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RESUMO

A hepatite C é um grande problema de salde publica atual com aproximadamente 180
milhdes de pessoas infectadas no mundo todo. O HCV é um virus RNA de fita simples,
pertencente a familia flaviviridae O HCV é um agente infeccioso altamente imunogénico
levando ao desenvolvimento de uma intensa resposta imune humoral e celular. No entanto
cerca de 80% dos pacientes evoluem para uma doenga crénica, podendo desenvolver cirrose
hepatica ou cancer. Apenas 15-20% dos pacientes infectados apresentam “clearance” viral e
evoluem para a cura. Os mecanismos pelo qual o HCV evade-se do sistema imunolégico
ainda ndo sdo totalmente conhecidos, mas a polarizacdo da imunidade através da produgdo de
citocinas parece ser uma das principais causas. Pacientes infectados pelo HCV podem
apresentar varias manifestaces extra-hepaticas como fadiga, depressao e distirbios do sono.
As manifestacbes neuroldgicas podem envolver o sistema nervoso periférico na forma de
polineuropatias ou o sistema nervoso central como encefalopatia agudo-subaguda, acidente
vascular cerebral e um comprometimento subcortical. O acometimento neurolégico pode
ocorrer pela prdpria replicacdo do virus no tecido nervoso, ou indiretamente pela resposta
imunoldgica do paciente. Estas alteracdes podem levar ao comprometimento da qualidade de
vida, talvez secundérias as queixas de sono. O sono é um estado fisiolégico-comportamental
que se associa com o sistema imune e com Varias citocinas como IL1, IL2, IL-6, TNF-a e
IFN-y. Pouco se sabe sobre as manifestagdes neuroldgicas, incluindo o sono, a resposta imune
e o perfil de citocinas entre estes pacientes. Desta forma o objetivo do presente estudo €
avaliar as manifestagcdes neuroldgicas como os distlrbios do sono, a resposta imune celular e
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o perfil de citocinas, 0 gen6tipo viral entre esses pacientes HCV + da Fundacdo de Medicina
Tropical do Amazonas. Para a avaliagdo da resposta imune celular foi utilizado a fenotipagem
dos leucdcitos do sangue periférico e para a avaliagdo das citocinas Thl e Th2 e inflamatérias
0 ELISA. As alteragBes neurolégicas foram avaliadas por um questionario clinico criado para
0 estudo. A qualidade do sono foi avaliada pelo Questionario de Pittsburg (PSQI) e de fadiga
pela escala FSS. Nossos resultados mostraram que as manifestagfes extra-hepaticas sao muito
freqlientes entre eles a fadiga, artralgias e mialgias. As queixas de sono foram téo frequientes
quanto as demais com 72,4% entre os pacientes. Os pacientes tiveram uma média de PSQI de
6,21 e de FSS de 3,16. Pacientes HCV positivos apresentam uma maior ativagdo de linfocitos
T CD8" e marcagéo para CD69", alem de niveis elevados de citocinas IL-6, IL-12 e IL-8 do
que controles saudaveis. Os pacientes com Hepatite C com queixas de sono apresentam mais
fadiga e niveis aumentados de IL-4 e IL-6 podendo corresponder como um marcador de sono
ruim nestes pacientes. O gen6tipo 1 foi o mais frequente, seguido do gendtipo 3 e do gendtipo
2 na nossa regido. O geno6tipo 1 tendeu a uma maior secrecao de citocinas supressoras Th2,
além de maiores niveis de ALT/AST, do que os outros gendtipos, embora ndo atingisse
valores estatisticamente significantes. O HCV foi isolado do liquor de apenas um paciente do
estudo. Uma das possiveis explicacbes para tais manifestacdes neuro-psquiatricas seria uma
acdo conjunta do virus sobre o SNC e a resposta imune, com a secrecao de algumas citocinas
como IL-4, IL-6. No entanto é necessario mais estudos sobre a acdo do HCV sobre 0 SNC e 0
papel destas citocinas na producdo desses sintomas.

Palavras-chaves: Hepatite C; Resposta Imune; Sono

ABSTRACT

Hepatitis C is a major public health problem today with about 180 million people infected
worldwide. The HCV is a single-stranded RNA virus, belonging to the family flaviviridae.
The HCV is a highly immunogenic agent infectious leading to the development of a strong
humoral and cellular immune response. But about 80% of patients develop into a chronic
disease, and may develop liver cirrhosis or cancer. Only 15-20% of patients infected exhibit
viral clearance and evolve to cure. The mechanisms by which HCV escape of the immune
system are not yet fully known, but the polarization of immunity through the production of
cytokines seems to be a major cause. Patients infected by HCV may have several extra-
hepatic manifestations such as fatigue, depression and sleep disorders. The neurological
manifestations may involve the peripheral nervous system in the form of polyneuropathy or
the central nervous system such as sub-acute encephalopathy, stroke and a subcortical
involvement. The neurological involvement can occur by the replication of the virus in nerve
tissue, or indirectly by the patient's immune response. These changes may lead to compromise
the quality of life, perhaps secondary complaints of sleep. The sleep is a physiological state-
behavioral which combines with the immune system and with various cytokines such as IL1,
IL2, IL-6, TNF-a and IFN-y. Little is known about the neurological manifestations, including
sleep, the immune response and the profile of cytokines among these patients. Thus the
objective of this study was to evaluate the neurological manifestations such as sleep disorders,
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the cellular immune response and the profile of cytokines, the viral genotype among those
HCV + patients of the Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas. For the evaluation of
the cellular immune response was used to flow cytometry and for the evaluation of Thl and
Th2 cytokines and inflammatory an ELISA test. The neurological manifestations were
assessed by a questionnaire designed for the clinical study. The quality of sleep was assessed
by questionnaire from Pittsburg (PSQI) and the fatigue scale (FSS). Our results showed that
the extra-hepatic manifestations are very frequent among them fatigue, arthralgia and
myalgia. Complaints of sleep were so frequent as to the other with 72.4% among patients. The
patients had a mean PSQI of 6.21 and 3.16 for FSS. HCV positive patients have a higher
activation of CD8" T lymphocytes and CD69", high levels of cytokines IL-6, IL-12 and IL-8
than healthy controls. Patients with Hepatitis C with complaints of sleep have more fatigue
and increased levels of IL-4 and IL-6 and could be a marker of poor sleep in these patients.
The genotype 1 was the most common, followed by 3 and 2 in our region. The genotype 1
tended to increased secretion of Th2 cytokines suppressor, and higher levels of ALT/AST,
than the other genotypes, although not statistically significant. The HCV was isolated from
the liquor of only one of the study patients. One of the possible explanations for such
neurological and psychiatric events would be a joint action of the virus on the CNS and the
immune response, with the secretion of some cytokines such as IL-4, IL-6. But we need more
studies on its share of HCV on the CNS and the role of these cytokines in the production of
these symptoms.

Keywords: Hepatitis C; Immune response; Sleep.
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1.INTRODUCAO

1.1 A Hepatite C no mundo

A Hepatite C é considerada, na atualidade, um problema de salide publica e econdémica
mundial. Segundo dados da OMS, é a principal causa de hepatite pos-transfusional,
correspondendo a 80-90% dos casos e com alto grau de cronificagdo (KOZIOL et al., 1986;
KUO et al., 1989; ALTER et al., 1992; OMS, 2007). Estima-se que 180 milhdes de pessoas
estdo infectadas cronicamente pelo virus C e que 3 a 4 milhdes sejam contaminadas
anualmente (OMS, 2007). O continente americano é responsavel por 13,1 milhdes de casos.
O Brasil € um dos paises que mantém uma endemicidade intermedidria com taxas de
prevaléncia de 2,6 casos por 100.000 habitantes, ficando atrds apenas da Bolivia (11,2
cas0s/100.000), paises africanos como a Nigéria, Mongélia, Ruanda, Republica do Congo,
Egito e alguns paises orientais como a Tailandia e o Vietnam (OMS, 1999).

Na Regido Amaz6nica os estudos até hoje realizados mostram uma soroprevaléncia
que varia de 0,37% a 2,4% na populacdo geral (FERRARI et al., 1999; SOUTO et al., 1999;
PAULA et al., 2001; SOUTO et al., 2001; KHOURI et al., 2005).

Souto et al. (1999), em um estudo de prevaléncia dos marcadores do virus C na regiao
de Terra Nova, observaram a presenca de anticorpos para o0 HCV no soro em 2,4% da
populacdo. Os pesquisadores associaram a infeccdo ao uso de drogas ilicitas e cirurgias

prévias. Eles concluiram que a Amazdnia tem uma endemicidade viral intermediéria.
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Corroborando os dados anteriores, Paula et al (2001) em um trabalho de campo na
regido do rio Purus e Acre, verificaram a prevaléncia do virus C em 1,7% dos pacientes
daquela regido.

1.2 0 Virus C

O virus da Hepatite C foi detectado em 1989 por Choo e colaboradores, através do
sangue de chimpanzés infectados experimentalmente com sangue de pacientes com Hepatite
nao-A, ndo-B. Ele é um virus RNA de fita simples, formado por aproximadamente 10.000
nucleotideos e menos de 80 nm de didmetro (CHOO et al., 1989).

O HCV pertence a familia flaviviridae, género hepacivirus e apresenta muitas
semelhangas gendmicas com outros da mesma familia, por exemplo, com o virus da Dengue,
da Febre Amarela, da Encefalite Japonesa e com os pestivirus (KATO et al. 1990; CHOO et
al., 1991; BUKH et al., 1992). O genoma viral tem uma longa area codificadora ("Open
Reading Frame”) formada pelas regides génicas C, E1 e E2 que codificam as proteinas
estruturais do capsideo e do envelope viral, enquanto as regides génicas NS2, NS3, NS4a,
NS4b, NS5a e NS5b ddo origem a varias enzimas como RNA helicase, RNA polimerase e
proteases importantes na replicacéo viral (FINE, 1995; SUZUKI et al., 2007) (Fig.1).

O genoma viral tem duas regiGes terminais: a regidao terminal 5°, com 341 bases
nitrogenadas, também denominada regido nao-variavel por manter mais de 90% de homologia
entre 0s varios gendtipos existentes, permitindo, assim, o estudo do RNA viral por PCR.
Acredita-se que a mesma tenha esta propriedade por ser um local de importancia para a
expressao e replicacdo viral (HAN et al. 1991; BUKH et al. 1992; FINE 1995). A regido
terminal 3° tem consideraveis variacbes no seu comprimento e seqiiéncia de bases, sendo
também conhecida como regido hiper-variavel e responsavel pela presenca de diferentes

genodtipos do HCV (BUKH et al., 1992).



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Jspp §spo [Ins2.3pro ]| NS2proda

I

Ny _, . NS4

o

_Zl—

;N . |
ion sefine- MN33- | replication TNTR
capsid  erwelope  chgnpel| Protease cofactor i
cysteine- HNTPasa/l 1 RdRp
protease helicase
- ~
'\_ﬁ/_) ——

. hest factors
Viral assembly D
E RMA replication

Figural- Genoma do virus HCV

Fonte: SUZUKI et al. 2007

1.3 Os gendtipos virais

Atualmente, pela analise de seqliéncia de bases do genoma do virus C, conhecem-se 6
gendtipos distintos (1 ao 6) com 76 subtipos descritos (SIMMONDS, et al. 1994;
SIMMONDS et al. 2005). A distribui¢do dos gendtipos é variavel no mundo. Os gendtipos 1,
2 e 3 estdo presentes na maioria dos continentes, enquanto o genotipo 4 ocorre no norte da
Africa, especialmente no Egito e no Oriente Médio, e os tipos 5 e 6 s&o prevalentes na Africa
do Sul e Asia, especialmente em Hong-Kong e no Vietnam (TAKADA et al., 1991; CHA, et
al., 1992; TAKADA etal., 1992; BUKH, et al, 1993; KINOSHITA et al., 1993; SIMMONDS
et al., 1993; ALONSO et al., 1994; KLETER et al., 1994, MACOMISH, et al., 1994,

PISTELLO et al., 1994; RAVAGGI et al., 1994; ZHANG et al. 1995).
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No Brasil existem poucos estudos de genotipagem, mas os dados ndo diferem muito
em relagdo aos encontrados nos paises ocidentais, sendo o gendtipo 1 responsavel pela
maioria das infecgdes (61 a 77%), seqguido do genotipo 3 (25 a 39%) e do 2 (1,6 a 4,6%). Os
genodtipos 4, 5 e 6 correspondem de 0,1 a 0,2% dos casos (GINABREDA et al., 1997;
OLIVEIRA et al., 1999; AMORIM et al., 2004; VOGLER et al., 2004; CAMPIOTTO et al.,
2005).

Recentemente, Campiotto et al. (2005), em um estudo envolvendo pacientes com
Hepatite C cronica de varios centros nacionais de referéncias, demonstraram que 0s gen6tipos
variavam entre as diferentes regifes do Pais. O tipo 1 foi 0 mais prevalente em todas as
regibes. No Norte, representou 74,1% das amostras, seguido pelos genotipos 3 (22-33%) e 2
(7,1%). O gendtipo 2 foi mais freqiiente na Regido Centro-Oeste (11,4%), o tipo 3 no Sul
(43,2%). Os tipos 4 e 5 foram raros em todos os estados (0,3-0,2%). Eles concluiram que tal
distribuicdo possa representar uma infeccdo endémica de longa data nestas areas, apos a
chegada de imigrantes europeus, quando a pratica de transfusdo de sangue tornou-se comum e
nenhum teste para o virus era ainda disponivel.

O conhecimento dos genotipos virais existentes é importante, pois sdo fortes
preditores para a resposta sustentada a terapia com interferon-a. Dados da literatura apontam
para uma maior resisténcia do genétipo 1 a terapia com interferon-a do que 0s gendtipos 2 e 3

(TONG et al. 1997; EASL, 1999).

1.4 Transmissao

O HCV ja foi isolado de varias secrecBes organicas como sangue, medula, bile,

mucosa intestinal, oral e liquor (CHOO et al., 1989; CAUDAI et al. 1997; MORSICA et al.

1997; MAGGI et al. 1999; CARROZZO et al. 2002; LASKUS et al. 2002), nervos periféricos
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(HECKMANN et al. 1999), substancia branca, cortex e ganglio da base (BOLAY et al. 1996;
VARGAS et al. 2002; FORTON et al. 2004).

Em mais de 50% dos casos, a transmissao se da pela transfusdo de sangue e derivados
contaminados, acidentes com materiais pérfuro-cortantes e pelo uso de drogas injetaveis
(ALTER et al. 1982; ALTER et al., 1989; ALTER et al., 1990; ROMERO-PEREZ et al.,
1990; ALTER et al., 1992).

A transmissdo via sexual e a transmissdo materna ou vertical sdo meios raros e
incomuns de infeccdo, sendo responsaveis por menos de 10% de todos os casos (ALTER et
al. 1982; ALTER et al., 1989; ALTER et al., 1990; ALTER et al., 1992; ROMERO-PEREZ et

al., 1090; OHTO et al., 1994).

1.5 Resposta imune ao HCV

A Hepatite C é uma doenca com curso clinico variavel. Em geral, ela é lentamente
progressiva (FOCCACIA; SOUZA, 2000). Cerca de 15 a 20 % dos pacientes recuperam-se
espontaneamente, 25% tem doenca assintomatica com transaminases persistentemente
normais e lesBes histoldgicas hepaticas benignas e o restante, desenvolvem uma hepatite de
leve a moderada intensidade com fibrose (EASL, 1999).

Vinte por cento dos pacientes com hepatite cronica desenvolvem cirrose em 10 a 20
anos de doenca. Entre estes, ha um risco anual de 1 a 4% para o desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular (EASL, 1999).

