposigo regular continua ¢ definida como reposigdo com intengdo de tratar por 52 semanas ao ano e tendo sido
tratado por pelo menos 45 semanas ao ano (85% da inteng@o de tratar)
2Determinada por meio de exame fisico e/ou testes de imagem
3Determinada por meio de exame fisico e radiografia simples da(s) articulagio(des) afetada(s)
Fonte: Srivastava et al. (2013) ¢ Blanchette et al. (2014).

O tratamento dos pacientes com hemofilia A com inibidores ¢ considerado um grande desafio
para a clinica, pois apresenta elevados custos sociais e econdmicos para o controle dessa
condicdo. Para os pacientes com hemofilia A grave e inibidores persistentes de alta resposta
recomenda-se a utilizagdo de agentes bypass para o tratamento das hemorragias. Os agentes
bypass disponiveis sdo: concentrados de complexo protrombinico ativado (CCPA) e o FVII
recombinante ativado (FVIla-r). Esses produtos fazem uma “ponte” ao ativar diferentes pontos
da via de coagulagdo. Na ultima década, ambos agentes estdo disponiveis para o tratamento e
prevengdo de sangramentos em pacientes com inibidores, entretanto, a eficicia, a seguranca e
o custo-beneficio ainda sdo pouco conhecidos em longo prazo (COPPOLA et al.; 2018). A
Figura 4 mostra um fluxograma com as distintas abordagens para o tratamento dos episodios

hemorréagicos dos pacientes com hemofilia A e presenga de inibidores.
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Figura 4: Fluxograma para o tratamento de pacientes com hemofilia A e inibidores.

Abreviagdes: UB: unidades de Bethesda; FVIII AD: fator VIII em altas doses; AR: auséncia de resposta; CCP:
concentrado de complexo protrombinico; CCPA: concentrado de complexo protrombinico parcialmente ativado;
FVIla-r: fator VII ativado recombinante. Fonte: Adaptado BRASIL, 2009.

O tratamento utilizado para eliminagdo dos inibidores é realizado através da indugdo de
tolerancia imunolégica (ITI) que é indicada para todos os pacientes com hemofilia A grave com
inibidor persistente e ativo (COLLINS et al.; 2012). A ITI consiste basicamente em infusdes
recorrentes (diariamente ou diversas vezes na semana) durante varios meses, até anos, com altas
ou baixas doses de concentrado de FVIII, com a finalidade de desenvolver uma tolerdncia ao
FVIII infundido, ou seja, treinar o sistema imunologico para aceitar o tratamento com o fator
de coagulacdo ausente, sem a produgdo de anticorpos (ROCINO; FRANCHINI; COPPOLA,
2017; COPPOLA et al.; 2018; WFH; 2018).

O protocolo da ITI pode ser composto por combinacdes de doses (baixas ou altas) e frequéncia
variavel na utilizagdo de concentrado de FVIII. O regime de altas doses apresenta vantagem de
menos episddios hemorragicos e menor tempo de tolerancia, entretanto, possui um custo muito
maior. Evidéncias apontam que pacientes com fatores prognoésticos ruins (titulo >10 UB/mL e
histérico de titulo >200 UB/mL) se beneficiam mais com regimes de altas doses (HAY &
DIMICHELE, 2012). Diversos protocolos foram descritos e sdo eficazes: as taxas de sucesso

da ITI sdo de 100% para pacientes com inibidores de baixa resposta (<5 UB/mL) e baixo
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impacto clinico na farmacocinética do FVIIl/sangramento, enquanto podem variar entre 60% e

90% para pacientes com inibidores de alta resposta (>5 UB/mL) (BRACKMANN et al., 2018).

Novas terapias vém surgindo para tratar pacientes com hemofilia A com ou sem
desenvolvimento de inibidores, baseados no uso de anticorpos monoclonais ou RNA de
interferéncia, tendo como alvos proteinas ou seus genes participantes da cascata de coagulagao
(PASI et al., 2017; WFH; 2018; MAHLANGU et al., 2018). Por exemplo, o Emicizumabe ¢
um anticorpo monoclonal humanizado (IgG4), bi especifico, recombinante, que se liga o fator
[X ativado e ao fator X, mimetizando a a¢do do FVIII ativado que esta ausente. Assim, a cascata
de coagulacdo continua e promove a formacao do coagulo, sem induzir o desenvolvimento de
inibidores diretos contra o FVIII (SHIMA, 2015). Em estudo publicado por Oldenburg e
colaboradores (2007), pacientes que utilizaram Emicizumabe apresentaram 87% menos
sangramentos comparados aos pacientes sem profilaxia. Ainda em testes clinicos, o
Concizumab ¢ outro anticorpo monoclonal humanizado com alta afinidade para o FXa, capaz
de promover a geracdo de trombina no plasma com fator FVIII deficiente (WATERS ef al.,

2017).

Além desses farmacos, a terapia génica também pode ser utilizada para o tratamento da
hemofilia. A técnica se baseia na infusdo de um vetor de virus adeno-associado (AAV) com um
gene responsavel pela sintese do FVIII. O estudo desenvolvido por Rangarajan e colaboradores
(2017) mostrou que seis em sete participantes apresentaram nivel de atividade do FVIII normal
e sustentada pelo periodo de um ano, apds receber a dose mais elevada do vetor recombinante

com FVIII.

1.5 Complicacdes clinicas em pacientes com hemofilia A

Existem complicagdes clinicas decorrentes da hemofilia A, como a artropatia hemofilica, que
consiste numa inflamagao progressiva e irreversivel do tecido sinovial, e lesdes degenerativas
da cartilagem, devido a presenga de sangue nas articulagdes. Estas ocorrem principalmente nas
articulagdes dos joelhos, dos tornozelos, dos cotovelos e coxofemorais. Além disso, existem
outras complicagdes que podem interferir no tratamento da hemofilia A, como por exemplo, o
desenvolvimento de inibidores contra o FVIII, que foram discutidos previamente, e as infec¢des

transmitidas por transfusao (BRASIL, 2015).
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1.5.1 Infeccao pelo HCV em pacientes com hemofilia

Na década de 1980, a transmiss@o do virus da imunodeficiencia humana (HIV), virus da hepatite
B (HBV) e virus da hepatite C (HCV), pelo uso de hemocomponentes ¢ hemoderivados,
resultava em complicagdes graves decorrentes do tratamento dos pacientes com hemofilia

(BRASIL, 2015).

Os pacientes com hemofilia apresentam uma alta prevaléncia de infec¢ao pelo HCV devido ao
uso de fator de coagulacdo, pois este era derivado do plasma e ndo passava pelo processo de
inativagao viral (WATSON et al., 1992). As pessoas que receberam transfusdo de sangue e/ou
derivados antes de 1992/1993, quando o teste para HCV na triagem do doador de sangue ainda
ndo estava disponivel, sdo aquelas que apresentavam maior risco de infec¢ao pelo HCV
(ALTER, 2007). Nesse contexto, os pacientes com hemofilia eram uma populagdo de risco de
infeccdo pelo HCV pela transmissdo por hemocomponentes contaminados. Nesse periodo,
acredita-se que 50 a 90% dos pacientes com hemofilia estivessem infectados pelo HCV em todo
o mundo. A prevaléncia cresce com a faixa etaria, pois os pacientes mais velhos receberam
inimeras transfusdes sanguineas ¢ hemocomponentes ndo testados para HCV (CZEPIEL et
al.,2008). Nos Estados Unidos, 90% das pessoas com hemofilia que usaram fator de coagulagao
antes de 1987 foram expostos ao HCV pelo uso de produtos contaminados. Ja no Brasil, entre
os anos 1960 a 1991, estima-se que 5 a 15% dos receptores de hemocomponentes da populagao
geral foram infectados com HCV (MARTINS ef al,2011). Na Fundagdo Hemominas (FH),
entre 1985 a 1997, a soroprevaléncia para HCV (ELISA anti-HCV positivo) foi de 44,6% nos

pacientes com hemofilia e 71,6% deles apresentavam viremia (CARMO et al.,2002).

1.6 Epidemiologia da infecciao pelo HCV

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) estima que 71 milhdes de pessoas viviam com HCV
em 2015, com prevaléncia global de 1%. Observa-se uma distribui¢ao heterogénea entre os
diversos paises, sendo que a regido oriental do mediterraneo apresenta uma maior prevaléncia
(2,3%), seguida da Regido Europeia (1,5%). As menores taxas de prevaléncia sdo encontradas

na regido do Sudeste Asiatico, regido do Pacifico Ocidental e nas Américas (WHO, 2017).

Na populagdo adulta (>15 anos) da América Latina estima-se uma prevaléncia de anti-HCV
entre 0,9% a 1,2%. A prevaléncia de anti-HCV na Argentina ¢ de 1,5%, variando entre 0,5% a

2,5%, com viremia de 80%. O Peru apresenta uma prevaléncia de 1,2% de anti-HCV, variando
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de 0,4% a 1,6%, enquanto que no México a taxa ¢ de 1,4%, com variacao de 1,1% a 1,6% de

anti-HCV (revisto por GOWER et al.,2014).

Em relagdo ao territdrio brasileiro, estudo mostra uma taxa de prevaléncia geral de 1,6%, com
variagdo entre 1,1% a 1,6% de anti-HCV positivo (revisto por GOWER et al.,2014). Outro
estudo aponta uma prevaléncia nacional similar, entre 0,9% a 1,9% (XIMENES et al.,2010).
Essas soroprevaléncias variam entre as regides, com uma taxa de 5,8% na regido Amazonica
(EL KHOURI et al.,2010), de 1,5% em Salvador (ZARIFE et al.,2006) e de 1,4% na cidade
de Sao Paulo (FOCACCIA et al.,1998).

Segundo o Boletim Epidemiologico das Hepatites Virais (2019), entre os anos de 1999 a 2018,
foram notificados no Brasil 174.703 casos de hepatite C considerando simultaneamente ambos
os marcadores de infecgdo: anti-HCV e HCV-RNA. Entretanto, a partir de 2015, os casos
passaram a ser notificados apenas com um dos marcadores, e dessa forma, observou-se elevagao
para 359.673 casos durante o periodo citado previamente. Diante desse quadro, observa-se uma
tendéncia a elevagdo na taxa de notificacao a partir de 2015. Entre os anos de 1999 e 2018, a
distribuicdo dos casos considerando os dois marcadores soroldgicos ¢ de 63,1% no Sudeste,
25,2% no Sul, 6,1% no Nordeste, 3,2% no Centro-Oeste € 2,5% no Norte. Contudo, em 2018,
os casos com anti-HCV ou HCV-RNA reagentes apontaram uma taxa de detec¢dao maior na
regido Sul, com 26,8 casos para cada 100 mil habitantes, seguida pelo Sudeste (16,0), Norte
(5,7), Centro-Oeste (5,7) e Nordeste (4,0) (BRASIL, 2019). Esses dados mostram que o virus
da hepatite C ainda continua em circulacao na populagdo brasileira, sendo que, atualmente, a
incidéncia maior pode ser observada na regido sul do pais, devido a maior taxa de deteccao dos

Casos.

Segundo a OMS (2017) as hepatites virais sdo responsaveis por 1,34 milhdes de mortes em
2015, semelhantes aos casos relacionados a tuberculose (1,37 milhdes de mortes, sem
associagdo com o HIV), enquanto que a infec¢cdo pelo HIV e a malaria causam 1,06 milhdes e

0,44 milhoes de Obitos, respectivamente. Entre 2010 a 2015, houve uma tendéncia de
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crescimento do nimero de mortes relacionadas com hepatites, contraria a tendéncia de queda

observada para as mortes relacionadas com tuberculose, HIV e malaria (Figura 5).
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Figura 5: Mortalidade global de hepatites virais, HIV, tuberculose e malaria entre 2000-2015. Fonte:
(WHO, 2017)

Em relagdo as mortes por hepatites virais, 96% sdo decorrentes de complicacdes das hepatites
B e C, sendo que 30% sao relacionadas diretamente ao HCV. Em pacientes com estagio
avancado, as mortes sdo associadas com cirrose ou carcinoma hepatocelular (Figura 6). Embora
alarmantes, acredita-se que esses dados ainda possam estar subestimados, devido a notificagao

incompleta dos obitos (WHO, 2017).
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Figura 6: Causas de 6bitos por hepatites virais. Fonte: (WHO, 2017)
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O Sistema de Informagao de Mortalidade (SIM) do Ministério da Saude informou, entre o
periodo de 2000 a 2015, 61.297 dbitos associados as hepatites virais, com predominio de 75,6%
devido a hepatite C (Figura 7) (BRASIL, 2017a).
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Figura 7: Distribuicio dos 6bitos associados as hepatites virais no Brasil, entre 2000-2015. Fonte:
(BRASIL, 2017a)

1.7 Distribuicao geografica dos genétipos do HCV

O HCV apresenta grande variabilidade genética devido ao fato da RNA polimerase dependente
de RNA ndo possuir atividade revisora. Portanto, existem diversos genotipos e subtipos cuja
variabilidade em sua sequéncia nucleotidica esta entre 30 a 35% (BRASIL, 2015). Smith e
colaboradores (2014) apresentam a nova classificacdo do Virus da Hepatite C em 7 gen6tipos
e 67 subtipos distribuidos em todo o mundo. O genétipo 7 foi isolado no Canadd de um
imigrante originario da Africa central (SMITH et al.,2014). A distribui¢io por regides

geograficas dos genotipos de HCV e sua prevaléncia relativa sao mostradas na Figura 8.
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Figura 8: Distribuicao global dos genotipos do HCV. O diametro dos graficos é proporcional ao nimero de
casos soropositivos para HCV. Fonte: MESSINA ef al.,2015.

O genotipo 1 do HCV ¢ o mais prevalente em todo o mundo, representando 46,2% dos casos,
ou seja, 83,4 milhdes de pessoas infectadas, dos quais 1/3 localiza-se no leste asiatico. O
genotipo 3 € o segundo mais prevalente (54,3 milhdes de pessoas, 30,1% dos casos). Esses
genotipos encontram-se na grande maioria dos paises, independentemente da situagdo
econOmica. J& os genotipos 2, 4 e 6 sdo responsaveis por um total de 22,8% de todos os casos,
e 0 genotipo 5 corresponde a menos de 1%. Entretanto, as maiores proporc¢des dos genotipos 4

e 5 estdo localizados em paises de baixa renda (MESSINA et al.,2015).

A distribuig¢do geografica dos genotipos do HCV é complexa. Existem subtipos, tais como 1a,
1b, 2a e 3a, que sdo encontrados globalmente e que correspondem a grande propor¢do de
infec¢des por HCV em paises de alta renda. Isto se deve a epidemia que se alastrou rapidamente
via transmissao pelo sangue e hemocomponentes infectados nas décadas anteriores a descoberta
do HCV. Além disso, a migracdo humana, influenciada pela tendéncia histdrica, corrobora a
prevaléncia das linhagens encontradas na Africa Ocidental e nas Américas (SMITH et al.,2014;

MESSINA et al.,2015).

No Brasil, sdo encontrados os genoétipos 1, 2, 3,4 e 5, cujas frequéncias foram de 64,9% para o
genotipo 1, 4,6% para o genotipo 2, 30,2% para o gendtipo 3, 0,2% para o genotipo 4 € 0,1%
para o gendtipo 5 (CAMPIOTTO et al.,2005).
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1.8 Estrutura viral e organiza¢io genomica do HCV

De acordo com o ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses), a espécie viral que
causa a hepatite C ¢ a Hepacivirus C, pertencente ao género Hepacivirus e a familia Flaviridae.
O Hepacivirus C, conhecido como HCV (virus da hepatite C), apresenta um genoma constituido
por uma unica molécula de RNA senso positivo, com aproximadamente 9.600 bases (9,6 Kb).
A particula viral possui tamanho entre 55 a 65 nm, possui um envelope lipoproteico, onde estao
inseridas as glicoproteinas do envelope e um capsideo proteico, o qual envolve o genoma viral
(STUART et al., 2013). A Figura 9 ilustra a estrutura da particula viral, a organizagdo do

genoma e as fungdes das proteinas codificadas.
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Figura 9: Estrutura da particula do HCV e funcfo das suas proteinas. Fonte: SALAMA et al.,2019.

O genoma viral do HCV apresenta uma janela de leitura aberta (do inglés open reading frame)
longa e unica com 3006-3037 cddons, a qual € traduzida em uma poliproteina que € clivada em

dez produtos génicos. Nas porgdes 5’ € 3’ sdo encontradas regides nao traduzidas (NTR) que
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originam estruturas secundarias especificas que sdo necessarias para replicagao e tradugdo do

genoma (SIMMONDS et al.,2017).

O genoma viral ¢ traduzido através de um sitio interno de entrada do ribossomo, do inglés
internal ribosome entry site (IRES) como uma poliproteina que ¢ processada para a produgao
de dez produtos génicos (Figura 9). As proteinas estruturais sao codificadas pela regido amino-
terminal e incorporadas na particula viral. A proteina do capsideo (core) compdem o
nucleocapsideo. J& as glicoproteinas do envelope viral (E1 e E2) estdo relacionadas com a
adsor¢do e fusdo do virus aos receptores na célula-alvo para indu¢do da infec¢do viral
(LINDENBACH & RICE, 2013). As proteinas ndo estruturais, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A e NS5B, sdo responsdveis por coordenar os aspectos intracelulares da replicagdo do
HCV, como a sintese de RNA, modular mecanismos de defesa do hospedeiro e montagem da
particula viral. A proteina do canal i6nico, p7, a qual € derivada da clivagem de E2 ¢ NS2, tem
a fungdo de clivar a jungcdo NS2/NS3, necessaria para a montagem do virus. A NS3 ¢ uma
proteina multifuncional que contém uma fungao de protease N-terminal e de uma RNA helicase
na por¢do C-terminal, cuja fun¢do ndo estd completamente conhecida, mas ja se sabe que a
helicase atua na montagem das particulas virais. A NS4 apresenta duas proteinas chamadas
NS4A e NS4B, sendo que a NS4A atua como um cofator para a atividade protease ao interagir
com a protease NS3, e a NS4B tem papel na reorganizacdo do reticulo endoplasmatico para
formagdo da rede membranosa, local onde ocorre a replicacao viral. NS5A apresenta-se como
dimero, que ndo ¢ observado nas demais proteinas do HCV. Por fim, a NS5B € a principal
enzima responsavel por catalisar a replicagdo do RNA viral, sendo uma RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) (STUART et al., 2013). A RdRp do HCV ndo apresenta atividade
revisora, ¢ devido a isso o HCV apresenta grande variabilidade genética, podendo ser
classificado em diversos genotipos e subtipos. A identificacdo e caracterizacdo bioquimica da
protease NS3/NS4A e da enzima viral NS5B (RdRp) foram fundamentais para o
desenvolvimento de novos tratamentos ao HCV, pois sdo alvos da terapia antiviral

(BARTENSCHLAGER et al.,2013).

1.9 Ciclo de multiplica¢do do HCV

A multiplicagdo do HCV ocorre principalmente nos hepatdcitos. Essas células apresentam um

tropismo favoravel a substancias de baixa densidade lipoproteica e isto ¢ fundamental para a



31

adsor¢do e internalizacdo viral. Na Figura 10 sdo representadas as etapas que ocorrem no ciclo

de multiplicagdo viral.
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Figura 10: Ciclo de multiplicacdo do HCV. (a) contato e internalizagdo do virion na célula; (b) liberagdo do
RNA viral no citoplasma; (c¢) tradugdo mediada por IRES e processamento da poliproteina viral; (d) replicagdo do
RNA viral; (¢) empacotamento do RNA viral e montagem da particula; (f) maturacdo do virion e libera¢do da
célula. Fonte: Adaptado de MORADPOUR et al.,2007.

As glicosaminoglicanas (GAGs) e o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL-R)
interagem com as proteinas do envelope viral ou com lipoproteinas dos virions, tais como
ApolipoproteinaB/E, promovendo a adsor¢do viral. Apds a fixacdo, as particulas virais
interagem com quatro fatores celulares para promover a penetracao viral: o receptor de classe
B tipo I (SR-BI), a tetraspanina (CD81), a clatrina-1 (CLDN1) e a ocludina (OCLN). A primeira
interacdo ocorre entre a glicoproteina do envelope viral E2 e SR-BI. Também ao CD81 se liga
fortemente a proteina E2, e isso pode contribuir para a desregulagdao do sistema imune de
pacientes com infecgao cronica. As proteinas CLDN1 e OCLN sao essenciais para as proximas
etapas pos-ligacdo da particula viral. Elas permitem que as particulas do HCV sejam
internalizadas nas jung¢des celulares via endocitose mediada por CLDN1 (Figura 10, etapa a).

Para que ocorra o desnudamento do capsideo € necessario um ambiente acidificado, entdo o
genoma viral ¢ liberado nos endossomas tardios. Apds a liberagdo do genoma de RNA no

citoplasma (Figura 10, etapa b), a poliproteina do HCV ¢ traduzida a partir da fita molde de
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RNA positiva na membrana do reticulo endoplasmatico. A tradugao € feita por um mecanismo
independente de cap, pela sequéncia de entrada no ribossomo (IRES) localizada na regido 5’
NTR do genoma viral. Dessa forma, ¢ originada uma poliproteina, de aproximadamente 3.000
aminoacidos que serd processada por proteases celulares sendo geradas 10 proteinas virais:

capsideo, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (Figura 10, etapa c).

