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Resumo

A infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) é um problema global de saide publica e
uma potencial causa de morbilidade e mortalidade dos doentes. Desde da sua descoberta
em 1989, o VHC tem sido reconhecido como uma das principais causas de doenca
hepética cronica no mundo.

O VHC pode escapar as defesas do sistema imunitario, afectando negativamente a
resposta imune celular, incluindo a proliferacdo e activacdo das células NK, linfécitos T
helper (LTh) e linfocitos T citotdxicos (CTL). Esta fuga permite ao virus estabelecer
infeccdo cronica, e a partir desta altura o seu controlo requer tratamento. A associacdo
do interferdo-o. peguilado (peg-IFN-a) com ribavirina é o tratamento aprovado,
conduzindo a erradicacéo viral em 42-82% dos doentes infectados com o VHC.

Dada a influéncia da resposta imune no controlo da infeccdo por VHC e na resposta ao
tratamento, o objectivo principal deste trabalho foi caracterizar a resposta imune em
doentes com infeccdo crénica por virus da hepatite C, antes e ao longo do tratamento.
Além disso, também se comparou as respostas imunes nos doentes respondedores a
terapia e nos ndo respondedores, de modo a detectar um biomarcador preditivo da
resposta a terapéutica. A resposta imune foi avaliada através de imunofenotipagem
recorrendo a citometria de fluxo.

Nos doentes com infeccdo cronica verificou-se alteracdes na frequéncia, fendtipo e
funcdo dos linfocitos T (LT) e células NK, comparativamente ao grupo controlo. A
terapia induziu um aumento da actividade citotoxica e um aumento da producdo de
citocinas nos LT e nas células NK.

Contudo como sabemos a terapia nem sempre é eficaz, sendo necessarios mais estudos
nesta area de modo a contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas e se possivel encontrar um biomarcador preditivo de resposta ao

tratamento.

Palavras-chave: virus da hepatite C, interferdo-alfa peguilado e ribavirina, resposta

imune, linfocitos T, células NK.
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Abstract

Hepatitis ¢ virus (HCV) infection continues to be a major global health problem and a
potential cause of morbidity and mortality of patients. Since its discovery in 1989, HCV
has been recognized as a major cause of chronic liver disease worldwide.

HCV can escape the immune system defenses, adversely affecting the immune
response, including proliferation and activation of NK cells, helper T lymphocytes (Ly
Th), and cytotoxic T lymphocytes (CTL). This breakout allows the virus to establish
chronic infection, and from this time its control requires treatment. A combination of
pegylated interferon-alpha (peg-1FN-a) and the synthetic nucleoside ribavirin is the
standard of care for eradication of HCV, leading to eradication of viral 42-82% of
patients infected with HCV.

Due to the influence of an immune response in the HCV infection control and in the
response to treatment, the principal aim of this study was to characterize the immune
response in patients with chronic hepatitis C virus before and during treatment.

In addition, we compared the immune responses in patients responsive to therapy and
in non-responders, in order to detect a biomarker predictive of response to therapy. The
immune response was evaluated by the immunophenotyping using flow cytometry.

In patients with chronic infection there are changes in frequency, the phenotype and
function of T lymphocytes (Ly T) and NK cells, compared to the control group. The
therapy induced an increase in cytotoxic activity and an increase in cytokine production
in Ly T and NK cell.

However as we know the therapy is not always effective, more research is needed in
this area to contribute to the development of new therapeutic approaches and if possible

to find a predictive biomarker of response to treatment.

Keywords: hepatitis C virus, pegylated interferon-alpha and ribavirin, immune

response, T lymphocytes, NK cells.
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Capitulo 1 Introducéo

HEPATITE C

A hepatite C é uma inflamacdo do figado causada pelo virus da hepatite C (VHC). Foi
descrita em 1973 como uma hepatite associada a transfusdes e ndo provocada pelo virus
da hepatite A ou pelo virus da hepatite B, até 1989 quando o virus da hepatite C foi
identificado por técnicas de biologia molecular (Choo et al., 1989). Desde a sua
descoberta, 0 VHC tem sido reconhecido como uma das principais causas de doenca
hepética cronica no mundo inteiro.

A evolugdo clinica da hepatite C é varidvel, existindo muita controvérsia em torno da
historia natural da infeccéo pelo VHC.

Na maioria dos casos, 0s sintomas da infec¢do por hepatite C sdo assintomaticos. Os
individuos infectados podem apresentar um sentimento generalizado de desanimo e
cansaco, podendo envolver depressdo mental, nauseas, vomitos, falta de apetite, urina
escura e fezes claras, tom amarelado ao nivel da pele (ictericia devido a acumulagédo de
pigmentos biliares) bem como na parte branca do olho e dor na regido superior direita
do abdémen (onde o figado esta localizado) (Lerner K e Lerner B, 2003). No entanto, a
maioria dos portadores, aproximadamente 75-85%, sO percebe que esta doente anos
apos a infeccdo, quando apresenta uma complicacdo grave de hepatite C cronica (HC).
Surgindo muito raramente casos de hepatite fulminante.

A HC pode causar manifestacbes extra-hepaticas como crioglobulinemia mista e
linfomas (Hodgkin e ndo — Hodgkin), entre outras.

Estima-se que 10-20 % dos doentes com HC desenvolvem cirrose nos primeiros 20
anos apos a infeccdo. Além disso, individuos com cirrose tém um risco aumentado para
desenvolver carcinoma hepatocelular (HCC) (Chen S e Morgan T, 2006).

Assim, a HC constitui um grave problema de salde publica mundial, devido ao
namero de individuos infectados e as suas principais complicacdes conducentes a

morte.
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[ HCV Infection ]
[ 2

Acute Infection,
20-30% with symptoms

Clearance of HCV RNA, Fulminant Hepatitis,
15%-25% Rare

A 4

Chronic Infection,
75%-85%
Extrahepatic
Manifestations
v
Chronic Active
Hepatitis
Cirrhosis,
10%-20% over 20 years

Decompensated Cirrhosis, HCC, 1%-4% per year
S-year survival rate of 50%

Figura 1. Visdo geral sobre a histéria natural da infeccdo por VHC (adaptado de Chen S e
Morgan T, 2006).

Diagnostico

O diagnostico desta infeccdo é realizado através de testes seroldgicos para a deteccao
de anticorpos anti -VHC, testes moleculares para quantificacdo do acido ribonucleico
(RNA) no soro e testes bioquimicos, para avaliacdo da funcdo hepética pelo estudo das
enzimas hepaticas.

Os testes seroldgicos mais usados sdo 0s testes imunoenzimaticos, nomeadamente 0s
testes ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), que se baseiam na deteccdo de
anticorpos especificos dos varios antigénios do VHC. Estes testes apesar de serem
extremamente sensiveis e especificos podem gerar falsos positivos e deste modo, foram
desenvolvidos testes suplementares de confirmagdo. O mais utilizado ¢ o RIBA
(Recombinant Immunobloting Assays) (Alter et al., 2003).

Actualmente, a confirmacdo do diagndstico de hepatite C realiza-se normalmente
através da deteccdo do RNA do VHC no plasma do doente infectado, por testes
moleculares. Estes testes moleculares podem ser qualitativos e quantitativos, sendo os
mais utilizados, o RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction), TMA
(Transcription Mediated Amplification) e técnica de amplificagdo do sinal (4cido
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desoxirribonucleico (DNA) branched). Além de confirmar a presenca do RNA do VHC,
também determinam a carga viral em circulacdo, o que é muito importante na
monitorizacgdo da resposta ao tratamento.

O estudo bioguimico das aminotransferases, principalmente da alanina
aminotransferase (ALT), incide sobretudo na sua concentracdo, visto que niveis
elevados estdo associados a uma maior severidade da doenca. Todavia este € um método
inespecifico, existindo uma baixa correlacdo entre os niveis da ALT e a gravidade da
doenca, e 0 aparecimento de cirrose. Além disso, alguns autores ja verificaram que em
alguns doentes infectados com o VHC os valores da ALT podem ser normais (Strader et
al., 2004).

A bidpsia hepatica fornece informagdes sobre a severidade da doenca, o grau de
fibrose e avalia o nivel de necrose e de inflamacdo. Este método é geralmente
recomendado para avaliacdo inicial dos doentes com HC. Contudo, como apresenta
algumas limitacGes, sendo as principais a variabilidade amostral e 0 nimero de efeitos
adversos, ja ndo € obrigatorio a sua realizacdo antes do tratamento (Poynard et al.,
2003).

Epidemiologia

A estimativa mais recente da organizacdo mundial de saude (WHO) sobre a
prevaléncia da infeccdo pelo VHC é de 3%, representando 170 milhdes de pessoas
infectadas em todo o mundo (Figura 2). Os paises africanos notificaram prevaléncias
médias de 5,3 % enquanto as estimativas mais baixas surgem na Europa (1%) e nos
Estados Unidos (1,7 %). O VHC é a principal causa de transplante hepéatico nestes
paises desenvolvidos (Brown R, 2005).

Em Portugal, a verdadeira prevaléncia ndo €é conhecida, contudo os dados
epidemioldgicos existentes apontam para uma taxa de 1,5 %, ou seja, existirdo cerca de
100 a 150 mil infectados (Marinho et al., 2000).
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Hepatitis C, 2003

Figura 2. Estimativa da prevaléncia global do virus da hepatite C (adaptado de WHO, 2007).

Classificacéo e Organizacdo do virus da hepatite ¢

O VHC foi identificado em 1989 sendo classificado no género Hepacivirus
pertencente & familia Flaviviridae. E um virus hepatotrépico, sendo os hepatécitos os
seus principais alvos celulares.

As particulas do VHC tém entre 40-60 nanémetros (nm) de didmetro, forma esférica e
existem sob forma de uma populacdo heterogénea no sangue, reflectindo a sua
associacdo a imunoglobulinas e lipoproteinas (lipoproteinas de baixa densidade - LDL e
lipoproteinas de muita baixa densidade - VLDL) (Figura 3).

O VHC ¢é um virus envelopado e o0 seu genoma é constituido por uma Unica cadeia de
RNA com polaridade positiva com 9,6 kilobases (kb) (Choo et al., 1989).
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Structure of Hepatitis C Virus

Figura 3: Representagdo esquemdtica do virus da hepatite C (adaptado de
http://livercancerprognosiscenter.com/wp-content/uploads/2011/10/HCV _ structurel.png).

O genoma codifica uma Unica regido passivel de ser traduzida - open reading frame
(ORF) e tem regiGes muito conservadas nao traduzidas (UTR) nas extremidades 5'e 3°
(Figura 4), que desempenham um papel importante na traducdo da poliproteina e
replicagéo viral, respectivamente.
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Figura 4: Estrutura do genoma do VHC e a ORF que codifica 0s genes estruturais e néo -
estruturais.
O processamento da poliproteina encontra-se na sequéncia abaixo. Os circulos referem-se a
locais de clivagem pelas peptidases do hospedeiro. As setas referem-se aos locais de clivagem
por proteases virais (adaptado de Lindenbach B e Rice C, 2005).
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A regido codificante codifica cerca de 3011 aminoacidos. Os genes que codificam a
proteina do core e as proteinas do envelope E1 e E2, estdo localizados na extremidade
N-terminal. Por outro lado, os genes que codificam as proteinas ndo-estruturais (NS),
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, e NS5B, e 0 péptido p7 estdo na extremidade C -
terminal. As proteinas NS coordenam processos intracelulares do ciclo de vida do virus
(Lindenbach B e Rice C, 2005).

As proteinas estruturais sdo processadas por peptidases do hospedeiro, enquanto a
clivagem das proteinas ndo estruturais é catalisada por proteases codificadas pelo VHC
(Choo et al., 1991).

Proteinas estruturais

A primeira proteina estrutural codificada pela ORF do VHC é a proteina da cépside
(core), esta liga-se a0 RNA gendmico viral, condensa-o e forma a nucleocépside. A
proteina do core ¢ uma proteina a-helicoidal, citoplasmatica, associada com as
membranas do reticulo endoplasmatico (RE). Alguns estudos indicam que esta proteina
pode estar envolvida na modulacdo de transcricdo de genes, proliferagdo e também
inibicdo da apoptose mediada pelos factores de necrose tumoral. Além disso, suprime as
respostas imunitarias do hospedeiro em especial a formacao de linfécitos T citotdxicos
(CTL) especificos do virus, desempenhando assim um importante papel no
estabelecimento e manutencdo da infeccdo pelo VHC (Meier V e Ramadori G, 2009).

De seguida sdo sintetizadas as proteinas do envelope do VHC a E1 e a E2. Estas séo
glicoproteinas de ligacdo a membrana formando um complexo, participam na formacéo
das particulas infecciosas e sdo essenciais para a entrada e fusdo do virus (Sklan et al.,
2009).

Péptido p7

O pequeno péptido p7, assim denominado pelo seu peso molecular de 7 kDa, separa as

proteinas estruturais das ndo estruturais. Pensa-se que a p7 funcionara como canal de

i0es, pertencente a familia das viroporinas. A sua funcdo na replicagdo ainda é
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desconhecida, mas mostrou ser essencial na formacdo e libertacdo eficiente das

particulas virais infecciosas (Meier V e Ramadori G, 2009).

Proteinas nao-estruturais

A NS2/3 é a primeira proteina ndo estrutural a ser traduzida, sendo responsavel pela
auto-clivagem entre a NS2 e NS3. Estas duas proteinas podem-se agrupar e formar um
complexo, que poderd favorecer a fixacdo da poliproteina num compartimento da
membrana antes do processamento, podendo assim, esta interaccao, ser importante para
a formacéo do complexo de replicacéo.

A NS2 perde a sua actividade de proteinase ap0s auto-clivagem a partir da NS3 e €
degradada pelo proteossoma de uma forma dependente da fosforilacdo. Além disso,
pode ter um papel na modulacdo da expressao dos genes celulares em células infectadas.

A NS3 é uma proteina grande, multifuncional associada a diversas actividades
enzimaticas. Tem uma funcdo pro-apoptética pois promove a apoptose induzida pela
caspase 8, ligando-se a esta e alterando a sua distribuicdo celular e possui ainda fungéo
de NTPase / helicase desempenhando um papel na replicacéo.

As proteinas NS4A e NS4B sdo provavelmente componentes do complexo replicase, a
primeira € um cofactor da NS3 e a segunda parece estar envolvida na modulacdo da
hiperfosforilacdo de NS5A (Meier V e Ramadori G, 2009).

A NS5A é uma proteina fosforilada, em multiplos residuos de serinas por cinases
intracelulares, associada a membrana, podendo-se encontrar na forma hipofosforilada
ou hiperfosforilada. Apesar de se saber que muitas proteinas intracelulares interagem
com NS5A, a sua funcdo ainda ndo é conhecida, apenas parece desempenhar um papel
na resisténcia ao interferdo (Sillanpaa et al., 2009).

A NS5B codifica a RNA polimerase dependente do RNA, ou seja, catalisa a sintese de
RNA usando um molde de RNA, constituindo assim um novo alvo para o0
desenvolvimento de anti-virais.

As interaccOes directas e indirectas das diferentes proteinas NS entre si sdo
fundamentais para a organizacdo do complexo replicativo funcional (Lindenbach B e
Rice C, 2005).
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Replicagdo do VHC

O ciclo de replicacdo do virus da hepatite C ainda é pouco conhecido devido a
auséncia de um sistema de cultura de células eficaz que possibilite o estudo deste
processo. No entanto julga-se que o virus devera entrar na célula por interac¢cdo com um
receptor especifico presente na membrana celular. Existem alguns receptores celulares
que podem ser responsaveis pela ligacdo e subsequente entrada do VHC nos
hepatdcitos: o cluster de differentiation (CD) 81 (zZhang et al., 2004), o receptor
scavenger classe B tipo | (SR-B1 também chamado de CLA-1) (Scarselli et al., 2002)
e as proteinas das tight junction claudina 1 (CLDN1) (Evans et al., 2007) e ocludina
(OCLN) (Liu et al., 2009).