O quadro clinico se torna mais evidente no inicio da fase crnica, com o surgimento
de disfuncdo hepatica, cirrose, hipertensdo portal, coagulopatias e hemorragias (FOCCACIA,;
SOUZA, 2000). As manifestacBes extra-hepaticas sdo comuns e envolvem o tecido cutaneo
com o surgimento de vasculites, fendbmeno de Raynaud, purpuras, porfiria cutanea tardia,

manifestacbes neuroldgicas, desordens auto-imunes como doencas do colageno, Sindrome
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Sjogren-like, tireodites, glomerulonefrites membrano-proliferativas, poliarterite nodosa,
crioglobulinemia mista e também a associagdo com VAarios auto-anticorpos teciduais
(GUMBER et al. 1995; PAWLOTSKY et al. 1995; CACAOUB et al. 1994, CACOUB et al.
2000; RAMOS-CASALS et al. 2005).

Dados da literatura demonstram que parte das manifestagdes clinicas observadas em
pacientes com Hepatite C acontece devido & resposta imune desenvolvida pelos individuos
(KIETERSAUER et al. 1997; NELSON et al. 1997).

A Hepatite C caracteriza-se por uma importante resposta imune celular e humoral
(COOPER et al. 1999; TAKAKI et al. 2000; THIMME et al. 2001).

A resposta imune humoral é fundamental na neutralizacdo de particulas virais livres e
para impedir a entrada do virus nas células do hospedeiro. No entanto, a resposta imune
celular (TCD4") é critica para a geragdo e manutencdo de um estado antiviral, tanto pela
secrecdo de citocinas estimulatérias de linfocitos B, ativagdo de células TCD8 ™ especificas e
pela geragdo de uma memdria imune celular (GRAKOUI et al. 2003; ABBAS ; LICHTMAN,
2005).

A producéo de citocinas € um fator predominante no perfil da resposta imune.
Dependendo do perfil de citocinas produzidas, as células TCD4 * s&o divididas em Thi, com
conhecida funcdo citotoxica através da ativacdo de linfocitos TCD8 * e producéo de citocinas
antivirais como IFN-y, I1L-12 e inflamat6rias como TNF-a e IL-1 ou uma resposta Th2, com
funcédo supressora sobre a resposta imune e producéo de IL-10 e IL-4 que agem inibindo a
secrecdo de IFN-y e IL-12 (ABBAS; LICHTMAN, 2005; FUKUDA ; NAKANO, 2003).

Os mecanismos responsaveis pelo dano a célula hepatica e infeccdo crénica ndo sdo
bem conhecidos. Porém dados existentes na literatura apontam a resposta imune e ndo o
préprio virus como o grande vildo do processo inflamatério crénico (FUKUDA ; NAKANO,

2003). O principal mecanismo de lesdo hepética e citotoxicidade parece ser devido a
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imunidade celular, com a ativacdo de células T helper e subseqlientes células citotoxicas
TCD8" com lise das células-alvo infectadas (FUKUDA ; NAKANO, 2003; KIETERSAUER
et al. 1997; NELSON et al. 1997).

Os mecanismos pelos quais apenas 15-20% das pessoas infectadas eliminam o virus e
mais de 50% tornam-se portadores crénicos do HCV, ainda séo incertos (KOZIOL et al.,
1986; ALTER et al., 1992; COX et al., 2005). Sabe-se, por exemplo, que uma rapida e
sustentada resposta policlonal especifica Thl (T CD4'/CD8") no inicio da infeccdo é
fundamental para o controle da viremia e cura (COOPER et al. 1999; TAKAKI et al. 2000;
THIMME et al. 2001), enquanto que uma fraca resposta celular especifica é, talvez, um dos
fatores de persisténcia do virus (COX et al. 2005).

Esta habilidade do HCV na evasdo da resposta imune se deve, também, a outros
mecanismos possiveis, tais como: infeccdo e comprometimento das células apresentadoras de
antigenos (BAIN et al., 2001); modulacdo da resposta imune do hospedeiro, inibicdo da
sinalizacdo e expressdo de IFN-f por meio de fatores reguladores de interferon como o IRF-3,
bloqueio das enzimas sinalizadoras (JAK/STAT) pelas proteases NS3/NS4 virais (SU et al.,
2002; BLINDENBACHER et al. 2003; FOY et al. 2005; LI et al., 2005), acdo de citocinas
sinalizadoras supressoras (SOCS) produzidas pelas proteinas do virus (BODE et al. 2003) e 0
bloqueio do fator NF-kB com a consequente diminuicdo na liberacdo de citocinas
inflamat6rias como IL-1 (FOY et al. 2005). Além disso, como muitos virus RNA, a
inexisténcia de uma polimerase com atividade corretiva permite a formagdo de muitas
variantes ou quase-espécies, dificultando mais ainda a resposta imune e favorecendo o escape

viral (WEINER, et al. 1992;FARCI et al 2000).
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1.6 A Hepatite C e as manifestacdes neurolégicas

Ha alguns anos, tem-se descrito o surgimento de varias manifestagdes neuroldgicas
durante a fase aguda e crbnica da Hepatite C. O sistema nervoso periférico é, freqlientemente,
0 mais envolvido na forma de polineuropatias, mononeuropatias, mononeurites multiplas e
poliradiculoneurite aguda (Sindrome de Guillan-Barré), com o comprometimento tanto
desmielinizante quanto axonal (CAUDAI et al. 1997; TEMBL, et al. 1999; FILLIPPINI et al.,
2002; NEMNI et al. 2003; AMMENDOLA et al. 2005; GEMIGNANI et al. 2005; COLLE et
al. 2002).

O envolvimento do sistema nervoso central pela Hepatite C também é descrito
apresentando-se como Acidente Vascular Cerebral (AVC) (HECKMANN et al.,1999),
Encefalomielite aguda ou progressiva (BOLAY et al., 1999; FUJITA et al., 1999; TEMBL et
al., 1999; BUCCOLIERO et al., 2006), Sindrome das Pernas Inquietas (TEMBL et al. 1999)
e outras menos caracterizadas como fadiga, perda da memoria, desatencdo, depressdo,
parestesias e queixas de sono (LANG et al., 2006). Muitos destas manifestacdes ja podem
estar presentes precocemente, porém, é possivel ocorrer de ndo serem associadas a infeccao
pelo HCV (GUMBER et al., 1995).

E bem estabelecido que o comprometimento é freqilentemente observavel em
pacientes com insuficiéncia hepatica, termo este conhecido como encefalopatia hepatica
(FERENCI et al.,. 2002). O conhecimento do envolvimento precoce do sistema nervoso
central (fungdes corticais) em pacientes ndo cirréticos e com o virus C é recente (FORTON et
al. 2001; FORTON et al.,. 2002; HILSABECK et al.,. 2002; MCANDREWS et al.,. 2005).

Hilsabeck et al. (2002), em estudo transversal com portadores de infec¢do crénica pelo

HCV, demonstraram a ocorréncia de comprometimentos cognitivos precoces na area da
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atencdo, velocidade psicomotora, flexibilidade mental e aprendizagem, em mais de 50% dos
pacientes ndo cirroticos e estes foram independentes de doencas psiquiatricas, idade e QI.

Em estudo de ressonancia magnética com espectroscopia, Forton et al. (2001)
demonstraram anormalidade no metabolismo cerebral, com aumento da relacdo de
colina/creatina na substancia branca e nos ganglios da base em pacientes com infeccéo leve
pelo virus C em relacdo aos controles saudaveis e pacientes com virus B. Um ano ap0s,
Forton et al. (2002), em outro estudo, comparando pacientes com infeccdo leve pelos virus C,
controles saudaveis e individuos com remissdo espontanea, observaram um comprometimento
maior na concentracdo e memodria de trabalho nos pacientes infectados do que nos outros
grupos, junto com um aumento de relacdo de colina/creatina na substancia branca e ganglios
da base destes pacientes.

Pouco se sabe como tais manifestacdes neurolégicas ocorrem e se sdo oriundas de um
processo viral direto dentro do sistema nervoso central ou de um processo inflamatorio
vascular intenso. No entanto, é sabido que o virus C replica-se em varios sitios extra-
hepaticos como nos monacitos, linfocitos, macréfagos (LERAT et al., 1998; LASKUS et al.,
2000; LAPORT et al., 2003; RADKOWSKI et al., 2000). Trabalhos recentes mostraram o
isolamento de seqliéncias de RNA viral replicativo em tecido cerebral de necropsia de
pacientes infectados cronicamente pelo virus (LASKUS et al., 2002; VARGAS et al., 2002;
RADKOWSKI, et al., 2002; FORTON et al., 2004). A forma pelo qual o HCV penetra no
SNC permanece ainda incerta. E possivel que o trafego de células sanguineas infectadas,
especialmente 0os mondcitos/macrofagos, precursores da microglia, ocasione, lentamente, a
troca por células sadias, um mecanismo conhecido pelo nome de Cavalo-de-Tréia ("Trojan
Horse™), similar ao que ocorre na infeccdo pelo HIV (PRICE et al. 1988; LASKUS, et al.,

2005)
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1.7 Sono e o sistema imune

Apesar de um consideravel progresso no entendimento do mecanismo neurobioldgico
do sono NREM-REM, ndo conhecemos, ainda, a sua exata funcdo e tampouco a sua relacéo
com o sistema imune (ZEPELIN et al. 2005).

O sono é considerado um estado fisiol6gico-comportamental caracterizado por
atividade motora reduzida, diminuicdo da resposta a estimulos, postura estereotipica e estado
de consciéncia reversivel (KANDEL et al., 2000).

No seres humanos, o sono €é definido por fases ciclicas e alternadas de sono NREM e
REM ao longo da noite, com duragdo média de 60-90 minutos (KANDEL, 2000).

Ha quase cem anos, descobriu-se, através de estudos anatomo-patoldgicos de casos de
Encefalite Letargica (VAN ECONOMO, 1930) e andlise do liquor de animais privados de
sono (PAPPENHEIMER, 1975), que havia uma rede neural e fatores humorais liberados pelo
sistema nervoso central e responsavel pela regulacéo do ciclo sono-vigilia (OPP, 2004).

Dentre esses fatores, tem-se descrito que algumas citocinas envolvidas na resposta
imune também modulam o comportamento, como o ciclo sono-vigilia (MOLDOFSKY et al.,
1986). Dentre elas, a IL-1, o0 TNF-a, o IFN e, recentemente, a IL-6 sdo as mais importantes.
Sabe-se, por exemplo, que a IL-1 age em alguns neurdnios da area pré-éptica hipotalamica-
ca** dependentes, estimulando a neurotransmissao gabaérgica (DE et al., 2003; ALAM et al.,
2004). Alguns autores relatam que ocorre um pico na liberacdo de IL-1 e IL-2,
especificamente na fase NREM do sono humano (MOLDOFSKY et al., 1986), sendo isso
independente da temperatura corporal (TOBLER et al., 1984). A infusdo de IL-1 no
ventriculo, no hipotalamo anterior e mesencéfalo basal e de TNF-a no cértex, aumenta 0 sono
de ondas lentas (fase 3 e 4 NREM) (TOBLER et al., 1984; MANFRIDI et al., 2003;

YOSHIDA et al., 2004). Trabalhos existentes na literatura sugerem que o TNF-a participe da
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oscilacdo do sono de ondas lentas através dos receptores AMPA excitando os interneurdnios
inibitorios talamo-corticais (DE et al., 2003). Estudos recentes demonstram que a IL-1
interage com o sistema serotoninérgico em Varios niveis e que a microinfusdo da mesma no
ndcleo dorsal da Rafe aumenta o NREM em ratos (IMERI et al., 1999; MANFRIDI et al.,
2003).

Trabalhos recentes também sugerem que a IL-6 pode estar envolvida em muitos
distarbios associados a hipersonoléncia e privacdo do sono (REDWINE et al., 2000;
SHEARER et al., 2001; OKUN et al., 2004).

O sono altera a fungdo imune, com uma diminui¢édo da resposta imune celular com o
seu inicio (MOLDOFSKY et al. 1986), mas também a funcéo imune pode influenciar o sono,
como ocorre na Vvigéncia de algum processos infecciosos e de algumas doencas
imunodeficientes como a AIDS, onde se observam profundas alteragcbes na arquitetura do
sono, com o predominio do sono delta na segunda metade da noite, despertares freqiientes e
queixas de fadiga, insonia e sonoléncia excessiva com a progressiva queda dos linfcitos T
CD4", observada no sangue periférico (NORMAN et al., 1990; DARKO et al., 1992;
NORMAN et al., 1992; DARKO et al., 1995).

Estudos com privagdo total e parcial do sono em ratos levam a progressiva debilitagéo,
lesbes ulcerosas, aumento da ingestdo de alimentos, perda de peso, aumento do gasto de
energia, culminando com hipotermia e morte (11-32 dias em privacdo total e 16-54 em
privacdo parcial) (RECHTSCHAFFEN et al., 1989). Estudos em humanos com privacéo de 6
até 64 horas levam a uma alteracdo transitdria da resposta celular, com uma diminuicéo
seguida de um aumento do nimero e da atividade das células "Natural Killers™ (NK), uma
reducdo da atividade das linfocinas associada as células NK (LAK), da proliferacdo mitotica
dos linfécitos e diminuicdo na produgdo de IL-2 pelos mesmos (MOLDOFSKY et al. 1989;

DINGES, et al., 1994; IRWIN et al. 1996).
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Apesar dos varios trabalhos relatando a existéncia de alteragdes neuroldgicas entre 0s
pacientes com Hepatite C, pouco se sabe da relacdo entre a infeccéo pelo virus C, a resposta
imune e o surgimento de tais manifestacoes.

Como a fungdo imune estd intimamente vinculada ao sono e as alteragBes deste
ocorrem nas mais variadas doencas crénicas (The International Classification of Sleep
Disorders, 1997), é provavel que o virus C colabore direta ou indiretamente nas manifestagdes
neurolégicas e talvez no sono, podendo, entdo, ter impacto na qualidade de vida e na adesao
do paciente ao tratamento da doenga (LEE et al. 1997; BERNSTEIN et al. 2002).

Assim, 0 estudo da resposta imune celular e humoral e de algumas citocinas na
infeccdo pelo HCV, bem como a sua correlagdo neuroldgica com queixas de sono nesses
pacientes, é importante para o entendimento da doenca, colaborando para uma maior eficacia

na preconizacdo do tratamento.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliagdo da resposta imune em pacientes com hepatite C associado a alteragGes

neurolégicas e do sono.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar o perfil da resposta imune celular em pacientes HCV positivos.

2.2.2 Avaliar o perfil de producéo de citocinas dos pacientes com infec¢éo pelo HCV.

2.2.3. Associar a resposta imune com as alteragdes neuroldgicas e do sono.

2.2.4 Descrever 0s genétipos virais e a carga viral nos pacientes HCV positivos.

2.2.5 Relacionar resposta imune, genotipo viral a alteracbes do sono nos pacientes HCV

positivos.
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3.METODOLOGIA

3.1 Modelo de estudo

O estudo foi observacional, com base em uma série de casos do tipo descritivo.

3.2 Populacéo de estudo

Foi composta de pacientes de demanda espontanea, com o diagnéstico de Hepatite C,
atendidos na Fundagdo de Medicina Tropical do Estado do Amazonas (FMT-AM) e que ainda
nao haviam iniciado tratamento clinico no periodo de junho de 2006 a maio de 2007. O
projeto fez parte de um estudo mais abrangente sobre Hepatite C, recebendo apoio financeiro

do CNPgq, Convénio n°. : 403602-2004-1.

3.3 Amostragem

A populacédo de estudo foi composta por 33 pacientes encaminhados ao ambulatério de
hepatites do Hospital Tropical do Amazonas (FMT-AM), com o diagndstico soroldgico
positivo para o virus C. Os pacientes foram convidados a participar do estudo e a assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice-F).

Para a andlise da citometria de fluxo e citocinas foi criado um grupo controle,
composto por 40 doadores saudaveis de sangue, selecionados aleatoriamente.