A proteina viral NS4B e fatores da célula hospedeira induzem a formacgdo de uma rede
membranosa, ou seja, um compartimento originado a partir da membrana do reticulo
endoplasmatico que servird como o principal local de replicacao viral. Esse local ¢ composto
por vesiculas simples, duplas e multi-membranosas, além de goticulas lipidicas. Esse complexo
esta associado a proteinas virais, componentes celulares do hospedeiro e fitas nascentes de
RNA. Na rede membranosa, ocorre a replicagdo do RNA viral, porém em local nao
especificado. A sintese de RNA ¢ catalisada pela NS5B, além de outras proteinas NS virais.
Ap0s a sintese de um intermedidrio de RNA fita negativa, multiplos RNAs progénicos fita
positiva sdo gerados e sdo usados para a tradug¢do de proteinas e multiplicacdo das particulas

virais (Figura 10, etapa d).

No processo de montagem da particula viral, a proteina do capsideo e o RNA viral se acumulam
proximo ao reticulo endoplasmatico e na presenca de goticulas lipidicas. O envelope viral ¢é
originado por brotamento ao atravessar a membrana do reticulo endoplasmatico, em um
processo relacionado a sintese de lipoproteinas. Nessa etapa (Figura 10, etapa e), E1 e E2
acumulam-se com p7, NS2 e possiveis fatores da célula hospedeira. Na ultima etapa, as

particulas de HCV sao liberadas por meio da via secretora (Figura 10, etapa f).

1.10 Transmissao, diagnostico e tratamento do HCV

Em rela¢do ao mecanismo de transmissao do HCV, acredita-se que em 10 a 30% dos casos nao
seja possivel definir por qual via ocorre a infeccao (BRASIL, 2009). Existem diversos fatores
de risco que sdo associados a aquisi¢ao da infeccao pelo HCV, entre eles, a transfusao sanguinea
e o uso de hemoderivados antes da introdug¢do dos testes para HCV na triagem do doador,
transplantes de orgdos, utilizacdo de drogas injetaveis, terapias injetaveis ndo seguras,
hemodidlise, transplante de orgdos antes de 1992, exposi¢do ocupacional ao sangue,

transmissdo perinatal e transmissdao sexual (ALTER, 2007). Além disso, procedimentos
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estéticos podem ser considerados uma via de transmissdo, por exemplo, tatuagens, piercing,

navalha em barbearia e acupuntura (MARTINS et al.,2011).

Em 1991, Thaler e colaboradores sugerem que o HCV pode ser transmitido verticalmente de
maes infectadas para criangas e pode originar uma doenga silenciosa e cronica. A taxa de
transmissao vertical do HCV varia entre 0 a 20%, com média de 5%. Essa variagdo ocorre
devido a fatores de risco para a transmissdo vertical, como carga viral elevada da mae,
dificuldade no parto e coinfeccdo HIV-HCV (BENOVA et al.,2014). As maes coinfectadas
apresentam quase quatro vezes mais chance de transmitirem o HCV aos filhos (GIBB ef al.,

2000). Ja o aleitamento materno ndo contribui de forma significativa para a transmissdo do

HCV (THALER et al., 1991).

A partir de 1993, sao empregados os testes soroldgicos (anti-HCV) na triagem obrigatoria dos
doadores de sangue para o HCV nos hemocentros brasileiros (BRASIL, 2015). Para reduzir a
janela imunoldgica, periodo em que os anticorpos ainda ndo sdo suficientes para serem
detectados pelos testes soroldgicos, ¢ acrescentado na triagem do doador de sangue, em todo o
territorio nacional, o teste de 4cido nucleico (NAT) para HCV (juntamente com HIV) a partir
de 2014 (Portaria n® 2.712 de 12 de novembro de 2013). A introducdo do NAT leva a redugado
da janela diagnostica do HCV de 70 dias (considerando-se testes de ELISA de 3* geracdo) para
10 dias, fato considerado importante, visto que o risco de transmissao da infec¢do por HCV por
transfusdo de sangue contaminado ¢ de 90% (DODD et al, 2009). Atualmente, com a
implementac¢do dos testes sorologicos e NAT para detec¢do da infecgao pelo HCV em doadores

de sangue, a via de transmissdo por transfusdo sanguinea foi reduzida drasticamente.

O principal método de diagnostico para o HCV ¢ a sorologia para deteccao de anticorpos anti-
HCV, através dos imunoensaios que se aperfeigoam com o decorrer dos anos. O teste molecular
¢ empregado para a detec¢dao do material genético do virus, usando-se PCR (reagdo em cadeia
da polimerase) qualitativa ou quantitativa. Os testes soroldgicos e moleculares sdo
fundamentais para se detectar infeccdo viral passada ou presente pela identificacdo de
anticorpos (anti-HCV) ou viremia (RNA). A presenca do RNA viral ¢ detectada no soro apos
10-12 dias de infecg¢do. A deteccdo de antigeno e anticorpos anti-HCV ocorre entre 30 a 60 dias
apos a exposic¢ao ao virus, quando a ALT (enzima alanina aminotransferase) ja apresenta niveis
elevados, indicando necrose de hepatocitos. O individuo que apresenta um teste anti-HCV
reativo € PCR negativo para o HCV pode ser devido a resolu¢do espontanea de uma infecgao

anterior, resposta virologica sustentada (RVS) apods o tratamento, resultado falso-positivo de
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anticorpo anti-HCV, ou infec¢do presente, mas com viremia indetectavel. Quando a infec¢ao
esta presente, o quadro clinico ¢ semelhante aquele decorrente de outros agentes que causam
hepatites virais e o diagndstico diferencial somente ¢ possivel com a realizagao de testes para
deteccao de anticorpos especificos, antigenos virais ou material genético viral (BRASIL,

20174).

O primeiro tratamento disponivel para combater a infec¢do pelo HCV baseou-se no uso de
interferon alfa (IFN-a), que ¢ uma citocina liberada pelas células hospedeiras ao contato com
o patdégeno. O IFN-a, tipo I, é capaz de inibir a replicagdo viral e modular a resposta imune
contra as células hepaticas infectadas pelo virus. Entretanto, as melhores respostas ao
tratamento eram associadas ao IFN-o peguilado (peglFN-a) e a ribavirina (RBV), que ¢
considerado um inibidor nucleosideo. Contudo, os regimes de peglFN-a+RBV apresentam
efeitos colaterais significantes e a taxa de cura esta entre 40 a 65%, dependendo do gendtipo do
virus que infecta o paciente (WHO, 2016). Além disso, a eficacia da resposta ao tratamento
com IFN ¢ influenciada por fatores genéticos do hospedeiro. Por exemplo, os polimorfismos
rs12979860 e rs8099917 na regido do gene IL28B (também chamado de IFNA3) sdo
considerados marcadores de resposta ao tratamento para HCV com uso do IFN (BELLANTI et

al.,2012).

Em 2011, foram disponibilizadas novas drogas para o tratamento da infec¢do cronica pelo
HCV, conhecidas como antiviral de acao direta, do inglés direct-acting antiviral (DAA). Estes
farmacos apresentam como alvo trés regides importantes no genoma, tais como, NS3/4A, NSSA
e NS5B que s@o capazes de inibir diretamente o ciclo de replicagdo do HCV. As DAAs
apresentam elevadas taxas de RVS (superiores a 90%) e estdo associados a menos eventos
adversos graves, podendo serem utilizados em combinacdes de duas ou trés subclasses,

administrados de forma oral durante algumas semanas (WHO, 2016).

No Brasil, atualmente todas as pessoas diagnosticadas com hepatite C podem se submeter ao
tratamento gratuito disponivel pelo Sistema Unico de Satude (SUS), independentemente do
dano hepatico. Essa normativa encontra-se no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas das
Hepatites Virais (2019), do Ministério da Saude (BRASIL, 2019). A ampliacdo da assisténcia
¢ uma estratégia, em conjunto com a OMS, de atingir a meta de eliminar o HCV até 2030 em

todo o mundo (WHO, 2017).
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1.11 Historia natural da infeccao pelo HCV

A hepatite C aguda apresenta uma evolugdo de uma a duas semanas apds o contato com o
material genético viral. Além disso, a alanina aminotransferase sérica (ALT) adquire niveis
elevados e podem surgir alguns sintomas, como por exemplo, ictericia, nduseas, vomitos,
fadiga, febre baixa e dor de cabeca. A hepatite C aguda possui diagnostico dificil, pois os
sintomas, quando ocorrem, sdo bastante comuns a outras infec¢des, ou em geral tem evolugao
subclinica, com 80% dos casos sendo assintomaticos ¢ sem presenca de ictericia (VILLANO et

al.,1999; THIMME et al.,2001; BRASIL, 2017b).
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Figura 11: Progressiao da infec¢ciio pelo HCV. Fonte: (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2013).

Como mostrado na Figura 11, 15 a 40% dos pacientes com infec¢do pelo HCV podem
apresentar cura espontanea (clearance viral), enquanto que 60% a 85% dos individuos
desenvolvem uma infecc¢ao cronica. Destes, até 20% dos casos podem progredir para cirrose,
dos quais a maioria progride lentamente, ¢ 7% podem desenvolver hepatocarcinoma ou
descompensagdo hepatica grave. A evolugdo fatal geralmente decorre de complicagdes da
hepatopatia cronica, tais como insuficiéncia hepatocelular, hipertensdo portal e

desenvolvimento de hepatocarcinoma (BRASIL, 2017b).

A diferenciagado entre hepatite C aguda e cronica pode ser dificil, como pode haver detec¢do de
RNA viral e de anticorpos anti-HCV em ambas situagdes, de modo que analisar os niveis das
enzimas do figado (ALT e AST) auxilia também no diagnéstico (SHARMA; FELD, 2014). Na

infec¢do aguda, os sintomas iniciam entre 6 a 20 semanas ap6s a exposi¢ao ao HCV e podem
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apresentar duragdo de até 12 meses, mas a resolugcdo geralmente acontece até a 12* semana

(VILLANO et al.,1999; THIMME et al.,2001; BRASIL, 2017b).

A hepatite aguda pode ser subdividida em duas fases pela caracterizagdo de marcadores: fase
recente, antes da ativagdo e recrutamento de células T especificas para HCV no figado, e fase

tardia, caracterizada pela resposta imune adaptativa (Figura 12).
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Figura 12: Histéria natural da infecciio pelo HCV. Fonte: Adaptado de HEIM & THIMME, 2014.

Apos a infecgdo, a carga viral aumenta rapidamente e atinge um plato (linha vermelha). Na fase
inicial da infeccdo aguda (4 a 8 semanas), uma resposta imune inata ¢ conduzida por IFNs do
tipo I ou III (linha verde) que podem interromper a replica¢do viral. A partir do recrutamento
de células T especificas para HCV no inicio da fase tardia, o perfil de expressdao génica no
figado muda para um padrao de IFN-y (linha amarela). Ao mesmo tempo, os niveis de ALT
aumentam (linha azul) e alguns individuos podem apresentar ictericia. Na fase tardia, a
replicacgdo viral € fortemente inibida em aproximadamente 30% dos pacientes, nos quais o HCV
¢ completamente eliminado (linha vermelha tracejada) e os niveis de ALT retornam ao normal
(linha azul tracejada). Em 70% dos casos, o HCV persiste (linha vermelha solida) e a ALT
permanece elevada (linha azul solida). Na fase cronica, os infiltrados celulares sdo encontrados
em niveis mais baixos, mas a expressao dos genes estimulados de IFN (ISGs) dirigida por IFN-

vy desaparece. Entretanto, em aproximadamente metade dos pacientes, hd novamente alta
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producdo dos IFNs tipo I ou III (linha verde). Outros pacientes apresentam pouca ou nenhuma

ativacao de ISGs no figado (linha verde clara) (HEIM & THIMME, 2014) (Figura 12).

A eliminagdo viral espontanea pode variar entre 20 a 40% nos casos de infeccdo aguda pelo
HCV (SHARMA & FELD, 2014). O estudo de Grebely e colaboradores (2014) mostrou que o
curso temporal do clearance viral espontaneo € variavel, pois 34% ocorreu em trés meses, 67%
em seis meses ¢ 83% em até 12 meses, com um tempo médio de eliminacdo da infec¢do de 16,5
semanas, ou seja, menos de trés meses apos a infecgdo inicial. E interessante a observagdo de
que geralmente o nivel inicial de viremia ¢ maior naqueles que sofrem o clearance viral
espontaneo em comparagdo com aqueles que evoluem para infec¢do cronica (STUART et al.,
2013). Existem fatores que sdo associados a eliminagdo viral espontanea, tais como, ictericia
na fase aguda, niveis elevados de ALT, reatividade para HBsAg (antigeno de superficie do
HBV), sexo feminino, idade mais jovem, infec¢do pelo HCV genotipo 1 e fatores genéticos,
como o haplétipo CC do polimorfismo rs12979860 (C/T) em regido proxima ao gene 1L-28B
(KAMAL, 2008; MOSLEY ef al.,2008).

Como na grande maioria dos casos a hepatite C ¢ diagnosticada na fase cronica devido a
auséncia ou inespecificidade de sintomas, a doenca pode evoluir durante anos sem diagndstico.
Geralmente, o diagnostico ocorre em testes sorologicos de rotina ou na inten¢ao do individuo

de doar sangue.

A hepatite C cronica apresenta diferentes formas de evolugdo: algumas pessoas infectadas se
recuperam completamente, outras apresentam viremia para o HCV sem evolucdo de lesdo
hepatica e sem alteracdo nas enzimas hepaticas. Além disso, alguns casos apresentam forma
estacionaria de hepatite caracterizada por niveis elevados de aminotransferase, sem
manifestagdo de sintomas ou progressao de doenca. Outros casos possuem evolucao da fibrose
para cirrose, alguns tém cirrose estavel por longo periodo, identificada apenas por meio de
bidpsia hepdtica, enquanto outros apresentam cirrose progressiva que culmina na insuficiéncia
hepatica e por fim, alguns desenvolvem carcinoma hepatocelular (POYNARD et al., 1997). A
persisténcia da infeccdo pelo HCV pode estar relacionada a grande variabilidade genética do

virus, que permite o escape viral do sistema imune.
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1.12 Resposta imune desencadeada pelo HCV
1.12.1 Resposta imune inata frente ao HCV

O HCV penetra nos hepatdcitos humanos através da interacdo de glicoproteinas do envelope
viral com os receptores celulares. Apods a entrada do virus na célula, a replicag¢ao viral induz os

mecanismos do sistema imune inato do hospedeiro.

O organismo apresenta a imunidade inata como a primeira linha de defesa e diversas células, tais
como fagdcitos (macréfagos, células dendriticas e neutrofilos), células natural killer (NK), células
natural killer T (NKT), mastdcitos, basofilos e eosindfilos podem reconhecer e iniciar o combate
ao patogeno, sendo essa resposta chamada de resposta inata. Algumas moléculas, como proteinas
do sistema complemento, proteinas da fase aguda, citocinas e quimiocinas sdo produzidas

durante a imunidade inata (CRUVINEL et al.,2010).

As infecgdes por virus sdo detectadas pela via dependente do receptor do tipo Toll-like (TLR)
e pela via citosolica, desencadeada pela ligacdo do RNA viral ao RIG-1 (do inglés retinoic acid-
inducible gene-I) e MDAS (do inglés melanoma differentiation-associated protein 5). Ambas
vias ativam os principais fatores de transcrigdo NF-xB (Fator nuclear kappa B) e o fator
regulador de interferon (IRF) 3 e 7. IRF3 e NF-«B ativados se ligam aos elementos de resposta

nos promotores dos genes IFN do tipo I e III (HEIM & THIMME, 2014).

A resposta imune inata € importante no controle da infec¢do pelo HCV, sendo a sinalizacdo via
interferon do tipo I (IFN-a e IFN-f), tipo II (IFN-y) e tipo III (IFN-A) importante nas respostas
iniciais desenvolvidas nos hepatdcitos frente a infec¢do pelo HCV (Figura 13). O IFN-a, assim
como varias outras citocinas € quimiocinas antivirais, sao capazes de inibir a replicacao viral e
promovem a subsequente resposta imune adaptativa. O IFN- ¢ induzido diretamente a partir
do reconhecimento do patdégeno (STUART et al., 2013) e o IFN-y ¢ produzido pelas células
NK e NKT como parte da resposta imune inata (HEIM & THIMME, 2014).

As células NK podem desempenhar um papel importante no controle da infeccao pelo HCV.
As células NK e NKT sao abundantes no figado e participam das respostas imunes primarias
que ocorrem em reposta a produgdo de IFN- y e outras citocinas. No entanto, a ligagao da
proteina viral E2 ao receptor CD81 promove a inibig¢ao da atividade das células NK (STUART
et al., 2013). As NK estdo em maior quantidade no figado humano em compara¢ao com o sangue

periférico. Esse quadro se intensifica na infec¢do cronica pelo HCV (HEIM & THIMME, 2014).
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Thimme e colaboradores (2012) descrevem um modelo de como o sistema imune inato
responde frente a presenga do HCV. Apoés a entrada do virus na célula, o RNA ¢ traduzido e
inicia-se a produgdo das proteinas virais de forma massiva, tais como NS5A, NS3/4A. A partir
da replicacao de genomas de RNA viral no citoplasma, observa-se a formagao de intermediarios
de RNA fita dupla (dsRNA). As proteinas e genoma virais podem ser empacotados em novas
unidades virais ou podem reiniciar o ciclo de replicagdo. O RNA viral que apresenta fita dupla
¢ detectado pelo sistema imune inato por meio de receptores de padrao de reconhecimento
(PRRs), como PKR, RIG-I ou receptores endossomais do tipo 7oll-like (TLR3). RIG-I se liga
a molécula adaptadora MAVS (do inglé€s mitochondrial antiviral-signaling protein), iniciando
uma cascata de sinaliza¢dao que leva a fosforizacdo ¢ acumulagdo de IRF3 no nucleo. O IRF3
promove a transcri¢do dos genes que codificam para IFNs tipos I e 11, assim como para diversos
genes estimulados por interferon (ISGs). O IFN produzido nessa resposta primaria se liga as
células infectadas de forma autocrina e paracrina, ¢ desencadeia a via JAK/STAT (do inglés
Janus kinase/signal transducers and activators of Transcription) pela ativagao das quinases da
familia Janus. STAT1 (do inglés Signal transducer and activator of transcription 1) e STAT2
(do inglés Signal Transducer And Activator Of Transcription 2) sao fosforiladas e promovem
heterodimerizacdo e associagdo com IRF9. Esse complexo trimérico, conhecido como ISGF3,
pode adentrar no nucleo e estimular a transcri¢do dos ISGs. J& no citoplasma, mRNAs para
ISGs sdo traduzidos para produzir as proteinas com agao antiviral (THIMME et al.,2012). Além
disso, o HCV pode bloquear esse mecanismo inato em diversas etapas, como pelo bloqueio
parcial da sinalizagdo JAK/STAT visto em diferentes linhagens celulares e em camundongos
transgénicos que expressam proteinas do HCV (HEIM et al.,1999; BLINDENBACHER et
al.,2003; BODE et al.,2003; LUQUIN et al.,2007).

1.12.2 Resposta imune adaptativa frente ao HCV

As respostas imunes adaptativas se tornam detectaveis em aproximadamente 6 a 8 semanas
apods a exposicdo ao patogeno, diferente da resposta imune inata que € induzida a partir de horas
apos o contato (KLENERMAN & THIMME, 2012). A resposta imune adaptativa ¢ direcionada
contra o patdogeno e ¢ capaz de promover a resposta de memoria de longo prazo, através da
imunidade humoral. Os linfocitos B sdo responsaveis pela produgdo de anticorpos que podem
fornecer prote¢do contra a reinfecgdo. Além disso, as células T CD4" contribuem para a

imunidade humoral, ao ativar as células B (CHANG, 2003).
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As respostas por células T estdo associadas ao desfecho da infeccdo aguda pelo HCV. Na
hepatite C aguda com resolucdo da infeccdo, hd uma resposta intensa que estd associada a
presenca das células T CD4" (helper) e CD8" IFNYy " (citotoxica) no sangue periférico. Quando
essa resposta ¢ fraca, localizada ou transitdria, ha a persisténcia viral (KAPLAN, 2015). As
células T -1 produzem citocinas antivirais, como IFN-y e IL-12, e inflamatérias, como TNF-a
e IL-1. Ja os linfocitos T helper-2 (Th2) produzem IL-4 ou IL-10, suprimindo a resposta Thl,
pois promovem a inibi¢ao da secre¢ao de IFN-y e de IL-12. As células T proliferam rapidamente
durante a infec¢ao aguda e podem ser detectaveis por anos no sangue e no figado em individuos

com clearance viral (STUART et al., 2013).

Os linfocitos T-helper (CD47) e T-citotoxicos (CD8") participam da patogénese e evolugdo da
doenga. Eles podem eliminar as células infectadas diretamente ou de forma indireta ao produzir
fatores como citocinas e quimiocinas que contribuem para o processo inflamatdrio e/ou inibi¢ao
da replicagdo viral. Esses fatores desempenham um papel fundamental na patogénese e
evolugdo da doenca (clearance vs. persisténcia) em pacientes com HCV. Diversos componentes
do sistema imunolégico adaptativo estdo envolvidos no clearance viral, incluindo a resposta de
anticorpos neutralizantes que evitam a entrada do virus em novas células e as respostas
desencadeadas pelas células T. Foi mostrado que individuos com infec¢do cronica podem
apresentar uma producdo deficiente desses anticorpos neutralizantes (PESTKA et al.,2007),
mas o controle e a eliminacdo do virus também podem ser observados na auséncia desses

anticorpos (KLENERMAN & THIMME, 2012).