O cluster CD81 estd presente na superficie de muitos tipos celulares, incluindo as
células do figado e pode interagir com a proteina E2 do envelope viral. E uma
tetraspanina com 25 kDa, constituida por 4 regides transmembranares hidrofobicas e 2
loops extracelulares (Zhang et al., 2004).

O receptor SR-B1 esta expresso na superficie de muitas células e tecidos, mas a sua
expressdo é particularmente elevada nos hepatocitos, sendo o responsavel pela ligacao
da E2 a estas células. Este receptor contém 2 pequenos dominios citoplasmaticos, 2
sequéncias transmembranares e um loop grande altamente glicosilado. E importante
para a endocitose do virus pois pode actuar directamente através das lipoproteinas
associadas a0 VHC mas também indirectamente (Dubuisson et al., 2008).

A CLDNL1 actua numa fase tardia do processo de entrada do virus, apés a ligagdo do
virus ao CD81. A OCLN interactua com E2 de modo a facilitar a entrada do virus na
célula (Liu et al., 2009). O papel destas proteinas ainda ndo esta totalmente
esclarecido, contudo pensa-se que induz a internalizacdo do virus via endocitose
mediada por clatrina.

Além disso, ainda existem os glicosaminoglicanos (GAGs) e 0s receptores de
lipoproteinas de baixa densidade (LDLRS) que sdo importantes na ligacdo inicial as
células e ndo sdo especificos, pois ligam-se devido aos lipidos e as lipoproteinas das
particulas virais que se encontram em circulacgdo (Rice C, 2011).

Apbs a sua entrada na célula através de endocitose mediada por clatrina, uma proteina
importante na formacéao de vesiculas membranares, o virus vai ser internalizado para um

endossoma. Este organelo tem o pH &cido, induzindo as membranas virais a alterarem a
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sua conformacdo e fundirem-se com ele, libertando o RNA viral para o citoplasma
(descapsidacéo).

O RNA do VHC vai funcionar directamente como RNA mensageiro. Este inicia a
traducdo por interaccdo com o RE conduzindo a producdo de uma poliproteina. No
limen do RE esta poliproteina € processada por proteases celulares e virais, em
proteinas estruturais e nao estruturais. Apos a traducdo ocorre a formagdo de um
complexo de replicacdo associado @ membrana. A associagdo da proteina core com 0
RNA viral forma a nucleocapside, posteriormente ocorre a formacdo do envelope,
formando-se as particulas virais. Finalmente, o virus sofre maturacdo no complexo de
golgi, sendo depois libertado da célula através de vesiculas citoplasmaticas que se
fundem com a membrana plasmatica (Rehermann B e Nascimbeni M, 2005).
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Figura 5. Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo do VHC.

O VHC entra na célula por interaccdo com receptores da superficie membranar. Depois de
entrar na célula, o seu RNA viral vai ser libertado do endossoma para o citoplasma onde ird
funcionar directamente como RNA mensageiro na traducdo da poliproteina. As proteinas ndo
estruturais e 0 RNA viral formam complexos de replicacdo associados a membrana. Estes
complexos vao induzir a sintese de novas moléculas de RNA viral que juntamente com as
proteinas estruturais, forma novas particulas virais, libertadas da célula através de vesiculas
citoplasmaéticas. (adaptado de Mauss et al., 2012).
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Diversidade genética

O virus apresenta elevada capacidade replicativa associada a falta de capacidade de
verificacdo de erros da sua polimerase (auséncia de proofreading) tal como acontece
noutros virus de RNA. Produzem-se 1012 virides por dia (100 vezes mais do que o
virus da imunodeficiéncia adquirida (VIH) com uma semi-vida de cerca de 3 horas
(Lindenbach B e Rice C, 2005).

Este processo altamente dinamico e a elevada taxa de replicacdo induz a geracdo de
diversidade genética.

Gendtipos

Este virus possui seis genotipos diferentes que podem ser subdivididos em mais de 100
subtipos (Simmonds et al., 2005). Os gendtipos diferem entre si em 30-35% da sua
sequéncia nucleotidica, com maior variabilidade em regides como as glicoproteinas E1
e E2, enguanto os varios subtipos diferem apenas em 20-25 %.

A distribuicdo dos gendtipos pode variar significativamente em diferentes areas
geogréficas. Os genotipos 1, 2 e 3 tém uma distribuicdo mundial, enquanto 0s genotipos
4, 5 e 6 sdo encontrados esporadicamente nalguns paises (Bukh et al., 1995). O
gendtipo 4 é mais frequente no Médio Oriente e Africa, sendo o genétipo 5 é mais
prevalente no sul de Africa. No sudoeste da Asia encontra-se maioritariamente o
genotipo 6 (Nguyen et al., 2005). Em Portugal predomina o genétipo 1b seguido pelos
genotipos 1a e 2 (Sarmento et al., 2001).

Os gendtipos tém um significado clinico importante pois sdo um dos principais
factores preditivos de resposta ao tratamento, sendo essa informacdo util para
estabelecer as doses e 0 tempo de terapia. Os genotipos 2 e 3 sdo 0s que apresentam
melhor resposta ao tratamento, sendo o tratamento administrado durante cerca de 24
semanas, enquanto o 1 e 4 apresentam mais resisténcia sendo necessarias 48 semanas de
tratamento (Poynard et al., 2003 e Halliday et al., 2011).

11
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Quasispecies

Para além da existéncia de diferentes gendtipos, o virus da hepatite C circula no
individuo sob a forma de quasispecies, populacGes complexas de variantes do VHC que
possuem sequéncias genéticas com elevada heterogeneidade, mas bastante relacionadas
entre si (Bukh et al., 1995).

Estas quasispecies permitem a sobrevivéncia do virus e o estabelecimento de infeccéo
cronica devido a seleccdo de mutantes que escapam a neutralizacdo dos anticorpos ou a
accdo dos linfocitos T citotoxicos. As quasispecies também podem dificultar o
desenvolvimento de uma vacina (Farci et al., 1997).

A ocorréncia destas quasispecies deve-se a mutacGes ocorridas durante o processo de
replicacdo, devido a pressdo selectiva exercida pela imunidade do hospedeiro ou pela
NS5B.

A diversidade e a complexidade genética das quasispecies do VHC parece também
influenciar a resposta a terapéutica, visto que doentes com populacGes heterogéneas sdo
menos respondedores ao tratamento do que aqueles que possuem uma populacdo mais
homogénea (Okada et al., 1992).

A taxa de mutacdo varia significativamente nas diferentes regides do genoma do VHC,
possuindo uma frequéncia mais elevada nas proteinas do envelope viral (E1 e E2),
especialmente na regido hipervariavel 1 (HVR-1) da E2. Estas alteracbes podem
impedir o reconhecimento por parte dos anticorpos e das células T, contribuindo para a
persisténcia da infeccdo apesar da existéncia de anticorpos neutralizantes.

Em resumo, a diversidade de quasispecies desempenha um papel essencial na
fisiopatologia da infeccdo, principalmente na persisténcia viral e na resisténcia ao
tratamento, tendo ainda implica¢bes no diagnostico, tratamento e desenvolvimento de

uma vacina (Farci et al., 1997).

12
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Transmissdo do virus da hepatite C

A hepatite C, até 1990, era transmitida principalmente através de transfusdes de sangue
até 1990, data em que se comecou a realizar testes de diagnostico aos dadores de
sangue. Uma das vias mais frequentes da transmissdo deste virus é a exposicdo
parenteral a sangue contaminado ou derivados (Ozaras R e Tahan V, 2009).

A transmissdo nosocomial € uma das formas de transmissdo, que se baseia na
utilizacdo de material contaminado em procedimentos médicos (Alter, 2002). A
transmissao via perinatal (mae — feto) e a via sexual também podem ocorrer, sendo estas
no entanto raras (Gerardi H e Zimmerman M, 2005).

Hoje em dia, nos paises desenvolvidos a principal causa de infec¢do pelo VHC ¢é a
partilha de seringas contaminadas entre os utilizadores de drogas endovenosas, podendo
ser responsaveis por cerca de metade dos casos da infeccdo por este virus (Alter M,
2006).

Todavia nalguns casos ainda permanece por identificar qual a via de transmissdo
(Alter M, 2002).

Tratamento da hepatite C crénica

A terapéutica actual recomendada para o tratamento da HC é o interferdo alfa
peguilado (peg-IFN-o) associado a ribavirina (1-beta-D-ribofuranosil-1,2,4 triazole-3-
carboxamida), a chamada terapia combinada (Pawlostsky J, 2011). Apesar de, em 2011,
terem sido aprovados 2 novos farmacos para o tratamento da hepatite C, Boceprevir e
Telaprevir, que séo inibidores da protease NS3/NS4. Estes farmacos sdo administrados
em associacao ao interferdo e a ribavirina, mas apenas para doentes infectados por VHC
com 0 genotipo 1. Este genotipo é considerado um dos mais resistentes a terapia
combinada (Liu et al., 2011).

Os interferdes (IFNs) sdo citocinas com actividade imunomoduladora produzidas em
resposta a infecgdes virais, levando a expressdo de varios genes com actividade anti -
viral e anti-proliferativa. Alem disso, também podem estimular as respostas imunes
anti-virais. A familia dos IFNs pode ser dividida em dois subtipos, o subtipo | e 0

subtipo 2.
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No tratamento da hepatite C usa-se o IFN-a, que ¢ um IFN do tipo I. O IFN-o promove
a proliferacdo das células T de memoria, impede a apoptose e exaustdo dos linfocitos T
(LT) e estimula a activacdo das células natural killer (NK) e a maturacdo das células
dendriticas (DC) (Tilg H, 1997). O IFN também aumenta a expressdo das moléculas do
complexo major de histocompatibilidade (MHC) classe | a superficie celular, com
consequente estimulagdo da resposta T citotoxica, e aumenta a expressdo de MHC
classe 1l com consequente aumento da imunidade humoral. Além disso, também pode
induzir o aumento da resposta t helper (Th) — 1, através do aumento de interleucina
(IL)-2 e consequente diminuicdo da Th2 pela diminuicdo da IL-4 e IL-5 (Lechner et al.,
2000).

A ribavirina ¢ um anélogo sintético da guanosina, possuindo actividade anti-viral
contra diversos virus de DNA e RNA (Brillanti et al., 2011). Foram descritos 3 modos
de accdo para a ribavirina. Primeiro, este farmaco sofre fosforilacdo intracelular
produzindo mono -, di-e trifosfatos, sendo o monofosfato inibidor competitivo da
inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH). Esta inibicdo diminui os niveis
intracelulares de guanosina trifosfato, que € essencial para a sintese de RNA viral
(Malinoski F e Stollar V, 1981). Segundo, a terapia com ribavirina leva a sintese de
RNA anormal, que por sua vez, se traduz na ineficdcia da sintese dos transcriptos virais.
(Bougie | e Bisaillon M, 2004). Terceiro, a ribavirina pode ter um efeito supressor
directo na actividade da polimerase viral (Toltzis et al., 1988).

Além disso, este composto pode exercer um efeito modulador na resposta do
hospedeiro, induzindo um estado anti-viral através do aumento das citocinas anti-virais
Thl, e supressdo das citocinas anti-inflamatdrias Th2, mostrando ser imunomoduladora
(Myrmel et al., 2009).

As terapias usando apenas ribavirina ndo conseguem controlar a replicacdo do VHC,
mas em associagdo com IFN-a conduz a um aumento de respostas relativamente a
monoterapia com IFN-a.

Apesar deste aumento na taxa de resposta, verificou-se uma crescente necessidade de
reducdo da dose ou interrupcdo da terapéutica devido aos efeitos secundarios. Deste
modo, o IFN-a convencional foi substituido pelo peg-IFN-a. Assim, para a terapia
combinada obtiveram-se respostas para 0s genotipos 2 e 3 de 80% e para o genotipo 1
de 50 %, o que se traduz num aumento de respostas relativamente ao IFN-a

convencional com a ribavirina. Esta associacdo foi considerada, até 2011, a terapéutica
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de eleicdo para os doentes com HC que nédo apresentem contra-indicacfes ao uso destes
farmacos (Pawlostsky J, 2011).

O processo de peguilacdo consiste na ligagdo covalente de uma molécula de polietileno
glicol, produzindo uma proteina biologicamente activa com um tempo de meia-vida
maior, contribuindo assim para a melhoria da farmacocinética melhor resposta (Feld J e
Hoofnagle J, 2005). Actualmente existem duas formulagOes aprovadas para o
tratamento da hepatite C: peg-IFN alfa-2a e peg-IFN alfa — 2b. O peg-IFN alfa-2b
consiste na adicdo de uma molécula linear de peg de 12 kDa de peso molecular,
enquanto o peg-IFN alfa-2a consiste na adi¢do de uma molécula ramificada de peg com
40 kDa.

Os principais efeitos adversos associados ao tratamento com IFN s&o: depressao,
hipotiroidismo e ideacdo suicida. No que concerne aos efeitos adversos da ribavirina sao
essencialmente teratogénicos e anemia, podendo por vezes, também ocorrer faringite,
insénia, dispneia, erupcdo cutanea, nauseas e anorexia (Poynard et al., 2003).

As respostas ao tratamento anti-viral da hepatite C sdo agrupadas em 3 padrfes gerais
(figura 6): resposta virologica sustentada (RVS); recaidas e ndo-resposta. Uma RVS ¢é
caracterizada por niveis indetectaveis de RNA viral no soro durante pelo menos 6 meses
apos a interrupcdo do tratamento. A recaida define-se como a perda do RNA viral
durante o tratamento, seguido do seu reaparecimento nos primeiros 6 meses seguintes a
conclusdo do tratamento. Nos doentes ndo-respondedores os niveis de RNA viral
permanecem detectaveis, embora possa existir um decréscimo durante o tratamento
(Feld J e Hoofnagle J, 2005).

Virological responses
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Figura 6. Respostas viroldgicas ao tratamento da hepatite C (Feld J e Hoofnagle J, 2005).
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Factores que influenciam a resposta a terapia

A resposta a terapia é influenciada por vérios factores relacionados com o hospedeiro e
por factores virais. Os principais factores virais com influéncia na resposta a terapia sdo
a carga viral, a heterogeneidade e o genotipo. No entanto, por vezes, individuos com o
mesmo gendtipo e carga viral semelhantes tém diferentes respostas ao tratamento o que
pode ser explicado pelos factores do hospedeiro.

Quanto aos factores relacionados com o hospedeiro temos a idade no momento da
infeccdo, apresentando os doentes mais jovens melhores taxas de resposta, a raca
(individuos Afro-Americanos tém respostas menos favordveis ao tratamento). As
mulheres, a ndo-obesidade e niveis de fibrose baixa, também tém melhores respostas a
terapia (Feld J e Hoofnagle J, 2005).

Perspectivas futuras para o tratamento

A terapia combinada, apesar de ser a terapéutica de eleicdo para o tratamento da HC,
possui algumas desvantagens como os efeitos adversos graves e a taxa de resposta ser
inferior ao desejado. Assim é necessario o desenvolvimento de novos tratamentos anti-
virais com menos efeitos secundarios, que terdo como objectivo a inibicdo da actividade
das proteinas virais essenciais a replicacdo do VHC.

Recentemente, em 2011, foram aprovados 2 novos farmacos para o tratamento da
hepatite C, Boceprevir e Telaprevir, que sdo inibidores da protease NS3/NS4. Estes
farmacos sdo administrados em associacdo ao interferdo e a ribavirina, mas apenas para
doentes infectados por VHC com o genoétipo 1, pois este € considerado um dos mais
resistentes a terapia combinada. Novos farmacos anti-virais tendo como alvo as
proteinas virais NS5A e a NS5B, encontram-se actualmente em varios estagios de
estudos pré-clinicos e clinicos. ApOs aprovagdo destes farmacos, estudos clinicos
futuros podem levar & optimizacdo da terapia de combinacdo, que terd parametros
desejaveis, tais como maior eficacia, seguranca, menor dose diaria e menor duracéo do
tratamento (Liu et al., 2011).

Além disso, existe uma proporcdo significativa de individuos infectados que resolve

espontaneamente a infeccdo pelo VHC, o que nos leva a acreditar que é possivel o
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desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o virus. Assim, é necessario um melhor
conhecimento do virus e das suas interac¢cdes com o hospedeiro.