Ap6s essa primeira fase, o0s pacientes foram submetidos a um exame

clinico/neurolégico e responderam um questiondrio validado internacionalmente sobre
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distarbios do sono. Os pacientes foram divididos em dois grupos: Grupo 1-pacientes com
HCV e queixas de sono (Sono 1-“maus dormidores”) e Grupo 2- pacientes HCV e sem
queixas de sono (Sono 2 “bons dormidores), de acordo com a pontuagdo obtida no
questionério de Pittsburgh ser maior > ou = 5 ou <5, respectivamente. Os dois grupos foram

comparados quanto a resposta imune, perfil de citocinas e genotipagem (Apéndice-G).

3.4 Critérios de incluséo e exclusao.

Foram incluidos no estudo todos os pacientes adultos, com mais de 18 anos, com
diagndstico confirmat6rio, composto de um ELISA e Inmunoblot positivos para o HCV,
atendidos no ambulatério de hepatite da Fundacdo de Medicinal Tropical do Amazonas
(FMT-AM).

Foram excluidos pacientes com historia de uso de drogas ilicitas nos ultimos sete anos
ou consumo diario de alcool, doencas psiquiatricas diagnosticadas na entrevista ou em
tratamento em outros servicos, doencas degenerativas neurolégicas ou processos expansivos
no sistema nervoso central, diagnosticado pelo exame clinico e pela ressonancia magnética de
cranio, sintomas sugestivos de apnéia obstrutiva do sono, como ronco, apnéias noturnas e
sonoléncia diurna. Foram, também, excluidos pacientes sob o uso drogas antidepressivas,
anti-histaminicos, corticéides, tratamento com interferon ou ribavirina que podiam interferir
na secrecao de algumas citocinas, segundo Vannier et al. (1993), diagnostico de outras
hepatites virais, diagnostico de HIV, diabetes mellitus (glicemia de jejum >110mg/dl),
pacientes com insuficiéncia renal cronica, pacientes com doenga hepatica avancada ou cirrose
evidenciada pelo exame clinico e pela ultrassonografia abdominal, além de portadores de
distarbio tireoidiano (hipotireoidismo ou hipertireodismo) diagnosticada através de exames de

TSH e T4 livre.
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Os pacientes com sorologia positiva para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
descobertos durante a pesquisa, foram encaminhados ao ambulatério especializado do préprio

hospital para tratamento.

3.5 Avaliaco neuroldgica e avaliacdo do sono

Os pacientes foram submetidos a rigorosa anamnese clinica e neuroldgica, com o
objetivo de observar sinais e sintomas de insuficiéncia hepatica, cirrose, sinais de vasculites
como purpuras cutaneas, artralgias e todas as outras manifestacdes extra-hepaticas. Para a
avaliacdo neuroldgica foi feito teste de forca motora, reflexos, avaliacdo da sensibilidade,
avaliagdo da coordenagdo e marcha e de nervos cranianos. Para o exame da sensibilidade
superficial foram usados um pincel e agulha prdpria ao exame semioldgico. O exame da

sensibilidade profunda foi pesquisado com diapasdo e avaliagdo cinética-postural.

Também foi aplicado um questionario (Apéndice-B) composto por informacdes
pessoais, aspectos sociais, econdmicos e familiares, dados sobre doengas anteriores e atuais,
tratamentos anteriores e em curso, medicamentos em uso, utilizacdo de drogas ilicitas e
alcool, percepcdo sobre a doencga e satisfacdo pessoal, sintomas subjetivos como fadiga,
artralgia, mialgia, perda da memdria, fraqueza em extremidades, dorméncia nos membros,
cefaléia e insdnia.

Para a avaliacdo da fadiga foi utilizada a definicdo utilizada em outros trabalhos
(GERSHON et al. 2000; FORTON et al. 2001) como uma incapacidade de manter uma forca
especifica sustentada ou incapacidade de manter uma tarefa mental continua. Os pacientes
foram também submetidos a um questionario sobre a severidade da fadiga (Escala de
Severidade de Fadiga - FSS) (KRUPP et. al, 1989 ). Esta é uma escala validada

internacionalmente com uma sensibilidade e especificidade maior que 90%, diferenciando
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individuos com e sem fadiga. Ela é composta de nove itens cada uma com pontuagdo que
varia de 1 a 7 pontos. Ela avalia o impacto da fadiga na vida pessoal, profissional e social. A
pontuacdo é somada e dividida por 9. Quanto maior a pontuacdo maior a severidade da
mesma (Apéndice —-C).

Todos os pacientes do estudo submeteram-se a um questionario validado
internacionalmente: Questionario de Pittsburgh-PSQI (BUYSSE et. al., 1988) (Apéndice-A).
Pittsburgh é um questionario usado mundialmente nas pesquisas sobre qualidade do sono, é
composto de 19 itens reunidos em 7 grandes grupos que avaliam a duracao, a laténcia, a
eficiéncia do sono e queixas diurnas. Cada grupo recebe uma nota de 0-3 que é somada para
compor um escore final ou PSQI -Pittsburgh Scale Questionaire Index, que varia de 0-21
pontos. Os escores mais altos indicam pior qualidade do sono. A escolha de tal questionario
foi feita pelo fato do mesmo ser largamente utilizado, facil de ser aplicado. Com nivel de
corte de 5 pontos, ele atinge uma sensibilidade de 89,6% e especificidade de 86,5 %
diferenciando individuos saudaveis de pacientes com queixas de sono (“bom dormidor/mau
dormidor”). Com o mesmo corte atinge-se uma sensibilidade para identificar insones de

84,4%, pacientes com hipersonia de 88% e depressivos por volta de 97%.

A andlise da sonoléncia excessiva foi realizada pela escala de sonoléncia de Epworth,
ja validada para o portugués e que consistia em 8 itens que mediam a propensao para 0 sono
em varias situacOes cotidianas. Em cada item o paciente recebia uma nota que variava de 0 até
3 pontos, dependendo da gravidade do seu sintoma. A pontuacdo maxima é de 24 pontos e a
minima de 0. Para efeito de analise, uma pontuacdo de 11 ou mais foi considerada indicativo

de sonoléncia excessiva (JOHNS,1991) (Apéndice-D).
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3.6 Coleta de amostras

Ap6s aprovacdo no Comité de Etica da FMT-AM e da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, foram coletadas amostras de sangue com e sem
anticoagulante para a realizacdo de hemograma, transaminases, TAP, bilirrubinas, glicemia de
jejum, uréia, creatinina, sorologias para hepatite A, B e D, HIV, Na, K, TSH e T4 livre na
Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM). Amostras de sangue foram
enviadas ao HEMOAM para o estudo da resposta imune celular e de citocinas.

As Amostras foram armazenadas para pesquisas futuras, conforme Portaria n°.

0092/2005 da Fundagdo HEMOAM (Apéndice-H).

3.6.1 Analise dos fendtipos celulares através da citometria de fluxo

Amostras de 50 pL de sangue venoso coletada com EDTA foram incubadas com
anticorpos monoclonais por 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os
marcadores de superficie celulares avaliados: anti-CD8" (code MHCDO0801, lote 08090506,
marca CALTAG) e anti-CD69+ (code MHCD6901, lote 04120906, marca CALTAG)
marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), este Gltimo representa uma marcagao
para leucocitos ativados, anti-CD4" (code MHCDO0404, lote 23031206, marca CALTAG)
marcados com ficoeritrina (PE) e anti-CD3" (code MHCDO0306, lote 60010708, marca
CALTAG) marcados com terceira cor, foram colocados no fundo dos tubos. Ap6s a marcagao
dos gloébulos brancos, as hemacias presentes foram lisadas com 2 mL de solucéo de lise. Em
seguida, lavadas com 2mL de PBS (solucéo fisiologica tamponada com fosfato) e
centrifugadas por 7 minutos, a 1300 rotagdes por minuto. Posteriormente, desprezou-se o

sobrenadante por inversao e adicionou-se 300 pL de PBS a 1% de formaldeido. A leitura foi
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realizada no laboratério de Citometria de Fluxo do HEMOAM, no citdmetro de fluxo
FACScalibur, com sistema de deteccdo de quatro cores (Becton Dickinson).

A identificacdo das populagdes celulares de interesse foi realizada utilizando-se o
programa Cell-Quest. Primeiramente identificou-se a populacdo de linfdcitos, neutrdfilos,
mondcitos e eosindfilos, utilizando graficos “dot plot” onde a populagdo de interesse ocupa
uma regido caracteristica apds ajustes de ganhos do seu tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC), (FIG. 1A). Posteriormente a selecdo da regido de interesse, analisou-se a intensidade
de fluorescéncia apresentada pelas células marcadas nessa regido, através de histograma de
fluorescéncia 1 (FL1) versus fluorescéncia 2 (FL2) (FIG. 1B). Apds a definicdo das regides, o
percentual de células positivas foi determinado utilizando-se um histograma simples de
analise da regido. Os resultados obtidos foram anexados na ficha de acompanhamento do

paciente, padronizada para o estudo em causa.

10032005/001.021
- : 10032003/001.006

auy

(A) (B)

800
1

10?

600
1

55C-Height

400
1
D4 PEéh'BEI
10
1

200
1
1!

1]
1]

T T T T = -
1} 200 400 600 200 1000

— |3
FSC-Height 10

T
10° 10

FL1Height

10

A B

Figura 2- Sequéncia de procedimentos utilizados para as analises dos percentuais de
populacdes celulares por citometria de fluxo. (A) Graficos Dot plot FSC x SSC sdo
utilizados para selecdo da populacdo linfocitaria — R2. (B) Histograma; FL1 x FL2 sdo
utilizados para avaliar parametros de interesse em populacgdes celulares especificas.
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3.6.2 Quantificagéo de citocinas

Para as dosagens das citocinas humanas foi utilizado o Ensaio Imunoenziméatico
(ELISA) usando-se Kits Opteia '™ Set Human (BD). De acordo com as especificacdes do
fabricante foram analisadas as citocinas IL-4 (Lote Numero 61570), IL-6 (Lote NUmero
55702), IL-8 (Lote Numero 555244), IL-10 (Lote NUmero 555157), IL-12 (Lote NUmero:
61371) TNF-a (Lote Numero 56627), IFN-g (Lote NUmero 57328). A técnica foi
desenvolvida na Fundacdo HEMOAM.

Inicialmente, a microplaca de 96 pocos foi sensibilizada com 100 nL por pogo com
Anticorpos de Captura (Anticorpo priméario AC-1°) diluido em tampé&o de ligagdo (Carbonato
de Sodio 0,1 M). A placa foi envolvida em papel laminado e incubada durante a noite, a 4°C.
ApoOs esse periodo, os pogos foram aspirados e lavados 3 vezes com 300 nil de tampéo de
lavagem (PBS + 0,05% de Tween-20). Concluida a Gltima lavagem, as placas foram aspiradas
e invertidas em papel absorvente para remover qualquer tampdo residual. Adicionou-se
200nL de diluente de ensaio (Solugdo Salina Tamponada de Fosfato - PBS + 10% de Soro
Bovino Fetal - SBF) em cada poco, evolvido em papel laminado e incubado a temperatura
ambiente, por 1 hora.

Durante essa incubagdo foram preparadas dilui¢cbes seriadas de cada citocina, cujas
concentragdes seguiram as especificagbes do fabricante. As diluicdes foram realizadas em
tubos tipo eppendorf utilizando-se um volume inicial de 600 no primeiro tubo e, em outros
7 tubos, foram adicionados 300ul da solucdo diluente. Apos acrescido o volume exigido de
citocina no primeiro tubo, foram transferidos 300 para o préximo tubo, agitando entre cada
transferéncia, até obtermos uma curva de diluicdo seriada.

Ap06s o término do periodo de incubacéo, as placas foram aspiradas e lavadas

novamente por 3 vezes, com 300 nl de tamp&o de lavagem e, em seguida, invertidas em
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papel absorvente para remover qualquer tampé&o residual. Foram adicionados 100 mi da curva
padrdo, amostra e controle (PBS + 10% SBF) dentro dos pogos apropriados, envolvidas em
papel aluminio e incubados a temperatura ambiente, por 2 horas. Apos as 2 horas, as placas
foram aspiradas e lavadas em 5 ciclos de lavagens no total. Logo em seguida, foram
adicionados 100 ni do anticorpo de deteccéo associado a enzima (Anticorpo secundario +
reagente SAv-HRP) para cada poco. Novamente, a placa foi envolvida em papel aluminio e
incubada a temperatura ambiente, por 1 hora. As placas foram aspiradas e lavadas em 7 ciclos
no total, deixando de molho por 30s em cada ciclo. Foram adicionados 100 L de solucéo de
substrato em cada poco, a placa foi envolvida em papel laminado e incubada a temperatura
ambiente por 30 min. Para o bloqueio da reacdo foram acrescidos 50niL de H,SO,4 (2N) em
cada poco e realizada a leitura da absorbancia a 450 nm em aparelho da marca ASYS

(Microplate reader v.1.14) dentro de 30 min apds a parada da reacéo.

Para a analise do perfil de citocinas, foi criado um grupo controle composto por 40

doadores da Fundagdo HEMOAM. Os valores de citocinas foram medidos em pg/mL.

3.6.3 Exame de liquor

Foram coletadas amostras de liquor através de puncdo lombar, de acordo com as
recomendacgdes da Academia Brasileira de Neurologia (PUCCIONI-SOHLER et al., 2002) e
apés o consentimento dos pacientes. Aqueles que apresentavam plaquetopenia (plaquetas
abaixo de 30.000), anticoagulados, com sinais de hipertensdo intracraniana ou sinais
neurolégicos focais evidenciados ao exame fisico eram contra-indicados para a realizagao do
exame.

A avaliacdo do liquor consistiu da andlise fisica com a observacgdo da cor e do seu

aspecto, da citologia e bioquimica, além da bacterioscopia. Para analise da citologia foram
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utilizados 0,2 mL de liquor, colocados em uma camara (cdmara de Fucs-Rosenthal). As
células e heméaceas foram contadas e o resultado dividiu-se por 3 para o resultado final. Para
0 exame cito-morfoldgico foram utilizados 3 a 5 mL do liquor. Este material foi centrifugado
por 5-10 minutos a 2000 RPM. Em seguida, foi separado o sedimento do sobrenadante e
colocado em laminas para serem corados pelos métodos da Hematoxilina-Eosina (HE),
GRAM e Zieh-Nielsen e Nanquim. Apos a coloracdo, as laminas foram lidas em um
microscopio o6ptico em aumento de 100 X em lente de imersdo, possibilitando a
diferenciagdo das células linfomonocitarias dos neutrofilos, bactérias, criptococos e
micobactérias.

Para a andlise da glicose foi utilizado o método enzimatico calorimétrico. Apos a
centrifugacdo do liquor, foi separado o sobrenadante. Para a realizagdo da glicose foram
separados 40 do liquor e levados ao banho maria (37°C) por cerca de 10 minutos com
reagente. Realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 505nm. O resultado total foi obtido
multiplicando-se o Fator X Absorbancia e dividindo-se por 2 com resultado em mg/dl. Os
valores de referéncia corresponderam a 2/3 da glicemia sanguinea.

A anélise das proteinas foi realizada pelo Método Turbidimétrico com uso de Acido
Sulfossalicilico (SSA) a 3%. Para esta andlise foram utilizados 0,4 mL de liquor obtido do
sobrenadante centrifugado. Foram adicionados 4,6 mL da solucdo de SSA a 3% em um tubo
com liquor e 4,6 mL em outro tubo com agua destilada (branco). Em seguida, foi colocado em
repouso por cerca de 10 minutos e realizada a leitura em espectrofotdmetro em 420 nm contra
0 branco. O resultado foi obtido multiplicando-se o Fator X absobéancia do teste em mg %. Os
valores de referéncia em adultos s&o: regido lombar 10-40mg/dl; occipital 10-30 mg/dl;
ventricular 10-25 mg/dl.

Estas analises foram realizadas no laboratério de Bacteriologia da Fundacéao de

Medicina Tropical do Amazonas.
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3.7 Anélise molecular do HCV

Amostras de sangue e soro foram coletadas e armazenadas a — 70°C e analisadas na
Fundacao de Medicina Tropical - USP de Séo Paulo, com a colaboragéo do Professor Dr.