Na Figura 13 ¢ possivel observar as respostas imunes, inata e adaptativa, contra o virus HCV
desempenhadas por diversos tipos de células. Células dendriticas residentes, células estreladas
hepaticas e células de Kupffer podem produzir citocinas como CCL3 (MIP-1a), IL-12, IL-15 ¢
IL-18 para recrutar as células NK produtoras de IFN-y. As quimiocinas CXCL9 e CXCL10 sao
importantes para atrair as c€lulas T ao foco da infecgdo (KAPLAN, 2015). Na resposta imune
adaptativa, (a) as células dendriticas de memoria (mDC) ativam células CDS8", células CD4" e
células natural killer (NK) pela liberacao de citocinas como IL-15, IL-4 e IL-12. (b) As células
NK produzem IFN-y para mediar efeitos antivirais. (c) As células CD8" ¢ CD4" controlam a
diferenciagdo das células Thl e Th2, as quais regulam a funcionalidade dos macrofagos e
induzem células T citotéxicas (CTL) e T regulatorias (Treg). (d) O receptor CD81 nas células
NK pode ser bloqueado pela proteina E2 do HCV, reduzindo assim a liberagdo de IFN-y, e
moléculas citotoxicas por essas células. () A expressao de MHC-I é aumentada nos hepatdcitos

afetados, pela proteina do core de HCV, assim reduzindo a atividade das células NK contra as
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células afetadas. O HCV também aumenta o numero de células T reguladoras (Treg) no figado.
(f) A atividade das células NK ¢ reduzida pelas células Treg que secretam IL-10 e TGF- (fator
de transformagdo do crescimento PB). (g) Além disso, as respostas humorais sdo ativadas via
células CD4" pela liberag¢do de diferentes interleucinas; o virus pode escapar dos anticorpos

neutralizantes pela formac¢ao de linhagens mutantes (OBAID et al.,2018).
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Figura 13: Infec¢do pelo HCV e principais respostas imunes inatas e adaptativas. Fonte: Adaptada de OBAID
et al,2018.

As células T CD8" sdo capazes de controlar o virus através da eliminagdo citotoxica das células

alvo (células hepaticas infectadas). Para isso, € necessario a apresentagdo de antigenos virais
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por moléculas de MHC-I na superficie celular, inducdo da producdo de TNF-a e IFN-y e
desencadeamento de mecanismos citoliticos para morte da célula infectada (OBAID et

al.,2018).

A falha de diferentes mecanismos na resposta imune adaptativa pode levar a infecgao
persistente/cronica e evolugdo da patologia. Por exemplo, por incapacidade das células T de
migrarem para o local da infec¢@o ou por apresentacdo antigénica reduzida devido a inibigao
de receptores. Foi observado que células T CD4" ¢ CD8" obtidas de pacientes com hepatite C
cronica, ap6s estimulagdo antigénica ex vivo, exibiam anomalias de matura¢do, com uma
diminui¢do da capacidade citotoxica, menor secre¢do de citocinas do tipo Th1, bem como com

um potencial proliferativo minimo (REHERMANN, 2009).

1.13 Citocinas e quimiocinas como biomarcadores da resposta imune

A resposta imune ¢ crucial no controle das infec¢des e das doengas cronicas, sendo que citocinas
e quimiocinas sao fundamentais nesse processo. Existem diversas vias de sinalizacdo que sdo
controladas por citocinas, tais como crescimento e diferenciacdo celular e apoptose. Portanto,
as citocinas sdo mediadores criticos da comunicagdo para o sistema imunoldgico e sdo

essenciais para a defesa do hospedeiro contra patdgenos (ANTONELLI et al.,2018).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular que estimulam a inflamacdo, o
desenvolvimento/reparo de tecidos e a hematopoiese. Elas sdo produzidas por diversas células
imunes, como macréfagos, linfocitos B e T, além de fibroblastos e células epiteliais (figado,
tireoide, pancreas, pulmao, intestino) (HEYDTMANN & ADAMS, 2010). Elas podem atuar
nas células-alvo de trés formas: autdcrina, paracrina e/ou endocrina, promovendo a indugao de
respostas locais e sistémicas. Também possuem atividade pleiotropica, com capacidade de

afetar de forma aditiva, sinérgica e antagonica outras citocinas (CARSON & KUNKEL, 2017).

J& foram descritas mais de 100 citocinas que podem ser classificadas de acordo com suas
fungdes. As citocinas pro-inflamatorias, como TNF (a e B) e [IFN-y, aumentam a resposta imune
celular, produzida por linfocitos Thl ativados. Entre as principais fungdes desse tipo de
citocinas estdo o crescimento e a diferenciacdo de leucdcitos precursores, além de serem
moduladores e iniciadores da resposta inflamatéria (CARSON & KUNKEL, 2017). As
citocinas do tipo Th2, como IL-4, IL-5, IL-13, favorecem as respostas de anticorpos, com a

proliferagdo de células B e produgdo de anticorpos. As citocinas Th17, como IL-23, IL-6 e
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TGF-p, sdo importantes para a diferenciacdo de linfocitos ThO em Th17, que secretam IL-17A,
IL-17F, TNF-a e IL-1, promovendo uma reagdo pro-inflamatéria (HEYDTMANN& ADAMS,
2010) (Figura 14).
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Figura 14: As citocinas e suas funcdes na diferenciacio das respostas Th. As respostas podem ser
caracterizadas como do tipo Thl, (importante na imunidade contra patégenos intracelulares, como os virus), Th2
(importantes na imunidade humoral, como na formacao dos inibidores), Treg (importante para a imunotolerancia
pela inibigdo das respostas Thl e Th2), além da resposta Th17, que é mais comum na autoimunidade (pro-
inflamatoria). Fonte: Adaptada de PETERSON, 2018.

As quimiocinas sdao consideradas citocinas quimiotaticas, pois sdo capazes de induzir
quimiotaxia em células proximas (migracdo de leucdcitos), além de serem pequenas com
aproximadamente § a 10 kDa. Elas podem ser classificadas em quatro subfamilias: CXC (a),
CC (B), C (y) e CX3C (0) e seus receptores sao CXCR, CCR, CR e CX3CR, respectivamente.
As principais fun¢des das quimiocinas sdo homeostaticas ou pro-inflamatorias. As quimiocinas
homeostaticas estao envolvidas no trafico e localizagao de linfocitos no sistema linfatico, como

por exemplo, CXCL13, CCL21 e CCL19. Ja as quimiocinas proé-inflamatorias sdo produzidas
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durante infecgdes e induzem a migragao de leucdcitos para o local infectado, além de ativar as
células para intensificar a resposta imune, como por exemplo, CXCL8, CCL5, CCL11, CCL4,
CCL2 ¢ CXCL10 (ANTONELLI et al.,2008)

Na Tabela 2 sao descritas as principais fontes, células-alvo e fungdes das citocinas (IL-2, IL-4,

IL-6, IL-10, TNF, INF-y e IL-17A) e quimiocinas (CXCLS/IL-8, CCLS5/RANTES,

CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG, e CXCL10/IP-10) que foram analisadas no presente estudo.

Tabela 2: Descricido das principais funcdes das citocinas e quimiocinas.

. Principai Principai T ~
Células rincipais rincipais Principais fun¢oes
fontes alvos celulares
Eixo Thl - Pré-inflamatoria
Tem amplo espectro de acdo, incluindo proliferacdo celular,
Macroéfagos diferenciagdo, apoptose, metabolismo de lipidio e coagulagdo.
(APC), Promove ativacdo de célula fagocitica, e choque endotoxico.
TNFo neutrofilos, Macréfacos Interage com células endoteliais para induzir moléculas de
linfocitos, g adesdo ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina e permitir a entrada de
NK, endotélio granuldcitos no foco inflamatério. E um potente ativador de
e mastocitos neutrofilos, mediando aderéncia, quimiotaxia, degranulacdo ¢ a
explosdo respiratoria.
o Células . .. . . .
Mondcitos, . Promove citotoxicidade de tumor, quimiotaxia, fagocitose, tem
TNFB f tumorais, ~ . . . ~ o
Células T . acdo oncostatica, ¢ pode induzir a produgdo de outras citocinas.
fagdcitos
Envolvido nas respostas imunes a patdgenos intracelulares.
Tem atividade antiviral e imunorregulatoria. Tem um papel
chave na defesa contra patégenos por promover o
Células T desenvolvimento e ativagdo de células Thl, quimio-atragdo e
) ’ ativagdo de mondcitos, macréfagos e NK, estimulagdo da
Células B, (- - ~ ,
IFN-y Varias expressao de MHC classe I e II e da apresentagdo de antigeno e
NK e ~ .. . .
. producio de citocina por APC. Estimula o desvio de classe de
Fagocitos : . , . . . .
imunoglobulinas nas células B. Tem efeitos antiproliferativos e
apoptoticos. Pode potenciar os efeitos antiviral e antitumoral
dos interferons tipo I. Aumenta fungdo de neutréfilo. Capaz de
suprimir muitos efeitos mediados por I1L-4.
Mondcitos,
células S . . ~ .
endoteliais Quimiotatica para células T ativadas, mas ndo para neutrofilos.
CXCL9 fibroblas to; Células T Afeta o crescimento, movimento ou estado de ativagdo das
células que participam da resposta imune e inflamatdria.
em resposta
ao IFN-y
monocitos, Quimiotatica para linfocitos Thl e mondcitos. Causa efeitos
células . pleiotropicos, incluindo a estimulagdo de mondcitos, migragdo
.. Células T, . ~ ~ i
endoteliais, . de células T e NK, e modulacdo da expressdo de moléculas de
CXCL10 monocitos e ~ . o .. .. R
fibroblastos células NK adesdo. Envolvida na quimiotaxia, diferenciagdo, e ativacdo de
em resposta células imune periféricas, regulagdo do crescimento celular,
ao IFN-y apoptose e modulagdo de efeitos angiostaticos.
Eixo Th2
Participa de varios processos de ativacdo de células B e outros
. . i lulares. I ift iacdo Th2. Proliferaca élul
Células Th Células B, T, tipos ce u'are§ ’nduz di eiren.magao . Proliferagao de células
IL-4 . . B e T citotoxicas, poténcia expressio de MHC classe II,
ativadas macrofagos . ~ . . \
estimula produg¢ado de IgG e IgE. Estimula autofagia em células
dendriticas.
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Células Principais Principais Principais funcdes
fontes alvos celulares
Células Th17 - Pré-inflamatéria
Atua na inflamagdo e maturac@o de células B. Diferenciagéo de
, Células B linfocitos B em plasmoécitos maduros e secreg@o de IgG. Media
Macrofagos . . , . . L
IL-6 (APC) ativadas, ativacdo de células T, crescimento e diferenciagdo. Tem um
plasmocitos | papel primario no desvio da resposta imune para Th17, sendo
requerida para a geracdo de células Th17.
Neutrofilos Principal mediador da resposta inflamatdria. Recrutamento e
CXCL8 Neutroéfilos linfocitos ’ ativacdo de neutrdfilos, linfocitos e basofilos. Potente fator
angiogénico.
Envolvida na resposta imune a patéogenos extracelulares. Induz
. . a expressao de varias citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias
Células Th Células XPpr¢ M . quumiocinas pro-i e 1
IL-17A CD4+ estromais por células estromais, fibroblastos, do endotélio e epitélio,
incluindo IL-6, CXCL8, CXCL10, citocinas importantes para
ambas ativacdes de fibroblastos e recrutamento de neutrofilos.
Treg - Anti-inflamatoria
Possui importante fungdo imunorregulatoria anti-inflamatoria,
inibindo a produgdo de citocinas: IFN-y pelos linfocitos Thl;
IL-4 ¢ IL-5 pelos linfécitos Th2; IL-1b, IL-6, CXCLS, IL-12 ¢
TNF-a pelos fagocitos mononucleares; IFN-y e TNF-a pelas
IL-10 Células T,Be Células B, células NK. Inibe expressdo de MHC classe II, ¢ moléculas
mondcitos macrofagos coestimulatorias em macrofagos. Assim, inibe a expansdo e
ativagdo de células Thl e Thl7, promovendo o
desenvolvimento de macréfagos M2 e células Treg. Pode
também potenciar a sobrevivéncia dos linfocitos B, proliferacao
¢ producdo de anticorpo.
Amplo espectro
Importante para a proliferago clonal e ativagdo especifica a antigenos
. Células Te B de linfocitos T. Atua no desenvolvimento, manuten¢do e fungdo de
Células T . : . - . s . .
IL-2 ) ativadas, células | células T regulatdrias (Treg) e diferenciagdo de células T em células
estimuladas .
NK efetoras e de memoria.
Pode estimular células B, mondcitos, NK e macréfagos.
Varios tipos . Atividade quimiotatica sobre mondcitos e basofilos, mas ndo para
celulares, os Mondcitos, . - . .
S e neutr6filos ou eosindfilos. Aumenta atividade anti-tumor de
CCL2 principais sendo linfocitos e . . S - , .
leucheitos basofilos mondcitos. Pode inibir produgao_ de IL12 das células AP_C e potenciar
producdo de IL-4 de células T ativadas, levando ao fendtipo Th2.
mononucleares
Varios tipos
101:111111?;?15(; Células Th de Quimiotaxia para monocitos, células T-helper de memoria e
. memoria, eosinoéfilos. Pode promover diretamente o desenvolvimento de células
CCL5 macréfagos, . . . ~
e mondacitos, Th1 produzindo IFNg ou indiretamente por aumentar a producgio de
DC, linfocitos e . A
A basofilos IL12 pelas células APC.
células
endoteliais
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2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o desenvolvimento de inibidores, anticorpos neutralizantes contra o FVIII, ¢ hoje
o principal desafio no tratamento dos pacientes com hemofilia A, uma vez que o risco de
transmissdo de doengas pela transfusdo de hemoderivados foi drasticamente reduzido com a
utilizagdo dos testes de triagem no doador de sangue e pelo uso de FVIII recombinante a partir
dos anos 90. No entanto, antes desse periodo, os pacientes foram submetidos a uma série de
transfusdes de hemoderivados para a reposi¢ao do FVIII, e a taxa de infec¢ao pelo HCV ainda
¢ elevada nessa populagdo, especialmente nos pacientes mais velhos. O tratamento da hemofilia
A e da infecg@o pelo HCV sao diversos, dependendo das caracteristicas clinicas e da resposta
apresentada pelos pacientes, ¢ conhecer melhor as caracteristicas da resposta imune
relacionadas a hemofilia A e a infeccdo pelo HCV pode contribuir para superar os desafios
apresentados no manejo clinico dos pacientes, especialmente quando apresentam

simultaneamente essas duas condigoes.

O desenvolvimento de inibidores ¢ um grande empecilho no tratamento do paciente com
hemofilia, e € preciso destacar que ainda existem varias lacunas no conhecimento sobre os
mecanismos que levam ao seu desenvolvimento. A formacao de aloanticorpos anti-FVIII ¢
resultado de uma resposta imunologica do paciente frente ao uso do FVIII terapéutico, e varios
fatores de risco podem estar associados a esta resposta. Como a infec¢ao pelo HCV também
desencadeia uma série de respostas imunes no hospedeiro, a exposi¢cao ao virus pode ter um
potencial de alterar o curso clinico da hemofilia, incluindo a resposta de desenvolvimento de
inibidor. A proposta desse estudo foi investigar se a exposi¢do atual ou passada ao HCV
influencia na ocorréncia de inibidor, e se marcadores de resposta inflamatoria, como citocinas

e quimiocinas, podem ser associados a essa resposta.

A interagdo entre a hemofilia A e hepatite C, que podem se manter por toda a vida do individuo,
¢ pouco conhecida, e entender como uma condicao afeta o curso da outra pode ser importante
no cuidado do paciente. Neste trabalho, nos avaliamos a influéncia da exposi¢do ao HCV na
ocorréncia de inibidores e sua associacdo com biomarcadores da resposta imune em uma coorte
de pacientes com hemofilia A acompanhada por 30 anos pelo Hemocentro de Belo Horizonte

da Fundacao Hemominas.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da exposi¢do ao HCV na ocorréncia de inibidores em pacientes com
hemofilia A acompanhados pelo Hemocentro de Belo Horizonte, Minas Gerais, € a associagao

de biomarcadores com a historia de infec¢ao pelo HCV e de formagao de inibidor.

3.2 Objetivos Especificos

e Descrever e comparar as caracteristicas clinicas e de tratamento da hemofilia A segundo a
exposicao ao HCV na coorte de pacientes;

e Descrever as caracteristicas clinicas da infeccdo pelo HCV e de seu tratamento nos
pacientes com hemofilia A;

e Quantificar as citocinas 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, INF-y, IL-17A e as quimiocinas
CXCLS8/IL-8, CCL5/RANTES, CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10 em plasma
de pacientes com hemofilia A segundo a exposicdo ao HCV e a ocorréncia de inibidor do
fator VIII;

e C(Caracterizar as respostas imune anti-HCV e de formag¢do de anticorpos anti-FVIII pelos

niveis plasmaticos das citocinas e quimiocinas analisadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Populacao de estudo

O presente estudo pode ser classificado como observacional, analitico e transversal. Os
pacientes incluidos faziam parte de uma coorte de 771 pacientes masculinos portadores de
hemofilia A e B, sendo 640 portadores da hemofilia A e 131 portadores de hemofilia B, com
registro de acompanhamento pelo Hemocentro de Belo Horizonte, Fundacao Hemominas, no
periodo de janeiro de 1985 a janeiro de 2015. Desde 1985, o Hemocentro de Belo Horizonte
tem sido o responsavel pelos cuidados de pacientes com hemofilia em Belo Horizonte e regiao
metropolitana, sendo um dos maiores centros de referéncia de tratamento de pacientes com

hemofilia no Brasil.

A partir dessa coorte, foram selecionados para o presente estudo apenas pacientes com
hemofilia A (n=640), sendo que destes 259 apresentavam pelo menos um teste reativo para anti-
HCV durante o periodo de estudo, indicando exposi¢do ao virus. Em uma amostra de
conveniéncia foram selecionados 101 pacientes com exposicao ao HCV (presenga de anticorpos
anti-HCV) que possuiam amostra de plasma previamente coletada. J4 o grupo de comparacao,
96 pacientes sem exposicdo (soronegativos) a este virus e outras infec¢des transmissiveis por
transfusdo (HIV, HBV, HTLV, Tripanossoma cruzi e Treponema pallidum) foram selecionados

de forma randomizada e pareados de acordo com a idade (
Figura 15).

Estes dois grupos foram avaliados quanto aos aspectos clinicos da hemofilia A, como a
severidade da hemofilia, uso de produtos sanguineos e especialmente quanto ao
desenvolvimento de anticorpos inibidores do FVIII (INB), sendo classificados em: sem
historico de desenvolvimento de inibidor (INB") e com historico de desenvolvimento de
inibidor (INB™). Os grupos também foram classificados em relagdo a exposi¢do ao HCV, sendo:
soronegativos (SN): sem exposi¢cdo ao HCV e outras infec¢des transmissiveis por transfusao;

com clearance espontaneo ou por tratamento da infec¢ao pelo HCV (c¢/-HCV); e com infecgao
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cronica pelo HCV (HCV). Essa classificacdo também foi utilizada para a andlise de

biomarcadores de resposta imunologica.

Pacientes com hemofilia A acompanhados no Hemocentro de Belo Horizonte (n=640)

{ |

Pacientes ndo inseridos no estudo (n=443)

Pacientes com hemofilia A incluidos no estudo (n=197)

Com exposicao ao HCV (n=96) Soronegativo (n=101)

Clearance Severidade da hemofilia A
viral espontaneo
Uso de produtos sanguineos
Cura Virolégica Historico de desenvolvimento de inibidores do FVIII

Analise de citocinas e quimiocinas plasmaticas

Figura 15: Populacio de pacientes com hemofilia A incluida no estudo de biomarcadores de resposta
imunolégica. Os pacientes, com registro de acompanhamento pelo Hemocentro de Belo Horizonte, Fundacao
Hemominas, no periodo de janeiro de 1985 a janeiro de 2015, foram classificados pela analise de prontuario
médico em dois grupos: com exposi¢do ao HCV (presencga de anticorpos anti-HCV) e soronegativo (auséncia de
marcadores para HCV, HIV, HBV, HTLV, Tripanossoma cruzi ¢ Treponema pallidum).

Esse estudo é um subprojeto do estudo aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Fundagdo
Hemominas intitulado “Estudo do desfecho da infeccio pelo HCV em pacientes com
hemoglobinopatias e coagulopatias e avaliacdo do impacto do tratamento da infec¢ao sobre a
doenca genética de base” (Numero do parecer: 2.630.250) (CAAE: 17781113.0.0000.5118)
(Anexo 1). Todos os pacientes inseridos no estudo assinaram o TCLE (Anexo 2) autorizando o
acesso aos prontuarios médicos e a coleta de amostras. As amostras de plasma utilizadas no

experimento foram coletadas entre junho de 2015 a agosto de 2018.
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4.2 Variaveis analisadas

Os dados clinicos e laboratoriais da coorte de pacientes com hemofilia atendidos no HBH, entre
janeiro de 1985 a janeiro de 2015, foram coletados dos prontuarios médicos, fisicos e
eletronicos, e posteriormente transcritos para banco digitalizado. As variaveis foram
subdivididas em secgdes, entre elas, dados gerais, socio demograficos, diagnostico da
coagulopatia, historia transfusional, diagnostico da infec¢do pelo HCV e demais resultados
sorologicos, caracteristicas epidemiologicas, aspectos clinicos da hepatite C e tratamento, além
das comorbidades, ¢ marcadores de resposta ao tratamento. O questionario encontra-se
disponivel no Anexo 3. As variaveis “uso de profilaxia” e “tratamento de imunotolerancia”
foram inseridas no banco de dados, apds consulta dos prontuarios médicos. Ja as varidveis
“presenca de viremia atual (HCV-NAT)” e “biomarcadores” foram originadas a partir de

experimentos desenvolvidos neste estudo.