Existem estudos de vacinas para o VHC, incluindo vacinas baseadas em péptidos,
proteinas recombinantes, DNA e vectores, estas ja se encontram em ensaios clinicos
humanos (Halliday et al., 2011).

Co-infeccdo com o virus da imunodeficiéncia adquirida

Estima-se que em todo 0 mundo existam 40 milhdes de pessoas infectadas com o VIH,
e que 4-5 milhdes estejam infectados cronicamente com VHC (Alter M, 2006). A
prevaléncia da co-infec¢do por VHC em doentes infectados pelo VIH, na Europa e nos
EUA, ronda os 16-33% sendo especialmente elevada (50 a 90%) entre os utilizadores de
drogas endovenosas. A co-infeccdo pelo VIH esta associada a um aumento na
progressdo da doenca hepatica e a uma diminuicdo da sobrevivéncia dos individuos
infectados com VHC. Além disto, a co-infec¢cdo aumenta o risco de transmissdo de
ambos os virus (Lu et al., 2009).

Actualmente a hepatite C cronica constitui uma das principais causas de mortalidade e
morbilidade em doentes co-infectados. O tratamento de co-infectados com VHC e VIH,
utilizando apenas IFN-o, tém respostas muito baixas. Assim a terapia combinada entre
peg-1FN-a e ribavirina constitui a terapéutica recomendada para co-infectados. Contudo
este tratamento para VHC em co-infectados torna-se mais complicado devido as

interaccdes entre a ribavirina e alguns anti-retrovirais (Shepard et al., 2005).

SISTEMA IMUNITARIO

O nosso corpo dispbe de um sistema imune, também designado por sistema
imunoldgico, que é constituido por 6rgdos e tecidos diferentes, com caracteristicas
especificas, celulas e factores soltveis. O sistema imune é um sistema de defesa que
evolui para proteger o organismo contra microrganismos invasores patogénicos, mas

também é fundamental para o equilibrio homeostatico do organismo. Assim pode
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definir-se a imunidade como a soma de todos os mecanismos de defesa que 0 nosso

organismo dispde para nos proteger das agressdes a que esta sujeito (Arosa et al., 2007).

Resposta imune

A resposta imune pode dividir-se, funcionalmente, em duas actividades relacionadas, o
reconhecimento e a resposta. O reconhecimento imune é caracterizado pela sua elevada
especificidade, uma vez que o mesmo tem a capacidade de reconhecer as diferencas
quimicas que distinguem um agente patogénico estranho de um outro. Além disto, este
sistema, também, tem a capacidade de discriminar entre as moléculas estranhas e as
células e proteinas do préprio organismo. Ap6s o reconhecimento do organismo
estranho, o sistema imune recruta uma variedade de células e moléculas para
desenvolver uma resposta apropriada, designada por resposta efectora que tem o
objectivo de neutralizar ou eliminar esse organismo. Desta forma, o nosso sistema
imune tem a capacidade de converter um reconhecimento inicial em diferentes respostas
efectoras, sendo que cada uma delas é especifica para um agente patogéneo. Quando o
Nosso organismo é exposto a0 mesmo agente patogénico, gera-se uma resposta de
memoOria mais rapida, mais potente e mais eficaz na eliminacdo desse patogéneo que a
resposta anterior (Kindt et al., 2007). Este processo de reaccdo do sistema imune é
constituido por dois tipos de respostas inter-relacionadas: a resposta imunoldgica inata
ou natural e a resposta imunoldgica adaptativa ou adquirida (Arosa et al., 2007). Estas
respostas ndo sdo independentes uma da outra, pelo contrario interactuam como um

sistema cooperativo (Kindt et al., 2007).
Resposta imune inata ou natural

A imunidade inata ou natural é a primeira linha de defesa do organismo e consiste
numa resposta imediata a um estimulo agressor, sendo deste modo, um componente

com pouca especificidade. Esta imunidade é constituida por 4 tipos de barreiras de

defesa: anatémicas, fisioldgicas, fagociticas e inflamatdrias.
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As barreiras anatomicas e fisicas impedem a entrada de agentes patogéneos, por isso,
sdo consideradas a primeira linha de defesa do organismo contra a infecgdo. A pele e a
superficie das membranas das mucosas fazem parte desta categoria. A primeira é uma
barreira praticamente impenetravel a um grande nidmero de microrganismos se estiver
integra, a segunda possui 0 muco que aglutina os microrganismos impedindo que estes
entrem em contacto com as células epiteliais presentes nas mucosas, posteriormente 0s
microrganismos sao removidos por outros mecanismos.

As barreiras fisicas sdo o pH baixo, a temperatura e as moléculas soltveis (lisozima,
interferdo e o sistema do complemento).

A fagocitose € o processo de englobar particulas estranhas pela membrana celular, de
modo a formar-se um vacuolo no interior da célula que inclui a bactéria ingerida
(fagossoma). O fagossoma funde-se com os lisossomas, que contém enzimas
lisossémicas digerindo a bactéria. Os produtos resultantes da digestdo sdo libertados por
exocitose. As células especializadas na fagocitose sdo 0s mondcitos, os macréfagos e os
neutrofilos.

Além disso, ainda existem outras células importantes no processo fagocitico. As
células dendriticas (DC) imaturas presentes nos tecidos periféricos podem fagocitar
microrganismos; 0s mastocitos presentes nos tecidos, além de terem capacidade
fagocitica também tém um papel essencial no recrutamento de leucdcitos para o foco
inflamatdrio; e os eosinofilos residentes nos tecidos que produzem citocinas e
mediadores lipidicos do processo inflamatério.

A inflamacdo € o processo que o organismo dispde para localizar, neutralizar ou
eliminar um agente agressor. A manifestacdo clinica das fases da inflamacdo da-se
através de 5 sinais, denominados de sinais cardinais, que caracterizam a agudizacao do
processo inflamatdrio. Os 5 sinais cardinais sdo: rubor (vermelhidao), tumor (inchaco),
calor, dor e perda de fungdo. As principais fases da inflamagdo sdo vasodilatacéo,
aumento da permeabilidade capilar e influxo de fagdcitos.

Alguns linfocitos (células NK, células natural killer T (NKT) e linfocitos Tyd) podem
ter fungdes citotdxicas contra as células-alvo, independentemente de qualquer contacto
prévio com as essas células, tratando-se assim de uma resposta inata (Arosa et al., 2007
e Kindt et al., 2007).
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Resposta imune adquirida ou adaptativa

Quando a eliminagdo ou neutralizacdo dos organismos estranhos ao organismo nao foi
conseguida pela imunidade inata, &€ necessario desenvolver uma resposta mais especifica
e eficaz, a resposta imune adquirida ou adaptativa. Assim, a imunidade adquirida
consiste numa resposta mais tardia capaz de reconhecer e eliminar selectivamente e
especificamente os antigénios estranhos. Esta imunidade apresenta 4 caracteristicas
essenciais: a especificidade antigénica, diversidade, memdria imunologica e
reconhecimento de proprio / ndo-proprio. A especificidade antigénica deve-se ao facto
dos anticorpos conseguirem distinguir diferencas subtis entre os antigénios, mesmo que
estes apenas possuem um aminodcido diferente. A diversidade deve-se ao facto, do
sistema imune ser capaz de reconhecer bilibes de estruturas Unicas nos diferentes
microrganismos. Quando o sistema imune reconhece e responde aos antigénios, gera
memoria imunoldgica, ou seja, num segundo encontro com 0 mesmo antigénio a
resposta desenvolvida é mais répida e mais intensa. O sistema imune, normalmente,
responde apenas aos antigénios estranhos tendo assim uma capacidade de distinguir o
que € proprio e do ndo-préprio.

A imunidade adaptativa pode dividir-se em dois tipos: a imunidade humoral, que é
mediada pelos anticorpos produzidos pelos linfocitos B (LB) e a imunidade celular, que
é mediada principalmente pelos linfécitos T (LT) que tém a capacidade de reconhecer e
induzir a morte celular por apoptose das células portadoras de antigénios estranhos ao

nosso organismo (Kindt et al., 2007).

Orgaos linféides

Os 6rgdos e os tecidos que constituem o sistema imunitario podem ser divididos, do
ponto de vista funcional, em dois grandes grupos: os 6rgaos linféides primarios e 0s

orgaos linfoides secundarios.
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Orgéos linfoides primarios

Os orgdos linfoides primarios proporcionam microambientes essenciais para a
producdo e maturacdo dos linfdcitos. Este tipo de 6rgaos é formado pela medula dssea e
pelo timo, onde ocorre a maturacao dos LB e dos LT, respectivamente.

A medula 6ssea € um tecido mole e adiposo que se encontra nas cavidades 0sseas,
especialmente dos 0ssos compactos e dos 0ssos esponjosos do esterno, cranio e das
vértebras da coluna. Este 6rgao, além de ser constituido pelas células hematopoiéticas,
também possui células do tecido conectivo, células do estroma e adipocitos. As células
estaminais hematopoiéticas (HSC) localizam-se na por¢cdo mais periférica da cavidade
medular, (junto do 0sso), enquanto as células mais diferenciadas localizam-se numa
posicdo mais central na cavidade medular (Arosa et al., 2007).

O timo é uma glandula encapsulada, que se situa na parte superior do toérax, acima do
coragdo. Ele é constituido por 2 lobos que se unem na traqueia. Cada lobo é,
externamente, envolvido por uma capsula de tecido conjuntivo que o divide em varios
I6bulos. Cada lobulo é por sua vez, constituido por duas zonas: o cortex, que é uma
zona escura por ser densamente habitada por timocitos (LT imaturos) e a medula, que
por ter poucos timocitos € uma zona mais clara. As duas zonas possuem ainda células
epiteliais, células dendriticas e macréfagos, que compdem a estrutura do érgdo e
contribuem para o crescimento e maturacdo dos timocitos. O timo aumenta
gradualmente de tamanho até a puberdade, altura em que comeca a diminuir, sendo 0s
tecidos linfoide e epitelial progressivamente substituidos pelos tecidos adiposo e fibroso
(Arosa et al., 2007; Crivellato et al., 2004 e Kindt et al., 2007).

Orgéos linfoides secundarios

Os odrgaos linféides secundarios proporcionam, eficientemente, o encontro entre 0s
linfocitos naive e o antigénio para o qual sdo especificos. Os ganglios linfaticos, o baco
e os tecidos linféides associados as mucosas constituem este tipo de 6rgéos.

Os ganglios ou nodulos linfaticos sdo pequenos 6rgdos em forma de feijdo, compostos
por areas ricas em LT, denominadas por “areas T ou timo-dependentes, e areas ricas
em LB, denominadas por “areas B” ou timo-independentes. Estes ganglios, séo

revestidos por uma capsula de tecido conjuntivo que os divide em I6bulos
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incomplementos. Morfologicamente, um ganglio linfatico pode ser dividido em trés
regides que apresentam microambientes distintos: o cOrtex, o paracortex e a medula. O
cortex, regido mais externa, contém na sua maioria LB, macréfagos e DC foliculares,
organizados em foliculos primarios. Estes foliculos primarios podem aumentar de
tamanho, em resposta a um estimulo antigénico, dando origem aos foliculos
secundarios, que por sua vez, caracterizam-se por ter um centro germinativo. O
paracdrtex encontra-se abaixo do cortex e contém principalmente LT e DC. A medula,
camada mais interna, é escassamente povoada por células linféides, contudo possui
muitas células plasmaticas a secretar anticorpos.

O bagco é um orgdo grande, muito vascularizado e ovoide localizado na cavidade

abdominal esquerda. Os nddulos linfaticos captam o antigénio vindo dos tecidos
enguanto o baco é especializado em filtrar e captar antigénios presentes no sangue.
O baco divide-se, morfologicamente e funcionalmente, em duas areas: a polpa branca e
a polpa vermelha. A polpa branca contém zonas ricas em LB (foliculos e zona marginal)
e zonas ricas em LT (bainha periarterial). A polpa vermelha consiste numa rede reticular
composta por células do estroma, macréfagos, células NK, plasmacitos e globulos
vermelhos senescentes ou danificados.

Os tecidos linfoides associados as mucosas, estdo localizados, tal como o nome indica,
junto as mucosas, e tém um papel importante na producdo de plasmacitos secretores de
anticorpos do tipo IgA. Além disso, estes tecidos possuem células epiteliais
especializadas em captar antigénios das superficies epiteliais (Arosa et al., 2007 e Kindt
et al., 2007).

Ceélulas do sistema imunitario

Todas as células sanguineas, incluindo as células do sistema imune, tém origem na
medula dssea, por um processo designado hematopoiese, que ocorre apds o hascimento.
A hematopoiese consiste no processo de formacdo das células sanguineas a partir das
HSC. Estas celulas tém a capacidade de auto-renovacdo e sdo multipotentes podendo
originar os diversos tipos de células sanguineas. Assim, as células estaminais
hematopoiéticas dividem-se em células progenitoras linféides (CLP), que ddo origem

aos LT, aos LB e as células NK, e em células progenitoras mieldides (CMP), que déo
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origem aos granuldcitos, monacitos, eritroblastos (precursores de eritrécitos) e

megacaridcitos (precursores de plaquetas) (Arosa et al., 2007 e Gerrits et al., 2008).

___________ @@ B cell
@ """"""""""""""""" @ ..... @ T cell
@ ....... @ oo Macrophage
N » 4
HSCs O """ @ Granulocyte
O
CMP O ------ .‘ Platelets
O«
o ------- -. Erythrocyte

Stem cells Progenitors Mature blood cells

Figura 7. Revisdo simplificada da hematopoiese (Gerrits et al., 2008).

Durante o processo de diferenciacdo hematopoiética as células vdo perdendo
gradualmente a sua multipoténcia, tornando-se cada vez mais comprometidas com uma
linha celular especifica (Gerrits et al., 2008 e Kindt et al., 2007). As células do estroma,
0s componentes da matriz, os factores de crescimento e as citocinas presentes no meio
envolvente controlam o processo de diferenciacdo (Kindt et al., 2007).

As respostas imunoldgicas sdo mediadas por glébulos brancos ou leucdcitos. Os
leucdcitos dividem-se em leucécitos mononucleares (linfocitos e mondcitos) e
leucdcitos polimorfonucleares (granulécitos) (Arosa et al., 2007). Os linfdcitos sdo as
células mais importantes neste grupo, pois sdo responsaveis pela imunidade adaptativa e
podem conferir especificidade, diversidade, memoria, e reconhecimento préprio/ nao -
proprio nas respostas imunoldgicas. Os restantes tipos celulares tém como papel
fundamental secretar citocinas, apresentar antigenios, fagocitar e destruir

microrganismos (Kindt et al., 2007).
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Células linféides ou linfocitos

Os linfdcitos constituem 20-40% dos leucdcitos e 99 % das células da linfa. Estes
linfécitos circulam continuamente no sangue periférico e linfa, tendo capacidade de
migrar para o interior dos tecidos e orgdos linfoides. Podem distinguir-se 3 tipos de
linfdcitos: os LB, os LT e as células NK (Kindt et al., 2007).

Os LB realizam a sua maturacdo na medula dssea e diferenciam-se dos outros
linfécitos porque possuem na sua membrana plasmatica um receptor, que apenas €
expresso neste tipo celular, sendo por isso, designado de receptor de células B (BCR).
Um dos componentes deste receptor € uma proteina denominada imunoglobulina que
estd ligada a membrana e é capaz de se ligar a antigénios especificos livres. Estas
imunoglobulinas sdo indispensaveis para a activacdo dos LB e para a sua diferenciacao
em plasmocitos, células produtoras de anticorpos. Deste modo, estes linfocitos
constituem a imunidade humoral (Arosa et al., 2007). Os LB possuem ainda na sua
membrana plasmaética moléculas de MHC Il que permitem que estes funcionem como
células apresentadoras de antigénios (APCs) (Kindt et al., 2007).

Os LT e as células NK seréo explicados mais a frente.

Mondcitos, macrdfagos e células dendriticas

Os mondcitos desenvolvem-se na medula 6ssea, depois circulam temporariamente no
sangue periférico até migrarem para os tecidos, onde se diferenciam em macréfagos e
alguns tipos de células dendriticas (DC) (Arosa et al., 2007).