José Eduardo Levi.

3.7.1 Extracdo de RNA

Para a extracdo de RNA-HCV, foram seguidas as instru¢cbes do fabricante de
QIAmMp®Viral RNA Kit (Quiagen): pipetou-se 560 pL de solugdo buffer AVL j& preparada,
contendo “RNA carreador” dentro de microtubos (eppendorfs) de 1,5 mL. Adicionou-se 140
pL de soro no tubo de microcentrifuga com AVL/RNA carreador e os mesmos foram agitados
por 15 s em agitador magnético. O material foi incubado a 37° C por 15s e centrifugado
novamente para remover gotas da tampa. Adicionou-se 560 pL de etanol (96-100%) no tubo e
agitados por 15 segundos. Colocou-se a coluna fornecida pelo Kit em um microtubo de 2 mL
e em seguida, aplicou-se 630 pL da solugéo de etanol. A amostra foi centrifugada a 8000
RPM por 1 s e posta em outro tubo de 2 mL limpo. Foram repetidas novamente, as etapas
anteriores. Entdo a coluna foi aberta e adicionou-se 500 puL do buffer AWL1 e centrifugada a
8000 RPM por 60 s. A coluna foi posta em outro tubo de 2 mL limpo, descartando-se o tubo
contendo o filtrado. Apos esta etapa, a coluna foi aberta e adicionou-se 500 pL do buffer
AWZ e centrifugado a 14000 RPM por 4 s. A coluna foi colocada em novo tubo de 1,5 mL e
adicionou-se 60 pL do buffer AVE a 37°C. A coluna foi fechada e deixada em descanso por
60 s. ApOs esse tempo foi outra vez centrifugada a 8000 RPM por 60s e, finalmente,
transferida para um tubo de 1,5 mL, limpo para a realizagdo da sintese do DNA

complementar (cCDNA).
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3.7.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada através da reacdo de Transcricdo Reversa (RT),
utilizando-se reagentes da Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA. O volume
final da reagéo foi de 40,1uL nas seguintes condi¢fes: Tampdo PCR 1X sem ng, 0,2mM de
dNTP (2,5mM), 5mM de MgCI2 (50mM), 0,4 nL de DTT (0,1M), 2,5uM de primers
randémico, 1 unidade de enzima inibidora de RNAse, e 2,5 unidades de enzima Transcriptase
Reversa do virus da Leucemia Murina de Moloney (M-MLV).

As amostras foram submetidas aos seguintes ciclos no termociclador confome o

quadro abaixo:

Quadro 1

Ciclos no termociclador

Temperatura Minutos
65°C 5 minutos
22°C 10 minutos
37°C 30 minutos
95°C 5 minutos

3.7.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

ApGs a etapa de sintese, 0 DNA complementar foi amplificado através da técnica de
PCR, utilizando-se reagentes da InvitrogenT'\’I Life Technologies, Carlsbad, CA, USA, nas
seguintes condicbes: PCR buffer 1X, 0,2mM de dNTP, 4mM de MgClI2, 0,2 uM de cada

Primer HC11 e HC18 (Tabela 1), 1,25 unidades de Taq DNA polimerase, 5mM de cDNA,
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para uma reagdo com volume final de 50uL. O programa utilizado para a amplificagdo por

PCR esta abaixo, no quadro 2:

Quadro 2

Programa dos iniciadores

Etapa 1 | Desnaturagéo inicial por 5 minutos a 95° C

Etapa 2 | Desnaturagdo por 30 segundos a 94° C

Etapa 3 | Hibridizag&o por 30 segundos a 55° C

Etapa 4 | Extenséo por 1 minuto a 72° C

Etapa 5 | Repeticdo das etapas 2 a 4 por 40 ciclos

Etapa 6 | 72° C por 7 minutos

O produto amplificado pelos primers HC11 e HC18 gerou um fragmento de 338pb da
regido 5'UTR do genoma do HCV.
Quadro 3.

Iniciador utilizado

PRIMER SEQUENCIA5’ 3 BASES
HC 18 GGTGCACGGTCTACGAGACCT 21
HC 11 GGCGACACTCCACCATAGATCACT 24 |

3.7.4 Purificacdo dos produtos amplificados

A purifica o dos produtos amplificados foi feita com a utiliza o de colunas do kit
Microcon Centrifugal Filter Devices-Millipore YM-100, seguindo as seguintes etapas:
colocou-se uma coluna Microcon-100 dentro de um microtubo de 1,5mL para cada produto de

PCR; adicionou-se 300 L de &gua destilada e deionizada no topo de cada coluna, tomando-se
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0 cuidado para n o tocar na membrana; colocou-se todo o volume do produto de PCR no
centro da coluna sem tocala; centrifugou-se por 15 minutos a 550 g, a temperatura ambiente;
em seguida inverteu-se a coluna em um outro microtubo de 1,5mL e adicionou-se 35 L de

&gua destilada e deionizada no centro da coluna e centrifugando-se por 5 minutos a 650 g.

3.7.5 Quantificacdo dos produtos de PCR

Apb6s apurifica 0, o produto amplificado foi quantificado através de eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, contendo 0,5 g/mL de brometo de etideo em tamp o TAE
(Invitrogen™ Life Tecchnologies, Carlsbad, CA, USA). Para tanto, aplicou-se 5 L do
produto amplificado e purificado juntamente com 5 L de Tamp o 2X (Invitrogen™ Life

Technologies, Carlsbad, CA, USA) e4 L do marcador Low DNA Mass Ladder (Gibco).

PCR 5'UTR HC 11/18
31-05-07

Figura 3- Agarose com produtos de PCR

3.7.6 Sequenciamento dos produtos de PCR

Foi utilizada a técnica de sequenciamento por PCR, derivada da metodologia de

Sanger et d. 1977.
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Asrea es foram realizadas seguindo orienta es do kit Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) com volume
final de 20 L nas seguintes concentra es: 44 L de Save Money Buffer 5X, 2,0 L deMix
Big Dye, 3,2 pmol de primer HC11, 100ng de Template, H,O qsp 20 L.

As amostras foram submetidas a repetidos ciclos de varia 0 conforme quadro abaixo:

Quadro 4

Ciclos no termociclador

Um ciclo 94 C por 2 minutos

25 ciclos 94 C por 20 segundos

Um ciclo 55 C por 45 segundos

Um ciclo 70 C por 1 minuto

15 ciclos 94 C por 25 segundos

Um ciclo 70 C por 2 minutos

3.7.7 Reacao de Precipitacio

Apbs a rea 0 de sequenciamento, as amostras foram precipitadas com isopropanol
para aretiradade dNTPs n o incorporados. Foram adicionados 80 L de isopropanol 75% ao
produto da rea o de sequenciamento. Em seguida, foram agitadas por 15 segundos,
incubadas ao abrigo daluz por 15 minutos e centrifugadas rapidamente por 20 minutos. Apés
a centrifuga o, retirou-se 0 sobrenadante e adicionou-se 160 L de etanol 80% ao
precipitado, agitou-se por 15 segundos e centrifugou-se novamente com rapidez por 5
minutos. A seguir, aspirou-se o sobrenadante e secou-se o precipitado a 45°C por 10 minutos.
O precipitado foi ressuspendido em 4,0 L de “loading buffer”, reagente fornecido no kit Big

Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, Foster City,
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CA, USA). Posteriormente as amostras foram incubadas por 2 minutos a 95°C para
desnatura o dasfitasde DNA e, imediatamente apds aincuba o, foram colocadas em banho

de gelo até o momento daaplica 0 no gel parao sequenciamento das amostras.

3.7.8 Analise de Sequéncias

Foi realizada andlise das sequéncias obtidas utilizando-se compara o visual com
segiiéncias dos tipos e subtipos viraisdo HCV 1, 2, 3, 4, 5 e 6, conforme SIMMONDS et dl.,
(2005). As seguéncias foram analisadas, também através de compara o com seqiéncias

depositadas no banco de dados HCV Los Alamos no site http://hcv.lanl.gov.

3.7.9 PCR Quantitativo

A determina 0 da carga viral nas amostras foi feita seguindo as orienta es do kit
AMPLICOR HCV MONITOR Test, version 2.0 (Roche) baseada em cinco processos
principais. prepara o das amostras, transcri 0 reversa do RNA alvo (sintese do cDNA
avo), amplifica o por PCR, hibridiza o dos produtos amplificados com sondas
oligonucleotidicas especificas do avo e detec o0 dos produtos amplificados e fixos & sonda

por determina o colorimétrica.

3.8 Exames de imagem

Todos os pacientes do estudo submeteram-se a uma ultra-sonografia abdominal na

Funda odeMedicinaTropica do Amazonas (FMT-AM).
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Para 0s exames de resson ncia magnética de cr nio os pacientes foram encaminhados
a uma clinica conveniada a0 SUS (Clinica Magscan). O laudo foi dado por um mesmo
radiologista. O estudo consistiu de uma RM de Cr nio com angioresson ncia de 1,5T da
Marca Philiips com protocolos. axial , sagital e coronal e 3D com sequéncias FLAIR e

Spin-Echo, T1 com e sem contraste.

3.9 Analise dos resultados.

Os dados foram armazenados e analisados pelo software Epi-Info 3.4.1. de 2007 que €
distribuido gratuitamente.

Os dados foram apresentados em graficos e tabelas de frequéncias. Na andise das
varidveis quantitativas calculou-se a média, mediana e desvio-padr 0. Na compara 0 das
médias foi utilizada a andlise de vari ncia (ANOVA) ou teste de t-student quando se
encontravam normalmente distribuidos. Quando rejeitada a hipétese de normalidade utilizou-
se 0s testes n o-paramétricos de Mann-Whitney ou o teste de Kruskal-Wallis. Na andlise de
duas varidveis quantitativas utilizou-se a correla o linear. O nivel de signific ncia utilizado

nos testes foi de 5%.
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4. RESULTADOS

Durante o periodo do estudo foram encaminhados 56 pacientes provenientes do
ambulatério de hepatites da FMT-AM. Destes, 23 pacientes foram excluidos por diversas
raz es. 7 pacientes apresentaram sinais clinicos e exames complementares compativeis com
doen a hepética avan ada (cirrose), 1 paciente foi excluido por apresentar diabete mellitus na
admiss 0, 2 pacientes n 0 quiseram participar do estudo e 13 pacientes restantes n o
compareceram durante as fases sucessivas da pesquisa sendo portanto, excluidos. Com isso,

sobraram 33 pacientes para andlise dos dados.

4.1 Anamnese e Exame Neuroldgico

Dos 33 pacientes, 20 eram homens (60,6%) e 13 eram mulheres (39,3%). As idades
dos pacientes variaram dos 20 anos até 88 anos. A idade média foi de 47,57 anos (DP+/-
14,76). A distribui 0 dos pacientes do trabalho € mostrada na Tabelal.

Todos os pacientes apresentaram-se em bom estado geral, sem quaisquer sinais de
doen a hepética cr nica, em bom estado nutricional. O peso médio foi de 67,60kg (DP+/-
11,18) e a altura média foi de 1,63cm (DP+/-0,08) e IMC médio de 25,44 kg/cm?. 81 % dos
pacientes disseram n o fazer uso de quaisquer subst ncias alcodlicas, enquanto que 18%
disseram consumi-las apenas nos finais de semana. Outros 18,2% pacientes disseram fazer
uso no passado, de algum tipo de droga ilicita. A maconha foi a mais consumida (66,7%),

seguida da cocaina e heroina, anbos com 16% cada um.
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Tabelal.

FregUénciae distribui 0 dos Pacientes.

Idade Sexo Altura P (kg) Origem

Pacientes

(cm)
1. ARC 51 M 1,72 69 Particular
2.MAAO 49 F 1,56 63 HEMOAM
3.MPN 62 F 1,67 69 HEMOAM
4. FALP 47 M 1,6 86 UBS
5.ACV 65 M 1,45 47 HEMOAM
6. VSC 54 M 1,75 65 UBS
7. ACA 56 F 1,6 70 HEMOAM
8.ROP 46 F 1,58 76 HEMOAM
9.FAC 60 M 1,55 50 UBS
10.MGSA 46 F 1,6 77 HEMOAM
11.AFS 58 M 1,68 70 UBS
12.RSP 29 M 1,7 61 HEMOAM
13.FFL 72 M 1,6 65 UBS
14.MMR 50 M 1,76 77 HEMOAM
15.FFS 44 M 1,62 98 HEMOAM
16.FPC 44 M 1,56 67 Particular
17.MGS 37 F 1,55 82 HEMOAM
18.MAC 88 F 1,6 52 HEMOAM
19.AMP 43 F 1,52 58 FMT-AM
20.JHP 58 M 1,64 66 UBS
21.VSS 40 F 1,6 55 HEMOAM
22.APL 52 M 1,82 72 HEMOAM
23.JAM 40 M 1,67 78 HEMOAM
24.SSS 20 F 1,52 57 HEMOAM
25.AFA 32 F 1,6 75 HEMOAM
26.WC 33 M 1,72 73 Particular
27.KNB 27 F 1,63 52 HEMOAM
28.RCF 64 M 1,76 78 UBS
29.MSF 26 F 1,6 53 HEMOAM
30.RSN 41 M 1,7 70 HEMOAM
31.RSS 52 M 1,7 60 HEMOAM
32.DCR 50 M 1,7 70 UBS
33 FFT 23 M 1,7 70 HEMOAM
UBS-Unidade Bésica de Salide.

Em rela o atransfus es sanguineas, 25,4% disseram ter realizado, no minimo, uma
transfus o0 no passado. O tempo das transfus es variou de 4 até 30 anos entre os pacientes.
Vinte pacientes (60%) relataram ter realizado, no minimo, uma cirurgia prévia. O

tempo variou de 2 até 30 anos.
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Dos 33 pacientes examinados, em apenas um, 3%, foi observado, ao exame neuroldgico
uma diminui o da sensibilidade superficial tatil em dermatomos de C5 e C6 bilateralmente
com padr 0 em luva, no entanto, sem dtera o dos reflexos tendinosos profundos ou dafor a
muscular. Esse paciente foi encaminhado, posteriormente, para uma investiga 0 com exame
de eletroneuromiografia (ENMG), embora o objetivo do trabalho n o fosse investigar o
sistema nervoso periférico, que demonstrou tratar-se de polineuropatia sensitiva
desmielinizante. Os resultados dos demais exames neste paciente foram normais. As
avalia es foram de glicemia, hemograma, FAN, pesguisa de crioglobulinas, ANCA-p,
ANAC-c, fator reumatoide, HIV, TSH, T4 livre, HBSAg. O paciente recebeu o diagnéstico de
uma polineuropatia sensitiva desmielinizante, provavelmente secundéria ao HCV e possuia o

gendtipo 2.

4.2 Questionario clinico e 0 sono

Foi aplicado um questionario clinico (Apéndice-B) baseados em sintomas, além de
informa  es sobre 0 consumo de dcool, drogas e uso de tabaco. O questionario continha uma
escala visual analdgica graduada de 0 a 10 que o paciente inferia sobre a sua qualidade de
vida e estado depressivo.

Dos 33 pacientes, 72,7% apresentaram fadiga, 54,5% artralgias, 45,5% dores
musculares, 42,4% dificuldade de memoriza o0, 39,4% sonoléncia e 33% ins nia (Tabela 2).
Quando somamos a queixa de ins nia com a de sonoléncia, observamos que as queixas de
sono chegam préximos as apresentadas pela fadiga com 72,4%.

Cinco pacientes (15%) se achavam deprimidos. Deste, apenas 1 paciente pontuou nota
10. Emrela o0 avida pessoal, 12,1% disseram ter uma vida excelente (nota 10), enquanto que

15% declararam ter umavidaruim (notade 5 a6) e 63,6% de regular aboa (notade 7 a 8).
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Tabda?