Na caracteriza¢do dos grupos de estudo, foram consideradas as seguintes variaveis, coletadas

dos prontudrios médicos:
1) Idade na coleta da amostra.
Variaveis relacionadas a hemofilia

2) Uso de hemocomponentes/hemoderivados: registro de uso de crioprecipitado, plasma fresco

congelado e/ou FVIII hemoderivado.

3) Gravidade da hemofilia: classificada de acordo com o nivel de FVIII, sendo grave quando o
nivel € inferior a 1% (ou <0,01 Ul/mL), moderada quando o nivel esta entre 1% a 5% (ou 0,01

a 0,05 UI/mL), e leve se o nivel ¢ de 5% a 40% (ou >0,05 a 0,40 Ul/mL).

4) Desenvolvimento de inibidor: pelo menos um registro de presenga de anticorpos anti-FVIII
no prontudrio médico. Inibidores do FVIII sdo anticorpos da classe IgG direcionados contra o

fator VIII infundido no paciente.

5) Nivel de inibidor (Unidade de Bethesda, BU): baixo (<5 BU/mL); alto (=5 BU/mL). O nivel
de inibidor foi considerado como baixo ou alto levando-se em conta o maior valor registrado

no prontudrio médico do paciente.

6) Uso de profilaxia: tratamento profilatico de reposi¢do do FVIII. O tratamento profilatico se

subdivide em trés modalidades: (1) profilaxia primaria - refere-se ao tratamento de reposi¢ao
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administrado de maneira periddica e ininterrupta, iniciado na auséncia de doenca articular e
antes da ocorréncia da segunda hemartrose e dos 3 anos de idade, por periodo superior a 45
semanas por ano; (2) profilaxia secundaria - pode ser de longo prazo, quando a reposigao ¢ feita
de maneira periodica e ininterrupta por longo prazo (> 45 semanas por ano), iniciada apos duas
hemartroses e na auséncia de doenga articular, ou de curto prazo (ou intermitente), quando a
reposi¢do ¢ administrada de maneira intermitente por tempo determinado por menos de 45
semanas por ano, em geral para tratamento de sangramentos frequentes e (3) profilaxia terciaria,
que se refere ao tratamento de reposi¢cao administrado de maneira periodica e ininterrupta (>45

semanas por ano) iniciado apos a instalacdo de doenca articular (Brasil, 2014).

7) Tratamento de imunotolerdncia: consiste na infusdo diaria ou em dias alternados do
concentrado de FVIII, na tentativa de dessensibilizar o paciente, sendo, portanto, realizado
apenas em pacientes com hemofilia e inibidor. O tratamento pode durar de semanas a anos,

podendo ser de baixas ou altas doses (Brasil, 2015).
8) Comorbidades: presenga de outras condi¢des clinicas.
Variaveis relacionadas a infecg¢do pelo HCV

9) Exposicdo ao HCV: contato prévio com o HCV, levando-se em consideragdo o status
sorologico anti-HCV, registrado no prontuario médico. Teste anti-HCV positivo: exposto ao

HCV; Teste anti-HCV negativo: nao exposto ao HCV (sem contato prévio com o virus).
10) Gendtipo do HCV: registro no prontuario médico do genotipo do HCV.

11) Status da infecgdo: clearance viral espontaneo (pacientes sem deteccdo de RNA do HCV

antes do tratamento); HCV cronica (paciente sem clearance viral espontaneo).

12) Condi¢ao clinica na infec¢do cronica: assintomatico; com sinais de alteragao hepatica
(pacientes com registro nos prontuarios de exame de ultrassom indicando caracteristicas de
fibrose hepatica, hipertensao portal e/ou nédulo hepatico, além de biopsia hepdtica e registro

de cirrose hepatica).

13) Indicagao de tratamento para HCV: registro no prontuario médico de recomendacao médica

para realizar ou ndo o tratamento para HCV.
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14) Realiza¢do do tratamento para HCV: para os pacientes com recomendagdo médica de
realizar o tratamento para HCV, verificagdo no prontudrio médico se o tratamento foi realmente

realizado, e se sim, se ele foi completo ou incompleto.

15) Tipo de tratamento para HCV: para os pacientes que realizaram o tratamento para HCV,

verificagdo no prontudrio médico de qual regime terapéutico foi usado.

16) Resultado final do tratamento para HCV: para os pacientes que realizaram o tratamento
para HCV, verificacdo no prontuario médico se o paciente teve uma resposta viroldgica

sustentada (RVS), uma resposta viroldgica com recidiva ou foi ndo respondedor pleno.

17) Presenca de viremia atual: para os pacientes com HCV cronica, que ndo trataram para HCV
ou que trataram, mas ndo tiveram resposta virologica sustentada, foi feito o teste para detecg¢ao
de RNA do HCV. Foi usada uma aliquota da mesma amostra de plasma que foi utilizada para
a quantificacdo dos biomarcadores imunologicos. O teste foi feito pelo Laboratorio NAT da
Fundagao Hemominas, utilizando-se o Kit NAT-HIV/HCV/HBYV de Bio-Manguinhos/Fiocruz,
técnica nacional que permite a deteccdo dos virus HIV e HCV numa reagdo ¢ do HBV numa
outra reagdo através da plataforma de PCR em tempo real. A partir do resultado do teste NAT
para deteccdo qualitativa de RNA de HCV, os pacientes foram considerados como tendo
viremia atual (presenga de RNA de HCV) ou sem viremia atual (RNA do HCV nao detectado

no plasma).

4.3 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas no plasma de pacientes com hemofilia A
usando citometria de fluxo

A fim de investigar se a infec¢ao pelo HCV influencia na formacdo do inibidor de FVIII e se
essa influéncia tem relagdo com a imunomodulagdo de citocinas e quimiocinas, foi avaliado o
nivel desses biomarcadores de resposta imune nos pacientes com hemofilia A sem registro de
infeccdo pelo HCV e com exposi¢do ao HCV, sendo este tltimo grupo subclassificado em
clearance de HCV (com cura espontanea e com resposta virologica sustentada ao tratamento
da infec¢dao) e com HCV cronica (Figura 16). Além disso, os pacientes foram subdivididos de

acordo com o registro de ter ou ndo desenvolvido inibidor para o fator VIII.
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Historia de desenvolvimento
de INB

sem INB: SNINB-
(n=62)

= Soronegativo (n=96)
com INB: SNINB+
(n=34)

sem INB: c[-HCVINE-

i (n=19)
~_ com INB: cl-HCV'™NE*

(n=24)

sem INB: HCV!NE-
(n=31)
- HCVcrénica (n=58)
com INB: HCV'NE+
(n=27)

Figura 16: Pacientes selecionados para a quantificacdo de biomarcadores imunolégicos. Selecdo ¢
classificagdo dos pacientes, em subgrupos, para investigar se a infeccdo pelo HCV influencia na formacdo do
inibidor de FVIII (INB) e se essa influéncia tem relagdo com a imunomodulagdo de citocinas e quimiocinas. INB+:
com registro de desenvolvimento de INB; INB-: sem registro de desenvolvimento de INB. Pacientes com
clearance de HCV incluiram os com cura espontinea e os com resposta viroldgica sustentada ao tratamento.

A quantificag@o das citocinas e quimiocinas plasmaticas nas amostras de plasma dos pacientes
foi realizada utilizando-se os kits comerciais Th1/Th2/Th17 citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
TNF, IFN-y e IL-17A) e quimiocinas (CXCLS8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG,
CCL2/MCP-1 e CXCL10/1P-10) (CBA - Cytometric Bead Array — Bencton, Dickinson and

Company - BD/Pharmingen) para citometria de fluxo.

Resumidamente, para o protocolo de quantificagdo das citocinas e quimiocinas, as amostras dos
pacientes que estavam armazenadas em freezer -80°C foram inicialmente descongeladas em
banho-maria a 37°C e centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos para a utilizacdo do
sobrenadante. Foi feita a preparagdo da curva padrao pela dilui¢ao seriada do padrao fornecido
no kit com o diluente G (Diluente do ensaio). Em seguida, foi preparado o pool das beads (Al
a A7) para a deteccao das citocinas, ou 0 pool das beads (Al a AS) para a detec¢ao das
quimiocinas. Cada teste foi feito em tubo de poliestireno de 5 mL (12x75mm) contendo 15 pL
da mistura de beads, 25 pL da amostra de plasma, e 18 pL do reagente B (Reagente de detecgao:
anticorpos monoclonais contra os analitos especificos conjugados com o fluorocromo). O
periodo de incubagao foi de 3 horas, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Ap6s incubagao,

em cada tubo foram adicionados 300 pL do Reagente F (Tampado de lavagem), seguida de
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centrifugacdo a 600 x g por 7 minutos a 18°C. Duzentos microlitros do sobrenadante foram
cuidadosamente aspirados e descartados, deixando-se aproximadamente 100 pL do
sobrenadante em cada tubo. Por fim, adicionaram-se 100 uL do Reagente F (Tampao de
lavagem) em cada tubo em local protegido da luz e foi realizado a leitura no citometro BD
Accuri™ C6 Plus. As amostras foram dosadas uma tinica vez. Apds a leitura das amostras, os
dados foram analisados no programa FCAP-array™ (v 3.01) e a concentracio das citocinas e
quimiocinas foi apresentada em pg/mL. Para cada conjunto de amostras testadas
simultaneamente foram incluidos no ensaio um tubo controle negativo (sem amostra, contendo

apenas o diluente G) e a curva padrio.

4.4 Analises Estatisticas

Os testes de qui-quadrado ou teste exato de Fisher foram usados para testar a associagdo de
variaveis nominais. Variaveis continuas foram inicialmente avaliadas pelo teste de normalidade
de Kolmogorov-Smirnov para definir se os dados eram paramétricos ou ndo-paramétricos. As
variaveis paramétricas ou ndo-paramétricas foram comparadas pelo teste t ou teste de Mann-
Whitney, respectivamente. Anélises de correlagdo entre cada citocina e quimiocina foram feitas
usando o teste de correlagdo de Spearman, uma vez que os dados eram ndo paramétricos. A
interpretagdo dos resultados de correlagdo foi: bem fraca, de 0,00 a 0,19; fraca, de 0,20 a 0,39;
moderada, de 0,40 a 0,69; forte, de 0,70 a 0,89; muito forte, de 0,90 a 1,00. Foi considerada
significativa a probabilidade de erro alfa p<0,05. Andlise multivariada dos dados (concentracao
das citocinas e quimiocinas, exposi¢do ao HCV, gravidade da hemofilia, desenvolvimento e
nivel de inibidor) para avaliagdo de agrupamentos foi realizada usando-se andlise de
componente principal (PCA) e Heatmap, com o uso da ferramenta virtual ClustVis disponivel

on line (http://biit.cs.ut.ee/clustvis) (METSALU; VILO, 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Historia clinica e de tratamento da hemofilia A

A fim de verificar se a infeccdo pelo HCV tem influéncia nas caracteristicas clinicas da
hemofilia A, foi comparada a histdria clinica e de tratamento da hemofilia dos pacientes sem
ou com registro de reatividade para HCV (Tabela 3). A média da idade dos pacientes
soronegativos foi de 20,7 anos e foi menor que a média dos pacientes HCV reativo (42,4 anos),

sendo essa diferenca estatisticamente significativa (p<0,001).

Tabela 3: Caracteristicas clinicas e de tratamento de pacientes com hemofilia A segundo exposi¢cdo ao HCV,

entre os anos de 1985 a 2018 na Fundacio Hemominas, Belo Horizonte, MG.

Caracteristicas Soronegativo® HCYV reativo® pt OR
(n=96) (n=101) (95% CI)

Média idade (varia¢do) 20,7 (3,0-54,4)  42,4(27,6-67,8) <0,001¢
Uso de crioprecipitado 25/84 (29,8%)  99/100 (99,0%)  <0,001  233,6 (30,84-1770)
Uso de plasma fresco congelado 10/79 (12,7%) 64/93 (68,8%) <0,001 15,23 (6,87-33,73)
Uso exclusivo de hemoderivado 55/88 (62,5%) 0/101 (0%) <0,001 0,003 (0,0002-0,05)
Gravidade da hemofilia
Leve 5/96 (5,2%) 2/101 (2,0%) <0.001*
Moderada 53/96 (55,2%)  26/101 (25,7%) ’ 3,98 (2,19-7,24)
Grave 38/96 (39,6%)  73/101 (72,3%)
ggﬁ‘ligzt(‘)’:?\ffndeSe“""l‘”mem" 34/96 (354%)  51/101(50,5%) 0,044 1,86 (1,05-3,30)
Nivel inibidor FVIII®
Baixo (< 5 BU/mL) 6/34 (17,6%)  40/51 (78,4%)  <0,001 16,97 (5,62-51,29)
Alto (> 5 BU/mL) 28/34 (82.4%)  11/51 (21,6%)

Tratamento de profilaxia 57/101 (56,4%) 53/96 (55,2%) 0,887
Tratamento de imunotolerancia 4/51 (7,8%) 5/34 (14,7%) 0,474 0,49 (0,12-1,99)
Comorbidades 11/96 (11,5%) 53/96 (55,2%)  <0,001 9,52 (4,52-20,08)

Do grupo reativo para HCV: 64 (63,4%) individuos também foram reativos para outras infec¢des transmitidas

pelo sangue: 59 HBV (2 HBsAg e anti-HBc e 57anti-HBc), 10 HIV (EIA e WB), 4 HTLV (EIA e WB), 10 Sifilis

(VDRL e/ou EIA) e 1 Doenga de Chagas (EIA).

Sem reatividade para: HCV (EIA), HBV (HBsAg e/ou anti-HBc), HIV (EIA e WB), HTLV (EIA e WB), Sifilis

(VDRL e/ou EIA) e Doenga de Chagas (EIA).

°Teste exato de Fisher, exceto YTeste Mann-Whitney.

*Comparagdo entre grave vs. leve/moderado (p<0,001).

°Pico de inibidor

'BU: Unidade de Bethesda

1,05 (0,60-1,85)

No Brasil, pacientes que utilizavam produtos derivados de plasma, como o crioprecipitado e/ou
plasma fresco congelado até o final da década de 1980 eram considerados pacientes de alto
risco de transmissdo transfusional do HCV, visto que sé no inicio dos anos 90 tornou-se
obrigatoria a utilizacdo de testes anti-HCV na triagem de doadores de sangue, através da

Portaria do Ministério da Satide n° 1.376 de 19 de novembro de 1993 (BRASIL, 1993). Por
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exemplo, em Minas Gerais e na Bahia foi encontrada uma prevaléncia de 44,6% e de 42,2% da
infec¢do pelo HCV em pacientes com hemofilia acompanhados nos hemocentros estaduais

HEMOMINAS e HEMOBA, respectivamente (CARMO et al.,2002; SILVA et al.,2005).

Em nossa coorte, a utilizacao de crioprecipitado e de plasma fresco congelado foi predominante
nos pacientes HCV reativo e mostrou ser associada com alto risco de exposi¢do ao HCV
(OR=233,6 e OR=15,23, respectivamente), enquanto que o uso exclusivo de hemoderivado foi
maior nos pacientes soronegativos, sendo associado com protecao para a aquisi¢ao da infecc¢ao
(OR=0,003) (Tabela 3). Um estudo recente desta mesma coorte mostrou que pacientes com
hemofilia com menos de 30 anos possuem menor soroprevaléncia de anticorpos anti-HCV em
comparagdo aos pacientes com mais de 30 anos (12,4% vs. 66,7%), pois os pacientes mais
jovens utilizaram exclusivamente fatores de coagulagdo com inativacdo viral e assim tiveram
menor risco de contrair a infec¢do pelo HCV por ndo utilizarem o plasma fresco congelado ou
crioprecipitado (CARMO et al.,2019). Este tltimo teve seu uso proibido no tratamento para
hemofilia em 2002 (FERREIRA, 2014). Portanto, ¢ fundamental a tomada de agdes em saude
publica com medidas vinculadas a seguranga transfusional para proporcionar uma reducgdo da
prevaléncia de HCV nessa populagdo vulneravel (CARMO et al.,2002; SILVA et al.,2005,
CARMO et al.,2019).

Em relagdo a gravidade da hemofilia A, uma maior frequéncia (55,2%) de pacientes
soronegativos apresentam hemofilia moderada, diferente dos pacientes HCV reativo que tém
principalmente hemofilia grave (72,3%). Comparando a frequéncia de pacientes com hemofilia
grave vs. leve/moderada nos dois grupos, a diferenga foi estatisticamente significativa
(p<0,001, OR=3,98) (Tabela 3). A associagado entre gravidade da hemofilia e exposi¢do ao HCV
pode ser explicada pelo fato de que pacientes graves apresentam mais eventos hemorragicos e
consequentemente, necessita de um nimero maior de infusdes dos produtos sanguineos, sendo
assim, mais expostos aos hemocomponentes a época nao triados, como crioprecipitado e plasma

fresco congelado que foram as provaveis vias de transmissdao do HCV (CARMO et al.,2019).

O desenvolvimento de inibidor foi mais frequente nos pacientes HCV reativo que nos pacientes
soronegativos (50,5% vs. 35,4%) (p<0,044). Porém, embora esses pacientes tinham maior
chance de desenvolver inibidor que aqueles sem sorologia positiva (OR=1,86), a grande maioria
(78,4%) o apresentou em baixos niveis, ao contrario do que se observa no grupo de pacientes
soronegativos, em que a maioria (82,4%) apresentou altos niveis de inibidor (p<0,001,

OR=16,97) (Tabela 3).
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O risco de desenvolvimento de inibidor em pacientes com hemofilia esta associado a diferentes
fatores, incluindo a gravidade da doenga, o nimero de vezes em que um paciente utiliza o
concentrado de fator durante a vida, a intensidade das doses utilizadas para o tratamento, € o
tipo de componente utilizado para reposicao do fator (hemocomponente, fator purificado ou
fator recombinante). Assim, a associagdo de historia de desenvolvimento de inibidor com
exposicao ao HCV poderia ser resultado de uma associagdo espuria, visto que os pacientes HCV
reativo sdao mais velhos e na sua maioria apresentam hemofilia grave, fatores estes associados
com maior uso de hemocomponentes para reposi¢cao de FVIIL. Porém, usando um modelo de
regressao logistica, foi mostrado por analise multivariada de 430 pacientes com hemofilia A
desta mesma coorte que a infecgdo pelo HCV foi significativamente e independentemente
associada com o desenvolvimento de inibidor (p=0,002, OR=4,006 [CI 95%: 1,667-9,628]).
Essa andlise ainda mostrou que o uso de plasma fresco congelado (p=0,011, OR=2,18 [CI 95%:
1.193-3.987]) e hemofilia grave (p=0,019, OR=6,07 [CI 95%: 1.341-27,510]) também sao
fatores de risco independentes para desenvolvimento de inibidor, enquanto idade, uso de
crioprecipitado ou uso exclusivo de concentrado de fator derivado de plasma ndo foi

significativamente associados com esse desfecho (MARTINS et al.,2020).

Nos grupos sem e com exposicdo ao HCV, a maioria dos pacientes (56,4% e 55,2%,
respectivamente) faziam tratamento profilatico de reposi¢ao do FVIII, enquanto poucos (7,8%
e 14,7%, respectivamente) estavam em tratamento de imunotolerancia, sendo que ndo foi

observada diferenca estatistica entre os grupos para estas duas variaveis (Tabela 3).

Em relagdo a presenga de comorbidades desenvolvidas por esses pacientes, individuos HCV
reativo apresentaram maior frequéncia (55,2%) e possuiam nove vezes mais chance de
desenvolverem comorbidades (p<0,001, OR=9,52) que os pacientes soronegativos (Tabela 3).
Algumas comorbidades observadas na populacdo geral podem ser encontradas em pacientes
com hemofilia com idade avancada, tais como colesterol alto, pressdo alta e obesidade
(ANGELINI et al., 2016). Isto ocorre devido ao aumento da expectativa de vida dos portadores
de hemofilia nas ultimas décadas, a partir da utilizagdo de fatores de coagulacdo seguros e
terapia antiviral eficiente. Um estudo retrospectivo realizado na Italia analisou os tipos de
cancer em pacientes com hemofilia. Oitenta e trés por cento dos pacientes tinham HCV e 22%
deles também tinham coinfeccao com HIV, sendo que 43% dos canceres eram relacionados ao
HCV e 9% ao HIV. Canceres relacionados a virus foram mais frequentes e canceres nao
relacionados a virus foram menos frequentes em pacientes com hemofilia grave que naqueles

com hemofilia leve/moderada (p=0.0004) (TAGLIAFERRI et al., 2012).
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Além do mais, estudos apontam aumento do risco de morte em pacientes com hemofilia
infectados pelo HCV (WALSH et al.,2015). Na coorte de pacientes com hemofilia da Fundacao
Hemominas, Carmo e colaboradores (2019) mostraram que pacientes com anticorpos anti-HCV
apresentaram trés vezes mais chance de morte do que aqueles sem exposicao prévia a infec¢ao
pelo HCV. Um estudo nos Estados Unidos mostrou que a causa de morte mais relatada em
coortes antigas (até 1975) de pacientes com hemofilia estavam relacionadas ao figado, como a
insuficiéncia hepatica: 33% dos pacientes com hemofilia grave e 26% com hemofilia leve.
Entretanto, em coortes acompanhadas entre os anos de 1983 a 1992 nao se observou relato de
morte ligada ao figado. Menos de 15% das mortes relatadas foi em decorréncia das

complicac¢des da hemofilia em todos os periodos do estudo (MAZEPA et al.,2016).