Nos tecidos, quando os mondcitos se diferenciam em macrofagos, sofrem varias
transformacdes que lhe permitem assegurar as diversas funcdes fisioldgicas, pois
existem em quase todos os tecidos do corpo. Esta diferenciacdo conduz a um aumento
da capacidade fagocitica, do numero de lisossomas portadores de enzimas hidroliticas e
da capacidade de activar LT. Além disso, também expressam niveis mais elevados de
MHC I, permitindo-lhes funcionar mais eficazmente como APCs.

As DC tém uma morfologia dendritica ou estrelada. Na sua forma imatura, estas
células séo especializadas em captar antigenios, tornando-se maduras em resposta a

diversos estimulos e especializadas em estimular LT. Existem 4 tipos de DC, mas
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apesar das suas diferencas, todas tém a capacidade de expressar niveis elevados de
MHC Il, sendo as APCs mais potentes (Arosa et al., 2007 e Kindt et al., 2007).

Granulécitos

Os granuldcitos sdo classificados em trés tipos: neutrofilos, eosindfilos e basofilos.
Esta divisdo tem por base a morfologia celular e as caracteristicas de coloracdo
citoplasmatica.

Os neutrofilos sdo células fagociticas, tém um tempo de vida curto e sdo as primeiras
células a serem recrutadas do sangue para o local de inflamacdo. Estas células coram
com os dois tipos de corantes: acido e basico.

Os eosinofilos também sdo células fagociticas, apesar de esta sua capacidade ser mais
fraca. Estas células actuam libertando o conteddo dos seus granulos para o meio
extracelular, sendo a sua ac¢do principalmente contra parasitas. Estas células coram de
vermelho com o corante eosina vermelha, que é um corante acido.

Os basofilos ndo tém capacidade fagocitica, estando principalmente envolvidos em
respostas alérgicas por libertarem substancias farmacologicamente activas como
heparina e histamina. Estas células coram de azul com o corante azul-de-metileno
(Arosa et al., 2007 e Kindt et al., 2007).

Linfécitos T

Os LT pertencem ao grupo dos leucécitos, como referido anteriormente, e sdo 0s
principais efectores da imunidade celular. Realizam a sua maturagéo no timo e possuem
tal como os LB, um receptor caracteristico a superficie da membrana, denominado de
receptor da célula T (TCR). O TCR apenas reconhece antigénios processados e que
sejam apresentados a superficie das APCs associadas a moléculas de MHC. Estes
linfécitos tém tamanho pequeno, contudo quando sofrem activagdo aumentam de
tamanho e o seu citoplasma torna-se maior.

As células que nunca interagiram com um antigénio sdo referidas como células naive.

Assim ap0s o0 contacto com o0 antigénio combinado com uma molécula MHC a
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superficie das APCs, a célula T naive liga-se ao antigénio, prolifera e diferencia-se em
dois tipos de células: celulas T de memoria e células T efectoras (Arosa et al., 2007 e
Kindt et al., 2007).

Maturacéo dos linfocitos T

Os LT derivam de HSC da medula déssea e migram para o timo onde vao sofrer o
processo de maturacdo. Apos entrada no timo, os LT entram em contacto com as células
do estroma timico, induzindo sinais que induzem o comprometimento celular dos LT e
fornecem os estimulos necessarios para que se dé a proliferacdo e a maturacdo destas
células designadas por timaécitos (LT imaturos). Este processo de maturacdo € composto
por 3 estadios (I, Il e 111), baseado na expressdo membranar das moléculas CD4 e CD8 e
do complexo TCR-CD3.

Na regido subcapsular do cortex, os timdcitos iniciais (estadio 1) caracterizam-se por
ndo expressarem a superficie o complexo TCR-CD3, nem os co-receptores CD4 bem
como os CD8, sendo por isso, denominados por duplos negativos (DN). Estes DN
constituem uma populagdo minoritaria (1 — 5% dos timdcitos) com intensa actividade
proliferativa, que sdo capazes de se auto-renovarem e de originarem todas as outras
populacdes timicas. Estas células podem se dividir em 4 sub-populacdes de acordo com
a expressdo de CD117, CD44 e CD25.

Quando os timocitos chegam ao cortex (estadio Il), perdem a sua capacidade
proliferativa e iniciam o rearranjo dos genes da cadeia p do TCR, expressando depois
esta cadeia na superficie membranar. Esta cadeia combina-se com uma cadeia pré-o e
associa-se ao complexo CD3 formando um pré-receptor da célula T (pré-TCR). Estas
celulas passam a expressar niveis baixos ou intermédio do complexo CD3-TCRof3, bem
como dos co-receptores CD4 e CD8, sendo designados por duplos positivos (DP). Os
DP constituem a populagdo maioritaria (80-90%) dos timdcitos, no entanto sdo
funcionalmente incompetentes (Ellmeier et al., 1999).

Quando os DP ultrapassam a juncdo cortico-medular (estadio Ill1), em direcgdo a
medula, passam a expressar niveis elevados do complexo TCRap-CD3 e assumem um
fenotipo single positive, CD4" ou CD8". Estes timdcitos com fenotipo single positive
constituem cerca de 5 a 10 % do total de timécitos na medula do timo, correspondendo

a uma pequena percentagem de timocitos que sobreviveram e alcangaram a maturidade.
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Assim, estes timocitos ja podem deixar a medula e colonizar os tecidos linfoides
periféricos (Kindt et al., 2007; Paiva A, 2008 e Virella G, 2001).

Origem da diversidade dos linfécitos T

A expressdo do TCR esta envolvida no processo de maturacdo dos LT. O TCR é
responsavel pelo reconhecimento do complexo péptido-molécula de MHC, contudo ndo
consegue transmitir sinais intracelulares. Assim, o0 TCR é expresso na superficie dos LT
em associa¢do com uma molécula de sinalizacdo designada CD3, por isso, normalmente
é denominado de complexo TCR-CD3 (Arosa et al., 2007).

O TCR é um heterodimero formado por duas cadeias peptidicas da superfamilia das
imunoglobulinas. Cada cadeia é formada por uma regido varidvel e uma regido
constante. Existem 2 tipos de TCR: TCRap, que ¢ formado por uma cadeia o associada
a uma cadeia B, representando 95-99% dos LT presentes na circulacdo e o TCRyd, que é
formado por cadeia y associada a uma cadeia 9, representando apenas 1-5% . Os genes
do TCR estdo sujeitos a rearranjos aleatérios VDJ, contribuindo deste modo para a
diversidade do TCR e consequentemente diversidade dos LT. O TCRyd permanece em
DN enquanto o TCRap sofre todo o processo de maturagdo, mencionado anteriormente.

No entanto, a diversidade de moléculas do TCR produzidas deve ser conferida e
seleccionada para que ndo ocorra reaccao contra o proprio (reconhecimento de auto-
antigénios) e apenas ocorra 0 reconhecimento dos antigenios exdgenos que Sao
apresentados pelas moléculas MHC | e Il do prdprio. Assim, os timécitos sdo
submetidos a dois tipos de selec¢do, primeiro a positiva e posteriormente a negativa.

A seleccdo positiva ocorre na regido do cértex do timo e envolve a interaccdo dos
timdcitos imaturos com as células epiteliais timicas. S6 os timécitos que apresentem um
TCR capaz de se ligar com um certo grau de afinidade as moléculas de MHC | ou as
MHC II, é que podem continuar a sua maturacdo. Se essa afinidade for muito forte ou
muito fraca, essas células morrem por apoptose.

Se 0 TCR se ligar as moléculas MHC 1, ocorre o silenciamento de CD4" e os DP déo
origem aos LT CD8", denominados por CTL. Por outro lado, se essa ligagdo ocorrer
com as moléculas do MHC 1I, é o co-receptor CD8 que € silenciado originando os LT
CD4+, designados por linfécitos Th (Arosa et al., 2007, Kindt et al., 2007 e Virella G,
2001).
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Todavia, alguns timdcitos que sdo seleccionados positivamente podem possuir um
TCR capaz de reconhecer alguns auto-antigénios e por isso, tem de ser seleccionados
negativamente. Os timdcitos que interagem com elevada afinidade com os auto -
antigénios morrem por apoptose (Kindt et al., 2007 e Virella G, 2001).

Cerca de 98% de todos os timocitos ndo matura e morre por apoptose, seja por nao
conseguirem realizar um rearranjo produtivo do gene do TCR, ou porque néo

conseguiram escapar a seleccao timica (Kindt et al., 2007).

Activacgdo dos linfocitos T

A interac¢do do complexo TCR-CD3 presente quer nos LT CD4" quer nos LT CD8",
com as moléculas de MHC 1l e MHC I, respectivamente, € o sinal de activacao primario
que confere especificidade a resposta do LT. Contudo, este sinal ndo é suficiente para
induzir a proliferacdo dos linfocitos T naive, sendo necessario o envolvimento de outros
sinais designados por acessorios. Estes sinais acessorios sdo 0s sinais transmitidos pelos
co-receptores CD4 e CD8 e pelo receptor CD28. O CD28 ¢ considerado o receptor
activador mais importante dos LT e transmite o sinal de activagdo 2 que vai sinergizar
com o sinal de activacdo 1. Este receptor pode interagir com 0 CD80 e CD86 presentes
nas APCs.

Além disso, os LT expressam a sua superficie moléculas de adesdo e de sinalizacao.
As moléculas de adesdo facilitam a migracdo de LT circulantes, através da interac¢do
com células endoteliais vasculares, para lugares de infec¢do. Os sinais de sinaliza¢do
podem ser activadores ou inibidores, sendo que a menor ou maior expressdao de um ou

outro tipo dita qual o estado de activacao e diferenciacdo de LT (Arosa et al., 2007).

Processo de diferenciagdo dos linfocitos T

Como resultado da activagéo, os LT naive sofrem um processo de expansao clonal e,
de seguida, através de um processo de diferenciacdo transformam-se em LT de memodria
e/ou efectores. Este processo de diferenciacdo envolve alteracdes na expressdo quer de
receptores de superficie quer de citocinas intracelulares. Esta proliferacdo é promovida

principalmente pela citocina IL-2 produzida pelos préprios linfocitos em divisdo (acgdo
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autocrina). Desta forma, os principais marcadores da diferenciacdo incluem receptores
para citocinas e factores de crescimento, como a cadeia o do receptor para a IL-2
(CD25) ¢ a cadeia B do receptor para a IL-2 (Arosa et al., 2007).

Os LT efectores derivam de células T naive e células de memdria apos activacdo. As
mesmas exercem funcgdes especificas dependendo do tipo de célula que lhe deu origem,
possuindo um tempo de vida curto.

Os LT de memoria derivam de células T naive e células efectoras, depois de estas
terem estado em contacto com o antigénio. S&o células resting mas com capacidade de
resposta a uma nova exposicdo ao mesmo antigénio. Estas células possuem um tempo
de vida maior e respondem mais rapidamente ao mesmo antigénio quando ocorre um
segundo contacto com o0 mesmo antigénio, gerando uma resposta secundaria (Kindt et
al., 2007).

A. Diferenciacédo e funcéo de linfocitos T CD4+

Os LT CD4 tém como funcdo fundamental ajudar as outras células a desempenhar as
suas funcGes, sendo por isso normalmente denominados de linfécitos T auxiliares ou
LTh. Contudo podem existir algumas subpopulagdes de LT CD4" que desempenham
funcdes citotoxicas (Arosa et al., 2007).

Ap0s activacdo, resultante da apresentacdo do antigénio pelas APCs através das
moléculas de MHC | e de outros sinais co-estimulatorios referidos anteriormente, 0s
linfocitos Th diferenciam-se em 4 grandes subpopulacdes, Thl, Th2, LT reguladores
(LTreg) e Th17. Estas subpopulactes estdo bem definidas e distinguem-se no padrao de
citocinas segregado gque, em grande parte, determina a sua funcdo.

Os linfécitos Thl originam-se como resposta a producdo de IL-12 e IFN-y pelas APCs
e caracterizam-se por produzirem principalmente o IFN-y, IL-2 e factor de necrose
tumoral (TNF)-a. Estas células sdo responsaveis por promover respostas imunoldgicas
contra virus e patogéneos intracelulares, através da activacdo de macrofagos e CTL.
Além disso, também podem estar envolvidas em doencas auto-imunes.

Os linfocitos Th2 originam-se como resposta a producdo de IL-4 pelas APCs e
caracterizam-se pela producdo de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13. Estas células
medeiam a resposta imune contra parasitas extracelulares, e promovem a producdo de

anticorpos pelos LB e as respostas mediadas por eosinéfilos e mastécitos, estando assim

29



Capitulo 1 Introducéo

envolvidas principalmente na imunidade humoral. Além disso, também podem estar
associadas com reacces alérgicas.

As citocinas produzidas pelos Thl suprimem a proliferagdo de Th2 e vice-versa.
(Kindt et al., 2007 e Zhu J e Paul W, 2008).

Os LTreg constituem uma pequena fraccdo dos LT CD4+ circulantes, possuem como
fungdo suprimir as respostas imunol6gicas mediadas por outros LT e caracterizam-se
principalmente pela elevada expresséo do factor de transcrigdo Foxp3 e do CD25. Estes
linfécitos podem se subdividir em dois tipos: naturais e induzidos. Os LTreg naturais
representam a maioria dos LTreg, sendo produzidos no timo como uma subpopulacao
de celulas naive, maduras e funcionalmente distintas, que persistem na periferia com
fungdes estaveis. Os LTreg induzidos, como o nome indica, sdo induzidos de forma
especifica na periferia a partir de LT naive por estimulacdo antigénica (Arosa et al.,
2007 e Paiva A, 2008).

Os linfocitos Th17 caracterizam-se principalmente pela produgdo de IL-17, mas
também produzem outras citocinas com caracter inflamatério, como IL-21, IL-22 e IL-

10. Estas células estdo envolvidas em doencas auto-imunes (Zhu J e Paul W, 2008).

B. Diferenciacdo e funcéo de linfocitos T CD8"

Os linfocitos T CD8 activados desempenham funcGes efectoras mais directas, sendo
também designados de CTL. Todavia podem existir algumas subpopulacdes de LT
CD8" que possuem caracteristicas das células Th (Arosa et al., 2007).

Ap0s activacdo induzida por péptidos reconhecidos no contexto de moléculas de MHC
I, os LT CD8" naive passam por uma fase inicial de expansio, que se associa a uma
actividade efectora citotdxica temporaria. De seguida sofrem apoptose, sobrevivendo
apenas alguns que se diferenciam em duas subpopulac@es: LT de meméria central e LT
de memoéria efectora, mais conhecidos por LT de memoéria e LT efectores,
respectivamente. Os LT de memoria localizam-se em 6rgdos linfoides secundarios
enquanto os LT efectores localizam-se, preferencialmente, em 6rgaos ndo-linféides.

Os CTL maduros possuem 2 mecanismos principais para induzir a apoptose da célula.
Os mecanismos que induzem a morte das células-alvo podem envolver: libertacdo de
enzimas liticas (perforina e granzimas) e interaccdo do ligando Fas (FasL) com o seu

receptor, o Fas, presente na superficie das células-alvo. A perforina origina poros na
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membrana das células — alvo. Estes poros facilitam a entrada das granzimas (granzima a
e granzima b), que sdo proteases serinicas, que activam cascatas bioquimicas que
culminam na morte celular. A ligacdo do FasL ao Fas leva ao recrutamento de proteinas
intracelulares que activam caspases e consequentemente induzem morte celular por
apoptose.

Os LT CD8" podem também secretar citocinas com actividade anti — viral,
principalmente IFN-y e TNF-a, as quais actuam na activagdo dos fagocitos, induzindo
inflamacéo (Arosa et al., 2007 e Kindt et al., 2007).

C. Diferenciacao e funcao de linfécitos T yd

Os LT v4 representam apenas uma pequena fraccdo dos LT circulantes (1-5%) (Kindt
et al., 2007). Tém origem em timdcitos imaturos DN porque durante a sua maturagdo
ndo passam pelo estadio de co-expressdo de CD4 e CD8, contudo algumas células
podem expressar CD8. Estes linfocitos apresentam niveis elevados de CD3 quando
comparados com outros LT.

O desenvolvimento dos LT yd pode ocorrer de forma dependente do timo mas também
independente, pois algumas subpopulacfes precisam de entrar em contacto com 0s
tecidos periféricos para se diferenciarem (Arosa et al., 2007 e Tripodo et al., 2009).

Estas células sdo consideradas por um lado, células da imunidade inata, uma vez que
desenvolvem uma resposta rapida contra agentes estranhos, por outro, sdo consideradas
células da imunidade adaptativa pois desenvolvem memdria e desempenham funcgdes
importantes no controlo da infecgdo (Brandes et al., 2005). Os LT yd desempenham
varias funcbes diferentes, sendo uma delas a actividade citotoxica mediada pelas

moléculas citoplasmaticas, perforina e granzima B (Tripodo et al., 2009).
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Células NK

As células NK sédo linfécitos grandes granulares que derivam de CLP e exibem
actividade citotdxica contra células infectadas na auséncia de qualquer activagdo prévia,
pertencendo assim a imunidade inata.

Estas células reconhecem as células-alvo através de duas vias. Nalguns casos, esse
reconhecimento é feito pelo nivel de expressdao de MHC 1 nas células — alvo, ou seja,
celulas com MHC | baixo ou ausente s&o alvo de lise. Por outro lado, o reconhecimento
é mediado por anticorpos ou ADCC (antibody dependent cell cytotoxicity), devido ao
facto de estas células expressarem um receptor membranar de baixa afinidade para a
regido constante das imunoglobulinas IgG, denominado por CD16.

Os linfécitos NK possuem na sua membrana celular um grande nimero de receptores
com funcGes activadoras ou inibidoras. As trés principais familias dos receptores sdo: a
super familia dos receptores semelhantes a lectina tipo C, o0s receptores de
citotoxicidade celular e a superfamilia dos KIR (Killer cell immunoglobulin like-
receptor). Assim, quando os sinais positivos excedem os sinais negativos, as funcoes
efectoras das células NK séo iniciadas. Essas func¢Bes incluem a secrecéo de citocinas,
TNF —a e IFN-y, e citotoxicidade directa das células alvo, através das moléculas
citotoxicas (perforina e granzimas) e ligacdo do FasL ao Faz (Kindt et al., 2007).

A maioria das células NK é definida fenotipicamente pela auséncia da expressdo de
CD3 e pela presenca de CD56. Estas células, com base nos niveis de expressdo de
CD56, podem ser divididas em 2 subpopulacBes com caracteristicas distintas, NK
CD56""9" e NK CD56"™.

As células NK CD56"" expressam niveis elevados de CD56 e baixos niveis de CD16
e caracterizam-se por terem uma elevada capacidade de producdo de citocinas e
quimiocinas em comparacdo com as NK CD56%™.

As células NK CD56%™ representam a maioria das células NK (~90%), expressam
niveis moderados de CD56 e niveis altos de CD16 e KIR, o que lhes permite terem uma
actividade citotéxica elevada, comparativamente com os CD56""9" (Cheent K e Khakoo
S, 2010).

32



Capitulo 1 Introducéo

Células NKT

As células NKT expressam, simultaneamente, receptores de células NK e TCRap,
podendo interagir com moléculas MHC | e moléculas MHC I1. Podem ser encontrados
na corrente sanguinea e em alguns érgdos, incluindo o figado, o baco, a medula 6ssea e
o timo. A maioria destas células sdo CD8", contudo podem existir também células CD4"
e CD4"CD8". Estes linfocitos produzem maioritariamente citocinas Thl (IFN-y e TNF-
a) e granulos citotoxicos (perforina e granzimas), podendo estar envolvidos na

regulacao de doencas infecciosas, auto-imunes e tumorais (Arosa et al., 2007).

RESPOSTA IMUNE A INFECCAO PELO VHC

O sistema imunitario tem a funcdo de eliminar a infeccdo por VHC sem causar danos
no hospedeiro, enquanto por outro lado, o virus tenta co-existir escapando a resposta
imune. O hospedeiro procura combater a infeccdo de uma forma coordenada. Primeiro
pela imunidade inata que sendo a primeira linha de defesa do organismo, intervém
através de varios mecanismos ndo especificos, como a accdo de células NK. Por fim,
pela imunidade adquirida que j& necessita da apresentacdo de antigénios APCs,
causando a secrecdo de anticorpos pelos linfécitos B activos (imunidade humoral) e
accdo de linfocitos Th (LT CD4") e CTL (LT CD8") que constituem a imunidade
celular.

O VHC possui muitas estratégias para fugir a resposta imune do hospedeiro, podendo
afectar especificamente as células NK. Estas células sdo activadas na fase aguda da
infeccdo levando ao aumento da producdo de IFN-y e de moléculas citotoxicas. Além
disso, sabe-se que ocorre um aumento das células NK CD56""" comparativamente
com individuos saudaveis. Sabe-se que, na infecgdo crdnica, ocorre alteragdes na
frequéncia, fenotipo e funcdo das células NK, quando comparados com individuos
saudaveis (Cheent K e Khakoo S, 2010). No entanto, varios resultados publicados
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diferem quanto ao aumento ou diminuicdo da expressdo dos marcadores de activacao,
receptores de citotoxicidade natural e as suas funcdes efectoras (Ahlenstiel et al., 2010).

A alteracdo do perfil de citocinas produzidas pelas células NK na infec¢do cronica
pode ser relevante para a persisténcia da infecgdo. Assim uma resposta ineficaz das
células NK pode levar a incapacidade de gerar uma resposta imunitaria adaptativa
adequada (Cheent K e Khakoo S, 2010).

As APCs tém como fungdo fundamental alertar o sistema imune para a presenca de
uma infeccdo viral. Desta forma, uma atenuacdo das interaccdes das APCs com os LT
pode levar a diminuicdo da capacidade do hospedeiro em eliminar o virus e
consequentemente promover a persisténcia da infecgao.

Em contraste com outras doengas, em que 0s anticorpos tém um papel essencial na
eliminacdo dos agentes patogénicos, através da neutralizacdo dos virides e degradacédo
dos antigénios estranhos, os anticorpos produzidos contra 0 VHC ndo conseguem
eliminar de uma forma eficaz o virus. A incapacidade de “montar” uma resposta
humoral eficaz pode dever-se particularmente as interacgdes entre as proteinas virais e
os receptores celulares. A proteina E2 tem um papel importante nas etapas iniciais da
ligacdo viral aos hepatocitos. Esta proteina possui uma elevada taxa de mutagdo, que
leva & producdo de variantes de VHC, induzindo assim um decréscimo no
reconhecimento e ligagdo aos anticorpos. Embora sejam produzidos pelo hospedeiro,
anticorpos contra outras proteinas do VHC, estes ndo contribuem para a neutralizacédo
viral, uma vez que ndo sdo encontrados na superficie dos virides (Sklan et al., 2009).

Uma vez que a imunidade humoral ndo € suficiente para erradicar o VHC, a resolucéao
da doenca depende de uma resposta celular coordenada e eficaz, sendo o0s seus
principais efectores os LT. Doentes que recuperam da infeccdo aguda apresentam
respostas de células T especificas ao VHC acentuadas e multi-especificas. Em contraste,
as respostas de células T especificas ao VHC nos doentes infectados cronicamente, séo
geralmente fracas, de foco limitado, e muitas vezes disfuncionais (Boettler et al., 2005).

Os linfocitos Th sdo os principais coordenadores da resposta imune adaptativa, uma
vez que podem actuar na indugdo e manutencéo das respostas dos LT CD8" e linfécitos
B. Assim, uma diminuicdo nestas células pode atenuar as respostas LT CD8" que por
sua vez, leva a uma viremia prolongada. As subpopulac6es das células Th tém distintas
funcOes e a sua activagdo pode ter consequéncias clinicas importantes. As células Thl
sdo importantes no controlo do virus pois libertam IFN-y, TNF-a e IL-2, activando

varios mecanismos anti-virais, aumentando a expressdo de moléculas MHC na
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superficie das ceélulas infectadas ou activando CTL e células NK. As células Th2
medeiam a activacao das células B e a secrecdo de anticorpos, regulando negativamente
a resposta Thl e induzindo um efeito inibitorio no sistema imune do doente (Sklan et
al., 2009).

Contudo durante a infecgdo pelo VHC a libertagédo de I1L-12 é reduzida, levando a uma
diferenciacdo das células T CD4" para um fenétipo Th2 e modificando assim a
funcionalidade das células T CD4". Assim, a polarizacdo da resposta imune para Th |
associa-se a um combate activo a infeccdo enquanto a evolucao para infeccdo crénica
deve-se ao predominio da resposta Th2 (Reiner S, 2007).

Os LT CD8" sdo importantes células efectoras do sistema imune que conduzem directa
ou indirectamente & morte da célula infectada. Além da producdo de citocinas anti-virais
(TNF-a e IFN-y) os CTL podem induzir a morte das células infectadas pela produgéo de
granzima B, perforina e pela ligacdo Fas/FasL (Raina D e Wu G, 2004). A infeccdo por
VHC pode prejudicar a funcionalidade destas células, dificultando a sua maturacédo e
alterando a sua funcéo efectora. Na infeccdo aguda, ocorre uma grande actividade destes
CTL, estando esta resposta multi-especifica associada a diminuicdo da infecgdo viral.
Apbs a fase aguda, verifica-se uma interrup¢do da sua maturacdo, o que conduz a uma
perda da sua capacidade de proliferacdo, das fungdes efectoras, com diminui¢do da
secrecdo de IFN-y e de TNF-a, e da produgdo de perforina e granzima B. Estas
alteracdes conduzem a uma capacidade reduzida dos CTL para desencadear eventos
intracelulares que sdo essenciais na eliminacdo viral. Além disto, a incapacidade das
células T CD8+ de combater algumas infeccbes pelo VHC poderé estar relacionada com
o polimorfismo genético ao nivel dos antigénios de MHC | que poderdo levar ao
bloqueio da maturacdo ou a anergia destas células efectoras, ou 0s dois mecanismos em
conjunto (Sklan et al., 2009).

Resumidamente, pode se afirmar que a resposta imunoldgica é insuficiente para
controlar a infeccdo pelo VHC, que se torna persistente na maioria dos doentes. Assim
sd30 necessarios mais estudos para tentar compreender melhor as respostas imunes e

porque falham na proteccao contra o virus.
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Figura 8. Representacéo esquematica da resposta imunidade adaptativa especifica para o Virus
da Hepatite C. Abreviaturas: Ab, anticorpo; APC, célula apresentadora de antigénio; CD8+
CTL, Linfécitos T citotoxicos ou linfécitos T CD8+; HCV, Virus da Hepatite C; CD4+ Th cell,
células T helper ou células T CD4+ (adaptado de Freeman et al., 2001).

TERAPIA DE COMBINACAO DE PEG-IFN-A E RIBAVIRINA E
ASSOCIACAO A RESPOSTA IMUNE

Vaérios estudos tém sido realizados no ambito de tentar perceber a influéncia do
tratamento com peg-IFN-a e ribavirina na resposta imune contra o virus da hepatite C,
pois como referido anteriormente este tratamento é pouco eficaz.

Os mecanismos imunoldgicos do hospedeiro tém uma importancia primordial na
eliminacdo viral apos a terapéutica. Os doentes que mantém uma resposta sustentada
apos o tratamento apresentam uma carga viral baixa e uma resposta imune celular
especifica activa pré-tratamento, que vai ser amplificada durante a terapéutica. Por outro
lado, os doentes que na fase antes do tratamento apresentam uma resposta imune celular
pouco expressiva, ndo vao modificar muito essa resposta durante o tratamento e vao ser
ndo respondedores no final da terapia (Caetano et al., 2008; Lasarte et al., 1998 e Lohr
etal., 1999).
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Durante a terapia, ocorre um aumento da citotoxicidade das células NK, isto pode
dever-se ao aumento da desgranulacdo e da capacidade de induzir apoptose. Além disso,
sabe-se que a resposta ao tratamento leva ao aumento de nimero de células NK (Cheent
K e Khakoo S, 2010).

O peg-IFN-a e a ribavirina tém ambos efeitos imunomoduladores conduzindo ao
aumento da resposta Th1l e consequente inibi¢do da resposta Th2. Além disso, o IFN
estimula a activacao das células NK e dos LT (Myrmel et al., 2009 e Tilg H, 1997).

CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo (CF) é uma técnica multiparamétrica de particulas em
suspensdo, permitindo analisar qualitativamente e quantitativamente cada particula
individualmente.

O uso da CF tem vindo a aumentar substancialmente nos laboratorios clinicos, devido
sobretudo ao desenvolvimento de citometros mais pequenos, menos dispendiosos e mais
faceis de usar. A CF tem uma ampla aplica¢do clinica em imunologia, oncologia,
hematologia e doencas genéticas, podendo recorrer-se a andlise de uma grande
variedade de amostras, como sangue total, medula dssea, urina e tecidos sélidos (Brown
M e Wittwer C, 2000).

Principios da técnica

Um citémetro de fluxo é composto por 3 sistemas principais: fluidos, dpticos e
electronicos. O sistema de fluidos transporta as particulas através da camara de fluxo. O
sistema Optico é composto pelos lasers e filtros dpticos. O sistema electrénico converte
sinais de luz em sinais electrénicos que podem ser processados por um computador.

A suspensdo celular incluida na corrente de fluxo laminar de um liquido condutor,
atravessa a camara de fluxo, onde ocorre a passagem de cada particula uma a uma. Essa
camara € atravessada por um ou mais lasers com um comprimento de onda pré -
estabelecido. Sempre que um laser intercepta uma célula, a radiacéo vai sofrer dispersédo
quer na direccdo do feixe de luz (Forward Scatter — FSC) quer lateralmente (Side
Scatter — SSC) num angulo de 90°.
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O FSC é detectado por fotodiodos, que sdo menos sensiveis aos sinais luminosos, e da-
nos informacéo sobre o tamanho celular, baseado na difracgéo da luz.

O SSC mede a luz refractada, sendo proporcional a granularidade / complexidade
celular e é detectado por tubos fotomultiplicadores (PMTS5).

Compostos intracelulares ou passiveis de se ligar a moléculas fluorescentes
(fluorocromos), permitem a diferenciacdo selectiva de subpopulagcdes com base na
combinacdo de varios fluorocromos. Os fluorocromos absorvem a luz num determinado
comprimento de onda e depois emitem-na noutro comprimento de onda superior. A
fluorescéncia destes compostos é tambem detectada por PMTs, através de um sistema
de lentes, espelhos dicroicos e filtros épticos. Os filtros dpticos sdo colocados em frente
aos PMTs, de forma a permitir que cada detector seja especifico para uma gama estreita
de comprimentos de onda.

Os sinais luminosos sdo convertidos em sinais electronicos pelos fotodetectores
(fotodiodos e PMTSs) e estes, por sua vez, sao convertidos em sinais digitais, que sdo
armazenados no computador. As células sdo depois agrupadas em diferentes formatos
consoante o nimero de parametros analisados: s6 um parametro (histogramas), 2 ou 3
parametros em simultaneamente (2-D plot ou 3-D plot) (BD Biosciences, 2000 e Silva
etal., 2004).
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BTN o || ' || D
FSC
Flow Cell . Photodiode

Figura 9. Representacdo esquematica do sistema Optico do citometro de fluxo (adaptado de
http://www.biology.sjsu.edu/specialprogs/flocyto/html/fc-p03.html).
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Dada a influéncia da resposta imune no controlo da infeccdo por virus da hepatite C e
na resposta ao tratamento, o objectivo principal deste trabalho foi caracterizar a resposta
imune em doentes com infec¢do cronica por virus da hepatite C, submetidos a
tratamento com interferdo-a peguilado e ribavirina, ao longo do tratamento. Além disso,
também se comparou as respostas imunes nos doentes respondedores a terapia e nos nao

respondedores, de modo a detectar um biomarcador preditivo da resposta a terapéutica.