Manifesta es apresentadas pelos pacientes do estudo.

Sintomas (n = 33) N %

Fadiga 24 727
Dores nas juntas 18 545
Mialgia 15 455
Perda de memoria 14 424
Sonoléncia 13 394
Dorméncia nas extremidades 13 394
Ins nia 11 33,3
Dor de cabe a 9 27,3
Fragueza nas extremidades 9 27,3
Depress o 5 15,2
Desaten o 4 12,1
Polineuropatia sensitiva 1 3,0

O questionario de Pittsburg foi aplicado em todos os pacientes com o objetivo de avdiar
melhor as queixas de sono. A pontua o variou de 1 até 15 pontos. Observamos que 54,5%
dos pacientes apresentaram uma pontua o maior ou igual a 5 indicando uma qualidade de
sono ruim. O valor médio foi de 6,21 pontos (Tabela 3 e Grafico 1). Quando foi perguntado
sobre a qualidade do sono, 81,8% responderam que variava de muito bom a razoavelmente
bom e 18,2% de razoavelmente ruim a muito ruim. Outros 39,4% relataram que levantavam
mais de 3 a 4 vezes a noite por semana e 30% dormiam de 3 a 5 horas de sono por noite.
Ainda 27,3% apresentaram dores no corpo ao deitar, com freqiiéncia de 3 ou 4 vezes ou mais

por semana. Nenhum dos pacientes relatou uso de algum hipnético na entrevista.
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Gréfico 1- Avalia 0 daescala de sono de Pittsburg entre os 33 pacientes com Hepatite C.

Os pacientes foram subdivididos em dois grupos, de acordo com a pontua o0 obtida no
questionario de sono de Pittsburgh: maior ou igual a 5 pontos- grupo Sono-1 (maus
dormidores) que foi composto por dezoito pacientes, e de um grupo com menos do que 5
pontos - Sono 2 (bons dormidores), composto por quinze pacientes. Esses pacientes foram
analisados quanto ao perfil de citocinas, reposta imune celular para verificarmos se as
dtera es imunoldgicas poderiam egtar interferindo nas dtera es do sono agpresentada por

estes pacientes.

4.3 Escala de sonoléncia de Epworth e de fadiga (FSS).

Para melhor avalia o da sonoléncia em situa es especificas do cotidiano, foi
aplicada a escala de Epworth nesses pacientes. A pontua o variou de 1 até 16 pontos. A
média foi de 7,9 pontos (Tabela 3). A média de corte foi considerada maior ou igua a 11
pontos, como indicativo de sonoléncia excessiva. Dentre os 33 pacientes avaliados 8 (24,3%)
tiveram mais de 11 pontos, sendo indicativos de sonoléncia excessiva Em nenhum havia
higéria prévia de ronco, apnéias, cataplexia ou uso de quaisguer medicamentos que

justificassem os sintomas.
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Os pacientes foram também avaliados pela escala de severidade da fadiga (FSS-Krup),
com média de 3,16 pontos (Tabela 3).
Tabela 3.

Frequéncia dos pacientes, Escalas de Epworth, Pittsburg e Krupp, TGO e TGP.

Pacientes ldade  Sexo  Epworth Pittsburgh Krupp TGO TGP

1. ARC 51 M 12 7 4,6 100 209
2.MAAO 49 F 14 9 1,3 28 24
3.MPN 62 F 5 4 41 128 173
4.FALP 47 M 12 15 6,6 17 18
5.ACV 65 M 8 4 3,7 79 109
6. VSC 54 M 11 6 54 45 39
7. ACA 56 F 1 7 59 69 169
8.ROP 46 F 6 4 1 34 42
9.FAC 60 M 5 12 6,1 165 295
10.MGSA 46 F 7 4 1,7 13 17
11.AFS 58 M 0 11 2,3 154 329
12.RSP 29 M 4 1 14 20 17
13.FFL 72 M 9 4 41 223 245
14.MMR 50 M 10 2 29 93 236
15.FFS 44 M 8 7 2,3 82 142
16.FPC 44 M 10 4 1,9 26 53
17.MGS 37 F 8 7 1 50 60
18.MAC 88 F 7 12 1 64 104
19.AMP 43 F 6 9 1,6 29 43
20.JHP 58 M 9 7 6,3 157 563
21.VSS 40 F 3 14 4,3 73 125
22.APL 52 M 16 4 14 91 173
23.JAM 40 M 6 4 1,6 39 115
24.SSS 20 F 3 4 1 24 37
25.AFA 32 F 15 6 7 22 32
26.WC 33 M 16 3 1,2 33 65
27.KNB 27 F 10 9 4,6 16 12
28.RCF 64 M 8 3 3,2 55 99
29.M SF 26 F 11 5 3,6 17 18
30.RSN 41 M 9 3 5,2 36 79
31.RSS 52 M 7 8 2,2 84 84
32.DCR 50 M 3 5 2,3 84 84
33FFT 23 M 2 1 1,7 22 49
Média 47,57 7,9 6,21 3,16 65,81 116,93
DP (14,76) (4,14) (3,56) (4,9 (51,47) (116,34)

Nossos resultados demonstraram que 8 pacientes (24%) relataram que a fadiga eraum

dos 3 sintomas mais importantes na sua vida e 7 pacientes (21,2%) mencionaram que essa
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mesma fadiga interferia plenamente em seus afazeres profissionais, pessoais e familiares. Do
total dos pacientes com fadiga apenas 4 (16%) gpresentavam-se deprimidos enquanto do total
de deprimidos (5 pacientes) todos se queixavam de fadiga.

Quando foram associados o0s dados da escala de Krupp (FSS) com a qualidade de sono
de Pittsburgh e a escala de sonoléncia de Epworth verificou-se uma tendéncia de correla o
entre a gravidade da fadiga com a piora da qualidade de sono, mas estatisticamente n o foram
significantes (p=0,067) e n o apresentou correla 0 com a sonoléncia de Epworth (p=0,43)

(Gréfico 2- A eB).

8
7 A -
N *
6 - - -
- >
5 |
g
S 4
X
31 y =0,1716x + 2,1006
- N - R®=0,1039
2 T *
- : - p =0,067
- N * ps
14 - *> -
o} . . . . . .
o} 2 4 6 8 10 12 14 16
Pittsburgh
8
7 4 -

Krupp

2 . . - y =0,1716x + 2,1006
* R?«0,1039 $
1 - *> - - p =043
o] . . . . . . . .
o] 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Epworth

Gréfico 2- A-Correla o da Escala de fadiga com a de Pittsburg nos 33 pacientes estudados
B-Corrdla 0 daEscala de fadigacom a de Epworth nos 33 pacientes estudados.
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Quando a fadiga foi comparada com o grau de atividade inflamat6ria hepatica
evidenciada pelos os niveis de transaminases (TGO/TGP), observou-se uma leve correla o
positiva com os niveis da TGP (p=0,057). No entanto n o foi observada correla o entre a

fadiga e os niveisde TGO (Gréfico 3- A eB).
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Gréfico 3- A-Correla o da Escala de fadiga nos 33 pacientescom a TGO .
B-Correla 0 daEscala de fadiga nos 33 pacientes com a TGP.

4.4 Analise do perfil de citocinas em pacientes com Hepatite C

Foram analisadas as citocinas IL-4, IL6, IL8, IL-10, IL-12, TNF-a e IFN-g nas 33

amodtras de soro de pacientes HCV positivos e em 40 individuos saudaveis, como par metro

de compara o.
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De acordo com a tabela 4, podemos observar diferen as estatisticas entre os dois
grupos (pacientes e controles) paralL-6 e lL-12 e|L-8 (Tabela 4). Nossos dados mostram que
pacientes HCV positivos assintométicos apresentaram aumento nos niveis dessas citocinas,
guando comparadas com amosiras controles. Por outro lado, n o houve diferen as
estatisticamente significantes para as citocinas IL-4, IL-10, TNF-a e IFN-g entre os grupos

avaliados.

Tabela4.

Distribui - 0 segundo a média das citocinas em pacientes HCV e controles saudaveis.

Pacientes (n=33) Controle (n=40)

Citocinas Média DP Mediana Média DP Mediana p*

IL-4 40,77 142,67 0 059 374 0 0,103
IL-6 12,37 38,91 0 0,13 0,62 0 <0,001
IL-8 53,71 9291 20 3768 31,99 2855 0,049
IL-10 0,662 1,713 0 336 10,87 0 0,085

IL-12 461,58 447,27 438,90 107,97 94,74 99,90 <0,001
TNF-a 0,96 2,78 0 099 542 0 0,480

IFN-g 7,55 12,08 0 2064 69,13 0 0,654

p em negrito italico indica diferen a estatistica ao nivel de 5%.
* Teste N o-paramétrico de Mann-Whitney.

Para verificarmos a associa 0 do perfil de citocinas com as atera es de sono entre
os pacientes foi realizado um teste de correla o linear entre as citocinas IL-4, IL6, IL8, IL-
10, IL-12, TNF-a e IFN-g e a pontua o0 obtida no questionério de Pittsburgh e escala de

sonoléncia de Epworth dos 33 pacientes avaliados. Os dados obtidos n 0 demonstraram
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correla 0 entre o0s niveis de citocinas, 0 questionario do sono de Pittsburgh e a escala de

sonoléncia de Epworth (Tabela 5).

Tabelab

Correla 0 das citocinas com o questionério de Pittsburg e escala de Epworth.

Citocinas Variaveis F-test* p* r?

IL-4 Pittsburgh  Epworth 0,02 0,980 0,00
IL-6 Pittsburgh ~ Epworth 22 0802 om
IL-8 Pittsburgh  Epworth 0% 0949 000
IL-10 Pittsburgh  Epworth 12 0339 g07
IL-12 Pittsburgh  Epworth 0,93 0,405 0,06
TNF-a Pittsburgh  Epworth 0,40 0,673 0,03
IFN-g Pittsburgh  Epworth 012 0891 0,01

* TetedeFisher.

Quando andisamos o perfil de citocinas relacionando-as com a escala de fadiga (FSS),
para verificarmos aguma associa 0 com o grau desta, observamos que n 0 houve qualquer
correla 0 edtatistica entre os seus niveis de fadiga e osvaloresda IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12, TNF-a e IFNg (Gréficos 4-5).

As citocinas também foram relacionadas com os niveis das transaminases dos
pacientes (TGO-AST e TGP-ALT). Os niveis de IL-10 mostraram correla o com a TGO
(p=0,042) e TGP (p=0,009) enquanto os de IL-12 apenas com a TGP (p=0,039). As demais
citocinas I1L-4, IL-6, IL-8, IL-12, IFNg e TNF-a n o tiveram correla o significante com

estes par metros bioquimicos (Tabela6 e 7).
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Gréfico 4- A-Correla o dalL-4 com aescala de fadiga nos 33 pacientes
B-Correla o dalL-6 com aescalade fadiga nos 33 pacientes
C-Correla o dalL-8 com aescala de fadiga nos 33 pacientes
D-Corrdla o dalL-10com aescala de fadiga nos 33 pacientes
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Gréfico 5- A-Correla o dalL-12 com aescaa de fadiga nos 33 pacientes
B-Corrdla o0 do TNF-a com a escala de fadiga nos 33 pacientes
C-Corrdla o do IFN-gcom aescala de fadiga nos 33 pacientes
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Tabelab

Citocinas
IL-4

IL-6

IL-8
IL-10
IL-12
TNF-a

IFN-g

Variaveis

TGO

TGO

TGO

TGO

TGO

TGO

TGO

F-test*

0,08
0,12

0,04

4,51

4,00
0

0,36

p*
0,778
0,736
0,847
0,042
0,054
0,973

0,552

r.2

0,003
0,004
0,001
0,12
0,11

0
0,012

*Teste de Fisher. p-valor em negrito itdico indicadiferen aesatistica ao nivel 5%

Corrdla odascitocinascom TGP -ALT.

Tabela7

Citocinas
IL-4

IL-6

IL-8
IL-10
IL-12
TNF-a

IFN-g

Variaveis

TGP

TGP

TGP

TGP

TGP

TGP

TGP

F-test*

0,63
0,37

0
7,82
4,67
0,12

0,01

p*
0,434
0,548
0,979
0,009
0,039
0,727

0,905

0,02
0,012
0
0,20
0,13
0,004

0

*Teste de Fisher. p-valor em negrito itdlico indica diferen a estatistica ao nivel 5%
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Quando os 2 subgrupos. maus dormidores (Sonol) e os bons dormidores (Sono 2),
foram comparadas quanto a fadiga, ao nivel de citocinas e linfécitos TCD4" e TCDS,
observou-se que o grupo Sono 1 (maus dormidores) apresentaram mais fadiga do que os
pacientes do grupo Sono 2 (p=0,048), tinha niveis de IL-4 (p=0,058) e IL-6 (p=0,071)
elevados em rela 0 a0 grupo Sono 2 (maus dormidores), embora n o atingissem
signific ncia estatistica. As demais citocinas e os linfécitos TCD4" e TCD8 n 0 apresentaram

diferen asrelevantes entre os dois grupos (Tabela 8).

Tabela8

Compara 0 entre osdois grupos Sonol e Sono-2.

Sono 1 (n=18) Sono 2 (n=15)

Variaveis Média DP Mediana Média DP  Mediana p*

Fadiga*** 3,8 2,08 3,95 24 1,34 1,7 0,048

IL-4 74,75 188,75 0 0 0 0 0,058
IL-6 2156 5144 1,77 13 29 0 0,071
IL-8 46,92 7440 2127 6186 11348 15,07 0,45**
IL-10 1,06 2,18 0 0,17 0,67 0 0,18

IL-12 441,34 495,80 244,40 48587 397,01 496,5 0,28**
TNF-a 1,28 3,18 0 0,58 2,27 0 0,71**
IFN-g 856 13,03 0 6,33 11,14 0 0,52**

LT CD4" 4057 849 4325 4118 6,91 41,79 0,82

LTCD8" 2346 1016 2161 24,03 6,39 22,53 0,85
* Teste de Mann-Whitney *** Escalade FadigaFSS ** t-student
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4.5 Analise da citometria de fluxo nos pacientes HCV positivos

Como podemos observar na tabela 9, a andlise por citometria de fluxo dos marcadores
CD4" ,CD8" e CD69" nas diferentes popula es celulares demonstrou que houve aumento
expressivo do nimero de LTCD8" nas amostras dos pacientes HCV positivos em rela 0 aos
controles, porém, n o observamos diferen as significativas quanto ao niimero de LTCD4" .

Quando avaliamos a express o da molécula CD69", um dos marcadores de ativa o
celular, nas diferentes popula es celulares, concluimos que houve aumento significativo da
express o em linfocitos, neutréfilos e eosindfilos das amostras de individuos HCV positivos
em rela 0 aos controles saudaveis. N o foi constatado aumento da express o de CD69" em
mondcitos, nem tampouco diferen a significativa nos glébulos brancos entre os grupos de

individuos infectados e controles (Tabela 9).

Tabela 9.

Andlise dos resultados da citometria de fluxos entre pacientes e controles.

Pacientes (n=33) Controle (n=40)

Variaveis Média DP Mediana Média DP Mediana p*

LTCD4" 4084 7,70 4236 4333 815 42,7 0,18
LTCD8" 23,73 8,53 22 19,17 64 19,1 0,011
LCD69" 366 192 3,43 249 1,79 204  0,0015
MCD69" 649 416 5,19 6,56 4,24 5,92 0,78
NCD69" 1,72 164 1,05 1,020 084 0,82 0,023
ECD69" 6,69 354 5,86 441 1,89 390 0,0007

Leuctcitos 5480 1451 5800 5900 1357 5900 0,42

p- em negrito itdlico indica diferen a estatistica ao nivel de 5%.
* Teste de Mann-Whitney; M-Mondcito; N-Neutréfilo; E-Eosinéfilo; L-Linfocitos.
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4.6 Distribuicao genotipica do HCV na populacao de pacientes infectados

Dos 33 pacientes estudados, em apenas 22 foi possivel realizar a genotipagem do
HCV, como mostra o gréfico 6. O gendtipo 1 foi 0 mais prevalente com 41%, seguido do
gendtipo 3 com 36% e do gendtipo 2 com 23%. (Gréfico 6).