5.2 Caracteristicas relacionadas a infec¢ido pelo HCV nos pacientes com hemofilia A

As caracteristicas relacionadas a infec¢ao pelo HCV nos pacientes com hemofilia A encontram-
se apresentadas na Tabela 4. Conforme esperado, o HCV gendtipo 1 foi o mais frequente dentre
0s pacientes com geno6tipo viral conhecido. O HCV gendtipo 1 € o mais prevalente no mundo,
com 46% das infecgdes pelo HCV, seguido de 30% pelo genotipo 3 (MESSINA ef al.,2015).
Silva e colaboradores (2005) descreveram a distribuicdo dos genotipos do HCV em 50 pacientes
com hemofilia acompanhados pelo HEMOBA (Bahia) evidenciando a predominancia do
genotipo 1 (74%), seguido pelo genodtipo 3 (22%) e pelo genotipo 2 (4%). Na Fundagdo
Hemominas, um estudo com 116 pacientes com hemofilia acompanhados entre os anos de 1985
a 1997 mostrou as seguintes frequéncias de genotipos do HCV: 84,5% gendtipo 1; 8,6%
genotipo 3; 2,6% genotipo 4 e 0,9% gendtipo 2 (CARMO, et al.,2002). Sendo assim, a
circulacao do HCV genétipo 1 € predominante entre a populagdo brasileira, incluindo potenciais
doadores de sangue, e também entre os pacientes com hemofilia que se infectaram por

transfusdo sanguinea.
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Tabela 4: Caracteristica da infeccdo pelo HCV nos pacientes com hemofilia A da Fundacio Hemominas,

Belo Horizonte, MG, entre os anos de 1985 a 2018.

Caracteristicas Frequéncia
(%)

Genotipo HCV (n=101)

1 52 (51,5)

3 13 (12,9)

4 1(1,0)

Ignorado 35 (34,6)
Clearance viral espontaneo (n=101)

Sim 30 (29,7)

Ndo 71 (70,3)
Infecgdo cronica (n=71)

Sem alteragdo hepdtica 43 (60,6)

Alteragdo hepdtica 28 (39,4)
Indicagdo de Tratamento (n=101)

Sim 23 (22,8)

Ndo 78 (77,2)
Realizou o tratamento (n=19)

Completo 18 (94,7)

Incompleto” 1(5,3)
Tratamentos utilizados (n=24)"

IFN 2 (8,3)

IFN+RBV 7 (29,2)

Peg-IFN+RBV 13 (54,2)

Peg-IFN+RBV+IP 2 (8,3)
Resultado final do tratamento (n=19)

Resposta virologica sustentada (RVS) 13 (68,4)

Resposta virologica com recidiva 4(21,0)

Néo respondedor pleno® 2 (10,6)
Detecgdo de viremia no plasma (n=59)**

Sim 42 (71,2)

Nao 17 (28,8)

IFN: Interferon alfa; Peg-IFN: Interferon alfa peguilhado; RBV: Ribavirina; IP: Inibidor de protease viral.

* Alguns pacientes foram submetidos a mais de um esquema terapéutico.

**Deteccao de RNA de HCV nas amostras de plasma usadas para a dosagem de quimiocinas e citocinas. Foram
testados apenas os pacientes sem clearance viral espontaneo ou sem RVS.

*Tratamento suspenso devido a falha de resposta. ®Paciente apresentou intolerancia € ma adesdo ao tratamento.

Quase 30% dos pacientes estudados apresentaram clearance viral espontaneo (Tabela 4), ou
seja, foram capazes de desenvolver respostas imunes inatas e adaptativas que controlaram a
multiplicagdo viral, até a sua elimina¢do e consequente ndo deteccdo de copias virais. O
clearance viral ocorre em 15 a 25% dos casos e pode chegar a mais de 45% em pessoas com
ictericia, criangas e mulheres jovens (LINGALA & GHANY, 2015). Além disso, certos
polimorfismos como rs12979860-C, rs8099917-T e rs469415590TT, proximo ao gene IL-28B,
estdo relacionados a altas taxas de clearance viral espontaneo (GE et al.,2009; TANAKA et

al.,2009; PROKUNINA-OLSSON et al.,2013; LINGALA & GHANY, 2015).
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Dos pacientes com hepatite C cronica, a maioria (60,6%) esteve assintomatico (Tabela 4) e
grande parte poderia permanecer assim por um longo periodo de tempo. Pacientes com hepatite
C cronica podem desenvolver fibrose em aproximadamente 20 a 30% dos casos durante um
periodo de 25 a 30 anos. Pode ocorrer evolugao para cirrose, além de carcinoma hepatocelular
em 1 a 4% dos casos (LINGALA & GHANY, 2015). Um estudo nos Estados Unidos realizado
entre os anos 1998 a 2014 mostrou taxas semelhantes de hepatocarcinoma celular em homens
com ¢ sem hemofilia. Entretanto, através de regressdo logistica multivariavel, o HCV foi
considerado um forte preditor de hepatocarcinoma celular em pacientes com hemofilia (OR:

15,42 [C1 95%: 8,75 = 27,16]) (THALAPPILLIL ef al., 2018).

Apenas 22,8% dos pacientes com infec¢do cronica tiveram indicagdo para realizar tratamento
para HCV, e nem todos foram tratados. O esquema terapéutico mais utilizado foi o uso do
interferon alfa peguilado (PEG-IFNa) associado a ribavirina, e a grande maioria (68,4%) obteve
resposta viroldgica sustentada (Tabela 4). Devido aos varios efeitos colaterais e também as
complicacdes relacionadas a doenca genética de base, muitos pacientes ndo realizavam o
tratamento para HCV, pois se mantinham assintomaticos, sendo que somente ap6s décadas era
possivel observar alguma alteragdo hepatica que levava a indicacdo para a realizagdo do
tratamento antiviral. Vale ressaltar que os dados relacionados ao tratamento sdo retrospectivos,
portanto, diz respeito apenas aos esquemas terapéuticos utilizados antes de 2015. Com a
introducao das DAAs como op¢ao de esquema terapéutico, os pacientes que ndo eram elegiveis
ao tratamento anterior podem agora receber o tratamento gratuitamente disponibilizado pelo
SUS, cuja taxa de efetividade tem se mostrado acima de 90%. Em um estudo multicéntrico, a

taxa de RVS foi de 93% em 12 semanas de tratamento (BRASIL, 2019; LANINI ez al., 2018).

Nos pacientes que mantém a infec¢do cronica pelo HCV (sem clearance viral espontaneo ou
sem RVS), a viremia de HCV no plasma foi detectada em 71,2% dos pacientes (Tabela 4). Em
estudo prévio na mesma institui¢do, o RNA-HCV pode ser detectado em 71,6% (116/162) dos
pacientes com hemofilia, apresentando associagdo positiva com idade elevada e nivel anormal
de alanina aminotransferase (CARMO et al.,2002). Em 66 pacientes com hemofilia e com anti-
HCYV positivo acompanhados no HEMOBA (Bahia) entre novembro de 1999 a agosto de 2000,
0 RNA-HCV foi detectado em 77,3% (51/66) dos casos (SILVA et al.,2005). A carga viral ¢
considerada preditiva para a resposta ao tratamento do HCV, sendo que uma menor carga viral
¢ associada a maiores taxas de resposta virologica sustentada (LINGALA & GHANY, 2015).

No presente estudo nao foi avaliada a carga viral dos pacientes.
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5.3 Analise dos biomarcadores de resposta imunologica nos pacientes com hemofilia A
soronegativos ou com historia de exposicio ao HCV e sem ou com histéria de
desenvolvimento de inibidor

A formacgdo de inibidores ¢ um dos principais problemas no tratamento dos pacientes com
hemofilia A. Inibidores sdo anticorpos anti-FVIII de alta afinidade que neutralizam a ac¢do do
fator de coagulacao, sendo IgG4 e IgG1 as subclasses de IgG mais abundantes. Anticorpos anti-
FVIII sao principalmente do tipo IgG4 em pacientes com uma forte resposta anti-FVIII,
enquanto que eles sdo principalmente do tipo IgG1 em pacientes com uma modesta resposta de
anticorpos (HU et al., 2007). Os pacientes com hemofilia A podem apresentar niveis baixos ou
altos desses inibidores que podem ser continuamente produzidos ou desaparecer
espontaneamente. Estudos mostraram que 27% dos pacientes com hemofilia A grave
desenvolveram inibidores transitorios de FVIII nos meses seguintes apds a primeira exposi¢ao
ao FVIII terapéutico, ¢ que o risco de desenvolvimento de inibidores em pacientes com
hemofilia A grave ¢ alto durante os 20 primeiros dias de exposi¢do acumulada do fator
infundido (ou seja, nos primeiros 3-4 anos de vida) (GOUW et al., 2007; PEYVANDI et al.,
2016). Entretanto, foi relatada uma incidéncia aumentada de inibidores de FVIII em idade
avangada (HAY et al.,, 2011), tendo sido sugerido que essa ocorréncia seria devido a falhas nos
mecanismos de tolerancia decorrente do envelhecimento (JAGGER et al, 2014). Os
mecanismos patofisioldgicos que levam ao desenvolvimento de inibidores em pacientes com
hemofilia ndo sdo completamente entendidos, mas esta claro que o processo ¢ complexo, com
o envolvimento das respostas celular e humoral, de citocinas e de outras moléculas imune
regulatdrias. Assim, uma resposta imune robusta disparada por um outro agente externo pode
interferir nesta resposta de formacgdo de inibidor e neste sentido, este estudo investigou a
influéncia da exposi¢do ao HCV no desenvolvimento de inibidor pela analise dos niveis de

citocinas e quimiocinas plasmaticas.

Os dados de comparagdo entre os pacientes sem e com historia de exposi¢ao ao HCV (infecgao
passada e presente) mostraram que a infec¢do pelo virus foi associada a diferentes
caracteristicas da hemofilia, incluindo uma maior chance de desenvolver inibidor, porém em
menores niveis (Tabela 3). Isto levou ao questionamento se a resposta imune desencadeada
frente a infeccdo pelo HCV modula a resposta que leva ao desenvolvimento de inibidor, e por
sua vez, se a resposta que leva ao desenvolvimento de inibidor também pode modular a resposta

a infeccdo viral. Para isso, foram analisadas as concentracdes de citocinas e quimiocinas
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plasmaticas nos seguintes grupos de pacientes: pacientes soronegativos e sem desenvolvimento
de inibidor (SN™B") pacientes soronegativos e com desenvolvimento de inibidor (SN™B*),
pacientes com clearance de HCV e sem desenvolvimento de inibidor (c/-HCV™B"), pacientes
com clearance de HCV e com desenvolvimento de inibidor (c/-HCV™B"), pacientes com
infec¢do cronica pelo HCV sem desenvolvimento de inibidor (HCV™E") e pacientes com
infec¢do cronica pelo HCV com desenvolvimento de inibidor (HCV™E*"). Dentre os pacientes
que apresentaram clearance de HCV (infec¢ao passada), estdo aqueles com cura espontanea e
com RVS. Esse grupo foi subdividido do grupo inicialmente definido como reativo para HCV,
uma vez que a presenca de uma infec¢do atual ativa do virus pode influenciar o nivel de

citocinas e quimiocinas plasmaticas.

A Tabela 5 mostra a mediana das concentracdes das citocinas e quimiocinas analisadas e as

comparagdes intragrupo (com INB versus sem INB).

Tabela 5: Concentracdes de citocinas e quimiocinas plasmaticas em pacientes com hemofilia A da Fundacéo
Hemominas, Belo Horizonte, MG, com ou sem exposi¢io ao HCV e comparacio entre aqueles com ou sem

registro de desenvolvimento de inibidor do FVIII pertencentes a0 mesmo grupo (intragrupo)

. Soronegativo (n=96) Com exposicio ao HCV (n=101)
Biomarcadores
(pg/mL) SNINB- SNINB+ cl_HcleB- cl_HcleB+ HcleB- HcleB+
(n=62)  (n=34) P (n=19)? (n=24)" P m=31) (=27) P
IL-2 0,00 0,75 <0,001 0,09 1,68 <0,001 0,19 1,41 <0,001
IL-4 4,75 10,85 <0,001 0,00 3,69 <0,001 0,00 3,53 0,002
IL-6 1,55 2,31 0,096 0,89 2,62 <0,001 1,34 2,84 0,013
IL-10 0,42 0,73 0,009 0,00 0,64 0,006 0,27 1,21 0,001
TNF 0,63 1,94 0,004 0,00 0,00 0,595 0,00 0,85 0,007
IFN-y 2,64 14,51 <0,001 2,36 1,89 0,901 0,00 3,09 0,016
IL-17A 3,23 7,94 0,002 2,56 5,39 0,238 0,00 5,29 <0,001
CXCLS 1,50 1,86 0,055 2,70 0,00 <0,001 3,41 0,00 <0,001
CCL5 1634 1642 0,321 1592 1014 0,072 1460 1390 0,533
CCL2 10,21 9,70 0,969 17,80 8,11 0,007 15,89 8,29 0,010
CXCL9 26,31 74,20 <0,001 23,49 294,2 <0,001 44,37 294,4 <0,001
CXCL10 308,1 367,9 0,265 187,5 519,6 <0,001 449.4 1069 0,001

SN: soronegativo; c/-HCV: pacientes com infec¢ao passada pelo HCV (*13 pacientes com cura espontanea e 6 com
RVS; ®17 pacientes com cura espontinea e 7 com RVS); HCV: Pacientes com infeccio cronica pelo HCV. INB:
sem inibidor; INB*: com inibidor

Os valores representam a mediana da concentragdo em pg/mL. Foi usado o Teste Mann-Whitney na comparagdo
dos grupos com significincia estatistica de p<0,05.

No grupo SN, todas as citocinas analisadas apresentaram niveis significativamente mais
elevados nos pacientes com inibidor, exceto para IL-6. O mesmo foi observado no grupo

infeccdo cronica para todas as citocinas. J4 no grupo com infec¢do passada de HCV (c/-HCV),
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os pacientes com inibidor mostraram niveis significativamente mais altos de IL-2, IL-4, IL-6 e
IL-10 em comparagdo com aqueles sem inibidor, mas ndo para TNF, IFN-y e IL-17A.
Analisando-se as quimiocinas nas comparagdes intragrupos, niveis significativamente mais
elevados de CXCLS8 e de CCL2 foram observados nos pacientes sem inibidor em comparagao
com aqueles com inibidor pertencentes aos grupos com infeccdo passada (clearance) ou
presente de HCV. Pelo contrario, uma relagao inversa foi observada em relagdo as quimiocinas
CXCL9 e CXCL10 nestes dois grupos, visto que os pacientes com inibidor apresentaram niveis
mais elevados destas quimiocinas em comparacdo com aqueles sem inibidor. J& as
concentragdes de CCL5 ndo foram estatisticamente diferentes entre os pacientes com ou sem
inibidor, pertencentes a estes dois grupos. Por outro lado, no grupo SN a tUnica diferenca
significativa foi observada para CXCL9, com maiores niveis nos pacientes com inibidor em
comparag¢do aqueles sem inibidor. A distribui¢ao das concentragdes das citocinas e quimiocinas

nos grupos sao mostradas nas Figuras 19 e 20.
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Figura 17: Concentracdes de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e IL-17A no plasma de pacientes com
hemofilia A soronegativos para o HCV ou com infec¢do passada (clearance) ou presente (cronica) de HCV
e sem (simbolos brancos) ou com (simbolos pretos) historia de desenvolvimento de inibidor. As linhas
superiores indicam diferencas significativas na comparagao entre os grupos: linhas pontilhadas apontam diferencas
intragrupos; linhas pretas apontam diferengas intergrupos de pacientes com historia de desenvolvimento de
inibidor e linhas cinzas apontam diferengas intergrupos de pacientes sem o desenvolvimento de inibidor. Foi usado
o Teste de Mann-Whitney na comparag@o dos grupos com significancia estatistica de p<0,05.
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Figura 18: Concentracdes de CXCL8, CCL2, CCLS5, CXCL9 e CXCL10 no plasma de pacientes com
hemofilia A soronegativos para o HCV ou com infec¢do passada (clearance) ou presente (cronica) de HCV
e sem (simbolos brancos) ou com (simbolos pretos) histéria de desenvolvimento de inibidor. As linhas
superiores indicam diferengas significativas na comparagao entre os grupos: linhas pontilhadas apontam diferencas
intragrupos; linhas pretas apontam diferengas intergrupos de pacientes com historia de desenvolvimento de
inibidor e linhas cinzas apontam diferengas intergrupos de pacientes sem desenvolvimento de inibidor. Foi usado
o Teste de Mann-Whitney na comparagdo dos grupos com significancia estatistica de p<0,05.

Também foram feitas as comparagdes intergrupos, comparando os trés grupos de pacientes com
diferentes status de infeccao pelo HCV, mas apenas entre aqueles sem inibidor (Tabela 6), ou

entre aqueles com inibidor (Tabela 7).
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Tabela 6: Comparacées das concentracdes de citocinas e quimiocinas plasmaticas entre grupos de pacientes

com hemofilia A da Fundacio Hemominas, Belo Horizonte, MG, com diferentes status de infeccio pelo HCV

e sem historia de desenvolvimento de inibidor do FVIII

Concentracdo dos biomarcadores (valor p) nos grupos INB-

Biomarcadores SN vs. CI-HCV SN vs. HCV CI-HCV vs. HCV
1L-2 0,00 vs. 0,09 (0,824) 0,00 vs. 0,19 (0,488) 0,09 vs. 0,19 (0,558)
IL-4 4,75 vs. 0,00 (<0,001) 4,75 vs. 0,00 (<0,001) 0,00 vs. 0,00 (0,034)
IL-6 1,55 vs. 0,89 (0,025) 1,55 vs. 1,34 (0,845) 0,89 vs. 1,34 (0,099)
IL-10 0,42 vs. 0,00 (0,071) 0,42 vs. 0,27 (0,848) 0,00 vs. 0,27 (0,125)
TNF 0,63 vs. 1,94 (0,079) 0,63 vs. 0,00 (0,009) 0,00 vs. 0,00 (0,300)
INF-y 2,64 vs. 2,36 (0,486) 2,64 vs. 0,00 (0,081) 2,36 vs. 0,00 (0,570)

IL-17A 3,23 vs. 2,56 (0,896) 3,23 vs. 0,00 (0,080) 2,56 vs. 0,00 (0,204)
CXCL8 1,50 vs. 2,70 (<0,001) 1,50 vs. 3,41 (<0,001) 2,70 vs. 3,41 (0,407)

CCL5 1634 vs. 1592 (0,793) 1634 vs.1460 (0,797) 1592 vs. 1460 (0,920)

cCL2 10,21 vs. 17,80 (0,006) 10,21 vs. 15,89 (<0,001) 17,80 vs. 15,89 (0,764)
CXCL9 26,31 vs. 23,49 (0,811) 26,31 vs. 44,37 (0,054) 23,49 vs. 44,37 (0,246)
CXCL10 308,1 vs. 187,5 (0,049) 308,1 vs. 449,4 (0,033) 187,5 vs. 449.4 (0,014)

SN: soronegativo; c/-HCV: pacientes com infeccdo passada pelo HCV (13 pacientes com cura espontanea e 6 com
RVS); HCV: Pacientes com infecg@o cronica pelo HCV.
Os valores representam a mediana da concentragdo em pg/mL. Foi usado o Teste Mann-Whitney na comparagio

dos grupos com significancia estatistica de p<0,05.

Tabela 7: Comparacoes das concentracdes de citocinas e quimiocinas plasmaticas entre grupos de pacientes

com hemofilia A da Fundacido Hemominas, Belo Horizonte, MG com diferentes status de infec¢io pelo HCV

e com historia de desenvolvimento de inibidor do FVIII

Concentrac¢do dos biomarcadores (valor p) nos grupos INB*

Biomarcadores

SN vs. CI-HCV SN vs. HCV CI-HCV vs. HCV
IL-2 0,75 vs. 1,68 (<0,001) 0,75 vs. 1,41 (0,012) 1,68 vs. 1,41 (0,637)
IL-4 10,85 vs. 3,69 (0,002) 10,85 vs. 3,53 (0,002) 3,69 vs. 3,53 (0,609)
IL-6 2,31 vs. 2,62 (0,625) 2,31 vs. 2,84 (0,050) 2,62 vs. 2,84 (0,113)
IL-10 0,73 vs. 0,64 (0,522) 0,73 vs. 1,21 (0,061) 0,64 vs. 1,21 (0,079)
TNF 1,94 vs. 0,00 (0,002) 1,94 vs. 0,85 (0,075) 0,00 vs. 0,85 (0,268)
INF-y 14,51 vs. 1,89 (<0,001) 14,51 vs. 3,09 (<0,001) 1,89 vs. 3,09 (0,018)
IL-17A 7,94 vs. 5,39 (0,054) 7,94 vs. 5,29 (0,111) 5,39 vs. 5,29 (0,610)
CXCLS8 1,86 vs. 0,00 (0,010) 1,86 vs. 0,00 (0,007) 0,00 vs. 0,00 (0,911)
CCL5 1642 vs. 1014 (0,002) 1642 vs. 1390 (0,170) 1014 vs. 1390 (0,091)
cCL2 9,70 vs. 8,11 (0,236) 9,70 vs. 8,29 (0,674) 8,11 vs. 8,29 (0,678)
CXCL9 74,20 vs. 294,2 (<0,001) 74,20 vs. 294,4 (<0,001) 294.2 vs. 294.4 (0,902)
CXCL10 367.,9 vs. 519,6 (0,048) 367.9 vs. 1069 (<0,001) 519,6 vs. 1069 (0,013)

SN: soronegativo; c/-HCV: pacientes com infecgdo passada pelo HCV (17 pacientes com cura espontanea e 7 com
RVS); HCV: Pacientes com infecgdo cronica pelo HCV.
Os valores representam a mediana da concentragdo em pg/mL. Foi usado o Teste Mann-Whitney na comparagado

dos grupos com significincia estatistica de p<0,05.
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Na comparagdo dos grupos de pacientes sem inibidor, o grupo SN mostrou concentragdes
significativamente mais altas de IL-4, tanto em comparagdo com o grupo ¢/-HCV quanto com
o grupo HCV. Essa citocina também estava com concentragdes significativamente mais altas
no grupo de pacientes com infeccdo cronica em comparagdo aos pacientes com infecgdo
passada de HCV. As unicas outras citocinas com niveis significativamente diferentes entre os
grupos foram IL-6 ¢ TNF, e novamente o grupo SN apresentou concentracdes mais altas em
comparagao com os grupos c/-HCV e HCV, respectivamente (Tabela 6 e Figura 17). Na analise
das quimiocinas observou-se uma tendéncia contraria ao encontrado para as citocinas, pois 0s
pacientes com infec¢ao passada ou presente pelo HCV apresentaram niveis significativamente
mais elevados das quimiocinas CXCL8 e CCL2 quando comparados ao grupo SN. Porém, os
pacientes com infeccdo passada de HCV mostraram os mais baixos niveis de CXCL10, em
compara¢do a ambos os grupos SN ou com infec¢do cronica, enquanto que o grupo HCV

apresentou os niveis mais altos desta quimiocina (Tabela 6 e Figura 18).

