ANA TERESA RODRIGUEZ ViSO

Hepatite C cronica e citocinas - estudo no soro e no figado

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo para obtencido do titulo de
Doutor em Ciéncias

Area de Concentracio: Doencas Infecciosas e Parasitdrias
Orientador: Prof. Dr. Antonio Alci Barone

Sao Paulo
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



DEDICATORIA

Dedico a todos meus pacientes, dos mais queridos aos mais ausentes, objetivo maior
a que qualquer doutorado poderia ter.

Dedico este doutorado a meu marido, pelo bom humor e sorrisos didrios apesar de
minhas longas horas de “auséncia” no computador.

Dedico a minha mae que sempre me apoiou e acreditou no meu potencial para meus
maiores sonhos, como deste doutorado na USP.

Dedico a meu pai, que tanto me incentivou a estudar, desde muito pequena.

Dedico a “minha bebé”, que se movimenta intensamente o dia todo aqui dentro e se
aquieta enquanto escrevo.

A/os meu/minhas querido/as e verdadeiro/as amigo/as, cuja presenca fisica ou em
pensamento fazem grande diferengca em minha vida, que partilharam de muitos
momentos nestes anos todos e sem o/as quais a vida ndo teria o sentido que tem.



AGRADECIMENTOS

Aos meus queridos pacientes que me estimulam a cada dia a conhecer mais e pensar
alternativas para o tratamento da hepatite C, a compreender sua histdria, conhecendo
a de cada um, compartilhando de suas intimidades, angustias e esperangas.
Especialmente aqueles que participaram desta pesquisa, que confiaram em minhas
palavras mesmo com pouco tempo de contato.

Aos doadores de sangue, grandes “andnimos” que além do sangue doado a
desconhecidos, participaram desta pesquisa.

Aos doadores de 6rgaos, que apds sua partida contribuiram para esta pesquisa.

Agradeco o privilégio de ter tido o Professor Barone como orientador, mais uma vez,
contribuindo com seu estilo para meu aprendizado nestes anos todos.

Agradeco a Professora Maria Irma, minha co-orientadora na pratica, mas que por
motivos “burocraticos” ndo teve seu nome nesta tese. Suas contribuicdes desde o
pensar nesta pesquisa até a discussdo dos resultados foram fundamentais para a
existéncia desta.

Agradeco ao professor Gil que considero meu terceiro orientador, mas que pelas
regras da pos-graduacdo ndo recebeu este titulo. Ele completou o “hall” de
professores com seu olhar de imunologista e suas palavras que me ajudaram a
simplificar a discussdo dos dados.

As colegas pesquisadoras envolvidas neste trabalho — Carla Pagliari, Carla Romano,
Elaine, Roose e Soraia — pela fundamental ajuda nas reacdes e interpretacdes dos
resultados. A Carla Pagliari pela revisao do texto.

Ao Dr Luiz Augusto Pereira, diretor da Central de Transplantes, por disponibilizar os
prontudrios dos doadores de 6rgaos, além de compartilhar sua sala com uma aluna
desconhecida. Sem seu auxilio este doutorado ndo seria feito desta forma.

Ao Dr Paulo Massarolo que abriu as portas do Grupo de Transplantes do HC na
ocasiao de minha coleta, além de grande apoio e sugestdes a esta pesquisa.

A Magali Dias, pela ajuda na formatacio do texto e das intimeras tabelas.

A todos os funciondrios do Hemocentro do HC-FMUSP, pela gentileza didria
durante todo o més que oferecemos nossa pesquisa aos doadores de sangue.

A todas as funciondrias da biblioteca do CRT-DST-Aids, pela ajuda continua nestes
anos para encontrar todas as referéncias que preciseli.

A FAPESP, financiadora deste projeto, que acreditou em nosso propdsito (processo
00/14345-0).



Esta dissertacdo estd de acordo com:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors
(Vancouver)

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Servico de Biblioteca e
Documentacdo. Guia de apresentacdo de dissertacoes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F.
Crestana, Marinalva de Souza Aragdo, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. Sao
Paulo: Servico de Biblioteca e Documentagdo, 2004.

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in
Index Medicus.



INSTITUICOES E PESQUISADORES PARTICIPANTES

Ambulatério de Hepatites da Divisdo Clinica de Moléstias Infecciosas e Parasitarias
do Hospital das Clinicas da Universidade de Sdao Paulo.

Laboratério de Investigacdo Médica em Hepatites por Virus (LIM 47): Prof. Dr.
Antdnio Alci Barone, Dra. Norma de Paula Cavalheiro, Mestrando Carlos Eduardo
de Melo.

Laboratério da Disciplina de Patologia de Doencas Transmissiveis do Departamento
de Patologia da FMUSP: Profa. Dra Maria Irma Seixas Duarte, Dra. Carla Pagliari,
Dra Rooseceles Aratjo Brasil, Doutoranda Elaine Raniero Fernandes.

Laboratério de Investigagdo Médica em Imunologia (LIM 56): Prof. Dr. Gil Benard,
Dra.Carla Cristina Romano, Mestranda Soraya Ogusuku.



SUMARIO

LISTA DE SIGLAS

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ANEXOS

RESUMO

SUMMARY

LINTRODUGAO. ... 1
1.1 OIS VITAIS....uueiiiiiiieiiieite ettt ettt ettt et ettt e st eeees 3
1.2. Fatores do hospedeiro na hepatite C Cronica............cceevveeevieeenieenieeenieeennne 7
1.3. Interag@o hospedeiro € VHC ..........cooooiiiiiiiiiiiieicecee et 11
1.3.1. Resposta inata a0 VHC .........ccccooiiiiiiiiiiiiiiicecceeteeeeee e 12
1.3.2. Resposta humoral ao VHC e estratégias de evasdao do VHC da resposta
IITIUDNIC. ..ttt ettt ettt et et e bt e et et e st e bt e sat e et e sateeaneesaseeneesaneeaneenaneeaneen 15
1.3.3. Resposta celular, citocinas e populagdes celulares na hepatite C................ 16

200BIETIVOS. ...ttt ettt st 26
2.1, ObJELIVO ZETAL....ccouiiiieiiieeiiee ettt et e e e e aaeeesaeeeareeensaeeas 26
2.2. ODbJetiVOS ESPECTIICOS. . eeirutiiiriiieiriiitisiiee ettt ettt ettt e e e sabee e 26

B METODOS. ...t 28
3.1, SEleCA0 dOS CASOS...eiiuuiiiiiiiiiiieeiee ettt ettt et e 28
3.2. Selegc@0 dOS CONLIOIES. .....couuiiriiiriiiiieeieeite ettt ettt 30
3.2.1. Controles doadores de SANGUE............eeerveerriiiieriiieeniieeeieeeriee et 30
3.2.2. Controles doadores de Orga0S.........ceeevuureeeririiieeiriiieeeeeiiieeeeniieeeessieeee e 31

3.3, EXAMES JaDOTratOIIAIS  ..uuuuneeieeeeiiiiiieeeeeeeeetteeeeeeeeeeeeresaaeeeeeeeeeeeesaaenesseeeesssanas 32



3.4. Exames de biologia mOIecular............ccceeeviieeriiiieniiecciie et 33

3.5. BiOPS1aS REPALICAS. c..uvveeirieiiiieiiiee ettt s 37
3.6. Reacdes de imuno-hiStOQUIMICA. .....ccuueeruieeriiieeniieeeiieeeiee e e erveeeveeeenee s 38
3.7.Reac0es de ELISA ... .ottt et 45
3.8. ANAliSe EStatiStiCa....ueeruiiriiiiieiiieriteeeete ettt 46
4. RESULTADOS. ...ttt ettt sttt s 48
4.1. Andlise dos pacientes com hepatite C CrONICA........eeeruveeerveeeiieeniieeriieeneneenn 48
4.1.1. Andlise da anamnese € exame fiSiCO dOS CaSOS.......eevveerverrrierierneerieeieene 48
4.1.2. Anélise dos exames laboratoriais e andtomo-patoldgicos dos casos........... 50
4.1.3. Anédlise das citocinas e populacdes celulares dos casos.........cceeuveereuveennneen. 54

4.1.4. Andlise das citocinas e populagdes celulares em relagao aos dados
demogréficos dos pacientes com hepatite C CrONICA........c.eeevveeeriieenieeenieeeiieeane 66

4.1.5. Anélise das citocinas e populagdes celulares dos casos em relacdo as
transaminases, a carga viral e aos genotipos do VHC.........coooiiiiiiiiiiiiniicnnneen. 67

4.1.6. Anélise das citocinas e populagdes celulares dos casos em relacdo as

alteracies hiStOIOZICAS. .....covuuiiiriiieiiiie ettt s 68
4.2. Andlise dOS CONLIOIES. ....cccueiiiiiiiiiiiieiiie ettt et 75
4.3. Anélise entre casos € CONLIOIES. .....ccc.eeriieiierieinieiieeneeteeeee e 77
4.4. Resumo dos resultados signifiCantes..........ccceeccveeeriieeeriiieenieeenieeeiee e e 84
5. DISCUSSAD. ...ttt 88
6. CONCLUSOES.......ccoooooiiiieiieeiie et 102
ToANEXOS. ..ottt ettt et sttt st 105

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............coooovoioeeeeeeeeseeeeeeeeeeeseee e, 168



LISTA DE SIGLAS

AA

AL

ALT
AP
APCS
APP
AST
CA
DP

E

F

FA
FAN
FAPESP

FMUSP

GGT
HC
IBGE
THQ

IL

AFRO-AMERICANOS

ATIVIDADE ou INFLAMACAO LOBULAR ou
PARENQUIMATOSA (GRAU DE)

ALANINA AMINOTRANSFERASE

ATIVIDADE ou INFLAMACAO PORTAL (GRAU DE)
CELULAS APRESENTADORAS DE ANTIGENO
ATIVIDADE ou INFLAMACAO PERI-PORTAL (GRAU DE)
ASPARTATO AMINOTRANSFERASE
CAUCASIANO-AMERICANOS

DESVIO PADRAO

ENVELOPE

FIBROSE (GRAU DE)

FOSFATASE ALCALINA

FATOR ANTI NUCLEAR

FUNDACAO DE AUXILIO A PESQUISA DO ESTADO DE SP
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO

GAMAGLUTAMIL TRANSPEPTIDASE

HOSPITAL DAS CLINICAS

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA
IMUNO-HISTOQUIMICA

INTERLEUCINAC(S)



IFN
INOS
JAK
LB
LDL
LIM
LSN
LT CD4+
LT
LTC
MHC
NK
NO
NOS
NS
OAS
PBMC

PBS

PCR
PKR
RNA
SABC
TCR
TMA

TNF

INTERFERON
ISOFORMA DE OXIDO NITRICO SINTETASE

JANUS QUINASE INTRACELULAR

LINFOCITO B

LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE
LABORATORIO DE INVESTIGACAO MEDICA

LIMITE SUPERIOR DA NORMALIDADE

LINFOCITOS T AUXILIARES (T HELPER CELLS)
LINFOCITO (S) T

LINFOCITO (S) T CITOTOXICOS ou LTCD8+

COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE
“NATURAL KILLER” (CELULAS MATADORAS NATURAIS)
OXIDO NITRICO

OXIDO NITRICO SINTETASE

NAO ESTRUTURAL (S)

OLIGOADENILATO SINTETASE

CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO
(PHOSPHATE BUFFER SALINE) SOLUCAO SALINA
TAMPONADA EM FOSFATO

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

PROTEINA QUINASE

ACIDO RIBONUCLEICO

CONJUGADO ESTREPTAVIDINA-BIOTINA

RECEPTOR DE CELULAS T

AMPLIFICACAO MEDIADA POR TRANSCRICAO

FATOR DE NECROSE TUMORAL



USG
USP

UTR

VHC
VLDL

VR

ULTRA-SONOGRAFIA DE ABDOME TOTAL
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

REGIOES TERMINAIS ALTAMENTE CONSERVADAS E NAO
CODIFICADORAS

VIRUS DA HEPATITE C

LIPOPROTEINAS DE MUITO BAIXA DENSIDADE

VALOR DE REFERENCIA



LISTA DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Representagdo do genoma do VHC..........ccociiiiiiiiiiiiiniiiiiceeee,

Esquema do reticulo acoplado a ocular do microscépio éptico e
utilizado nas contagens das células marcadas na imuno-
NISTOQUITNICA. ..eeeuvtieeiieeeiie et et e e e et e et eeseaeeeenseees

Alteragdes histoldgicas dos pacientes com hepatite C cronica ao
MNICTOSCOPIO OPLICO...evieuriieeiieeiiieenieeeeieeesaeeesreeesareeeereesnreesseeesnneens

Imuno-histoquimica de citocinas marcadas com colora¢do castanha
(flechas) em pacientes com hepatite C cronica (400X)......c..ccecvveennee.

Imuno-histoquimica de populacgdes celulares marcadas com
coloracgao castanha (flechas) em pacientes com hepatite C
CTOMICA. 1.ttt et ettt et e et s ettt et s te e e e bt e s e e eneesaeeeneenane



LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Anticorpos utilizados nas reacdes de imuno-histoquimica das
citocinas em material parafinado...........ccccceeeeiiiieiiiieeiiieceee

Anticorpos utilizados nas reacdes de imuno-histoquimica das
populacdes celulares em material parafinado...........ccecceeeeevvenciieennnenn.

Concentragdo das citocinas por ELISA em picogramas/mL dos 51
pacientes com hepatite C CTrONICA........ccevuveeerieerireeerieeerreeeireeeiee e

Densidade das citocinas por imuno-histoquimica no figado dos 51
pacientes com hepatite C CIrONICA........ecevuveeerieeeireeerieeerreeeireeeire e

Densidade das populagdes celulares no figado dos 51 pacientes com
hepatite C CIOMICA.......vieriiieeeieeeiieeeieeeeiee et e et eesreeeareeeareeeereeeenns

Correlacdo entre as populacdes celulares e citocinas no figado dos
51 pacientes com hepatite C CrONICA........eeerveeerveeeeireeeireeeieeeeieeenenes

Correlacdo entre a expressao das populacdes celulares no figado e as
alteracoes histolégicas dos 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA. 1.ttt ettt ettt ettt ettt et et e sbe e st e e e be e s e neesbneeneenane

Correlacao entre citocinas no figado e as alteragdes histolégicas dos
51 pacientes com hepatite C CrONICA. .......ecevveeervieeriiieeniieerieeeeiee e

Correlacao entre citocinas no sangue e alteragdes histoldgicas dos
51 pacientes com hepatite C CrONICA. .......eeevuveeerveeeriiieeniieeriieeeiee e

Comparagao entre as populagdes celulares dos 51 pacientes com
hepatite C cronica e 0s 33 doadores de Orgaos.........coocveeevveernuveennnenn.

Comparagdo entre as citocinas no figado dos 51 pacientes com
hepatite C cronica e 0s 33 doadores de Orgaos........cccecveeevveernveennnnn.

Comparagdo entre as citocinas no sangue dos 51 pacientes com
hepatite C cronica e os 51 doadores de sangue...........coecueeevveeenneennne.

39

42

55

57

59

64

69

71

73

79

81



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1

Anexo 2

Anexo 3

Anexo 4

Anexo 5

Anexo 6

Anexo 7

Anexo 8

Anexo 9

Anexo 10

Anexo 11

Anexo 12

Anexo 13

Anexo 14

Anexo 15

Termo de Consentimento dos Casos.......cccueevveerieeneeriieenieenieenieennenns 105
Ficha de atendimento de doadores de sangue...........c.cccecvveerveeenreennns 107
Termo de Consentimento dos doadores de sangue............cceceeevuneennee 108
Ficha de levantamento dos doadores de 01gaos..........ccceeevuveerureennnenn. 110

Tabela de dados demogréficos, fatores de risco para aquisicao do
VHC e tempo de infeccao dos 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA. 1. veeuteeeiteeiee et ettt et ettt s et e bt e sat e st e e sbe e et eseeeeneesaneenneenes 111

Tabela de gendtipos do VHC, carga viral do VHC, transaminases e
histologia dos 51 pacientes com VHC cronica.........c.cccceevveerueeennneen. 113

Tabela das alteracdes nos hepatdcitos dos 51 pacientes com hepatite
€ CIOMICA ettt 115

Tabela das alteracdes nos sinuséides hepaticos dos 51 pacientes com
hepatite C CrOMICA. ... ..ceivuieeiiieeeiie ettt 117

Tabela das alteracdes do espaco-portal dos 51 casos com hepatite C
CTOMICA. 1. veeuteeeiteetee et ettt et e e et et et et e et e st esbe e e bt e seeeereesareenneenes 119

Tabela de correlacdo entre a expressdo das populacdes celulares no
figado e a idade dos 51 pacientes com hepatite C cronica.................. 121

Tabela de correlagao entre os niveis das citocinas no figado e no
sangue e a idade dos 51 pacientes com hepatite C cronica................. 122

Tabela de correlagao entre o tempo de infec¢ao pelo VHC e as
populacdes celulares no figado...........eevvieeriiiiiiiiiiiiiiieeeeee 123

Tabela de correlagao entre o tempo de infec¢ao pelo VHC e as
citocinas no figado € N0 SANGUE........cccueeevuiiiriiiiniiienieeeieeeeeeeen 124

Tabela de comparagao entre as populagdes celulares no figado e o
género dos 51 pacientes com hepatite C cronica..........cceeeeveevveeenneen. 125

Tabela de comparagao entre as citocinas no figado e o género dos 51
pacientes com hepatite C CrONICA........cccvvveerireeriiieeeiieeniieeeieeeee 126



Anexo 16

Anexo 17

Anexo 18

Anexo 19

Anexo 20

Anexo 21

Anexo 22

Anexo 23

Anexo 24

Anexo 25

Anexo 26

Anexo 27

Anexo 28

Anexo 29

Anexo 30

Tabela de comparagao entre os niveis de citocinas no sangue € o
género dos 51 pacientes com hepatite C cronica..........cceeeeeeevueeenneen. 127

Tabela de comparagao entre as populagdes celulares no figado e a
“raca” dos 51 pacientes com hepatite C cronica..........ccecueeevueeenneennns 128

Tabela de comparagao entre as citocinas no figado e a “raca” dos
51 pacientes com hepatite C CrONICA........cccveerrveerriieeniieerieeeiieeene 129

Tabela de comparagao entre as citocinas no sangue e a “raga’” dos 51
pacientes com hepatite C CrONICA.........cccvveerrireeriiieeeriieeniieeeieeeee 130

Tabela de comparagao dos graus de fibrose entre homens e mulheres
com hepatite C CrONICA.........eevvreeriieeriieeiie et 131

Tabela de comparagao da fibrose e a raca dos 51 pacientes com
hepatite C CIOMICA. ......eeeiiiieeiieeeiiee ettt ettt et 132

Tabela de correlagdo das populacdes celulares com as trasaminases
e a carga viral do VHC dos pacientes com hepatite C cronica........... 133

Tabela de correlagao das citocinas no figado com as trasaminases e
a carga viral do VHC dos pacientes com hepatite C cronica.............. 134

Tabela de correlagao das citocinas no sangue com as transaminases
e a carga viral do VHC dos pacientes com hepatite C cronica........... 135

Tabela de comparagao entre as populagdes celulares no figado e os
genoétipos 1 e “ndo 17 dos 51 pacientes com hepatite C cronica........ 136

Tabela de comparagao entre as citocinas no figado e os genétipos 1
e “ndo 1” dos 51 pacientes com hepatite C crOnica..........ccecveeruveennee 137

Tabela de comparagao entre citocinas no sangue e os genotipos 1 e
“ndo 17 dos 51 pacientes com hepatite C cronica.........cccceeeeveveennnnen. 138

Tabela de comparagao entre as populagdes celulares e a presenga de
foliculo linf6éide em bidpsia hepatica de 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA 1.ttt ettt ettt ettt ettt et e et e bt e et e e st e ebeesaneeaee 139

Tabela de comparagdo entre as citocinas e a presenca de foliculo
linféide em bidpsia hepatica de 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA. 1. veeuteeeiteett ettt et ettt et et e et e st st esbe e e bt e seeesreesaneenneenns 140

Tabela de comparagao entre citocinas no sangue e a presenca de
foliculo linf6éide em bidpsia hepatica de 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA 1.ttt ettt ettt ettt et et et e et e bt e st e et e st e ebeesaeeeaee 141



Anexo 31

Anexo 32

Anexo 33

Anexo 34

Anexo 35

Anexo 36

Anexo 37

Anexo 38

Anexo 39

Anexo 40

Anexo 41

Anexo 42

Anexo 43

Tabela de comparagao entre populacdes celulares e inflamagao dos
ductos biliares em bidpsia hepatica de 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA 1.ttt ettt ettt ettt ettt et e sttt e bt e bt e sbe e e bt e sbbeebeesabeenbeeas 142

Tabela de comparacdo entre citocinas e inflamacao dos ductos
biliares em bidpsia hepatica de 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA. 1.ttt ettt et ettt e et s et et st e bt e e bt e sseeereesaneenneenan 143

Tabela de comparagao entre citocinas no sangue e inflamacgao dos
ductos biliares em bidpsia hepatica de 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA 1ttt ettt ettt ettt ettt et e sttt e sa e et esbt e et esbbeenbeesabeenbee e 144

Tabela de comparacgdo entre populacdes celulares e proliferacao dos
ductos biliares em bidpsia hepatica de 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA. 1.ttt ettt ettt et et ettt e et et e e sbe e e bt e seeeereesaneenneenen 145

Tabela de comparagao entre citocinas e proliferacdo dos ductos
biliares em bidpsia hepatica de 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA 1.ttt ettt ettt ettt ettt et ettt esat e et esbt e et esbbeebeesabeenbee e 146

Tabela de comparagdo entre citocinas no sangue e proliferacao dos
ductos biliares em bidpsia hepatica de 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA. 1. veeuveeeiteeite ettt et eet et s et s e et st e e sbe e e bt e saneereesaneenneenes 147

Tabela de comparagao entre as populagdes celulares e a presenga de
edema e esteatose em bidpsia hepética de 51 pacientes com hepatite
€ CIOMICA ettt ettt 148

Tabela de comparagdo entre citocinas no figado e no sangue com a
presenca de edema no espago portal de bidpsia hepatica de 51
pacientes com hepatite C CrONICA........ccovuveerriieeriiieeeiieeeeeeeieee e 149

Tabela de correlagao entre citocinas no figado e sangue a presenca d¢
esteatose em bidpsia hepética de 51 pacientes com hepatite C
CTOMICA 1.ttt ettt ettt ettt et ettt e bt e et esbt e et e s bt e s bt e sbteebeenaee 150

Tabela de comparagdo entre os gendtipos 1 e “ndo 17 e as alteragdes
da bidpsia hepética segundo a classificacdo de Ishak dos 51 paciente:
com hepatite C CrONICA........eeeruvieeriieeiiieeiiee et 151

Tabela de comparagao entre a expressao de populacdes celulares e
pacientes com fibrose avancada (F5/F6) e sem fibrose avancada (F1-
FA) et 152

Tabela de comparagdo entre a expressdo de citocinas e pacientes con
fibrose avangada (F5/F6) e sem fibrose avancada (F1-F4).......... 153

Tabela de comparagdo entre as citocinas no sangue e pacientes com
fibrose avangada (F5/F6) e sem fibrose avancada (FI- F4).................. 154



Anexo 44

Anexo 45

Anexo 46

Anexo 47

Anexo 48

Anexo 49

Tabela de dados demogréaficos dos 51 doadores de sangue e IMC 155

Tabela de dados demogréficos e evolucao durante internacio na
UTT dos 33 doadores de Orga0S.......cueeeruveeerueeeeiieeenieeenveeereveeeeveeenns 157

Tabela de anatomo patoldgico dos 33 doadores de 6rgios................. 159

Tabela de densidade das populag¢des celulares no figado dos 33
dOAdOTes de OTZAOS.....ceevuuiieiiiieiiiee ettt st 161

Tabela de densidade das citocinas no figado dos 33 doadores de

Tabela de concentragao das citocinas no sangue dos 51 doadores de
SATGUE. ...eeeueteeeneteeeuteeeteteeeteeesabeeesateeesabeeesabeeasbeesasseeebaeesnsbeessseesneeens 165



RESUMO

Rodriguez-Viso, AT. Hepatite C e citocinas - estudo no soro e no figado [tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2007. 190p.

INTRODUCAO: A patogénese da hepatite C cronica resulta principalmente de
mecanismos imuno-mediados com a atuagdo central das citocinas tanto na lesdo
hepatocelular como na eliminagdo e na persisténcia do virus da hepatite C (VHC).
OBJETIVOS: Investigar a resposta imune adaptativa da hepatite C cronica através da
expressdo das células inflamatérias no tecido hepético e de citocinas no tecido
hepatico e no sangue, relacionando-os com dados demograficos, laboratoriais e
histolégicos. METODOS: Pacientes com hepatite C cronica, virgens de tratamento
foram selecionados no ambulatério de Moléstias Infecciosas do Hospital das
Clinicas. Foram utilizados dois grupos controles para comparacdo: de doadores de
sangue sauddveis e fragmentos de bidpsia hepatica de doadores de 6rgaos. Todos os
controles selecionados nao tinham evidéncia de hepatopatia. As seguintes citocinas
foram analisadas no sangue pelo método quantitativo de ELISA no sangue dos casos
e dos doadores de sangue: interleucina (IL) 1, IL2, IL4, IL6, IL 10, interferon (IFN)
v, fator de necrose tumoral (TNF) a e fator de crescimento e transformacao (TGF) p.
As mesmas citocinas e as populagdes celulares CD4+, CD8+, CD45RO+, CD57+,
CD68+ e S100 foram quantificadas através de método imuno-histoquimico no
espaco portal e no lobo hepético dos casos e dos doadores de figado. Esses dados
foram posteriormente associados as alteragdes histologicas pela classificacdo de
Ishak. RESULTADOS: Foram selecionados 51 pacientes com hepatite C cronica,
58% do género masculino; 66,6% brancos e média de idade de 39 anos (variando de
20 a 59). Foram selecionados 33 doadores de 6rgaos e 51 doadores de sangue.
Comparando com os doadores de sangue, 0s casos apresentaram maiores niveis
séricos de IL2 (p <0,001), IL10 (p <0,001), INFy (p 0,018) e TGFp (p <0,001). Na
andlise das bidpsias hepdticas, os casos apresentaram maior expressao de LTCD4+
portais (p <0,001), LTCD8+ portais (p <0,001), IL4 lobular (p 0,001), IL10 lobular
(p 0,007), INFy lobular (p <0,001), TNFa portal (p <0,001) e lobular (p <0,001),
TGEFp portal (p <0,001) e lobular (p <0,001) do que os doadores de 6rgaos. Entre os
casos, houve correlacdes significantes diretas entre os seguintes marcadores e as
alteracdes histologicas: CD4+ portal com a atividade peri portal (p 0,004); CD4+
lobular com a atividade lobular (p 0,017); TGF lobular com a atividade lobular (p
0,016); IL1p portal com atividade peri portal (p 0,009) e IL8 do sangue e fibrose (p
0,036). As populagdes celulares foram correlacionadas as citocinas no figado dos
casos e houve significancia direta entre: CD4+ portal e TNFa portal (p 0,004); CD8+
portal e TGFp portal (p 0,030); CD57+ portal e IL10 portal (p 0,008); CD57+ lobular
com TGFp lobular (p 0,040) e IL2 lobular (p 0,048); S100 portal e IL10 portal (p
0,014). Nao houve correlacdo significante entre as citocinas do figado e as citocinas
do sangue nos pacientes com hepatite C cronica. A carga viral do VHC teve
correlagdo indireta com LTCD8+ lobulares (p 0,020), IL2 portal (p 0.049) e lobular



(p 0.004). DISCUSSAO: O comando da resposta imune nesta casuistica foi
orquestrado pelos linfécitos T CD4+ e CD8+, com predominio da resposta Thl e o
principal local dos eventos foi o espaco portal. A compartimentalizacdo da resposta
imune ao VHC foi evidenciada pela auséncia de correlagdes significantes entre as
citocinas do tecido hepatico e do sangue nos pacientes com hepatite C crdnica.

Descritores: hepatite C cronica, citocinas, linfécitos T, imunoistoquimica, hepatite C
cronica/ fisiopatologia



SUMMARY

Rodriguez-Viso, AT. Hepatitis C and cytokines - study in blood and liver [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2007. 190p.

BACKGROUND: The pathogenesis of chronic hepatitis C results mainly of
immunological mechanisms with cytokines playing a central role in hepatocellular
necrosis and in the immunopathogenic process involved in viral clearance and
persistence. AIM: To investigate immune response to hepatitis C virus (HCV)
through expression of inflamatory cells in liver and cytokines in liver and serum, and
assess the relationship with demografic, laboratorial and histological features.
METHODS: Naive patients with chronic hepatitis C were selected from Infectious
Diseases Division at a University Hospital. Two sets of controls were selected for
comparison: healthy blood donors and liver biopsy specimens from liver donors. All
controls had no evidence of hepatic disease. The following cytokines were analyzed
by quantitative ELISA method in serum of cases and healthy blood donor controls:
interleukin (IL) 1, IL2, 1L4, IL6, IL10, interferon (IFN) vy, tumor necrosis factor
(TNF) a, and transforming growth factor (TGF) B. The same cytokines and cellular
populations of CD4+ T lymphocytes (TL), CD8+ TL, CD45+, CD57+, CD68+ and
S100 were quantified by immunohistochemistry in acinar and portal spaces in liver
biopsies of cases and liver donor controls. These data were additionally associated to
histological parameters by Ishak Score. RESULTS: Were selected 51 patients with
chronic hepatitis C, 58% were males; 66,6% white and the median age was 39 (range
20 to 59) years. Were selected 33 liver donors and 51 blood donors. Compared with
heathy blood donor controls, cases showed higher levels of IL2 (p <0.001), IL10 (p
<0.001), INFy (p 0.018) and TGFB (p <0.001). In liver biopsy analyses, cases
showed greater expression of the following cell populations and cytokines: portal
CD4+ TL (p <0.001), portal CD8+ (p <0.001), acinar IL4 (p 0.001), acinar IL10 (p
0.007), acinar INFy (p <0.001), portal TNFa (p <0.001), acinar TNFa (p <0.001),
portal TGFB (p <0.001) and acinar TGFB (p <0.001). Among cases, significant
positive correlations were found between the following markers and Ishak graded
patterns: portal CD4+TL and periportal inflammation (p 0.004); acinar CD4+ and
focal inflammation (p 0.017); acinar TGFp and focal inflammation (p 0.016); portal
IL1B and periportal inflammation (p 0.009) and IL8 in blood and fibrosis (p 0.036).
The cellular populations were correlated to cytokines in liver of hepatitis C patients
and there was significant positive correlation between: portal CD4+ and portal TNFa
(p 0.004); portal CD8+ TL and portal TGFp (p 0,030); portal CD57+ and portal IL10
(p 0,008); acinar CD57+ and acinar TGFp (p 0,040) and acinar IL2 (p 0,048); portal
S100 and portal IL10 (p 0,014). No significant correlation was found between liver
and serum cytokines in cases. Hepatitis C viremia was inversely correlated to acinar
CD8+ TL (p 0.020); portal (p 0.049) and acinar IL2 (p 0.004). DISCUSSION: The
command of the immune response in this casuistic was orchestrated by CD4+ TL and
CD8+ T lymphocytes, with predominance of Thl answer, and the main site where of
the events ocurred was the portal space. The compartimentalization of immune



response to HCV was evidenced by the absence of significant correlations between
cytokines in hepatic tissue and blood from patients with chronic hepatitis C.

Descriptors: chronic hepatitis C, cytokines, T-lymphocytes, immunohistochemistry,
chronic hepatitis C/ physiopathology



1. INTRODUCAO

A hepatite cronica por virus C constitui um problema de Satide Publica, com
cerca de 170 milhdes de pessoas infectadas no mundo, sendo a principal causa de
transplante hepatico nos paises desenvolvidos (Marcellin et al., 1999; Cohen, 1999).
No Brasil, estima-se que 2,5 a 4,9% da populacao esteja infectada pelo VHC (Cohen,
1999) e na cidade de Sdo Paulo por volta de 1,42% da populagdo segundo Focaccia
et al. (1998), totalizando 155 mil pessoas infectadas por esse virus de acordo com as
estimativas populacionais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2005).

Aproximadamente 15% dos individuos infectados pelo virus da hepatite C
(VHC) o eliminam espontaneamente, 25% tém doenca assintomdtica com
aminotransferases persistentemente normais e lesdes histoldgicas leves, enquanto
60% evoluem para doenca cronica progressiva (Marcellin et al., 1999). Cerca de 20%
dos pacientes com hepatite C cronica evoluem para cirrose num periodo que pode
variar de 10, 20 (Marcellin et al., 1999), ou 30 anos (Poynard et al., 1997). Além
disso, podem evoluir para 6bito em decorréncia das complicagdes da cirrose ou
hepatocarcinoma (Marcellin et al., 1999).

Até o momento, ndo hd testes séricos que predigam a taxa de progressdo da
fibrose em cada paciente, mas niveis séricos de ALT foram associados com maiores
riscos de progressdao da fibrose (Marcelin et al., 2002). A alteragdo histoldgica,
especialmente o grau de fibrose, é o maior preditor de progressdo na hepatite C

cronica (Chitturi e George, 2000; Alberti et al., 2004) e a bidpsia hepatica continua



sendo a melhor forma de avaliar o grau de lesao da doenca (Marcelin et al., 2002;
Friedman, 2004). A histologia, a hepatite cronica é caracterizada por inflamacio e
necrose de hepatdcitos, acompanhadas ou nao por alteracdes estruturais e agressao a
placa limitante e alteracdes do lobo hepatico (Ishak, 2000). A hepatite de interface
(que ja foi chamada de necrose em saca-bocado ou hepatite periportal) inicialmente
destr6i a placa limitante periportal e evolui com continua erosdo do parénquima
hepatico e a partir dai segue-se fibrose regional que leva a importantes modificacoes
estruturais, podendo culminar com o desenvolvimento de cirrose (Ishak, 2000). Os
marcadores histolégicos da hepatite C sdo os agregados linféides nos espacos porta
com ou sem centros germinativos, as lesdes de ductos biliares “tipo hepatitico” com
alteracdes degenerativas ou de proliferacdo dos mesmos, a esteatose macrogoticular e
a linfocitose sinusal (Ishak, 2000).

A progressao da hepatite C cronica ndo € linear em todos os pacientes e a
histologia hepatica pode permanecer relativamente estdvel com lesdes minimas nao
evolutivas em alguns individuos (Scheuer, 1994) ou progredir rapidamente para
cirrose em outros (Chisari, 1997). Muitos estudos t€ém analisado varidveis na
determinagdo da gravidade das lesdes histologicas, mas o impacto desses fatores na
evolucdo da hepatite C cronica ainda estd em discussao (Chitturi e George, 2000).

A histéria natural da hepatite C é influenciada pela acdo de trés pilares

principais:

a) os fatores virais, como a cinética do VHC e lesdo citopdtica que ele causa;
b) os fatores do hospedeiro, como os fatores intrinsecos ao hospedeiro e a

exposicao do mesmo a fatores externos;



c) ainteracdo entre hospedeiro e o VHC.
1.1. Fatores virais

O virus da hepatite C (VHC) € um virus pequeno com aproximadamente 50 nm,
envelopado que pertence a familia Flaviviridae (Major e Feinstone, 1997). Seu
genoma ¢ constituido por uma molécula de RNA que contém aproximadamente
9.500 nucleotideos que codificam as informagdes para a replica¢do viral (McGarvey
et al., 1998). A cadeia de RNA é composta por duas regides terminais altamente
conservadas e nio codificadoras (UTR) 5’ e 3’e entre estas, uma Unica fase de leitura
aberta (ORF do inglés “open reading frame”) que codifica uma poliproteina com
cerca de 3000 aminoécidos. Esta poliproteina € clivada no pélo N-terminal em trés
proteinas estruturais, o nucleocapsideo (core), envelope um (E1) e envelope dois
(E2) que estao envolvidas na organizacdo arquitetural do VHC. No pdlo carboxi-
terminal a poliproteina € clivada em seis proteinas ndo-estruturais, NS2, NS3, NS4
(NS4A e NS4B), NS5 (NS5A e NS5B) e NS6, responsaveis pelo ciclo bioldgico do

virus (Figura 1) (McGarvey et al., 1998).

Figura 1 - Representacdo do genoma do VHC
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Os fatores virais relacionados a progressdo da doenga cronica pelo VHC sao

(Gremion e Cerny, 2005):

v' o indculo da infec¢do pelo VHC;

v citopatogenicidade direta do VHC;

v' genétipo do VHC;

v esteatose induzida pelo VHC;

v sindrome colestésica induzida pelo VHC;
v hepatite aguda lobular induzida pelo VHC;

v apoptose induzida pelo VHC.

O VHC entra no hospedeiro suscetivel, penetra na corrente sanguinea, segue ao
figado por tropismo, passando por diversos tecidos em que pode infectar e se replicar
(Gowans, 2000). Sabe-se que o VHC nao € apenas hepatotrépico, mas é também um
virus linfotrépico, capaz de replicar in vitro em linhagem de células T humanas
(Koziel et al., 1992), ja que seqii€éncias gendmicas do virus foram encontradas em
populacdes de células B e T periféricas de pacientes com hepatite C cronica (Mac
Donald et al., 2002). O VHC pode infectar diretamente o tecido linfatico e sua
estimulagcdo levar ao desenvolvimento de linfomas de células B com malignidade
(Ferri et al., 1994). Ha evidéncias de que o VHC também se replica no pancreas, na
tiredide, glandulas adrenais, baco e medula 6ssea (Gowans, 2000). A infeccao do
VHC em sitios extra-hepaticos pode favorecer o aparecimento de variantes do VHC
(Maggi et al., 1997; Giannini e Bréchot, 2003) e diminuir seu reconhecimento pelo

sistema imune do individuo.



Para a entrada na célula hospedeira, a proteina do envelope E2 do VHC
reconhece e se liga a molécula de superficie CD81 (molécula tetraplasmina) presente
na superficie dos hepatécitos e linfocitos (Pileri et al., 1998). As particulas
circulantes do VHC estdo associadas a lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) e baixa densidade (LDL), fato que leva a discussdes na literatura de que o
receptor LDL também poderia ser um receptor viral (Giannini e Bréchot, 2003).
Além da molécula de superficie E2, a proteina E1 do envelope tem sido implicada na
participacao da entrada do VHC na célula alvo (Polyak, 2003). Apds a interagdo do
envelope do virus com a membrana da célula do hospedeiro, o VHC entra na célula
por endocitose e no citoplasma sofre tradu¢do do RNA mensageiro e processamento
das poliproteinas; depois disto, seu RNA se replica, os novos “RNA”s virais sdo
empacotados e transportados até a superficie da célula hospedeira para sairem e
completar novo ciclo (Lindenbach e Rice, 2005).

O VHC apresenta alta taxa de replicacdo, aproximadamente 1 x 10'? virions ao
dia, além de alta taxa de mutagdo, estimada em 107 substitui¢des de nucleotideos ao
ano (Giannini e Bréchot, 2003), o que leva a grande heterogeneidade de
apresentacdes, denominadas quasiespécies (Major et al., 1997). O indéculo da
infec¢do pelo VHC ou a alta taxa de replicag@o viral pode ser um dos responsaveis
pela persisténcia do virus quando ela excede a resposta do hospedeiro (Cerny e
Chisari 1999; Gremion e Cerny, 2005). H4 controvérsias se a carga viral do VHC
estd associada a lesdes mais intensas, ja que alguns demonstraram que sim (Haruna
et al., 1993), enquanto outros demonstraram o contrario, ou seja, que niveis baixos de
cargas virais de VHC se relacionaram a variados graus de lesdes histoldgicas

(Brillanti et al, 1993; Poynard et al., 1997).



A selecdo e a adaptagdo do hospedeiro as quasiespécies deu origem a distintos
genotipos (Simmonds et al., 1993) cuja classificagdo baseia-se na similaridade da
seqiiéncia de nucleotideos, sendo que similaridade menor do que 67 a 69%
caracteriza um novo tipo viral e similaridade entre 75 e 80% d4 origem a um subtipo
(Simmonds et al., 2005). Na classificacdo atual ha 6 tipos de gendtipos numerados de
1 a 6, com os subtipos 1a, 1b, Ic, 2a, 2b, 2c, 2k, 3a, 3b, 3k, 4a, 5a, 6a, 6b, 6d, 6g, 6h
e 6k (Simmonds et al., 2005) que apresentam diferentes prevaléncias no mundo
(Zein, 2000). No Brasil, hd predominio do genétipo 1, seguido pelo 3 e 2
respectivamente (Bassit et al., 1995).

Estudos sugeriam que determinados gendtipos, como o 1, poderiam ser mais
citopaticos (Dusheiko at al., 1994) ou induzir a maior progressdo da doenca que
outros (Kobayashi et al., 1996), além deste gendtipo ter maior associacdo com
cronificacdo do VHC (Amoroso et al., 1998). O gendtipo 1b foi associado a maior
risco de cirrose e hepatocarcinoma que os genétipos 2 e 3 numa pesquisa do norte da
Itdlia (Bellentani et al., 1999). Por outro lado, Poynard et al. (1997) afirmaram que o
genotipo e a carga viral do VHC nao influenciam a progressdo da doenga, mas a
resposta ao tratamento da hepatite C cronica (Marcellin et al., 1999).

Estudos apontam que o core e o NS5A do VHC estao presentes na superficie das
vesiculas de lipidios e podem alterar seu metabolismo com o aumento de depdsito de
gordura nas células hepdticas, induzindo a esteatose (Giannini e Bréchot, 2003).
Sabe-se que a esteatose € um co-fator que influencia na progressdo da fibrose na
hepatite C cronica (Cholet et al., 2004) e diversos estudos tém associado diretamente
a esteatose ao gendtipo 3 do VHC (Rubbia-Brandt at al., 2004; Sharma et al., 2004) e

por isto, o gendtipo 3 tem sido apontado como citopatico (Kumar et al., 2002; Negro,



2006). Kumar e colaboradores (2002) identificaram a reducdo da esteatose como
Unica varidvel preditora da resposta virologica ao tratamento da hepatite C cronica
em genétipo 3.

H4 na literatura outras evidéncias da lesdo citopatica direta causada pelo VHC,
como a observacdo de lesdes histoldgicas com infiltrado inflamatério escasso
causadas pelo VHC (Miller et al., 1990; Gonzalez-Peralta et al., 1994; Barone et al.,
1999), a semelhanca de outros patégenos da familia Flaviviridae (Alberti e
Bortolotti, 2001). A descricdo de casos de hepatite fulminante pelo VHC apés
quimioterapia em transplante de figado (Naumov, 1999), de hepatite lobular aguda
pelo VHC apés transplante de figado (Gane et al., 1996) e sindrome colestatica
aguda pelo VHC ap6s transplante de rim (Delladestsima et al., 2001) corroboram

com esta teoria.

1.2. Fatores do hospedeiro na hepatite C cronica

Diversos fatores, tanto intrinsecos como extrinsecos ao hospedeiro, t€ém sido
implicados na manutencao e progressao da hepatite C.

Os fatores intrinsecos relacionados ao hospedeiro sao:

v' 0 género masculino;

v' aidade acima de 40 anos no momento da exposi¢do ao VHC;
v' a‘“racanegra”;

v" o diabetes melitus;

v' o indice de massa corpérea (IMC) e obesidade;



v' aimunidade do hospedeiro;
v fatores genéticos como alguns haplétipos de HLA;

v depésito de ferro no figado.

Os fatores extrinsecos do hospedeiro relacionados a progressao da hepatite C

cronica sao:

v" 0 uso abusivo de dlcool;

v' 0 tabagismo;

v' aaquisi¢do do VHC por via endovenosa;

v' aco-infec¢do com outros virus como HIV, VHB e HTLV;

v' aduracio da infec¢do pelo VHC.

Os dados demogréficos como idade, género (Poynard et al., 1997; Bellentani et
al., 1999) e “raca” (Reddy et al., 1999; Lepe et al., 2006) tém sido discutidos em
nosso meio, mas o como eles influenciam na progressao da hepatite C ainda ¢
discutido.

Diversas pesquisas descrevem que a positividade do VHC aumenta com a idade
(Bellentani et al., 1999; Lepe et al., 2006) onde haveria maior chance de progressao
da doenca (Poynard et al., 1997; Bellentani et al., 1999). O género masculino € mais
prevalente em grande parte dos estudos de hepatite C (Poynard et al., 1997; Lepe et
al.,, 2006) e, além disto, ele foi associado a progressio da doenga para cirrose
(Poynard et al., 1997; Bellentani et al., 1999). Lepe et al (2006) analisando 1225

pacientes em Chicago, evidenciaram que havia mais homens nos trés grupos



analisados, de brancos, hispanicos e afro-americanos. Além disto, os hispanicos
mostravam maiores niveis de aminotransferases, atividade portal (classificacdo de
Knodell) e que as mulheres hispanicas tinham maior prevaléncia de cirrose que os
outros grupos (Lepe et al., 2006). A discussdo da razdo destas mulheres terem mais
cirrose, é que eram mais obesas, com maior chance de esteatose e progressao da
hepatopatia (Lepe et al., 2006).

Alguns estudos sugerem que descendentes afro-americanos (AA) t€m pior
evolucdo da hepatite C devido a maior propensdao a cronicidade, resisténcia ao
tratamento (maior porcentagem de gendtipo 1) e desenvolvimento de
hepatocarcinoma do que os descendentes caucasiano-americanos (CA) (Reddy at al.,
1999; el-Serag, 2001). Analisando 99 individuos cronicamente infectados e 31 que
tiveram eliminagdo espontanea do VHC, Sugimoto et al. (2003) evidenciaram que a
etnia de AA estava associada a uma resposta LTCD4+ mais vigorosa que CA, com
predominio da resposta Th2 e manutengao da infeccdo. A evolucao da hepatite C nas
diferentes etnias poderia ser devido a fatores genéticos, como HLA classe-II que
poderiam definir a eliminag¢do espontanea do VHC (Azoscar et al., 2003).

Alguns alelos de MHC-II, como o DRS, tém sido relacionados com menor
incidéncia de cirrose em individuos cronicamente infectados pelo VHC (Thursz et
al., 1997). Rehermann et al. (1996) reconheceram LTC restritos a HLA-A2 em 97%
de pacientes cronicamente infectados pelo VHC, em contraste a 2% de controles
negativos para anti-VHC. Algumas citocinas pré-inflamatérias parecem estar
associadas a resposta da infec¢do viral, bem como a expressdo de determinados
haplétipos (Thursz et al., 1997).

O “status” imune do hospedeiro influencia profundamente o curso da infec¢do
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pelo VHC (Chitturi e George, 2000). Em revisao da literatura, Einav e Koziel (2002)
constataram maior prevaléncia de VHC cronica em imunodeprimidos como pacientes
com hipogamaglobulinemia (21%), co-infec¢do pelo HIV (73%), transplantados de
medula (45%), rins (29%) e figado (mais de 95%). Além disto, estes pacientes
apresentavam maiores viremias dos que os imunocompetentes e a doenca era mais
grave e rapidamente progressiva. A co-infeccdo por HTLV-1 parece alterar a
eliminacdo do VHC tanto espontaneamente, como apds tratamento com interferon
(Kishihara et al., 2001).

O uso abusivo de dlcool tem sido relacionado a aumento da progressdao da
hepatite C cronica em diversos trabalhos, onde se discute a dose de pelo menos 30g
ao dia (Bellentani et al., 1999), ou de 40g ao dia (Poynard et al., 1997; Monto et al.,
2004) ou que oscila entre 50 e 80 g de etanol ao dia (Campollo, 2002; Vento e
Cainelli, 2002). Diversas observagdes sugerem que o dlcool aumente a habilidade do
VHC para entrar e persistir no organismo (Campollo, 2002) e que os individuos que
ingerem dlcool tém maior prevaléncia de infec¢do pelo VHC (Campollo, 2002;
Sanchez Avila, 2002). Além disto, o uso de dlcool afeta alguns componentes da
resposta imune (Campollo, 2002), pode alterar a resposta inflamatéria das citocinas,
aumentando a viremia e pode ser um importante co-fator no desenvolvimento do
hepatocarcinoma (Schiff, 1999). Além disto, o uso de dlcool em individuos com
VHC aumenta a esteatose hepatica e induz apoptose (Campollo R, 2002; Vento e
Cainelli, 2002; Bhattacharya e Shuhart, 2003). O uso de dlcool também tem sido
associado a deposicdo de ferro no figado de pacientes com VHC cronica (Vento e
Cainelli, 2002; Bhattacharya e Shuhart, 2003).

O tabagismo também tem sido implicado na progressdao da hepatite C (Pessione
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et al., 2001). O tabagismo pode induzir a lesdo direta no figado, indireta (efeito
téxico), ter efeitos imunolégicos (producdo de IL1, IL6 e TNFo que causam lesao

hepdtica), além de aumentar a atividade inflamatdria e fibrose hepaticas (El-Zayad;,

2006).

1.3. Interacdo hospedeiro e VHC

Na infec¢@o pelo VHC, a constituicdo genética € um importante fator envolvido
na persisténcia do virus (Gremion e Cerny, 2005), pois influencia desde o
reconhecimento e apresentacdo do antigeno até o tipo de resposta Th (Thursz et al.,
1997).

Virios autores evidenciaram a participagdo da patogénese imuno-mediada na
infeccdo pelo VHC, pois parte dos portadores ndo desenvolve doenca (Naoumov,
1999; Abrignani,1997; Cribier et al., 1998; Rehermann, 2000). Outros autores
discutem que esse mecanismo € o Unico responsavel pela lesao hepdtica (Botarelli et
al., 1993; Cerny e Chisari 1999; Brown e Neuman, 2001; Bertoletti et al., 2003).

Os fatores da resposta imune ao VHC relacionados a progressdo da doenca

cronica sao (Gremion e Cerny, 2005):

v resposta das células NK;
v resposta humoral e formagdo de imunocomplexos;
v resposta TCD8+: lesdo direta da célula infectada;

v resposta TCD4+: polarizacdo Th1/Th2 inapropriada e secrec@o de citocinas.
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O figado € um componente do sistema imune (Racanelli e Rehermann, 2006), ja
que substancias da resposta inata e adaptativa estdo presentes ou sao sintetizados por
este 6rgao (Martins, 2001). A resposta inata ao VHC € responsavel pela ativacdo de
citocinas, como o interferon (IFN), que ativam proteinas antivirais inibindo a
replicacdo do virus (Thimme et al., 2006). A resposta adaptativa ao VHC neutraliza
particulas virais e destré6i células infectadas (Thimme et al., 2006). O balango entre a
efetividade, especificidade e rapidez destas respostas e a taxa de replicacdo do VHC
contribui para a eliminacdo ou persisténcia da infec¢do por esse virus (Brown e

Neuman, 2001).

1.3.1. Resposta inata ao VHC

A primeira linha de defesa contra qualquer agente viral € feita pela resposta
inata de forma inespecifica (Janeway et al., 2007a). A maioria das células infectadas
pelo VHC reconhece sua cadeia de RNA viral e responde com a producdo de
interferons, principalmente interferons tipo 1 o e B (Taylor et al., 2000; Mizukoshi e
Rehermann, 2001). Estes IFN a e B tém vérias a¢Ges antivirais como a expressdo de
proteinas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) tipo I, que facilitam
o reconhecimento de antigenos virais pelo sistema imune, além da ativacdo de
células como LTCD8+, células NK (“natural killer”) e macréfagos (Taylor et al.,
2000). Na infeccao pelo VHC, diversas proteinas induzidas pelo IFN-1, como a PKR
(Proteina quinase), a 2’,5’-oligoadenilato sintetase (2-50AS) e a proteina Mx (Taylor
et al., 2000) sdo responsaveis pela expressdao dos genes que inibem a replicacao deste

virus no interior dos hepatdcitos. Andlises de terapia com interferon t€m mostrado
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que essa citocina tem grande agdo contra o VHC através de mecanismos diretos e
indiretos mas, por outro lado, o VHC pode impedir a ativagdo celular de genes, que
por sua vez podem inibir o interferon tipo I (Duong et al., 2004).

O IFN-I estimula a enzima 6xido nitrico sintetase (NOS) que sintetiza 6xido
nitrico (NO). Este 6xido nitrico inibe a replicag¢do de virus em macréfagos, tem efeito
citotoxico e participa da patogénese de doencgas inflamatdrias e auto-imunes (Samuel,
2001). A enzima NOS é expressa em hepatdcitos e macréfagos como isoforma
(iNOS), produzindo grandes quantidades de NO em resposta a citocinas como o
IFNy. Pacientes com VHC tratados com IFN t€m maiores niveis de iNOS que se
correlacionam com diminui¢do dos niveis séricos de alanina aminotrasferase. Além
disto, a expressdo hepatica de iNOS tem forte correlagdo com os niveis hepéaticos de
HCV-RNA e uma fraca correlacdo com a expressdao de IFNy (Taylor et al., 2000).

As células NK tém habilidade de destruir células infectadas e inibir diretamente
a replicagdo viral (Taylor et al., 2000). Estas provavelmente sdo uma das mais
importantes células na defesa de hepatites virais, pois o figado humano contém
grande ndmero delas, maior do que no sangue ou qualquer outro 6rgao (Mizukoshi e
Rehermann, 2001; Racanelli e Rehermann, 2006). As células NK sao componentes
da resposta inata que respondem minutos ou horas apds a infec¢do através da
polarizacdo dos granulos em direc@o a célula infectada e liberagdo de seu contetido
com perforinas que vao fragmentar o nicleo da célula infectada e induzir sua morte
(Rehermann, 2000). Elas inibem a replicagdo viral com produg¢ao de interferon gama
(IFNY), que recrutam células inflamatorias intra-hepdticas e estimulam a resposta
Thl (Janeway et al., 2007a). Além destas, as células TNK constituem grande nimero

no figado e expressam CD57, exercendo fungdes citotdxicas e produzindo IFNYy e



14

IL4. As células NK também produzem interleucinas (IL) como IL1, IL2 e estimulam
a maturacdo das células dendriticas (Janeway et al., 2007a). Na hepatite C essas
células atuam induzindo a necrose ou apoptose da célula infectada (Winnock et al.,
1993) sinalizando a presenca do virus. Estudos sugerem que o VHC inibe genes de
receptores da ativacdo das células NK, diminuindo a a¢do destas células e reduz o
nimero e fun¢do das mesmas em individuos cronicamente infectados (Thimme et al.,
2006).

Na entrada do VHC na célula hospedeira, a ligacdo da glicoproteina E2 ao
receptor CD81 das células NK inibe a funcdo destas células (Crotta et al., 2002;
Pawlotsky, 2004;), alterando a resposta imune a infeccao pelo VHC. A glicoproteina
E2 também inibe a citotoxicidade e a produgao de IFNY pelas células NK (Thimme et
al., 2006).

As células dendriticas, assim como os macrofagos, fazem parte das células
apresentadoras de antigenos (APC) profissionais que, quando ativadas nos focos
inflamatorios, expressam em sua superficie grandes quantidades de moléculas co-
estimuladoras, que auxiliam na ativa¢do dos linfécitos T (Janeway et al., 2007b).
Elas tém importante papel na resposta inata, pois secretam altos niveis de IFNa
(Colonna et al., 2002; Diebold et al., 2003). Analises de células dendriticas em
pacientes com hepatite C cronica mostraram uma diminuicao da capacidade de ativar
células NK em resposta ao estimulo do IFNa, sugerindo que esta diminuicao pode
afetar a resposta ao IFNa na fase aguda da infeccdo (Pawlotsky, 2004). As células
NK também té€m a capacidade de aumentar as fung¢des das células dendriticas na
presenca de células hepaticas, mas essa capacidade estdi comprometida em células

NK derivadas de pacientes com hepatite C cronica, onde a producdo de IL10 e TGF
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pode inibir a acdo das células dendriticas (Jinushi et al., 2004).

O complexo de replicacdo viral parece ser formado por uma rigida estrutura de
membrana, altamente resistente a proteases e nucleases in vitro, o que provavelmente
protege o VHC da deteccao da resposta imune inata (Thimme et al., 2006). A
proteina do core do VHC interage com diversos fatores celulares, como receptor do
TNF, o que diminui a atividade citolitica dos LT (Chen et al., 1997). O VHC possui
estratégias de evasao da resposta inata passiva, pois as proteinas do core, as proteases
NS3/4A e NS5A interferem na resposta inata, impedindo a ac¢do anti-viral do IFN«o

(Thimme et al., 2006).

1.3.2. Resposta humoral ao VHC e estratégias de evasdo do VHC da resposta
imune

A imunidade humoral ao VHC € avaliada na prética clinica através de exames
como ELISA que detectam anticorpos especificos. Postula-se que apds a infeccao
pelo VHC haja producdo de altos titulos de anticorpos contra multiplos epitopos do
VHC na tentativa de debelar a permanéncia do virus (Taylor et al., 2000). A
expressdo da regido hipervaridvel NS1/E2 do envelope do VHC na superficie do
virus estimula os LB para producdo de anticorpos neutralizantes contra o VHC. O
virus sofre pressao seletiva do hospedeiro, o que estimulard a elevada variacao
nucleotidica e o aparecimento de mutagdes das proteinas do envelope, selecionando
variantes genOmicas na tentativa de eliminar o sitio de reconhecimento da resposta
imune (Botarelli et al., 1993). As diferentes muta¢des dao origem as quasiespécies do
VHC que circulam como uma mistura de variantes imunoldgicas, sendo que qualquer

uma delas pode passar a ser a cepa dominante quando as outras cepas coexistentes
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sdo controladas pelo sistema imune (Major e Feinstone, 1997). A grande quantidade
de quaisiespécies do VHC formada dribla a resposta humoral e ha persisténcia da
infeccdo (Giannini e Bréchot, 2003) e a agdo dos anticorpos neutralizantes no
controle da infeccdo do VHC parece ser insuficiente (Pawlotsky, 2004).

Os anticorpos contra o VHC t€m sido implicados no dano tecidual devido a
formacgao de imunocomplexos, como anticorpos anti-nucleares (Cacoub et al., 1999),
auto-anticorpos contra citocromo P450 e anticorpo contra figado e rim (Cerny e
Chisari, 1999). A deposicao de imunocomplexos tem sido relacionada ao surgimento
de manifestacdes extra-hepdticas, como artrite, crioglobulinemia (Agnello, 1995),
vasculite cutanea, glomerulonefrite, sindrome Sicca e prurido, que representam
substancial morbidade ao paciente (Cacoub et al., 1999). O VHC pode mimetizar o
sistema imune levando ao escape viral ou a uma imunidade pds infecciosa, como a
hepatite auto-imune tipo 2 (Cerny e Chisari, 1999; Cerny e Chisari, 2000).

H4 evidéncias de infec¢do pelo VHC resolvida pela resposta celular com CD4+
e CD8+ especificos onde nao houve formagao de anticorpos contra o VHC (Takaki et
al.,, 2000; Lechner et al., 2000), mostrando que nem sempre a resposta humoral

participa da resposta a infe¢ao pelo VHC.

1.3.3. Resposta celular, citocinas e populagoes celulares na hepatite C

A imunidade celular mediada por linfécitos T (LT) € um dos principais
mecanismos de lesdo hepdtica e de fundamental importancia nas doengas virais e
auto-imunes (Martins, 2001). Como hé fraca resposta humoral ao VHC, considera-se

que a reatividade de LT citotéxicos seja fundamental para a eliminagdo viral na
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infeccdo pelo VHC (Gruner et al., 2000). Apds sua ativagdo, os LT entram em
proliferacdo clonal secretando citocinas e outras substincias que podem afetar de
forma varidvel a fung@o hepatica (Kerr et al., 1979). Estudos demonstraram que a
infiltracdo de células mononucleares, incluindo LT e células NK no parénquima
hepatico causa destrui¢ao dos hepatdcitos por apoptose, levando a necrose em saca-
bocado (Kerr et al., 1979). Como os linfécitos t€ém dificuldade para se movimentar
na densa estrutura celular do figado, muitas de suas a¢des sdo mediadas por citocinas
(Martins, 2001), substancias que tém papel fundamental na resposta do hospedeiro ao
VHC, corroborando para maior ou menor lesdo hepdtica e progressao da doenca
(Marcellin et al., 2002). Algumas citocinas estimulam a sintese de coldgeno pelos
fibroblastos e formagao de fibrose na hepatite cronica em atividade (Kerr et al.,
1979), a qual pode progredir e levar a distorcdo da arquitetura hepdtica e cirrose na
hepatite C cronica (Marcellin et al., 2002). As quimiocinas, que s@o uma grande
familia de pequenas citocinas, importantes no recrutamento e migracdo de células
inflamatdrias quando hd inflamagao tecidual (Baggiolini et al., 1997). Sua atuacdo na
hepatite C cronica tem sido discutida e foi encontrada correlacio entre a expressao de
quimiocinas intra-hepaticas e atividade inflamatdria (Apolinario et al., 2002).

Os primeiros meses de interagdo entre o VHC e a resposta do hospedeiro
oferecem a principal oportunidade de identificar o mecanismo eficaz da resposta
imune (Cerny e Chisari, 1999).

Para alguns autores, os LTCD8+ sdo as principais células envolvidas na
eliminacdo do VHC (Missale et al., 1996) e sua acdo deficiente seria um dos fatores
responsaveis pela cronificacio do VHC (Chisari, 1997; Timme et al., 2001;

Pawlotsky, 2004). Os LTCD8+ podem eliminar o VHC do figado por dois
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mecanismos: inducdo da apoptose em hepatdcitos infectados (mecanismo citolitico)
ou pela supressdo da replicagdo através da producdo de IFNy (Kanto e Hayashi,
2006). A morte das células infectadas pelo VHC pode ocorrer tanto pela liberagdao de
moléculas que fazem canais na superficie celular (perforinas) como pela acdo de
substancias que ativam os mecanismos de apoptose, induzindo a destruicdo do
nucleo (granzimas B). Nos granulos dos linfécitos T citotoxicos existem substancias
com acdo microbicida (granulisina) que atuam na destruicdo da célula parasitada
(Cerny e Chisari, 1999). Outros mecanismos que podem contribuir para a
persisténcia do VHC sdo: a infeccdo em sitios privilegiados (infeccdo extra-
hepdtica), a inibicao viral da apresentacdo do antigeno, a supressdo imune seletiva, a
regulacdo negativa dos genes de expressio do VHC e as mutacdes virais que
dificultam o reconhecimento do antigeno especifico pelos LT (Cerny e Chisari,
1999). A resposta dos LTCD8+ ou LTC € menos vigorosa em pacientes
cronicamente infectados do que durante a fase aguda da infec¢do (Cerny e Chisari,
1999). Isto pode ser resultado da imunotolerancia ou da exaustdo da resposta dos
TCD8+ a alta carga viral do VHC que persiste nos individuos cronicamente
infectados (Cerny e Chisari, 1999).

Além dos LTCD8+, os LTCD4+ também parecem estar envolvidos na lesdo
viral mediados pelo aumento da expressdao do MHC classe 1I. Ha algumas evidéncias
de que os LTCD4+ poderiam ser diretamente citotoxicos, tais como os LTCD8+
(Martins, 2001). Estudos tém relacionado a resposta vigorosa e duradoura dos
LTCD4+ e a eliminacdo do VHC na infeccdo aguda (Cerny e Chisari, 1999;
Wertheimer at al., 2003). Essa resposta imune € geralmente direcionada a epitopos

do VHC como a proteina NS3 (Cerny e Chisari, 1999). Gerlach et al. (1999)
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evidenciaram que os LTCD4+ em PBMC (células mononucleares do sangue
periférico) eram responsaveis pela eliminacdo do virus na infec¢do aguda, enquanto
que a perda de resposta dos LTCD4+ se relacionou com a cronificacio do VHC. Um
estudo sobre hepatite C recorrente apds transplante mostrou que o principal
componente do infiltrado inflamatério é o LTCD4+ e que a perda da reatividade
especifica dos LTCD4+ ao VHC esta associada a persisténcia do virus e progressao
do dano ao figado (Carucci et al., 1997).

Na infec¢@o cronica pelo VHC hd inimeras quasiespécies deste virus que co-
existem com a resposta multiespecifica dos LTC (linfécitos T citotéxicos), o que
suscita a ddvida de se as mutagdes contribuem para ou sdo conseqiiéncia da
persisténcia deste virus (Cerny e Chisari,1999). O encontro de diferentes
quasiespécies do VHC no sangue e PMN tem sido discutido por diversos autores
(Roque-Afonso et al., 2005), sendo que a diversidade de quasiespécies entre o
sangue, PMN e figado corrobora para o conceito de ‘“compartimentalizacdo” da
resposta imune (Crispe e Mehal, 1996; Maggi et al., 1997), onde a resposta
observada em sangue periférico difere do que ocorre no figado na hepatite C cronica
(Minutello et al., 1993; Cerny e Chisari,1999; Sakai et al., 1999; Exley et al., 2002).
Além disto, Sakai et al. (1999) relacionaram a diversidade genética dos isolados do
VHC no figado com fibrose mais avangada.

A resposta imune adaptativa ao VHC requer a apresentacio de antigenos através
de células dendriticas, plasmécitos, mondcitos ou macréfagos (Gremion e Cerny,
2005). Discute-se a possibilidade de que a resposta mediada pelos LTCD4+ possa ser
prejudicada pela infeccdo do VHC nas células dendriticas (Pawlotsky, 2004) e, desta

forma, as células apresentadoras de antigenos podem contribuir para a cronicidade da
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hepatite C (Longman et al., 2004). Autores evidenciaram que células dendriticas
como macroéfagos estdo diminuidas na infec¢ao pelo VHC (Bain et al., 2001; Sarobe
et al., 2002) e que algumas proteinas virais inibem a apresentacdo do antigeno
induzida pelo IFN (Taylor et al., 2000).

Macréfagos sdo células fagocitarias que possuem receptores para constituintes
relativamente invaridveis dos patégenos, cujo reconhecimento induz a produgio de
citocinas, como a IL1, IL6, IL8, IL10, IL12, TGFfe TNFa (Fator de Necrose
Tumoral), que agem no local ou podem ter acdo em outras partes do organismo
(Racanelli e Rehermann, 2006; Janeway et al., 2007a, b). No figado, os macréfagos
sdo denominados células de Kupffer e podem expressar o fenétipo CD68+, além de
atuar como células apresentadoras de antigeno (Racanelli e Rehermann, 2006). No
figado normal hd poucas células de Kupffer, que se situam nos sinuséides e
predominantemente nas dreas periportais (Racanelli e Rehermann, 2006). Quando ha
uma injuria hepatica essas células sofrem proliferacdo e aumento de tamanho (Thung
e Gerber, 1997), reconhecem o patégeno (Janeway et al., 2007a) e podem ter papel
semelhante as células endoteliais no figado, sinalizando o processo de adesdo para o
contato com os linfécitos (Winnock et al., 1993) além de passar ao espago de Disse e
fagocitar hepatdcitos em apoptose (Racanelli e Rehermann, 2006).

Além das populagdes celulares citadas, diversas citocinas t€ém sido implicadas
na patogénese da hepatite C cronica. Na maioria dos tecidos, como no figado, a
producdo de citocinas € ausente ou baixa, mas frente a alguma lesdo, como infec¢ao
pelo VHC € estimulada. Diversas citocinas mediadoras da inflamacdo hepatica t€ém
sido relacionadas a morte do hepatdcito, colestase e fibrose e, paradoxalmente, sdo

mediadoras da regeneracdo apds a injuria hepatica. Na hepatite C cronica, o
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desbalanco entre a producdo de citocinas Thl e Th2 estd relacionado com a
progressdo da doenga. As citocinas envolvidas nas doengas hepéticas podem ser
classificadas como pré-inflamatérias, como IL1 (o e B), IL8, TNFa, ji que
estimulam a sintese de IFNYy, além de ter acdo imunoregulatéria de Thl; citocinas
anti-inflamatérias como IL6, IL10; citocinas envolvidas na resposta imune Th1 como
IL2, IFNY; citocinas envolvidas na resposta Th2 como IL4 e IL5; além de citocinas
fibrogénicas como TGFp e anti-fibrogénicas como o IFNa (Tilg et al., 2006).

A IL1 € um coestimulador da ativacdao das células T produzida por fagdcitos
mononucleares (Dinarello, 1984). E importante mediador da resposta imune na fase
aguda a infeccOes, lesdes teciduais, reagdes imunes e processos inflamatoérios
diversos (Dinarello, 1984). Estd associada a necrose, inflamac¢do de hepatdcitos,
producdo de matriz extracelular e proliferacdo celular (Andrade e Andrade Junior,
1997). A IL1P é uma das mais importantes citocinas no figado (Peters, 1996) e age
como co-estimulador de LT, LB, células em crescimento, fibroblastos e outras
citocinas (Onozaki et al., 1985). Alguns estudos de hibridizacdo in situ em hepatites
cronicas demonstraram a positividade de IL1o nos hepatdcitos, células de Kupffer
(Kaasprzak et al., 2004), células inflamatérias portais e no parénquima lobular
(Andrade e Andrade Junior, 1997); outros estudos em células mononucleares
sanguineas de pacientes com VHC evidenciam a produc¢do de IL1 in vitro (Tilg et al.,
1992; Koziel et al., 1999).

A IL2 € uma citocina envolvida na expansao celular, sendo a principal citocina
responsavel pela maturacdo e proliferacio dos LTCD8+, estimulando a secrecao de
IFNYy e de outras moléculas que vao mediar a resposta imune (Napoli et al., 1996).

Ela estd aumentada na hepatite C (Gonzalez-Peralta et al., 1994; Napoli et al., 1996)



22

e o aumento do receptor de IL2 no sangue periférico esta associada a uma resposta
imune intra-hepdtica contra o VHC (Yamashiki et al. 1992).

A IL4 € um fator de crescimento e diferenciacdo de células T (Th2), inibe a
ativacdo de macréfagos e bloqueia os efeitos do IFNy e IL 1 (Janeway et al., 2007¢).
Ela estimula a producdo de anticorpos neutralizantes e induz a producdo de citocinas
anti-inflamatérias como a TGF e a IL10. H4 evidéncias de que ela pode modular a
resposta imune em individuos com VHC (Cacciarelli et al., 1996).

A IL6 é produzida por fagécitos mononucleares, células endoteliais e outras em
resposta a IL1 e ao TNF (Winnock et al., 1993). Ela estd associada a necrose,
inflamacao de hepatdcitos e producdo de matriz extracelular com proliferagao celular
(Abrignani, 1997). Na hepatite C cronica a IL6 foi encontrada tanto no sangue como
no figado, sendo localizada nas células de Kupffer (Oyanagi et al.,1999).

A IL8, uma quimiocina também conhecida como CXCL8 (Baggiolini et al.,
1997), é uma citocina pré-inflamatéria que atrai células T virgens para o local de
infeccdo, ativa neutrdfilos e a angiogénse (Janeway et al., 2007a). Ela pode ser
produzida por mondcitos, macréfagos, fibroblastos, células endoteliais e hepatdcitos
(Janeway et al., 2007a, b) e tem sido relacionada a doencas do figado (Tilg et al.,
2006). Pode inibir as agdes antivirais do IFN (Polyak et al., 2001a), através da
inducdo do NS5A do VHC, interferindo na resposta imune (Polyak et al., 2001a;
Girard et al., 2002). A IL8 estd aumentada no sangue de pacientes com hepatite C
cronica (Polyak et al., 2001b) e sua expressdao intra-hepdtica foi relacionada a
maiores graus de atividade inflamatéria no figado de pacientes com hepatite C
cronica (Shimoda et al., 1998).

A IL10 é produzida por diversas populagdes celulares, como LT, células
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dendriticas, LB e mondcitos (Tilg et al., 2006; Janeway et al., 2007a). No figado, sua
producdo € feita pelos hepatdcitos, células endoteliais, células de Kupffer, células
estreladas e lifocitos (Zang e Wang, 2006). Ela participa da resposta inflamatdria
inibindo a produgdo de citocinas pré-inflamatérias como o IFNy (Curfs et al., 1997),
IL2, IL1a, IL1B, IL6 e IL8 pela ativagdo de macréfagos (Gerlach et al., 1999; Tilg et
al., 2006). Estudos mais recentes apontam que a IL10 suprime a proliferacdo tanto da
resposta Thl como da Th2 e pode induzir a anergia (Taylor et al., 2006). Ha
evidéncias do aumento desta citocina na hepatite C cronica (Cacciarelli et al., 1996),
sendo que alguns trabalhos relatam a redugdo da atividade inflamatoéria (Nelson et
al., 2003) e outros da fibrose quando essa interleucina ¢ administrada a pacientes
com VHC cronica (Nelson et al., 2000). Alteracdoes genéticas em determinados
haplétipos da IL10 podem ser preditores de uma eliminagdo espontinea do VHC
(Mangia et al., 2004). Alguns trabalhos t&€m mostrado que o polimorfismo no gene da
IL10 influencia a progressao da hepatite C cronica, a eliminag¢do espontanea do virus,
bem como a resposta ao tratamento do VHC com interferon (Yee et al., 2001).
Entretanto, hd divergéncias na literatura, pois outros autores nao evidenciaram que o
polimorfismo dos genes estudados seja relevante na eliminacdo do VHC ou na
resposta ao tratamento (Bozkaya et al., 2000; Constantini et al., 2002; Minton et al.,
2005).

O interferon-y (IFNy) é uma importante citocina pré-inflamatéria com efeitos
pleiotrépicos na replicacdo viral e regulacdo das células T, B, NK e macréfagos
(Napoli et al., 1996) e tem papel na morte de hepatécitos em ratos. E secretado por
células Thl e é um potente ativador de macréfagos (fator pré-inflamatorio),

induzindo a producdo de substincias microbicidas como o superéxido e o 6xido
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nitrico. E uma citocina produzida em infec¢des virais que tem papel importante na
resposta imune adaptativa a patdgenos intracelulares, inibindo sua replicacao
(Janeway et al., 2007a). Ele estd aumentado em individuos com hepatite C cronica
(Tilg et al., 1992; Cacciarelli et al.,1996; Kamal et al., 2004) e alguns autores tém
mostrado que seu aumento é proporcional a lesao histoldgica (Gonzalez-Peralta et
al., 1994).

O fator de necrose tumoral (TNF) exerce protecdo contra virus, aumenta a
expressdo de MHC classe I, potencializa a lise mediada por LTC de células
infectadas por virus, além de estimular células como fagdécitos a produzir
interleucinas (Janeway et al., 2007a). O TNFa € uma citocina pré-inflamatdria
produzida principalmente por macréfagos ativados (Ding e Yin, 2004). Esta
associado a necrose, inflamacao e produ¢do de matriz extra-celular com proliferacao
celular. O TNFo também estimula a proliferacio das células de Ito o que é
fundamental para o processo de fibrose hepdtica (Tsukamoto, 1999). Esta citocina foi
relacionada a morte celular dos hepatécitos em ratos (Andrade e Andrade Junior,
1997) e implicada na indu¢@o de apoptose nos hepatdcitos nas hepatites virais (Ding
e Yin, 2004). Alguns trabalhos evidenciaram o aumento do TNFa no figado de
pacientes com hepatite C cronica (Kaasprzak et al., 2004) e outros, aumento no
sangue (Polyak et al., 2001b) e o correlacionaram com a atividade inflamatéria
(Neuman et al., 2002).

O fator de crescimento e transformacdo beta (TGFP) ¢é sintetizado
principalmente por mondcitos e LTCD4+ que se diferenciam em células Th3 (Taylor
et al., 2006). Ele pode inibir ou estimular o crescimento de diversas células, estimular

a angiogénese e sintetizar proteinas da matriz extracelular (coldgeno) (Janeway et al.,
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2007d). O TGFp é um potente desativador de macréfagos, controlando o processo
inflamatério, e um indutor da producdo de anticorpos IgA. No figado agrava a perda
de hepatdcitos, aumenta a resposta fibrogénica e inibe a expressao de RNAm de
perforinas (Andrade e Andrade Junior, 1997). H4 evidéncias de que esta citocina
esteja aumentada na hepatite C cronica (Roulot et al., 1995; Nelson et al., 1997) e até
que esteja envolvida na progressdo da fibrose (Nelson et al., 1997), o que € discutido
por alguns autores (Roulot et al., 1995). Outros estudos sugerem que essa citocina
possa contribuir para a apoptose (Taylor et al., 2006).

Na literatura encontramos diversas correlacdes entre hepatite C e ativagdo de
células T no figado (Abrignani, 1997) assim como de citocinas (Kamal et al., 2004),
entretanto os dados ainda s@o controversos e se questiona se sdo apenas marcadores
de infec¢do ou estdo envolvidas na progressdo da doenga (Cacciarelli et al., 1996).
Partindo do estudo da expressdo das populacdes celulares mais relevantes na hepatite
C cronica como os LTCD4+ e CD8+, ele foi expandido para outras populacdes
celulares ja citadas, que participam fisiopatogenia da hepatite C como as células de
Kupffer, as células NK e as células apresentadoras de antigeno. Apds a avaliacdo da
expressao das células no figado este estudo avaliou a expressdo de diversas citocinas
que poderiam participar da patogénese da hepatite C crOnica. Assim, elas foram
analisadas tanto no figado como no soro na tentativa de compreender quais t€ém papel
central na resposta cronica ao VHC, além de identificar quais fatores poderiam

influenciar a lesdo hepética provocada por esse virus.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a resposta imune adaptativa da hepatite C crdnica através da expressao
das células inflamatdrias e de citocinas no tecido hepdtico e no sangue, relacionando-

os com dados demograficos, laboratoriais e histolégicos.

2.2. Objetivos especificos

a) Caracterizar e quantificar o fenétipo das populacdes celulares envolvidas no
processo inflamatério de pacientes cronicamente infectados pelo VHC, através de
método imuno-histoquimico usando-se os anticorpos anti-CD45RO+, CD4+, CD8+,
CD57+, CD68+ e S100;

b) analisar a expressdo das citocinas IL1, 1L2, 1L4, 1L6, IL10, IFNy, TNFa e
TGFp no tecido hepético e no sangue periférico de pacientes cronicamente infectados
pelo VHC, através de método imuno-histoquimico e de ELISA, respectivamente;

c) comparar os niveis das citocinas e populagdes celulares entre pacientes com
hepatite C cronica e controles sem hepatite;

d) relacionar as mesmas citocinas e populacdes celulares de pacientes com

hepatite C cronica e:

v os dados demogrificos;



os dados laboratoriais;
os genotipos do VHC;

alteracoes histologicas do tecido hepatico.
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3. METODOS

Trata-se de um estudo comparativo que analisa pacientes com hepatite cronica
pelo VHC selecionados no Ambulatério de Hepatites da Divisdo da Clinica de
Moléstias Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdao Paulo (HC-FMUSP). Foram utilizados dois grupos
controles, um para os dados histoldgicos e imuno-histoquimicos composto de
doadores de 6rgdos sem hepatopatia dos quais o bloco da bidpsia hepatica foi
disponibilizado pelo Laboratério de Patologia do HC-FMUSP e outro representado
por doadores de sangue, selecionados no Hemocentro do HC-FMUSP para anélise

das citocinas no sangue.

3.1. Selecdo dos casos

Os pacientes com hepatite C cronica foram selecionados durante atendimento no
Ambulatério de Hepatites da Divisdo da Clinica de Moléstias Infecciosas e
Parasitarias do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sado Paulo (HC-FMUSP) de forma seqiiencial durante acompanhamento de marco de
2001 até outubro de 2002. Esse ambulatério atendia aproximadamente 4000
pacientes matriculados e destes, 800 devido a hepatopatia viral. Na ocasido, a maior
parte dessa populacdo foi encaminhada pelo banco de sangue do HC-FMUSP por

apresentar sorologia positiva para o VHC.
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Os critérios de inclusdao dos pacientes com hepatite cronica por VHC foram:

v"idade entre 18 e 60 anos;

v' sem distin¢do de género ou cor (pela classificagdo do IBGE, 2000);

v' ELISA de segunda ou terceira geracdo e/ou imunoblot positivos para o
VHC;

v\ pesquisa qualitativa do VHC positiva através de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR);

v' TGP elevada de 1,5 a 4 vezes do limite superior da normalidade (LSN);

v bidpsia hepdtica comprovando hepatopatia cronica por virus C de acordo
com a classificagao de Ishak et al. (1995);

v assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido/Informado

(Anexo 1) aprovado pela CAPPESQ n° 850/00.

Dentre as caracteristicas demograficas analisadas, a raca foi incluida devido as
diversas discussdes de sua implicacdo na hepatite C - como colocado na introducao -
bem como no campo da epidemiologia sendo discutida na determinag@o e ocorréncia
dos processos de saide e doenca (Laguardia, 2007). A classificacdo de cor/etnia
escolhida para esta pesquisa foi a do IBGE, pois € a classificacao oficial do Brasil e
levada em conta em inimeras pesquisas deste pais.

Os critérios de exclusao dos pacientes com hepatite C cronica foram:

v evidéncia de outras causas de doenga hepdtica como: hepatite B (agHBS ou

anti-HBC total positivos), dlcool, hepatotoxicidade a drogas, deficiéncia de al-
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antitripsina, hepatite auto-imune;

v’ uso prévio de corticosteréides, IFNa ou qualquer tratamento para o VHC;
v anti-HIV positivo (ELISA de 2° ou 3" geracdo);

v' anti-HTLV positivo;

v diagnéstico atual ou histéria de doen¢a maligna;

v outro processo infeccioso ativo.

3.2. Selecao dos controles

3.2.1. Controles doadores de sangue

A selecdo de doadores de sangue foi realizada no Hemocentro do HC-FMUSP
de forma seqiiencial, de agosto a setembro de 2002. Foram entrevistados individuos
de acordo com Anexo 2 e que assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido/Informado (Anexo 3). Foram excluidos aqueles com histéria de etilismo
ou hepatopatia.

Os critérios de inclusdo dos doadores de sangue foram:

v"idade entre 18 e 60 anos;
v' sem distin¢do de género ou cor (pela classificagdo do IBGE, 2000);
v sorologias negativas para HIV, hepatites B e C e HTLV;

v TGP normal.

As amostras de sangue colhidas foram separadas em 3 ou 4 aliquotas e estocadas
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a -20°C no Laboratério de Investigacao Médica em Hepatites por Virus (LIM-47) do

HC-FMUSP para posterior andlise das citocinas.

3.2.2. Controles doadores de orgdos

Foram selecionados doadores de 6rgdos de pacientes operados pela Unidade de
Transplante de Figado do HC-FMUSP, de fevereiro de 1998 a abril de 2001. Os
exames laboratoriais foram realizados na rotina do Laboratério Central do HC-
FMUSP e os blocos de bidpsia hepatica obtidos na Divisdo de Anatomia Patolégica
do HC-FMUSP. Estes foram revistos no Laboratério da Disciplina de Patologia de
Moléstias Transmissiveis do Departamento de Patologia da FMUSP. A revisdo dos
prontudrios foi feita na Central de Transplantes da Secretaria da Saide do Estado de
Sao Paulo e foram analisadas as caracteristicas segundo o Anexo 4.

Os critérios de inclusdo dos doadores de 6rgaos foram:

v"idade entre 18 e 60 anos;

v' sem distin¢do de género ou cor;

v sorologias negativas para HIV, hepatites B e C e HTLV;
v/ exame histoldgico sem evidéncia de hepatopatia;

v auséncia de hipotermia durante o coma;

v"auséncia de antecedente de uso de dlcool.
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3.3. Exames laboratoriais

Foram realizados os seguintes exames durante atendimento dos pacientes com

hepatite C cronica:

v' dosagem sérica de aminotransferases (AST, ALT);

v' dosagem sérica de gamaglutamiltranspeptidase (GGT);
v' dosagem sérica de fosfatase alcalina (FA);

v' dosagem sérica de bilirrubinas (total, direta e indireta);
v' dosagem sérica de creatinina, ureia, sodio, potdssio;

v' dosagem sérica de proteinas por eletroforese;

v' dosagem sérica de alfa 1 anti-tripsina;

v’ alfa feto proteina no sangue;

v' dosagem sérica de Ferro;

v' dosagem sérica de Ferritina;

v' dosagem sérica de Cobre;

v ceruloplasmina;

v crioglobulina;

v' hemograma;

v' tempo e atividade de protrombina;

v' pesquisa de FAN;

v pesquisa de anticorpo anti-musculo liso;

v pesquisa de anticorpo anti-mitocOndria;

v pesquisa de anticorpo anti-microssomal;
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v’ sorologia para hepatite B (HbsAg e anti-HBc total);
v sorologia para anti-HIV (ELISA de 2° geracdo);
v sorologia para HTLV I-II;

v’ ultrassonografia de abdome total (USG).

Os exames laboratoriais como hemograma, bioquimica, coagulograma, auto-
anticorpos, alfa feto proteina e sorologias, foram realizados na Divisdo do
Laboratério Central do HC-FMUSP dentro da rotina de atendimento do Ambulatério
de Hepatites deste hospital. O valor anotado foi aquele de data mais préxima a
bidpsia hepdtica, sendo que antes da bidpsia hepética eram solicitados hemograma,
bioquimica e coagulograma de rotina.

Todos os pacientes foram submetidos a ultrassonografia de abdome na Divisao

de Radiologia do HC-FMUSP, antes da realizacao das bidpsias.

3.4. Exames de biologia molecular

Os exames de biologia molecular como PCR qualitativo, quantitativo e a
genotipagem do VHC foram realizados no Laboratério de Investigagdo Médica em
Hepatites por Virus (LIM-47) do HC-FMUSP.

A quantificacio do VHC foi realizada através da Reacdo da Cadeia de
Polimerase (PCR) utilizando o AMPLICOR HCV MONITOR (ROCHE
DIAGNOSTICOS, Mannheim), com limite de detec¢do de 600 UIl/ml a 850.000
Ul/ml. Este teste é baseado em quatro processos principais detalhados a seguir

(Davis, 2002; Nainan et al., 2006):
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a) Preparacdo das amostras: o RNA do HCV foi isolado do soro por lise de

particulas virais com agente caotrdpico, seguido por precipitacio de RNA com
dlcool. Em cada amostra foi introduzido um nidmero conhecido de moléculas de
padrao de quantificacdo do HCV de RNA em conjunto com reagentes de LISE. As
amostras e os reagentes foram manuseados a temperatura ambiente. No préximo
passo foram pipetados 100 puL do “HCV Monitor Quantitation Standard” (QS) no
frasco do tampao de lise, seguido de agitacdo vigorosa. Apds, foram pipetados 400
uL do reagente de lise preparado na etapa anterior em cada tubo de 1,5 mL
identificados para cada amostra e controles. Em seguida foram adicionados 100 pL
de plasma de cada paciente, seguido de agitacdo vigorosa imediata por 3 a 5
segundos. Nos controles negativo e positivo foram adicionados 100 uLL de plasma
humano normal, seguido também de agitacdo vigorosa imediata. Adicionou-se 100
uL dos controles negativo e positivo nos tubos correspondentes, seguido de agitacao.
Ap6s, os tubos foram incubados por 10 minutos a temperatura de 60°C seguido de
agitacdo vigorosa. No préoximo passo foram adicionados 500 pl. de isopropanol,
seguido de agitacdo vigorosa por 3 a 5 segundos. Os tubos foram incubados por 2
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
16000g por 15 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante formado foi
descartado utilizando-se uma pipeta de transferéncia. Em seguida, foram adicionados
1 mL de etanol a 70%, seguido de agitacdo vigorosa e centrifugacao de 16000g por 5
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi novamente descartado. Apos,
foram adicionados 1 mL de solucdo diluente (HCV Monitor Specimen Diluent). O
precipitado formado foi raspado com uma ponteira de 200 pL da parede do tubo, este

entdo foi armazenado enquanto se aguardava a preparagao dos reagentes da reagcao de
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amplificacdo e transcricao reversa (Master Mix).

b) Transcri¢do reversa e amplificagcdo: para amplificagdo foram utilizados os

iniciadores KY78 e KY80 para definir uma seqiiéncia de 244 nucleotideos dentro da
altamente conservada regido 5’NS do VHC. Sendo assim, foram adicionados 50 uL
de solugdo contendo todos os componentes para as reacdes de transcri¢do reversa e
amplificacdo que ocorrerdao no mesmo tubo; somando-se a S0uL. de cada amostra e
controles preparados na etapa anterior. Os tubos foram agitados de 10 a 15 vezes por
inversio. Em seguida essas amostras foram amplificadas. Foi utilizado o

termociclador Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2400 com a seguinte

programacao:
CICLOS TEMPO TEMPERATURA
1 5 min 50°C
1 30 min 62°C
32 10 seg 90°C
32 25 seg 58°C

c) Deteccdo das amostras: apds o término das reacdes de amplifica¢do, foram

adicionados 100 pL de soluc¢do de desnaturacdo (Monitor Denaturation Solution) em
cada tubo e homogeneizados. Foram pipetados 100 pL de solucao de hibridizagdo em
cada poco, seguido pela adicao de 25 pL. da amostra desnaturada nos pocos da fileira
A das placas de detec¢do contendo as sondas de hibridizagao especificas para o virus

da Hepatite C. Dilui¢des seriadas foram realizadas nas fileiras de A a E, e ao final
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foram desprezados 25 pul de cada pogo da fileira E. Da mesma forma, foram
adicionados 25 pL das amostras desnaturadas na fileira F das placas de detec¢do que
conttm sondas de hibridizacdo especificas para o isolamento do padrdo de
quantificacdo QS. Dilui¢des seriadas também foram feitas na fileira F a H e foram
desprezados 25 pL ao final de cada pogo da fileira H. As amostras foram incubadas
por 60 minutos a 37°C. Em seguida a placa foi lavada cinco vezes. Adicionou-se 100
uL do conjugado (Avidin-HRP Conjugate), seguida de nova incubacdo por 15
minutos a 37°C. A placa foi lavada 5 vezes para posterior adicdo de 100 pL de
substrato (Working Substrate Solution) seguida pela incubagdo por 10 minutos a
temperatura ambiente. Finalizando, adicionou-se 100 pL de reagente de parada (Stop

Reagent). A leitura da placa foi realizada em 450nm por espectofotometria.

d) Calculo de resultado: o calculo de titulos de RNA em UI/mL em soro ou

plasma foi obtido da seguinte forma: [DO total do HCV / DO total do QS] x 200 =

RNA do HCV em Ul/mL.

A genotipagem foi avaliada a partir do produto de Nested-PCR purificado,
delimitado por iniciadores (NCR4). As amostras foram processadas em seqiienciador
automdtico ABI Prism DNA Sequencer utilizando-se o Kit ABI Prism Big Dye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction versao 2.0 (Applied Biosystems). As
seqiiéncias obtidas também foram analisadas e comparadas no banco de dados HCV
Data Base, com referéncia no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 2003)

que ofereceram genotipos compativeis ao VHC.



37

3.5. Biopsias hepadticas

As bidpsias hepaticas dos pacientes com hepatite C cronica foram realizadas no
Hospital-Dia do HC-FMUSP com agulha “Tru cut”, sob anestesia local. Os
fragmentos de figado obtidos foram fixados em formalina tamponada a 10% e
enviados ao Laboratério da Disciplina de Patologia de Moléstias Transmissiveis do
Departamento de Patologia da FMUSP. Nesse laboratério, os fragmentos sofreram
processamento para inclusdo em blocos de parafina e depois seguiram para obtengao
de cortes que foram corados na rotina com Hematoxilina-Eosina, tricromico de
Masson, reticulina e Perls. Foram efetuados cortes especiais, em laminas silanizadas,
destinados as rea¢des imuno-histoquimicas.

Os blocos parafinados dos controles (doadores de 6rgaos) foram levados ao
Laboratério da Disciplina de Patologia de Moléstias Transmissiveis do Departamento
de Patologia da FMUSP onde foram feitos cortes para rotina e cortes especiais para
as reacdes imuno-histoquimicas.

A andlise anidtomo-patologica das bidpsias hepdticas dos casos e dos controles
foi feita por duas patologistas e a classificacdo seguiu os critérios de Ishak (1995,
2000) de forma semi-quantitativa, que analisa a inflamacao portal (graduada de 0 a
4), periportal ou periseptal ou hepatite de interface (de 0 a 4), atividade lobular (de 0
a 4), necrose confluente (de 0 a 6) e a fibrose (de 0 a 6) sendo que a graduacao final
decorre da soma dos escores. Além dessa classificacao, os casos foram divididos em
dois sub-grupos, um com cirrose (F6) ou lesdes pré-cirréticas (FS5) e outro sem
cirrose (F1 a F4) para posterior andlise mais detalhada.

Foram avaliados outros detalhes histolégicos com trés focos principais: as
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alteracdes dos hepatdcitos, do espago portal e dos sinuséides hepaticos tais como a
presenca e graduacdo da esteatose, alteracdOes degenerativas e regenerativas do
hepatécito, presenca de pigmentos (hemossiderina, bilirrubina), degeneragao
glicogénica, alteracao dos sinuséides (dilatagdo, neutrdfilos e linfocitose sinusoidal e
trama reticulinica), hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer, alteracao da veia
centro-lobular, da veia porta, da artéria hepatica, dos ductos biliares, formagao de
foliculo linféide e edema do espaco porta. Essas alteragdes foram avaliadas por
semiquantificagdo variando os eventos de zero a 3, sendo que zero significou

ausente; 1 leve; 2 moderado e 3 intenso.

3.6. Reagoes de imuno-histoquimica

A expressdo das citocinas em bidpsia hepdtica dos casos e controles foi feita

através da imunomarcac¢do por técnica imuno-histoquimica (IHQ) em amostras

parafinadas utilizando os anticorpos conforme Tabela 1.
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Tabela 1 - Anticorpos utilizados nas reacoes de imuno-histoquimica das
citocinas em material parafinado

ANTICORPO CODIGO/MARCA DILUICAO

TGFp MCA 797-SEROTEC 1:30 (tripsina)
IFNy MAB285 R&D Systems 1:300 (tripsina)
TNFa AF-210-NA R&D Systems | 1:200 (tripsina)
IL1a AF-200-NA- R&D Systems | 1:50 (tripsina)
IL1B AF-201-NA- R&D Systems | 1:50 (tripsina)
IL2 AF-202-NA- R&D Systems | 1:10 (tripsina)
114 AF-204-NA R&D Systems | 1:40 (tripsina)
IL6 AF-206-NA- R&D Systems | 1:20 (tripsina)
IL10 MAB217 R&D Systems 1:10 (tripsina)

A técnica de estreptavidina-biotina peroxidase em material parafinado foi

realizada seguindo os passos descritos abaixo:

1) as laminas foram preparadas com adesivo a base de 3-amino-propiltrietoxi-
silano;

2) desparafinizacdo dos cortes histolégicos com dois banhos de xilol (o
primeiro a 57°C por 30 minutos e o segundo a temperatura ambiente durante 20
minutos);

3) reidratacdo com passagens decrescentes em dlcool absoluto, seguidas de
alcool 95% e 70% (5 minutos cada);

4) lavagem dos preparados em dgua corrente por 10 minutos e duas passagens
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em dgua destilada;

5) bloqueio da peroxidase enddgena tecidual com peréxido de hidrogénio (3x
de 10 minutos cada em solu¢do a 3%);

6) lavagem em dgua corrente, dgua destilada e tampao PBS pH 7,4 (5 minutos
cada);

7) recuperagdo antigénica quando necessario (Tabelas 1 e 2);

8) incubacdao em PBS-saponina (PBS pH 7,4 contendo saponina a 0,1%) por
10 minutos a temperatura ambiente;

9) incubagdo em solugdo de leite desnatado a 10% (Molico) por 30 minutos;
10) incubag¢do com anticorpos primarios descritos na Tabela 1, diluidos em
tampao PBS pH7,4, contendo 1% de albumina sérica bovina, acrescida de azida
sodica a 0,1%, “over-night” a 4°C;

11) lavagem com tampao PBS acrescido de saponina 0,1% por 10 minutos a
temperatura ambiente. Incubacdo com anticorpo secunddrio biotinilado
polivalente por 30 minutos (37°C em diluicio 1:1000 em tampao PBS-
saponina);

12) lavagem com tampao PBS acrescido de saponina 0,1% por 10 minutos a
temperatura ambiente;

13) segundo bloqueio de peroxidase endégena: 3 passagens de 10 minutos cada
em peroxido de hidrogénio a 3%;

14) lavagem em agua corrente, dgua destilada e PBS, por 5 minutos cada;

15) incuba¢do com complexo estreptavidina-biotina peroxidase (SABC) na
diluicao de 1:1000 em tampao PBS pH 7,4 por 30 minutos a 37°C;

16) duas lavagens com tampao PBS, por 5 minutos cada;
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17) revelacdo da reagdo com solucao cromdgena de diaminobenzidina a 0,03%,
adicionada de 1200 pl de H,O, (10 volumes) por 2 minutos em média;

18) lavagem em édgua corrente por 10 minutos;

19) contra-coloracdo com hematoxilina de Harris por 1 minuto;

20) lavagem em dgua corrente;

21) desidratacdo em seqiiéncia de dlcool crescente (70%, 95%,100%);

22) diafanizacdo em xilol;

23) montagem dos preparados em Permount.

As subpopulagdes celulares no tecido hepatico (linfécitos TCD4+, TCD8+,
TCD45RO+, células CD57+, CD68+ e S100) também foram identificadas por

método imuno-histoquimico (Tabela 2).
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Tabela 2 - Anticorpos utilizados nas reacoes de imuno-histoquimica das
populacoes celulares em material parafinado

EXPOSICAO DE
ANTI- - ANTIGENOS / ESPECIFI-
corpos | FONTE | DILUICAO | \nipy jricCACAO| CIDADE
DO SINAL
Camundongo M742 1:100 i Linfécitos T
anti-CD45RO DAKO ’ memoria
Camundongo MS834 ) Linfécitos T
anti-CD4+ DAKO 1:1000 CSA CD4+
Camundongo M7103 ) Linfécitos T
anti-CD8+ DAKO 1:30 CSA CDS+
C d 1166 CH
;:nglll) 5"7‘lg° IMMUNO- 1:100 Calor imido Células NK
antt- TECH
Camundongo M876 ) . .
anti-CD68+ DAKO 1:100 Calor imido Macroéfagos
Células
Coelho 7311 )
anti-S100 DAKO 1:1000 - Apresentadoras

de Antigenos

A seqiiéncia de reacdes € a mesma da descrita anteriormente, excetuando-se a

utiliza¢do de saponina no tampao de lavagem (itens 6 e 10) e o segundo bloqueio de

peroxidase endégena (item 11).

Para obter melhores resultados na detec¢ao de antigenos como dos LTCD4+ e

LTCD8+ utilizou-se o sistema de amplificacio de sinal CSA (Catalysed Signal

Amplification) da Dako, c6d. K1500. Para sua execucdo procedeu-se os mesmos

passos descritos anteriormente até o item 10, quando iniciou-se o uso do “kit” de

CSA com os seguintes passos:
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11) duas lavagens com tampao PBS, por 5 minutos cada;

12) incubagdo com anticorpo secunddrio biotinilado (imunoglobulina de coelho
anti-imunoglobulina de camundongo), por 15 minutos em temperatura ambiente;
13) duas lavagens com tampao PBS, por 5 minutos cada;

14) incubacdo com complexo SABC na dilui¢do de 1:40 em tampao PBS
pH7.4, por 15 minutos em temperatura ambiente;

15) duas lavagens com tampao PBS, por 5 minutos cada;

16) incubagdo com reagente de amplificacao (Biotinil Tiramida) por 15 minutos
em temperatura ambiente;

17) duas lavagens com tampao PBS, por 5 minutos cada;

18) incubagdo com conjugado de estreptavidina peroxidase por 15 minutos em
temperatura ambiente;

19) duas lavagens com tampao PBS, por 5 minutos cada;

20) revelacdo da reacdo com solucdo cromégena de diaminobenzidina a 0,03%
adicionada de 1200ul de H,O, (10 volumes) por 2 minutos em média;

21) lavagem em dgua corrente por 10 minutos;

22) contra-coloracdo com hematoxilina de Harris por 1 minuto;

23) lavagem em dgua corrente por 10 minutos;

24) desidratacdo em seqiiéncia crescente de dlcool (70%, 95%, 100%);

25) diafanizacdo em xilol;

26) montagem dos preparados em Permount.

A presenca das citocinas e das populagdes celulares foi avaliada de forma
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quantitativa através de contagem usando-se reticulo graduado com drea de lcm?
dividida em 10 por¢des de lmm?” adaptado 2 ocular do microscépio 6ptico (Figura 2).
A contagem das células positivas foi feita em duas dreas da bidpsia hepética, nos

16bulos e nos espagos portais.

Figura 2. Esquema do reticulo acoplado a ocular do microscépio optico e
utilizado nas contagens das células marcadas na imuno-histoquimica

N s ORI SRSE AR OSP SHOE SO S >lcm

A contagem das células positivas iniciou-se com o aumento de 100 vezes, com
objetiva posicionada na extremidade superior esquerda, no lobo hepético ou no
primeiro espaco porta a depender da andlise. A ocular do microscépio Optico era
direcionada sempre para a direita e para baixo. Com o aumento de 400 vezes, o
graticulo era posicionado no lobo ou no espacgo porta como descrito acima, e iniciada
a contagem das células imuno-marcadas. A busca do préximo espago porta foi feita
com aumento de 200 vezes. Quando era contado o lobo, a busca do préximo era feita

no mesmo aumento de 400 vezes. Foram contadas 10 dreas lobulares cobertas pelo
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graticulo e de 5 a 10 dreas no espaco porta (a depender do niimero de espagos portais
presentes naquela lamina).

Para calcular o nimero de citocinas ou populagdes celulares positivas por
milimetro quadrado, dividiu-se o nimero de células contadas em cada graticulo pelo
nimero de campos contados em cada 1amina. O resultado foi dividido pela constante
0,0625 (Weibel, 1979) obtendo-se o valor da drea de expressdo do antigeno por mm”.
Esta constante decorre das medidas do graticulo, pois o lado do quadrado tem 10mm
e € dividido por 40, pois a objetiva € de 40 vezes, o que resulta no valor de 0,25. Para
que o resultado seja dado em drea, este valor foi calculado “ao quadrado”, o que

definiu a constante de 0,0625.

3.7. Reagoes de ELISA

No sangue periférico as citocinas foram dosadas por ensaio imunoenziméatico
(ELISA) no LIM-56 da FMUSP, utilizando-se pares de anticorpos e respectivos
padrées recombinantes obtidos comercialmente por R&D System (Duo Sets),
seguindo as recomendacgdes do fabricante. As aliquotas de soro foram submetidas a
dosagem das citocinas IL1a, IL2, IL4, IL6, IL10, TNFa, IFNy e TGFpB. Além destas,
as citocinas IL8 e TNFP foram analisadas no sangue periférico, pois houve
disponibilidade destes reagentes no laboratdrio.

Microplacas de 96 alvéolos de alta afinidade de ligacdo (Costar) foram
sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas (Pharmingen, USA) e
permaneceram “overnight” a temperatura ambiente. Apds bloqueio com PBS 4%

BSA por 2 horas em temperatura ambiente, as placas foram lavadas trés vezes com
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PBS-Tween e foram adicionados sobrenadantes e efetuadas as curvas padrdo de
citocinas recombinantes (Pharmingen, USA). As placas foram mantidas a
temperatura ambiente por duas horas. Apds nova lavagem foram adicionados
anticorpos monoclonais anti-citocinas biotinilados (Pharmigen, USA) e as placas
foram mantidas por mais uma hora a temperatura ambiente. O sistema de deteccao
utilizado foi estreptavidina-peroxidase, o substrato tetrametilbenzidina (TMB-
Organon). Os resultados foram expressos em densidade Optica e os valores abaixo de
10 picogramas/mL foram considerados zero, ji que abaixo desse valor ndao ha

significado biolégico de expressdo das citocinas no sangue.

3.8. Andlise Estatistica

Trata-se de uma andlise comparativa entre casos e dois grupos controles. O
tamanho da amostra foi calculado através do programa Epi-Info 6.04, baseando-se
num estudo que testou a IL6 e teve resultados significantes (Cribier et al., 1998). O
Intervalo de Confianca (IC) foi de 90%, com um alfa (a) de 0,05, definindo a
propor¢ao de pacientes com VHC (casos) de 0,683 e a de doadores de 6rgdos e
sangue (controles) de 0,43 e odds ratio (OR) de 2,86. Assim, definiu-se o nimero
ideal de 53 casos e que o nimero dos dois grupos controles poderia ser o mesmo ou a
metade.

O programa estatistico utilizado para andlise dos resultados foi o SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) versao 12.0. As varidveis qualitativas
foram representadas por freqiiéncia absoluta (n) e relativa (%) e as quantitativas por

média, desvio padrao (d.p.), mediana e valores minimo e maximo.
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A comparacdo entre dois grupos independentes foi realizada pela Prova de
Mann-Whitney para amostras independentes. Na comparacdo entre trés ou mais
grupos foi aplicada a Prova de Kruskal-Wallis para amostras independentes.

A presenca de correlagdo entre as varidveis foi avaliada pelo coeficiente de
correlagdo por postos de Spearman (rs) e sua significancia foi testada.

A presenga de associac@o entre as varidveis qualitativas foi avaliada pelo Teste
do Qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher.

Adotou-se o nivel de significancia de 0,05 (o = 5%) e niveis descritivos (p)

inferiores a esse valor foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS

Inicialmente foram analisados os dados dos casos (pacientes com hepatite C
cronica), depois dos dois grupos controles (doadores de sangue e doadores de 6rgaos)

e, por fim, comparados o grupo dos casos aos dos controles.

4.1. Andlise dos pacientes com hepatite C cronica

Inicialmente foram recrutados 60 pacientes com hepatite C cronica (casos) e
numerados de 1 a 60. Apds a realizacdo da bidpsia hepdtica, foram excluidos nove
casos, quatro por ndo apresentarem pelo menos 10 espacos porta ou 1 cm de
comprimento na bidpsia hepética (casos 11, 24, 25 e 38), 2 por ndo apresentarem
evidéncia de fibrose hepatica na anélise histoldgica (fibrose zero nos casos 48 e 56),
1 por relatar posteriormente que havia feito uso de corticide 4 meses antes da
bidpsia (caso 16), 1 devido ao diagndstico de esquistossomose intestinal logo apds a
bidpsia (caso 32) e 1 devido ao resultado posterior positivo da sorologia para HTLV-
I/IT (caso 27). Assim, 51 casos foram selecionados neste estudo, sendo que 34

(66,6%) destes vieram encaminhados do banco de sangue do HC-FMUSP.

4.1.1. Andlise da anamnese e exame fisico dos casos

Em relagcdo as caracteristicas demogréaficas dos 51 casos selecionados (Anexo

5), 30 (58%) eram do género masculino e 21 (42%) feminino, a média de idade foi
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de 38 anos (variando de 20 a 59 anos) e a classificacao de cor (IBGE, 2000), foi de
34 brancos (66,6%), 15 pardos (29,4%) e 2 pretos (3,9%). Em relacdo a escolaridade,
24 (47%) tinham ensino fundamental, 14 (27%) ensino médio e 13 (25%) ensino
superior.

Em relagcdo as possiveis formas de aquisicdo do VHC (Anexo 5), o principal
fator de risco desta casuistica foi ter feito cirurgia no passado (52%), seguido por
transfusdo sangiiinea (41%). Nenhum dos casos tinha feito “body piercing”, 1 (2%)
tinha mae com hepatite C cronica (caso 45), 2 (4%) tinham irmao com hepatite C
cronica (casos 22 e 28) e 3 casos (6%) tinham antecedentes de UDI. Quatro casos
ndo tinham qualquer histéria de risco para hepatite C como os citados acima ou
antecedente de parceiro/a com hepatite C, multiplos parceiros, acupuntura ou
tatuagem.

O tempo de infeccdo foi calculado a partir do ano de contato com o fator de
risco de infeccdo pelo VHC até a data da bidpsia hepéatica. Em 10 casos ndo foi
possivel precisar o ano da infeccdo pelo VHC, pois nao tinham fator de risco
definido. Assim, nos 41 pacientes com data de infeccdo provavel, o tempo de
infecc¢do pelo VHC variou de 3 a 31 anos (Anexo 5), com média de 18,2 anos.

Ainda em relacdo a anamnese no dia da bidpsia, 4 queixavam-se de astenia
(casos 12, 13, 34 e 37); 6 queixavam-se de lesdo de pele (casos 14, 22, 42, 46, 47 e
49), sendo que 1 tinha antecedente de psoriase (caso 42); 5 tinham queixa de artralgia
sem artrite (casos 33, 34, 35, 47 e 59) e 7 tinham histéria de dor em hipocondrio
direito de leve intensidade (casos 7, 18, 21, 30, 34, 35 e 51). Nos antecedentes
moébidos desta casuistica, 5 tinham hipertensao arterial sist€émica (casos 26, 34, 36,

40 e 54) e 4 diabetes melitus (casos 35, 36, 40 e 54).
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Considerando-se o exame fisico no dia da bidpsia hepdtica, apenas 2 pacientes
apresentaram hepatomegalia (casos 5 e 37); nenhum paciente apresentou
esplenomegalia; 4 tinham eritema palmar (casos 33, 37, 44 e 50); 4 telangectasias
(casos 35, 37, 50 e 54); o caso 36 tinha leve edema de pernas; o caso 50 tinha varizes
em pernas; 4 apresentavam manchas na pele (casos 36, 46, 49 e 50) e apenas o caso
14 com xerodermia.

Quanto ao IMC (indice de massa corporea), a média foi de 26,7, ou seja, indice
sauddvel; 3 (6%) tinham IMC abaixo do peso (casos 3 e 20 com IMC 19 e caso 45
com IMC 17); 20 (39%) casos com IMC saudavel (de 20 a 25); 14 (27%) casos com
IMC de sobrepeso (de 26 a 30) e 14 (27%) casos com IMC obeso, que variou de 31 a

37 (valor maximo encontrado).

4.1.2. Anadlise dos exames laboratoriais e andtomo-patologicos dos casos

Quanto aos exames laboratoriais, nenhum tinha anemia; 3 casos (6%)
apresentaram leucopenia com valor de referéncia (VR) de 4,0-11,0 mil/mm’; 6 (12%)
apresentaram plaquetas entre 50 e 150 mil/mm’ (casos 30, 35, 37, 42, 50 e 55), com
VR entre 150 e 450 mil/mm3; 11 tinham hipoalbuminemia (VR 3,8-5,0 g/dL); 16
casos (31%) tinham hipergamaglobulina (VR 0,7-1,6 g/dl); 2 (4%) com discreto
aumento de triglicérides (caso 50, 215 mg/dL e caso 59 de 184 mg/dL), com VR
menor do que 150 mg/dL; 2 (4%) com discreto aumento de colesterol (caso 2 com
colesterol de 215, caso 31 de 262, caso 41, 243 e caso 59 de 213), com VR menor do
que 200 mg/dL. Os niveis de transaminases estdo descritos no Anexo 6.

Dos casos selecionados, nenhum apresentou crioglobulinas positivas no sangue
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(que nao foi feito em 11 pacientes devido a problemas na rotina do laboratério do HC
na ocasido do pedido ou por abandono de seguimento do paciente), aumento de
cobre, ceruroplasmina, alfa 1 antitripsina. Sete tinham FAN (fator anti-nuclear)
alterado (casos 2, 7, 18, 37, 40, 52 e 57). Apenas o caso 4 ndo realizou esse exame.

A distribui¢do dos gendtipos do VHC foi de 39 (76%) individuos com genétipo
1 (10 ou 19% com gendtipo la e 29 ou 57% com gendtipo 1b); 12 (23%) com
genotipo “nao 17, sendo dois (4%) com gendtipo 2 (um 2a e outro 2b) e 10 (19%)
com gendtipo 3a (Anexo 6).

O exame de USG nao foi padronizado, ou seja, foi feito por diferentes
profissionais na rotina do HC-FMUSP. Mesmo assim, este dado foi analisado e 33
(64%) dos casos tinham o exame normal. Dentre as alteracdes, houve 11 (21%)
exames sugestivos de esteatose (casos 3, 4, 35, 37, 40, 42, 44, 50, 53, 54 e 58), 12
(23%) com hepatomegalia (casos 3, 26, 33, 35, 36, 42, 44, 47, 53, 54, 59 e 60),
apenas o caso 14 (2%) com figado reduzido de tamanho e 2 (4%) com sinais
sugestivos de hipertensao portal (casos 37 e 44).

As alteragdes anatomo-patolégicas foram descritas segundo a classificagdo de
Ishak et al. (1995) e detalhadas no Anexo 6. A necrose confluente estava ausente em
todos os casos. Trinta pacientes (58,8%) apresentaram fibrose grau 1 (F1), 2 (3,9%)
fibrose grau 5 (F5) e 7 (13,7%) pacientes fibrose grau 6 (F6) como pode ser visto na
Figura 3A. Analisando-se a inflamacdo no espaco porta, 11 pacientes (21,5%)
apresentaram inflamacdo ou atividade portal grau 1 (AP1), 29 pacientes (56,8 %)
AP2; 26 (50,9%) pacientes apresentaram inflamacao ou atividade peri-portal (APP)
1; 44 pacientes (86,2 %) com inflamac@o ou atividade lobular ou parenquimatosa

(AL) grau 1. O Ishak total desta casuistica variou de 3 a 14, com 7 (13%) pacientes
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com Ishak 3; 9 (17%) pacientes com Ishak 4; 10 (19%) pacientes com Ishak 5; 9
(17%) pacientes com Ishak 6; 3 (13%) pacientes com Ishak 7; 2 (4%) pacientes com
Ishak 8; 1 (2%) pacientes com Ishak 9; 4 (8%) pacientes com Ishak 10; 1 (2%)
pacientes com Ishak 11; 4 (8%) pacientes com Ishak 12 e 1 (2%) pacientes com
Ishak 14.

Nos hepatdécitos dos pacientes com hepatite C cronica (Anexo 7):

v' todos apresentavam corpisculos de Coulciman no parénquima hepético
(Figura 3F);

v' 78 % dos casos revelaram algum tipo de esteatose (leve, moderada ou
intensa), localizada ou difusa, macrogoticular e microgoticular (Figura 3E);

v aspectos de regener¢do com binucleac@o ocorreu em todos os casos de leve
intensidade e regeneracao acinar em 4 casos;

v/ pigmento biliar estave presente apenas no caso 13 e deposicdo de

hemossiderina em hepatdcitos em 3 pacientes (casos 23, 25 e 31).
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Figura 3 - Alteracoes histologicas dos pacientes com hepatite C cronica ao
microscopio 6ptico

A Caso 23 com nédulos cirréticos corados por Reticulina, 100x

B Caso 21 Degeneracdo glicogénica (flecha) 400x

C Caso 3 com regeneracdo acinar, 400x

D Caso 10 com espago porta, infiltrado inflamatério mononuclear, agressao focal a
placa limitante lobular e proliferacdo dos ductos biliares, 200x

E Caso 4 Esteatose macro (flecha) e micro goticular dos hepatdcitos, 400x

F  Caso 52 com corpusculos de Coulciman (flecha)
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Nos sinusoéides hepaticos (Anexo 8) houve discreta hiperplasia, hipertrofia das
células de Kupffer e linfocitose sinusoidal em todos os casos. Apenas 3 casos
apresentaram deposi¢ao de hemossiderina nas células de Kupffer (casos 23, 25 e 31).

As alteracdes do espago portal como proliferacdo e necrose de ductos biliares,
edema, formacao de foliculos linféides e deposicdo de hemossiderina foram leves e
podem ser vistas no Anexo 9.

Exceto nos casos de cirrose, os demais ndo apresentaram alteragdes da veia
porta ou da artéria hepdtica e apenas o paciente 1 apresentou alteracdo inflamatdria

leve da veia centro-lobular.

4.1.3. Anadlise das citocinas e populagoes celulares dos casos

As citocinas no sangue dos pacientes com hepatite C cronica variaram como

mostra a Tabela 3.
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Tabela 3 - Concentracio das citocinas por ELISA em picogramas/mL dos 51
pacientes com hepatite C cronica

N°| TNFo. | TFGB | IFNy |ILla| IL2 | IL4 | IL6 | IL8 | IL10 | TNFp
1| 67558 | 1.069.299 | 0 0 [956.808| O 0 0 | 12563 | 0
2 | 846.239 | 1.173.055 | 13.365 |21.813| 51.695 |51.510 |188.480| 387.488 | 689.879 | 189.108
3| 0 |1.098126| O 0 [629.560|15.046|16.056| 0 |549367| 0
4| 0 |1230658| 0 0 0 20173 0 | 36207 |242212| 0
5| o |1211498| 0 0 0 |15046| 0 0 |606.784 | 24.950
6 | 107.418 | 1.221.525| 0 0 [569.163(33.038| 0 | 29.053 | 72.768 | 10.571
7 | 615396 | 1.201.721 | 0 0 | 87.982 [39.657|118.159| 127.101 | 77.646 |178.359
8 | 23.537 | 1.241.081 [40.457 | 0 |895.178 |71.528 | 27.307 | 188.003 | 735.691 | O
9| o0 531515 | 0 0 [968.09| O 0 0 |10541| o0
10| 14719 | 315869 | 0 0 [566.073|14.175| 0 0 |300.229 | 17.808
12 0 |1191.924| 0 0 [582960| 0 [20846| 0 |26123| 0
13 | 106.823 | 1.229.517 | 0 0 [238583(18.530| 0 0 [324992| o0
4| 0 [1200548| 0 0 |[734.458(33.015| 0 0 | 62.853 | 46.373
15 [ 100.873 | 1.231.800 | 0 0 [896393(19.401| 0 | 24.064 |769.082| 0
17 | 113.403 | 1.175.122 | 0 0 [446.098 |40.618| 0 0 |389.292 | 10.705
18| 0 |1136216| 0 0 [666797(29319| 0 |36923 | 13.155 | 0
19| 16368 | 999.585 | 0 0 [421.159(57.658| 0 | 24775 | 12407 | 0
200 0 510.010 [26.869| 0 | 89.517 | 0 0 0 |494743| o0
21 0 520036 | 0 0 |[725871|11.618| 0 | 13.407 | 37.705 | 11.508
2| o 523387 | O 0 | 34208 [11.618| 0 | 31915 | 11.901 [ 0
23| 132.155| 586548 | 0 0 [312.080(20276| 0 0 182871 o0
26| 14719 | 1.062.511| 0 0 [148349(48490| 0 | 36207 |621.049| 0
28| 67.558 | 1.263.713| 0 0 | 11.242 [65.028|11.576 | 26.196 |104.279 | 10.571
29| 29.639 | 957.905 | 0 0 0 |41597] 0 0 | 81.368 | 11.508
30| 49.853 | 546.867 | O 0 [55082] o 0 | 55641 | 12499 | o0
31| 0 667.188 | 0 0 [969.485| 0 0 | 1129 | 30180 | o0
33(103.253|1.201.635| O 0 [896.749|17.659| 0 |311.459|376.425| 0
34| 0 955.776 | 0 0 | 53400 [13.308| 0 |227.027 |405.324 | 13.807

continua
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conclusdo
N°| TNFaq TFGf IFNy | IL1a IL2 IL4 IL6 IL8 IL10 | TNFB
35| 30.196 | 1.076.141 0 0 851.379 | 56.623 0 160.367 | 12.504 | 16.236
36 (306.076|1.016.444| O 0 |50.399 |142.576| O 119.607(493.211| 10.437
37| 14.169 | 950.156 0 0 0 50.503|12.436 | 81.124 | 12.429 0
39 0 1.212.612 O 0 |26479 0 0 0 627.789| O
40| 42.510 |1.180.290 O 0 |826977| O 10.190 (100.281 | 12.547 | 18.807
41 0 1.235.233( 0 0 ]465.406/13.308| O 0 581.695 0
42 (181.369| 535.345 0 0 (768.499]122.967| O 44.103 |786.244117.093
43 0 417.586 0 0 0 12.463 0 0 107.245(20.665
44 0 318.391 0 0 |645297|71.528| O 19.801 [983.172| O
45 0 0 0 0 12.634 [44.533 0 0 439.876| O
46| 13.619 |1.158.814( O 0 |672.524(36.804|12.110| 14.117 | 12.359 0
47 0 1.055.833( O 0 0 0 0 0 416.437(10.571
49| 26.856 |1.176.156| O 0 (169.773110.774| O 74.548 | 12.310 0
50 0 1.048.376( O 0 ]109.801]22.967| O 0 40.318 0
51| 31.309 | 522.900 [46.816] 0 | 20.554 |26.556|12.219 0 593.682( O
521 18.018 | 467.648 0 0 |685.518(15917| O 140.647| 12.649 (20.093
53 0 534.387 0 0 |281.013(42.576| O 162.658(721.596| O
541 10.886 | 444.802 0 0 |844.566(42.576| O 17.670 [658.282(11.642
551 82.635 | 462.415 0 0 0 37.755|10.830|137.626 | 43.435 0
57| 54.963 |1.108.098| O 0 |714.651| O 0 0 37.270 [25.379
58 0 1.135.257( O 0 [861.682]28.395| O 139.892(640.447 0
59| 10.340 |1.149.857| O 0 |753.951(51.510| O 0 12.461 0
60| 15.269 | 313.852 0 0 1961.426|56.623 0 115.882(504.802| O

A densidade das reacdes de imuno-histoquimica positivas no figado para

identificacdo do fenétipo das citocinas e populacdes celulares podem ser observadas

nas Tabelas 4 e 5 respectivamente.
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Tabela 4 - Densidade das citocinas por imuno-histoquimica no figado dos 51
pacientes com hepatite C cronica

e TNFa | TGFB | IFNy | ILl1a IL1B IL2 IL4 IL6 IL10
pll|pl|l|p|l|p|l|pPp| 1P|l ]|P|]l]|pP]|]1] p 1
1{0]01|04(1,1({01| 0 |0,1]| 0 |02(0,1(0,2({02] 0 (0,1 0 [0,1] O |0,
2101]02/08(0510]0(03{]0[O0]0f0]01]01]03[0]60 0 |01
3102(0,1{0,8]09]|04(0,1({02({0|0]|0]O0]03[0]01]0]|O0]| 04 |04
4103(01f05]|1,1|12(01f 0O f0O|O0O]O0O]O0]02({0]01]0]|O0]| 01 ]02
5101/02(0,1({06| 0 {0,1{02]0[O0]0fO0])02)0]0(f(O0]0] 01 ]0,1
6102(04(04]02|06(01[0(0]|0]0]0]04({02]01]01|0]| 02 ]02
71030,1({04(04]|16(0,1{ 0] O0([O0]0fO0]02]01]03[0] 0]0,125]0,1
8§1(01|05(03(0,2|04(0,1{ 0] O0(f[O0O]0f01]02]02]03(0 |0,1{0,125]0,2
9101(02(02]02]05|01(0 (0[O0} 0]01]03/0|0]0]0] 01 10,1
10 0 {03]03]0,6| O |O, 1O O]O|O] O|O01f02]0,1] 0 (02] 0,1 [O,1
121 0 |02] 0 |0,2(0,1{0,3] O |0,1] 0 |0,1|0,5/04] 0 |0,1(0,1{0,1] O 0
13|0,1{04(02(02| 0 (0,2{01] 0| 0] 0] 0| O0]04]|01| 0 (01| O 0
14(03(02] 0 {0,1|{02] O [0,1] O] OO0 ]03(02(02] 0] 0O 0 0
15/03(02| 0 |04 O {0,102 0 |07/ 0] 0] 0 ]0,1]02]0,2(0,1f 0,1 | O
17({0{0]01{05[0]O0](O01]0]04/0]0102(0,1]03] 01O 0 102
18(0,1{031 00 |0]03[0]O0]03[/0]01(03(0,1]0,1] 0 [02] 0 |02
19| 0 |0,2]02]0,1| O [ O [02[0]0]0]0]03]01]01]0]|O0 0 |02
201 0 |0,2(03(0,2] 0 03|04 0 |O0]0|01]02|02]0|0]O0 0 |0,
21|03|06(0,1(0,7|01{ 0| OO (O1]J]O0O|O]JO]O]O0O|O0O]O 0 |0,
220,110 (0,2{0,2]{02|02| 0|0 (07{0[0]|01[O0O[O0O]O0]O 0 (01
23|0,1)0,2{03(0,2]0,1{01l O[O [O]O|O0O]O0O]01]0,1| 0 |O1[ O 0
26(0,1(0,2(03(0,1{03]0|O0|OfOfOf[O]|OL[O[O]O0]O 0 0
2802(06(03(06(04|01|0|O0fO0O(fO0(f02]0|O0({O01]0]01] 0 |0,
29102107 0 [02) 0 (02|00 [O0O]O0O|O0]01]01]02(0]0] 01 ]02
30(07(02(0,2{03(02|0|0|O0OfO0Of0O(01]0|O0]|O01]0]0O0 0 0
31|10,2|03| 0 (02] 0 (05|00 |0]O0|04]02|02]0|0]O0 0 0
33|0,2|03(0,1(04] 0O |0O1[0(02/0|0]01]02{04[0]60 0 0

continua
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.| TNFa | TGFB | IFNy | ILlo | IL1p | IL2 IL4 IL6 IL10

Y p|(lyp|l|p|ljp|(Ll}p|Lljp|L|p|l|p|1l| p |1
34(03]06/|06(0200]0]o0]01|0]01|0]02/03]0]02 0 |02
35(04| 0 |1,1]02]05]01[ 0 |01]|01|O0f0|O0|O001|0]|O] 01 |04
36(02|01| 0 |04l0]|0]O0O]|O]|O|]O]|]O]|O|LI|OL|]O|O| O |O
37(02| 0 |01|02(0|0|0|0O]0o1|O|O|O]O]OL1|O]|OLI|] O |[O
39(03[0 | 0]02{01]{01[0|0]01]|01[0]|O0]01[05[0|0]| 0 |0
40(0,5(0,6/03(03(0 (04| 0]|0]|O0O]|O]|]O]|O]O1{02/0|0| O |0
41/ 0|0 |01|05{0]01[0|O0O|O]|O[O0]|O]02(03/]0|0]| 0 |0
42(0,1(03]0,7/03{0]0f0|0]0O]|0|O0]|01[02(02/0]0]| 0 |01
43(04|0|0|0|0fo1|{0O|O]|O|O|]O|O]|O]O1|O/| 04| O |02
44(02(03/0,1/02{0,1]{05[ 00| 0] 0[02[01]01{03/]0|0]| 0 |0
45(03|01|l0 |0 |0 fo1|0|O0]|0O]|O]O1|O]O1{0]O|O| O [O
46 (040,203 (02| 0 [02]| 0 |01|0]|O0]0O]O1[0]|01]O|O| O |01
47(09(0,110,2]0,2(0,5]{0,3[020,1|0,1| 0 [0,1| 0 [0,1[{0,1[0,1|04]| 0 |0
49(03(0,1| 0 02| 0 |04]02]02|0|0]|O0|0]|O0O]04]O|O| O [0
50(03(04/02]02(09]0,7[02| 0 |0,1]{0,1] 0 [02]02[02|0|0]| 0 |0
51(03(05| 0 |04]04]07[0 |01|O0|O0[O0]|O0]04f(01|/0|O0]| 0 |0
52(0,2(0,2]0,1(02(02(0,3]0,1]0,1]{02]| 0 |0,1|02] 0 |02]| 0 |01| 0 |01
53(0,7(03/04/05| 0 |02[06| 0 |04|0[0|0]O0f02(0|0]| 0 |0
54(0,3]0,2]02(02(0.1]03] 0] o0]01|0tjO0O|O0O]O]|]O|O|O| O |02
55(0,3/0,2| 0 [03(05]04]| 0 |0,1]03]|0]01|01]0]01]0]|0]| 01 |0
57(04(03/0,1/03(0,1]{02[01/0|0]|0[0]|O0]02(03[]0|0]| 0 |0
58(0,2|04/03(01| 0 [03]001|0]|0]01|01]0]03]0|0]| 0 [0
5900 (0203|010 (02[0]|0]|0]|0]|o0]02[01{01]0|O0]| 0 |0
60|0,1/0,1| 0 |05]0(02(0]|0]|0]0/(07]/01[02(04]/0]0] 01 |0

p = portal
1 = lobo hepatico
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Tabela 5 - Densidade das populacgoes celulares no figado dos 51 pacientes com

hepatite C cronica

N CD45 CD4 CDS8 CD68 $100 | CD57

p |1 p L yp || p | 1L |p|l]p]|]l
126]|03]|429|49188[0,8]|28|3,1]08[0]07]13
2 (17,724 | 274 |47 (208|03[42 (3,7 (06|05 (3.1
3 (343 1 694 |33[225[07[08 (041,60 2 |1,3
4 (33,1|06 438 42 (31,51 (82[76]1,6[02]39]0,3
5 (14606 | 57 |21 (12802 1,1 | 5 [02] 0 [10819
69807 |514]|24|21,7|1.5]76 [11,7| 4 |0,1|3,5 06
7 (187 1,1 | 27 |33 |164]|04|45 |81 (35|16 2 |11
8 (12304 |276| 1,7 153|107 1 |28 |1,4]01]0,5 |04
9 (23214 (439 (53|72]|0(35(58]|1,1(04]|08 1,3
10 (26,7 | 1,1 | 18,3 | 0,7 |22,6[0,5] 3,9 | 68 |1,5] 0 | 82 | 1
12)122( 1,3 (24707840 |21 | 4 |0]|0]|05]03
13[43| 0 377311341 27252032209
14|21 | 1,9 | 726 |62 (20444 7 [85|3 (01|07 |16
15122 0 | 638 |27 |44 |01|74 3405|029 ]15
17192 | 1,1 [208 2402|061 [97]1]0]05]1
18107 9 | 42 |24 |153]04|27 |39 (26| 0 |41 |04
190268 1 [457 [13] 9 [04] 7 [23]09]| 0 |42]07
20146 1,1 | 19 [ 09 (12404 1,1 | 47 |37 1 |02 |15
21| 44| 0 |333|1,8(35(02]21]|44]01|0]15]02
22(31,4( 01 |407 |16 930826 |41]|0|0]1,9]1
23(22,7| 1,6 | 248 | 2,6 [11,8|05| 4 |68 [0,1]0.2] 1,3 |05
26108 | 0 | 177 | 1 |28 |03|74]72]06| 010204
28 (17,2106 | 289 | 2,8 [17,3|03|28 |85 [1,7| 0 | 1,4 |09
29139 1,6 | 28 |24 |47 (03|08 ]|38[43(08]0,7 (0.2
30(83,8(32 (102543 | 12 (02 13| 4 |[1,7/0 | 12103
31(308| 19| 37 | 1,6 [166(09] 02| 15]09(0,1| 1,8 0,3
33|35(05|447| 3 [73(02]54]59]27(03]0,110,3
34(20,5| 43| 452 |35 [24,7|28|54 (3,6 (09| 0| 1,305
35(23,7| 1,7 | 60,2 | 3,6 [11,7[12]19|25|1,6[0,1| 1,6 |08

continua



N CD45 CD4 CDS8 CD68 $100 | CD57

p |1 p L yp || p | 1L |p|l]p]|]l
362701165 |04 [12,7[09] 55|53 (1,302 0
37061343 | 79 |54 [189(12]19 (07 |1,1| 0 |46 |11
39(343(33 (386 (1,5 [105]1,2(151]12,7[0,5[0,3] 0,7 | 0
40 (53,127 | 71,2 [134(222|1,7|17.4| 21 |02]03]| O | O
4138752 (283 |24 82| 1 |43|45](51[07]09 |1,
42508 3,1 | 655 |3,1 [106[1,6]6,1 |135]0 |0 |04]03
43183 (05| 19 [31|56|0]05]|19]|1,6/0]| 0 |01
44 (28815427 | 1,5 1,1 |0 |94 |119/ 0|0 ]04|03
4518402 | 172 (0,7 [ 352339 (52[06]0]06]|0
46 (33,3 47 | 50,7 | 3,6 | 6,4 |03]13,8[10,1|1,1{0,1] 0,1 |02
47 (34,4 1,7 | 79,8 | 2,8 | 7.4 [09] 99 | 63 03| 0| 2 |03
49 (54,122 | 8 |3,7(262(09]28| 6 |12 00110
50(237|08| 39 [08 [11,8[04] 9 |53]04/ 0| 0 |0,
51| 25 |63 (33433 [143]|23|11,4]11,6[12] 0|07 |13
52(554|57 (34919 (1580329 (35(05[ 0| 0 |0
530609104 |137.2| 4 [144[1,1]203|13,6[22| 0| 0 |09
5437947 (31,9 | 1,8 |44 (03]{73]| 5 [05(01] 0 [0,3
55(51,7| 1,9 | 64,4 | 2,5 [129[1,4]102]129|21| 0| 0 | O
571920322308 (29 0,1]258[121(37/ 0] 0 |0
58| 19 | 1,5 | 21,4 |29 (42| 0 |142]72] 0 [01] O |08
59129 11| 26 [1,9|7201]81]57]04[0,1|04 |08
60[436[29 467 | 6 [11,4|13] 35| 11 [ 3|0 |09 |22
p = portal

1 = lobo hepético
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A expressdo imuno-histoquimica de algumas citocinas pode ser observada na

Figura 4 e a imunomarcacdo de algumas populacdes celulares pode ser observada na

Figura 5.
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Figura 4 - Imuno-histoquimica de citocinas marcadas com coloracao castanha
(flechas) em pacientes com hepatite C cronica (400x)

IFNY em lobo de caso 18
IFNY em espaco porta de caso 26

A

B

C IL2 em lobo de caso 1
D IL6 lobo de caso 1
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Figura 5 - Imuno-histoquimica de populacgoes celulares marcadas com coloracao
castanha (flechas) em pacientes com hepatite C cronica

células CD4+ no lobo caso 39 (400x)

células CD4+ no espago portal caso 20 (200x)
células S100 no espaco porta, caso 60 (400x)
células CD45+ no lobo, caso 12 (400x)

oaw>

As citocinas no tecido hepatico dos 51 pacientes com hepatite C cronica foram
correlacionadas as mesmas citocinas no sangue periférico, mas nido houve
correlacOes significantes entre as mesmas.

Depois disto, as populacdes celulares foram correlacionadas as citocinas no
figado dos 51 pacientes com hepatite C e houve significancia entre: CD45+ portal

com TNFa portal, IFNYy lobular e IL1a lobular; CD45+ lobular com IFNY lobular e
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IL1c lobular; CD4+ portal e TNFa portal; CD4+ lobular com TNFa portal ¢ TGF
portal; CD8+ portal com TGFf portal e lobular; CD8+ lobular e IL4 portal; CD68+
portal com TNFq portal, IL4 lobular, IL6 lobular (correlacdo inversa) e IL10 lobular
(correlacdo inversa); CD68+ lobular com IL6 lobular (correlagdo inversa) e 1L10
lobular (correlacdo inversa); CDS57+ portal com TNFo portal (correlagdo inversa),
IFNYy lobular (correlagdo inversa), IL10 portal e lobular; CD57+ lobular com TNFo
portal (correlagdo inversa), TGF[ portal e lobular, IL2 lobular e IL10 portal; S100
portal com ILIP lobo (correlagdo inversa) e IL10 portal; S100 lobular teve

correlag@o inversa tanto com IL1[ portal como com IL2 portal (Tabela 6).



Tabela 6 - Correlacao entre as populacgoes celulares e citocinas no figado dos 51 pacientes com hepatite C cronica

CITOCINAS NO FIGADO

Pgé:gf flg;ESS TNFa TGFp IFNy IL1a IL1p L2 IL4 IL6 IL10

P 1 P 1 P 1 P 1 p 1 p 1 p 1 p 1 P 1
CD45 rs 0,32 |-0,19] 0,06 | 0,07 | 0,08 0,30 | -0,05| 0,28 | 0,06 | -0,03| 0,10 | -0,15| -0,20 | 0,15 | -0,15| -0,18 | -0,00 | -0,15
porta p 0,023* | 0,184 0,692 | 0,642 ]0,592| 0,030%| 0,751| 0,049* 0,695 0,815| 0,483 | 0,279 0,168 | 0,306 | 0,306| 0,211 | 0,981 | 0,283
CD45 rs 0,19 | 0,00| -0,03 | -0,08 | -0,13( 0,29 |-0,12| 0,33 | 0,10 | 0,04 | 0,20 | -0,09 | -0,04 | 0,23 | -0,15| -0,04 | -0,19 [ -0,06
lobo p 0,190 |0,992| 0,820 | 0,562 | 0,356| 0,042*[ 0,396 0,019*| 0,501 | 0,803 | 0,167 | 0,521 | 0,786 0,098 | 0,293| 0,773 | 0,174 | 0,648
CD4 rs 0,40 |-0,02| 0,10 | 0,14 | O0,12| 0,01 | 0,25| 0,16 | 0,27 | -0,09| 0,10 | -0,05 | -0,16 | 0,01 | 0,17| -0,08 | 0,16 [ -0,04
porta p 0,004* | 0,866| 0,496 0,315]0,407| 0,921]0,076| 0,258 | 0,056 0,532 | 0,497 | 0,700 | 0,255| 0,927 | 0,244| 0,590 0,264 | 0,760
CD4 rs 0,28 |-0,09| 0,27 | 0,23 | 0,03| -0,17| 0,06| 0,10 | 0,01 | -0,22| 0,06 | -0,11 { -0,23 | 0,14 | -0,11| 0,01 | 0,13 | 0,05
lobo p 0,049* | 0,514| 0,049*| 0,107 |0,842| 0,220 0,679| 0,493 | 0,937 0,118 | 0,687 | 0,430 0,100 | 0,316 | 0,427| 0,954 | 0,366 | 0,737
CDS rs 0,00 | 0,08| 0,30 | 0,28 | 0,13| -0,03 | 0,12| -0,01 | -0,09 | -0,07 | 0,08 | 0,20 [ 0,07 | -0,03|-0,09| 0,21 | 0,23 | 0,16
porta P 0,994 |0,558] 0,030%| 0,043*| 0,354 0,855 [ 0,405 0,968 | 0,530| 0,617 | 0,590 | 0,157 | 0,626 0,854 |0,544| 0,134 | 0,096 | 0,248
CDS$ rs 0,21 |-0,06| 0,08 | 0,04 | 0,07| -0,01]-0,11} 0,03 | 0,03 | -0,07| 0,06 | -0,16 0,37 | -0,01 | -0,07| -0,05| 0,07 [ -0,10
lobo P 0,136 |0,697| 0,595| 0,796 | 0,628| 0,932 | 0,446( 0,832 | 0,855| 0,638 | 0,651 | 0,264 | 0,008* 0,935 0,600 0,732 0,627 | 0,495
CD68 rs 0,29 | 0,10 0,04 | 0,04 | 0,07| 0,21 | 0,01| 0,14 | 0,08 | 0,09 | 0,00 | -0,18 ( 0,22 | 0,34 | 0,11 | -0,30 [ -0,13 | -0,40
porta P 0,042* 10,497 0,797 | 0,759 0,635 0,145 (0,927| 0,322 | 0,553 | 0,542 ( 1,000 0,212| 0,119 0,014*| 0,440 0,035*| 0,366 | 0,003*

continua
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CITOCINAS NO FIGADO

Pg;f&fﬁglzss TNFo TGFp IFNy ILla IL1p IL2 IL4 IL6 IL10

P 1 P 1 P 1 P 1 p 1 p 1 p 1 p 1 P 1
CD68 rs 0,24 | 0,17 0,02 | 0,17 | 0,15| 0,20 |-0,15| 0,10 | -0,10 | -0,04| -0,01 | -0,14 ( 0,19 | 0,22 | -0,02| -0,39 [ -0,04 | -0,34
lobo p 0,087 [0,241| 0,859 0,227 |0,285| 0,166 | 0,297 0,500 | 0,470 0,767 | 0,959| 0,330| 0,186| 0,127 | 0,898] 0,005*| 0,796 | 0,014*
S100 rs 0,09 |-0,01| -0,06 | 0,16 | 0,04 -0,10 | 0,06 | -0,16 | -0,14 | -0,30 | -0,07 | 0,04 | 0,20 | 0,07 | -0,14| -0,08 | 0,34 | 0,16
porta P 0,540 (0,924 0,689 | 0,271 | 0,766| 0,502 |0,683( 0,274 | 0,318 | 0,033* 0,613 | 0,762| 0,160| 0,623 |0,334| 0,583 |0,014*| 0,259
S100 rs -0,04 | 0,03 0,11 | -0,10 | 0,01| 0,04 |-0,22| -0,15| -0,29 | -0,02 | -0,31 | 0,04 | 0,21 | 0,00 |-0,13| -0,27| 0,17 | 0,00
lobo p 0,795 [0,854| 0,445| 0,478 |0,924| 0,768 | 0,114 0,308 | 0,041* 0,888 | 0,029*| 0,798 | 0,138 | 0,999 | 0,373| 0,059 | 0,225| 0,982
CD57 rs -0,28 |-0,11f 0,17 | 0,22 | 0,06| -0,33 | 0,03 | -0,26 | -0,04 | -0,22 | -0,03 | 0,20 | -0,05| -0,25 | 0,22 0,24 | 0,37 | 0,30
porta P 0,049* 1 0,449| 0,224 | 0,128 | 0,688( 0,018*( 0,847| 0,068 | 0,756 0,120 0,835 0,159 0,704 | 0,080 | 0,127 0,086 | 0,008*| 0,033*
CD57 rs -0,47 1-0,13[ 0,28 | 0,29 |-0,04| -0,26 | 0,26 | -0,24 | -0,04 | -O0,16 | -0,03 | 0,28 | 0,02 | -0,16 | 0,04 0,04 | 0,28 | 0,15
lobo P < 0,001%*| 0,358 0,045%*( 0,040%*( 0,784| 0,064 | 0,068 0,085| 0,768 | 0,249 | 0,825 0,048* 0,898 [ 0,258 [ 0,782| 0,774 | 0,049* 0,287

rs representa Correlagdo de Spearman

p<0,05

<9
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4.1.4. Anadlise das citocinas e populacoes celulares em relagdo aos dados
demogrdficos dos pacientes com hepatite c cronica

Os resultados das citocinas e populacdes celulares foram relacionados aos dados
demograficos dos 51 pacientes com hepatite C cronica na tentativa de identificar um
padrao de resposta imune.

Na correlagdo entre as populacdes celulares por IHQ e a idade dos pacientes
com hepatite C cronica no dia da bidpsia hepatica, o CD45+ portal, CD4+ portal e
CD8+ lobular tiveram correlacao significante (Anexo 10), ou seja, valores baixos de
idade se correlacionaram a valores baixos das populagcdes celulares citadas e valores
altos de idade a valores altos dessas populagdes celulares.

Na andlise entre as citocinas tanto por IHQ como por ELISA e a idade dos

pacientes com hepatite C cronica no dia da bidpsia hepatica, o TNFa portal teve

correlagdo direta enquanto IL1B do lobo hepatico teve correlagdo indireta com a
idade (Anexo 11).

Nos 41 pacientes que se conhecia o tempo de infec¢do pelo VHC, foi analisado
se havia maior ou menor expressdo de populacdes celulares e citocinas em relagao ao
tempo de exposicdo ao VHC, mas nao houve correlagao significante (Anexos 12 a
13).

Em relacdo ao género dos pacientes com hepatite C cronica, o CD57+ portal foi
a unica populacdo celular com relac@o estatisticamente significante com o género
masculino (Anexos 14 e 15) e o TNFp no sangue (ELISA) foi a dnica citocina com
relacdo estatisticamente significante com o género feminino (Anexo 16).

Para avaliar se houve diferenca na expressao de citocinas e populacoes celulares

em relacdo a cor dos pacientes com VHC, as categorias de cor parda e preta foram
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agrupadas em uma s6 categoria de “raca negra” (Travassos e Williams, 2004), pois
nesta casuistica havia apenas dois pacientes de cor preta. Nao houve relacdo
significante entre a “raga” e as populagdes celulares (Anexo 17). Na andlise entre
“ragas” e as citocinas por IHQ, a expressdo de TNFa portal e IL1JB portal na “raca
branca” foram estatisticamente maiores do que na “raca negra” (Anexo 18) assim
como de IL1a e IL8 no sangue por ELISA (Anexo 19).

Na comparagdo entre grau de fibrose (Ishak et al., 1995) tanto com o género

como com a raca nao houve significancia estatistica (Anexos 20 e 21).

4.1.5. Anadlise das citocinas e populagoes celulares dos casos em relacdo as
transaminases, a carga viral e aos genotipos do VHC

Na correlac@o entre as transaminases (AST e ALT) e as populagdes celulares
dos pacientes com hepatite C cronica, houve significancia estatistica apenas entre
AST e S100 lobular (Anexo 22). Nao houve correlagdo significante entre as
transaminases e as citocinas no sangue ou no figado dos pacientes com hepatite C
cronica (Anexos 23 e 24).

A carga viral do VHC foi obtida em 49 dos 51 pacientes selecionados (Anexo 6)
e apenas nestes 49 pacientes ela pdde ser comparada a expressdao das citocinas e
populacdes celulares. No tecido hepdtico, menores cargas virais do VHC se
correlacionaram significativamente a LTCDS8+ lobulares, IL2 portal e lobular
(Anexos 22 e 23). Por outro lado, maiores cargas virais do VHC se correlacionaram a
TGFp lobular e IL4 lobular (Anexo 23). Nio houve significincia estatistica entre a
carga viral do VHC e as citocinas no sangue (Anexo 24).

Os gendtipos do VHC foram comparados a expressao das citocinas e populagdes



68

celulares. Devido ao menor nimero dos genétipos 2 e 3, eles foram agrupados como
gendtipo “ndo 17, nomenclatura semelhante a outras publicacdes na literatura (Zein,
2000). Na comparagao entre as populagdes celulares por IHQ e os genétipos, o grupo
com gendtipo “ndo 17 apresentou niveis de CD45RO+ portais significantemente
mais altos do que o grupo com genétipo 1, enquanto o grupo com gendtipo 1
apresentou niveis de CD68+ portal e lobular significantemente mais altos do que o
grupo com gendtipo “ndo 1”7 (Anexo 25). Em relagdo as citocinas, o grupo com
genotipo 1 apresentou maiores niveis de IL4 portal (Anexo 26), além de niveis de
TGFp e IL10 séricas significantemente mais altos do que o grupo com gendtipo “nio
1”” (Anexo 27).

Como houve apenas 2 pacientes com gendtipo 2 nesta casuistica, os dados
significantes na comparagdo entre gendétipo 1 e “ndo 17 (Anexos 25 a 27) pareciam
dever-se ao gendtipo 3. Assim, os cdlculos foram refeitos comparando apenas o
gendtipo 1 ao 3 e as mesmas diferengas estatisticamente significantes se mantiveram,
exceto em relacdo a IL4 portal que ndo mostrou diferenca entre os gendtipos 1 e 3 e a

IL10 no sangue com p 0,021 para genétipo 3 (dados ndo mostrados).

4.1.6. Anadlise das citocinas e populagoes celulares dos casos em relacdo as
alteragoes histologicas
Na correlagdo entre os dados histopatologicos semi-quantitativos e a densidade
das populacdes celulares por IHQ, a atividade peri-portal correlacionou-se
diretamente a expressdo dos LTCD4+ portais e inversamente as células S100

lobulares, enquanto que a atividade lobular correlacionou-se significativamente aos

LTCD4+ portais e LTCD4+ lobulares (Tabela 7).
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Tabela 7 - Correlacao entre a expressao das populacdes celulares no figado e as
alteracoes histolégicas dos 51 pacientes com hepatite C cronica

PCO];)IEJI?II}EI?EESS INFLAMACAO | oo oo | HEPATITE | NECROSE | ISHAK
POR IHO (N=51) PORTA INTERFACE | FOCAL | TOTAL
CD45 rs -0,01 0,17 0,22 0,13 0,162
porta P 0,943 0,230 0,123 0,357 0,255
CD45 rs -0,07 0.23 0,04 0,03 0,10
lobo P 0,622 0,106 0,766 0,816 0,486
CD4 rs 0,08 0,16 0.40 0.32 0,27
porta P 0,580 0,262 0,004 0,021°%* 0,059
CD4 rs -0,18 0,10 0,02 0,33 0,02
lobo p 0,207 0,471 0,873 0,017% 0,872
CDS rs -0,04 0,19 0,08 0,06 0,09
porta p 0,779 0,177 0,598 0,683 0,531
CDS rs -0,04 0,18 0,02 -0,00 0,06
lobo P 0,758 0,205 0,870 0,970 0,665
CD68 rs -0,02 0,02 -0,05 0,02 -0,02
porta P 0,865 0,865 0,729 0,900 0,863
CD68 rs -0,18 0,02 0,21 0,03 -0,13
lobo p 0,195 0,886 0,148 0,810 0,360
S100 rs -0,12 0,11 -0,05 0,03 -0,13
porta p 0,418 0,449 0,735 0,818 0,351
S100 rs -0,14 -0,09 -0,29 -0,13 -0,18
lobo P 0,343 0,533 0,039% 0,352 0,193
CD57 rs -0,16 -0,14 0,03 0,04 -0,06
porta P 0,254 0,336 0,821 0,760 0,649
CD57 rs -0,15 -0,10 -0,09 0,13 -0,13
lobo p 0,298 0,462 0,524 0,363 0,377

rs representa Correlacdo de Spearman

#p<0,05

n é o nimero de pacientes
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Na correlagdo entre os dados histopatoldgicos semi-quantitativos e a densidade
das citocinas no figado dos pacientes com hepatite C cronica, a hepatite de interface
correlacionou-se significativamente a ILIf portal e a atividade lobular
correlacionou-se significativamente com IL10 portal, TNFa portal e TGFJ lobular

(Tabela 8).
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Tabela 8 - Correlacao entre citocinas no figado e as alteracoes histologicas dos
51 pacientes com hepatite C cronica

CITOCINAS NO | INFLAMACAO | oo oo | HEPATITE | NECROSE | ISHAK
FIGADO (N=51) PORTA INTERFACE | FOCAL | TOTAL
INFo | 0,00 0,10 0,19 0,31 0,13
porta |, 0,971 0,486 0,188 0,027* 0,367
INFo | ™ 0,10 0,12 0,08 0,01 0,06
lobo p 0,482 0,412 0,596 0,957 0,686
TGFp |8 0,23 0,22 0,20 0,01 0,23
porta |, 0,102 0,121 0,151 0,959 0,109
TGEp |15 20,09 0,17 0,04 0,34 0,11
lobo p 0,509 0,244 0,793 0,016* 0,452
Ny |1 10,00 0,18 0,22 0,18 0,18
porta |, 0,980 0,211 0,118 0,199 0,211
Ny TS 20,09 0,07 0,16 0,03 0,15
lobo P 0,516 0,648 0,269 0,806 0,293
Lia |™ 0,26 0,14 0,16 0,09 0,04
porta |, 0,068 0,332 0,270 0,530 0,751
Lia  |™ 0,02 0,04 20,05 20,03 0,02
lobo p 0,879 0,770 0,708 0,855 0,884
mwip | 0,16 0,06 0,36 0,24 0,24
porta |, 0,274 0,680 0,009% 0,092 0,091
wip | 0,21 0,07 20,02 20,02 0,06
lobo P 0,144 0,601 0,905 0,896 0,681
L2 rs 20,06 0,00 0,02 0,04 0,04
porta |, 0,665 0,979 0,908 0,802 0,797
L2 rs 0,04 0,14 0,03 0,12 0,07
lobo |, 0,793 0,309 0,855 0,381 0,599
L4 rs 0,01 0,09 0,12 0,16 0,01
porta |, 0,923 0,546 0,397 0,250 0,955
L4 rs 0,05 20,03 20,01 0,08 0,01
lobo |, 0,712 0,810 0,940 0,553 0,952

continua
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conclusdo

CITOCINAS NO | INFLAMACAO | oo oo | HEPATITE | NECROSE | ISHAK
FIGADO (N=51) PORTA INTERFACE | FOCAL | TOTAL
L6 rs 0,02 0,17 20,04 0,19 0,04
porta |, 0,875 0,225 0,804 0,173 0,782
L6 rs 0,13 0,11 0,00 0,07 0,06
lobo |, 0,361 0,458 0,998 0,614 0,688
Lo |rs 023 0,13 0,08 0,34 0,04
porta |, 0,105 0,373 0,578 0,014 0,777
wio  |rs 0,11 0,04 0,16 0,02 0,03
lobo P 0,456 0,753 0,246 0,864 0,855

rs representa Correlagdo de Spearman

*p<0,05

n é o nimero de pacientes

Analisando a correlacdo entre os dados histopatolégicos semi-quantitativos e a

densidade das citocinas no sangue (por ELISA) dos pacientes com hepatite C

cronica, a fibrose correlacionou-se com a IL8 e a atividade lobular correlacionou-se

significativamente com IL1o (Tabela 9).
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Tabela 9 - Correlacao entre citocinas no sangue e alteracoes histolégicas dos 51
pacientes com hepatite C cronica

CITOCINAS INFLAMACAO FIBROSE HEPATITE | NECROSE | ISHAK
POR ELISA PORTA INTERFACE FOCAL | TOTAL

rs -0,05 0,13 -0,06 -0,03 0,05
TNFao

p 0,741 0,350 0,670 0,810 0,736

rs -0,01 -0,21 -0,23 0,05 -0,17
TFGP

p 0,921 0,132 0,102 0,729 0,232

rs -0,15 -0,02 -0,09 -0,24 -0,13
IFNy

p 0,283 0,875 0,512 0,089 0,361

rs -0,12 -0,12 -0,02 -0,29 -0,15
IL1a

p 0,417 0,393 0,894 0,040 * 0,303

rs 0,13 0,07 0,13 0,15 0,18
IL2

p 0,345 0,623 0,377 0,284 0,215

rs 0,08 0,18 0,09 -0,14 0,12
IL4

p 0,581 0,195 0,540 0,338 0,405

rs -0,19 -0,11 -0,18 0,06 -0,17
IL6

p 0,189 0,439 0,199 0,661 0,220

rs 0,03 0,29 0,24 0,05 0,24
IL8

p 0,832 0,036 * 0,085 0,735 0,083

rs 0,00 0,05 -0,10 0,22 0,03
IL10

p 0,982 0,723 0,469 0,122 0,835

rs -0,22 -0,02 -0,07 0,04 -0,08
TNFpB

p 0,123 0,863 0,631 0,797 0,556

rs representa Correlagdo de Spearman
*p<0,05

Além da andlise das alteragdes segundo classificagao de Ishak (1995), os niveis
das mesmas citocinas e populagdes celulares dos pacientes com hepatite C cronica

foram comparados aos detalhes das alteracdes histoldgicas dos hepatdcitos, dos
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sinusdides hepdticos e dos espacos portais descritas nos Anexos 7, 8 e 9
respectivamente. Como a maior parte dos casos apresentava alteragdo nas varidveis
de binucleacgdo, hipertrofia e hiperplasia Kupffer, as andlises das mesmas nao foram
feitas, pois uma casuistica homogénea quanto a freqiiéncia e a intensidade dos
eventos inviabiliza a aplicacdo de teste estatistico comparando os grupos.

Na comparacdo entre a presenga ou auséncia de foliculo linféide em bidpsia
hepatica e a expressao das populagdes celulares por IHQ, citocinas por IHQ e ELISA
dos 51 pacientes com hepatite C cronica (Anexos 28 a 30), o grupo com auséncia de
foliculo linféide apresentou niveis de IL10 portal significativamente maiores do que
o grupo com presenca de foliculo linféide.

Na comparacdo entre a inflamagdo dos ductos biliares em bidpsia hepdtica e
populacdes celulares e citocinas dos 51 pacientes com hepatite C cronica, apenas o
grupo com auséncia de inflamacdo dos ductos biliares apresentou niveis
significativamente maiores de: S100 lobulares (Anexo 31), IL2 lobo, IL4 portal
(Anexo 32) e IFNY no sangue (Anexo 33).

O grupo com presenga de proliferacdo dos ductos biliares em bidpsia hepatica
tinha niveis significativamente maiores de LTCD45RO+ portais e lobulares no
figado dos pacientes com hepatite C cronica (Anexo 34), enquanto que o grupo com
auséncia de proliferacdo dos ductos biliares expressava niveis significativamente
maiores de TGFP no sangue (Anexo 35 e 36).

Na comparacdo entre a presenca de edema no espago portal da bidpsia hepéatica
e a expressao das populacdes celulares por IHQ (Anexo 37) e citocinas tanto por
IHQ como por ELISA (Anexo 38) sé houve significancia com niveis maiores de

TGFp lobular.
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A esteatose na bidpsia hepdtica dos 51 pacientes com hepatitie C cronica foi
encontrada de diversas maneiras, como localizada ou difusa, macrogoticular ou
microgoticular (Anexo 7). A esteatose foi agrupada para identificar qualquer uma das
alteracodes citadas e depois foi relacionada a expressdo de citocinas e populagdes
celulares dos pacientes com hepatite C cronica. A presenca de esteatose na bidpsia
hepatica foi significante na comparagdo com CD45 portal (Anexo 37), TNFa portal e
IL8 no sangue (Anexo 39).

Na comparacdo entre o gendtipo do VHC e as alteracdes histolégicas pela
classificacdo de Ishak, a inflamacgdo portal e peri-portal correlacionaram-se com
gendtipo 1 (Anexo 40).

Como houve apenas 7 casos com cirrose (fibrose grau 6 pela classificacdo de
Ishak), eles foram agrupados aos dois casos com lesdes pré-cirréticas (fibrose grau 5
pela classificacdo de Ishak), na tentativa de analisar a influéncia das citocinas e
populacdes celulares nas lesdes histologicas mais avangadas. Assim, os casos foram
divididos em dois grupos, de 9 pacientes com cirrose (fibrose graus 5 e 6) e 42
pacientes sem cirrose (fibrose graus 1 a 4 pela classificacdo de Ishak). Na
comparacdo entre estes dois grupos e a expressao de populacdes celulares (Anexo
41), de citocinas no figado (Anexo 42) e citocinas no sangue (Anexo 43) nao houve

significancia estatistica.

4.2. Andlise dos controles

Como foram selecionados 51 casos (pacientes com hepatite C cronica) para esta

pesquisa, dos 60 doadores de sangue entrevistados, 9 foram excluidos aleatoriamente
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e desta forma, utilizados 51 controles de sangue. As caracteristicas demogréficas dos
doadores de sangue estdo descritas no Anexo 44, com 28 (55%) do género
masculino, 33 (65%) de brancos e idade que variou de 18 a 58 anos (média de 33
anos).

Dos 60 doadores de oOrgaos, inicialmente selecionados nos prontudrios da
Central de Transplantes da Secretaria de Sadde de Sdo Paulo, apenas 40 blocos
foram encontrados na Divisdo de Anatomia Patolégica do HC-FMUSP e 7 destes
foram excluidos por apresentar evidéncia de hepatopatia apds revisao no Laboratério
da Disciplina de Patologia de Moléstias Transmissiveis do Departamento de
Patologia da FMUSP. Assim, foram utilizados 33 controles para as andlises
comparativas com os casos. Neste grupo de controles (doadores de 6rgaos) houve
predominio do género feminino (54%), cor branca (64%) e média de idade 36 anos
(variou de 18 a 60 anos), como detalhado no Anexo 46. Em relacdo a evolucdo
durante a internacdo, apenas o controle 17 tinha antecedente de uso de medicacoes de
rotina e o controle 11 tinha antecedente de uso de drogas ilicitas (Anexo 45), mas
todos tinham sorologias para HIV e hepatites negativas, conforme os critérios de
inclusdo e exclusao.

Na anélise histopatoldgica dos 33 doadores de 6rgaos (Anexo 46) nenhum deles
apresentou alteragdo da veia porta, da artéria hepdtica ou da veia centro-lobular,
fibrose, aumento da trama reticulinica, presenga de nodulo, hepatite de interface,
inflamacdo dos ductos biliares, proliferacdo dos ductos biliares, formagao de
foliculos linféides, necrose focal ou confluente, degeneracdo acinar, dupla placa,
esteatose difusa, hipertrofia ou hiperplasia das células de Kupffer, ou neutréfilos

sinusoidais. Apenas o controle 5 tinha discreta deposicdo de hemossiderina no
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hepatécito e os controles 15 e 16 apresentaram degeneracdo glicogénica nos
hepatdcitos.

A contagem da expressao das populacdes celulares e citocinas em imuno-
histoquimica dos 33 doadores de 6rgdos (Anexos 47 e 48) foi feita pela mesma
profissional que contou as citocinas e populacdes celulares expressas dos 51
pacientes com hepatite C cronica, totalizando 1260 laminas.

Nos 51 controles doadores de sangue foram analisadas as citocinas por ELISA

(Anexo 49).

4.3. Andlise entre casos e controles

Os casos (pacientes com hepatite C cronica) e controles (grupo de doadores de
sangue e de doadores de 6rgdos) foram escolhidos de forma seqiiencial, ao acaso,
pois nesta pesquisa ndo houve necessidade de pareamento das caracteristicas
demograficas. Excetuando-se o género dos doadores de 6rgdos, os grupos foram

semelhantes ja que as caracteristicas demograficas dos:

v' 51 pacientes com hepatite C cronica (Anexo 5):
= 58% do género masculino e 42% feminino;
= média de idade de 38 anos (variou de 20 a 59 anos);

= 67% brancos, 29% pardos e 4% pretos.

v" 51 doadores de sangue (Anexo 46):

= 55% do género masculino e 45% feminino;
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= 65% de brancos, 25% pardos e 8% pretos;

= média de idade de 33 anos (variou de 18 a 58 anos).

v' 33 doadores de 6rgaos (Anexo 47):
= 46% género masculino e 54% feminino;
= 64% brancos, 12% pardos, 18% pretos, 3% amarelo e 3%
desconhecido;

= média de idade 36 anos (variou de 18 a 60 anos).

As populagdes celulares no figado dos pacientes com hepatite C cronica foram
comparadas as dos doadores de 6rgdos e houve maior expressdo de LTCD4+ portais
e LTCD8+ portais nos casos e maior expressao de S100 portais e lobulares nos

controles (Tabela 10).



Tabela 10 - Comparacio entre as populacoes celulares dos 51 pacientes com hepatite C cronica e os 33 doadores de 6rgaos

, CD45 CD4 CD$ CD68 5100 CD57
GRUPO | FiGADO
p 1 P 1 P ! p 1 P 1 p !

Média 304,53 | 3821 | 29454 | 3670 | 6628 | 1382 | 6453 | 9236 | 6487 | 848 | 1251 | 645
Conrole ap 111,79 | 30,82 | 129,19 | 23,18 | 5787 | 17.20 | 42,68 | 3861 | 4233 | 757 | 1033 | 382

Mediana | 27040 | 32,00 | 308,80 | 3040 | 5120 | 9.60 | 5600 | 8320 | 5600 | 640 | 800 | 4380

Média 41230 | 33,13 | 70641 | 4643 | 19683 | 1249 | 10742 | 10456 | 2246 | 226 | 2431 | 1L10
Case dp 290,95 | 3570 | 388,04 | 3299 | 113,83 | 1324 | 10694 | 6560 | 2024 | 475 | 3389 | 1039

Mediana | 363.20 | 2240 | 624,00 | 4160 | 18880 | 800 | 72,00 | 8480 | 17.60 | 000 | 1120 | 800
Prova de Mann-Whitney | p0.201 | p 0,071 | p<0,001* | p0,148 | p<0,001* | p0.559 | p0,119 | p0,700 | p<0.001* | p<0,001* | p 0,395 | p 0,072

dp € o desvio padrdo

p<0,05

n € o nimero de casos e controles

6L
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Na andlise comparativa entre as citocinas intra-hepaticas dos casos e controles,
houve maior expressdao de IL4 lobular, IFNy lobular, TNFa portal e lobular, TGFf
portal e lobular nos pacientes com hepatite C e maior expressao de IL1f lobular e IL

10 lobular nos doadores de 6rgaos (Tabela 11).



Tabela 11 - Comparacio entre as citocinas no figado dos 51 pacientes com hepatite C cronica e os 33 doadores de orgios

TNFa TGFp IFNy IL1o IL1p L2 L4 IL6 IL10
GRUPO | THQ
p 1 p 1 p 1 p 1 P 1 P 1 p 1 p 1 P 1
Média 1,600 | 0,921 | 0.824 | 1,697 |1.454| 0485 |0,630]0.630|0,727| 0.824 0,921 | 1,454 0,776 | 1,067 | 0,048 | 0,824 | 0,533 | 2,715
Controle
33 dp 2466 | 1,651 | 1,393 | 1,439 [2,310] 1,232 [1,439[1,997| 1,206 | 1,067 |2,192|2,014 | 1,272 | 1,244 | 0,278 | 0,990 | 1,244 | 2,698
Mediana | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 1,600 |0,000| 0,000 {0,000 |0,000|0,000| 0,000 |0,000]1,600]0,000 | 1,600 |0,000 |0,000 0,000 | 3,200
Média | 3,608 | 3,827 | 3,639 | 5,114 |3,074| 2,792 | 1,067 0,314 |1,318| 0,157 |1,035| 1,694 | 1,725 | 2,478 | 0,157 | 0,722 ] 0,549 | 1,286
E:;‘l’ dp 3,033 | 2,863 | 3,854 | 3,906 |5,188| 2,787 [1,938 0,717 (2,613 | 0480 |2,236|1,877 2,823 | 2,032 | 0,577 | 1,477 | 1,156 | 1,632
Mediana | 3,200 | 3,200 | 3,200 | 3,200 |0,000| 1,600 {0,000 |0,000|0,000| 0,000 |0,000]1,600] 1,600 | 1,600 | 0,000 |0,000 0,000 | 0,000
Prova de Mann- p P P p P P P p p p p P P p P P p p
Whitney <0,001* | <0,001* [ <0,001* | <0,001* | 0,136 | <0,001*| 0,288 | 0,672 | 0,738 | <0,001* | 0,778 | 0,455 | 0,061 | 0,001*| 0,360 | 0,168 | 0,573 | 0,007*

dp € o desvio padrao

*p<0,05

n € o numero de casos e controles

I8
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Analisando as citocinas séricas, houve maior quantidade de IL2, IL10, TNFp e
TGFp nos pacientes com hepatite C cronica e maior quantidade de IL1a, IL4, IL6,

IL8 e INFy nos doadores de sangue (Tabela 12).



Tabela 12 - Comparacio entre as citocinas no sangue dos 51 pacientes com hepatite C cronica e os 51 doadores de sangue

GRUPO | ELISA TNFo. TFGP IFNy IL1o. L2 L4 IL6 IL8 IL10 TNFB
Média 2447350 | 133390 | 25568,97 | 564049 | 90636,67 | 61583.82 | 47593,67 | 262941,50 | 3774421 | 6866,28
g:;‘;“’le dp 41016,13 | 904,02 | 73027,78 | 21594,51 | 123531,88 | 9265924 | 69181,43 | 336897,03 | 140680,73 | 10858.95
Mediana 651600 | 1157.81 | 3712,00 | 116300 | 43522,00 | 33370,00 | 10070,00 | 134229,00 | 6703,00 | 2810,00
Média 64437,14 | 897553,50 | 4186,89 | 128025 | 426373,89 | 27178,31 | 10742,36 | 5781774 | 294444.86 | 1680421
E:;‘l’ dp 149211,16 | 34781975 | 9216,82 | 332505 | 361594,56 | 20612,44 | 30466,86 | 84190,78 | 289346,11 | 34934,79
Mediana 14719,00 | 1062511,00 | 131600 | 0,00 | 446098,00 | 22967,00 | 3821,00 | 19801,00 | 182871,00 | 8698,00
Prova de Mann-Whitney | p0,070 | p<0,001% | p0,018* | p<0,001* | p<0,001* | p0,022% | p<0,001* | p<0,001* | p<0,001% | p<0,001*

dp € o desvio padrdo

p<0,05

n € o nimero de casos e controles

€8
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4.4. Resumo dos resultados significantes

Devido ao grande nimero de anélises relatadas, aqui foi feito um resumo de
todos os resultados significantes tanto dos 51 pacientes com hepatite C cronica
(casos) como das comparagdes entre esses casos e os dois grupos controles (33
doadores de 6rgaos e os 51 doadores de sangue).

Na comparacdo de citocinas e populacdes celulares entre os pacientes com
hepatite C cronica e os doadores de 6rgios e de sangue, houve aumento significante

dos seguintes eventos (Tabelas 10 al2):

v' LTCD4+ portais e LTCD8+ portais no figado dos casos;

v" S100 portais e lobulares no figado dos controles;

v IL4 lobular, IFNy lobular, TNFa, portal e lobular, TGFp portal e lobular no
figado dos casos;

v'ILIp lobular e IL 10 lobular no figado dos controles;

v' IL2,IL10, TNFp e TGFp no sangue dos casos;

v' ILlo, IL4, IL6, IL8 e IFNy no sangue dos controles.

As seguintes correlacdes entre as alteracdes da bidpsia hepatica e as populagdes
celulares e citocinas foram significantes nos pacientes com hepatite C cronica

(Tabelas 7 a 9 e Anexos 29 a 40):

v' CD4+ portal com a atividade peri portal;

v CD4+ lobular com a atividade lobular;
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v' CD45RO+ portal com a proliferacdo dos ductos biliares e a esteatose;
v' CD45RO+ lobular com a proliferagio dos ductos biliares;

v" S100 lobular com auséncia de inflamac¢do dos ductos biliares;

v' TNFa portal com a esteatose;

v" TGFp lobular com a atividade lobular;

v IL1P portal com hepatite de interface;

v" IL2 lobo com a auséncia de inflamagéo dos ductos biliares;

v IL4 portal a auséncia de inflamagdo dos ductos biliares;

v"IL10 portal com a auséncia de foliculo linféide;

v TFNYy no sangue com a auséncia de inflamagdo dos ductos biliares;
v'ILla do sangue com a atividade lobular;

v" TGFp no sangue com a auséncia de proliferacdo dos ductos biliares;

v IL8 do sangue com a fibrose e esteatose.

As populacdes celulares foram correlacionadas as citocinas no figado dos

pacientes com hepatite C e houve significancia direta entre (Tabela 6):

v' CD45RO+ portal e TNFa, portal;

v" CD45RO+ lobular com: IFNY lobular ¢ IL1o lobular;
v' CD4+ portal e TNFa, portal;

v' CDB8+ portal e TGFp portal;

v' CD68+ portal e TNFa portal;

v' CD57+ portal e IL10 portal,

v" CD57+ lobular com: TGFp lobular, IL2 lobular;
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v" S100 portal e IL10 portal.

As populacdes celulares foram correlacionadas as citocinas no figado dos

pacientes com hepatite C e houve significancia indireta entre (Tabela 6):

v CD68+ lobular com: IL6 lobular e IL10 lobular;

v' CD57+ portal e TNFa portal.

Nao houve correlagdo significante entre as citocinas do figado e as citocinas do

sangue nos pacientes com hepatite C cronica.

Na correlagdo entre carga viral de 49 pacientes com hepatite C e populagdes

celulares e citocinas, foram significantes (Anexos 22 e 23):

v" Correlagdo direta com: TGFp lobular e IL4 lobular;

v' Correlagdo indireta com: LTCD8+ lobulares, IL2 portal e lobular.

Os gendtipos do VHC foram comparados a expressao das citocinas e populagdes

celulares (Anexo 27 e 28) e significantes:

V' genétipo “ndo 17 e: CD45+ portais;
v' genétipo 1 com:

= CD68+ portal e lobular;

- L4 portal;

= TGFp e IL10 séricas.
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Os genétipos do VHC foram comparados as alteracdes histologicas dos
pacientes com hepatite C cronica (Anexo 40) e os pacientes com gendtipo 1 do VHC

apresentaram maiores niveis de:

v inflamagio portal;

v inflamagdo peri portal.

Nas andlises dos dados demogréficos dos pacientes com hepatite C crénica no

dia da bidpsia hepatica houve significancia entre:

v" Aidade e (Anexos 10 e 11):
=  CD45+ portal, CD4+ portal e CD8+ lobular;
= TNFa portal;
= IL1P do lobular (correlagio indireta).
v" O género e (Anexos 14 € 16):
= Masculino e CD57+ portal;
= Feminino e TNFJ no sangue.
v" A “raga branca” e (Anexos 18 e 19):
= TNFa portal e IL1 portal;

= [Lla e IL8 no sangue.



88

5. DISCUSSAO

Poucos estudos tém analisado de modo sistematizado um grande ndmero de
citocinas e populagdes celulares em uma casuistica com mais de 30 pacientes com
hepatite C cronica. Este trabalho avaliou as citocinas e populagdes celulares obtidas
tanto do figado como do sangue periférico de 51 pacientes com hepatite C cronica
comparando-os com os mesmos parametros em individuos sem hepatopatia. Deve-se
considerar que tal avaliacdo representou a expressdo momentanea do ocorrido
evolutivamente no organismo infectado cronicamente pelo VHC. No intuito de
aprofundar a andlise da resposta mediada pelas populacdes celulares, foram feitas
diversas associagdes entre as mesmas € as citocinas expressas, que sao os mediadores
“chave” na resposta imune adaptativa a infec¢ao pelo VHC (Heydtmann et al., 2001;
Antonaci et al., 2001). Desta forma, procurou-se interpretar os achados a luz do
conhecimento atual sobre a imunopatogenia da infec¢ao cronica pelo VHC.

A casuistica desta pesquisa foi composta por pacientes que apresentavam
principalmente alteragdes histologicas leves determinadas pelo virus da hepatite C,
com 86 % com fibrose graus 1 e 2 e 78 % dos pacientes com inflamacao portal graus
1 e 2. Mas houve 9 pacientes com lesdes pré-cirrdticas e cirrdticas (F5 e F6), que
foram utilizados para comparar aos outros com fibrose menos intensa (F1 a F4).

A histopatologia hepatica na hepatite C cronica € caracterizada por infiltracao de
numerosas células mononucleares, que desencadeiam alargamento e fibrose do
espaco portal, além de focos de inflamacdo, apoptose e necrose em lise de

hepatécitos em graus variados (Scheuer, 1994; Ishak, 2000). Acredita-se que as
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reacOes inflamatérias sdo causadas principalmente pela resposta imuno-mediada, ja
que figado € considerado um 6rgdo do sistema imune e que diversas células efetoras
e moléculas de comunicacdo entre células da resposta inata e adaptativa estdo
presentes ou sdo sintetizadas por ele (Martins, 2001; Racanelli e Rehermann, 2006).

Sabe-se que a freqiiéncia global de LTCD4+ e LTCD8+ é maior no figado do
que no sangue periférico, tanto no figado normal como em algumas infec¢des virais;
além disto, a quantidade de LTCD8+ € maior do que LTCD4+ no figado normal
(Racanelli e Rehermann, 2006; Janeway, 2007b). No figado dos pacientes com
hepatite C cronica estudados, o nimero de LTCD4+ foi maior do que dos LTCD8+,
provavelmente indicando uma resposta imune mais polarizada comandada pelos
LTCD4 em reposta ao VHC, em detrimento da reposta citotoxica. Nesses pacientes,
os LTCD4+ portais mostraram correlagcdo com a atividade inflamatdria peri portal e
lobular e os LTCD4+ lobulares com a atividade lobular. Por outro lado, os LTCD8+
nio se correlacionaram com as alteracdes histopatoldgicas. Os LTCD4+ tém sido
relatados na literatura como o principal componente da atividade necro-inflamatdéria
peri portal do figado infectado pelo VHC e sua modulagdo determina a progressao da
hepatite C cronica (Mosnier et al., 1993; Ishak, 2000). Os LTCD4+ e LTCD8+ foram
as populagdes celulares dentre as pesquisadas que expressaram significativo
aumento no figado (espaco portal) dos pacientes com hepatite C cronica em relacao
aos doadores de 6rgaos. Assim, pode-se supor que a resposta imune nesta casuistica
foi orquestrada por esses LT (Winnok et al., 1993) e que o principal local dos
eventos de resposta imune foi o espago portal, como também evidenciado por outros
autores (Mosnier et al., 1993; Ishak, 2000).

Nos pacientes com hepatite C cronica desse estudo foram analisadas as
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populacdes celulares e as citocinas que poderiam estar interagindo no mesmo sitio
hepatico. Nesta andlise, os LT expressaram citocinas predominantemente de perfil
Th1 moduladas por TGFp intra-hepdtica, como relatado por Taylor et al. (2006). Isto
foi evidente devido as correlacdes significantes entre: LT CD4+ portais com TNFa
portal; dos LTCD8+ portais com TGFp portal; dos LT de meméria (CD45RO+)
portais com TNFo portal e os LT de memoria lobulares com IFNY lobular. Estas
ultimas correlagdes dos LT de memoria sugerem uma continua ativagdo da resposta
celular imune nos pacientes cronicamente infectados, a semelhanga do que
encontraram Murata et al. (2002) no sangue periférico. Estes autores encontraram
significante aumento da producdo de IFNy tanto por LTCD4+ como LTCD8+ no
sangue periférico em pacientes com hepatite C cronica em relagdo a controles
sauddveis, prevalecendo a resposta Thl (Murata et al. 2002). Inclusive, o IFNYy
produzido pelos LTCDS8+ tinha a capacidade de estimular a produgcdao de TNFo
(Murata et al., 2002).

A produgdo de TNFo € um dos eventos mais precoces da lesdo hepatica, € o
“gatilho” da producao das outras citocinas (Tilg et al., 2006), além de estar implicado
na inducdo de apoptose dos hepatdcitos nas hepatites virais (Ding e Yin, 2004).
Pode-se inferir que o TNFa detectado nesta pesquisa foi modulado pelos LTCD4+ e,
provavelmente, perpetuado pelos LT de memoria (Hassan e Reen, 1993). O TNFa
nos espagos portais teve participacdo na lesdao hepatica em resposta ao VHC, ja que
foi correlacionado com a atividade inflamatdria lobular, como relatado em outros
estudos (Brow e Neuman, 2001).

A expressdo aumentada de TNFa portal e lobular e de IFNy lobular nos

pacientes com hepatite C em relacdo aos doadores sem hepatopatia reforca a
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implicacdo destas citocinas na lesdo hepatica de padrao Thl na hepatite C cronica.

Por sua vez, a IL2 ndo se destacou de modo significativo no figado dos
pacientes com hepatite C em relacdo aos controles e todavia esteve aumentada no
sangue periférico. A IL2 lobular dos pacientes com hepatite C cronica teve
correlagdo significante com as células NK lobulares.

A IL10 portal correlacionou-se com NK portais e o0 aumento desta citocina pode
ter ocorrido na tentativa de inibir a morte celular, como inibi¢do da apoptose relatada
em outros trabalhos (Zang e Wang, 2006) além de inibir os fendmenos inflamatdrios.

Sabe-se que as células NK atuam através da morte celular por necrose ou
apoptose da célula (Winnock et al., 1993) em decorréncia da presenca do VHC.
Todos os pacientes com hepatite C cronica desta pesquisa apresentaram Corpusculos
de Councilman ou corpos acidéfilos na bidpsia hepdtica, o que caracteriza a
apoptose, fendmeno que pode decorrer da hepatopatia ou do ciclo biolégico normal
dos hepatdcitos. A presenca dos LTCD8+ e das células NK ndo foram expressivas
nos pacientes com hepatite C cronica, pois ndo tiveram correlacdo com as alteragdes
histopatoldgicas. Isto ocorreu provavelmente devido a a¢ao das células NK ser mais
importante na fase aguda do que na fase cronica da hepatite C e, nesta fase, ela pode
ter sido ineficiente para controle do processo (Winnock et al., 1993), permitindo a
sobrevivéncia das células parasitadas pelo VHC.

Tanto os LTCDS8+ portais como as células NK lobulares tiveram relacdo
significante a TGF do espago portal e do lobo nos pacientes com hepatite C cronica.
De maneira semelhante aos achados de Ray (2003), houve diferencga significativa
entre 0 TGFf dos casos e controles tanto no espago porta como no lobo e também no

sangue periférico. Nesta pesquisa, a presenga desta citocina no figado dos pacientes
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com VHC nao foi relacionada a fibrose o que corrobora os achados de Roulot et al.
(1995). Podemos interpretar que como nossa casuistica era composta por pacientes
que apresentavam lesdes histologicas predominantemente leves nao houve correlacao
estatistica suficiente entre a fibrose e o TGFp intra-hepatico.

Tanto o TGFP como a ILI0O tém sido analisados como moléculas
imunomodulatérias, que atuam como imunossupressores no figado (Knolle e Gerken,
2000). Além disto, ambas t€m sido descritas como inibidoras da resposta imune e
reguladoras da ac@o de células dendriticas (Racanelli e Rehermann, 2006), tentando
estabelecer o equilibrio entre a resposta Thl e Th2 nas doencas cronicas
(Yazdanbakhsh et al., 2002). A TGFp portal e lobular pode ter atuado como citocina
regulatéria nos pacientes com hepatite C cronica (Taylor et al., 2006), tentando
estabelecer o equilibrio entre as respostas Th1 e Th2 ao invés de induzir a progressao
da fibrose, como relatado por outros autores (Roulot et al., 1995; Nelson et al.,
1997).

Nesta pesquisa, a IL10 expressa no espaco porta foi menor do que no lobo nos
pacientes com hepatite C cronica, o pode ter sido devido a maior agdo anti-
inflamatoéria (Zang e Wang, 2006) no lobo que no espaco porta. Teoricamente a IL.10
poderia facilitar a evasdo do VHC pela regulacido negativa da resposta Thl, além de
exercer propriedade anti-fibrogénica resultando em doenca hepatica com menos
fibrose (Minton et al., 2005). Pode-se atribuir a acdo anti-inflamatéria da IL10 a
comparacao significativa entre essa citocina no espago portal e a auséncia do foliculo
linféide, revelando um menor grau de atividade inflamatdéria nos pacientes com
maior expressao dessa citocina. Nelson et al. (2000; 2003) evidenciaram a reducao

da fibrose hepédtica ao administrar esta citocina como tratamento da hepatite C
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cronica, mas este tipo de correlagcdo ndo foi evidenciada nesta pesquisa. A menor
expressdo da IL10 lobular nos pacientes com hepatite C do que nos doadores de
orgdos evidencia a menor ag¢do desta citocina nesta casuistica como haviam relatado
outros autores (Cacciarelli et al., 1996).

As células NK também tém a capacidade de aumentar as funcdes das células
dendriticas na presenca de células hepaticas, mas alguns autores relataram que essa
capacidade estd comprometida em células NK derivadas de pacientes com hepatite C
cronica, onde a producdo de IL10 e de TGFP poderia inibir a acdo das células
dendriticas (Jinushi et al., 2004; Racanelli e Rehermann, 2006). Nesta pesquisa, as
células apresentadoras de antigeno, representadas por S100 no espaco porta, tiveram
correlagdo direta com IL10 do espaco portal, ou seja, quanto maior quantidade de
IL10, maior a expressdo das células apresentadoras de antigeno nesta casuistica
(Taylor et al., 2006). Como a IL10 tem importante acdo inibitdria, ela pode ter
inibido a fun¢do das células S100. Além disto, estas células tiveram uma correlagdao
inversa a hepatite de interface, o que provavelmente determinou menor reagdao
inflamatdria no espago portal dos pacientes com hepatite C cronica.

As S100 se expressaram menos nos pacientes do que nos doadores de érgaos,
tanto no espaco portal como no lobo hepatico, o que pode sugerir que a falta de
reconhecimento do VHC por essas células contribuiu para a persisténcia da hepatite
C, como discutido por vérios autores previamente (Longman et al., 2004; Bain et al.,
2001; Sarobe et al., 2002; Jinushi et al., 2004). A reduzida apresentacdo de antigeno
aos LT pode ter contribuido para que a maioria das lesdes hepaticas dos pacientes
com hepatite C desta casuistica fossem leves, provavelmente devido a perda ou uma

funcdo efetora pobre das APCs (Racanelli e Rehermann, 2006). Discute-se a
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possibilidade de que a resposta mediada pelos LTCD4+ possa ser prejudicada pela
infeccdo do VHC nas células dendriticas (Pawlotsky, 2004) e, desta forma, as células
apresentadoras de antigenos podem contribuir para a cronicidade da hepatite C
(Longman et al., 2004), pois tanto células dendriticas como macréfagos estdo
diminuidas na infec¢ao pelo VHC (Bain et al., 2001; Sarobe et al., 2002), devido a
algumas proteinas virais que inibem a apresentacao do antigeno (Taylor et al., 2000).

As células de Kupffer, representadas pelos CD68+ nesta pesquisa, ndo estiveram
aumentadas de forma significante nos pacientes com hepatite C cronica em relacdo
aos doadores de Orgdos, nem se correlacionaram as alteracdes histologicas nos
individuos cronicamente infectados. Essas células tiveram correlagdo direta com
TNFa portal e IL4 lobular, citocinas tanto da resposta Th1 como Th2, sendo que nos
espacos portais a Th1 que se destacou. Por outro lado, houve uma correlagdo inversa
das células de Kupffer tanto do espago-portal, como do lobo hepético com aIL10 e a
IL6 do lobo hepético, o que poderia refletir a inibicao destas células pelas citocinas
citadas. Zang e Wang (2006) sugeriram que a IL.10 pode inibir as células de Kupffer,
dando conta de suas indimeras a¢des como citocina anti-inflamatéria na hepatite C
cronica. Como as células de Kupffer também podem atuar como células
apresentadoras de antigenos (Racanelli e Rehermann, 2006), provavelmente o
mecanismo de inibi¢do pela IL10 foi semelhante a inibi¢do das S100 acima relatadas.

Entretanto, outra pesquisa evidenciou correlacdo direta entre a expressao intra-
hepatica da IL6 e CD68 em individuos com hepatite C cronica (Oyanagi et al., 1999).
Além disto, maiores niveis de IL6 foram encontrados tanto no figado (Oyanagi et al.,
1999) como no sangue de individuos com hepatite C cronica em relagdo a controles

(Cacciarelli et al., 1996; Malaguarnera et al., 1997; Bir6 et al., 2000; Lapinski, 2001),
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sendo que Malaguarnera et al. (1997) correlacionaram a IL6 sérica com o grau de
inflamacdo do figado em pacientes com VHC crénica. Frente a estas evidéncias e a
falta de correlagdo da IL6 entre casos e controles, esta citocina ndo se destaca na
participacao da resposta imune desta casuistica.

A IL4 pode modular a resposta imune em individuos com VHC (Cacciarelli et
al., 1996), principalmente pela acdo Th2. Ela teve maior expressdo no lobo dos
pacientes com hepatite C cronica do que nos doadores de 6rgdos. J4 no sangue
periférico, esta citocina foi menos expressa nos individuos com VHC do que nos
doadores de sangue, o contrario do que referido por outros autores (Cacciarelli et al.,
1996; Malaguarnera et al., 1997; Bir6 et al., 2000; Lapinski, 2001). Nesta casuistica,
a IL4 portal pode ter inibido a inflamagdo dos ductos biliares nos pacientes com
hepatite C cronica devido a correlagdo inversa encontrada, sendo a tnica associagao
histolégica significativa. E dificil definir quais populacdes celulares foram
envolvidas nesta acdo ja que as células de Kupffer do espaco portal se
correlacionarem a IL4 do lobo; enquanto os LTCD8+ do lobo se correlacionarem a
IL4 portal, ou seja, nao houve correlacao significante no mesmo local do figado.

Na comparagdo entre os pacientes com hepatite C cronica e os doadores de
orgdos, encontrou-se significante expressao de diversas citocinas Th1 (IFNYy lobular,
TNFo lobular e portal), Th2 (IL4 lobular) e citocinas regulatérias (IL10 lobular,
TGFp portal e lobular). Isto sugere uma complexa interagdo dessas citocinas no
figado na determinacd@o do processo inflamatério com participacao de ambos vértices
da resposta imune na hepatite C cronica.

Em relacdo ao sangue periférico, também houve participacdo de ambos os

vértices da resposta imune nos pacientes com hepatite C, ou seja, maior quantidade
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de IL2, TL10, TNFp e TGFp, enquanto menor quantidade de 1L4, IL6, IL8, IL1a e
IFNY do que nos controles. Cacciarelli et al. (1996) encontraram tanto citocinas Thl
como Th2 no sangue periférico de pacientes com hepatite C em comparacdo com
doadores sauddveis, além disto a quantidade das citocinas Th2 era maior do que Thl
nos pacientes com hepatite C.

O aumento da expressdo IFNy, TNFa e IL4 no lobo hepético e TNFa no
espaco-porta dos casos quando comparada aos controles, deve-se provavelmente a
compartimentalizacdo do sistema imune, uma vez que isto nio se repete no sangue
periférico. Analisando apenas os pacientes com hepatite C cronica, ndo houve
correlacOes significantes entre as citocinas do sangue e do tecido hepatico nos
pacientes com hepatite C cronica, o que corrobora a favor da compartimentalizacao
da resposta nesta casuistica. Assim, a resposta intra-hepatica comanda o padrdo de
evolucdo da doencga e indica que a resposta imune no figado espelha a injuria
hepdtica nos pacientes com hepatite C cronica, diferente do que ocorre no sangue
periférico (Minutello et al., 1993; Cerny e Chisari,1999; Sakai et al., 1999; Exley et
al., 2002).

Houve uma correlagdo direta entre a carga viral do VHC tanto com IL4 como
TGFJ lobulares, enquanto que houve correlago inversa entre carga viral do VHC e
IL2 portal e lobular, sugerindo que a IL2 atuaria no controle da viremia, enquanto
que a polarizacdo Th2 aumentaria a carga viral do VHC. Nesta casuistica o IFNY ndo
teve correlacdo direta com a carga viral do VHC, a semelhanca de outras pesquisas
desta citocina no sangue (Murata et al., 2002). Cacciarelli et al. (1996) encontraram
correlagdo direta entre os niveis séricos de IL4 e IL10 com a carga viral, ou seja,

ambas citocinas diminuiam apds o tratamento do VHC, sugerindo que o tratamento
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reduz a resposta Th2, o que diminui a carga viral do VHC. Porém, nao houve
significancia estatistica entre a carga viral do VHC e as citocinas no sangue dos
pacientes com hepatite C cronica na pesquisa atual, o que fala a favor da
compartimentalizacao da resposta imune na hepatite C cronica. Além disto, menores
cargas virais do VHC se correlacionaram significativamente a maior expressao dos
LTCD8+ lobulares, evidenciado a acdo citotéxica destas células na inibi¢do da
multiplicacido do VHC, na tentativa de controlar a infeccdo (Brown e Neuman,
2001). Para alguns autores os LTCD8+ sao a principal célula envolvida na
eliminacdo do VHC (Missale et al., 1996), sua acdo defeituosa na fase aguda seria
um dos fatores responsdveis pela cronificagdo da doenga (Timme et al. 2001) ou
ainda, a imunotolerancia ou a exaustdo da resposta TCD8+ a alta carga viral do VHC
persiste nos individuos cronicamente infectados (Cerny e Chisari, 1999). Mosnier et
al. (1993), encontraram significante correlacao entre LTCD3+, LTCD8+ e viremia.
Outros autores correlacionaram a resposta dos LTCD4+ a diminui¢do da carga viral
do VHC (Gerlach et al., 1999), o que nao foi evidenciado nesta casuistica.

A diferenca entre genétipo 1 e ndol (2 e 3) parece influir na resposta Th, ja que
houve maior expressdo de IL4 no espago portal, além das citocinas regulatérias IL10
e TGF B no sangue dos pacientes com gendtipo 1. Das populagdes celulares
envolvidas, as células de Kupffer, tanto no espacgo portal como no lobo tiveram maior
expressdo em pacientes com gendtipo 1, o que poderia indicar que esta célula atua
como mediador da resposta imune. Os LTCD45RO+ portais tiveram maior expressao
nos pacientes com genétipo “ndo 17, embora nenhuma citocina tenha se destacado
nos individuos com genétipos 2 e 3 do VHC.

Houve maior nimero de pacientes com genétipo 1 que apresentaram lesdes
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histolégicas com menores atividades portais e peri-portais do que o gendtipo nao 1,
ja que esta casuistica foi composta predominantemente por lesdes leves. A fibrose
ndo teve significancia com os gendtipos do VHC, a semelhanca de outras pesquisas
(Poynard et al., 1997). Importante destacar, que nesta casuistica dos 9 pacientes com
genotipo 3, 44% apresentavam lesdes pré-cirrdticas e cirréticas (F5-F6); nenhum
paciente com genétipo 2 tinha lesdes F5-F6 e apenas 13% com gendtipo 1
apresentaram lesao F5-F6.

Para dar maior consisténcia a andlise dos dados demograficos, as citocinas e
populacdes celulares dos pacientes com hepatite C foram comparadas as dos
controles e somente foram levados em conta aqueles em que houve diferenca
significativa entre os dois grupos.

A IL8 esteve aumentada nos pacientes brancos quando comparada aos negros, o
que sugere que ela possa ter prevalecido na resposta imune ao VHC do primeiro
grupo. Esse aumento de IL8 teve consisténcia, pois houve diferenca desta citocina
que foi menos expressa nos pacientes com hepatite C crénica do que nos controles.
Mas sua implicagdo na progressao da doenca como relatado em outras pesquisas
(Polyak et al., 2001a) nao pode ser interpretado como sendo maior nos brancos do
que nos negros apenas com estas informagdes. Houve também maior expressao de
TNFa portal nos brancos do que nos negros, o que pode estar associado a resposta
Thl nesse grupo. A IL1a no sangue também teve maior expressdo nos brancos,
assim como nos controles em relagdo aos pacientes com hepatite C, indicando que
sua participacdo poderia tender a uma resposta favoravel na progressdo da doenga.
Mas, como as populagdes celulares analisadas ndo se expressaram

significativamente, estes dados s@o insuficientes para afirmar o tipo de modulagao da
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resposta em relagdo a “raca”. Nao houve associacdo significante entre a etnia e a
fibrose ou Ishak total como evidenciado em outros trabalhos (Sugimoto et al., 2003),
provavelmente devido a reduzida casuistica para este tipo de andlise. Esses
resultados entre os brancos e negros podem decorrer das diferencas bioldgicas onde
os brancos teriam maior resposta Thl. Por outro lado, eles podem refletir
informacdes que partem de uma realidade social, mas que foi concluida como
realidade bioldgica, como discutido por Laguardia (2007), o que invalidaria qualquer
interpretacdo. Apenas trabalhos futuros poderdo dar respostas definitivas a esta
questao.

Nas mulheres, apenas o TNFf no sangue teve expressao singular em relagdo aos
homens, que poderia influir na modulagcdo da resposta ao VHC. Como esta foi a
Unica citocina significante e seu “rs” foi baixo, ndo hd como definir esta célula como
diferencial na resposta imune desta representacio de mulheres com hepatite C
cronica, mas Gerlach et al. (1999) sugerem que as mulheres tem maior tendéncia a
eliminacdo espontanea do VHC do que progressdo para doenga cronica. A
citotoxicidade expressa pelas células NK foi maior no género masculino, que era
maioria nesta casuistica, mas estas células ndo foram significativamente diferentes
nos pacientes com hepatite C cronica do que nos doadores de 6rgaos, e este resultado
ndo nos assegura sobre a importancia da citotoxicidade que seria maior nos homens.
N3ao houve associacdo significante entre o género e a fibrose ou Ishak total.

A idade pode influir na resposta imune frente a infeccdo pelo VHC (Poynard et
al., 1997) e nesta casuistica, nos individuos de maior idade houve maior expressao de
TNFa portal revelando resposta Th1 mais vigorosa ao VHC, provavelmente mediada

por linfécitos T CD4+ intra-hepéticos, células que se expressaram de maneira
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significante nestes pacientes, e poderiam estar implicadas na progressdo da doenca,
ou seja, valores baixos na idade dos pacientes se correlacionaram a menor expressao
de LTCD4+ e valores altos de idade a maior expressdo dessas populagcdes
celulares.Gerlach et al. (1999) evidenciaram que pacientes com maior idades (41 vs.
30 anos) tinham uma tendéncia a maior eliminacdo espontanea do VHC na infeccao
aguda (discussdo sem ser estatisticamente significante) e esta maior eliminacdo
provavelmente deveu-se a acéo efetiva dos LT. A ILIP no lobo teve correlagéo
inversa a idade, ou seja, quanto maior a idade, menor sua expressdo, que também
estava diminuida nos pacientes como um todo em relacdo aos doadores de 6rgaos
evidenciando que esta citocina teria uma relacdo com a evolu¢do mais benigna da
doenca.

A IL1PB portal se correlacionou com a hepatite de interface, evidenciando sua
acdo de mediadora de lesdo hepdtica (Hassan et al., 1997). Por outro lado, a IL1J3
lobular estava diminuida nos individuos com hepatite C em relacdo aos doadores de
orgdos, podendo refletir que o aumento neste ultimo grupo possa ter sido
conseqiiéncia do trauma sofrido e suas conseqii€ncias até a retirada do 6rgdo, ja que
esta citocina responde pela a¢do inflamatéria de fase aguda (Dinarello, 1984). Ela
pode também ter sido inibida por outras citocinas nos pacientes com hepatite C,
favorecendo a evasao viral e infec¢do cronica.

Estes dados apontam uma tendéncia da resposta do hospedeiro com hepatite C
cronica ser do tipo Thl, mas ainda sdo necessdrias mais pesquisas dos dados
demograficos que sdo importante ferramenta para compreensdao da patogenia da
hepatite C cronica.

A despeito da presenga das respostas dos LT CD4+ e CD8+ aos antigenos do
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VHC, houve a paradoxal persisténcia do VHC, provavelmente devido a modulacao
dos sinais que resultaram em maior tolerancia imunolégica do que destrui¢cdo do
virus, com a participacdo de citocinas tanto do perfil Thl como Th2 (Wang et al.,
2003). Na literatura, a expressao de citocinas Th1 como IL2 e TNFa esta relacionada
com a expressdo de doenca hepdtica mais agressiva, enquanto que a expressao de
citocinas Th2 como IL10, esté relacionada a doencga hepéatica mais branda (Napoli et
al., 1996). Nesta pesquisa encontramos a participacdo das duas respostas, onde o Th1
causa lesdo inflamatéria do figado e contribui com a morte celular, enquanto Th2
tenta inibir o dano hepético causado pelas citocinas Thl (Brown e Neuman, 2001).
Pode-se supor que tenha ocorrido uma imunotolerancia na resposta dos LT (Crispe e
Mehal, 1996) e que ela seja responsdvel pela auséncia da correlacdo entre as
citocinas e a fibrose hepdtica, pois a maioria da casuistica analisada tinha poucos
indices de fibrose.

Os resultados acima contribuem para o entendimento da patogénese do VHC na
infec¢do cronica e apontam que os caminhos do estudo da imunidade tém muito a
acrescentar. Certamente as conclusdes ndo sdo respostas plenas, mas hipoteses frente

aos resultados e associagdes obtidas.
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6. CONCLUSOES

Com base em na casuistica estudada, conclui-se que na fisiopatologia da

hepatite C cronica:

v" A compartimentaliza¢éo da resposta imune ao VHC foi evidenciada devido

= 0 aumento da expressdo IFNy, TNFa, IL1 e IL4 no lobo hepdtico e
TNFa no espacgo porta dos casos quando comparada aos controles, que nao
se repete no sangue periférico;

= auséncia de correlagdes significantes entre as citocinas do tecido

hepdtico e do sangue dos pacientes com hepatite C cronica.

v" 0 comando da resposta imune na hepatite C cronica nesta casuistica foi
orquestrado pelos LT CD8+ e principalmente pelos LTCD4+;

v o principal local dos eventos de resposta imune foi o espago portal;

v" LT CD4+ foram o principal componente da atividade necro-inflamatéria
peri portal do figado infectado pelo VHC e sua modulagdo determinou a progressao
da hepatite C cronica;

v" A maior expressdo de LTCD8+ lobulares foi relacionada com menores
cargas virais do VHC nesta casuistica;

v" Nas correlagbes entre citocinas e populagdes celulares dos pacientes com
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hepatite C, foi evidenciada a resposta Thl mediada por IFNy e TNFa e modulada
pelos LT CD4+, CD8+ e CD45RO+;
v' Células apresentadoras de antigeno (S100) provavelmente inibiram

(correlacdo inversa):

= Hepatite de interface;

= Inflamacdo dos ductos biliares.

v' A correlagdo das células de Kupffer e o genétipo 1 tanto no espago-portal
como no lobo hepético poderia indicar que esta célula pode ser um mediador da
resposta imune;

v' Pacientes com lesdes histologicas predominantemente leves tiveram
resposta modulada principalmente por citocinas de padrao Thl representadas por
TNFa e reguladas por IL10 e TGF 3;

v' Os pacientes com de gendtipo 1 do VHC expressam mais citocinas de
padrao Th2 (IL4 no espago portal) e sofrem a acdo das citocinas regulatérias (IL10 e
TGF B) do sangue;

v" A TGFp estava aumentada significativamente nos pacientes com hepatite C
em relacdo aos controles, tanto no figado como no sangue com provavel acdo
imunoregulatdria nesta casuistica;

v"IL10 revelou a¢des como citocina anti-inflamatdria na hepatite C cronica:

= inibiu as células de Kupffer (correlacdo inversa da IL10 no lobo

hepatico);
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= inibiu a formagdo dos foliculos linféides (correlagdo inversa da IL10

portal).
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7. ANEXOS

Anexo 1 - Termo de Consentimento dos Casos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/INFORMADO

T;’TULO: “HEPATITE C CRONICA E CITOCINAS — ESTUDO NO SORO E NO
FIGADO, ATRAVES DE TECNICAS IMUNOHISTOLOGICAS”

1. DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

JA 0] 32 1SR
2716 (S (oo DRSSPSR n°..........
BalITO: ueeiiiiieieeee e Cidade:.......ceeeeveeeeeieeeeeee e,
CEP:...oeeeeeeeee Telefone:DDD(........ ) et

2. NATUREZA E OBJETIVO DO ESTUDO

Estamos estudando a hepatite C porque é uma doenca que acontece em todo o
mundo, que no Brasil existe em 3 milhdes de pessoas e porque ainda nio se sabe
como esse virus funciona dentro do corpo humano. Além disso a doenga pode ficar
grave e levar até a cirrose e ao cancer de figado. NOs vamos estudar as citocinas, que
sdo substancias que ajudam o corpo a se defender contra as doengas para tentar
descobrir qual delas pode ajudar a destruir o virus dessa hepatite. Por isto precisamos
de vocé para comparar o grupo com a hepatite C e outro sem a hepatite, para termos
certeza de qual substancia muda no paciente com a doenga.

3. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé tem hepatite C deverd fazer exames de sangue da mesma forma que acontece
no Ambulatério de Hepatites, e para esta pesquisa precisaremos de mais 20ml de
sangue. A bidpsia de figado, que € a retirada de 2 ou 3 cm do figado através de uma
agulha com anestesia local, seria feita de qualquer jeito para saber se vocé vai
precisar de tratamento ou ndo, assim ndo faremos nada além do que € nossa rotina.

4. DESCONFORTOS E RISCOS

Os desconfortos e riscos esperados serdo os mesmos de qualquer exame de sangue
como dor no local ou inchaco. A bidpsia de figado seria feita mesmo sem esta
pesquisa e a chance de ter problemas € muito pequena; mas na hora do exame a
agulha pode ir para outro lugar como um vaso de sangue, o pulmdo ou a vesicula
biliar e complicar o paciente. Se isto acontecer o paciente pode precisar de
tratamento internado e até ser operado. E por isto que sempre deixamos em
observacao no hospital depois de todas as biopsias.
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5. BENEFICIOS

Vocé estard ajudando no entendimento do virus da hepatite C que hoje é um
problema de satde em todo o mundo. Poderemos descobrir qual a substancia defende
0 corpo contra esse virus e, mais para frente ter a esperanca de tratar milhdes de
pessoas. Ajudando neste estudo vocé ou seu dependente ndo terdo nenhuma
vantagem a mais. O paciente do ambulatério serd tratado normalmente nos setores do
Hospital das Clinicas que forem precisos.

6. TERMO DE PARTICIPACAO DO PACIENTE

Eu 1i as informagdes acima e entendi o propdsito do estudo. Eu tive a oportunidade
de fazer perguntas sobre os procedimentos a serem realizados e seus riscos. Todas as
minhas perguntas foram respondidas.

Tendo lido cuidadosamente, entendido, e recebido a explicagdo completa das
informagdes precedentes, a minha assinatura a seguir indica que eu consenti
voluntariamente minha participagao neste estudo.

Nome do Paciente (letra de forma):

Assinatura do Paciente: Data: / /

Assinatura do Investigador: Data: / /
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Anexo 2 - Ficha de atendimento de doadores de sangue

PESO: Kg
ALTURA: m
PA: mmHg
CODIGO: S=SIM N=NAO
IDENTIFICACAO:
Data entrevista: Céd. Triagem
Nome: Idade: Sexo ( )F ( )M
Cor ( )branca ( )preta ( )pardo ( )amarela ( )indigena
Estado civil: Escolaridade:
Profissao:
Naturalidade:
Procedéncia:
ANTECEDENTES
Moérbidos:  ( )HAS ( DM ( )cardiopatia ( )CA
( Htuberculose ( )doencas mentais ( )DST
( Hetilismo parou ha

( )outros

Epidemioldgicos: (N )UDEV  ( )outras drogas
( )preservativo (N)parceiro(a) ¢/ hepatite ( )parceiro tinico
(N)multiplos parceiros: nimero no ultimo ano____; na vida,
( Hheterossexual (N)homossexual (N)bissexual (N)hemofilico
( )parceiro(a) UDEV ( )acupuntura em
( )transfusdo sg em ( )cirurgia
( )tatuagem em ( )piercing em

HABITOS
Esporte
Tabagismo
Etilismo
Drogas ilicitas
Medicagoes
Ervas / Chés
EXAMES
Anti-HCV
Anti-HBct
Ag-HBS
Anti-HIV
VDRL
HTLV I-1I

)
)
)
N)
)
)

N AN SN A
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Anexo 3 - Termo de Consentimento dos doadores de sangue

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/INFORMADO

TITULO: “HEPATITE C CRONICA E CITOCINAS — ESTUDO NO SORO E NO
FIGADO, ATRAVES DE TECNICAS IMUNOHISTOLOGICAS”

1. DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

2. NATUREZA E OBJETIVO DO ESTUDO

Estamos estudando a hepatite C porque é uma doenca que acontece em todo o
mundo, que no Brasil existe em 3 milhdes de pessoas e porque ainda ndo se sabe
como esse virus funciona dentro do corpo humano. Além disso a doenca pode ficar
grave e levar até a cirrose e ao cancer de figado. N6s vamos estudar as citocinas, que
sdo substancias que ajudam o corpo a se defender contra as doengas para tentar
descobrir qual delas pode ajudar a destruir o virus dessa hepatite. Por isto precisamos
de vocé para comparar o grupo com a hepatite C e outro sem a hepatite, para termos
certeza de qual substancia muda no paciente com a doenga.

3. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé é doador de sangue sem nenhuma doencga no figado podera participar desta
pesquisa. NOs precisaremos apenas de mais 20ml de sangue para podermos estudar
as substancias chamadas citocinas, que sdo responsaveis pela resposta inflamatdria
do figado na presenca de agentes agressores. O sangue colhido serd utilizado
exclusivamente para esta finalidade e serd garantido o sigilo absoluto dos resultados
dos exames.

4. DESCONFORTOS E RISCOS
Os desconfortos e riscos esperados serdo os mesmos de qualquer exame de sangue
como dor no local ou inchago.

5. BENEFICIOS

Vocé estard ajudando no entendimento da doenca causada pelo virus da hepatite C
que hoje € um problema de saude em todo o mundo. Poderemos descobrir qual a
substancia defende o corpo contra esse virus e, mais para frente ter a esperanca de
tratar milhdes de pessoas. Ajudando neste estudo vocé€ ou seu dependente ndo terdo
nenhuma vantagem a mais.

6. TERMO DE PARTICIPACAO DO DOADOR

Eu 1i as informagdes acima e entendi o propésito do estudo. Eu tive a oportunidade
de fazer perguntas sobre os procedimentos a serem realizados e seus riscos. Todas as
minhas perguntas foram respondidas.
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Tendo lido cuidadosamente, entendido, e recebido a explicagdo completa das
informagdes precedentes, a minha assinatura a seguir indica que eu consenti
voluntariamente minha participacdo neste estudo.

Nome do Paciente (letra de forma):

Assinatura do Paciente: Data: / /

Assinatura do Investigador: Data: / /




110

Anexo 4 - Ficha de levantamento dos doadores de 6rgaos

Nome do doador: RG: Idade:__
Cor / raga ( )branca ( )preta ( )amarela ( )parda ( )indigena
Género ( HYfeminino ( )masculino Peso____ kg Altura m
Nome receptor: RG:
EXAMES DATA | EXAMES | DATA

HBSag: TGO:

Anti-HBS: TGP:

Anti-HBCt: GGT:

Anti-VHC: F. alc.:

Anti-HIV: BT: BD:

HTLV IeIl: Hb: Ht:

VDRL: Leuc.:

Chagas: Plaq.:

Toxo IgG: IgM: CPK:

CMV IgG: IgM: Amilase:

Andtomo-patolégico figado:
Causa da morte:

Dias de UTI:

Teve parada cardio-respiratdria: ( )ndo ( )sim
Uso atual de medicagdes: ( )ndo ( )sim
Doencas associadas: ( )ndo ( )sim
Uso de alcool: ( )ndo ( )sim

Uso de drogas ilicitas: ( )ndo ( )sim
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Anexo 5 - Tabela de dados demograficos, fatores de risco para aquisicao do
VHC e tempo de infeccao dos 51 pacientes com hepatite C cronica

CASO | IDADE | SEXO' | COR* |UDP|COCAINA*| TRANSFUSAO | CIRURGIA | TATUAGEM | TEMPO®
1 27 F [ branco [ ndo nao ndo nao ndo 6
2 25 M | branco | ndo nao ndo nao ndo 3?
3 45 M | pardo |ndo nao sim sim nao 20
4 45 M | branco | ndo nao sim sim ndo 23
5 22 M | branco | ndo nao nao sim nao 5?
6 23 F | branco | ndo nao nao ndo nao 5?
7 52 F | branco | ndo nao sim sim nao 18
8 47 M preto | ndo sim nao ndo nao 15
9 24 M | pardo | ndo sim sim sim sim 12

10 44 M | pardo |ndo nao nao sim nao 20
12 22 F pardo | ndo nao sim nao nao 22
13 25 M | pardo |ndo nio sim nao nao 21
14 39 M | pardo |ndo nao nao nao nao 1?7
15 38 M | branco | ndo sim ndo nao sim 18
17 32 F [ branco | ndo nao ndo sim nao 14
18 23 M | branco | ndo nao nao ndo nao 47
19 48 M | pardo |ndo ndo nao nao nao 6?
20 47 F | branco | ndo nao nao nao nao 14
21 29 M | branco | ndo nao nao nao nao 6?
22 37 M | branco | sim sim nao nao sim 31
23 30 M | pardo |ndo ndo sim nao nao 30
26 41 F preto | ndo nao sim sim nao 14
28 22 M | branco | ndo nao nao sim nao 11
29 36 M | branco | sim sim ndo nao nao 20
30 42 M | branco | ndo sim nao nao nao 10
31 41 M | branco | ndo nao ndo sim ndo 18
33 46 F pardo | ndo nao sim sim ndo 26

continua
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conclusdo
CASO | IDADE | SEXO' | COR? |UDP|COCAINA*| TRANSFUSAO | CIRURGIA | TATUAGEM |TEMPO5
34 52 F | branco | ndo nao nao sim nao 26
35 53 F | branco | ndo nao sim sim nao 20
36 50 F | branco | ndo nao nao sim nao 30
37 48 M | branco | ndo sim nao nao nao 15
39 25 M | branco | ndo nao ndo nao nao 1?7
40 59 F pardo | ndo nio nio nio nio 6
41 38 M | pardo |ndo nao sim sim nao 13
42 48 M | pardo |ndo nao nao sim nao 3
43 31 F pardo | ndo nao nao sim nao 11
44 56 F [ branco [ ndo nao sim nao nao 22
45 20 M | branco | ndo nao nao sim nao 21
46 25 M | branco | ndo nao sim ndo nao 20
47 49 F pardo | ndo sim sim sim nao 13
49 27 M | branco | ndo nao sim ndo nao 26
50 35 M | branco | sim nao nao sim nao 20
51 46 F [ branco | ndo nao ndo sim ndo 16
52 49 F [ branco | ndo nao sim sim ndo 18
53 56 F [ branco | ndo nao sim sim nao 26
54 24 F [ branco [ ndo nao sim sim ndo 23
55 52 F [ branco | ndo nao sim sim nao 14
57 45 F [ branco | ndo nao sim sim nao 11
58 21 M | branco | ndo nao sim nao nao 22
59 28 M | pardo |ndo ndo nao nao nao 1?
60 40 M | branco | ndo sim nao sim sim 20
1 F: feminino, M: masculino
2 classificacdo de cor segundo IBGE
3 UDI: usudrio de drogas intravenosas
4 uso de cocaina inalatéria
5 tempo de infec¢do pelo VHC estimado em anos
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Anexo 6 - Tabela de genétipos do VHC, carga viral do VHC, transaminases e
histologia dos 51 pacientes com VHC cronica

CARGA

cxo| OO | S| | | mmees| Mo | e wcio] ol s
1 1b 551.068 | 197 | 399 2 3 1 1 6
2 1b >850.000 | 51 | 66 1 2 0 1 4
3 1b >850.000 | 45 | 62 1 3 3 2 9
4 1b 400.367 | 76 | 96 2 2 1 1 6
5 1b >850.000 | 33 | 87 1 1 0 1 3
6 1b 170.762 | 30 | 32 2 2 1 1 6
7 1b 124.132 | 36 | 52 1 1 0 1 3
8 1b >850.000 | 32 | 50 2 2 1 1 6
9 1b >850.000 | 44 | 60 2 1 1 1 6
10 1b >850.000 | 51 | 54 2 2 1 1 6
12 1b 828.855 | 39 | 52 1 2 0 1 4
13 1b 78.414 | 34 | 42 1 1 0 1 5
14 1b 120.296 | 51 | 84 1 2 1 1 6
15 1b >850.000 | 40 | 80 1 2 1 2 6
17 1b >850.000 | 44 | 52 1 2 1 1 5
18 1b 419.676 | 45 | 75 3 2 1 1 7
19 3a 454.501 | 70 | 155 1 2 0 0 5
20 3a 49.345 32 | 43 1 1 0 0 3
21 1b >850.000 | 41 | 38 1 2 1 1 5
22 3a 367.086 | 32 | 47 1 2 1 1 5
23 1b 37 | 62 6 2 1 1 10
26 la 848 128 1231 5 3 1 1 10
28 la >850.000 | 34 | 69 1 1 0 1 3
29 3a >850.000 | 35 | 54 1 2 1 1 5
30 3a >850.000 | 138 | 175 6 3 2 1 12
31 3a 329.619 | 37 | 67 1 2 1 1 5

continua
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AST=aspartato aminotransferase, VR: 9-43 U/L

conclusdo
GENOTIPO|  CARGA INFLAMACAO | INFLAMACAO | INFLAMACAO | ISHAK

CASO | yhe ooy AST' | ALT*| FIBROSE | ““ppral, | PERIPORTAL | LOBULAR | TOTAL
33 la >850.000 | 52 | 68 1 2 1 1 5
34 la >850.000 | 195 | 204 1 2 1 1 8
35 3a 559.136 | 85 [ 199 6 3 2 2 12
36 1b >850.000 | 86 | 109 6 3 1 1 11
37 3a 595.992 | 64 | 69 5 2 2 1 10
39 la 806.837 | 33 | 40 1 2 0 1 4
40 1b >850.000 | 142 | 186 1 1 0 1 3
41 1b >850.000 | 43 | 71 1 2 0 1 4
42 1b >850.000 | 100 | 127 6 2 1 1 10
43 la >850.000 | 46 | 49 1 1 0 1 3
44 3a >850.000 | 48 | 46 6 3 2 1 12
45 1b 371.134 | 37 | 77 1 2 0 1 4
46 la >850.000 | 43 | 83 1 2 0 1 4
47 la >850.000 | 38 | 53 1 2 1 1 5
49 2b >850.000 | 51 | 81 3 3 1 1 8
50 la 562.121 (104 | 97 6 4 3 1 14
51 1b >850.000 | 52 | 72 2 1 0 1 4
52 3a >850.000 | 70 | 67 3 2 1 1 7
53 2a >850.000 | 34 | 37 4 4 2 2 12
54 1b >850.000 | 45 | 78 3 2 1 1 7
55 1b 296.308 | 52 | 70 1 1 1 1 4
57 1b >850.000 | 51 | 57 1 2 0 1 5
58 1b 249.030 | 43 | 118 1 2 1 1 6
59 1b >850.000 | 38 | 98 1 3 0 0 4
60 la 44 | 61 1 1 0 1 3

1 ALT=alanina aminotransferase, VR: 10-35 U/L
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A

Anexo 7 - Tabela das alteracoes nos hepatocitos dos 51 pacientes com hepatite C
cronica

continua

DEGENERACAO
HEMOSSIDERINA ' 00 o

REGENERATIVAS
acinar |nédulos

BINUCLEACAO

ALTERACOES
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ESTEATOSE
LOCALIZADA|
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conclusdo

ESTEATOSE
LOCALIZADA

MACRO|

MICRO

ALTERACOES
BINUCLFACAO

REGENERATIVAS

acinar

nodulos

HEMOSSIDERINA|

DEGENERACAO
GLICOGENICA

34

0

0

35

0

1

36

—

37

39

40

41

42

oo | ©

43

o | o | o

[u—y

44

[y

45

46

47

49

(=3 Nl NN K=

=l Nl el =

50

—

51

=l Holl HeoR E=1 =l el el el el Noll Rell E=1 ]

(=3 el =l el =l Bkl i)

52

—

53

—

54

55
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(=3 el NN K= ]

1

1

1

1

(=3 Bl el E=1 =]

(=3 Nl Nl =N <l el Holl NHoll E=H =1 =kl Bkl Rl Bl Bl Bell ol el =1 =l ikl Bkl B

60

0

1

1

1

1

0

=l Holl ol E=1 =l Ikl Bkl Bl B

0

=3 Nl NN Nl =

Graduacao das lesdes: 0 ausente, 1 leve, 2 moderado e 3 intenso
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Anexo 8 - Tabela das alteracoes nos sinuséides hepaticos dos 51 pacientes com
hepatite C cronica

cason | PR reR | Mkuprrsn | HEMOSSIDERING | GRGCHERD | N UROMAIS
1 1 1 0 1 1
2 1 1 0 1 0
3 1 1 0 1 0
4 1 1 0 2 0
5 1 1 0 1 0
6 2 2 0 1 0
7 1 1 0 1 0
8 1 1 0 1 0
9 1 1 0 1 0
10 1 1 0 1 0
12 1 1 0 1 0
13 1 1 0 1 0
14 1 1 0 1 0
15 1 1 0 1 0
17 1 1 0 1 0
18 1 1 0 1 0
19 1 1 0 1 0
20 1 1 0 1 0
21 1 1 1 1 0
22 1 1 0 1 0
23 1 1 1 1 0
26 1 1 0 1 0
28 1 1 0 1 0
29 1 1 0 1 0
30 1 1 0 1 0

continua
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conclusdo
casone | MEERRoR ™ | Mkobrren | HEmossiEriNa | SATHEAD | NS OIAS
31 1 1 1 1 0
33 1 1 0 1 0
34 1 1 0 1 0
35 1 1 0 1 0
36 1 1 0 1 0
37 1 1 0 1 0
39 1 1 0 1 0
40 1 1 0 1 0
41 1 1 0 1 0
42 1 1 0 1 0
43 1 1 0 1 0
44 1 1 0 1 0
45 1 1 0 1 0
46 1 1 0 1 0
47 1 1 0 1 0
49 1 1 0 1 0
50 2 2 0 1 0
51 1 1 0 1 0
52 1 1 0 1 0
53 1 1 0 1 0
54 1 1 0 1 0
55 1 1 0 1 0
57 1 1 0 1 0
58 1 1 0 1 0
59 1 1 0 1 0
60 1 1 0 1 0

Graduacao das lesoes: 0 ausente, 1 leve e 2 moderado
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Anexo 9 - Tabela das alteracoes do espaco-portal dos 51 casos com hepatite C

cronica
CASO N PRO'I“)IIFIIC“T%CAO NECROSE | pppaa | HEMOSSIDERINA i?;é%%g
1 0 1 1 0 1
2 0 0 1 0 1
3 0 0 1 0 1
4 0 0 1 0 1
5 0 0 1 0 0
6 0 0 1 0 1
7 0 0 1 0 0
8 0 0 0 0 1
9 0 0 1 0 0
10 1 0 2 0 1
12 0 0 1 0 1
13 0 0 1 0 1
14 0 0 1 0 1
15 0 0 1 0 0
17 0 0 1 0 1
18 0 0 1 0 1
19 0 0 1 0 1
20 0 0 1 0 1
21 0 0 1 1 1
22 0 0 1 0 1
23 1 0 1 1 1
26 0 0 0 1
28 0 0 1 0 1
29 0 0 1 0 0
30 1 0 2 0 1

continua
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conclusdo
CASO N° PROIBIIEJ“ETRS(;AO N]I;:I(il}z?lSiE EDEMA | HEMOSSIDERINA li(l)l{JJlI?((:)IIJ]I)JI(E)
31 0 0 1 1 1
33 0 0 1 0 1
34 0 0 1 0 0
35 1 0 1 0 1
36 0 0 2 0 1
37 0 0 1 0 0
39 0 0 1 0 1
40 0 0 1 0 0
41 0 0 2 0 1
42 0 0 2 0 1
43 0 0 1 0 0
44 1 0 1 0 1
45 0 0 1 0 1
46 0 0 1 0 1
47 0 0 1 0 1
49 1 0 1 0 1
50 0 0 2 0 1
51 0 0 1 0 0
52 1 0 1 0 1
53 1 0 2 0 1
54 0 0 1 0 0
55 0 0 0 0 0
57 0 0 1 0 1
58 0 0 1 0 1
59 0 0 1 0 1
60 0 0 1 0 1

Graduagao das lesdes: 0 ausente, 1 leve e 2 moderado
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Anexo 10 - Tabela de correlaciao entre a expressao das populacoes celulares no
figado e a idade dos 51 pacientes com hepatite C cronica

POPULACOES

CELULARES POR HQ | [PADE

rs 0,35
CD45 porta

p 0,012%*

rs 0,19
CD45 lobo

p 0,187

rs 0,29
CD4 porta

p 0,042*

IS 0,12
CD4 lobo

p 0,400

IS 0,20
CDS8 porta

p 0,150

rs 0,33
CDS8 lobo

p 0,020%*

rs 0,17
CD68 porta

p 0,231

IS 0,10
CD68 lobo

p 0,501

IS 0,15
S100 porta

p 0,296

rs 0,00
S100 lobo

p 1,000

rs -0,14
CDS57 porta

p 0,334

IS -0,10
CD57 lobo

p 0,496

rs representa Correlacdo de Spearman
*p<0,05



Anexo 11 - Tabela de correlaciao entre os niveis das citocinas no figado e no

sangue e a idade dos 51 pacientes com hepatite C cronica

122

THQ IDADE ELISA IDADE
TNFa porta ;S 0004213* TNFa :)S 852?
TNFo lobo ;S 0,;)86 TFGB ;S _(())12(?41
e T —
TGFB lobo > 0?51279 IL1o > 8:32
IFNy porta > 0(21027 IL2 > _(())’ o
IFNylobo ;S (_)0922 IL4 :)S 8(5)(9)2
Wigporta (= 8:(6); IL6 > 83522
IL1a lobo > O(?goot IL8 > 8:(3)(7);
IL1p porta ;S O(T’31056 IL10 ;S 8233
IL1B lobo o 0:(())’235* TNFB > 8:41&;
IL2 porta lros (_)05(9)5;
IL2 lobo ;S O:?’6Z4
IL4 porta ;S O(T’2127 1
IL4 lobo ;S 0(?’12038
IL6 porta ;S (_)(,)3,162
IL6 lobo ;S (;?7’32
IL10 porta ;S 0?30291
IL10 lobo ;S (‘)(,)7’22

rs representa Correlagdo de Spearman
*p<0,05
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Anexo 12 - Tabela de correlacao entre o tempo de infeccao pelo VHC e as
populacoes celulares no figado

POPULACOES TEMPO DE
CELULARES POR THQ INFECCAO PELO
(N=41) VHC

rs 0,13
CD4S5 porta

p 0,434

s -0,01
CD45 lobo

p 0,958

rs 0,08
CD4 porta

p 0,638

rs -0,13
CD4 lobo

p 0,415

rs 0,06
CDS8 porta

p 0,709

rs 0,13
CD8 lobo

p 0,421

rs 0,08
CD68 porta

p 0,631

rs 0,01
CD68 lobo

p 0,966

rs -0,15
S100 porta

p 0,362

rs 0,18
S100 lobo

p 0,255

rs -0,08
CDS57 porta

p 0,606

rs -0,24
CD57 lobo

p 0,133

rs representa Correlagdo de Spearman
p<0,05
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Anexo 13 - Tabela de correlacao entre o tempo de infeccao pelo VHC e as
citocinas no figado e no sangue

crrocivisron | TR (O ST
PELOVHC| (N=41) |PELO VHC
TNFo porta ;S 0(?’21682 TNFo ;S 003;2
TNFa lobo ;S 0(?’70363 TFGB ;S (')?523
TGFP porta ;S 006(;5 IFNy ;S 0013}1
TGFB lobo ;S (')?3:112 IL1o ;S (')?2’(2)(9)
IFNy porta ;S (')?4221 L2 ;S (;?9’23
IFNy lobo ;S 0(?’22107 IL4 ;S 0(?’50793
IL10. porta ;S (')(’)4’1% IL6 ;S (')(’)2’22
IL10: lobo ;S 0(?’60480 ILS ;S 0(?’12061
IL1B porta ;S 0(?;‘1910 IL10 ;S 6?52(7)2
IL1B lobo ;S 0(?’70455 TNFB ;S (')(’)(’)32
IL2 porta ;S 008%%)
IL2 lobo ;S (_)?igé
IL4 porta ;S 0(?;;014 1
IL4 lobo ;S 0(?’70657
IL6 porta ;S (_)?é(())g
IL6 lobo ;S (_)?41;?)
IL10 porta ;S (_)?é(ij
IL10 lobo ;S (')?3’;2

rs representa Correlacdo de Spearman
p<0,05



Anexo 14 - Tabela de comparacio entre as populacoes celulares no figado e o género dos 51 pacientes com hepatite C cronica

) CD45 CD4 CD$ CD68 5100 CD57
GENERO | IHQ
p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1
Média 368 | 3649 | 69097 | 4663 | 18141 | 12,65 | 12564 | 12617 | 2469 | 282 | 1044 | 838
reminine | gp 30548 | 41,89 | 45455 | 43,02 | 11445 | 12,73 | 10391 | 77.39 | 2082 | 636 | 1488 | 7.8
Mediana | 2992 | 208 | 5584 | 40 | 1984 | 64 | 976 | 1008 | 192 0 32 | 48
Média 44331 | 30,77 | 717.23 | 4629 | 207.63 | 1237 | 94,67 | 8944 | 2091 | 187 | 3403 | 13,01
nM%SOc“““" dp 281,39 | 312 | 341,79 | 2449 | 114,08 | 13,79 | 108,91 | 52,1 20,03 326 | 39.88 | 11,61
Mediana | 3752 | 232 | 6376 | 424 | 1888 8 624 | 816 | 176 0 20 12
Prova de Mann-Whitney | p0,210 | p0.871 | p0444 | p0.592 | p0.534 | p0.946 | p0,110 | p0.123 | p0.527 | p0.855 | p0,002* | p0,178

dp € o desvio padrdo
*p<0,05

n é o nimero de pacientes

GCl



Anexo 15 - Tabela de comparacio entre as citocinas no figado e o género dos 51 pacientes com hepatite C cronica

A TNFa TGFp IFNy ILla IL1p IL2 L4 IL6 IL10
GENERO THQ
p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1
Média 4,495 3,733 | 3,886 | 4,952 | 3,886 | 3,276 [ 1,295 [ 0,457 | 1,6 |0,229| 0,99 | 1,524 2,209 | 2,514 {0,229 | 0,99 | 0.4 |1,371
Feminino
ool dp 3,635 2,832 | 4,19 | 3,538 5,956 | 3,007 [ 2,459 | 0,741 | 2,147 | 0,574 | 1,925 | 2,115 | 3,935 | 1,931 | 0,574 | 1,99 | 0,894 | 1,773
Mediana 48 | 32 13213216321 o 0 0 0 0 o |16 |16 0 0 0 0
Meédia 2,987 | 3.893 | 3.467 | 5,227 | 2,507 | 2.453 [ 0,907 | 0,213 | 1.12 |0.107 | 1,067 | 1,813 | 1,387 | 2.453 | 0,107 | 0,533 | 0,653 | 1.227
E/I:a;oc“l'“" dp 2,404 (2,932 (3.665| 4.2 |4.597 2,547 | 1.496 | 0,695 [ 2.916 | 0.406 | 2,462 | 1,719 | 1,667 | 2,131 [ 0,584 | 0,97 [ 1,314 |1.554
Mediana 32 132 (321321 0 | 16] 0 0 0 0 0o | 16|08 | 16| 0 0 0 | 08
. p p p p p p p p p p p p p p p p p p
Prova de Mann-Whitney |, ;31 276 | 0.654|0.819(0.167 | 0.376 | 0.689 | 0.108 | 0.082 | 0.373 | 0.685 | 0.345 [ 0.733 | 0.795 | 0.175 [ 0.732 | 0.451 | 0.876

dp é o desvio padrao

p<0,05

n é o nimero de pacientes

9CI



Anexo 16 - Tabela de comparacio entre os niveis de citocinas no sangue e o género dos 51 pacientes com hepatite C cronica

GENERO ELISA TNFo TFGB IFNy IL1o IL2 IL4 IL6 IL8 IL10 TNFpB

Média 76473,43 866402,76 5303,27 1229,65 | 417199,81 |26090,23 | 10552,78 | 76396,28 | 312760,14 | 19259,62

Feminino

n=21 dp 142031,52 335864,53 11186,20 | 1996,99 | 358397,12 | 21450,40 | 25151,05 | 89545,40 | 295890,23 | 36970,93
Mediana 30196,00 1055833,00 1448,00 0,00 446098,00 |26556,00 | 3821,00 [ 29053,00 |376425,00 | 10571,00
Média 56011,73 919359,02 3405,42 1315,66 | 432795,75 |27939,97 | 10875,07 | 44812,77 | 281624,17 | 15085,43

Masculino

n=30 dp 155869,92 359989,79 7657,25 4038,38 | 369788,23 | 20341,04 | 34118,80 | 79158,18 | 289056,87 | 33972,48
Mediana 11979,50 1116691,50 1228,00 0,00 443282,50 |22070,00 | 3425,50 | 13762,00 | 143575,00 | 6690,50

Prova de Mann-Whitney p0,238 p0,235 p0,508 p0,221 p0,886 p0,694 p0,476 p0,425 p0,503 p0,044*

dp € o desvio padrdo

p<0,05

n € o nimero de casos e controles

LTI



Anexo 17 - Tabela de comparacio entre as populacoes celulares no figado e a “raca” dos 51 pacientes com hepatite C cronica

CD45 CD4 CDS8 CD68 S100 CD57
RACA IHQ
p 1 p 1 p 1 P 1 p 1 P 1
Média 436,80 | 38,16 722,26 43,48 200,23 12,14 | 118,26 | 107,01 23,11 2,21 24,99 11,34
Branca
n=34 dp 309,01 | 40,60 411,41 22,56 120,22 11,24 | 121,85 | 59,60 19,95 5,41 34,89 11,66
Mediana 353,60 | 24,80 637,60 39,20 200,80 6,40 79,20 84,00 17,60 0,00 11,20 7,20
Média 363,29 | 23,06 674,73 52,33 190,02 13,18 85,74 99,67 21,18 2,35 22,96 10,63
Negra
n=17 dp 252,53 | 20,56 346,20 4791 103,00 16,91 66,07 77,99 21,36 3,16 32,79 7,50
Mediana 363,20 17,60 603,20 44,80 144,00 8,00 68,80 92,80 17,60 1,60 11,20 8,00
Prova de Mann-Whitney p0,523 | p0,298 p0,772 p0,952 | p0,734 | p0,833 | p0,555 | p0,576 p0,631 p0,204 | p0,944 | p0,623

dp € o desvio padrdo
p<0,05

n é o nimero de pacientes

8¢l



Anexo 18 - Tabela de comparacio entre as citocinas no figado e a “raca’” dos 51 pacientes com hepatite C cronica

TNFa TGFp IFNy IL1a IL1p L2 IL4 1L6 IL10
RACA IHQ

p 1 p 1 P 1 p 1 P 1 p 1 P 1 p 1 P 1
Média 3,953 13,859 | 3,435 (5,506 | 3,435 | 3,200 | 1,176 1 0,376 | 1,835 [ 0,188 | 1,129 | 1,506 | 1,647 | 2,635 | 0,141 [ 0,423 0,482 | 1,318
l:;g:‘lca dp 2,590 | 3,054 | 4,058 | 4,059 | 5,975 | 3,076 | 2,204 (0,7936| 3,029 | 0,523 | 2,281 | 1,714 | 3,236 | 2,153 | 0,606 | 0,907 | 0,857 | 1,549
Mediana 4,000 | 3,200 | 1,600 | 3,200 | 0,800 | 2,400 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,600 | 0,000 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,600
Média 2,918 | 3,765 14,047 | 4,329 2,353 | 1,976 | 0,847 | 0,188 | 0,282 | 0,094 | 0,847 | 2,070 | 1,882 | 2,165 | 0,188 | 1,318 [ 0,682 | 1,223
1::%;3 dp 3,762 12,526 | 3,492 | 3,567 | 3,104 | 1,921 | 1,280 0,531 | 0,846 | 0,388 | 2,199 | 2,174 [ 1,810 | 1,783 | 0,531 | 2,134 | 1,623 | 1,836
Mediana 1,600 | 3,200 | 3,200 | 3,200 | 0,000 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,600 | 1,600 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

Prova de Mann-Whitney p p p p p p p p p p p p p p p p p p
0,045*| 0,878 1 0,359 | 0,184 | 0,830 | 0,206 | 0,990 | 0,424 10,021*| 0,510 | 0,268 | 0,408 [ 0,199 0,510 | 0,493 { 0,097 | 0,937 | 0,602

dp € o desvio padrao

*p<0,05

n é o nimero de pacientes

6¢CI



Anexo 19 - Tabela de comparacio entre as citocinas no sangue e a “raca’ dos 51 pacientes com hepatite C cronica

RACA ELISA TNFa TFGP IFNy IL1o. L2 L4 IL6 IL8 IL10 TNFB
Média 77470,15 | 868888,99 | 459098 | 172140 | 36850642 | 28909,24 | 1288337 | 65685,09 | 291103,26 | 19528,50
E:g:ca dp 17797336 | 35805449 | 913242 | 3962,18 | 374971,13 |20277.08 | 36896,86 | 83826,21 |300510,91 | 42067.65
Mediana 14719,00 | 103241000 | 1579,50 | 0,00 | 139787,00 | 28857,00 | 3672,50 | 27624,50 | 92823,50 | 8832,00
Média 38371,12 | 954882,53 | 337870 | 397,94 | 542108,82 | 2371646 | 646036 | 42083,06 | 301128,06 | 11355,65
I::f;a dp 56243,80 | 32924349 | 9613,12 | 964,45 | 31185524 |21461,81 | 7978,25 | 85222,34 | 274407,87 | 10797,31
Mediana 14719,00 | 109812600 | 1141,00 | 0,00 | 582960,00 | 17659,00 | 3821,00 | 1411,00 |300229,00 | 7761,00
Prova de Mann-Whitney p0,607 p0,328 p0,190 p0,038* p0,142 p0,406 p0,748 p0,017%* p0,952 p0,757

dp € o desvio padrdo
*p<0,05

n € o nimero de casos e controles

0¢l
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Anexo 20 - Tabela de comparacao dos graus de fibrose entre homens e mulheres
com hepatite C cronica

SEXO
FIBROSE TOTAL
Feminino Masculino
1 10 | 47,6% | 16 | 53,3% | 26 | 51,0%
2 3| 143% | 7 | 233% | 10 | 19,6%
3 31 143% | 2 6,7% 5 9,8%
4 1 4,8% 0 0,0% 1 2,0%
5 1 4,8% 1 3.3% 2 3,9%
6 31 143% | 4 | 133% | 7 | 13,3%
TOTAL 21 | 100,0% | 30 | 100,0% | 51 | 100,0%
Prova de Mann- p0,535

Whitney




Anexo 21 - Tabela de comparacao da fibrose e a raca dos 51 pacientes com
hepatite C cronica

RACA
FIBROSE TOTAL
Branca Negra
1 17| 50,0% | 9 | 529% | 26 | 51,0%
2 S| 147% | 5 | 294% | 10 | 19,6%
3 5| 147% | O 0,0% 5 9,8%
4 1 2,9% 0 0,0% 1 2,0%
5 1 2,9% 1 5,9% 2 3,9%
6 S| 147% | 2 | 11,8% | 7 | 13,3%
TOTAL 34 |1 100,0% | 17 | 100,0% | 51 | 100,0%
Prova de Mann- 00,612

Whitney

132
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Anexo 22 - Tabela de correlacao das populacoes celulares com as trasaminases e
a carga viral do VHC dos pacientes com hepatite C cronica

Pg;f&fﬁ&%s CARGA 1\}7_1‘1‘19AL VHC ﬁgll gzrlz
POR IHQ = = =

CD45 |rSs 0,06 0,16 0,1

porta |, 0,686 0,25 0,484
CD45 |rs 0,13 0,17 0,11

lobo p 0,381 0,229 0,447
CD4 |rs 0,01 0,21 0,19
porta | 0,924 0,148 0,171
CD4 rs 0,07 0,27 0,22
lobo |p 0,653 0,055 0,114
CD8 |rs 0,18 0,16 0,11

porta |p 0,221 0,253 0,429
CD8 |rs -0,33 0,13 0,15
lobo |} 0,020% 0,376 0,303
CD68 |rs 0 0,18 0,13
porta |p 0,976 0,203 0,348
CD68 |rs 0,04 -0,02 -0,08
lobo p 0,774 0,876 0,591
S100 |rs 0,12 -0,08 -0,19
porta |, 0,408 0,57 0,183
S100 |rs -0,18 0,28 -0,1

lobo |, 0,222 0,044 * 0,473
CD57 |rs -0,2 0,21 0,1

porta | 0,174 0,134 0,479
CD57 |rs -0,09 -0,2 -0,05
lobo |, 0,52 0,148 0,716

1 ALT=alanina aminotransferase

2 AST=aspartato aminotransferase
rs representa Correlacdo de Spearman
*p<0,05
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Anexo 23 - Tabela de correlaciao das citocinas no figado com as trasaminases e a
carga viral do VHC dos pacientes com hepatite C cronica

CARGA VIRAL | AST! ALT*
CITOCINAS POR ITHQ VHC (N=49) (N=51) (N=51)
TNFa rs 0,08 0,16 0,08
porta p 0,602 0,253 0,59
TNFo rs 0,17 -0,04 -0,02
lobo p 0,244 0,792 0,873
TGFp rs 0,01 0,1 0,16
porta P 0,95 0,468 0,253
TGFp rs 0,35 0,09 -0,07
lobo p 0,013* 0,519 0,625
IFNy rs -0,26 0,03 -0,09
porta p 0,075 0,813 0,523
IFNy rs -0,08 -0,23 -0,19
lobo p 0,607 0,104 0,172
IL1o rs 0,11 -0,01 -0,06
porta p 0,441 0,927 0,655
IL1o rs -0,03 0,11 0,13
lobo p 0,864 0,44 0,375
IL1B rs -0,05 0,09 -0,06
porta p 0,731 0,535 0,686
IL1B rs -0,13 0,07 0,04
lobo P 0,359 0,606 0,755
IL2 rs -0,28 0,08 0,12
porta p 0,049 0,564 0,41
IL2 rs -0,4 -0,12 -0,02
lobo p 0,004 0,406 0,891
IL4 rs 0,04 -0,03 -0,09
porta p 0,805 0,827 0,514
IL4 rs 0,3 0,14 -0,03
lobo p 0,037* 0,337 0,811
IL6 rs -0,04 -0,26 -0,21
porta p 0,777 0,067 0,148
IL6 rs 0,13 -0,02 -0,11
lobo p 0,39 0,905 0,428
IL10 rs -0,1 -0,21 -0,16
porta p 0,513 0,137 0,275
IL10 rs 0,03 -0,03 -0,05
lobo p 0,867 0,818 0,709

1 ALT=alanina aminotransferase

2 AST=aspartato aminotransferase
rs representa Correlagdo de Spearman

*p<0,05
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Anexo 24 - Tabela de correlacao das citocinas no sangue com as transaminases e

a carga viral do VHC dos pacientes com hepatite C cronica

CARGA

1 2
(;{)TI? ggg: VIRAL (ﬁggl) &21)
VHC = =
rs 0.11 0.19 0.1
TNFa
p 0.46 0.171 0.482
rs 0,06 021 0.08
TFGB
p 0.686 0.146 0.561
rs 001 0,07 0,03
IFNy
p 0.98 0.615 0.813
rs 0,07 0,03 0,03
IL1o
p 0.64 0.806 0.851
rs 0.05 0.09 0.12
L2
p 0757 0.509 0.385
rs 0.06 001 0.11
L4
P 0.68 0.932 0.425
rs 0.11 0.11 0.01
L6
P 0.456 0.43 0.487
rs 0.03 0.27 0.23
L8
p 0.836 0.057 0.101
rs 0.24 0.18 0.16
IL10
p 0.102 0.203 0.267
rs 0.16 0.12 001
TNFB
p 0274 0,399 0.935

1 ALT=alanina aminotransferase
2 AST=aspartato aminotransferase

rs representa Correlacdo de Spearman



Anexo 25 - Tabela de comparacio entre as populacdes celulares no figado e os genétipos 1 e “nao 1”7 dos 51 pacientes com hepatite

C cronica
) CD45 CD4 CD8 CD68 S100 CD57
GENOTIPO IHQ
p 1 p 1 p 1 P 1 p 1 P 1
Média 339,98 | 29,09 630,48 47,51 194,99 13,17 | 119,06 | 112,70 21,95 2,13 24,94 11,61
111=39 dp 230,04 | 31,89 284,64 35,65 117,66 14,67 | 109,80 | 64,91 20,13 4,54 36,42 11,13
Mediana | 299,20 17,60 603,20 43,20 188,80 8,00 88,00 94,40 17,60 0,00 11,20 8,00
Média 647,33 | 46,27 953,20 42,93 202,80 10,27 69,60 78,13 24,13 2,67 22,27 9,47
“nao 1”
n=12 dp 350,96 | 45,10 563,61 23,20 105,00 6,73 91,05 63,32 21,41 5,56 25,12 7,64
Mediana | 497,60 | 28,80 707,20 34,40 195,20 9,60 36,00 62,40 18,40 0,00 15,20 8,00
Prova de Mann-Whitney | p0,004* | p0,091 p0,067 | p0,885 | p0,657 | p0,973 [ p0,023* | p0,046* | p0,697 p0,635 p0,920 | p0,663

dp € o desvio padrdo

*p<0,05

n é o ndmero de pacientes

o¢l



Anexo 26 - Tabela de comparacio entre as citocinas no figado e os genétipos 1 e “nao 1’ dos 51 pacientes com hepatite C cronica

i TNFa TGFp IFNy IL1a IL1p IL2 1L4 IL6 IL10
GENOTIPO IHQ
p 1 p 1 P 1 p 1 P 1 p 1 P 1 p 1 P 1
Média 3,405 (3,979 3,651 | 5,575 3,528 [ 2,544 | 0,779 | 0,246 | 1,108 | 0,205 | 1,026 | 1,764 | 2,051 | 2,544 | 0,205 | 0,861 | 0,636 | 1,231
111=39 dp 2,824 12,816 3,577 (4,294 | 5,724 |1 2,740 | 1,317 [ 0,585 | 2,297 | 0,542 | 2,336 | 1,935 | 3,092 | 2,067 | 0,654 | 1,635 | 1,271 | 1,534
Mediana | 3,200 | 3,200 | 3,200 | 4,800 | 1,600 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,600 | 1,600 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
Média 4,267 | 3,333 | 3,600 | 3,600 | 1,600 | 3,600 | 2,000 | 0,533 | 2,000 | 0,000 | 1,067 | 1,467 | 0,667 | 2,267 | 0,000 | 0,267 | 0,267 | 1,467
;lj;l” dp 3,695 | 3,086 4,830 | 1,544 2,460 | 2,904 | 3,136 | 1,042 | 3,487 | 0,000 | 1,969 | 1,734 | 1,269 | 1,984 | 0,000 | 0,623 | 0,623 | 1,984
Mediana | 3,200 | 3,200 | 2,400 | 3,200 | 0,000 | 3,200 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,800 | 0,000 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,800
Prova de Mann-Whitney (,0,667|p0,503(p0,667|p0,159|p0,444(p0,201|p0,294(p0,392|p0,418|p0,196|p0,740|p0,689 0’034* p0,736|p0,253|p0,281|p0,366|p0,856

dp é o desvio padrao

*p<0,05

n é o nimero de pacientes

Lel



Anexo 27 - Tabela de comparacio entre citocinas no sangue e os genédtipos 1 e “nao 1’ dos 51 pacientes com hepatite C cronica

GENOTIPO ELISA TNFa TFGB IFNy IL1o IL2 1L4 IL6 ILS8 IL10 TNFpB
Média 79322,90 949933,53 4207,12 1289,50 | 449811,21 | 26257,00 | 13034,25 | 55959,26 | 323562,31 | 19334,54
111=39 dp 168095,47 351583,47 974548 | 3663,23 | 365258,08 | 19037,34 | 34558,46 | 90816,50 | 270668,31 | 39622,35
Mediana 14719,00 1135257,00 | 1228,00 0,00 566073,00 | 22967,00 | 3821,00 | 13407,00 | 324992,00 | 8832,00
Média 16058,42 727318,42 4121,15 1250,16 | 350202,60 | 30172,58 | 3293,75 | 63857,83 | 199813,17 | 8580,67
:lj; r dp 15780,66 285553,76 7618,10 1973,71 | 353781,10 | 25815,73 | 3789,09 | 60619,30 | 338660,56 | 5251,88
Mediana 15268,50 607027,50 1667,00 0,09 225393,00 | 28757,00 | 2833,00 | 43778,00 | 12576,50 7560,50
Prova de Mann-Whitney p0,419 p0,021%* p0,739 p0,377 p0,491 p0,781 p0,180 p0,160 p0,035%* p0,418

dp € o desvio padrdo
*p<0,05
n é o nimero de pacientes

8¢l



Anexo 28 - Tabela de comparacio entre as populacoes celulares e a presenca de foliculo linféide em bidpsia hepatica de 51
pacientes com hepatite C cronica

FoLicuLo | o CD45 CD4 CDS CD68 $100 CD57
LINFOIDE , 1 i 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1
Média | 453,87 | 3920 | 75173 | 6507 | 198,00 | 1427 | 9520 | 11040 | 22,93 427 | 31,73 | 1240
ﬁ:lsgnte dp 288,96 | 31,99 | 31507 | 5035 | 115,19 | 1546 | 81,78 | 91,91 | 20,64 779 | 4974 | 1061
Mediana | 349,60 | 28,00 | 712,80 | 51,20 | 20560 | 560 | 7920 | 80,00 | 17,60 0,00 | 12,00 | 1280
Média | 399,51 | 3126 | 69247 | 4070 | 19647 | 11,94 | 111,18 | 102,77 | 22,32 1,64 | 2203 | 1071
Eigs;“te dp 204,11 | 36,96 | 410,54 | 23,55 | 114,92 | 12,65 | 11424 | 56,60 | 20,38 3,23 2778 | 10,42
Mediana | 36320 | 17.60 | 617,60 | 3840 | 188,80 | 800 | 68,80 | 9120 | 17,60 0,00 | 1120 | 640
Prova de Mann-Whitney | p0,564 | p0,296 p0,345 p0,057 p0,850 p0,964 | p0,781 | p0,689 p0,876 p0,566 p0,956 | p0,569

dp € o desvio padrdo
n é o numero de paciente

6¢1



Anexo 29 - Tabela de comparacio entre as citocinas e a presenca de foliculo linféide em bidpsia hepatica de 51 pacientes com
hepatite C cronica

FOLiQULO HO TNFa TGFp IFNy IL1a IL1p IL2 IL4 IL6 IL10
LINFOIDE
p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1
Média 4,400 | 4,667 | 2,533 | 4,533 4,133 3,333 (0,533 | 0,267 | 1,733 | 0,133 [ 0,267 | 1,200 | 1,067 | 2,133 | 0,267 | 1,067 | 0,833 | 1,467
Ausente
nel2 dp 1,821 (3,887 | 3,086 | 2,444 | 7,519 | 3,304 | 1,246 | 0,623 | 3,304 | 0,462 | 0,623 | 1,688 | 1,969 | 1,717 | 0,924 | 1,969 | 0,877 | 1,440
Mediana | 4,800 | 3,200 | 1,600 | 4,000 | 0,000 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,800 | 1,600
Média 3,364 3,569 3,979 | 5,292 | 2,749 | 2,626 | 1,231 0,328 | 1,190 | 0,164 | 1,272 | 1,846 | 1,928 | 2,585 | 0,123 | 0,615 | 0,461 | 1,231
Presente
=39 dp 3,299 2,475 | 4,035 | 4,267 | 4,311 | 2,634 | 2,091 | 0,750 | 2,399 | 0,492 | 2,494 | 1,926 | 3,031 | 2,128 | 0,432 | 1,304 | 1,226 | 1,700
Mediana | 3,200 | 3,200 | 3,200 | 3,200 | 1,600 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,600 | 1,600 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
Prova de Mann-Whitney | P p p p p p p p p p p p p p p p p p
0,062 | 0,586 0,217 | 0,890 | 0,933 | 0,545 | 0,212 ] 0,893 | 0,541 | 0,846 | 0,203 | 0,294 | 0,183 | 0,634 | 0,886 | 0,523 [0,046%| 0,432

dp € o desvio padrao

#p<0,05

n é o ndmero de pacientes

ol



Anexo 30 - Tabela de comparacio entre citocinas no sangue e a presenca de foliculo linféide em bidpsia hepatica de 51 pacientes

com hepatite C cronica

FOLICULO

LINFOIDE ELISA TNFa TFGP IFNy IL1a L2 1L4 IL6 IL8 IL10 TNFpB
Média 77284,75 839030,33 6645,96 1372,90 | 308334,37 | 25451,33 | 15430,92 | 60926,83 | 281530,42 | 25798,25

Ausente

n=12 dp 172686,27 337165,59 13103,86 | 1964,00 | 427263,07 | 16519,52 | 32648,71 | 73679,08 | 299257,15 | 48520,32
Mediana 21904,00 952966,00 1974,00 0,39 36977,00 | 22978,50 | 5431,50 | 20867,00 [ 94306,50 11575,00
Média 60484,03 915560,63 3430,25 1251,74 | 462693,74 | 27709,69 | 9299,73 | 56861,10 | 298418,54 | 14036,82

Presente

n=39 dp 143507,04 353355,95 7718,35 3664,31 | 336811,45 | 21881,86 | 30061,87 | 88039,76 | 290115,13 | 29848,82
Mediana 14719,00 1076141,00 1228,00 0,00 566073,00 | 22967,00 | 3326,00 | 19801,00 | 242212,00 | 8163,00

Prova de Mann-Whitney p0,946 p0,386 p0,221 p0,277 p0,091 p0,807 p0,156 p0,781 p0,982 p0,103

dp € o desvio padrdo

n é o ndmero de pacientes

34!



com hepatite C cronica

Anexo 31 - Tabela de comparacio entre populacoes celulares e inflamacao dos ductos biliares em bidpsia hepatica de 51 pacientes

INFLAMACAO CD45 CD4 CD8 CD68 $100 CD57
DUCTO HQ
BILIAR p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1
Média | 406,00 | 33,64 | 661,64 | 4827 | 198,76 | 1347 | 116,67 | 109,64 | 25,78 | 298 | 2320 | 11,42
ﬁ:;g“te dp 27879 | 32,39 | 31423 | 3629 | 111,85 | 15,11 | 116,10 | 69,26 | 22,06 | 545 | 3397 | 11,71
Mediana | 332,00 | 23,20 | 620,80 | 40,80 | 190,40 | 640 | 87,20 | 88,00 | 1840 | 080 | 11,20 | 7.20
Média | 42741 | 31,89 | 813,87 | 42,03 | 19221 | 10,13 | 8523 | 92,37 | 1451 | 053 | 2699 | 1035
Ei‘issente dp 328,15 | 43,89 | 522,87 | 23,77 | 12235 | 681 | 7997 | 56,14 | 1225 | 131 | 3471 | 642
Mediana | 427,20 | 20,80 | 651,20 | 44,80 | 187,20 | 12,80 | 44,80 | 80,00 | 12,80 | 0,00 | 22,40 | 12,80
Prova de Mann-Whitney p0,836 | p0,836 | p0,396 | p 0,549 | p0,748 | p0,901 | p0,336 | p0,556 | p0,128 | p0,037* | p0,500 | p0,787

dp € o desvio padrdo

*p< 0,05

n é o ndmero de pacientes

(44!



Anexo 32 - Tabela de comparacio entre citocinas e inflamacao dos ductos biliares em biopsia hepatica de 51 pacientes com hepatite

C cronica
INFLAMACAO TNFa TGFp IFNy IL1e IL1B IL2 IL4 ILe6 IL10
DUCTO IHQ
BILIAR p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1
Média 3,422 | 3,911 (3,422 | 4,844 | 3,289 2,756 | 0,978 | 0,222 | 1,067 | 0,089 | 0,933 | 2,000 | 2,089 | 2,756 | 0,133 [ 0,533 | 0,689 | 1,333
Ausente
n=36 dp 2,512 2,796 | 3,731 | 3,678 | 5,912 12,928 | 1,635 0,561 | 2,388 [ 0,372 | 2,242 | 1,849 | 3,103 | 2,081 | 0,589 | 1,325 | 1,310 | 1,600
Mediana | 3,200 | 3,200 | 2,400 | 3,200 | 0,000 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,600 | 1,600 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,800
Média 4,053 | 3,627 | 4,160 | 5,760 | 2,560 | 2,880 | 1,280 { 0,533 | 1,920 | 0,320 | 1,280 | 0,960 | 0,853 | 1,813 | 0,213 | 1,173 (0,213 | 1,173
Presente
n=15 dp 4,096 | 3,111 4,224 4,477 (2,88812,508 | 2,580 | 0,987 | 3,095 | 0,662 | 2,279 | 1,794 | 1,801 | 1,801 | 0,563 | 1,760 | 0,563 | 1,760
Mediana | 3,200 | 3,200 | 3,200 | 3,200 | 1,600 | 3,200 | 0,000 | 0,000 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
Prova de Mann-Whitney p p p p p p p p p p p p p P P P p P
0,992 | 0,680 0,405 | 0,675 (0,398 10,663 | 0,961 | 0,248 |1 0,093 | 0,118 | 0,545 |0,038*|0,035*| 0,115 | 0,375 | 0,063 [ 0,171 | 0,620

dp € o desvio padrao
*p<0,05
n é o ndmero de pacientes

vl



Anexo 33 - Tabela de comparacio entre citocinas no sangue e inflamacao dos ductos biliares em bidpsia hepatica de 51 pacientes
com hepatite C cronica

INFLAMACAO
DUCTO ELISA TNFa. TFGB IFNy IL1o IL2 L4 IL6 IL8 IL10 TNFB
BILIAR
Média 81059.64 | 917864.07 | 559504 | 153596 | 435588.17 | 26168.17 | 1334541 | 6446050 | 298919.92 | 20150,58
ﬁ:ssgnte dp 17447026 | 347066,56 | 1067977 | 386912 | 371608,54 | 18711,99 | 35876,19 | 93667.31 | 277830.93 | 41175.19
Mediana | 1581850 | 1103112,00 | 1557.50 000 | 45575200 | 22967.00 | 387050 | 1909050 | 212541,50 | 809600
Média 2454313 | 848808.13 | 80733 | 666,53 | 404259.61 | 2960265 | 449507 | 41875.13 | 28370473 | 8772.93
Presente
s dp 31603.50 | 35682174 | 95508 | 122011 | 34783897 | 25162.18 | 6173,56 | 54725.64 | 325352.16 | 472427
Mediana | 14169.00 | 1055833,00 0.79 000 | 281013.00 | 18530,00 | 184500 | 1980100 | 104279.00 | 883200
Prova de Mann-Whitney p0,616 p0,374 p0,013* p0,849 p0,780 p0,836 p0,441 p0,701 p0,549 p0,749

dp € o desvio padrao

#p<0,05

n é o ndmero de pacientes

124!



Anexo 34 - Tabela de comparacio entre populacoes celulares e proliferacao dos ductos biliares em biopsia hepatica de 51 pacientes
com hepatite C cronica

PROLIFERACAO o CD45 CD4 CDS8 CD68 $100 CD57
DUCTO BILIAR
p 1 P 1 P 1 P 1 P 1 P 1
Meédia 356,50 | 29,10 | 648,59 | 46,77 | 190,44 | 13,06 | 110,10 | 103,52 | 23,37 | 2,57 | 24,07 | 11,76
ﬁ:jg“te dp 24321 | 31,30 | 286,58 | 34,95 | 112,65 | 14,08 | 108,82 | 66,67 | 21,32 | 5,10 | 3234 | 1091
Mediana | 299,20 | 17,60 | 617,60 | 40,00 | 182,40 | 6,40 | 86,40 | 84,80 | 17,60 | 0,00 | 11,20 | 8,00
. 1017,2
Média | 712,20 | 54,80 0 44,60 | 231,20 | 940 | 93,00 | 110,20 | 17,60 | 0,60 | 25,60 | 7.60
Presente
n=8 dp 357,55 | 50,88 | 672,19 | 21,03 | 121,72 | 6,97 | 101,72 | 63,44 | 12,91 1,19 | 4387 | 627
Mediana| 663,20 | 31,20 | 823,20 | 49,60 | 211,20 | 8,00 | 54,40 | 102,40 | 21,60 | 0,00 | 12,80 | 6,40
Prova de Mann-Whitney p0.006* | oz 5 | PO:214 | PO.688 | p0.306 | p0.8OS | p0.604 | p0.679 | pO.785 | p0.256 | p0.630 | p0,369

dp é o desvio padrao

*p<0,05

n é o nimero de pacientes

94!



Anexo 35 - Tabela de comparacio entre citocinas e proliferacio dos ductos biliares em biopsia hepatica de 51 pacientes com
hepatite C cronica

PROLIFERACAO HO TNFa TGFp IFNy IL1a IL1p IL2 IL4 IL6 IL10
DUCTO BILIAR
p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1
Média 3,312 | 3,944 | 3,386 | 5,172 | 3,237 | 2,679 | 0,930 | 0,223 | 1,302 | 0,186 | 1,079 | 1,898 | 1,898 | 2,381 | 0,186 | 0,707 | 0,577 | 1,302
Ausente
n=d3 dp 2,736 | 3,031 | 3,495 4,129 | 5,537 [ 2,809 | 1,570 | 0,561 | 2,688 | 0,519 | 2,386 | 1,920 | 3,009 | 2,076 | 0,625 | 1,534 | 1,223 | 1,532
Mediana | 3,200 | 3,200 | 3,200 | 3,200 | 0,000 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,600 | 1,600 | 1,600 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,600
Média 5,200 | 3,200 | 5,000 | 4,800 | 2,200 | 3,400 | 1,800 | 0,800 | 1,400 | 0,000 | 0,800 | 0,600 | 0,800 | 3,000 | 0,000 | 0,800 | 0,400 | 1,200
Presente
=8 dp 4,168 | 1,710 | 5,505 | 2,566 | 2,696 | 2,763 | 3,360 | 1,209 | 2,332 | 0,000 | 1,209 | 1,190 | 1,209 | 1,801 | 0,000 | 1,209 | 0,741 | 2,222
Mediana | 4,000 | 3,200 | 4,000 | 3,200 | 1,600 | 2,400 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 2,400 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
Prova de Mann-Whitney p p p p p p p p p p p p p p p p p p
0,256 10,812 (0,391 0,851 | 0,738 | 0,387 | 0,676 | 0,089 | 0,745 [ 0,315 | 0,711 | 0,062 | 0,263 | 0,303 | 0,374 | 0,530 | 0,865 | 0,499

dp € o desvio padrao

n é o ndmero de pacientes

4!



Anexo 36 - Tabela de comparacio entre citocinas no sangue e proliferacao dos ductos biliares em bidpsia hepatica de 51 pacientes
com hepatite C cronica

P&E’CLTI(F)E];‘IQI%I? ELISA | TNFa, TFGP IFNy | ILla L2 L4 L6 L8 IL10 TNFB
Média 6992779 | 94774934 | 4756,68 | 151841 | 422764,03 | 26842.44 | 1224900 | 54122,81 | 297182,74 | 17865,58
ﬁ:jgnte dp 161283,85 | 331693,78 | 9945,65 | 3576,54 | 377455,39 |20009,8201 | 33003,07 | 8700031 | 275959,70 | 37935,16
Mediana | 13619,00 | 1098126,00 | 131600 | 0,00 | 446098,00 | 2296700 | 3821,00 | 14117,00 | 242212,00 | 8296,00
Média 34924.88 | 62775088 | 112425 | 0,12 | 445776,88 | 28983,63 | 264421 | 77678,00 | 279728,75 | 11099,38
E;esse"te dp 4210577 | 324558,02 | 75724 | 027 | 28033422 | 25060,52 | 247032 | 68412,18 | 375222,97 | 6233.36
Mediana | 22437,00 | 540627,00 | 127250 | 0,00 | 439076,50 | 18096,50 | 2833,00 | 65094,50 | 97760,00 | 9099,50
Prova de Mann-Whitney p0,402 p0,036%* p0,337 p0,215 p0,717 p0,917 p0,285 p0,135 p0,534 p0,595

dp € o desvio padrao

#p<0,05

n é o ndmero de pacientes

Lyl
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Anexo 37 - Tabela de comparacio entre as populacoes celulares e a presenca de
edema e esteatose em biopsia hepatica de 51 pacientes com hepatite C
cronica

POPULACOES
CELULARES IHQ EDEMA ESTEATOSE
(N=51)
CD45 rs 0,26 0,32
porta p 0,065 0,020
CD45 rs 0,22 0,23
lobo p 0,119 0,11
CDh4 rs 0,08 0,18
porta p 0,561 0,218
CD4 rs -0,01 0,23
lobo p 0,946 0,111
CDS8 rs 0,09 0,19
porta p 0,535 0,185
CDS8 rs 0,08 0,19
lobo p 0,598 0,169
CD68 rs 0,05 0,25
porta p 0,727 0,082
CD68 rs 0,08 0,08
lobo p 0,576 0,591
S100 rs 0,04 0,06
porta p 0,76 0,69
S100 rs -0,02 0,06
lobo p 0,912 0,666
CD57 rs -0,01 -0,14
porta p 0,944 0,316
CD57 rs 0,01 -0,09
lobo p 0,958 0,514

rs representa Correlagdo de Spearman

*p<0,05

n é o ndmero de pacientes
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Anexo 38 - Tabela de comparacio entre citocinas no figado e no sangue com a
presenca de edema no espaco portal de bidpsia hepatica de 51
pacientes com hepatite C cronica

CITOCI&tSS 1P)OR HQ [Lpeva CIELOIgF&S: ;)1())R DADE
TNFo porta ;S 00,’7(1156 TNFo ;S 008(5)521
TNFa lobo ;S (‘)(,)9’% TFGP : (')?3’113
TGFP porta ;s O(T’50783 IFNy ;S 00723
TGFB lobo ;S 0,064212* ILla ;S (')?1’22
IFNy porta ;S (_)(,)6251 L2 ;S (_)?é(s)?)
IFNy lobo ;S (‘)(,)4;2 IL4 ;S (_)(,)i ;92
IL1a porta ;S 00,’50194 IL6 ;S (')(’)4’116(;
IL1a lobo ;S (_)(,)1%?) LS ;S (')?5’392
IL1B porta ;S (')?7’(7"; IL10 ;S 0(?’70550
IL1B lobo ;S 0(?’50297 TNFB : 0(?;‘1210
IL2 porta ;S (')(’21121
IL2 lobo ;S (')(,)2’3)2
IL4 porta ;S 0%2843
IL4 lobo ;S 0(?’31928
IL6 porta ;S (_)(,)6,(9)3
IL6 lobo ;S (;?5’391
IL10 porta ;S (_)(,)é;

IL10 lobo ;S (‘)(,)3’52
rs representa Correlagdo de Spearman
*p< 0,05

n é o nimero de pacientes
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Anexo 39 - Tabela de correlaciao entre citocinas no figado e sangue a presenca

de esteatose em bidpsia hepatica de 51 pacientes com hepatite C

cronica

oo’ [miorsia| CHOCINS | et orsia
HEPATICA HEPATICA
TNFo porta lros 000?8* TNFo ;S 0%0625
TNFo lobo ;S (')(’)3:;‘; TFGB ;S (;?égé
TGFB porta ;S 0(?’11897 IFNy ;S 0%2941
TGFB lobo ;S 0(?’11797 IL1a ;S 00,’7(253
IFNy porta ;S 0(?;11705 L2 ;S (;?6’23
IFNy lobo ;S (_)(,)8(7)2 L4 ;S 0%2848
IL1o porta ;S 0080727 IL6 ;S 0%2847
IL10 lobo ;S (‘)(’)9’22 IL8 ;S 0?6?? .
IL1B porta ;S 0(?’70944 IL10 ;S 0?11792
IL1B lobo ;S (_)(,)Zé?) TNFB ;S 0?12509
IL2 porta ;S (_)(,)i?S
IL2 Iobo ;S (_)(,)5(5)582
IL4 porta ;S 0(?,90805
IL4 lobo ;S 0(?’12412
IL6 porta ;S (_)04;(())
IL6 lobo ;S (‘)(,)(’)é‘;
IL10 porta 1ros 0(?’1203 0
IL10 lobo ;S (')(’)9’?19

rs representa Correlagdo de Spearman
*p<0,05
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Anexo 40 - Tabela de comparacio entre os genétipos 1 e “nao 1” e as alteracoes
da biopsia hepatica segundo a classificacao de Ishak dos 51 pacientes
com hepatite C cronica

FIBROSE GENOTIPO VI{C TOTAL
1 Nao 1
1 21 | 538% | 5 | 41,7% | 26 | 51,0%
2 10 | 25,6% | O 0,0% 10 | 19,6%
3 3 7,7% 2 16,7% | 5 9,8%
4 0 0,0% 1 8,3% 1 2,0%
5 1 2,6% 1 8,3% 2 3,9%
6 4 10,3% | 3 | 250% | 7 13,7%
TOTAL 39 | 100,0% | 12 | 100,0% | 51 | 100,0%
Prova de Mann-Whitney p0,131
INFLAMACAO GENOTIPO VHC
PORTA% 1 Niao 1 TOTAL
1 9 | 23,1% | O 0,0% 9 17,6%
2 241 61,5% | 7 | 58,3% | 31 | 60,8%
3 5 128% | 4 | 333% | 9 17,6%
4 1 2,6% 1 8,3% 2 3,9%
TOTAL 39 | 100,0% | 12 | 100,0% | 51 | 100,0%
Prova de Mann-Whitney p0,018*
INFLAMACAO GENOTIPO VHC
PERIPOR’%AL 1 Niao 1 TOTAL
1 15 | 38,5% 1 8,3% 16 | 31,4%
2 21 | 538% | 5 | 41,7% | 26 | 51,0%
3 1 2,6% 6 | 50,0% | 7 13,7%
4 2 5,1% 0 0,0% 2 3,9%
TOTAL 39 | 100,0% | 12 | 100,0% | 51 | 100,0%
Prova de Mann-Whitney p0,004*
INFLAMACAO GENOTIPO VHC
LOBULA(ER 1 Niao 1 TOTAL
0 1 2,6% 2 16,7% | 3 5,9%
1 351 89,7% | 9 | 75,0% | 44 | 86,3%
2 3 7,7% 1 8,3% 4 7,8%
TOTAL 39 | 100,0% | 12 | 100,0% | 51 | 100,0%
Prova de Mann-Whitney p0,281

*p< 0,05



Anexo 41 - Tabela de comparacao entre a expressao de populacoes celulares e pacientes com fibrose avancada (F5/F6) e sem
fibrose avancada (F1-F4)

CD45 CD4 CD8 CD68 S100 CD57
ISHAK IHQ
p 1 p 1 p 1 p 1 p 1 p 1
Média 24,188 | 2,126 | 42,948 | 2,983 | 12,714 | 0,798 | 7,045 | 6,574 | 1,543 0,160 1,614 | 0,752
Ei:;" dp 15,609 | 2,374 | 23,242 | 2,137 | 7,425 | 0,880 | 7,210 | 4,140 | 1,322 0,322 2,238 | 0,686
Mediana | 19,750 | 1,200 | 38,150 | 2,600 | 12,600 | 0,450 | 4,400 | 5,450 | 1,150 0,000 0,700 | 0,650
Média 33,144 | 1,811 | 49,767 | 2,522 | 10,378 | 0,700 | 5,167 | 6,356 | 0,756 0,060 1,078 | 0,422
£i9F6 dp 27,271 | 1,465 | 29,402 | 1,724 | 5,362 | 0,545 | 3,087 | 4,143 | 0,684 0,088 1,447 | 0,342
Mediana | 23,700 | 1,600 | 42,700 | 2,600 | 11,800 [ 0,500 | 5,500 | 5,300 | 0,600 0,000 0,400 | 0,300
Prova de Mann-Whitney p0,444 | p0,921 | p0,693 | p0,647 | p0,401 | p0,823 | p0,843 | p0,941 | p0,113 | p0,505 | p0,503 | p0,269

dp € o desvio padrdo

p<0,05

n é o nimero de pacientes

4!



Anexo 42 - Tabela de comparacio entre a expressao de citocinas e pacientes com fibrose avancada (F5/F6) e sem fibrose avancada

(F1-F4)
TNFa TGFp IFNy IL1a IL1B IL2 IL4 IL6 IL10
ISHAK IHQ

p 1 P 1 p 1 P 1 p 1 P 1 p 1 P 1 p 1
Média 0,220 {0,250 | 0,205 {0,338 | 0,183 0,180 | 0,076 | 0,020 | 0,093 | 0,010 | 0,071 { 0,119 | 0,090 | 0,160 | 0,010 | 0,050 | 0,040 | 0,086
5;34 dp 0,190 {0,186 | 0,209 {0,263 | 0,332 0,154 | 0,128 { 0,047 | 0,177 | 0,030 | 0,150 | 0,121 | 0,110 | 0,134 | 0,040 | 0,099 | 0,078 | 0,095
Mediana | 0,200 (0,200 | 0,200 | 0,200 | 0,000 | 0,100 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,100 | 0,050 | 0,100 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,100
Média 0,260 {0,189 (0,333 (0,233 0,233 0,160 | 0,022 { 0,010 | 0,033 | 0,011 | 0,033 { 0,044 | 0,190 | 0,133 | 0,000 | 0,022 | 0,010 | 0,056
Ei9F6 dp 0,194 {0,136 | 0,350 {0,087 | 0,300 | 0,260 | 0,067 | 0,033 | 0,050 | 0,033 | 0,071 | 0,073 | 0,352 | 0,087 | 0,000 | 0,044 | 0,033 | 0,133
Mediana | 0,200 (0,200 | 0,200 | 0,200 | 0,100 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,100 | 0,100 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

Prova de Mann-Whitney p P P p p P P p p P P p p P P p p P
0,677 {0,528 10,332 (0,411]0,318 0,148 | 0,148 [ 0,563 | 0,690 | 0,886 | 0,580 [ 0,086 | 0,709 | 0,786 | 0,340 | 0,592 | 0,257 | 0,132

dp € o desvio padrao
p< 0,05
n é o nimero de pacientes

€Sl



Anexo 43 - Tabela de comparacio entre as citocinas no sangue e pacientes com fibrose avancada (F5/F6) e sem fibrose avancada

(FI- F4)

ISHAK ELISA TNFa TFGf IFNy IL1o IL2 IL4 IL6 IL8 IL10 TNFpB
Média 60873,12 919867,85 4714,30 | 1394,25 | 447718,62 | 25003,90 | 12131,13 | 57699,71 | 282675,98 | 18483,74
5;34 dp 157841,19 | 357598,09 [ 10078,11 | 3602,30 | 366965,18 | 1984948 | 33426,26 | 89942,75 | 270604,80 | 38300,58
Mediana | 12252,50 | 1121677,50 | 1294,00 0,00 515739,50 | 18965,50 | 3672,50 | 13762,00 | 174728,50 | 8765,00

Média 81069,22 793419,89 1725,64 | 748,22 | 326765,13 | 37325,56 | 426145 | 58368,56 | 349366,33 | 8966,44

EiQF(S dp 105301,90 | 293148,69 1457,18 | 1485,95 | 336878,64 | 22260,60 | 4221,05 | 53295,61 | 379273,75 | 5078,38
Mediana | 30196,00 950156,00 1404.,00 0,00 148349,00 | 42576,00 | 4927,00 | 44103,00 | 182871,00 | 8296,00

Prova de Mann-Whitney p0,170 p0,126 p0,843 p0,820 p0,561 p0,092 p0,941 p0,210 p0,786 p0,665

dp é o desvio padrao

p<0,05

n é o nimero de pacientes

12!
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Anexo 44 - Tabela de dados demograficos dos 51 doadores de sangue e IMC

N° | GENERO' | IDADE | COR’ 1Y (o
1 M 22 branco ignorado
2 M 25 pardo ignorado
3 M 43 branco ignorado
4 M 33 pardo ignorado
5 M 23 pardo ignorado
6 F 28 ignorado ignorado
7 M 54 branco ignorado
8 F 22 branco 24
10 F 23 branco 23
11 F 35 branco 20
12 F 36 branco 23
13 F 30 pardo 22
14 M 41 branco 26
15 M 24 branco 23
16 M 27 branco 21
17 F 25 branco 26
18 F 32 branco 25
19 M 36 pardo 27
20 M 27 branco 24
21 M 38 branco ignorado
22 M 18 pardo 25

23 M 32 preto 22
24 F 53 branco 26
25 M 33 branco 28
26 M 37 pardo 30
29 M 45 branco ignorado
30 F 39 branco 25

continua



N° | GENERO' | IDADE | COR’ 1Y (o
31 F 35 preto 24
32 F 33 branco 23
33 M 45 branco 27
34 F 37 preto ignorado
35 M 52 branco 24
36 M 32 branco 30
38 F 22 pardo 25
39 M 49 pardo 31
40 F 21 pardo 21
41 F 21 preto 25
43 M 23 branco 26
44 M 22 branco 24
45 M 39 pardo 28
46 F 58 branco 33
47 F 31 branco 26
48 F 22 branco 21
49 F 25 pardo 22
50 F 32 branco 21
52 M 48 branco 25
53 M 36 branco 29
54 F 22 pardo 24
55 F 20 branco 19
57 M 42 branco 27
58 M 18 branco 25

1 género: F feminino e M masculino
2 cor conforme classificacdo do IBGE

3 IMC: indice de massa corpdrea

156
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Anexo 45 - Tabela de dados demograficos e evolu¢cio durante internacao na UTI dos 33 doadores de 6rgaos

N° | GENERO' | IDADE | COR* | IMC® I:JI%S PCR* gigolll}r?\?ﬁs ATB® | TX SG’ Jggi‘gs AST® | ALT"
1 F 31 branco 2 9 9 9 9 9 3 1 1
2 F 21 branco 1 6 2 1 1 2 2 1 1
3 M 23 pardo 2 2 2 1 1 2 1 3 1
4 F 33 branco 1 14 2 1 2 2 4 1 1
5 F 59 branco 3 8 1 1 1 1 1 1 1
6 M 24 branco 3 1 2 1 2 2 3 1 1
7 M 39 branco 1 7 2 1 2 2 2 1 1
8 M 28 preto 2 4 9 1 2 1 3 1 1
9 F 20 branco 1 1 2 2 2 1 3 1 1
10 M 30 amarelo 2 3 2 1 2 2 3 1 1
11 F 38 branco 1 2 2 1 1 1 1 2 1
12 F 34 branco 5 7 2 1 2 2 4 1 1
13 M 28 branco 1 9 9 9 9 9 2 9 9
15 F 45 preto 1 2 2 1 1 2 1 1 1
16 F 40 preto 1 11 2 1 2 2 1 1 1
17 F 60 branco 2 1 1 1 2 2 1 1 1
18 F 38 branco 9 ? 2 9 9 2 1 1 1
19 M 60 preto 1 4 2 1 1 2 1 1 1
20 F 52 branco 2 2 2 9 9 2 1 1 1
continua
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USO DROGA

CAUSA

N° | GENERO' | IDADE | COR* | IMC® UTL PCR* VASOATIVAS ATB® | TX SG’ MORTE" AST® | ALT"
21 F 18 pardo 9 7 2 9 9 2 2 1 1
22 M 32 branco 1 3 2 9 9 2 2 1 1
23 M 46 ignorado 9 ? 2 2 9 9 1 1 1
24 M 50 pardo 1 10 2 1 1 2 5 1 4
25 M 22 pardo 1 4 2 9 9 2 2 1 1
26 M 53 preto 2 2 2 1 1 2 1 2 2
27 F 41 branco 2 8 2 1 2 9 1 1 1
28 M 31 branco 1 2 2 1 1 2 1 1 3
29 M 20 branco 2 5 2 9 9 2 2 4 1
30 F 43 branco 1 2 2 2 2 2 1 2 1
31 F 44 branco 2 3 1 1 1 2 1 1 4
32 F 34 branco 1 2 2 1 2 9 2 2 1
33 M 44 preto 1 3 2 1 2 2 1 1 1
34 F 18 branco 3 7 2 1 1 1 3 1 1

1 género: F feminino e M masculino
2 cor conforme classifica¢cdo do IBGE
3 IMC: indice de massa corpdrea

4 PCR parada cardio respiratoria: 1=sim, 2= ndo, 9=ignorado
5 uso de droga vasoativa durante internag¢do: 1=sim, 2= ndo, 9=ignorado
6 uso de antibidtico durante internacdo: 1=sim, 2= ndo, 9=ignorado

7 recebeu transfusdo de sangue: 1=sim, 2= ndo, 9=ignorado
8 Causa morte: 1 = acidente vascular cerebral, 2 = trauma cranio-encefdlico, 3 =ferimento de arma fogo, 4 = aneurisma, 5 = meningite

9 e 10: 1= normal ou menor de 1,5 vezes o LSN; 2= 1,5 LSN; 3=1,6 a 2,0 LSN; 4=2,1 a 3vezes o LSN

8S1



Anexo 46 - Tabela de anatomo patologico dos 33 doadores de orgaos

HEPATOCITO SINUSOIDE ESPACO PORTA
N Esteatos.e Binucleacao | Bilirrubina Corpu.sculo I?llata?ao L{nf0c1.t 05¢ Inflamacao | Edema
macro | micro Councilman | Sinusoidal | Sinusoidal
1 0 0 1 0 0 0 0 0 1
2 0 0 0 0 1 1 0 1 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 1 1 1 1 1 0 0 1 1
5 1 1 1 0 1 1 0 1 1
6 0 0 0 1 0 0 0 1 1
7 0 0 0 1 0 1 0 1 0
8 1 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 1 0 0 1 1 1 0
10 1 0 0 1 0 0 0 1 0
11 0 0 0 1 0 0 0 0 0
12 1 1 1 0 0 0 0 1 0
13 0 0 0 0 0 0 0 1 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 1 1 0 0 0 0 1 1 0
17 1 0 1 0 0 0 1 1 0
18 1 1 0 0 0 0 0 0 0
19 1 0 1 0 0 1 1 1 1

continua
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Anexo 47 - Tabela de densidade das populacoes celulares no figado dos 33 doadores de 6rgaos

N° CD45 CD4 CD8 CDo68 S100 CD57

p 1 P 1 p 1 P 1 P 1 p 1
1 | 13,1 2,5 1,7 | 2,7 | 46 |08 | 1,6 56 | L8 108|011 0,1
2 25 0,7 {297 |16 | 106 | 04 | 3,1 4 27104 |05 |06
31108 | 08 84 [ 26| 99 (25| 12 24 |49 |05 0 |02
4 | 104 | 08 | 23,1 | 19| 52 1,7 4 38 (7.8 1,2 0 | 0,2
51295 | 22 | 242 (27| 52 |03 3 37 138 105 (16|03
6 | 255 | 6,6 | 28,1 | 47 | 6,6 1,9 | 2,1 56 35104 1,7 ] 06
7 | 28,6 | 2,5 323 33| 46 |01 11,2 9 351 1,206 |05
8 | 142 1,9 | 252 | 2,5 8 2,1 | 25 52 | L8 1031|011 04
9 | 165 | 2,7 | 244 | 1.8 | 3.2 0 2,7 6,7 3 0102103
10 | 21 1,2 | 214 | 27| 04 0 6,3 62 (220406103
11 | 16,9 1,3 11,5 | 2,8 0 0 3,2 42 (1910207 |03
12 | 265 | 46 | 385 (32| 89 |06 12 9,1 5 06 | 25|04
13| 9,1 1,7 4,1 |04 | 0,7 0 0,1 32 | 1,3105(05]03
15 | 129 | 25 19 | 27| 2,3 0 5 32 167105 | 12102
16 | 25,2 1 13 1,2 9 1,4 | 4,7 54 | 6,6 1 04 | 0,2
17 | 34 2,8 | 262 | 39 0 0 6,7 11 6,1 | 04 | 1,6 | 0,7
18 | 19,5 1,5 12,2 | 1,2 1,7 0 1,9 4 29103 |04 |02

continua

191



N° CD45 CD4 CDS8 CDo68 S100 CD57
p 1 p 1 p 1 P 1 P 1 p 1
19 | 194 | 3,6 | 245 | 49 1.4 107 08 3.4 4 109 | 1,8]02
20 | 30,1 1,3 14,7 | 47 | 29 5| 35 5 25101 | 14|09
21 | 89 1,1 6,7 | 14 1,6 0 1,2 46 (69105 |04 | 04
22| 23 10,5 | 11,5 | 2,7 | 0,8 0 4,5 29 (57108103103
23 | 159 | 3,1 126 | 14 L5 {01 29 48 1241 0 (09| 03
24 | 194 1,1 193 | 1,7 | 9,3 5| 29 8,3 12 [ 23 (02102
25 | 143 | 24 129 | 1,8 5 1,5 | 35 6,5 |86 | 06 |05 ] 02
26 | 15,6 | 25 7,6 0 48 |06 | 438 81 |08 0 2 |07
27 | 27,7 1 23,8 | 0,2 0 0 3.4 68 |72 | 1,3 (07|02
28 | 12,9 1,2 13 1,1 1,1 0 4,1 6,8 (34106 | 12|01
29 | 28,8 36 | 22,1 | 63| 13,6 |43 | 74 75 (06| 0 |09 |08
30 | 10,6 2 198 | 04 | 02 | 0,1 1,3 36 | 04 | 0,1 0 | 02
31| 16,2 1,7 | 20,2 | 1,7 5 {08 | 7.1 43 (39103 |05 08
32 15 2 214 | 3,1 5,3 1 4,8 86 | 6,1 | 0,1 [ 05 ] 0,7
33| 144 | 0,8 95 | 1,1 42 35| 58 124 124103 | 1,3] 0,7
34| 17,2 | 3,6 149 | 1,3 | 2,6 1,1 | 3.8 46 (14103 |05 08

conclusdo
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Anexo 48 - Tabela de densidade das citocinas no figado dos 33 doadores de érgaos

N TNFa TGFp IFNy ILla IL1p IL2 IL4 IL6 IL10

p 1 p |1 |p |1 | P p p |1l |p |1l |p |1 ]|p]|]
1 {0203l 01] 010301 0] 0| 0] O01]01/03]01 0101010 |02
2 [07|04] 0 ]01]03|01|04]|01] O0]01| 0 04|01/01| 01| 01| 0|02
3 o200 f|O01|{O0O]O|O]|]O]O|O]|]O]O1LlO]|O]|]O|O]|]O]|O
4 02| 0 |01|01] 0 |04|01][07]01| 0] 0 1]05/01[03] 0 02| 0 |01
5 fos|o0o}|o0o}]oO1]{0O1]| O] O]O1|O]|O]O]|]O]02/02|]01]01|01|0
6 o |01 0 |02/03[0 01|01 010101010101 0101|070
7 0 o | o0]01{03[01]03|07101][01[01/02] 01010 1]01| 0 |03
8 (ot|loOo|O|lO]|]O]O|O]|]O]O|O]OL|O1I|O]|] O] O/|O]OF/O1
9 (o101 01010 O0]|O]O]O]|O]|]O] O1|l02/01|O0T1]01|0 |02
10 o (01| 0| O]02]/01|01]01[O001[02]03|01]|01] 0 [01]| 0 |01
11 |03 (01|00 |0O1]|O|O]|O]O1L|lO]|OL|O|O|O]|O|O]|O]O/|O02
12 (0102|0101 0O O] O] O] O] O]O]|]O]O1I|O]O1|O]02
13 0 olololtlo|O|O1]O]O]O]|]O]|]O]|O]|]O]|]O]|]O]|O/]O02
15 0 o|ot|{o1|lo O] O0O|O]|O]O1|]O] O01[03[01|[01]O0T]O0/03
16 |01 | 0 [02|01]04| 0| O] 0| OO ]01[02|/02]|02] 0 02 |02
17 0 olol|lo OO O] O]02]01]O01]01[01[0I]|]O0]02]|02]02
18 0 o|lolot|lo|lO]|O|O|O]O1L|]O]|O/]O1[O1|]O0O/]01]03]|05

continua
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N° TNFa TGFp IFNy IL1a IL1B IL2 1.4 IL6 IL10

p 1 p 1 P 1 p 1 P 1 p 1 P 1 p 1 P 1
19 01 (01| O 0 0 0 0 0 [01]01] O 0 0 [01] O 0 0 |02
20 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 101} O 0 O [01] O |O1] O 0
21 0 0 0 [03]01] O 0 0 0 0 0 0 0 [01] O 0 0 0
22 0,2 0O |{01]01] 0 |01] O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23 0 011 0 |02 O 0 0 0 0 101} O 0 0 0 0 0 0 |02
24 0,1 0 102102 0 0 0 0O (01]01]061]01]01]| 0 0 0 [02] O
25 0,1 0 02| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
26 0,1 0 0 [02] O 0 0 0 [01]03] O 0 0 0 0 0 0 0
27 0 010202040101 })01}01(01} 0 (01} 0 (02| 0 |01 0 |02
28 0 03] 0 |02] O 0 [01] O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |01
29 0 0 0 {[02]02]011] O 0 0 0 0 [01] O 0 0 |01
30 0 0 103] O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |04
31 0 0 0 0 0 O |01 0 03] O 0O {01 O 0 0 [01] O |02
32 0,1 0 0 0 0 0 0 0 [02] O 0 0 0 0 0 (01| O |O1
33 0 01| 0 |02] O 0 0O {[01]01]05]| O 0 [01] O 0 0 |07
34 0 0 10210304 O 0O {01(01]01{(011]017] O 0 0 0 (01105
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Anexo 49 - Tabela de concentracio das citocinas no sangue dos 51 doadores de sangue

N° TNFo TFGp IFNy IL1a IL2 IL4 IL6 IL8 IL10 | TNFB
1 25.196 | 317.886 0 0 10.578 | 16.018 | 11.706 | 1.135.522 | 439.933 | 22.807
2 0 1.050.861 0 0 11.586 | 126.806 0 41.764 42.348 0
3 0 1.155.790 | 13.179 0 560.065 | 85.427 | 261.967 | 463.600 0 0
4 15.819 | 500.957 0 0 141.294 | 21.357 | 165.696 | 313.539 0 0
5 0 254.676 0 0 90.929 | 12.013 0 166.711 0 0
6 73.331 | 253.595 0 0 198.248 0 96.997 | 285.938 0 0
7 81.466 | 242.782 0 0 0 0 0 60.081 0 0
8 15.819 | 230.690 0 0 42.513 0 0 160.175 | 30.320 | 11.374
10 37.456 | 551.193 0 0 18.596 | 137.484 | 30.640 49.726 0 36.860
11 132.155 | 524.335 0 0 22.086 | 32.035 | 17.390 67.703 0 14.093
12 0 527.207 0 0 53.742 | 26.696 0 103.467 19.582 0
13 133.374 | 539.662 0 0 38.511 | 13.348 0 64.296 16.759 0
14 92.601 | 550.229 0 0 161.474 | 21.357 | 213.687 | 298.320 18.977 0

15 0 518.126 0 0 158.734 | 20.022 | 156.557 | 478.360 0 0

16 0 548.788 0 0 19.777 | 58.731 | 21.869 39.540 0 11.107

17 0 194.785 0 0 21.535 | 585.977 0 55.538 0 24.950

18 0 521.468 0 0 87.479 | 307.003 0 164.095 0 0

19 0 519.081 0 0 49.627 | 33.370 0 97.105 13.332 0

continua
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continuagcdo

N° TNFo TFGp IFNy IL1a IL2 IL4 IL6 IL8 IL10 | TNFB
20 13.619 | 1.157.806 0 0 43.522 | 20.022 0 39.359 0 0
21 85.557 | 1.158.814 0 0 601.194 0 0 705.496 0 0
22 0 1.121.040 0 0 49.112 | 16.018 0 88.230 0 0
23 135.820 | 330.410 0 0 16.628 | 21.357 0 899.277 0 0
24 136.433 | 522.900 0 0 20.856 | 89.431 | 11.313 52.001 0 21.950
25 25.196 | 134.231 0 0 0 113.458 0 44.039 0 0
26 0 500.957 0 0 0 89.431 | 11.546 32.424 0 0
29 0 178.692 0 0 181.574 0 68.874 | 215.510 0 12.177
30 0 0 0 0 0 0 10.070 | 107.731 0 0
31 0 0 0 0 137.226 | 17.352 | 150.874 | 156.634 0 0
32 0 0 0 0 105.940 | 49.387 | 66.235 163.031 0 0
33 0 0 0 0 19.175 | 76.083 0 392.468 0 0
34 0 0 0 0 92.653 | 69.409 0 238.360 0 0
35 0 0 0 0 30.716 | 30.700 | 72.830 | 819.112 | 915.385 | 16.163
36 88.486 0 0 85.716 | 44.531 | 148.162 0 269.518 0 61.956
38 0 0 0 0 0 142.823 | 32.808 47.451 0 0
39 0 0 0 0 166.337 | 60.066 | 240.293 | 277.717 10.921 0
40 0 0 0 0 14.529 | 25.361 | 109.170 | 1.843.489 0 0
41 11.433 0 15.720 0 101.423 0 0 193.005 | 34.285 0

continua
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N° TNFo TFGp IFNy IL1a IL2 IL4 IL6 IL8 IL10 | TNFB
43 0 0 34.359 | 131.614 | 42.008 | 82.757 0 98.378 154.596 0
44 48.152 15.385 0 0 29.679 | 52.057 0 68.055 0 10.091
45 0 0 0 0 91.504 | 12.013 0 102.195 0 0
46 0 0 147.242 0 18.243 | 37.374 0 48.063 0 0
47 0 0 99.072 0 109.807 | 65.405 0 109.843 14.844 0
48 11.979 0 433.767 0 11.208 | 21.357 | 100.740 | 44.892 10.821 0
49 0 0 0 0 276.386 | 50.722 | 216.018 | 441.610 0 0
50 0 0 0 0 94386 | 61.401 | 58.164 | 134.229 0 0
52 0 0 11.631 0 11.082 | 34.705 | 20.763 | 777.398 0 0
53 0 0 85.045 0 34.552 | 13.348 0 122.649 0 0
54 0 0 248.612 0 165.642 | 46.718 | 65.056 | 208.918 12.729 0
55 0 0 94.392 0 332.099 | 82.757 | 46.559 | 492.570 0 0
57 10.886 0 0 0 0 0 0 0.524 0 0
58 0 0 0 0 60.393 | 105.449 | 34.307 130.884 0 0

conclusdo
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