A carga vira variou do nivel indetectavel, ocorrida em 3 pacientes, até 41.586888
copias/mL presente em um paciente. A carga viral médiafoi de 4.764.044,68 cOpias/mL.

A rela o dos pacientes quanto ao ELISA, carga viral e genétipos € mostrado com

detalhes, natabela 10.

23%

‘ m Genétipo 1 m Gendtipo 2 0 Gendtipo 3 ‘

Gréfico 6- Genotipos do virus da Hepatite C encontrados na popula o de estudo.

Quando correlacionamos a carga viral dos pacientes infectados em rela 0 a0 nUmero
de LT CD8" e LT CD4", observamos que houve uma tendéncia de diminui o da carga viral
com o0 aumento destas células, apesar n o atingirem valores significantes (Gréfico 7).

Conforme o gréfico 8 a carga vira foi correlacionada com a queixa de fadiga nos
pacientes, porém nenhumacorrela o significante foi feita entre elas (p=0,873).

Quando a carga viral foi corrdacionada com linfécitos CD69" (p=0,001), neutrofilos

CD69" (p=0,010), mondcitos CD69" (p=0,002), ocorreu uma corrla o expressiva,
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demonstrando uma queda da carga viral com arespectiva ativa 0 destas células. Isto, porém

n o foi observado napopula o de eosindfilos CD69" (p=0,267) (Gréfico 8).

Tabelal10

Caracteriza o edistribui 0 dos gen6tiposdo virus da Hepatite C.

Pacientes Gendtipo ELISA RIBA Copias/ml PCR

1.ARC - 3,583 Reativo 1.663407 Pos
2.MAAO 3 3,679 Reativo 766.340 Pos
3.MPN 3 2,794 Reativo 4.867080 Pos
4 FALP 1 4000 Reativo 27.576616 Pos
5.ACV - 4,000 Ind 217 Neg
6. VSC 3 4000 Reativo 10.184419 Pos
7. ACA - 3,682 Reativo 323 Neg
8.ROP 3 4,000 Ind 6.884491 Pos
9.FAC 1 4000 Reativo 6.361009 Pos
10.MGSA - 1,275 Reativo 285 Neg
11.AFS 2 3,797 Reativo 9.670558 Pos
12.RSP - 0,709 Ind 299 Neg
13.FFL 1 4000 Reativo 10.385476 Pos
14.MMR 3 4000 Reativo 6..837842 Pos
15.FFS 3 4,000 Reativo 3.014799 Pos
16.FPC - 3,865 Redtivo 352 Neg
17.MGS - 4001 Reativo 2.024527 -

18.MAC 2 4000 Reativo 41.586888 Pos
19.AMP 1 4001 Reativo 893300 Pos
20.JHP 1 4000 Reativo 1.217613 Pos
21.VSS 2 4000 Reativo 1.028126 Pos
22.APL 1 4000 Reaivo 2.961692 Pos
23.JAM 1 4001 Reativo 3.717608 Pos
24.SSS - 4,000 Postivo Indetectavel Neg
25.AFA 2 4000 Reativo 1.176366 Pos
26.WC 1 4000 Reativo 2.752937 Pos
27.KNB - 3,026 Ind indetectdvel Neg
28.RCF 2 4000 Reativo 222396 Pos
29.MSF - 4001 Reativo 3.617512 Pos
30.RSN 3 4001 Reativo 2.754000 Pos
31.RSS 1 4000 Reativo 282952 Pos
32.DCF 3 4000 Reativo Indetectavel Pos
33.FFT - 0,967 Ind Indetectavel Neg

Pos= Positivo; Neg= Negativo; Ind= Indeterminado
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Para verificarmos o perfil de respostaimune emrela o acargaviral, correlacionamos
cada citocina avaliada com os niveis de carga viral. Como mostram os gréficos 10, 11 e 12
observamos um aumento da concentra o das citocinasIL-8, IL-12, INF-g associado a queda
da carga viral, enquanto a IL-10 tende a uma associa 0 inversa, no entanto nenhuma

associa o foi estatisticamente significante.
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Gréfico 10- A-Rela o dacargaviral com IL-6 nos pacientes infectados.
B-Rela o dacargaviral com TNF-a nos pacientes infectados.
C-Rela odacargavira com IL-8 nos pacientes infectados.
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Gréfico 11- A-Rela o dacargaviral com IL-4 nos pacientes infectados.
B-Rela odacargaviral com IL-10 nos pacientes infectados.
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Os 3 gendtipos encontrados foram comparados quanto ao perfil de citocinas e
linfcitos TCD4" e TCD8". Foi observado n o haver diferen as estatisticamente significantes
entre os 3 gendtipos quanto ao perfil de citocinas IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a e
IFN-g e também para marca o estas células (Ver tabela 11). Todavia, foi observado um
aumento médio de IL-6 (p=0,06), IL-10 (p=0,63) no gendtipo 1 e menores niveis de 1L-12

parao gendtipo 1 emrela 0 ao gendtipo 2.

Tabelall

Andlise das citocinas entre os genotipos.

Varidveis Genotipo 1 Genotipo 2 Gendtipo 3

Média DP Mediana Média DP Mediana Média DP Mediana p*

IL-4 0 0 0 834 1779 0 87,8 2484 0 0,15
IL-6 189 31,04 6,01 085 191 0 0,71 2 0 0,06
IL-8 572 8564 29,7 856 794 21,0 283 404 18,0 0,56
IL-10 1,32 2 0 052 117 0 091 258 0 0,63
IL-12 436,8 3896 - 466 563,7 623,1 456 439,1 5263 3253 0,95
TNF-a 070 211 0 0 0 0 21 425 0 0,44
IFN-g 44 8,76 0 428 95 0 11,1 161 0 0,60

LTCD4* 386 7,37 37,6 386 100 41,3 451 4,76 443 0,18
LTCD8* 232 6,05 22 229 61 25,7 246 1,22 233 0,86

* Teste de Kruskal-Wallis

Conforme a tabela 12, foi visto que os pacientes do gendtipo 1 apresentaram maiores
niveis médio de ALT e AST que os genétipo 2 e 3, embora n o atingissem valores

significantes.



Variaveis Gendtipo 1

Média DP Mediana Média DP Mediana Média

TGP/ALT 170,66 164
TGO/AST 89 65

* Teste de Kruskal-Wallis

115
84

Gendtipo 2

Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Tabelal12

Transaminases e genétipos virais.

Genotipo 3

p_
DP Mediana valor

1378 112 104 145 85 125,5 0,95
73,6 489 64

87,62 43,59 83 0,68

4.7 Andlise do liquor e da ressondnciamagnética cerebral dos pacientes HCV

Devido a voluntariedade dos pacientes em fazerem o exame de liquor, obtivemos

gpenas 3 amodtras, no total. Em todos os pacientes a contagem citolégica variou de 0 a 2

células. No diferencia cito-morfoldgico, houve o predominio de linfo-monocitério nas

| minas andlissdas. Em todas as amostras colhidas houve um discreto aumento da

proteinorraquia, variando de 42,8 a50,8 mg. A glicorraquia variou de 57 a 153 mg/dl. Em um

paciente area 0 em cadeia de polimerase foi positiva parao HCV e em 2 duas amostras o

resultado foi negativo. A paciente em quest o queixava de intensa fadiga nota 4,2 e intensa

ins nia e depress 0. No liquor, n o foram redlizadas as rea es de sequenciamento de

genotipagem parao HCV (Tabea 13).

Tabela 13

Andlise do liquor dos pacientes com HCV e PCR.

Pacientes Celulas Proteina Glicose Gram Genotipo* Copiassml PCR

13.FFL 2
21.VSS 0
22.APL 0

50,3
25
50,8

Asente 1 indetectavel -
Ausente 2 5.262 +
Ausente 1 indetectavel -

* Gendtipo sanguineo
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Figura4- Gd de agarose corado com brometo de etideo contendo amostras de liquor (21 e
22). A amostra21 mostraaforma o dabanda go6s a corrida por eletroforese

Todos os 33 pacientes foram submetidos a8 RM decr nio e ngio-resson ncia cerebral.
Em nenhum deles havia sinais de les o tumora expansiva que impedisse a inclus 0 no
estudo.

Em dois pacientes foran observadas dtera es nas subst ncias brancas
periventriculares, caracterizadas como areas de hipersnal nas sequéncias Flair/T2 e hiposinal
em T1 esemimpregna o pelo contraste. O primeiro paciente (VSC) tinha 54 anos possuia o
gendtipo 3 queixava-se de fadiga apenas ao exame. Pontuou 4,1 na escala de fadiga-FSS
(média dos pacientes 3,16) e n 0 gpresentava queixas de sono, com 4 pontos na escala de
Pittsburgh. O segundo (FFL), 74 anos, queixavase de fadiga e artradgias a0 exame,
apresentou 4,1 na escala de Fadiga-FSS e também 4 pontos na escala de Pittsburgh. Em
nenhum havia histéria de hipertens o arterial sistémica (HAS) prévia e em ambos o exame
neurolégico era normal. Ege dltimo foi submetido a pun o lombar com resultado

demonstrado na tabela 13.
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Figura5. A-Paciente FFL com RM cerebral corte axial demonstrando les o com hipersinal
em subst ncia branca na sequiéncia Flair.

B-Paciente VSC com RM cerebral corte axial demonstrando les o com hipersinal
em subst ncia branca na sequiéncia Flair.

C-Paciente VSC com RM cerebral corte sagital demonstrando les o com hipersinal
em subst ncia branca na sequiéncia Flair.

D- Angioresson ncia cerebral normal de um paciente.
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5. DISCUSSAO

A hepatite C € um importante problema de saide publica com alto grau de
cronifica o e com profundo impacto sobre a qualidade de vida (ALTER et al., 1992; OMS,
2007). No entanto, pouco se sabe sobre as manifesta es extra-hepéticas, como a fadiga, a
mialgia, os distirbios do sono easuarela o com arespostaimune e asecre 0 de citocinas
Thl eTh2.

Os pacientes da pesguisa eram adultos com média de idade de 47,57 anos,
assintométicos e sem sinais clinicos e ultra-sonogréficos de doen a hepética avan ada.
Tivemos o cuidado de excluir vérios fatores confundiveis como o uso de drogas, alcoolismo,
uso de medicamentos antidepressivos, anti-histaminicos, benzodiazepinicos, 0 uso de
interferon e corticoide que poderiam também causar as manifesta es agui discutidas e alterar
0 padr o de secre o de algumas citocinas (VANNIER et al. 1993). Além, também de
algumas doen astais como o hipotireoidismo, ainsuficiénciarenal cr nica e alguns distlrbios
do sono, como a gpnéia do sono. Os pacientes n 0 foram submetidos a bidpsia hepética por
dificuldade narealiza o0 ou aceita 0 por parte dos mesmos, apesar desse procedimento ser
considerado como método padr o parase avaliar les 0 no tecido hepético.

Nossos dados demonstraram uma freqliéncia elevada de manifesta  es extra-hepaticas
nestes pacientes, como a fadiga, com 72,7% dos casos, seguidos das artralgias (54,5%) e
mialgias (45,5%) gque foram semelhantes com os achados de outros autores (LEE et a. 1997,
LANG et al. 2006). Outras queixas neuroldgicas como as parestesi as nas extremidades (39%),
sonoléncia (39,4%), ins nia (33,3%), cefaéia (27,3%) e depress o (15,2%) também foram

observadas. Nos pacientes examinados, agpenas um agpresentava-se com diminui o da
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sensibilidade tétil que foi confirmada, posteriormente, com a eletroneuromiografia. Este
paciente foi avaliado para dgumas doen as reumatoldgicas como lUpus, artrite reumatoide,
Sindrome de Sjogren, crioglobulinas, além do HIV, e foram consideradas todas negativas. O
paciente possuia o gendtipo 2 do HCV e foi diagnosticado como uma polineuropatia
desmidinizante secundaria a0 HCV. Ha relatos, na literatura, de polineuropatia sensitivas
associadas a pacientes com infec o peo virus da Hepatite C, com quadro tanto
desmidinizante quanto axonal e com PCR para o virus positivo no liquor, como relatado por
Caudai et al. (1997). Em mais de 50% dos casos isso pode estar associado a crioglobulinas do
tipo Il e lll (GEMIGNANI et a. 2005). No entanto, n o observamos fatores relacionados ao
guadro acima em nosso estudo. N o realizamos ENMG de todos os pacientes, poisn o erao
objetivo o estudo dos nervos periféricos. Mas, provavelmente alguns deles com queixas de
parestesias, poderiam revelar formas subclinicas de polineuropatia e aumentar esta estatistica.

Vé&rios esudos mostram que ainfec o pelo HCV acarreta a um impacto negativo na
gualidade de vida e umas das principais causas s 0 afadiga e a depress o (GERSHON et al.
2000; GALLEGOS-OROZCO et a. 2003; KALLMAN et a. 2007).

Dentro dos nossos par metros de avalia 0 observamos que quinze por cento de
nossos pacientes se sentiam deprimidos, no entanto, nenhum deles utilizava qualquer
medicamento ou estava em tratamento psiquidtrico, sugerindo tratar-se de uma depress o
leve. Essa congata o foi semelhante a de alguns trabalhos os quais relatam indices que
variam de 17% até 58% entre os pacientes portadores de infec o cr nica (GALLEHOS-
OROZCO et d. 2003; LANG et d. 2006).

Mais da metade dos pacientes (54,5%) apresentaram uma qualidade de sono baixa
pelo questionario de Pittsburgh (média de 6,21 pontos) e 24% uma sonoléncia excessiva, que
incapacitava as suas atividades diarias. A maioria apresentava freqlentes dores noturnas no

corpo condizentes com o grau de fadiga e ins nia caracterizadas pela dificuldade deiniciar ou
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manter 0 sono e sonoléncia diurna. Em nenhum deles havia histéria de roncos freqlentes,
apnéias ou cataplexia que pudessem justificar tais sntomas. Sabbatini et al. 2005 avaliando a
gualidade de sono em pacientes renais cr nicos e trangplantados renais sem infec o pelo
HCV, observaram uma média de 8,52 e 6,46 na escala de Pittsburgh respectivamente, o que
foi semelhante aos nossos dados.

A auséncia de corrdla o significante entre a escala de fadiga (FSS), de Epworth e o
questionario de Pittsburgh n o pode ser explicada somente pela fadiga, pois apenas 24% dos
pacientes a relacionaram como grave, ou sgja, a maioria tinha uma fadiga que variou de uma
leve a moderada intensidade. Desta forma outros fatores podem estar envolvidos,
contribuindo para uma qualidade ruim de sono entre os pacientes. Lang et al. (2006) relataram
que os disturbios do sono, juntamente com a fadiga e da depress o, foram considerados como
uns dos sintomas mais incapacitantes, coincidindo com os sintomas relatados pelos nossos
pacientes, dos quais, 54,5% apresentaram qualidade ruim de sono quando avaliados por
aguela escala. Até o momento n o existem relatos na literatura de andlise de varios
par metros da infec o pelo HCV, resposta imunolégica, associados as manifesta es
neuropsiquiatricas, como observado em nosso trabal ho.