Em relacdo aos grupos de pacientes com inibidor, as comparagdes intergrupos mostraram
diferencas significativas para um niimero muito maior de biomarcadores que o observado na
comparag¢do dos grupos de pacientes sem inibidor. Observou-se maior concentragdo de 1L-2
nos grupos c-HCV e HCV, ambos em compara¢do ao grupo SN. Niveis significativamente
mais elevados de IL-4 e surpreendentemente de IFN-y foram vistos no grupo SN em
comparagao aos grupos c¢/-HCV e HCV. As concentra¢des de IFN-y nos grupos c/-HCV e HCV
também foram significativamente diferentes, sendo mais elevadas no grupo HCV. E os niveis
de TNF também foram mais altos no grupo SN, porém a diferenga s6 foi significativa em
comparagdo ao grupo c/-HCV (Tabela 7 e Figura 17). Em relagdo as quimiocinas, as
concentracdes de CXCLS8 foram mais altas no grupo SN que nos grupos com infec¢do passada
ou presente de HCV, ao contrario do que foi observado nos pacientes sem inibidor. CCL5
também teve niveis mais elevados no grupo SN, mas a diferenca s6 foi significativa em
comparac¢do com o grupo c¢/-HCV. Por sua vez, concentracdes significativamente maiores de
CXCL9 e de CXCL10 foram observadas nos grupos ¢/-HCV e HCV que no grupo SN. CXCL10
também foi significativamente mais alta no grupo de pacientes com infeccdo presente em

comparac¢do aqueles com infec¢do passada pelo HCV (Tabela 7 e Figura 18).

A sintese de inibidor requer células T CD4+ especificas para o FVIIL, que sdo comuns no sangue
de pacientes com hemofilia A, mas também em individuos saudaveis. Dados da literatura vém
mostrando que apos a ativagdo por um antigeno, células T CD4+ se diferenciam em

subconjuntos celulares com fung¢des e producao diferente de citocinas e moléculas regulatorias.
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Tipicamente, células Th1 secretam citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y, IL-2 e TNF-a que
facilitam o desenvolvimento de respostas imunes pela ativagdo de células apresentadoras de
antigenos. As citocinas Thl estimulam as células B a produzir anticorpos que se ligam ao
complemento, como IgGl e IgG2 em humanos. Células Th2 produzem citocinas anti-
inflamatoérias/regulatorias, como IL-4 e IL-10, que reduzem a intensidade das respostas imunes
pela regulacdo negativa das células apresentadoras de antigeno ativadas e das células Thl.
Entretanto, IL-4 e IL-10 também induzem crescimento ¢ diferenciacdo de células B ¢
promovem a sintese de anticorpos que nao fixa complemento, como IgE e IgG4 em humanos.
Lembrando que IgG4 ¢ o principal subtipo de anticorpo em pacientes com hemofilia A com
forte resposta de inibidor. Ja as células Treg produzem moléculas regulatorias como TGF-f3,
que sdo potentes reguladores das respostas de células T e humorais (revisto por HU et al., 2007).
A partir da analise ex vivo de blastos de células T CD4+ produtoras de IFN-y, IL-4 ¢ TGF-$1
em cultivo, Hu e colaboradores (2007) observam que blastos produtores de IFN-y e IL-4 de
pacientes com hemofilia A com inibidores aumentam significativamente apos o estimulo das
células com fator VIII, o que ndo ocorreu com as células produtoras de TGF-B1. No entanto, a
inducdo com FVIII de amostras dos pacientes sem inibidores mostra blastos de células T CD4+
produzindo IFN-y e TGF-B1, mas ndo produzindo IL-4. Os controles saudaveis ndo apresentam
blastos produzindo IL-4, mas tem blastos produzindo IFN-y quando prolifera em resposta ao
FVIII ou blastos produzindo TGF-1 quando nao houve proliferagdo em resposta ao estimulo.
Os resultados sugeriram que a exposi¢ao ao FVIII terapéutico ou endogeno sensibiliza
primeiramente as células Thl, e que a sensibilizacdo das células Th2, que mantém a intensidade
da resposta de inibidores, necessita da agdo pro-inflamatoria das citocinas da resposta Th1. Por
outro lado, a ativacdo de células T CD4+ potencialmente modulatorias que produzem TGF-f1
poderia ocorrer apenas ap0Os exposicao prolongada ao FVIII, e ndo seria favorecida em pacientes
com hemofilia A por causa da caréncia sustentada de niveis de FVIII, o que acaba por permitir
a formagdo de inibidores. Em suma, a preponderancia das respostas Thl e Th2 parece ser
essencial para o desenvolvimento de inibidores. Isso esta de acordo com o que foi observado
no presente trabalho na comparacao intragrupo dos pacientes com hemofilia A sem ou com
histéria de desenvolvimento de inibidores (INB- vs. INB+, Tabela 5). Os resultados mostraram
que os pacientes com inibidores apresentaram niveis plasmaticos significativamente mais altos
das citocinas caracteristica das respostas Th1l e Th2, exceto o grupo com infec¢ao passada do
HCV, em que nao houve diferenca significativa nas concentragdes de IFN-y e TNF entre os
pacientes sem ou com inibidor (cI-HCV™B-vs. c[-HCV™®*, Tabela 5). A histoéria de exposigio

ao HCV modificou esse quadro, como observado nas comparagdes das concentragdes de
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citocinas plasmadticas entre grupos de pacientes com hemofilia A com diferentes status de
infeccao pelo HCV e com histdria de desenvolvimento de inibidor (Tabela 7): IL-2 mostrou-se
aumentada nos pacientes com exposi¢do ao HCV, enquanto que IL-4 e IFN-y apresentaram

niveis mais elevados nos pacientes sem exposi¢ao ao virus.

Estudos mostram que pacientes com hepatite C cronica sem hemofilia apresentam elevados
niveis de INF-y e de quimiocinas induziveis por INFy, como CXCL9, -10, -11 em hepatdcitos
e linfocitos, e isso esta relacionado com o grau de inflamacdo (PATZWAHL et al., 2001; ITOH
etal., 2001; MURATA et al., 2002; MIHM et al., 2003; ANTONELLI et al., 2008). Alto nivel
de CXCL10 em liquidos periféricos pode ser considerado um marcador da resposta imune
orientada por Thl. Os linfécitos Thl ativados promovem um aumento na producao de IFN-y e
TNF-a, o que promove a estimulagdo da producdo de CXCL10 (FERRI ef al., 2007a; FERRI
et al., 2007b). Portanto, em pacientes com hepatite C cronica, os niveis dessa quimiocina estao
elevadas tanto no meio intra-hepatico quanto no sangue periférico, de modo que CXCL10 pode
inclusive ter utilidade prognostica para resposta ao tratamento desses pacientes (ZEREMSKI et
al., 2007; ZEREMSKI et al., 2008). Os altos niveis de CXCL10 nos pacientes com HCV
cronica em comparacdo aos pacientes com clearance viral € com os pacientes soronegativos
estdo de acordo com estas observagdes. Porém, foram observados baixos niveis de IFN-y nos
pacientes reativos ao HCV. Isto pode ser devido a migragao dos linfocitos Thl produtores de
IFN-y e TNF para o tecido infectado, e por isso essas citocinas estdo em baixo nivel no sangue

periférico. No entanto, essa hipdtese ndo foi testada no presente estudo.

Considerando que nesse estudo estd sendo avaliada a relagdo da infec¢do pelo HCV com o
desenvolvimento de inibidor em algum momento da vida do paciente, sem a possibilidade de
se definir quando cada um desses eventos ocorreu, € que os grupos de pacientes com infeccao
passada ou presente de HCV foram muito similares entre si, sem diferencas significativas nas
concentragdes das citocinas e quimiocinas analisadas, exceto para IL-4, IFN-y e CXCL10
(Tabelas 7 e 8), esses grupos, de acordo com a histéria de desenvolvimento de inibidor, foram
agrupados num Unico grupo nas andlises seguintes, passando a ser designado de grupo HCV.
Assim, o grupo de pacientes com exposicdo ao HCV sem historia de desenvolvimento de
inibidor (HCV™E) foi composto por 19 (38%) individuos com infecgdo passada e 31 (62%)
com infecgdo cronica, e o grupo com desenvolvimento de inibidor (HCV™B*) foi composto por
24 (47,1%) pessoas com infecgdo passada e 27 (52,9%) com infec¢do cronica. Essas propor¢des

de infeccdo passada e presente entre os grupos ndo foram significativamente diferentes
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(p=0,423). A mediana da concentracdo dos biomarcadores nestes dois grupos ¢ mostrada na

Tabela 8.

Tabela 8: Concentragdes de citocinas e quimiocinas plasmaticas em pacientes com hemofilia A, da Fundacgao
Hemominas, Belo Horizonte, MG, com exposi¢cdo ao HCV e com ou sem registro de desenvolvimento de

inibidor do FVIII

Biomarcadores

INB-( 17— INB+ —

(pe/m) HCV™-(n=50) HCV™ (n=51) p
IL-2 0,11 1,53 <0,001
IL-4 0,00 3,57 <0,001
IL-6 1,05 2,84 <0,001
IL-10 0,16 1,13 <0,001
TNF 0,00 0,55 0,014

TFN-y 1,00 2,59 0,084
IL-17A 0,75 5,29 <0,001
CXCLS 2,95 0,00 <0,001

CCL5 1511 1249 0,084

CCL2 16,68 8,29 <0,001
CXCL9 33,99 294.4 <0,001

CXCLI10 317,0 675,5 <0,001

HCV: Pacientes com infecgdo cronica pelo HCV. Os valores representam a mediana da concentragdo em pg/mL.
Foi usado o Teste Mann-Whitney na comparagdo dos grupos com significancia estatistica (p<0,05).

Conforme esperado, as concentragdes das citocinas foram significativamente mais elevadas no
grupo com inibidor, exceto para IFN-y, em que ndo houve diferenga significativa (Tabela 8).
Quanto as quimiocinas, CXCL8 e CCL2 mostraram maiores niveis no grupo sem inibidor,
enquanto que CXCL9 e CXCL10 apresentaram concentragdes muito mais elevadas no grupo

com historia de desenvolvimento de inibidor (Tabela 8).

5.4 Analise da frequéncia de altos produtores de citocinas e quimiocinas plasmaticas nos
grupos de pacientes com hemofilia A

Para caracterizar o microambiente de citocinas e quimiocinas plasmaticas nos grupos de
pacientes com e sem exposicao ao HCV e com historia ou ndo de desenvolvimento de inibidor,
foi analisada a frequéncia de individuos altos produtores desses biomarcadores. Para cada um
dos analitos dosados, foram considerados altos produtores os individuos com valores iguais ou
acima da mediana da concentracdo do biomarcador considerando-se todos os pacientes

analisados, sendo essa frequéncia representada por graficos de radar (Figura 19).
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A) Citocinas B) Quimiocinas
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Comparacao da frequéncia de altos produtores entre os grupos

Biomarcadores ~ SNINB-yg, SNNB- yg, SNNB- vg, SNNB+ v, SN'™NB*ys,  HCV™B-ys,
SNINB+ HcleB— HcleB+ HcleB- HcleB+ HcleB+
IL-2 <0,001 0,516 <0,001 <0,001 0,092 <0,001
IL-4 0,267 <0,001 0,702 <0,001 0,168 <0,001
IL-6 0,134 0,845 <0,001 0,079 0,100 0,001
IL-10 0,033 0,244 0,022 0,002 1,000 <0,001
TNF 0,026 0,001 0,7085 <0,001 0,012 0,007
IFN-y <0,001 0,564 0,8512 <0,001 <0,001 0,687
IL-17A 0,054 0,120 0,014 <0,001 1,000 <0,001
CXCLS 0,199 <0,001 0,169 0,014 0,012 <0,001
CCL5 1,000 0,569 0,023 0,825 0,076 0,110
CCL2 0,831 0,013 0,258 0,013 0,652 <0,001
CXCL9 <0,001 0,027 <0,001 0,014 <0,001 <0,001
CXCL10 0,1334 0,330 <0,001 0,659 0,019 0,001

Figura 19: Frequéncia de altos produtores de citocinas e quimiocinas plasmaticas em pacientes com
hemofilia A classificados em diferentes grupos. SN™B: soronegativo, sem desenvolvimento de inibidor (n=62);
SN™B*: soronegativo, com histéria de desenvolvimento de inibidor (n=34); HCV ™B-: com infec¢do passada ou
presente de HCV sem desenvolvimento de inibidor (n=50); HCV™B*: com infec¢do passada ou presente de HCV
e com historia de desenvolvimento de inibidor (n=51). A tabela mostra os valores de p da comparagdo da
frequéncia de altos produtores entre os grupos pelo Teste exato de Fisher.

Ao analisar o perfil das citocinas dosadas nos quatro grupos de pacientes, ambos 0s grupos sem
histéria de desenvolvimento de inibidor (INB°) apresentaram menor frequéncia de alto
produtores para a maioria das citocinas dosadas. Porém, no grupo SN™B- destacou-se uma
maior frequéncia de altos produtores de IL-4 dentre as demais citocinas analisadas (Figura 19),

0 que caracteriza um perfil de resposta predominantemente do tipo Th2. Isto pode sugerir que
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estes pacientes, soronegativos ao HCV, mas com exposi¢ao constante ao FVIII exogeno, estdo
propensos a desencadear uma resposta que leva a formagao de anticorpos anti-FVIII, mas que

por enquanto estd sendo controlada. J4 os pacientes HCV™NE-

mostraram que sao baixos
produtores de citocinas Thl e Th2, assim como de CXCL9 e de CXCL10, apesar de serem na
sua maioria altos produtores de CXCLS8 e de CCL2 (Figura 19). Este ¢ um perfil completamente
diferente dos grupos HCVI"B* ¢ SNINB- CXCLS ¢ o principal mediador da resposta inflamatéria
com papel no recrutamento e ativagao de neutrofilos, linfocitos e basofilos, sendo um marcador
de resposta pro-inflamatéria Th17. CCL2, por sua vez, tem agdo sobre mondcitos, linfocitos e
baso6filos e pode potenciar a produgdo de IL-4 por células T ativadas, que levaria ao fenotipo
Th2. No entanto, ndo se observou alta produ¢do desta interleucina pelos pacientes deste grupo.
Assim, essas quimiocinas podem ter um papel na quimiotaxia das células para o foco da
infecgdo viral (figado), assim como CXCL9 e CXCL10 parecem ter no grupo HCV™B*, Niveis
aumentados de CCL2 e de CXCLS foram observados nos pacientes infectados com HCV. CCL2
¢ considerado um fator central responsavel pela ativagdo de macréfago e recrutamento de
mondcitos e macrofagos para o figado. CXCLS8 esta envolvido no recrutamento de neutrofilos
e mondcitos para o figado. Na fase inicial da infeccdo, a imunidade celular antiviral € iniciada
pelas células de Kupffer que liberam CCL2, resultando no recrutamento de mondcitos e células
dendriticas plasmaticas produtoras de CCL3, as quais atraem células NK. Quando a infeccao
persiste, a expressao de CXCLS se correlaciona com a gravidade da inflamacdo (BRASS &
BRENNDORFER, 2014). A baixa producio de citocinas no grupo HCV™3- especialmente de
IL-4, sugere a ocorréncia de um mecanismo de imunotolerancia que impede o desenvolvimento

de uma resposta Th2 efetiva para a formacao de inibidor.

O grupo SN™B* se destacou pelas altas frequéncias de altos produtores de IFN-y e TNF em
comparagao aos outros grupos, mas também de 1L-4 e de IL-10 (Figura 19). Este perfil pode
sugerir uma resposta Th2 estimulada por IL-4, e modulagao da resposta Th1 pela alta producao
de IL-10. Ao contréario do que se observou no grupo SN™8*, o grupo HCV™B* apresentou baixas
frequéncias de altos produtores de IFN-y e TNF, assim como o grupo HCV™®" mas nio de IL-
2 (Figura 19). IL-2 ¢ importante para a proliferacdo clonal e ativagdo de linfécitos T especifica
a antigenos, indicando que uma resposta ativa de células T deve estar ocorrendo. Assim, a baixa
frequéncia de altos produtores de citocinas Thl no plasma destes pacientes, a0 mesmo tempo
em que se observa elevada frequéncia de altos produtores das quimiocinas CXCL9 e CXCLI10,
pode ser devida a migracao das células Th1 produtoras de IFN-y e TNF para o foco inflamatorio,

no combate aos hepatdcitos infectados. A producao de CXCL9 e CXCL10 ¢ induzida por IFN-
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Y, 0 que sugere que a producdo e circulacdo de IFN-y deve estar concentrada no figado. Para
comprovar essa hipdtese, seria necessario avaliar a concentragdo desses biomarcadores no
figado. CXCL10 e outras quimiocinas que se ligam ao CXCR3 sdo quimiotaticas para cé¢lulas
Thl, NK e NKT e estdo envolvidas na patogénese da infeccao aguda e cronica pelo HCV. O
receptor CXCR3 esté associado a resposta Thl, sendo expresso nas células de resposta imune,
mas também nas células estreladas do figado. Na hepatite C cronica, a expressao de IFN-y e/ou
TNF-a pelo HCV e por varias células residentes do figado leva a um aumento da expressao de
CXCL9 e -10 intra-hepatica, de modo a promover o continuo recrutamento de células T
expressando CXCR3 para o 16bulo hepatico. CXCL10 tem um papel chave no desenvolvimento
de necroinflamagao e fibrose no parénquima hepatico na hepatite C cronica. Assim, como niveis
plasmaticos de CXCL10 sdo significativamente mais altos nos pacientes com fibrose avancada,
0 uso desta quimiocina como biomarcador de lesdo hepatica tem sido sugerido. Por outro lado,
CXCL10 também ¢ considerado um marcador prognostico para o clearance e sucesso da terapia
nos pacientes com hepatite C cronica (BRASS & BRENNDORFER, 2014; FERRARI et al.,
2019). Assim, no presente estudo, os baixos niveis de IFN-y e os altos niveis de CXCL9 e
CXCL10 no grupo HCV™B* podem indicar muito mais uma resposta Th1 localizada e nio uma
auséncia desta resposta. Alta frequéncia de altos produtores de IL-2, IL-6 ¢ IL-17A indicam
que este grupo pode ter uma resposta imune periférica caracterizada pelo tipo Th17, e nao Thl

ou Th2.

No conjunto dos dados, maiores frequéncias de altos produtores de citocinas plasmaticas
parecem ser devidas principalmente a resposta imune que leva a producdo de anticorpos
inibidores (grupos INB-), e ndo a resposta antiviral. Porém, IFN-y, TNF e IL-4 parecem ser as
citocinas chaves que sao moduladas diferentemente quando as duas respostas estdo presentes.
Ja amodulacao de quimiocinas parece estar mais diretamente relacionada com a resposta imune
gerada pela exposicao ao HCV, por ter um papel na migragao de linfocitos e outras células do
sistema imune ao foco da infecg¢ao, sendo as quimiocinas chaves CXCL9 e CXCL10 quando se

tem a infec¢do pelo HCV e uma resposta concorrente de formagao de inibidor.



74

5.5 Analise da correlacio entre as citocinas e quimiocinas nos pacientes com hemofilia A
classificados de acordo com a exposi¢cao ao HCV e de desenvolvimento de inibidor

Visto que houve um perfil diferenciado da frequéncia de altos produtores de citocinas e
quimiocinas nos grupos estudados (soronegativos e com exposicdo ao HCV e com
desenvolvimento ou n3o de inibidor) era importante verificar a relacdo entre esses
biomarcadores em cada grupo. Para isso foi feita andlise de correlagdo entre cada biomarcador

(Figura 20).