Para alcancar este objectivo procedeu-se ao estudo de um grupo de individuos
infectados cronicamente com VHC e de um grupo de individuos controlo, utilizando
amostras de sangue periférico. Deste modo pode comparar-se os resultados obtidos,
relativamente a:
- Quantificacio de linfocitos T e das suas subpopulagdes (LT CD4*, LT
CD4%/CD56", LT CD4'/CD56", LT CD8", LT CD8'/CD56", LT CD8'/CD56", LT
CD4"/CD8", LT CD4'/CD8"/CD56", LT CD4"/CD8/CD56, LT v5 e LTreg).
- Quantificacdo de células NK e das suas subpopulacdes (NK CD56™" e NK
CD56%™).
- Frequéncia das subpopulacdes de LT e de células NK com fendtipo citotdxico,
avaliando a expressdo de perforina e granzima B, bem como a quantidade destas
moléculas produzidas por célula.
- Frequéncia das subpopulagdes de LT CD4" e LT CD8" produtoras de IFN-y e TNF-
a, apos activagdo, assim como as subpopulaces de células NK produtoras destas

citocinas. Avaliando-se também a quantidade de citocinas produzidas por célula.
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POPULACAO EM ESTUDO

A populacdo em estudo envolveu dois grupos, um grupo de doentes com infeccao
cronica por VHC submetido a terapéutica com peg-IFN-o e a ribavirina e um grupo
controlo. Estes doentes foram acompanhados num hospital da regido de Coimbra
(Centro Hospitalar Universitario de Coimbra-CHUC).

Foram colhidas amostras de sangue periférico de 20 doentes cronicamente infectados
por VHC, 16 homens com uma média de idade 40,27 £ 7,27 e 4 mulheres com 47,25 +
11,30. Estes doentes apresentavam carga viral elevada 299860,92 + 256164,79 (Ul/ml),
antes do inicio do tratamento.

Para controlos, recorreu-se a 19 individuos saudaveis, 15 homens com uma média de
idade 45,08 £ 11,74 e 4 mulheres 44,83 £+ 11,60.

O grupo dos doentes foi também, posteriormente, dividido em dois subgrupos de
acordo com a resposta a terapéutica anti-viral, respondedores e ndo -respondedores.

MATERIAL BIOLOGICO

As amostras de sangue periférico foram colhidas por puncdo venosa para 2 tubos de
recolha de sangue, um tubo com EDTA e outro com heparina de litio. Esses tubos
apresentam tampas de cores diferentes para facilitar a sua identificacdo, cor roxa e cor
verde, respectivamente.

O tubo de sangue de EDTA foi utilizado no hemograma, fenotipagem e estudo da
actividade citotdxica. Por outro lado, o tubo de sangue em heparina de litio foi usado na
activacdo dos linfocitos.

As amostras de sangue dos doentes foram colhidas em varios tempos, antes do inicio

do tratamento (més 0) e ao 1°, 3°, 6° més de tratamento.
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IMUNOFENOTIPAGEM

A analise fenotipica dos linfocitos do sangue periférico foi efectuada, por marcagédo
directa de sangue total, a oito cores, utilizando anticorpos monoclonais (mADb)
conjugados directamente com moléculas fluorescentes, chamadas de fluorocromos.

Num tubo de citometro, pipetou-se 150 pL de SP colhido em EDTA e adicionou-se 0s
diferentes mAb conjugados com os respectivos fluorocromos (tabela 1). Os volumes
utilizados foram os recomendados pelos fabricantes.

De seguida, homogeneizou-se no vortéx e colocou-se a incubar durante 15 minutos,
protegidos da luz a temperatura ambiente, de modo a garantir as condi¢Ges dptimas de
ligacdo dos mAb a superficie das células e evitando a perda de fluorescéncia pelos

fluorocromos conjugados aos monoclonais.

Tabela 1. Marcagdo utilizada para o estudo fenotipico dos linfdcitos.

PerCp 5.5 (peridin

CD3 ] SK7 BD Biosciences
chlorophyll protein cy 5.5)
PC7 (Phycoerythrin-
CD56 ) N901 Beckman Coulter
Cyanine 7)
CD127 Alexa HIL-7R-M21 | BD Pharmingen ™
APC H7 (allophycocyanin
CD25 (allophycocy M-A251 BD Pharmingen ™
H7)
CD4 PB (pacific blue) clone RPA-T4 | BD Pharmingen ™
CD8 V500-PO ( pacific orange) | clone RPA-T8 BD Horizon

mADb

intracitoplasmatico

. FITC (fluorescein ) ™
Perforina o 8G9 BD Pharmingen
isothiocyanate)

Granzima B PE (phycoerythrin) CLB-GB-11 Pelicluster ™

Findo esse tempo, as células foram fixadas e permeabilizadas usando o kit Intraprep
(Beckman Coulter) composto por 2 solu¢Bes. Num primeiro passo, as células foram

fixadas com a solugdo 1. Apos lavagem com tampédo fosfato salino (PBS) e
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centrifugacdo (1500 rpm, 5 minutos), foi induzida a permeabilizacdo com a solugéo 2.
Depois, adicionou-se 0s mAb intracitoplasméticos (tabela 1), sendo os volumes
utilizados recomendados pelos fabricantes.

Homogeneizou-se no vortex e realizou-se, de novo, uma incubacdo, nas mesmas
condigdes anteriores.

Procedeu-se, a uma ultima lavagem e centrifugacdo, nas condi¢cBes mencionadas
anteriormente, seguida de rejeicdo do sobrenadante, com o objectivo de eliminar os
anticorpos que ndo ligaram.

Por fim, ressuspendeu-se as células em 250 puL de PBS para posterior aquisi¢cdo no

citbmetro.

AVALIACAO DO PERFIL CITOTOXICO

O perfil citotoxico das células foi avaliado no tubo utilizado na imunofenotipagem,
mais precisamente na analise da expressdo dos mAB intracitoplasmaticos, perforina e

granzima.

AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS

Foi também avaliada a capacidade das células para produzir citocinas como o IFN-y e
0 TNF-a, ap6s estimulag@o in vitro. As citocinas produzidas foram detectadas atraves de

anticorpos monoclonais especificos apds permeabilizacdo da membrana celular.

Activacéo dos linfocitos

Procedeu-se a cultura de células num tubo de citometro, durante 4 horas, em ambiente
estéril, a 37 ° C e em atmosfera hiumida com 5% CO,. Para tal, 500 pL de SP colhido
em heparina de litio foi cultivado em meio de cultura com 500 puL de RPMI-1640

(Gibco), suplementado com 2 mM de L — glutamina, na presenca de 2 pL de Brefeldina
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A (10 pg /ml; Sigma), 2 pL de ionomicina (1 pg / ml; Sigma) e 25 pL de uma diluicdo
de 1:10 de phorbol 12-myristate 13 acetate (PMA) com PBS (50 ng / ml; Sigma).

A brefeldina A é um inibidor do transporte de proteinas, ou seja, interfere com o
transporte vesicular do RE para o complexo de golgi, permitindo assim que as citocinas
sintetizadas pelas células se acumulem no seu interior. Deste modo, é possivel realizar
posteriormente uma marcacdo intracelular das citocinas a estudar (Fujiwara et al.,
1988).

A ionomicina actua como um potente e selectivo ionéforo de Ca**, aumentando os
niveis de célcio intracelular e assim permitindo estimular a producdo de citocinas
(Chatila et al., 1989).

O PMA diluido estimula os linfocitos de modo a facilitar a producdo de citocinas
(Farrar et al., 1980).

Marcacéo intra-citoplasmatica das citocinas

A marcacao intracitoplasmatica foi efectuada conforme previamente descrito no ponto
3.3. Recorreu-se as células activadas anteriormente para essa marcacdo. Os mAb usados

para essa marcacao encontram-se descritos na tabela Il.

Tabela 1. Marcacéo utilizada na avaliacdo da producéo de citocinas pelos linfécitos.

CD3 PerCp 5.5 SK7 BD Biosciences
CD56 PC7 N901 Beckman Coulter

CD8 APC clone B9.11 Beckman Coulter
Citocina

IFN-y FITC MADb11 BD Pharmingen
TNF-a PE 4S.B3 BD Pharmingen
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AQUISICAO DAS AMOSTRAS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para a aquisicdo dos dados recorreu-se ao citometro de fluxo BD FACS - Canto Il (BD
Biosciences) equipado com trés lasers (um azul — 488 nm, um vermelho — 635 nm e um
violeta — 405 nm), 2 detectores de disperséo de luz e 8 detectores de fluorescéncia, o
que permitiu avaliar 8 fluorescéncias em simultaneo. A leitura das amostras no
citometro foi efectuada através da aplicacdo informatica BD FACSDiva (BD
Biosciences).

Cada amostra foi adquirida em duas etapas consecutivas. Na primeira etapa foram
recolhidos e guardados 5 x 10* eventos que correspondem a todas as células nucleadas
presentes na amostra. Na segunda etapa, apenas se guardou a informacdo dos dados

referentes aos linfocitos e nesta etapa, a amostra foi obtida até esgotar.

ANALISE DOS RESULTADOS

De forma a analisar a expressdo antigénica dos dados, adquiridos por citometria de
fluxo, recorreu-se ao programa Infinicyt (Cytognos). As varias populacdes celulares

estudadas foram seleccionadas atraves de diferentes estratégias.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo. A analise estatistica foi
realizada com o auxilio dos programas Excel e Statistical Package for Social Sciences,
versdo 17.0 (SPSS) para o Windows. Foram utilizados 3 tipos de testes estatisticos ndo
paramétricos: o teste U de Mann-Whitney para comparagdo entre grupos, o teste de
Wilcoxon para comparar os tempos de terapia em grupos de 2, e o teste de Friedman
para comparar todos os tempos de terapia. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes quando o valor de p < 0,05.
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QUANTIFICACAO DE LINFOCITOS T E DAS SUAS
SUBPOPULACOES DO SANGUE PERIFERICO

Os LT foram divididos em 4 populag@es distintas, definidas como LT CD4", LT CD8",
LT CD4"/CD8" e LT y3, com base na expressdo do TCR, de CD4 e CD8. Além disso,
ainda existe uma pequena percentagem de LT, dentro das subpopulacdes LT CD4", LT
CD8", LT CD4"/CD8", que expressa CD56, denominados por NKT (Arosa et al., 2007).
A subpopulacéo de LT CD4" também engloba os LTreg.

Assim efectuou-se a quantificacdo dos LT e das suas subpopulacGes em termos de
percentagem e valor absoluto, encontrando-se esses valores representados na tabela Ill.

No grupo dos doentes, antes do inicio da terapia, observou-se um decréscimo
estatisticamente significativo na percentagem e valor absoluto de LT, comparativamente
ao grupo controlo. Estes valores vdo aumentando ao longo da terapéutica
principalmente em termos relativos (frequéncia de células T).

Uma vez que ocorre linfopenia T absoluta (diminui¢cdo no numero de linfdcitos T por
microlitro de sangue), esta vai influenciar os valores absolutos de todas as populagdes
major de linfécitos T (LT CD4", LT CD8", LT CD4*/CD8", LT v5 e LTreg).

Em termos percentuais ocorre uma diminui¢do dos LT CD4" e dos LTreg, nos doentes
antes do inicio da terapia, comparativamente ao grupo controlo, observando-se um
aumento ao longo da resposta a terapéutica.

Pelo contrario, observou-se um aumento na frequéncia das células T CD8", das células
T CD4'/CD8" e das células v, nos doentes antes do inicio da terapia, em comparagéo
com os individuos saudaveis, havendo uma tendéncia para estas frequéncias diminuirem
ao longo do tratamento.

Além disso, nos doentes, antes da terapia, observou-se um aumento na percentagem e
valor absoluto dos LT CD4"/CD56", comparativamente ao grupo controlo. No entanto,
verificou-se um decréscimo destes valores durante a terapia.

Observou-se uma diminuigdo no valor absoluto dos LT CD8'/CD56" antes e durante a
terapéutica. Relativamente a percentagem destas células apenas se verificou uma
diminuicdo durante a terapia.

Verificou-se também uma diminuicdo na percentagem e valor absoluto dos LT
CD4"/CD8"/CD56" antes e durante a terapia.
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QUANTIFICACAO DE CELULAS NK E DAS SUAS
SUBPOPULACOES DO SANGUE PERIFERICO

As células NK foram divididas em duas subpopulagdes distintas com base na
expressdo de CD56: NK CD56™™ ¢ NK CD56%™. Estando a percentagem e valor
absoluto destas células representados na tabela 1V.

No grupo dos doentes, antes do inicio da terapia, observou-se um decréscimo na
percentagem e valor absoluto das células NK, comparativamente ao grupo controlo.
Durante a terapia, os valores percentuais destas células foram superiores aos valores
pré-tratamento, enquanto o seu valor absoluto foi menor.

Observou-se, no grupo dos doentes, antes de iniciarem a terapia, um aumento na
percentagem e valor absoluto da populacdo NK CD56™™ e consequentemente uma
diminuicdo das células NK CD56%™, quando comparado com os individuos saudaveis.

Verificou-se que o valor absoluto pds-tratamento em ambas as subpopulacdes de
celulas NK foi inferior ao observado antes do tratamento.

Durante a terapia, em termos de percentagem relativa dentro das células NK,
observou-se um decréscimo da subpopulagdo NK CD56°"9" e por outro lado, um

aumento na subpopulagdo NK CD56%™.

AVALIACAO DO PERFIL CITOTOXICO DAS SUBPOPULACOES
DE LINFOCITOS T

Avaliou-se o perfil citotoxico das subpopulacbes de LT descritas anteriormente,
excepto dos LTreg, com base na expressdao de perforina e de granzima B, encontrando-
se estes valores representados na tabela V.

Verificou-se que os LT CD4" expressam menos moléculas com actividade citotoxica,
enquanto os LT CD8" sdo 0s que apresentam uma expressdo mais acentuada dessas
moléculas. Além disso, é nos LT CD4" que se encontra uma menor percentagem de
células a expressar essas moléculas.

Quando avaliada a percentagem de células a expressar as moléculas relacionadas com

a citotoxicidade nos LT, verificou-se um aumento da frequéncia de todas as
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subpopulacbes de LT a expressarem perforina e granzima B, no entanto a expressdo
destas moléculas (dada pela MIF) foi menor no grupo dos doentes, antes da terapia,
comparativamente com o grupo controlo.

Observou-se uma tendéncia para a frequéncia dos LT CD8'/CD56°, LT
CD4'/CD8'/CD56" e LT vd a expressarem ambas as moléculas com actividade
citotoxica aumentarem ao longo da terapia, enquanto nas restantes subpopulacfes
verificou-se uma diminuicdo comparativamente com as percentagens obtidas antes da
do inicio da terapia. Relativamente, a expressdo de perforina e granzima B, verificou-se
um aumento na expressao de ambas em todas as subpopulacdes de LT durante a terapia,

quando comparado com os valores antes do tratamento.

AVALIACAO DO PERFIL CITOTOXICO DAS SUBPOPULACOES
DAS CELULAS NK

Avaliou-se o perfil citotoxico das subpopulacbes das células NK com base na
expressao de perforina e de granzima B, encontrando-se estes valores representados na
tabela VI.

Quando se comparou as duas subpopulacdes de células NK verificou-se que a
subpopulacdo NK CD56%™ é mais citotoxica.

Em ambas as subpopulacdes de células NK observou-se um aumento significativo na
percentagem de células a expressar perforina e granzima B, no grupo dos doentes, antes
da terapia, comparativamente ao grupo controlo e de uma maneira geral ao longo da
resposta ao tratamento.

No entanto quando se analisou a quantidade destas moléculas por célula (dada pela
MIF), verificou-se um aumento na expressdao de perforina, acompanhado de um
decréscimo na expressao de granzima B, antes do inicio da terapéutica, nos doentes
comparativamente aos individuos saudaveis. Ao longo da resposta a terapéutica
observou-se em ambas as subpopulagdes de celulas NK, um aumento da expressdo das

duas moléculas com actividade citotdxica.
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Capitulo 4 Resultados

FREQUENCIA DE CELULAS T PRODUTORAS DE CITOCINAS E
QUANTIDADE DE CITOCINA POR CELULA

Procedeu-se a quantificacdo da frequéncia de células T produtoras de citocinas (IFN-y
e 0 TNF-a) e da quantidade de citocina por celula, apos estimulacgéo in vitro, durante 4
horas, com PMA e ionomicina, na presenca de brefeldina A. Este procedimento apenas
se realizou nas diferentes subpopulagdes de LT CD4" e LT CD8". Na figura 10 e 11
estdo representados os valores das frequéncias de células T a produzirem IFN-y e TNF-
a, bem como, a expressao destas citocinas, respectivamente.

Observou-se que existem mais células produtoras de IFN-y e TNF-a, nas
subpopulacdes de células T que expressam CD56 comparativamente as subpopulacdes
que ndo expressam CD56. Contudo, quando se analisou a frequéncia de células
produtoras de IFN-y e TNF-a, nas subpopulagbes de LT que ndo expressam o CD56,
verificou-se que é na subpopulacio LT CD8" que se encontra um maior nimero de
celulas produtoras de IFN-y (figura 10 e 11).

No grupo dos doentes, antes do inicio da terapia, observou-se um aumento
estatisticamente significativo na frequéncia de todas as células T produtoras de IFN-y e
na quantidade desta citocina por célula, comparativamente ao grupo controlo. Verificou-
se que existe uma tendéncia para a frequéncia destas células diminuir com a terapia,
enquanto a expressdo de IFN-y possui tendéncia para aumentar (figura 10).

Na mesma linha, observou-se um aumento na frequéncia de todas as células T
produtoras de TNF-a, no grupo dos doentes, antes do inicio da terapia, em comparagao
com o grupo controlo. Esse aumento foi estatisticamente significativo excepto na
subpopulagdo LT CD8*/CD56°. Durante a terapia, observou-se uma tendéncia para a
frequéncia das células produtoras de TNF-a na subpopulacio de LT CD8'/CD56"
diminuir, ndo se encontrando diferencas nas outras subpopulagdes (figura 11.a e 11.b).
Relativamente a quantidade de TNF-a por célula, observou-se um aumento sem
significado estatistico em ambas as subpopulacdes de LT CD8", antes do inicio da
terapia, nos doentes comparativamente com o grupo controlo. Além disso, verificou-se
uma tendéncia para a expressdo de TNF-a nos LT CD8'/CD56" aumentar com o
decorrer da terapéutica. Na subpopulagio dos LT CD4'/CD56" observou-se um
aumento na expressdo de TNF-a antes do inicio da terapéutica que diminuiu com o

decorrer desta, observando-se o contrario nos LT CD4*/CD56  (figura 11.c e 11.d).
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Figura 10. Frequéncia de células T produtoras de IFN-y e quantidade desta citocina por célula,
apos estimulagéo in vitro com PMA/ionomicina na presenga de brefeldina A.

a)Percentagem (%) de células produtoras de IFN-y nas subpopulagdes de LT CD4"; b)
percentagem (%) de células produtoras de IFN-y nas subpopulagdes de LT CD8"; c)quantidade
de IFN-y por célula nas subpopulagdes de LT CD4" e d) quantidade de IFN-y por célula nas
subpopulagoes de LT CD§".

As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando o valor de p < 0,05. Teste U de
Mann-Whitney: ¥ Grupo de doentes versus (vs) Grupo controlo; teste de Wilcoxon: “ antes do tratamento
(més 0) vs 1° més de terapia, ° 1° més de terapia vs 3° més de terapia, - 3° més de terapia vs 6° més de
terapia; Teste de Friedman: * més 0 vs 1 més vs 3° més vs 6° més de terapia.
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Figura 11. Frequéncia de células T produtoras de TNF-a e quantidade desta citocina por célula,
apos estimulagéo in vitro com PMA/ionomicina na presenga de brefeldina A.

a)Percentagem (%) de células produtoras de TNF-a nas subpopulagdes de LT CD4+; b)
percentagem (%) de células produtoras de TNF-a nas subpopulagdes de LT CD8+; c)quantidade
de TNF-a por célula nas subpopulagfes de LT CD4+ e d) quantidade de TNF-o por célula nas

subpopulagdes de LT CD8+.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando o valor de p < 0,05. Teste U de
Mann-Whitney: ¥ Grupo de doentes versus (vs) Grupo controlo; teste de Wilcoxon: “ antes do tratamento
(més 0) vs 1° més de terapia, ° 1° més de terapia vs 3° més de terapia, - 3° més de terapia vs 6° més de
terapia; Teste de Friedman: * més 0 vs 1 més vs 3° més vs 6° més de terapia.
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FREQUENCIA DE CELULAS NK PRODUTORAS DE CITOCINAS
E QUANTIDADE DE CITOCINAS POR CELULA

Procedeu-se a quantificacdo da frequéncia das células NK produtoras de citocinas
(IFN-y e o TNF-a) e da quantidade de citocina por célula, apos estimulacao in vitro,
durante 4 horas, com PMA e ionomicina na presenca de brefeldina A. Este
procedimento foi efectuado nas subpopulacdes NK CD56"" e NK CD56™. Na figura
12 estdo representados os valores das frequéncias de células NK a produzirem IFN-y e
TNF-0, bem como, a expressao destas citocinas.

Antes e durante a terapia, verificou-se que é na subpopulacio NK CD56"™ que se
encontra um maior nimero de células produtoras de IFN-y e TNF-a (figura 12.a e 12.b).

Nas subpopulacbes de células NK, observou-se um aumento ndo significativo na
percentagem de células produtoras de TNF-a, no grupo dos doentes, antes da terapia,
comparativamente ao grupo controlo. Por outro lado, verificou-se um aumento
estatisticamente significativo na percentagem de células a produzirem IFN-y na
subpopulacdo NK CD56™™ e um aumento mas néo significativo na subpopulacdo NK
CD56™,

Relativamente a quantidade de citocina por célula, observou-se um aumento
estatisticamente significativo na expressdo de IFN-y, acompanhado de um aumento mas
ndo significativo da quantidade de TNF-o por célula, em ambas as subpopulag¢ées, no
grupo dos doentes, antes do inicio da terapéutica quando comparado com os resultados
obtidos nos individuos saudaveis.

Em termos percentuais, verificou-se um decréscimo na frequéncia das células NK
CD56%™ produtoras de ambas as citocinas e na frequéncia de células NK CD56"9"
produtoras de TNF-a, durante o tratamento quando comparado com valores obtidos
antes da terapia. Ndo se verificou nenhuma diferenca na frequéncia de células NK
CD56""" produtoras de IFN-y.

Na subpopulagéo NK CD56"" verificou-se uma tendéncia para a expresséo de ambas
as citocinas aumentarem durante a terapia, enquanto na subpopulacdo NK CD56%™,
observou-se uma diminuigado na expressao de IFN-y. No entanto a quantidade de TNF-a.

por célula nas células NK CD56%™ nio sofreu alteracdes durante a terapia.
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Figura 12. Frequéncia de células NK produtoras de citocinas e quantidade de citocinas por
célula, apds estimulagdo in vitro com PMA/ionomicina na presenca de brefeldina A.
a)Percentagem (%) de células produtoras de IFN-y; b)Percentagem de células produtoras de

TNF-a; c)quantidade de IFN-y por célula e d) quantidade de TNF-a por célula.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando o valor de p < 0,05. Teste U de
Mann-Whitney: ¥ Grupo de doentes versus (vs) Grupo controlo; teste de Wilcoxon: * antes do tratamento
(més 0) vs 1 més de terapia, ° 1 més de terapia vs 3 meses de terapia, - 3 meses de terapia vs 6 meses de
terapia; Teste de Friedman: “més 0 vs 1 més vs 3 meses vs 6 meses de terapia.
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Capitulo 5 Discusséo

Tendo em conta a evolucdo da infeccdo crénica pelo VHC, o objectivo primordial do
tratamento é a erradicacdo viral sustentada e a cura da doenca, no entanto nem sempre é
possivel atingir esse objectivo.

Nos ultimos anos, tem se verificado uma crescente necessidade de se efectuar o estudo
da resposta imunolégica do hospedeiro para tentar identificar qual a causa principal no
insucesso da terapia, pois sabemos que esta resposta é importante no controlo da
infeccdo pelo VHC e na resposta ao tratamento da mesma (Caetano et al., 2008 e
Thimme et al., 2001) Assim sendo o objectivo geral deste trabalho foi avaliar a resposta

mediada pelas células T e células NK ao longo do tratamento.

QUANTIFICACAO DE LINFOCITOS T E DAS SUAS
SUBPOPULACOES DO SANGUE PERIFERICO

Os LT séo considerados os principais efectores da resposta imune, sendo assim
essenciais para o controlo da infeccdo viral pelo VHC. Deste modo, realizou-se a
quantificacdo destas células e das suas subpopulacdes no SP, por citometria de fluxo.

Nos doentes infectados cronicamente por VHC verificou-se uma diminuicdo na
frequéncia dos LT em comparacdo com os individuos saudaveis (tabela Il1), o que ja
havia sido relatado anteriormente (Par et al., 2002). Doentes que recuperam da infeccdo
aguda apresentam respostas de células T especificas ao VHC acentuadas e multi-
especificas. Em contraste, as respostas de células T especificas ao VHC nos doentes
infectados cronicamente, sdo geralmente fracas, de foco limitado, e muitas vezes
disfuncionais (Boettler et al., 2005).

Os LT CD4 sdo os principais coordenadores da resposta imune adaptativa, uma vez
que podem actuar na inducdo e manutencdo das respostas dos LT CD8 e LB. Assim,
uma diminuicdo nestas células pode atenuar as respostas mediadas pelos LT CD8 que
por sua vez, leva a uma virémia prolongada (Sklan et al., 2009). Nos doentes com
infeccdo cronica observou-se uma diminuicdo na percentagem dos LT CD4 e
consequentemente um aumento na percentagem dos LT CD8 (tabela Ill) indo ao
encontro dos resultados obtidos por Par et al. (2002), o que é um tanto paradoxal
relativamente aos dados anteriormente referidos por Sklan et al., (2009). Assim, 0s

resultados obtidos podem seguir o modelo proposto por Boettler et al. (2005), em que as
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células T CD4 tém diferentes fungdes no decurso da infeccdo por VHC. Na fase aguda,
estas células contribuem para a indugdo e manutencdo das respostas dos LT CDS8,
enquanto na fase crdnica os LTreg suprimem as respostas dos LT CD8 e assim ajudam
0 virus a persistir.

No entanto nos nossos resultados observou-se uma diminuicdo na frequéncia e valor
absoluto dos LTreg antes da terapia (tabela I1lI) contrariamente aos resultados
publicados que apresentam um aumento na frequéncia desta subpopulagéo (Tseng et al.,
2011).

Os LT CD4'/CD8" encontram-se pouco representados na circulagio sanguinea, no
entanto sabe-se que a frequéncia destas células aumenta durante as infec¢des virais. O
seu papel, funcdo e significado biolégico ainda ndo estdo muito bem esclarecidos.
Estudos em chimpanzés, o Unico modelo animal para a infeccdo por VHC, mostram
uma correlacdo entre a frequéncia destas células activadas e a carga viral. Estas células
participam nas respostas imunes as infecgfes virais persistentes, possuindo um perfil
citotoxico e libertando citocinas Thl,podendo também proliferar. Além disso, estdo
presentes no local da infeccdo (por exemplo, encontram-se no figado durante a infeccao
cronica por VHC) (Nascimbeni et al., 2004).

Estudos anteriores demonstram resultados divergentes na frequéncia destas células
durante a infec¢do crénica por VHC, em alguns casos ocorre uma diminuigdo (Pér et al.,
2002), enquanto em outros ocorre um aumento (Nascimbeni et al., 2011). Nos nossos
resultados verificou-se um aumento na frequéncia de LT CD4'/CD8" nos doentes
(tabela I1l) comparativamente aos individuos saudaveis (tabela 111). Deste modo,
podemos considerar que estas células, apesar de serem uma pequena fraccdo dos LT,
parecem ser importantes na resposta imune adaptativa a infec¢do por VHC.

O papel dos LT vd na infecgdo por VHC ainda ndo estd muito bem esclarecido. No
entanto, varios estudos tém demonstrado respostas acentuadas dos LT yd em infecgdes
virais (Wallace et al., 1995). Além disso, Tseng et al, (2001) demonstraram que existe
um numero elevado de LT yd no figado de individuos infectados cronicamente por
VHC. Tendo em conta estes dados, podemos dizer que 0s nossos resultados estdo de
acordo com estes estudos, uma vez que se verificou um aumento na frequéncia LT yd
nos doentes, antes da terapia, comparativamente ao grupo controlo (tabela I1I).

As respostas imunitarias durante a terapéutica apresentaram algumas discrepancias.
Observou-se um aumento na frequéncia dos LT CD4 durante a terapia, enquanto nos LT
CD8, LT CD4/CD8 e LT v6 verificou-se uma diminuicdo (tabela 1), estes resultados
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estdo de acordo com estudos anteriores (Soldevila et al., 2011). No entanto, nos estudos
de Soldevila et al. (2011) também se verificou uma diminuicdo dos LT e LTreg,
contrariamente aos nossos resultados em que se observou um aumento. Durante a
terapia, 0s niveis virais diminuem, por isso ndo serd tdo necessario haver uma
frequéncia elevada de LT com caracteristicas mais citotoxicas ou outra possivel razéo
sera 0 aumento da migragdo destas células para o figado, local onde ocorre a infeccao.
No entanto, alguns estudos demonstram que o0s doentes que na fase antes do
tratamento apresentam uma resposta imune celular pouco expressiva, ndo modificam
muito essa resposta durante a terapia e vao ser nao respondedores no final desta
(Caetano et al., 2008; Lasarte et al., 1998 e Lohr et al., 1999). Além disso, a frequéncia
dos LTreg pode ser um factor preditivo de resposta, uma vez que 0s doentes nédo
respondedores apresentaram uma frequéncia dos LTreg antes do tratamento superior aos

individuos respondedores (Soldevila et al., 2011).

As células NKT predominam especialmente no figado, constituindo apenas uma
pequena percentagem dos linfocitos circulantes. Estas células possuem caracteristicas de
LT e de células NK, representando uma populacdo heterogénea de células
imunorreguladoras e efectoras (Yamagiwa et al., 2008).

Yamagiwa et al. (2008), ndo encontraram diferencas na frequéncia das células NKT
dos individuos infectados cronicamente por VHC e os individuos saudaveis. Contudo
esta anélise foi realizada para todas as células CD3"/CD56", enquanto 0 nosso estudo
foi mais especifico pois analisamos a frequéncia dos LT CD4"/CD56", LT CD8"/CD56"
e LT CD4'/CD8'/CD56". Verificou-se um aumento na percentagem de células a
expressar CD56 nos LT CD4, acontecendo o oposto nos LT CD4/CD8. Por outro lado,
na subpopulacdo de LT CD8" n3o se encontrou qualquer diferenca na percentagem de
células a expressar CD56, quando comparado o grupo dos doentes com 0 grupo
controlo (tabela I11). Globalmente, podemos dizer que os nossos resultados estdo de
acordo com os resultados obtidos anteriormente por Yamagiwa et al. (2008). Além
disso, este grupo também verificou que nos doentes que respondem a terapia, a
frequéncia dos NKT diminui. No nosso estudo também observamos uma diminuicao na
frequéncia das subpopulaces de celulas T que expressam CD56, durante a terapia
(tabela I11), isto pode dever-se a um aumento da migracao destas células para o figado.
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QUANTIFICACAO DE CELULAS NK E DAS SUAS
SUBPOPULACOES DO SANGUE PERIFERICO

As células NK também sdo muito importantes no controlo da infeccdo pelo VHC pois
além de fazerem parte da imunidade inata podem regular a resposta imune adaptativa.

Estas células sdo capazes de mediar a actividade citotoxica e produzir citocinas anti-
virais ap6s a ligacdo de varios receptores. Estes receptores podem gerar sinais
activadores ou inibidores, sendo a actividade destas células regulada por um equilibrio
entre estes sinais. Um dos receptores activadores € o NKG2D que reconhece as
moléculas MICA e MICB, que sdo proteinas transmembranares codificadas por genes
que fazem parte do complexo do MHC. Estas proteinas apresentam expressao
aumentada em células submetidas a “stress” ou células tumorais. O NKG2D também
tem capacidade de reconhecer as ULBP1, ULBP2 e ULBP3, inicialmente identificadas
pela capacidade de se ligarem a uma proteina codificada pelo citomegaluvirus humano
(proteina UL16). Contudo os virus possuem muitos mecanismos para escapar as células
NK, incluindo ligacdo aos receptores activadores impedindo que as células NK sejam
activadas (Orange et al., 2002). Desta forma, efectuou-se a quantificacdo destas células
e das suas subpopulagdes no sangue periférico.

Estudos anteriores demonstraram que, na infeccdo crdnica, ocorre alteracdes na
frequéncia, fendtipo e funcdo das células NK, quando comparados com individuos
saudaveis. Existe uma reducdo na percentagem e no valor absoluto das células NK
presentes na corrente sanguinea, em doentes infectados cronicamente quando
comparados com individuos saudaveis (Cheent K e Khakoo S, 2010).

Tendo em conta estes dados, podemos referir que 0s nossos resultados estdo de acordo
com estes estudos, uma vez que se verificou uma diminuicao na frequéncia e no nimero
absoluto das células NK no grupo dos doentes, antes do tratamento, comparativamente
com o grupo controlo (tabela IV). O decréscimo da frequéncia das células NK pode ser
consequéncia da infeccdo e também pode ser um factor predisponente para a infeccédo
crénica por VHC. Além disso, observou-se um aumento nos valores percentuais destas
células durante a terapia (tabela 1V), indo ao encontro de resultados anteriores (Cheent
K e Khakoo S, 2010).

Nos doentes infectados parece ocorrer um aumento da subpopulacdo NK CD56°"9" e

consequentemente uma diminuico das células NK CD56%™, quando se comparou com
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os individuos saudaveis. Este aumento foi observado em varios estudos (Cheent K e
Khakoo S, 2010), incluindo neste (tabela 1V). Durante a terapia ocorreu um decréscimo
da subpopulacdo NK CD56""" e consequentemente, um aumento na subpopulagdo NK
CD56™ (tabela V).

O desenvolvimento, maturacdo e funcdo das células NK é fortemente influenciado
pelas citocinas presentes no meio, entre elas a 11-15. Meier et al. (2005) demonstrou que
uma reducdo nos niveis da IL-15 em doentes infectados com VHC e que a IL-15 impede
a apoptose das células NK nos individuos infectados, aumentando a sua proliferacdo e
maturacdo ex vivo. Noutros estudos, observou-se uma diminuicdo na producao de IL-15
pelas células dendriticas, na infeccdo crénica por VHC (Jinushi et al., 2003). Deste
modo, verificou-se uma reducdo na maturacdo das células NK, consistente com o
aumento da frequéncia das células NK CD56°"9" que sdo consideradas células imaturas.

Apds a terapéutica os niveis de IL-15 voltam a normalidade e consequentemente pode
aumentar o processo de maturacdo das células NK. Deste modo, durante a terapia, em
termos de percentagem relativa dentro das células NK, observou-se um decréscimo da
subpopulacio NK CD56°"" e por outro lado, um aumento na subpopulacio NK

CD56™, comparativamente com os valores antes do tratamento (tabela V).

AVALIACAO DO PERFIL CITOTOXICO DAS SUBPOPULACOES
DE LINFOCITOS T

Os LT CD8 séo restritos as moléculas MHC | e séo reconhecidos como um importante
mecanismo efector nas infeccdes virais, conduzindo a eliminacdo do virus. Estes CTL
podem induzir a apoptose das células — alvo, através de 2 mecanismos principais,
libertacdo de enzimas liticas (perforina e granzimas) e interac¢do do ligando Fas (FasL)
com o seu receptor, o Fas, presente na superficie das células — alvo (Arosa et al., 2007).

Os LTh sdo restritos as moléculas MHC 11 e tém como principal fungdo ajudar as
outras células a desempenhar as suas funcbes, mas também podem desempenhar

funcdes citotoxicas (Arosa et al., 2007).
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Os LT CD4/CD8 reconhecem moléculas MHC | e Il, e também podem apresentar
fungBes citotdxicas contra antigénios virais, tendo fungdes muito semelhantes aos LT
CD8 (Nascimbeni et al., 2004).

Os LT vd e as células NKT apesar de exibirem menor restricio ao MHC podem ter
funcBes citotdxicas contra as células - alvo (Arosa et al., 2007 e Kindt et al., 2007).
Assim, avaliou-se o perfil citotdxico das subpopulagdes de LT descritas anteriormente,
com base na expresséo de perforina e de granzima B.

Na globalidade, verificou-se que, os LT CD4 expressam menos moléculas com
actividade citotdxica, enquanto os LT CD8 sdo 0s que apresentam uma expressao mais
acentuada dessas moléculas. Além disso, estes LT CD4 representam uma percentagem
minoritaria dos LT que expressam moléculas com actividade citotoxica (tabela V). Estes
resultados estdo de acordo com os dados referidos anteriormente (Arosa et al., 2007).

Observou-se um aumento na frequéncia de todas as subpopulacGes de LT a
expressarem perforina e granzima B no grupo dos doentes, antes da terapia,
comparativamente com o grupo controlo (tabela V). Estes resultados s&o diferentes dos
dados apresentados por Par et al. (2002). Este mesmo grupo também observou que a
expressao de perforina nos LT era menor nos doentes infectados, em comparacdo com
os individuos saudaveis, indo ao encontro dos resultados obtidos neste estudo (tabela
V). Contudo, observou-se que a expressdo de granzima B encontra-se aumentada.
Assim, as células T encontram-se activadas no combate ao virus.

A expressdo de perforina e granzima B aumentou em todas as subpopulacdes de LT
durante a terapia, quando comparado com os valores antes do tratamento, indo ao
encontro de estudos anteriores (Par et al., 2002). Deste modo, ocorre um aumento na
actividade citotdxica destas células para poderem combater o virus de forma mais

eficaz.

AVALIACAO DO PERFIL CITOTOXICO DAS SUBPOPULACOES
DAS CELULAS NK

A semelhanca das subpopulacdes de células T com actividade citotoxica, as células
NK também eliminam as células infectadas por virus atraves da libertacdo de granulos

que contém perforina e granzimas (Ashfaq et al., 2011). Assim, a avaliacdo do perfil
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citotoxico das subpopulaces destas células (NK CD56”" ¢ NK CD56%™) teve por
base a expressao de perforina e de granzima B.

Quando se comparou as subpopulagdes de células NK verificou-se que a subpopulagéo
NK CD56%™ é a mais citotéxica (tabela V1), indo ao encontro de estudos anteriores
(Fathy et al., 2010).

Vaérios estudos referem que na infec¢do crénica por VHC ocorre uma diminuicdo da
actividade citotoxica das células NK (Meier et al., 2005 e Pér et al., 2002). No entanto,
0s nossos resultados sdo divergentes, uma vez que se observou um aumento na
percentagem de células NK a expressar perforina e granzima B, em doentes antes da
terapia, comparativamente ao grupo controlo. Por outro lado, verificou-se um aumento
na expressdo de perforina e um decréscimo na expressdo de granzima B (tabela V1I).
Estes resultados sugerem que as células NK estdo a contribuir para uma resposta celular
eficaz, com o objectivo de poder controlar a infec¢éo viral.

Alguns estudos anteriores a este trabalho evidenciaram um aumento da citotoxicidade
das células NK, apds a terapia, confirmada pelo aumento da expressao de perforina e
granzima B, em relacdo aos valores antes da terapéutica. Contudo a frequéncia das
células a expressar ambas as moléculas com actividade citotdxica diminui (Cheent K e
Khakoo S, 2010). Tendo em conta estes dados, podemos referir que 0S n0Ss0S
resultados estdo de acordo com estes estudos, uma vez que se observou um aumento na
expressao de perforina e granzima B nas duas subpopulacdes de células NK. Além
disso, também se verificou uma diminui¢do na percentagem de células a expressarem
granzima B, enquanto apenas se observou uma diminuicdo na frequéncia de células a
expressarem perforina nas células NK CD56"9" (tabela V). Estes resultados sugerem
que as células NK sdo muito importantes no combate a infeccdo, principalmente pela
producdo de moléculas com actividade citotoxica que induzem a destruicdo das células

infectadas.
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FREQUENCIA DE CELULAS T PRODUTORAS DE CITOCINAS E
QUANTIDADE DE CITOCINA POR CELULA

As células Thl caracterizam-se principalmente pela producéo de IL-2, IFN-y ¢ TNF-q,
sendo responsaveis por promover respostas imunoldgicas contra virus e patogéneos
intracelulares, através da activacdo de macrdfagos e CTL. Por outro lado, as células Th2
caracterizam-se principalmente pela producéo de IL-4 e IL-10,entre outras, regulando
negativamente a resposta Thl e induzindo um efeito inibitério no sistema imune do
doente (Sklan et al., 2009).

Os LT CD8 e as células NKT tambeém secretam citocinas com actividade anti-viral,
incluindo IFN-y e TNF-a, diminuindo a replicacdo viral mas mantendo intacta a célula
infectada (Ashfaq et al., 2011 e Kindt et al., 2007). Desta forma, procedeu-se a
quantificacdo da frequéncia de células T produtoras de citocinas (IFN-y e o TNF-0) e da
quantidade de citocina por célula, apés estimulacgéo in vitro.

No grupo dos doentes, antes do inicio da terapia, observou-se um aumento da
frequéncia dos LT CD4/CD56", LT CD4"/CD56°, LT CD8'/CD56" LT CD8'/CD56"
produtores de IFN-y ¢ TNF-a e um aumento da quantidade destas citocinas por célula,
em comparacio com o grupo controlo, excepto na subpopulacdo LT CD4'/CD56
(figura 10 e 11). Estudos anteriores confirmam o aumento da producéo de citocinas Thl
em pacientes com infec¢do cronica por VHC, comparativamente aos individuos
saudaveis (Cacciarelli et al., 1996). Este aumento de citocinas indica que as células T
estdo activadas. No entanto, Cacciarelli et al. (1996) demonstrou que as citocinas Th2
também estdo aumentadas na infecgdo crénica, podendo interferir negativamente com a
resposta Thl e contribuindo para a persisténcia viral e comprometimento da resposta
imunoldgica mediada pelas células T na infec¢do cronica.

Durante a terapia, observou-se um aumento na expresséo de IFN-y (figura 10.c e 10.d)
em todas as subpopulagdes de LT analisadas, e um aumento na expressdo de TNF-a
apenas nas subpopulages de LT CD4"/CD56 e LT CD8'/CD56" (figura 11.c e 11.d).
Estes resultados apoiam o conceito de que 0 peg-IFN-a e a ribavirina tém ambos efeitos
imunomoduladores conduzindo ao aumento da resposta Thl e consequente inibi¢do da
resposta Th2. Além disso, o IFN- y estimula a activacdo dos LT. Estes dois efeitos
podem ser considerados um dos mecanismos através da qual a carga viral é reduzida no
final da terapia (Cacciarelli et al., 1996; Myrmel et al., 2009 e Tilg H, 1997).
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FREQUENCIA DE CELULAS NK PRODUTORAS DE CITOCINAS
E QUANTIDADE DE CITOCINAS POR CELULA

As células NK possuem muitas fungdes anti-virais, entre elas a producdo de citocinas
como o IFN-y e o TNF-a (Ashfaq et al., 2011). Deste modo, procedeu-se a
quantificacdo da frequéncia das células NK produtoras de citocinas (IFN-y e o TNF-a) e
da quantidade destas citocinas por célula, apds estimulacdo in vitro. Este procedimento
foi efectuado nas subpopulacdes de células NK CD56°"9" e NK CD56%™.

As células NK CD56™" representam uma minoria das células NK, sendo
consideradas uma importante fonte de citocinas imunorreguladoras (Fathy et al., 2010).
Nos nossos resultados também se verificou que, durante a terapia, era na subpopulacao
NK CD56"" que se encontrava um maior nimero de células produtoras de IFN-y e
TNF-a (figura 12.a e 12.b).

No grupo dos doentes, antes da terapia observou-se um aumento na percentagem de
células produtoras de IFN-y e TNF-a, e um aumento na quantidade destas citocinas por
célula, nas 2 subpopulagdes das células NK, comparativamente com o grupo controlo
(figura 12). Maria et al. (2007) demonstrou que além do aumento da producéo de IFN-y
e TNF-a, também se verificou um aumento na producdo de IL-10 na infeccdo cronica
por VHC, contribuindo assim para a incapacidade do sistema imune de controlar a
infecgdo cronica.

Durante a terapia, observou-se um aumento na expressdo das citocinas (IFN-y e TNF-

o) na subpopulagdo NK CD56" enquanto na subpopulacdo NK CD56%™ verificou-se
uma diminuicdo na expressdo de IFN-y e idéntica expressdo de TNF-a (figura 12). Estes
dados vao ao encontro de resultados anteriores, apoiando mais uma vez o conceito de
que o peg-IFN-a e a ribavirina tém ambos efeitos imunomoduladores, € que o IFN-y
pode também induzir a activacdo das células NK (Cacciarelli et al., 1996; Myrmel et al.,

2009 e Tilg H, 1997).
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COMPARACAO DA RESPOSTA IMUNE ENTRE DOENTES
RESPONDEDORES A TERAPIA E DOENTES NAO
RESPONDEDORES

Com o objectivo de tentar encontrar biomarcadores periféricos que se possam
correlacionar com 0 sucesso da resposta a terapéutica, comparou-se a resposta imune
entre doentes respondedores a terapia e doentes ndo respondedores.

No entanto, quando se realizou essa comparacdo ndo se observou diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos (dados ndo apresentados).

Alguns estudos anteriores envolvendo a resposta imune mediada por linfécitos T CD8"
especificos para o VHC, demonstram que os doentes respondedores a terapia
apresentaram valores superiores na percentagem destes linfocitos e na frequéncia dos
mesmos a expressar moléculas com actividade citotoxica, antes e durante a terapia,
relativamente aos doentes que ndo responderam ao tratamento. O que podera constituir
uma vantagem selectiva, e tornar estes individuos (doentes respondedores) mais
susceptiveis a accdo anti-viral do tratamento e justificar o aumento da eficacia
observada (Caetano et al., 2008).

Nos estudos de Lohr et al., (1999) verificou-se que os doentes que respondem a
terapéutica apresentaram niveis baixos de virémia antes do inicio do tratamento e uma
frequéncia mais elevada nos precursores de linfocitos T citotdxicos especificos para o
VHC, durante a eliminacdo do virus, comparativamente com doentes néo
respondedores.

Outros estudos evidenciam que a frequéncia dos LTreg também pode ser um factor
preditivo de resposta, uma vez que os doentes ndo respondedores apresentaram uma
frequéncia dos LTreg antes do tratamento superior aos individuos respondedores
(Soldevila et al., 2011).
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O virus da hepatite C pode escapar ao sistema imunitario dos doentes infectados,
progredindo para infeccéo cronica. Neste estado de cronicidade é necessario recorrer ao
tratamento com interferdo-a peguilado ¢ a ribavirina, contudo nem todos os doentes
respondem a terapéutica.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho parece verificar-se que quer as células
T quer as células NK exibem um perfil predominantemente citotéxico e de célula
activada, comprovado pelo aumento da frequéncia destas células a expressarem
perforina e/ou granzima B e a produzirem IFN-y e/ou TNF-a, respectivamente, que se
mantém de uma maneira geral ao longo do tratamento.

Estes achados, e tendo por base o facto de ndo se ter verificado diferencas
estatisticamente significativas entre doentes que respondem a terapia e doentes que ndo
respondem, sugere que estas células ndo se encontram imunocomprometidas e por isso,
ndo parecem contribuir para a ndo resposta a terapéutica.

Estudos mais alargados envolvendo um maior nimero de doentes e ndo restringidos s6
a actividade pro-inflamatdria, como efectuado neste estudo, mas também abrangendo
células e moléculas com actividade reguladora do sistema imune podem permitir

clarificar melhor os principais achados encontrados neste trabalho.
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