A fadigafoi amanifesta o mais freqlente, ocorrendo em 72% dos casos semel hante
a estudos prévios nos quais variou de 53% até 71% entre pacientes com Hepatite C
(POYNARD et d. 2000; KALLMAN et a., 2007). Entre os pacientes do estudo podemos
observar que amédiafoi de 3,16 pontos na escala de severidade de fadiga (FSS). Quando tais
dados s o comparados na literatura com os de individuos saudaveis (2,3 pontos) (KRUPP et
a. 1989), o grau de severidade da fadiga pode ser considerado maior. No entanto, quando
comparamos nossos dados com os de pacientes com outras doen as n o relacionadas a
hepatites, como, por exemplo, o lUpus eritematoso sistémico (4,7 pontos) e esclerose multipla

(4,8 pontos) (KRUPP et al. 1989), observamos que noSsos pacientes apresentaram grau menor
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de fadiga. Dos pacientes que tinham fadiga, apenas quatro relataram ter depress o e dos
pacientes que apresentaram depress o todos se sentiam com fadiga. Desta forma, é provavel
gue a depress 0 colabore para 0 seu surgimento, mas n o justifique plenamente a sua
fisiopatologia

N o houve nenhuma associa 0 significativa entre o grau de fadiga, os niveis de
AST/TGO (p=0,02) e ALT/TGP (p=0,057) e a carga viral (p=0,873). Esse fato também foi
registrado em alguns trabahos anteriores que n 0 mostram correla o entre 0 grau de
atividade inflamatoria hepética, carga viral e fadiga (GERSHON et al. 2000; POYNARD et
a. 2002).

Existem algumas hiplteses neuroimunoldgicas que tentam explicar estas
manifesta es neuropsquidtricas encontradas em pacientes com HCV. A primeira delas
associaumadisfun o no eixo hipotal mico-hipofisario provocada pela secre o de citocinas
com conseqlente prejuizo na libera o de ACTH, que esta também associado a fadiga e a
depress 0 (DEMITRACK et a., 1991). Um outro mecanismo proposto € que as proprias
citocinas presentes na resposta imune possam dterar a fun 0 neurotransmissora originando
os sintomas neuroldgicos e psiquiétricos. E sabido, por exemplo, que muitas citocinas como
IL-1, TNF-a, e IFN regulam o ritmo circadiano do sono em condi es fisioldgicas, e a0
mesmo tempo, S 0 responsaveis por altera es encontradas no mesmo durante alguns
processos patoldgicos e infecciosos como sonoléncia e sono fragmentado (MOLDOFSKY et
a., 1986; TOBLER et al., 1984; MANFRIDI et d. 2003; YOSHIDA et a. 2004; REDWINE
et a. 2000; SHEARER et al. 2001; OKUN et a., 2004). Por ultimo, 0 HCV é um RNA virus,
da familia Flaviviridae, naqual s o encontrados alguns virus neurotrépicos, como o virus da
Dengue, da Febre Amarela, da Encefalite Japonesa e com os pestivirus (KATO et al. 1990;
CHOO et a., 1991; BUKH et al., 1992). Nos ultimos anos, varios trabalhos tém associado

agumas manifesta esneurolégicasainfec o pelo HCV, com ademonstra o de seqiiéncias
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de RNA viral replicativo no tecido cerebral e liquor, aumentado a possibilidade de um
envolvimento viral direto no SNC (BOLAY et a., 1996; LASKUS et al., 2002; VARGAS et
a., 2002; FORTON et al., 2004).

Com o objetivo de avaliarmos diferentes fatores envolvidos na infec o pelo HCV e
associalos com manifesta  es extra-hepéticas, analisamos o perfil de resposta imunoldgica
nestes pacientes. Nossos dados demonstraram que niveis de IL-6, 1L-12 (p<0,001) e IL-8
(p=0,049) se apresentaram elevados quando comparados com controles saudaveis, mas n o
houve diferen a significante quando comparamos a IL-4, IL-10, IFN-ge TNF-a. A secre 0
elevadas destas citocinas inflamatérias e do perfil Thl ja foram descritas na infec o pelo
HCV (FAN et a. 1998; CHEN et al. 2007). Além disso, 0s pacientes apresentaram um
aumento significativo de LTCD8" e marca 0 positiva para a molécula CD69", um marcador
de ativa o celular, em linfécitos, neutrdfilos e eosinéfilos, quando relacionados ao grupo de
individuos controles. Esta observa 0 nos permite sugerir que o aumento das citocinas
observadas nestes pacientes, provavelmente induz uma diferencia o de LTCD8" e ativa 0
de células que parecem participar na resposta contrao HCV e elimina o dacargaviral.

Na infec 0 pelo virus da Hepatite C, a resposta imune celular com ativa o de
LTCD4" e LTCDS8", juntamente com a secre o de algumas citocinas € decisiva para a
elimina o viral (FAN et al. 1998; FUKUDA e NAKANO, 2003). A secre o de IL-12 é

+ w

responsavel pela diferencia o dos linfécitos T CD4™ “naive” em células Thl que liberam
IFN-g e TNF-a ativando os macrofagos e neutrofilos na elimina o de microorganismos
intracelulares. O perfil de resposta imunolégica observada em nossos resultados foi
concomitante com a queda da carga viral nestes pacientes, sugerindo mais uma vez a
participa o destarespostanaresolu odainfec o.

No entanto, é conhecido que em torno de 80% dos pacientes assintométicos ou que

desconhecem ainfec 0 pelo HCV evoluem paraainfec o cr nicae destes em torno de 50%
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desenvolver quadros graves de cirrose hepéatica ou hepatocarcinomas (KOZIOL et al., 1986;
KUO et a. 1989). Desta forma se questiona 0 que poderia estar acontecendo nestes
individuos. Em nossos dados observamos que agpesar de verificarmos aumento na
concentra 0 delL-12, n o encontramos diferen as estatisticamente significativasemrela o
aprodu o de IFN-gnestes pacientes. Este fato nos sugere que a resposta imune inicia com o
perfil Thi, ativa o de LTCDS8', mas provavelmente n o se mantém sustentada na maioria
dos pacientes devido a auséncia ou baixos niveis de IFN-g, favorecendo a cronifica o da
infec 0 elevando ao desenvolvimento das les es observadas em pacientes cirréticos.

Estudos tém associado afalta do sono, em modelos de priva 0 de sono em animais e
humanos, a uma queda da resposta imune celular e da libera o de algumas citocinas pelas
células T (MOLDOFSKY et a. 1989; DINGES, et d., 1994; IRWIN et al. 1996). No entanto,
nenhuma associa o foi feita entre os niveis de citocinas estudadas, o questionario de
Pittsburgh, a escala de sonoléncia de Epworth e a escala de fadiga. Gershon et a. (2000)
avaliando 78 pacientes HCV cr nicos, n 0 encontrou qualquer rla o entre os niveisde IL-1,
IL-6 e TNF-a e o grau de fadiga nesses pacientes, concordando parciamente com 0S N0ssos
dados.

Quando foram comparados os subgrupos de “maus dormidores’ e “bons dormidores’,
observamos que o grupo 1 (“maus dormidores’) apresentou mais queixa de fadiga (p=0,048)
do que o grupo 2, mas n o foram encontrados diferen as estatisticamente significantes entre
as citocinas e o nimero de linfécitos T CD4" e CD8" Foram observados, apenas, niveis
elevados de IL-4 e IL-6 no grupo de maus dormidores. Hong et al. (2006) relacionaram niveis
elevados de IL-6 matutina com um marcado negativo de qualidade de sono em determinadas
popula es. Ent o é provavel que a IL-6 possa ser um marcador de fadiga, também, nesta
popula 0. Os seus vaores, gpesar de n 0 serem estatisticamente significantes podem ser

explicados pelo padr o circadiano de secre 0, com valores baixos diurnos e progressivos
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com o inicio do sono (REDWINE et al. 2000). Por esse motivo, o ideal seria que fossem feitas
vérias coletas ao longo do dia, para 0 melhor entendimento da atua 0 dessas citocinas no
sistema neuroenddcrino.

Observamos, ainda, uma correla o entre o grau de atividade inflamatéria hepatica
com os niveis de IL-10 e de TGP somente com a IL-12, contrariando a alguns trabahos
gpresentados, que n 0 haviam mostrado tal associa o (FAN et a. 1998; GERSHON et al.
2000). Sdlientamos que esse fato pode estar relacionado com as les es hepéticas
desenvolvidas pela intensa resposta imune celular Thl, especiamente LTCD8" em nivel
hepético. Estudos tém correlacionado a ativa 0 dessas células com aumento da progress o
das les es necroinflamatérias no leito hepético (NELSON et a.,1997; LOCASCIULLI et
a.,1995).

Os gendtipos aqui encontrados demonstram que o tipol, 2 e 3 s 0 0s mais prevalentes.
O tipo 1 foi o mais freqlente com 41%, seguido do 3 com 36% e do 2 com 23%. Tais dados
est 0 de acordo com Campiotto et d., (2005) que obteve resultados semel hantes, embora com
um nmero muito menor de amostras do nosso Estado.

O gendtipo 1 é conhecido por apresentar a pior evolu 0 clinica com maior tendéncia
a0 surgimento de hepatite cr nica entre 0s outros genotipos e menor resposta ao tratamento
com interferon (TONG et a., 1997; EASL, 1999). Foi visto que 0s pacientes com o genétipo
1 apresentaram niveis mais elevados de ALT e AST em rela 0 aos outros genétipos, um
perfil de secre o de citocinas com aumento de IL-10 e diminui o de IL-12, gpesar de n o
ter alcan ado relev ncia edtatistica, sugerindo que o aumento da IL-10 pode ser indutora de
um pior prognéstico e pior evolu o clinica com tendéncia a cronicidade, também de acordo
com os dados descritos por Prati et al. 1996.

Neste estudo, todos os pacientes foram submetidos a Angio-RM e RM decr nio. N o

foi observada nenhuma altera 0 sugestiva de vasculite ou encefalite em SNC, como ocorrido
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em aguns relatos de casos na literatura (HECKMANN et al. 1999; BOLAY et al. 1999;
FUJTA et a. 1999; TEMBL e a. 1999; BUCCOLIERO et a. 2006). Isso se deu,
possivelmente, porque tais manifesta ess o raras. Dados da literatura relatam que pacientes
com HCV sem cirrose gpresentam altera es na RM com espectroscopia, com aumento da
reda o colina/creatina e queda do aspartato na subst ncia branca e g nglios da base,
sugerindo uma altera 0 precoce nos metabdlicos cerebrais, ocasionadas provavelmente, pelo
préprio virus (FORTON et al. 2001; FORTON et d.,. 2002; HILSABECK et al.,. 2002;
MCANDREWS et al.,. 2005). Em dois dos nossos pacientes foram observadas altera es na
subst ncia branca compativeis com micro-angiopatia secundéria a idade. Estes dois pacientes
tinham exame neuroldgico normal e relataram extrema fadiga.

Apenas trés pacientes foram submetidos a andise de liquor e todos apresentavam
discreta proteinorraquia com celularidade normal. Em apenas um, o PCR foi positivo para o
HCV. O paciente em quest 0 possuia 0 genétipo 2, tinha RM e exame neurolégico normais.
No entanto, queixava-se de extrema fadiga pontuando 4,2 (média do grupo foi 3,16) e de
Pittsburgh de 14 (média do grupo foi 6,21) e depress 0. Estes dados nos sugerem que o virus
pode ter algumaa o0 ao nivel do SNC, mas a sua forma de penetra o pela barreira hemato-
encefélica permanece desconhecida. Laskus et al., (2002), ao analisar o PCR para HCV no
liquor, plasma e leucdcitos do sangue periférico de pacientes com HCV positivos, encontrou a
inffec o pelo mesmo gendtipo e também por gendtipos diferentes, nesses trés
compartimentos, concluindo que um dos possiveis mecanismos de neuroinvas o ocorra pelo
tréfego de leucocitos infectados, como ocorre em algumas outras infec  es virais, termo
definido por estes pesquisadores como cavalo - de- tréia (LASKUS et al. 2005).

De modo gera os dados por nés avaliados neste trabalho, nos permitem concluir que
as altera es imunolégicas encontradas nos pacientes com hepatite C desempenham papel

fundamental na resolu o da infec o ou cronifica o e evolu o clinica da doen a. As
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citocinas podem atuar no eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HPA) levando ao estresse destas
gl ndulas e produ o ateradas de aguns horm nios como o cortisol e o ACTH, ou por uma
a 0, como alL-6, em algumas vias reguladoras do sono, 0 que poderia causar a depress o, a
fadiga e queda na quaidade do sono, observados em nossos pacientes deste estudo. Uma
outra possibilidade, ainda, seriada atua o do préprio virus da Hepatite C no sistema nervoso
central no surgimento destes sintomas (Figura 6). No entanto, outros estudos, como avalia o
hormonal a0 longo do dia, dosagens sequienciais de citocinas e polissonografia seriam
necessé&rios para 0 melhor entendimento e associa 0 entre reposta imune e as altera es

neuroenddcrinas encontradas nos pacientes HCV positivos.

4

1L-2 1L-6, 1L.-8
NEB (7 .15, 1L-18,
adenosina
Hipotalamo
IL i

Estimulo para secregéo

Distiirbios do sono, e
e citocinas

fadiga, depresséo ACTH

eInfecgéo viral————
*Privagéo do sono
A
Cortlsol
Adrenal

Fig 6- Modelo neuro-imune no surgimento das manifesta  es neuropsiquiétricas nainfec o
pelo HCV.
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6. CONCLUSOES

As manifesta es extra-hepaticas como a fadiga, distlrbios do sono e a depress o
est o presentes em pacientes HCV.

Os disturbios do sono, entre elesains nia e sonoléncia excessiva, est 0 presentes com
fregiiénciae n 0 devem ser subjugados pelo importante impacto sobre a qualidade de
sono em pacientes HCV positivos.

Os pacientes HCV posdtivos, com queixas de sono, apresentam mais fadiga e niveis
aumentados de IL-4 e IL-6, podendo corresponder como um marcador de sono ruim
NOS MEesSMOS.

Os pacientes HCV positivos apresentam uma ativa o de LTCD8" e marca o da
molécula CD69", sugerindo ativa o de leucocitos periféricos mais do que nos
individuos saudaveis.

Observou-se que os pacientes HCV positivos apresentam niveis aumentados
significativamente de IL-6, IL-12 e IL-8 mais do que individuos saudaveis.

O gendtipo 1 foi o mais frequente, seguido do gendtipo 3 e do gendtipo 2 em nossa
popula o de estudo.

Pacientes com gen6tipo 1 tiveram niveis mais elevados de citocina de IL-10, aém de
maiores nivels de transaminases, que 0s outros genotipos, embora n o atingisse
valores estatisticamente significantes.

Através da técnica de PCR o virus da Hepatite C pode ser encontrado no LCR de
pacientes infectados. No entanto, € necessario estudos sobre a forma como o HCV

atingeo SNCeasuaa o0 sobreapopula o0 neuronal.
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Uma das possiveis explica es para tais manifesta es neuro-psquidtricas seria uma
a o conjunta do virus sobre o SNC e a respostaimune, com a secre 0 de algumas

citocinas como IL-4 e IL-6 sendo uma das possiveis causas das queixas de sono nos

pacientes.
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APENDICE A — Escala de Qualidade do Sono de Pittsburgh

Nome:
Data.__/ / . ldade; .

Instru es

As seguintes quest es relacionam-se aos seus habitos usuais de sono durante o més passado
somente. Suas respostas devem ser as mais verdadeiras possivels e representar a maioria dos
dias e noites do més passado. Por favor, respondatodas as quest es abaixo:

1. Durante o més passado, qual foi o horério que vocé foi paraa cama a noite?
Horario usual de deitar:

2. Durante 0 més passado, quanto tempo (em minutos) vocé demorou para come ar dormir a
noite?
NUmero de minutos:

3. Durante 0 més passado, qual foi o horario habitual que vocé levantou pela manh 2.
Horario usua de levanta:

4. Durante 0 més passado, quantas horas vocé dormiu anoite? (Isto pode ser diferente do
namero de horas que vocé ficou na cama.).
Horé&rio de sono por noite:

Para cadaumadas quest esrestantes, marque a melhor resposta. Por favor, respondatodas as
quest es.

5. Durante 0 més passado, com frequiéncia vocé teve problemas de sono porque Vocé........

(8 N o conseguiu dormir em 30 minutos.
() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 ou maisvezes por semana.

(b) Levantou no meio da noite ou no inicio damanh
() Nenhumavez no més passado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 ou maisvezes por semana.

(c) Levantou para usar o banheiro
() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 0ou maisvezes por semana.

(d) N o poderespirar confortavelmente.
() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 ou maisvezes por semana.

(e) Tossiu ou roncou alto
() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 ou maisvezes por semana.
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(f) Sentiu muito frio.
() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1 a2 vezes por semana () 3 ou maisvezes por semana.

(9) Sentiu muito calor.
() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 0ou maisvezes por semana.

(h) Teve sonhosruins.
() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 0ou maisvezes por semana.

(i) Teve dor
() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 0ou maisvezes por semana.

()) Outraraz o, por favor, descreva:

Com que fregtiéncia no més passado voceé teve problema de sono por causa disto?

() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 0ou maisvezes por semana.

6. Durante 0 més passado, como voceé poderia pontuar aqualidade do seu sono.
() Muito bom.
()Razoavelmente bom.
() Razoavelmente ruim.
() Muito ruim.

7. Durante 0 més passado, com que frequéncia vocé tomou medica es para dormir?
(medica es controladas).

() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana

() 1a2vezes por semana () 3 0u maisvezes por semana.

8. Durante o més passado, com que frequiéncia vocé teve dificuldade de permanecer acordado
enquanto dirigia, se alimentava ou durante um compromisso socid ?.

() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana

() 1a2vezes por semana () 3 0ou maisvezes por semana.

9. Durante 0 més passado, que problemas vocé teve para que Conseguisse prosseguir
mantendo entusiasmo para realizar algo?

() Nenhum problema

() Problemasleves

() Problema moderado

() Um grande problema.

10. Vocé tem um parceiro de quarto ou de cama?
() Nenhum parceiro de quarto.
() Parceiro em outro quarto.
()Parceiro no mesmo quarto, masn 0 na mesmacama.
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() Parceiro namesma cama.

Se vocé tem um parceiro de cama ou quarto, pergunte a ele/ela com que freqiiéncia no més
passado voceé teve....

a. Ronco alto
() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana

() 1a2vezes por semana () 3 ou maisvezes por semana.

b. Pausas longas entre asrespira  es enquanto dormia
() Nenhumavez no més passado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 ou maisvezes por semana.

c. Formigamentos na perna ou abalos enquanto dormia
() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1 a2 vezes por semana () 3 ou maisvezes por semana.

d. Episddio de confus o e desorienta o durante o sono
() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 0ou maisvezes por semana.

f. Outros inc modos durante o sono, por favor, descreva:

() Nenhumavez no méspassado () Menosde 1 vez por semana
() 1a2vezes por semana () 3 0ou maisvezes por semana.
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APENDICE B - Questionario Clinico

Anamnese e Questionario de Avalia o Clinica
do Estudo da Hepatite C e Avalia 0 da Respostalmune

1 Identifica o.
Nome:
Daa /[ [ Idade:__ Sexo: ()M ()F Nascimento:
/1
Natural: Procedéncia:
Estado civil: () casado(a) () solteiro(a) () separado(a) () vitvo(a)
Escolaridade (anos/escola):
Profiss o:
Endere o:

Telefone: Registro:

Histériada Doen a Atual:

Exame Fisico: Peso: Altura:

Clinico:

() Ictericia.___ /4+ ()Hipocorado:__/4+ () Halito Hepatico
()Eritema palmar () Telangiectasias () Ascite
()Circula o colateral () Figado pa pavel () Ba o papavel
Neuroldgico:

Nivel de consciéncia

Linguagem:

Motor:

T nus.



Reflexos Tendinosos

Reflexos Superficiais:
Sensibilidade superficial:
Sensibilidade profunda:
Nervos cranianos:

Sinais Meningo-radiculares:
Coordena  o:

Marcha:

Hipotese Clinica:
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Marque um X apenas nas perguntas abaixo.

2. Vocétem algumasdasdoen as ou sintomas abaixo abaixo:
() Diabetes () Hipertens o( ) AIDSou HIV + () Insuficiénciarenal

() AVC (Derrame). Sesim, qud o tipo: () Isquémico () Hemorragico
() Hepatite ? qual o tipo 2

3. () Recebe(eu) alguma vez tratamento psiquiétrico?. Se sim, informe qual e durante quanto
tempo:

4. () Recebe(eu) alguma vez tratamento para alguma doen a neuroldgica?. Se sim, informe
qual e durante quanto tempo:

5.() C ncer. Sesm, qual otipo?equal o tratamento usado?.

6.() Outras doen asn o citadas:

7.V océ sente algum destas queixas abaixo?. Marque um X.

2}
3
Z
o

Queixas

Febre

Fadiga

Dores nas juntas

Dores no corpo

Dor de Cabe a

Perda de memoéria
Dificuldade paradormir
Sonoléncia durante o dia
Fraqueza nos bra os ou pernas
Desaten o

Dorméncia nos bra osou pernas

e N T R R N e N N R N
N N N N N N N N N N N
e N T N R N e N N R N
N N N N N N N N N N N

8. Vocé esta recebendo algum destas medica  es listadas abaixo?

() Corticoide () Quimioterapicos () Interferon () Ribavarina
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() Medicamentos para dormir. Sesm, qual (is)?:

() Antidepressivos. Se sim, qual(is)?.:

9.Vocé ingere acool 2.

()N o

() Sim. Sesim, qual o tipo de bebida? e quantos copos/ dia?:
() Ex-usué&rio. Parou ha quanto tempo?:

10.Vocé Fuma?

()N o

() Sim. Se sim, ha quantos anos fuma? e quantos cigarrog/dia ?
() Ex-tabagistaparadoh&d____ anos

11.Vocé usaou jausou algumavez dgum tipo de drogailicita?.
()N o
() Sim. Sesim, qua? e quando?.

12.. Vocé jarecebeu algumatransfus o e sangue dgumavez?.
()N o
() Sim. Sesim, quando?.

13. Vocé jafez agumacirurgia 2.
()N o
() Sim. Sesm, o que e quando?.

14. Voceé se acha deprimido?
()N o
() Sim. Sesim, deuma notade 0 a10, sendo 10 muito deprimido e 0 sem depress o0: ___nota.

15. Vocé se acha ansioso (nervoso)?.
()N o
() Sim. Sesim, deuma notade 0 a10, sendo 10 muito ansioso e 0 sem ansiedade: __nota.

15. Como esti a qualidade da sua vida? Dé uma nota, sendo 10 vida excelente e 0 vida
péssma ___ nota

=
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APENDICE C - Escala de Fadiga de Krupp

Pacientes s o instruidos para escolher um nimero de 1 a7 que indique o seu grau de
concord ncia com cada afirmativa, onde 1 indica: descorda totalmente e 7 indica: concorda
totalmente.

a Minhamotiva o ébaixaquando estou fatigado:

b) Exercicios me causam fadiga:

c) Eufico fatigado facilmente:

d) Fadigainterfere com o meu funcionamento fisico:

€) Fadigame causa problemas frequientemente:

f) Minhafadigan o medeixater um funcionamento fisico mantido:

g) Fadigainterferenarediza o decertasobriga esou deveres e responsabilidades:

h) Fadigaest entre meus 3 sintomas mais incapacitantes ou importante:

i) Fadiga interfere com meu trabalho, minha vida social e familiar:
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APENDICE D — Escalade Sonolénciade Epworth

Situa es Pontos

1.Sentar e Ler

2. Assigir TV

3. Sentado em um lugar publico (teatro, encontro)
4. Como passageiro em um carro em movimento
5.Descansando gpds o almo o, quando possivel.
6.Sentado e conversando com alguém

7.Sentado ap6s o amo o sem ingerir dcool.

8. Em um carro, parado por alguns minutos no
congestionamento.

0 = Nenhuma chance de cochilar.
1 = Leve chance de cochilar.

2= Moderada chance de cochilar.
3= Alta chance de cochilar.
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APENDICE E - Exames realizados

Exames Data

Hg

Hto Diferencial

Leucograma

Plaguetas

ALT/TGO

AST/TGP

LCR

Cédulas

Proteinas

Glicose

Cloreto

HCV

ELIZA
Western-blot

Gendtipo

Citometria de Fluxo

Data AC % céls MIF Mediana




Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

ELIZA -Citocinas

Data Citocina Conc Média M ediana DP

USG abdominal:

RM de

cranio:
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APENDICE F - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
T TULO DO ESTUDO: Avalia o0 da resposta imune humoral e celular em pacientes com

hepatite C com altera esdo sono.

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo iré contribuir com informa es sobre a resposta
imune subtipos de HCV envolvidos em pacientes com hepatite do Estado do Amazonas,
promovendo a caracteriza 0, genotipagem e sequenciamento do mesmo.
PROCEDIMENTOS: Para este estudo sera coletada amostra de 20 mL de sangue. Sera feitos
testes para verificar a presen a do virus, a confirma o do diagnéstico da infec 0. Alguns
destes testes ser o redizados na Funda o de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas —
HEMOAM em Manaus e outros na Funda o Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM) e
clinicas conveniadas. Sera realizada uma ultrassonografia abdominal que é um exame indolor
a0s pacientes onde se utiliza um aparelho sobre o abd men que serve para a verifica o de
sinais de doen a hepética e serd reaizado no Hospital Tropical. O Testedo HIV n o ser4
utilizado para estudo e somente como rotina do hospital. Em alguns pacientes havera a
necessidade daredliza o daResson nciade Cr nio que é um exame indolor, utilizado parao
estudo das les es no sistema nervoso. O exame tem o inconveniente de ser prolongado e duro
em média. Em alguns casos havera a necessidade da utiliza o de uma subst ncia (contrasate)
na veia, para mehor visualizar agumas les es ao exame. Ele sera realizado em um clinica
conveniada a0 SUS. A coleta do liquor sera redlizada por pun o com uma agulha
gpropriada na regi 0 das costas com anestesia local e a coleta da sdiva por um esfrega o
oral.

RISCOS E DESCONFORTOS: Para as amostras sanguineas e liquor havera o desconforto da
picadadaagulha. Em 10% dos pacientes apds a coleta do liquor poderd haver dor de cabe a
passageira, dor loca e dorméncia transitdria nas pernas. A ocorréncia de les o neuroldgica
comapun o lombar érarissima. A coletade saliva, a Polissonografia, a Ultrassonografiae a
Resson nciade Cr nio, n o acarretar o nenhum risco a vocé.

BENEF CIOS: A participa o0 neste estudo n o traz nenhum beneficio direto e imediato para
o individuo, mas gjudard no conhecimento e na preven o do HCV.

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: Os individuos participantes deste estudo ter o,
sempre gue necessario, esclarecimentos de duvidas, acompanhamento clinico e laboratorial no

gue diz respeito a0 HCV, podendo entrar em contato com a Dra Adriana Maheiro e Dr
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Carlos Mauricio Almeida (Tel: 92-655-0111/ 92-656-0113/ t092.91522001). Sempre que
necessario serd prestada orienta 0 médica adequada ou encaminhamentos necessarios, feitos
pela equipe médicado FMT-AM.

VOLUNTARIEDADE: A participa 0 neste estudo é voluntaria. Os participantes deste
estudo podem retirar sua participa 0 a qualquer momento, sem que isso atrapahe o seu
atendimento no FMT-AM.

CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os dados pessoais referentes a
participa 0 dos individuos neste estudo permanecer o confidenciais, n o sendo divulgados
de forma adeclarar identidade dos participantes.

FORMAS DE RESSARCIMENTO E INDENIZA O: Para eventuais ressarcimentos e
danos da pesquisa a equipe envolvida na pesquisa da Funda o de Medicina Tropical e
Hemoam se propoem a atender os participantes.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material bioldgico coletado (sangue
periférico, liquor e saliva) sera utilizado somente para o que se prop e neste estudo e sera

armazenado para estudos posteriores.

D Autorizo que minhas amostras possam ser armazenadas para posteriores estudos

D N 0 autorizo que minhas amostras possam ser armazenadas para posteriores estudos

CONSENTIMENTO POS- INFORMA O

Apéster recebido informa  es claras, eu concordo em participar do estudo em quest o.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, _ / / (Impress o dactiloscopica)



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

APENDICE G - Fluxograma do estudo

Ambulatério

Pacientes com HCV+
ELISA+ e Blot+

Consentimento -
TCLE
Critérios de Incluséo

e Exclusédo

l

Avaliacdo Clinica
Avaliagdo Neuroldgica
Avaliacdo do Sono

|

Coleta de amostras para
0 estudo, genotipagem

HCV+ com alteracgdes do sono

l

Avaliagéo da resposta imune
Genotipagem, citocinas

HCV+ sem alteracdes do sono

l

Avaliacéo da resposta imune
Genotipagem, cotocinas
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APENDICE H- Formulario de guarda de material biolégico humano para pesquisa

FUNDA O DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS - HEMOAM

FORMULARIO DE GUARDA DE MATERIAL BIOLOGIC O HUMANO PARA
PESQUISA

T TULO DA PESQUISA: Avalia o darespostaimune humoral e celular em pacientes com
hepatite C com altera esdo sono.

PESQUISADOR RESPON%AVEL: Carlos Mauricio Oliveirade Almeida
INSTITUI O RESPONSAVEL: Funda o de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas -
HEMOAM

PER ODO DEEXECU O DO PROJETO: abril/2006 a agosto/2006

OBJETIVOS DA PESQUISA: 1.Avdia o0 darespostaimune celular e humora em pacientes
com hepatite C associado a dtera es comportamentais do sono; 2. Avaliar o perfil da
resposta imune humoral e celular em pacientes com HCV; 3. Avaliar o perfil de produ o de
citocinas TH1/TH2 no sono dos pacientes com infec o pelo HCV; 4. Avaliar a presen ade
dtera es neuroldgicas entre os pacientes com HCV do estudo; 5. Associar a respostaimune
com as altera  es no sono em pacientes HCV; 6 Avaliar os genétipos virais e carga vira nos
pacientes com HCV; 7. Relacionar resposta imune, gendtipo viral a dtera es do sono nos
pacientes com HCV.

JUSTIFICATIVA DO ARMAZENAMENTO: As amostras ser 0 armazenadas na Funda o
HEMOAM, porque a orientadora do projeto, apesar de ter vinculo conjunto com aFunda o
de Medicina Tropica do Amazonas, permanece alocada no HEMOAM, portanto tera maior
controle sobre as amostras. A FHEMOAM apresenta uma portaria que regulamenta o
armazenamento das amostras para estudos posteriores.

TIPOS DE TESTES A SEREM REALIZADOS COM AS AMOSTRAS: Testes moleculares
de caracteriza 0 dos agentes infecciosos envolvidos hainfec o.

N MERO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS A SEREM ARMAZENADAS: Em média 2
aiquotas de cada umadas 120 amostras envolvidas no atual estudo.

FORMA DE ARMAZENAGEM: As amostras ser o aliquotadas em tubos de criopreserva 0
tipo Prep Tube BD e armazenadas em freezer -700C.

SISTEMA DE IDENTIFICA O A SER UTILIZADO: Codifica o utilizada pelo
hemocentro para identifica o dos doadores de sangue. Trata-se de um sistema que n o
identifica o individuo, mas permite recupera o dos dados de identifica o dos mesmos
através de consulta ao Sstema, caso seja hecessario.

LOCAL PRECISO DA ARMAZENAGEM: Freezer -700C locdizado no laboratério de
sorologiada Funda o de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas — HEM OAM
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TERMO DE COMPROMISSO: Comprometo-me em usar metodologia de identifica o que
assegure 0 Sigilo e garanta o0 respeito a confidencialidade dos individuos envolvidos na
pesquisa, mas que garanta a recupera o de informa es dos individuos visando possivel
necessidade de fornecimento de informa es de seu interesse ou para obten o de
consentimento especifico para uso em novo projeto de pesgquisa. E ainda cumprir com 0s
preceitosdas Resolu es CNS 196/96 e CNS 347/2005

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL :

MANAUS, / /