Pacientes soronegativos

L4 IL10 IL6 12 IL17A  TNF IFNg L8 CCL2 CCL5 CXCL9 CXCL10
L4 0,28 046 0,57 0,39 0,48 046 0,31
IL10 0,33 0,27 0,26 0,28
ILG 0,35 0,35 0,40 0,38 0,39 0,27
2 [ os2 0,42 INB-
IL17A 0,67 B.52 0,44 0,55 0,35
TNF 0,33 0,61 0,61 0,46
IFNg 0,36 0,61 . s
correlacdo positiva
IL8 0,35
CCL2
-+ bem fraca
CCLS INB 0,29
fraca
cXCL9 -0,39 -0.535 -0,34 0,35 0,68
moderada
CXCL10 -0,39 0,52 £
orte
muito forte
Pacientes expostos ao HCV
correlacdo negativa
L4 IL10 IL6 L2 IL17A  TNF IFNg IL8 CCL2 CCL5 CXCL9 CXCL10
L4 0,65 0,34 0,53 bem fraca
IL10 0,36 0,43 0,45 0,41 fraca
ILG 0,32 INB- moderada
| ] 0,65 0,29 0,34 0,32 0,29 forte
IL17A 0,42 028 0,46 0,29 muito forte
TNF 0,27 0,47 -0,31
IFNg 0,38 0,57 0,68
IL8 0,37 0,28 0,28 0,30
ccL2 INB+ 0,42
CCLS5
CXCL9 0,43 0,49 0,29 0,49 0,31 0,30 0,58
CXCL10 043 0,46 0,46 0,34 0,30 0,62

Figura 20: Matriz de correlacio de Spearman entre as concentracdes das citocinas e quimiocinas em
amostras de plasma de pacientes com hemofilia A soronegativos ou com exposicio ao HCV (Grupo HCV,
infeccio passada ou presente). Os resultados a direita da matriz (cinza) estdo relacionados aos pacientes sem
registro de inibidor e do lado esquerdo da matriz (lilas) aqueles com historia de desenvolvimento de inibidor. As
intensidades das correlagdes positivas foram representadas gradativamente pela cor laranja e das correlagdes
negativas pela cor verde. Sao apresentados apenas os valores de r de correlagdo com significincia estatistica
(p<0,05).
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Entre os pacientes soronegativos e com desenvolvimento de inibidor (SN™B") observou-se
correlacdo positiva significativa entre a maioria das citocinas, sendo esta correlagdo forte para:
INF-y e IL-4, IL-10, IL-17A e TNF; TNF e IL-4, IL-10; IL-2 e IL-4; e IL-10 e IL-4. Apenas
neste grupo de pacientes observou-se correlacdo negativa (fraca ou moderada) entre
quimiocinas e citocinas: CXCL9 e IL-10, TNF e INF-y; CXCL10 e TNF (Figura 20). Ja no
grupo de pacientes soronegativos e sem desenvolvimento de inibidor (SN™B”) também houve
muitas correlagdes positivas significativas entre as citocinas, porém numa intensidade
moderada a fraca: CXCLS8 e IL-4, IL-6 ¢ CCL5; CXCL9 e IL-10, CCL5 e CXCL10 (Figura
20). Nos pacientes soronegativos, destacou-se a correlagao positiva entre IL-4 e todas as outras

citocinas analisadas, sejam os individuos com histdria ou nao de desenvolvimento de inibidor.

Em relagdo aos pacientes com exposi¢ao ao HCV, aqueles com historia de desenvolvimento de
inibidor (HCV™E*) mostraram correlagdio positiva (fraca e moderada) entre varias citocinas,
exceto pela correlagcdo negativa entre TNF e IL-4, mas também ente quimiocinas e citocinas,
diferentemente do grupo SN™B*. Destaca-se as varias correlagdes positivas significativas de
CXCL9 e também de CXCL10 com outras citocinas e quimiocinas. J& no grupo HCV™®- ha
menos correlagdes entre as citocinas e entre quimiocinas e citocinas que o observado nos
individuos com inibidor. Nao foi observada correlacdo forte nos grupos de pacientes com HCV

(Figura 20).

Um estudo prévio comparou niveis de citocinas € quimiocinas em pacientes com hemofilia A
com ou sem infecg¢ao cronica pelo HCV, e também com controles sem hemofilia e com ou sem
infeccdo (PIMENTEL et al.,2013). Os autores descreveram que a infec¢do cronica pelo HCV
induziu a um estado geral pro-inflamatorio caracterizado por altos produtores de IL-6, IL-12,
CXCLS, TNF-a e IFN-y e modulado por IL-10 nos pacientes sem hemofilia, enquanto que os
pacientes com hemofilia A infectados pelo HCV foram caracterizados por apresentarem alta
producao de IL-6 e uma condi¢do regulatéria mediada por IL-4 e IL-10. Neste estudo, porém,
ndo foi averiguado se os pacientes com hemofilia tinham ou n3o formac¢do de inibidor. No
presente trabalho, observou-se que as concentragdes plasmaticas das citocinas TNF-a, IFN-y e
IL-4 variaram dependendo do status de infeccdo pelo HCV e da historia de formagdo de
inibidor. IL-4 mostrou correlagdo significativa positiva com todas as outras citocinas analisadas
no grupo sem infec¢ao pelo HCV, a qual foi mais forte nos pacientes com inibidor (Figura 20).
Ja nos pacientes com exposi¢ao ao HCV, nao houve correlacao significativa de IL-4 com IFN-

v, € houve correlagao negativa de IL-4 com TNF apenas nos pacientes com inibidor (Figura 20).
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Baseado na analise de correlagao, foi feita a rede de interagdo entre os biomarcadores para cada
grupo de pacientes estudados a fim de facilitar a observagao geral desses resultados. Observou-
se um perfil diferenciado de interagdo entre os quatro grupos de pacientes estudados (Figura
21). Portanto, a interagdo entre os biomarcadores parece ser diferencialmente modulada quando

se tem mutuamente a resposta a infecc¢do viral e de formacgao de inibidor.

SNINB- SNINB+

HCVINB- HCVINB+

Figura 21: Rede de interaciio entre citocinas e quimiocinas em grupos de pacientes com hemofilia A.
Correlagdes entre concentragdes plasmaticas dos biomarcadores sdo mostradas nos grupos de pacientes
soronegativos € sem ou com historia de desenvolvimento de inibidor (SN™NB- e ™NB* respectivamente), e em
pacientes com exposi¢do ao HCV e sem ou com histéria de desenvolvimento de inibidor (HCV™NB-¢ HCVINE,
respectivamente). Correlagdes com significancia estatistica (Teste de Spearman) positivas sdo mostradas em
vermelho e negativas em verde. As intensidades das correlagdes sdo representadas pela espessura da linha: mais
grossa, correlagdo forte; média, correlagdo moderada; fina, correlagdo fraca. As cores indicam biomarcadores
associados principalmente a resposta Thl (amarela), Th2 (rosa), Treg (verde), Th17 (azul claro) e de amplo
espectro (laranja e azul escuro).
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O grupo soronegativo e sem histéria de desenvolvimento de inibidor (SN™B-), caracterizado
por ter uma resposta tipo Th2, mostrou interagdo entre os biomarcadores das respostas Thl,

Th2, Th17 e anti-inflamatoria (Figura 21).

Por outro lado, no outro grupo sem inibidor e com exposi¢do ao HCV (HCV™B"), caracterizado
por uma resposta imune negativamente modulada, houve claramente menos interacdo entre as
citocinas. Caracteristicamente, ndo houve uma interagdo entre os biomarcadores de resposta
Thl (TNF e IFN-y) e Th2 (IL-4). Este grupo apresentou alta frequéncia de altos produtores de
CXCL8 e CCL2, cujos niveis se correlacionaram entre eles, o que também aconteceu no grupo
HCV™B* ‘mas niio nos grupos sem infec¢io. A correlagdo positiva entre CXCLS e IL-2 também

s0 foi observada nos grupos HCV (Figura 21).

Nos grupos com inibidores, esta interacdo entre os diferentes tipos de resposta se intensifica,
especialmente no grupo SN™B*, Neste grupo, com altos produtores de TNF e IFNy, hd uma
correlacdo negativa entre estas citocinas e as quimiocinas CXCL9 e CXCL10, o que sugere que
ndo esta havendo migragdo de linfocitos Thl estimulados para um foco inflamatorio. Um
contrabalanco dessa resposta Thl periférica parece ser feita por IL-10 (resposta anti-
inflamatoria) e IL-4 (resposta Th2). No grupo HCV™3*, os marcadores de resposta Th2 (IL-4),
Treg (IL-10) e Th17 (IL-6), além de IL-2, fazem interacdo com a rede de quimiocinas, mas nao

os marcadores de resposta Thl.

A rede de interagdes novamente sugere que enquanto os niveis de citocinas parecem ser
influenciados por ambas as respostas de formagdo de inibidor e de combate da infecgdo
antiviral, os niveis de quimiocinas parecem refletir principalmente a condicao de infeccao ao

HCV.

5.6 Analise de componente principal (PCA) e de Heatmap nos pacientes com hemofilia A
classificados de acordo com a exposicio ao HCV e de desenvolvimento de inibidor

Para melhor caracterizar a resposta imunologica pelo microambiente de citocinas e quimiocinas
plasmaticas nos pacientes com histdria ou ndo de desenvolvimento de inibidor e de exposi¢ao
ao HCV, foi feita analise multivariada dos biomarcadores, usando analise de componente
principal, do inglés principal component analysis (PCA) e Heatmap, a fim de avaliar os
possiveis agrupamentos de individuos de acordo com os niveis plasmaticos dos biomarcadores.

A andlise de componente principal permite reduzir os dados principais (concentragdo dos



78

biomarcadores) em um conjunto de dados multidimensional sem a introducdo de viés. Os eixos
sdo representados por componentes principais PC1 e PC2 que sdo responsaveis por explicar o
modelo de forma mais eficiente, ou seja, quanto mais elevada essa porcentagem mais esse
modelo pode ser explicado pelas variaveis introduzidas no modelo. Portanto, a anéalise PCA
buscou o agrupamento dos pacientes com hemofilia A pelo conjunto das concentragdes
plasmaticas de citocinas e quimiocinas dosadas, e pelo status quanto a exposi¢do ao HCV e de

desenvolvimento de inibidor.

A primeira analise PCA mostrou que os agrupamentos dos pacientes com HCV e SN foram em
parte distintos, e que, portanto, ndo so a historia de desenvolvimento de inibidor, mas também
a infec¢do pelo HCV, podem influenciar nas concentragdes plasmaticas destes biomarcadores
de resposta imunologica (Figura 22). Além disso, na regido nao sobreposta dos grupos observa-
se principalmente pacientes com historia de desenvolvimento de inibidor, representado na
figura pelos quadrados. Isto estd de acordo com a observagdo de que diferengas significativas
nas concentracdes dos biomarcadores foram mais frequentes na comparagdo dos grupos com
inibidores (SN™B* vs. HCV™*") do que dos grupos sem inibidores (SN™B- vs. HCVINB-)

(Tabelas 8 e 7, respectivamente).

Grupos

£
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8 Inibidor

Lo o INB-
O INB+

PC1 (30.7%)

Figura 22: Analise de componentes principais para a concentracido plasmatica de citocinas e quimiocinas
em pacientes com hemofilia A com ou sem exposicdo ao HCV (HCV e SN, respectivamente) apresentando
ou nao histoérico de desenvolvimento de inibidor (INB+ e INB-, respectivamente). As areas das elipses
indicam, com probabilidade de 95%, a previsdo de que uma nova observacdo do mesmo grupo se enquadrara
dentro da elipse.
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Para compreender melhor o efeito da infeccdo pelo HCV na resposta de desenvolvimento de
inibidor, considerando a modulagdo dos niveis de quimiocinas e citocinas plasmaticas, foi feita
uma Analise de Componentes Principais separada para os pacientes de acordo com o status de
exposicao ao HCV (Figura 23). Os resultados mostraram que os pacientes com exposi¢ao ao
HCYV apresentaram maior diferenciacao de agrupamento quanto a histéria de desenvolvimento
ou ndo de inibidor, quando comparado com o grupo que nio tem infec¢do, indicando que o
HCYV influencia na modulacao dos biomarcadores e interfere na resposta de desenvolvimento

de inibidor.
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Figura 23: Analise de Componentes Principais para a concentracio plasmatica de citocinas e quimiocinas
em pacientes com hemofilia A com ou sem histérico de desenvolvimento de inibidor (INB- e INB+,
respectivamente). Foram analisados separadamente os grupos de pacientes com exposi¢do ao HCV (HCV) ou
ndo (SN). As elipses indicam, com probabilidade de 95%, a previsdo de que uma nova observacdo do mesmo
grupo se enquadrara dentro da elipse.

Em seguida, foi feita a analise Heatmap, que ¢ uma matriz de dados que fornece a visualizagao
dos valores nas cé€lulas através de um gradiente de cor. Dessa forma, € possivel obter uma visao
geral do conjunto de dados e dos maiores e menores valores da matriz. Assim, neste estudo as
linhas e colunas da matriz foram agrupadas pela ferramenta, indicando o agrupamento dos

individuos pelo conjunto das concentragdes dos biomarcadores (Figura 24).

inibidor
® INB+
® [NIB-
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Figura 24: Heatmap das concentracdes plasmaticas de citocinas e quimiocinas em pacientes com hemofilia
A. A transformacdo logaritmica [log(x+1)] foi aplicada aos dados originais. Os agrupamentos foram formados
com base na correlagdo de Pearson, utilizando o método de agrupamento de ligagdo média (average linkage). Para
identificar os diferentes subgrupos, sdo representados na horizontal pacientes categorizados de acordo com as
seguintes caracteristicas: sem ou com historico de desenvolvimento de inibidor (INB- e INB+, respectivamente),
sem ou com exposi¢do ao HCV (SN e HCV, respectivamente), com niveis de inibidor ausente, baixo ou alto, e
hemofilia leve, moderada ou grave. As linhas horizontais no topo da figura identificam os trés principais
agrupamentos representados.

Essa andlise multivariada das concentragdes plasmaticas de citocinas € quimiocinas nos
pacientes com hemofilia evidenciou o agrupamento de trés principais perfis de grupos de
individuos, caracterizados como: perfil 1 - pacientes com exposicdio ao HCV e de

desenvolvimento de inibidor (HCV™NE*

), em baixos niveis, com maior concentracao de CXCL9
e CXCL10 e niveis médios a baixos de IL-4 ¢ de IFNy; perfil 2 - pacientes com exposi¢ao ao

HCV mas sem desenvolvimento de inibidor, com baixas concentragdes de CXCL9 e IFNy,
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média concentragio de CXCL10, e com os menores niveis de IL-4 (HCVNB); e perfil 3 -
pacientes soronegativos e com histéria ou nio de desenvolvimento de inibidor (SNINE/INB+)
com concentragdes baixas de CXCL9 e de CXCLI10, e niveis mais altos de IL-4, TNF e IFNy.
A caracteristica de ter baixos niveis de inibidor foi claramente agrupada no perfil 1, enquanto
a classificagao quanto a gravidade da hemofilia ndo mostrou nenhum agrupamento associado

ao conjunto das concentragdes plasmaticas destas citocinas € quimiocinas analisadas, embora

os pacientes do perfil 1 apresentavam na sua maioria a doenga grave.

O conjunto de resultados do presente trabalho aponta para uma interferéncia da resposta a
infeccdo pelo HCV na resposta de formacao de inibidor, e isso ficou melhor evidenciado com
essas analises de agrupamento. A analise PCA mostrou que as concentracdes plasmaticas das
citocinas e quimiocinas analisadas determinou um agrupamento mais diferenciado dos
pacientes com exposi¢do ao HCV sem ou com historia de desenvolvimento de inibidor, o que
ndo foi tdo evidente nos soronegativos (Figura 23). A andlise Heatmap definiu trés principais
grupos caracterizados pelas concentracdes altas, médias ou baixas das citocinas e quimiocinas,
e novamente houve um agrupamento distinto dos pacientes com HCV e sem inibidor
(HCV™B) ou com inibidor (HCV™B*), enquanto que os pacientes sem infec¢do mostraram um
perfil mais homogéneo, sendo agrupados num unico bloco independente da historia de

desenvolvimento ou ndo de inibidor (SNNB-/INB+

). Essa andlise também evidenciou a associa¢ao
de baixos niveis de inibidores com os pacientes com infec¢ao pelo HCV. Os grupos HCV foram
caracterizados pelas baixas concentragdes de IL-4 no sangue periférico, mas por uma alta
producdo de quimiocinas que podem sugerir uma resposta inflamatoria localizada. Pode-se
hipotetizar que a infeccdo pelo HCV dispara uma resposta inflamatdria tipo Thl que pode
favorecer a resposta primaria de formacao de inibidor, o que justifica a associagao independente
entre exposi¢ao ao HCV e histéria de formacao de inibidor observada em pacientes desta coorte
(MARTINS et al.,2020). Por outro lado, a infeccdo viral parece diminuir a resposta Th2,
caracterizada pela producao de IL-4, que ¢ considerada importante para manter uma forte
resposta de formagao de inibidor (HU et al., 2007). Isto estd de acordo com a forte associa¢ao
observada entre exposi¢cdo ao HCV e baixos niveis de inibidor (OD=16,97, p<0,001, Tabela 3).
Esse trabalho tem suas limitacdes, tais como: os dados de exposicao ao HCV e de formacgao de
inibidor sdo retrospectivos € a analise de prontuarios ndo permite determinar se a infecgao pelo
HCYV ocorreu antes ou depois da formagdo de inibidor. Além disso, a maioria dos pacientes

com anti-HCV reativo também tinham outros marcadores de infecgdes transmitidas por

transfusdo. Porém, este estudo analisou um numero expressivo de amostras de pacientes com
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hemofilia A em comparacdo a maioria dos estudos que vem sendo publicados com esta mesma
populagdo de estudo. Os resultados abrem novas perspectivas para futuros estudos nessa
populacdo de pacientes com hemofilia em busca de estabelecer um modelo para melhor explicar
a imunomodulacdo entre a infecgdo viral e a formagao de inibidores, que pode impactar no

desfecho clinico da hemofilia.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos € possivel concluir que:

e [dade mais avangada, maior frequéncia de uso de crioprecipitado e de plasma fresco
congelado, hemofilia grave, histéria de desenvolvimento de inibidor, niveis mais baixos
de inibidor e mais comorbidades foram significativamente associadas a exposi¢cao ao
HCV nos pacientes com hemofilia A. Entretanto, a utilizacdo exclusiva de
hemoderivados foi um fator de protecao contra a aquisi¢ao da infec¢ao pelo HCV.

e A taxa de cura espontanea para HCV foi de 30% nos pacientes com hemofilia A, dentro
da faixa de propor¢ao que ¢ observada em outras populacdes sem hemofilia. A taxa de
60,6% de pacientes com infecgao cronica sem alteragao hepatica também estd dentro do
observado para outras populacdes sem a doenga genética.

e O perfil de concentragdes de citocinas e quimiocinas variou entre os grupos dependendo
da historia de desenvolvimento de inibidor e de exposi¢do ao HCV.

e Maiores niveis plasmaticos de citocinas foram associados com a historia de
desenvolvimento de inibidor, enquanto que maiores niveis de quimiocinas foram
associados com a exposi¢ao ao HCV.

e Os principais biomarcadores de resposta de formacao de inibidor foram as citocinas IL-
4 e [FN-y, e de resposta a infecgao pelo HCV foram as quimiocinas CXCL9 e CXCL10.

e A resposta a infeccao pelo HCV pode modular a resposta imune gerada na formacao de
inibidores. Pelos resultados do estudo, pode ser sugerido que a infec¢do pelo HCV
desencadeia uma resposta Th1 que favorece a resposta primaria de formacgao de inibidor.
Isso explica porque o HCV foi um fator associado a historia de desenvolvimento de
inibidor. Ao mesmo tempo, a exposicdo ao virus diminui a resposta Th2, que ¢
importante na manutencdo da resposta de formagao de inibidores e de manutengdo da
producdo dos anticorpos anti-FVIII em altos niveis. Isto estd de acordo com a

observagao de forte associagdo entre exposicao ao HCV e baixos niveis de inibidores.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Estudo do desfecho da infeccdo pelo HCV em pacientes com hemoglobinopatias e
coagulopatias e avaliacdo do impacto do tratamento da infeccdo sobre a doenca
genética de base.

Pesquisador: Marina Lobato Martins

Area Tematica:

Versdo: 5

CAAE: 17781113.0.0000.5118

Instituigdo Proponente: FUND CENTRO HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: FUND CENTRO HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.630.250

Apresentagao do Projeto:

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, cerca de 150 milhdes de pessoas estao cronicamente
infectadas pelo virus da hepatite C (HCV) no mundo, e mais de 350.000 morrem a cada ano por doengas
hepaticas relacionadas ao HCV. O curso da infecgdo pelo HCV é variavel entre os individuos infectados,
tendo aqueles que apresentam clareamento viral espontaneo, ou se mantém cronicamente infectados num
estado assintomatico ou com evolugdo para doenga hepatica grave. O desfecho da infecgcdo e resposta ao
tratamento depende de fatores virais, como genotipo viral, e de fatores do hospedeiro e ambientais, como
polimorfismos genéticos e etilismo, por exemplo. Pacientes politransfundidos representavam uma populacdo
de alto risco para adquirir o HCV via transfusional antes da introdugéo da triagem para HCV nos bancos de
sangue e de métodos de inativac&o viral na producdo dos hemoderivados. Desse modo, a infecgdo por HCV
& uma das mais prevalentes em pacientes com anemia falciforme e hemofilicos. As hemoglobinopatias e
coagulopatias, como a anemia falciforme e a hemofilia, por exemplo, sdo doencas genéticas de
manifestacdes clinicas complexas e variaveis, demandando acompanhamento multidisciplinar. O objetivo
desse estudo é tracar o perfil dos pacientes com hemoglobinopatias e coagulopatias com infecgdo pelo HCV
atendidos no Hemocentro de Belo Horizonte, Fundacdo Hemominas, buscando identificar as caracteristicas
epidemiolégicas, clinicas e virolégicas, a fim de tracar o curso natural da infecgdo pelo HCV, e identificar

preditores de
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resposta ao tratamento da infecgdo viral, assim como avaliar se o tratamento antiviral interfere na doenca
genética de base. Com este estudo, a Fundacdo Hemominas ira conhecer qual o perfil e como esta a
evolucao clinica dos pacientes com hemoglobinopatias e coagulopatias infectados pelo HCV, e podera

avaliar se 0 manejo desses pacientes esta sendo adequado.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o desfecho da infecgcé@o pelo HCV em pacientes com hemoglobinopatias e coagulopatias e
caracterizar sua resposta ao tratamento.

Objetivo Secundario:

1- Determinar a prevaléncia da exposicdo ao virus da hepatite C ao longo do periodo de 1992 a 2013 nos
pacientes com hemoglobinopatias e coagulopatias cadastrados no Hemocentro de Belo Horizonte 2-
Determinar a percentagem de pacientes com cura espontanea e a prevaléncia da infecc&o crénica pelo virus
da hepatite C, e dentre esses, a percentagem de pacientes que evoluiram para doenca hepatica.3-
Determinar os fatores socio-demograficos, epidemiologicos, clinicos e virologicos associados a infeccao pelo
HCV 4- Determinar a proporcdo de pacientes portadores de hepatite C que receberam tratamento antiviral 5-
Determinar a tolerabilidade dos pacientes portadores de hepatite C ao tratamento antiviral.B6- Determinar a
taxa de resposta virologica sustentada (RVS ou jcuraj ) nos pacientes tratados 8- Identificar marcadores de
resposta ao tratamento:

gendtipo viral, polimorfismo do gene IL28B, polimorfismo e expressdo de genes marcadores de resposta

imunologica.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Um dos riscos associados a esse estudo € o de quebra de sigilo dos dados do paciente. No entanto, toda a
equipe esta comprometida em manter o sigilo do paciente. O banco de dados sera mantido no Servigo de
Pesquisa da Fundacdo Hemominas, sob guarda dos pesquisadores, sendo o acesso ao arquivo eletronico
protegido por senha. QOutro risco é o a da coleta de sangue, que pode causar dor e hematoma no local da
picada. Essa sera feita utilizando matenal descartavel e por profissional treinado da instituicdo.
Beneficios:

Podera haver beneficio direto ao participante, no caso do conhecimento dos polimorfismos de IL28B
preditores de resposta ao tratamento. O conhecimento do perfil dos pacientes com hemoglobinopatias e

coagulopatias infectados pelo HCV possibilitara melhor adequacao no
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acompanhamento e tratamento desses individuos.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Trata-se de pesquisa relevante que ja foi aprovada pelo CEP Hemominas, sendo submetida Emenda para
inclusdo de membro na eguipe de pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Os Termos de apresentacdo obrigatoria foram submetidos por ocasido da submissao original, vindo a

presente emenda instruida com o Termo de Compromisso referente ao membro a ser incluido na equipe.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Trata-se de emenda para a inclusdo de Matheus Bossi Delucca de Faria como membro da equipe para

consulta aos prontuarios dos participantes da pesquisa.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Tratando-se de Emenda para inclusdo de membro, sendo apresentado o termo de Compromisso
devidamente assinado e ndao havendo qualquer alteragao no projeto em questao, podera a presente emenda

ser aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_110884] 18/04/2018 Aceito
do Projeto 8 E4 pdf 14:25:18
Outros TermoCompromissoMatheus. pdf 18/04/2018 | Marina Lobato Aceito
14:21:26 | Martins

Outros emendaAbril2018_pdf 18/04/2018 | Marina Lobato Aceito
14:20:53 | Martins

Projeto Detalhade / |PROJETO doc 31/08/2017 | Marina Lobato Aceito

Brochura 16:19:04 | Martins

Investigador

TCLE / Termos de  |Anexo 1_TCLE.doc 18/06/2013 Aceito

Assentimento / 15:27:39

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folha de rosto assinada.pdf 18/06/2013 Aceito
15:25:33

Enderego:
Bairro: Santa Efigénia
UF: MG
Telefone:

Municipio:
(31)3768-4587

Alameda Ezequiel Dias. 321

CEP: 30.130-110
BELO HORIZONTE

Fax: (31)3768-4600 E-mail:

cep@hemominas.mg.gov.br
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(Coordenador)
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TCLE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA CIENTIFICA

Projeto: Estudo do desfecho da infecgdio pelo HCV em pacientes com hemoglobinopatios e coogulopatias e
avaliagio do impacto do tratamento da infecgdo sobre a doenga genética de base.

Vimos pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido convidar voce a participar de um
projeto de pesguisa da Fundagdc Hemominas. A participagdo neste estudo € voluntdria e vocé n3o tera
nenhum gasto. Vocé tem o direito de escolher ndo fazer parte ou desistir do estude em gualgquer
momento, sem perda de gualguer beneficio na Fundagao Hemominas.

Em algum momento, vocé foi diagnosticado com hepatite C. A progress3o da infecgdo pelo virus da
hepatite C (HCV) varia muito de pessoa para pessoa e seu arompanhamento & especialmente importante
em patientes com doenga falciforme & hemofilia. O objetivo deste estudo & avaliar o desfecho da infeccdo
pelo HCV em pacientes com anemia falciforme e com hemofilia e caracterizar sua resposta ao tratamento
a0 wirus HCV.

Se vocé concordar em participar deste estudo, vooé serd solicitado a formecer um pouco de sangue
{SmilL) e saliva para exames laboratoriais. Este material serad separado e estocado no Laboratorio de Pesquisa
no Hemocentro de Belo Horizonte e serd usado apenas para os fins propostos nesta pesquisa. Sua amostra
de sangue serd utilizada para realizagdo de testes do projeto de pesquisa (andlises de DNA para pesquisa de
individuos com melhor ou pior resposta ao tratamento e dosagem de citocinas e quimiocinas do sistema
imune). Os resultados dos testes de DMA serao anexados a0 seu prontudric e vocé podera solicitar
informagbes dos resultados ao meédico que te acompanha no Hemocentro. Os riscos e desconfortos deste
estudo incluem a dor da picada de uma agulha e uma pequena chance de cor roxa ne local de coleta do

SANEUE.

0 conhecimento que for adquirido na pesquisa podera trazer informagdes e orientagdes futuras em
relagdo ao tratamento da hepatite C. Viocg n3o serd identificado quando o sangue coletado ou os registros
médicos forem utilizados, seja para propdsitos de publicagdo cientifica ou educativa. Ao assinar este
consentimento informado, vocé autoriza a leitura dos seus prontudrios médicos. Na divulgacSo dos
resultades, seu nome nao sera mostrade, garantindo a vocé sigilo e privacidade.

Caso vocé autorize, o material coletado neste estudo poderd ser usado pelos mesmos
pesquisadores envolvidos nesta pesquisa em futuras investigagbes com objetivos semelhantes: imvestigar
marcadores genéticos, imunol dgicos e bioquimicos que podem ter influéncia nas manifestagbes clinicas das
coagulopatias e hemoglobinopatias. Neste caso, a amostra serd conservada sem prazo para descarte
{Banco de Amostras). Entretanto, o uso futuro deste material nunca sera ligado a nenhum dado pessoal do
participante. Yocé pode negar a permissdc para © uso da amostra em estudos futwros e ainda assim
participar deste projeto. Se vocé autorizar o uso futuro da amostra coletada, qualquer novo estudo
utilizando esta amostra devera ser avaliado e autorizade pelo Comité de Ftica em Pesquisa da FundagSo
Hemominas. S5e a nova pesqguisa naoc trouxer benefidios ou riscos para o participante, vocé ndo serd
informado sobre seu uso.
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[ ]Awtorizo a guarda do material coletado para estudos futuros.

[ ]WN&o autorizo a guarda do material coletado para estudos futuros.

Declaragio de consentimento

Declare que fui informado sobre os métodos e meios de coleta de material a ser utilizado, as
inconveniéncias, riscos que podem vir a ocomer em consequéncia da pesquisa. Dou meu consentimento de
livTe & espontanea vontade para participar dessa pesquisa.

Assinatura do participante Data

IdentificacSo do participanta:

Mome: M2 Prontudrio:

Aszinatura do pesquisador

Equipe: Ricarde Andrade Carmio (31 3768 45%6), Marina Lobato Martins, Daniel Gongalwes Chaves e Maria
Clara Fernandes da Silva Malta (31 3768 4535)

Contato Comité de Etica em Pesquisa: (31) 3768 4587 - cep@hemominas.mg.gov.br
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Projeto de Pesquisa: Coagulopatias e Hepatite C

1.0 - DADOS GERAIS - Nimero de Ordem | [ JL J| J LJLJLIL]
1.1 Investigador/digitador: LIL
1.2 Hemocentro: LILJ
1.3  Prontuario: LILJLILIL I ]
1.4 Data da coleta dos dados: / / LILJLJL L L]
1.5 Data da primeira consulta: / / LILJLJL L L]
1.6 Data da ultima consulta: / / LILILILIL L]
1.7  Situacdo: 1. Vivo 2. Falecido 3. Sem consulta ha > 5 anos
8. NA 9. IGN | ]

18 Data do ébito: / / LJLJLILILIL ]
1.9 Causa do dbito: CID-10: LI-LJLIL]
1.10 Obito relacionado a cirrose ou insuficiéncia hepatica ou hepatocarcinoma:
1. Sim ( ) 2.Nado 8.NA 9.IGN | ]
2.0 DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS
2.1 Data de Nascimento: / / LILJLILIL I ]
2.2 Idade (anos): LJL]
2.3 Sexo: 1. Masculino 2. Feminino 8. NA 9.IGN L]
24 Cor: 1.Branca 2.Negra. 3.Parda 4.Outra 8. NA 9.IGN | ]
2.5 Naturalidade: 1.BH 2. RMBH: L]

3. Interior de MG: 4. QutraUF: __

5. Outro pais: 8. NA 9.IGN LI L]
2.6 Cidade de residéncia: 1. BH 2. RMBH: L]

3. Interior MG: 4. Outra UF:

5. Outro pais: 8. NA 9.IGN LI LI

2.7 Estado civilmarital: 1. Solteiro 2. Casado 3. Unido/amaziado

L]
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4. Separado/Divorciado 5. Viivo 8. NA 9. IGN

2.8 Escolaridade: (anos) L]
2.9  Profissdo/Ocupacéo LILJLIL L
2.10 Bolsa familia/risco social: 1. Sim 2. N&o 8.NA 9.IGN L |
3.0 DIAGNOSTICO DA COAGULOPATIA
3.1 Coagulopatia: 1. Hemofilia A 2. HemofiliaB 3. D. Von Willebrand

4. Trombastenia Glanzmann 5. Qutra: 8.NA 9.IGN L |
3.2 Gravidade Coagulopatia: 1. Leve 2. Moderada 3. Grave 8. NA 9.IGN L]
3.3 Idade na época do diagnéstico definitivo da coagulopatia (anos): _____ LI
4.0 HISTORIA TRANSFUSIONAL
4.1 Jérecebeu hemotransfusdo? 1.Sim 2.Ndo 8.NA 9.IGN ||
4.2 Data da primeira hemotransfus&o: / / LILJLJLJL L]
4.3 Uso exclusivo de hemoderivado industrializado (inativado):

1.8im 2.Ndo 8.NA 9.IGN L]
4.4 Recebeu crioprecipitado:  1.Sim 2.Ndo 8.NA 9.IGN L |
45 Recebeu plasma fresco congelado: 1.Sim 2.Ndo 8.NA 9.IGN L]
4.6 Presenca de Inibidor: 1. Sim, c/titulos baixos 2. Sim, c/titulos altos

3. Sim, apenas no passado 4.Ndo 8.NA 9.IGN L |
4.7 Maior dosagem de inibidor: Ul/mL LILJLLL ]
4.8 Ultima dosagem de inibidor: Ul/mL LILJL L]
4.9 Data da Ultima dosagem de inibidor: / / HININNINN
5.0 DIAGNOSTICO DA INFECCAQ PELO HCV (HEPATITE C)
5.1 Data do primeiro anti-HCV (EIA) reativo: ___ /[ LILJLdE e ded
5.2 Houve registro de soroconverséo: 1. Sim 2. Ndo 8. NA 9.IGN ||
5.3 Se soroconverséo, data do Ultimo anti-HCV ndo reativo: ___ /___ / LIl LI L L]
5.4 Anti-HCV (RIBA): 1. Positivo 2. Negativo 3. Indeterm. 8. NA 9.IGN ||
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5.5 RNA-HCV (PCR) Pré-tratamento: 1. Positivo 2. Negativo

3. Indeterm. 8. NA 9. IGN ||
56 Genotipo HCV: 1.Gen1 2.Gen2 3.Gen3 4.Gen4 5 Genb5 6.Gen6 ||
8.NA 9.IGN
5.7 Carga viral HCV (pré-tratamento): (log: ) LILIL]
6.0 DEMAIS RESULTADOS SOROLOGICOS
6.1 VDRL: 1.Reativo (Maiortitulo;_____ ) 2. Ndoreativo 8.NA 9.IGN L]
6.2 Sifilis - treponémico (HAI, FTA-Abs, EIA): 1. reativo 2. nao reativo
3. Indeterm. 8. NA 9.IGN ||
6.3 Chagas (HAI/RIF/EIA): 1. Reativo (2 testes) 2. N&oreativo 3. Indet.
8.NA 9.IGN L]
6.4 HBsAg: 1.Reativo 2.N3oreativo 3.Indet. 8.NA 9.IGN ||
6.5 Anti-HBc-total: 1. Reativo 2. Ndoreativo 3.Indet. 8. NA 9.IGN L]
6.6 Anti-HIV (EIA): 1. Reativo 2. Ndoreativo 3.Indet. 8. NA 9.IGN L]
6.7 Anti-HIV (WB): 1. Reativo 2. Naoreativo 3.Indet. 8. NA 9.IGN ||
6.8 Anti-HTLV (EIA): 1. Reativo 2. Ndoreativo 3.Indet. 8. NA 9. IGN L]
6.9 Anti-HTLV (WB): 1. Reativo 2. N&o reativo 3.Indet. 8. NA 9.IGN L]
6.10 Anti-HAV-IgG: 1. Reativo 2. Naoreativo 3.Indet. 8. NA 9.IGN ||
6.11 Anti-HBs: 1. Pos <10 mUl/ml 2. Pos >10 mUl/ml 3 Neg 8. NA 9.IGN L]
68.12 HBeAg: 1.Reativo 2. Ndoreativo 3.Indet. 8.NA 9.IGN | ]
6.13 Anti-HBe: 1. Reativo 2. Nd@oreativo 3.Indet. 8. NA 9.IGN ||
7.0 OUTRAS CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS
7.1 Uso de drogas ilicitas: 1. Sim 2. N&o 8.NA 9.IGN L]
7.2 Multipla parceria sexual: 1. Sim 2. Ndo 8.NA  9.IGN ||
7.3 HSH: 1.Sim 2.Ndo 8.NA 8.IGN L]
7.4 Tatuagem: 1.Sim 2.N&o 8.NA 9.IGN ||

104



Projeto de Pesquisa Coagulopatias e HCV Ordem:

4
7.5 Endoscopias: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.IGN | |
8.0 CARACTERISTICAS DA HEPATITEC
8.1 ALT: 1.Normal 2. Flutuante 3. Persistentemente elevada 8. NA 9. IGN | |
8.2 AST: 1.Normal 2. Flutuante 3. Persistentemente elevada 8. NA 9. IGN | |
8.3 Plaquetas: 1.> 150.000/mm3 2.50.000-150.000/mm3 3. < 50.000/mm3 L]

8.NA 9.IGN
8.4 Ultrassom com caracteristicas de fibrose hepatica avancada: 1. Sim 2. Nao L]
8.NA 9.IGN
8.5 Ultrassom com caracteristicas de hipertens&o portal: 1. Sim 2. Nao L]
3. Esplenomegalia 8. NA  9.IGN
8.6 Ultrassom com nodulo hepético: 1. Sim 2. Ndo 8.NA  9.IGN | |
8.7 Bidpsia hepatica: 1.Sim 2.Ndo 8.NA 9.IGN | |
8.8 Metavirr A: ___ F:____ LI
8.9 Registro de cirrose hepética: 1. Sim 2. N&e 8.NA 9.IGN L]
8.10 Registro de hipertens&o portal: 1. Sim 2. Ndo 8.NA 9.IGN | |
8.11 Registro de insuficiéncia hepatica: 1. Sim 2. Ndo 8.NA 9.IGN L]
8.12 Registro de transplante hepatico: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.IGN L]
8.13 Registro de outro sinal/sintoma de insuficiéncia hepatica: | |
1. Sim: 2. Nao
3. Esplenomegalia 8. NA 9.IGN

9.0 COMOREIDADES
9.1 Esquistossomose: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.IGN | |
9.2 Etilismo crénico: 1. Sim 2. Ndo 8.NA 9.IGN | ]
9.3 Uso crénico de drogas hepatotéxicas: L]
1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.IGN
9.4 Diabetes mellitus: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 8.IGN | |

9.5 Outras comorhidades:
1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.IGN

L]
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10.0 TRATAMENTO DA HEPATITE C
10.1 Registro de indicacdo de tratamento da hepatite C: L]
1.Sim (Data:___ /__ /__ ) 2.Nao 8.NA 9.IGN
LILJEJEIEdE ]
10.2 Realizou algum tratamento antiviral p/ HCV?
1.Sim 2.Ndo 8.NA 9.IGN L]
10.3 Numero de tratamentos antivirais realizados: L]
10.4 Primeiro tratamentoc/: 1.INF 2. INF+RBV 3. Peg-INF | ]
4. Peg-INF+ RBV 5. Peg-INF+RBV+IP 8. NA 9.IGNData: __ /__ [/__
LIL LA JE AL
10.5 Total de semanas sob terapia no primeiro tratamento: L L]
10.8 Caracteristica do primeiro tratamento: 1. Completo 2. Suspenso por
intolerancia 3. Suspenso por falha viroldgica 4. Suspenso por ma adeséo L]
5. Suspenso por outro motivo: 8.NA 9.IGN
10.7 Resposta ao primeiro tratamento: 1 N&o respondedor pleno (sem RVP)
2. Néo respondedor parcial (RVPp) 3. RVF com recidiva 4. RVS (Cura ||
virologica) 5. Outro: 8.NA 9.IGN
10.8 Segundo tratamento ¢/ : 1. INF 2. INF+RBY 3. Peg-INF | |
4. Peg-INF+ RBV 5. Peg-INF+RBV+IP 8. NA 9.IGNData: __ /__ [/__
LIL LA JE AL
10.9 Total de semanas sob terapia no segundo tratamento: LIl
10.10 Caracteristica do segundo tratamento: 1. Completo 2. Suspenso por
intolerancia 3. Suspenso por falha virolégica 4. Suspenso por ma adeséo ||
5. Suspenso por outro motivo: 8.NA 9.IGN
10.11 Resposta ao segundo tratamento: 1 Néo respondedor pleno (sem RVP)
2. Nao respondedor parcial (RVPp) 3. RVF com recidiva 4. RVS (Cura L]
virologica) 5. Outro: 8.NA 9.IGN
10.12 Terceiro tratamento ¢/ : 1. INF 2. INF+RBY 3. Peg-INF | ]
4. Peg-INF+ RBV 5. Peg-INF+RBV+IP 8. NA 9.IGNData: __ /__ [/__
LIL LA JE AL
10.13 Total de semanas sob terapia no terceiro tratamento: LIl
10.14 Caracteristica do terceiro tratamento: 1. Completo 2. Suspenso por
intolerancia 3. Suspenso por falha virolégica 4. Suspenso por ma adeséo ||
5. Suspenso por outro motivo: 8.NA 9.IGN
10.15 Resposta ao terceiro tratamento: 1 Ndo respondedor pleno (sem RVP)
2. Nao respondedor parcial (RVPp) 3. RVF com recidiva 4. RVS (Cura L]
virologica) 5. Outro: 8.NA 9.IGN
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10.16 Quarto tratamento ¢/ : 1. INF 2. INF+RBY 3. Peg-INF
4. Peg-INF+ RBY 5. Peg-INF+RBV+IP 8. NA 9.IGNData: __ /___/

LJL ]

10.17 Total de semanas sob terapia no quarto tratamento:

L]
LILILIL]
LIL]

10.18 Caracteristica do quarto tratamento: 1. Completo 2. Suspenso por
intoleréncia 3. Suspenso por falha virolégica 4. Suspenso por ma adeséo
5. Suspenso por outro motivo: 8.NA 9.IGN

L]

10.19 Resposta ao quarto tratamento: 1 Nao respondedor pleno (sem RVP)
2. N&o respondedor parcial (RVPp) 3. RVF comrecidiva 4. RVS (Cura
virolégica) 5. Outro: 8.NA 9.IGN

L]

10.20 Registro de ma ades&o: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.IGN

L]

10.21 Uso de ribavirina: 1. Dose plena (1000-1250mg/dia) 2. Reducé&o dose por
intolerancia/toxicidade (250-750mg/dia) 3. Suspenséo por
intolerancia/toxicidade 8. NA 9. IGN

L]

10.22 Registro de toxicidade ao tratamento: 1. Sim 2. Nao 8. NA 9.IGN

L]

107

10.23 Se toxicidade, quais foram registradas (soma): 1. Anemia (VHb > 1,09%)
2. Leucopenia 4. Plagquetopenia 8. Febre 16. Mialgia 32. Astenia
64. Depresséo 132. Irritabilidade 264. Emagrecimento
512. Aumento nos sangramentos  1024. Faléncia/descompensacéo
hepatica 2048: Outros: 88. NA 99.IGN

LILJLIL]

11.0 MARCADOR DE RESPOSTA AO TRATAMENTO

11.1 Polimorfismos IL28B rs80999177 (T/G): 1. TT 2. TG 3. GG 8.NA 9.IGN

L]

11.2 Polimorfismos [L28B rs12979860 (T/C): 1.TT 2. TC 3. CC 8.NA 9.IGN

L]

Observacoes:




