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RESUMO

Lisboa Neto G.Influéncia da infeccdo pregressa pelo virus da higpaB em
portadores de hepatite C cronica: analise histobdgiDissertacdo]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o PaQ@f,2172p.

INTRODUGAO : Os virus das hepatites B (VHB) e C (VHC) sdo dsdpais
causadores de hepatopatia crénica em todo munddo&ncompartiiham vias
semelhantes de transmissdo. Em pacientes portadodescos de VHC com
sorologia compativel com infeccdo pregressa peld \(&hti-HBcAg[+] e HBsAg
[-]), o VHB DNA residual tem sido detectado porniéas de biologia molecular
altamente sensiveis no soro, em células linfomorieates de sangue periférico e em
hepatdcitos (como cccDNA), de forma que o anti-HBdAm sido associado a pior
prognoéstico, tanto histolégico quanto terapéuti@®@BJETIVOS: Analisar a
associacao entre infeccao pregressa pelo VHB ndadaoes cronicos do VHC e o
dano histologico hepéatico, além das caracteristieisiemioldgicas, clinicas e
laboratoriais destes pacientes em regido de banemal@ncia para o VHB.
METODOS: A prevaléncia do anti-HBcAg foi avaliada em 5&kigntes portadores
cronicos de VHC atendidos durante o ano de 2008mmulatorio de Hepatites Virais
do DMIP-HC FMUSP. Deste grupo, foram selecionadds gacientes (98 de 112
com anti-HBcAg[+] e 117 de 462 monoinfectados p&I6IC) para analise
comparativa. Ainda, 145 individuos foram submetidas analise estatistica
multivariada, por metodologia de Regressdo Logisseguencial, para identificacao
de possiveis preditores de fibrose avanc&BESULTADOS: Foram avaliados 98
pacientes com marcadores soroldgicos de infecgggrgssa pelo VHB. Quarenta e
seis individuos (47%) possuiam o anti-HBcAg de foisolada. O principal fator de
risco relacionado a infeccao viral foi hemotrandtué31,6%). Contudo, a freqtiéncia
de UDI foi maior no grupo com infeccéo pregressia pHB, em relacdo aos 117
individuos monoinfectados pelo VHC (p<0,05). Naovediferenca estatisticamente
significativa quanto ao estadiamento (p=0,40) ograduacdo necroinflamatéria
histologica (APP, p=0,70) entre esses dois grupoempo de infeccdo e a taxa de
progressdo de fibrose também foram semelhantes ,9%=0e p=0,61,
respectivamente). A presenca do anti-HBcAg naadasiderada preditora de fibrose
hepatica avancada (p=0,11), porém identificamosoceariaveis independentes o
tabagismo acentuado (OR 4,40; 1C95%: 1,30-14,81neamto da ALT (OR 1,01;
IC95%: 1,00-1,03), de-gt (OR 1,01; 1IC95%: 1,00-1,01) e leucopenia (OR57,
IC95%: 2,13-28,23)CONCLUSAO: A prevaléncia de infec¢éo pregressa pelo VHB
em portadores de infeccdo cronica pelo VHC foi @ 2sendo este valor compativel
com outros estudos realizados em regides de enidaaécsemelhante. A freqiiéncia
do marcador anti-HBcAg isolado foi alta neste grupefletindo uma possivel
supresséao da imunidade humoral contra o VHB framtesposta dirigida ao VHC. A
infeccdo pregressa pelo VHB ndo parece acentuaacelerar o dano histologico
hepatico no nosso meio.

Descritores: 1.Hepatite C crénica/epidemiologiblepatite C crénica/fisiopatologia
3.Virus da hepatite B 4.Anticorpos anti-hepatit&Biepatite B oculta 6.Estudos
transversais



SUMMARY

Lisboa Neto Ginfluence of previous HBV infection in patientshaghronic hepatitis
C: histological assessmerjDissertation]. Sado Paulo: University of Sao Paulo
Medical School; 2009, 172p.

INTRODUCTION : Hepatitis B (HBV) and C (HCV) virus are the maiausers of
chronic hepatic disease worldwide. Both virusegeskanilar transmission routes. In
chronic HCV infected patients with serological mexsk of resolved HBV infection
(anti-HBcAg [+] and HBsAg [-]), residual HBV-DNA Rsabeen detected through
highly sensible techniques in serum, PBMC and loepy#ts (as cccDNA). In fact,
anti-HBcAg has been associated with worse prognosesere histological liver
damage and less sustained virological responseCd tleatment.OBJECTIVE :
Assess the relationship between previous HBV imdactanti-HBcAg [+]; HBSAgQ
[-]) in patients with chronic hepatitis C (HCV) ahgstological damage, considering
epidemiological, clinical and laboratorial charaistécs of this group in a region of
low prevalence for HBVMETHODS: Anti-HBcAg prevalence was evaluated in
574 patients seen during a period of one yeartartaary center (University of Sao
Paulo General Hospital, Sao Paulo, Brazil). Of tmeup, 215 subjects addressed
selection criteria and have been selected for atialu (98 of 112 carriers of anti-
HBcAg and 117 of 462 infected only by HCV). 145 induals have undergone
analysis for identification of predictors of advadcfibrosis through univariate and
multivariate stepwise logistic regressidRESULTS: Nineteen-eight subjects with
serological markers of previous HBV infection wezealuated. Forty-six (47%)
patients had anti-HBCcAg in isolated form. The mask factor for infection was
blood transfusion (31,6%). However, the IDU frequyemvas greater in this group
(p<0.05). There was no difference regarding higficlal staging (fibrosis ranging
from O to 4, p=0.40) or grading (portal inflammatjop=0.70) compared with
subjects infected only by HCV with no markers of WHEnfection. The rate of
fibrosis progression (in units per year) and thedtion length was similar in these
two groups (p=0,61 and p=0,99, respectively). AtlBieAg was not considered a
predictor for advanced fibrosis (p=0.11). Howeweeg identified tobacco smoking
(OR 4.40; CI 95%: 1.30-14.87), increased ALT (OR11.Cl 95%: 1.00-1.03),
increasedy-gt (OR 1.01; CI 95%: 1.00-1.01) and leucopenia (QR5; CI 95%:
2.13-28.23) as independent variablE©NCLUSION: The prevalence of resolved
HBV infection in subjects with chronic hepatitis Was 20%. This result was
equivalent to other studies carried out in regiadssimilar endemicity. The
frequency of the isolated anti-HBcAg was highethis group, reflecting a possible
suppression of the humoral immunity against HBV sealiby an active immune
response directed to HCV. Former and resolved HBéction does not seem to
increase or accelerate histological damage in eagaphical area.

Descriptors: 1.Hepatitis C, chronic/epidemiology Hepatitis C,
chronic/physiopathology 3.Hepatitis B virus 4.ldgfis B antibodies 5.0ccult
hepatitis B 6.Cross-sectional studies
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INTRODUCAO

As hepatites virais constituem grave problema dédeapublica, sendo
responsaveis pela grande maioria das hepatopatiescas em todo munéd’.
Estima-se que atualmente haja cerca de 160 mildéeportadores de infeccdo
cronica pelo virus C e cerca de 450 milhGes deopsssivendo com hepatite B
cronica (3% e 7% da populacdo mundial, respectinteheEstes nimeros tornam-se
extremamente relevantes, uma vez que o arsenpétdieo disponivel para ambas as
formas se mantém longe do id&al

A grande maioria dos individuos que se infectam oorfrus C (VHC) torna-
se portadora do mesmo de forma persistente, peomate sob o risco de
complicacdes hepaticas progressitfaseu impacto clinico é notério, uma vez que a
hepatite C crénica é responsavel pelo desenvoltorem27% dos casos de cirrose e
25% dos casos de carcinoma hepatocelular em todwonalém de ser a principal
etiologia de doenca hepética terminal levando &ssdade de transplante hepatico
(5—7).

Seu curso evolutivo é dindmico e altamente infii@arel por agentes
exogenos, enddgenos e pelas condi¢cdes imunoladpchespedeiro. O entendimento
destes fatores torna-se essencial para seu pdteocteole, visto que, na atualidade,
o tratamento considerado de maior eficacia comst#wcombinacéo do interferon alfa
peguilado associado a ribavirina. Este é capaz rdeqver resposta virolégica
sustentada em aproximadamente 50% dos paciengesadbs pelo gendtipo 1 — este
de maior frequéncia no Brasil e em paises indliga@os — e em cerca de 80% dos

individuos infectados pelos genétipos 2%3
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Dentre os fatores modificadores de sua histériairahto estudo da co-
infeccdo com o virus B (VHB) torna-se relevantepr@valéncia da infeccéo dupla é
bastante variaveP* Contudo, é consenso que se trata de um fendmeno
relativamente comum, uma vez que estes dois voogartiiham vias semelhantes
de transmissao.

Com a evolugcdo dos métodos diagnosticos, princiatendas analises de
biologia molecular, houve a necessidade da revdls8aonceitos de persisténcia viral
e mesmo das definicbes de hepatite B cronica, vidsolou pregressa e oculta.
Consequentemente, ha uma demanda por estudos @jiesraa real influéncia deste
virus, principalmente de formas menos evidentemféecao, no curso evolutivo da

hepatopatia produzida pelo VHC.
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1. O virus da hepatite C

1.1. Historico

Epidemias de doenca ictérica sempre foram descréggecialmente em
periodos com condi¢cdes adversas, como nas guddemsnesma forma, relatos
provenientes de clinicas de saude onde pacientead®eceram ap0s 0 uso de
medicacédo injetavel sugeriram a existéncia de dugens distintas para a doenca
hepatica. A partir da década de 1950, estudos zaglms em voluntarios
demonstraram que uma forma de hepatite era tradanpélo soro outra pelas fezes.
Em 1960, Krugman et al., em Nova lorque, estratificn as hepatites de acordo com
o periodo de incubacao, a atividade enzimaticae grau de infectividade em duas
formas distintas: MS1, conhecida como hepatitecoifssa — atualmente hepatite A e
MS2, denominada hepatite sérica, que posteriornfentdassificada como hepatite
B2,

Contudo, a identificacdo da origem etiolégica w©aoseguiu esclarecer um
ponto crucial: a maioria das formas transmitidala pga transfusional ndo estava
relacionada a estes agefit8s. As taxas de infeccdo pos transfusional de causa
indefinida chegavam a 75%. Desse modo, essas fointhiterminadas foram
classificadas como hepatite ndo-A ndo-B (NANBH)¢saa realizacdo de estudos
experimentais em chimpanzés, que permitiram conapr@ via sanguinea de
transmissao? .

As caracteristicas biolégicas e estruturais desse agente comecaram ser

elucidadas no final da década de 1980, quando uws WANBH foi finalmente
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sequenciado por Houghton e colaboradores em 19883 pmpresa Chiron
Corporation Emeryville, Califérnia e por Bradley e colaboradores, no Centro de

Controle e Prevengéo de Doengas norte americ@be)***®

. Estes pesquisadores
conseguiram clonar o virus e, a partir dai, dedeavamunoensaios capazes de
detectar anticorpos dirigidos contra seus prodyagéicos. Assim, foi possivel

demonstrar que 70% a 90% dos casos de hepatite NAdBorriam da acao deste

novo agente identificado, agora denominado viti$?C

1.2. Epidemiologia da infec¢éo pelo virus C

A prevaléncia global estimada da infeccédo pelo M@e 2,2% a 3%. Este
valor corresponde a cerca de 130 a 170 milhdesdieiduos em todo o mundo, com
aproximadamente 127 milhdes de portadores cron8&s descritos anualmente 3 a 4
milhdes de novos casos desta infe€g&d®

A dindmica da infeccéo pelo VHC é influenciada g@iberencas geograficas e
temporai€. A maior parte da Africa, América, Europa e Suelesiiatico é
caracterizada por prevaléncias menores que 2,5%a3ss banhados pelo Oceano
Pacifico exibem prevaléncias em torno de 2,5 a 4°99% 30 consideradas areas de
alta prevaléncia (acima de 5%) o Extremo Orientegik@rraneo, Africa Subsaariana
e Europa OrientdH?.

A América Latina contribui para as estatisticasbgi® com cerca de 10
milhées de infectados. Os dados provenientes desiEio sao extremamente

heterogéneos, devido as grandes diferencas endaste um pais para outro ou

dentro de uma mesma regidao. O VHC ndo parece $éctane nas Americas. Sua
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prevaléncia entre indigenas € baixa, estando @n&€l%, segundo levantamentos
realizados em comunidades distribuidas pela Peanitiazonicd”.

Em relacdo ao Brasil, a real dimensao epidemiotodecinfeccdo ainda néo é
totalmente conhecida. Entre 1994 e 2005, foranficadios 52.489 casos de hepatite
pelo VHC, sendo 50% destes diagnosticados na regidesté®.

A maioria das informacdes sobre prevaléncia foidabatravés da realizacao
de inquéritos soroepidemiolégicos em banco de sanBor isso, o0s resultados
descritos sofrem influéncia desta amostragem e nme&essariamente refletem a
situacao epidemiolégica da populacdo. Dados dasegordeste revelam prevaléncia
do anti-VHC em torno de 1,09 a 2,29. Na regido foe@este a prevaléncia total € de
1,22% a 2,61%, sendo no Distrito Federal de 0,8%4&6. Na regido Norte, um
estudo sugeriu prevaléncia de 0,%58%’ Na regido Sul, Rosini et &P
identificaram uma prevaléncia de 0,34% em 88.24des de sangue. Na cidade de
Séo Paulo, um estudo soroepidemiologico populateEmalvendo 1.059 individuos
demonstrou prevaléncia estimada de 1,42% (IC 959 ®,12) para marcadores de
hepatite &,

A globalizacdo e particularmente os fluxos migras estdo modificando
radicalmente o perfil epidemiolégico mundial. In@igtes provenientes de areas
endémicas tém influenciado a incidéncia e previdédos paises de destino. E
necessario ainda considerar aspectos econémianaiss@ulturais e ambientais, que
sabidamente sdo capazes de afetar diretament® @&daxas locais, como também o
diagndstico, tratamento e estratégias de prevEitio

Os estudos relacionados a prevaléncia por fai@aetdo limitados. Contudo,

a grande maioria consegue distinguir trés perfistrdasmissédo, que refletem as
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variacbes regionais associadas aos periodos de msio para a aquisicdo do
VHC®,

No primeiro padrdo, a prevaléncia é baixa demdé/iduos menores que 20
anos, aumenta consideravelmente na meia idade(2Mds) e declina em maiores
de 50 anos. E descrito na Australia e nos Estadio), onde dois tercos de todos o0s
casos notificados sdo constituidos por individues8@d a 49 anos, sugerindo que a
maioria dessas transmissfes ocorreu num passaagtivaeiente recente (10-30
anos$.

No segundo padrdo, a prevaléncia é baixa em asaacadultos jovens e
aumenta consideravelmente entre individuos maisiosel acima de 50 anos,
populacdo na qual se encontra a maioria dos c&sts. € o padrdo da Turquia,
Espanha, Italia, Japao e China, sendo compativeluro maior risco de infeccdo em
um passado remoto - ha 30 ou 50 &rds

No terceiro padrdo, a frequéncia de infectadost@ ein todos os grupos
etarios, aumentando progressivamente de acordoocceempo de vida. O Egito,
sendo o pais de maior prevaléncia para o VHC (1726%), exemplifica bem este
fendbmeno, que se associa a um maior risco de #dengm passado distante, em
conjunto com a persisténcia atual de alto risca paquisicéo virgl”.

Devido ao fato da doenca hepética se desenvolwetosnanos apos a
infeccdo, o contingente de individuos que desemvolgomplicacdes relacionadas ao
VHC reflete a magnitude de incidéncia da infeccéopassad®. Desta forma, os
portadores cronicos representam um reservatoriciesue para a manutencdo da

circulacdo do VHC, embora a incidéncia de contéagiopartir de sangue e
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hemoderivados tenha se reduzido substancialmente @omelhoria dos testes

imunodiagnésticos e a adocdo de medidas univetegisecaucab®.

1.3. Vias de transmissao

A infeccéo pelo VHC é mais frequente em populagf@Eemaior risco, embora
nao seja possivel a identificacdo de fatores povedentes em cerca de 40% dos
individuos infectadds™®.

No estado de S&o Paulo, o levantamento de 17.26&s aaotificados ao
Centro de Vigilancia Epidemiolégica, entre 199808&, revelou o seguinte perfil
quanto aos padrdes de transmissdo: 16% dos indsvidpresentavam historico de
transfusdo de sangue ou hemoderivados, 21% refataga de droga intravenosa,
10% por provavel via sexual, 4% por tratamentorgiod / dentario, 0,7% por
acidente perfuro cortante, 0,5% por contato intnaidibiar com individuo infectado e

0,37% por via vertic&®.

1.3.1. Uso de droga ilicita intravenosa

O uso de droga intravenosa associada ao compantitito do material de uso
s . . . . . ~ '_@’24’25)
parenteral € uma das vias mais eficientes paramsmissao do V  Nos
Estados Unidos, Canada e Austrélia, este foi cersild o meio de maior relevancia
nos ultimos 30 anos, sendo responsavel por 60%a @& casos de infeccdo. De
fato, apos cinco anos de uso, cerca de 50% a 98%ndividuos drogaditos tornam-

se infectados, tendo como fator agravante as esiistitas comportamentais proprias
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deste grupo, que facilitam ainda mais a exposicdeste e a outros agentes,
essencialmente de origem sanguinea e s&xual

O contagio através do uso de cocaina intranasdhaiecessita ser melhor
esclarecido. Embora seja possivel a transmissao maetosa escoriada atraves do
compartilhamento de canudos contaminados, apenas estudo conseguiu
correlacionar a infeccdo pelo VHC de maneira inddpate ao uso concomitante de

droga intraveno$®.

1.3.2. Transfuséo e transplante

A transfusdo de sangue ou hemoderivados e tramsptEn 6rgdos solidos
provenientes de individuos portadores de infecgdlo fHC sédo vias altamente
efetivas de transmiss& Os procedimentos realizados antes de 1992 foram
significativamente associados com a infeccdo p¢d€¥”. De fato, a incidéncia de
hepatite transfusional, que era de 5% a 13% amd®986, foi reduzida para 1,5% a
9% em 1990 e posteriormente para 0,6% a 3% apastreducdo dos testes

imunosorolégicos na rotina dos bancos de sdfgue

1.3.3. Procedimentos relacionados aos cuidados cemude

O uso apropriado de material descartavel e deepnmentos efetivos de
desinfeccdo e esterilizacdo minimizaram substaneiale a transmissdo de
patégenos de origem sanguinea, incluindo o YH&tualmente, esta modalidade de

transmissao tem sido pouco relatada, exceto enangasirenais crénicos submetidos
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a hemodialise, onde algumas casuisticas revelanpgjoemenos 20% dos mesmos
evoluem com infecgéo pelo VHE

Quanto aos individuos trabalhadores da area dee sajubstos a sangue ou
secrecdes, embora a ocorréncia de infeccdo seggimte, € possivel que o numero
de casos nao diagnosticados seja relevante, dadaaeteristica assintomatica da
infeccad™®. A maioria dos relatos associa-se a acidente qedortante, com taxas
de soroconvers&o que variam de 0 a 7% (média @6)¥,8A transmisséo através da
conjuntiva foi relatada, mas a infeccao atravésaidato de pele integra com sangue

ou secrecdo contaminados ainda nao foi deStrita

1.3.4. Transmisséao perinatal

Os estudos atualmente disponiveis sugerem baigacief da transmissao
vertical no que diz respeito & infeccdo pelo VWY¥CEsta via tem sido descrita quase
que exclusivamente em maes virémicas ho momentpado. O risco medio de
transmissao gira em torno de 6% (0 a 42%), sendorraen mulheres co-infectadas
pelo HIV (média de 17%), situacdo esta relacioneoiam a alta carga viral do
VHC™®). Em relagéo ao tipo de parto ou seguranca daalieitto materno, existem
poucos dados disponiveis na literatura, de forma @undicacdo da via de parto
segue as condicbes obstétricas habituais. O almitammaterno ndo é contra-

indicado, salvo a presenca de lesdes sangrantesaemios®”,
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1.3.5. Transmissao sexual

A importancia da atividade sexual na transmiss@p MHC € tema
controverso. Essa associacdo foi avaliada em estadm diferentes desenhos
epidemiolégicos envolvendo grupos heterogéneos,ocportadores de infeccdo
aguda ou cronica, heterossexuais, homossexuatadpogs de doencas sexualmente
transmissiveis e profissionais do sexo. Desta fowhaervou-se que a transmisséo
sexual era pouco freqliente e que se relacionavaasoseguintes caracteristicas:
idade precoce de inicio da atividade sexual, grawiaeero de parceiros, histérico de
doenca sexualmente transmissivel, praticas sedea@otegidas e de risco (trauma
de mucosa$)*®

Assim, existem formas de transmissao consideradas @ficientes do que a
via sexual. Esta acaba sendo responsavel pelg@tesn uma pequena proporcéo de

casos, principalmente em individuos expostos acies de ris¢s.

1.3.6. Outros fatores de risco

Existe uma variedade de formas de exposicdo paeaitgue, ao menos
teoricamente, permitem a transmissdao do VHC. A ileagdo de materiais
contaminados em servigos cosmeéticos, de higiene gsadde, bem como tatuagem,
acupuntura, piercing, laminas de barbear, escoeatadas, tesouras e alicates de
unha guardam potencial de transmissdo de patégeéedeados do sangté®.

Todavia, a auséncia de grandes estudos ndo pegemtzalizar os relatos isolados
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encontrados na literatura vigente, embora a conex

gisal entre a exposicdo e
infeccdo seja biologicamente plausfel

O contato intradomiciliar intimo e ndo sexual tadosesponsabilizado por
uma grande parcela de transmissfes onde nédo feivpbsdentificar um fator de
risco em especi@P. Na maioria dos casos, a transmisséo envolvepgeasutaneas
menos evidentes. De fato, na Europa Ocidental eridendo Norte, a prevaléncia de
infeccdo pelo VHC entre em contatos intradomiaando sexuais foi de 0,7%,
enquanto que estudos realizados no sul da Eurdgsaedemonstraram uma taxa de
4%, espelhando a possivel influéncia da endemieidadal nesta modalidade de

infeccad”.

1.4. Virologia

O VHC faz parte da familiglaviviridae, sendo o unico membro do género
Hepaciviru$2®. Esta familia inclui ainda dois outros génerosaviirus, & qual
pertencem os virus da Febre Amarela e do DengustiviPres e o0 virus ainda néo
classificado GBV-8%. E um virus envelopado, tendo seu genoma comkiitpér
uma unica fita de RNA com polaridade positiva, eodb aproximadamente 9.600
nucleotided$®>?*2*% Tem o homem como seu tnico hospedeiro n&tural

Seu genoma consiste em regides nao codificadom8™ que delimitam uma
Gnica fase de leitura ou OREY. A extremidade 5 (5-UTR) possui 341
nucleotideos e €& extremamente conservada, intd@goom multiplos fatores
intracelulares. Tem funcdo na mediacdo do iniciotrdducdo da fase de leitura

viral®®. A extremidade 3" (3"-UTR) é subdivida em trésdes, sendo uma variavel
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e outra altamente conservada — cauda 3'X — tengortante papel na replicacao
viral e na interagdo com proteinas celulares @stfita”)

A fase de leitura codifica uma poliproteina d&l8.a 3.033 aminoacidos, que
€ submetida a um processo de clivagem formando mereinas menores,
classificadas de acordo com a sua funcéo estrtoad e proteinas do envelope) ou
nao estrutural (proteinas NS2 a NS5). Estas Ultiexascem atividades enzimaticas

fundamentais para a replicacéo Vifal

~9 kb ORF
— I — .y
Structural Nonstructural Proteins —U/uC J(%Q
5 NTR 3'NTR
C|E1| E2 |P| NS2 | NS3 |4 NS4b|NS5a| NS5b
Core Envelope Proteinase/ Proposed Polymerase
Proteins Helicase Immuno-

Modulatory
Region

Figura 1 — Mapa genémico do VHC
FONTE: Branch, 200¢

A primeira proteina estrutural é a do core, questitui o nucleocapsideo
viral. Ela é altamente conservada e se localizaspaco citoplasmatico (membrana
externa) do reticulo endoplasmatico, embora alguorasas truncadas tenham sido
descritas no nGcléd. Apresenta um dominio hidrofilico na porcédo N-tiexhe um
dominio hidrofébico na por¢do C-terminal, que ssoem com lipideos da membrana

para a sua estabiliza¢®d Esta proteina é multifuncional. Atua, por exempias
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vias de sinalizacéo intracelular, sendo capaz déififtar o metabolismo lipidico e
ativar genes promotores de crescimento e indutzepoptosé )

As glicoproteinas E1 (gp35) e E2 (gp70) séo cunstes do envelope,
estando expostas em sua supeffiteél E2 tem importante papel no tropismo celular,
atuando na mediacdo entre a unido do virus comluda déospedeira, embora o
receptor especifico para o VHC ainda ndo tenha &idatificadd®?®. Entre os
possiveis candidatos destacam-se a molécula Ch8Jprgmove a unido virus-célula
hospedeira e ndo a entrada do agente; o recepiddld€éLDL R), uma vez que as
particulas virais, em uma grande parcela, circulassociadas a lipideos e
lipoproteinas; proteoglicanos de heparan sulfatmkculas intracelulares de adeséo
hepato especificas (L-SIGRY. A expressédo da E1 e E2 na superficie extracedular
limitada, sendo um dos possiveis mecanismos dep@sdaal ao ataque celular
imunomediad8®. A E1 interage com a E2, com a NS2 e com 0 care pgr sua vez
liga-se ao RNA viral, promovendo a conjuncdo do etspe com o
nucleocapsidé®’. Ainda, a E2 parece modular a resposta a acaoteidarone®®,
Uma pequena proteina de funcédo desconhecida, deadanp7, esta localizada na
extremidade 5*°.

As proteinas ndo estruturais NS2 e NS3 sdo asgsed responsaveis pela
clivagem da poliproteina. A NS3 apresenta atividale helicase e NTPase,
exercendo papel na replicacdo do RNA. Parece indwansformacéo celular e
oncogénese em culturas celulfésA NS4A é um cofator da NS3, formando
heterodimeros que fazem com que a clivagem mole@ida trans seja mais
eficienté®®. A NS4B provavelmente facilita a ancoragem de tazmplexo

replicativo a membrana do reticulo endoplasmaticonando uma verdadeira teia
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perinucleaf®. A NS5A parece interferir com a resposta terapausio interferon,
atravées da acdo da regido ISDRitdrferon Sensitivity Determining Reg)on
localizada proxima a extremidade carboxila destdepma, além de ser sitio para
muitas mutacdes adaptativas que facilitam a regdiwaviral {ithesg. Apresenta
potencial oncogénico e inibidor de apoptteA NS5B tem acédo de replicase (RNA
polimerase dependente de RNR)

O VHC é extremamente heterogéneo quanto ao geroigasua polimerase

ndo é capaz de reproduzir seu RNA de forma idéatfoate precursof®.

1.4.1 Heterogenicidade genética e quasiespécies

A polimerase (NS5B) ndo possui mecanismo de cé@oreg que associado a
sua alta taxa de replicacdo ti(articulas virais ao dia) resulta em uma grande
frequéncia de mutacdes (1@rros por nucleotideo por sitio gendmico por @mnio)
Esta diversidade genética, por sua vez, é respeinsav parte pela persisténcia da
infeccad™®?® O virus tem sido rotulado em trés niveis hieri@agi quanto a sua
heterogenicidade: genétipos, subgenétipos ou ubmuasiespéctés.

O VHC é classificado em pelo menos seis diferegéestipos, identificados
por numeros e em 52 subtipos, caracterizados eras lehindsculas, sendo os
principais: 1 (a, b, ¢), 2 (a, b, ¢), 3 (a, b), 3a, 683> Esses gendtipos diferem entre
si por pelo menos 30% de sua seqiéncia gendmigaaeto que diferentes subtipos
dentro de um genotipo podem variar em mais de ZB¥n6tro de um subtipo, ndo ha

mais que 10% de sequéncias varidrites
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Um individuo infectado pelo VHC costuma apresentsgquéncias
nucleotidicas distintas do mesmo virus, emboraetamionadas geneticamente,
constituindo umpool de variantes que acumulam vantagens quanto aidagac
adaptativa, tropismo, viruléncia e escape a repwstme. Estas variantes foram
denominadas quasiespécies e se desenvolvem emrtorpetiodo de tempo, sendo
sua frequéncia diretamente proporcional ao grayrdssdo imunologica exercida
pelo hospedeift’ 2,

A principal regido de mutacdes € constituida poraBdinoacidos e esta
localizada na porcdo N-terminal da proteina E2 deelpe, sendo denominada
regido hipervarivavel 1 ou HVR®Y. Ainda, esta porcdo do VHC é considerada um
epitopo dominante, de modo que sua variacdo acabprometendo tanto a resposta
imune humoral quanto celular. Inclusive, este fem@mnseria uma das principais
explicacdes para a dificuldade no desenvolvimeatoatinas contra o vifi®. Outra
regido variante de menor importancia — HVR2 — izease proxima a proteina &2

A distribuicdo global dos gendtipos do VHC variasideravelmente, embora
seu papel como marcador epidemiolégico necessitenséhor esclarecidt’. Os
genotipos 1, 2 e 3 sdo encontrados em praticartmideo mundo. Os genoétipos 4 e 5
sdo descritos principalmente na Africa e o tip@ésid>*®)

Na América Latina, o gendtipo 1 é mais prevalemieCaribe, na América
Central e do Sul. O Brasil, por ser um pais de ds@ies continentais e ter populacéo
de origens étnicas distintas, apresenta uma gnearicdo genotipi¢al”. Andlises
de 1.688 amostras de pacientes portadores de &afgmelo VHC, provenientes da
maioria dos estados brasileiros, revelou uma péeca de 64,9% para genotipo 1,

4,6% para genétipo 2, 30,2% para genotipo 3, 0,2%a gendtipo 4 e 0,1% para
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genotipo 5. O gendtipo 1 foi o mais freqlente emtasoas regides, enquanto o
genotipo 2 foi mais prevalente na regido Centrot®e tipo 3 mais comum no Sul,
de forma quase t&o freqiiente quanto o gendfihoComo esta distribuicdo é muito
semelhante aquela descrita em certas regides dpd; wacredita-se que o VHC tenha
sido introduzido no pais em parte pelos imigrangesopeus e disseminada

posteriormente para a populacéo déral

1.4.2. Ciclo celular

O VHC une-se ao receptor especifico na membranaéllda hospedeira.
Desta forma, seu envelope difunde-se nos lipidemsstituintes da membrana,
possibilitando a liberacdo do nucleocapsitiécdo contrario do VHB, o genoma do
VHC néo penetra no nucleo das células infectaddsaediretamente como um RNA
mensageiro, apés ser liberado pela degradacéo rdd®¢d A traducéo proteica é
mediada pela interacdo do RNA viral com a subur@d#@s ribossomal no seu sitio
interno de entrada (IRES). Esta estrutura englaleggido 5° UTR e os primeiros 30-
40 nucleotideos da regido codificadora do €bré poliproteina viral é entéo
processada por proteases virais e celulares nateirmae estruturais e néo
estruturai€®. Apés a sintese e maturacdo, o RNA viral em cdojoom as proteinas
nao estruturais formam complexos de replicacdocastm a membrana do reticulo
endoplasmatico, que se expressam como teias meosbsamperinucleares. Estes
complexos catalizam a transcricio do RNA viral gireamente em uma fita
intermediaria antigendmica, de polaridade negatjua,posteriormente dara origem a

fita positiva, via acdo enzimatica das proteinas m&truturais. Esta entdo €
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encapsidada no reticulo endoplasmatico e complexoGwlgi, compondo o
nucleocapsidét’? A liberacdo dos virions ocorre provavelmente yiarsecretdria
ou pela lise celul&r=?,

O VHC ndo parece ter tropismo somente por hepat§éit Através da
observacao, realizada por Araya e£3).de que figados transplantados em pacientes
portadores do VHC se tornavam rapidamente reirdestaaventou-se a hipotese da
presenca viral em sitios extra-hepaticos. Assirgurad estudos sugeriram outros
potenciais reservatorios virais, onde o0 mesmo manteclusive a sua atividade
replicativa, citando: células linfomononucleares s#mgue periférico, linfonodos,

pancreas, medula 6ssea, tiredide, adrenais &Haco

1.5. Imunopatogénese

O VHC néo é citopatico e ndo promove lesdo hepdeforma direta, uma
vez que lesdes histologicas secundarias a ativid@dd ndo sao identificadas
rotineiramente em analises histol6gitdsA relacéo entre a carga viral e a gravidade
/ progndstico da doenca hepatica ainda nao fointetate comprovadd. Considera-
se gue 0s mecanismos responsaveis pela injurdutdaia infeccdo pelo VHC sejam
essencialmente dependentes da resposta imuner celntea o viru$®3?,

E necessario que o hospedeiro seja capaz de ddsanaima resposta imune
efetiva, vigorosa e sustentada contra o VHC pamantrole da infeccéo. Para isso, ha
uma demanda do trabalho coordenado pelos diferbnéess do sistema imui@

Uma vez que o virus sobrevive ao ataque imunomedeld lanca mao de diversos
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mecanismos capazes de ludibriar a vigilancia imagiod, principalmente durante as
fases mais tardias da infec€4b

Primeiro, o virus altera seus epitopos que foraoonhecidos inicialmente
pelas células T e por anticorpos neutralizantes. deguida, o VHC subverte as
funcdes imunologicas de maneira altamente espacifiesde a resposta inata até
adaptative®=®

Apos a infeccdo dos hepatocitos, o VHC inicia secanismo de replicacao,
liberando continuamente particulas virais na cacéib — cada uma com uma meia
vida de 3 hora¥®. As células NK e NKT, presentes em maior quantidaol tecido
hepatico do que em sangue periférico, constitugpnimeira linha de defesa. Sao
células que ndo expressam receptores antigenofespeem sua superficie.
Contudo, apresentam receptores que reconhecem émcausanormal de MHC
(complexo de histocompatibilidade) na superficiecélelas infectadas, promovendo
lise destes elementos por exocitose granular detterde apopto$®. Também s&o
ativadas pela acdo de citoquinas como t\NFt-12, IL-15, IL-2 e pelos produtos
derivados da transcricdo de genes induzidos pe@rféenon. Células NK e NKT
ativadas secretam INf;-que inibe a replicacao viral pela via ndo citcdit embora as
células NKT apresentem também habilidade de promiseecelular diretd®>?)

As Células dendriticas (DCs) e os macrofagos retdgcélulas de Kupffer)
sao ativados por citocinas e por receptores espesidistintos Toll-like receptor.
Estas tém como fungcdo o processamento de antigga@s Assim, migram para 0s
tecidos linféides locais, onde 0s apresentam pan@® elementos efetores — células
T e B — via moléculas de MHC class€ll Ainda secretam IL-12, TNE; INF-o. e

IL-10, capazes de regular as acoes de outras séldjacentés>®)
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As células dendriticas podem ser agrupadas em sidigrupos: ceélulas
mieldides (MDC) e plamocitéides (PDC). As MDC pradm predominantemente
IL-12 ou TNFe ap6s um estimulo pré-inflamatério, enquanto as Fetizam
principalmente INFe®®. Desta forma, a polarizacéo da resposta T Helpeflel,
citotoxica, com secrecao de IL-2, INFe TNFeo ou Th2, humoral, com producéo de
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 parece ser intimamentefluenciada pela atuagcéo destas
células. A ativacdo e migracdo de linfocitos T téxicos, sob a supervisdo e acdo
potencializadora de linfécitos T CD4+ antigeno-effims constitui elemento crucial
para a erradicacdo de células infectadas pelo®%?#¢

Existem trés diferentes mecanismos através das quarre o clareameanto
hepético do VHC: remocdo de particulas virais timies pela acdo de anticorpos
especificos — mecanismo pouco eficaz; ativacdo @éelas linfomonucleares
(Linfécitos T citotoxicos ou CTLs e células NKs)neoindugcdo de apoptose —
mecanismo citolitico e supressao da replicacad péla acdo do INf-— mecanismo
nao citoliticd*>*?,

O mecanismo citolitico envolve diversos sistenfatees como o CD95 / Fas
ligante (Fas-FasL, capaz de ativar a via das capagserforina, granzima e ligante
indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAf)

O VHC infecta uma pequena proporcao de hepat¢am®ximadamente 1-
10% de todo o tecido. Porém, Bantel ef*@lrelataram que 7-20% dessas células
demonstraram ativacdo da caspase-3, tipico de elesmem apoptose. Assim, o

processo de morte celular é capaz de atingir c2kddias, ampliando ainda mais a

area de dano histolégico.
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1.6. Infeccdo aguda pelo virus C

1.6.1. Imunidade inata

Durante as fases iniciais da infeccdo primaria,nogis de VHC-RNA
elevam-se rapidamente, se mantendo em um alto patdarante o periodo de
incubacao, apesar da expressao celular de INFpdd (@ e 3) e dos genes induzidos
pelo mesmo (ex: 2, 5  oligoadenilsintet&se) Desta forma, parece haver um
mecanismo de interferéncia das proteinas viraisxeaucdo das vias de sinalizacédo
celular, suprimindo o clareamento viral possivelteeatravés da interacdo com o
fator regulador de interferon (IRF-3), NF-kB e giol quinase dependente de RNA
(PKR)(36,38)_

As células dendriticas modelam a imunidade inagavé@s da interagdo com as
células NK, através da producdo de citoquinas AL-1-18 ou INFe) e pela
expressao de ligantes — cadeias relacionadas ao &/k4Ge | — capazes de se unir
especificamente e promover a ativagdo destas sélifd Por outro lado, o
comprometimento das células DC impede a acdo daksdK, permitindo que o
VHC se replique efetivamente, apesar do alto ndeslexpressdo do INé&-no
figadd®®. Paralelamente, estas células conseguem supragiadas DCs através da
secrecao de citoquinas com IL-10 e TEE-Este mecanismo, em parte, explica a alta

taxa de persisténcia viral que segue a infeccadaagelo VHCE®).
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1.6.2 Imunidade adaptativa

O processo da imunidade inata € progressivamertkaalo pela atividade de
células T especificas. Inicialmente, os hepatédittextados produzem IN&-€ 3 em
resposta a presenca do material genético viralzindo a produgéo de CCL3 (MIP1-
o) pelos macrofagos residentes (células de KupfferLCL3 estimula a sintese e
liberacdo de INR¢ pelas células NK, que tem capacidade de estinoukmdotélio
sinusoidal e os hepatdcitos a produzir CXCL9 (M&)CXCL10 (IP-10). Estas
quimiocinas atraem linfécitos T CD4+ e CD8+ ativag@ra o0 ambiente hepatit
Os linfocitos T CD8+ sdo fundamentais como célefasoras, enquanto os linfocitos
T CD4+ auxiliam a manutencéo e a pronta respost&dg+ frente as constantes
mutacdes de escape produzidas pelo YFIQA resposta vigorosa, multi-especifica,
sustentada e principalmente do tipo Thl relaci@aesm a resolucédo da infeccéo,
contrastando com a resposta fraca, fugaz e pougecifisa tipica da infeccéo
persistent€”. Embora haja na infeccdo cronica um grande ninueroCTLs
infiltradas no parénquima hepatico, as mesmas api@s-se inativas, incapazes de
produzir quantidades suficientes de INE-de se proliferarem mediante a presenca
de antigenos virdi®.

Imunoglobulinas contra o VHC sao detectadas nm dogo apds o
aparecimento da resposta imune celular. Primeirmanegsdo sintetizados o0s
anticorpos especificos contra a proteina NS3 e @, ceeguidos entdo pelo
aparecimento de anticorpos contra o NS4 e E1 @ EPRorém, sua producédo e a
durabilidade sdo menores do que a atividade daostspcelular. A analise

longitudinal de individuos que resolveram a infecp&lo VHC demonstrou que os
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titulos de anticorpos diminuem dentro de 10 a 2B a@nquanto a resposta T CD4+ e
CD8+ especifica se mantém por décadas ap6s a pfengad™.

Quanto a imunidade contra reinfec¢éo, estudogaells em modelos animais
e inquéritos epidemioldgicos baseados em gruposl@cpnais de risco (usuarios de
drogas injetaveis, individuos politransfundidospesem que n&o existe bloqueio
imunologico protetor, embora o risco de viremiasagnor em usuarios de droga que
resolveram a infeccdo e que se reinfectaram donqueieles sem evidéncia de

contato anterid#**,

1.7. Infeccao crbnica pelo virus C

Na hepatite C crbnica, as células T CD4+ espesifestdo funcionalmente
comprometidas e sem atividade sustentada, enqoéloias T CD8+ possuem menor
capacidade de proliferacdo e produzem menor queatgide INFy em resposta aos
antigenos viraf§®. Neste momento, a resposta imune costuma seritaestr
compartimentalizada ao tecido hepé&fi@oComo estas células se correlacionam com
a atividade inflamatoria hepatica, sua acao ingfite associa-se frequientemente a um
dano histolégico de pequena monta e insuficiente a&rradicacao viray.

Como visto anteriormente, o VHC é caracterizado qua heterogenicidade
(quasiespécies). Na maioria dos casos, as mutagieeetem a regido HVR1 e
outros epitopos de CTLs — como variantes do NS8mumente dentro de um ano
apos a infeccdo aguda, promovendo uma atenuacacegpmsta T citotoxica
especific&®*") Isto resulta em uma diminuicdo da afinidade efoueconhecimento

destes peptideos mutantes pelos receptores deasélll (TCRsS) e no
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comprometimento do processamento antigénico pde@seomos, necessario para a
exposicao dos epitopdl.

A resposta T CD4+ costuma ser breve, fraca, n&@besiada e mesmo
exaurida na persisténcia viral. Resulta provaveteda apresentacao de antigenos de
maneira inefetiva pelas células dendriticas ouedecdo de células T especifitds
De fato, DCs derivadas de individuos infectadossgmtam comprometimento da
sua habilidade de estimular células T CD4+ alog&nisendo que esta disfuncdo se
reverte uma vez que o VHC é erradicado, evidenoiandfluéncia viral na atividade
destas céluld®’. O dano direto das DCs pelo VHC é um mecanismosplal de
inativacdo, uma vez que o genoma viral tem sidadsodestas célulds.

As proteinas do VHC estédo implicadas no mecandensubverséo funcional
de células T, NK e DCs. No geral, os eventos deskyarios pelos produtos virais
tém objetivos ndo apoptdticos, no intuito de assequprogressao vifal. De fato, a
interacdo da proteina do core no receptor C1lg élatas T suprime a proliferacéo
celular e a producédo de IL-2. A proteina E2 tera alfinidade pela molécula de
superfice CD81, além de inibir a ativacdo diretacdrilas NK. A presenca das
proteinas do core e E1 nas DCs reduzem sua cagacdiigaestimular células T. A
NS3 e NS4 influenciam mondcitos e sua producadtdgquinas necessarias para sua
evolucdo para DCs e bloqueiam a fosforilacdo do-3RFesultando na reducédo da
transcricdo de genes induzidos pelo interféfSf. A proteina E2 apresenta alto grau
de homologia com sitios de autofosforilagcdo dadad@KR e da elR® inibindo sua
ativacdo e permitindo conseqiientemente a sintedéiqa viral. A NS5A também

interage nesta mesma via, induzindo a producab-8e que resulta na resisténcia ao
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interferon exdgeno e end6gétid A alta replicacao viral parece produzir exaustéo
células T CD4+ especifical.

Na infeccéo cronica pelo VHC, as células T CD8respntam defeitos na sua
maturacao fenotipica. A diferenciacdo de célul&DB+ de memoéria (CCR7+) para
sua funcao efetora (CCR7-) é impedida pela supreds&ecrecao de IL-2, mediada
em parte pela proteina core do VEfC Por outro lado, células T CD8+ maduras
(CD27- e CD28-) apresentam maior potencial citatdxiproduzindo grandes
quantidades de INF®Y. A presenca de células regulatérias (Tregs) pazectibuir
para a persisténcia viral, uma vez que estas impelecdo de células T CD8+

especificas através da secrecéo de (f210

1.8. Diagnéstico

Os primeiros testes soroldgicos para a deteccA¥HId comecaram a ser
desenvolvidos tdo logo se deu o sequenciamenth eira198%%. Foi rapidamente
adotado na triagem de hemoderivados, levando ampurtante declinio no numero
de casos de hepatite transfusifial

Posteriormente, com o advento das técnicas dediotaolecular, surgiram
ensaios mais acurados, baseados na Reacédo pela Gadeolimerase (PCR). No
inicio, havia grande discrepancia em relacdo amdteslos obtidos, muito devido a
divergéncia de sensibilidade e especificidade deststes, secundéaria a falta de
uniformizacdo entre os laborat6ffd$ Todavia, o advento da padronizacdo em

unidades internacionais, associada a aprovacaestes de deteccao viral direta pelo
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FDA americano, resultou em uma melhora da coniddie e reprodutibilidade dos
ensaios para a mensuracao do \AIC

Os meétodos sorolégicos sdo considerados testesrad#eamento e
possibilitam a deteccédo indireta do virus atravésntensuracdo de anticorpos
circulantes produzidos pelo hospedeiro ou de ambgyeproduzidos pelo agente
infeccioso e que sdo lancados ao $brd.

O ensaio imunoenzimatico (EIA / ELISA) foi o primeteste desenvolvido
para o VHC. O EIA de primeira geracao era capadefiectar anticorpos contra uma
regido da proteina ndo estrutural 4 (NS4). Apresentimitada sensibilidade e
especificidade, com um periodo de janela imune eteacde 16 semanas apos a
exposicao. A partir dai, foram realizadas modifies; como a reconfiguracdo de
certos antigenos e a associacao de proteinas potendo core e de regides nao
estruturai€”. Os teste imunoenzimaticos atuais sdo considedeltarceira e quarta
geracao, pois detectam anticorpos contra 4 sistisis do VHC, incluindo a regido
NS5?Y. Apresentam alta sensibilidade e especificidaoi®, educao do tempo médio

de soroconversédo para cerca de 7 a 8 semanas mpéscao agudd >

5— C|E1| E2 |NS2 | NS3 | NS4 | NS5 [—3
D c22 D 5-1-1 | NS5

c33 | I
F

First Generation Assay

[ ]

Second Generation Assay

Third Generation Assay
Figura 2 — Antigenos e anticorpos detectaveis pelos t@si@soenzimaticos
FONTE: Branch, 2006
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O resultado soroldgico falso-positivo pode dedorde interacbes nao
especificas entre imunoglobulinas séricas e armige®irais utilizados nos ensaios.
Constitui evento raro, sendo mais frequiente em lpgpas com prevaléncia de
infeccdo menor que 10% e em portadores de doent@isnanes com autoanticorpos
circulante€*?”. Resultados falso-negativos também podem ocottermaneira
praticamente restrita, em pacientes imunocompro@etincapazes de produzir
quantidades detectaveis de anticorpos contra 0%HC

O valor preditivo positivo do teste depende doacenepidemioldgico de
onde o mesmo foi obtido. Mais de 95% dos pacientes fatores de risco para
aquisicao viral e/ou transaminases elevadas e puesemtam analise sorologica
positiva terdo também o VHC-RNA detectavel. Porramuado, aproximadamente
metade dos pacientes sem fatores de risco ou @rsaininases ndo alteradas tera
infeccdo comprovada pelos testes de biologia mtEétd Entretanto, um resultado
negativo praticamente exclui a presenca do YHIC

O ensaio recombinante por imunoblot (RIBA) foieleglvido como um teste
suplementar para ser realizado em individuos quesaptavam ELISA positivo,
devido a sua maior especificid&de Nao sdo considerados confirmatérios, uma vez
que contdm 0s mesmos antigenos presentes no testeednzimatic®. Seu
resultado € negativo nos pacientes que apresentaemti-VHC detectavel devido a
uma provavel reacdo cruzada entre anticorpos. @ontnéo consegue distinguir a
infeccdo atual da resolvida®”

O RIBA inicialmente era utilizado de maneira masricjueira, até o advento

de ensaios mais confiaveis, baseado na deteccaciatbonucléico viral. Desta forma,
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os testes de biologia molecular tém sido frequeatéen empregados para a
confirmac&o da infeccéo pelo VIFC.

Os testes de biologia molecular detectam e memsar&HC-RNA mediante
a sua amplificacdo, uma vez que o genoma viral pstdente em quantidades
relativamente pequenas nos fluidos corporais doemas infectadd¥). De acordo
com o Instituto Nacional de Saude Americano (Nlid),VHC-RNA pode ser
detectado no soro humano dentro de 1 a 3 semadasaapxposicdy. Os testes
podem ser classificados em qualitativos e quamisit sendo subdivididos em duas
categorias técnicas: amplificacdo do alvo e ancplifio do sin&P. Trés
metodologias especificas foram desenvolvidas: Repefa Cadeia de Polimerase
com a enzima transcriptase reversa (RT-PCR), Amaiifio mediada por
Transcricdo (TMA) e técnica de b-DINFA®®

A deteccao e quantificacdo do material genétic¥ld€ tém importancia nao
s6 para o diagnostico da infeccdo, mas também naitorizacdo da eficacia
terapéutica em individuos submetidos ao mé&é¥de fato, a pesquisa do VHC-
RNA em tempos especificos (semana 4 e semana IPglagiona-se com a
probabilidade de resposta viroldgica sustentadan @lguns casos (genaotipos 2 e 3)
permitem a reducdo do tempo previsto de uso dacagfi’®.

A determinacéo do gendtipo do VHC tem importancamanejo terapéutico
e pode ser realizada pela andlise de diferenteSeseglo genoma viral. Os sitios
considerados mais adequados séo aqueles relatitaowmrservados (Core, E1, NS4
e NS5 e 5’'UTR). A genotipagem pode ser realizadavés do emprego de técnicas
de sequenciamento, hibridizacdo com probes tipecésms e por PCR em tempo

reaf®”,
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1.9. Histodria natural da infeccao pelo virus C

1.9.1 Infeccdo aguda

A infeccao primaria pelo VHC é caracterizada por periodo de incubacéao
de 2 a 26 semarfds Contudo, a época de contagio muitas vezes é nlesciola, pois
a doenca hepdtica torna-se clinicamente aparentsoemente 25% dos individuos
infectado§°°®. Acredita-se que o VHC seja responsavel por 20%des os casos
de hepatite agufa Aqui, € comum o aparecimento de ictericia, caltacolia fecal,
nauseas, desconforto abdominal e adinamia. Estasndem média 2 a 12 semanas,
sendo que o paciente raramente progride para fiuiménanté:)

A infeccdo pelo VHC é autolimitada e resolve-spoesaneamente em
aproximadamente 10 a 25% dos individuos adultos, c@nhferindo imunidade
permanente; enquanto 75-80% dos mesmos tornam-dad@es cronicos do
virus1® Ha lesdo hepatocitica dentro de 15 a 50 dias ratic@mente todos os
individuos, embora nem sempre acompanhada de élevde& enzimas hepaticas
(AST e ALT). A producéo de anticorpos inicia-se &mrmo de 2 a 3 semanas apos o
contato viraf.

A ALT elevada é indicativa de doenca hepatica etividade. Sua
quantificacdo pode sofrer variacdes, muitas vezedodna intensa. Em algumas
ocasifes, seu valor mostra-se dentro dos limitesodmalidade, mesmo quando a
atividade inflamatéria hepatica mantém-se em pssgi€”. De maneira geral, o

incremento dos niveis enzimaticos costuma ser mgmrainciado do que as formas

agudas de hepatite A e B, retornando aos valossisem 2 a 12 semaffas
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Os fatores decisivos para a resolucdo ou a pamsiat da infeccdo sédo
complexos e multifatorais, estando intimamentecreteados com a eficacia do

sistema imunoldgico em suprimir a atividade ¥tal

1.9.2. Infeccéo crbnica

A hepatite C crbnica caracteriza-se pela lentgnessao das lesdes hepaticas
na grande maioria dos ca€bsO VHC n&do costuma provocar sinais ou sintomas
clinicos especificos na primeira década de infecD&sta forma, muitos pacientes
permanecem assintomaticos por longos perfddddenos de 20% dos pacientes
desenvolvem sintomas iniciais e estes, quando messesao por vezes inespecificos
e nao indicativos da etiologia viral. Podem seact@rizados como mal estar geral,
fadiga, tonturas, desconforto abdominal, artralgiasialgia®. A fadiga costuma ser
a queixa mais comum, presente em até 53% dos sadomaticos e se correlaciona
com o sexo feminino, idade acima de 50 anos, @rrdspresséo e lesao cutanea do
tipo parpur&®. Os sintomas tipicos de doenca hepatica surgem com
desenvolvimento das formas mais avancadas de dbepgdica, por volta de 1 a 3
décadas apds a infeccao inifal

Embora a permanéncia de niveis elevados de trangses tenha sido
correlacionada a maior probabilidade de desenvelnio de necrose periportal e
cirrose, a ALT sérica ndo parece ser um bom prediéo progressdo da doenca
hepatica em uma parcela dos c486%%? De fato, cerca de 11-19 % dos pacientes

com valores enzimaticos normais desenvolvem fibigemtes) e/ou cirro&&62)
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Deste modo, é possivel encontrar pacientes cio®tem queixas clinicas e com
transaminases inalterada¥’

Na hepatite C cronica, o estudo anatomopatolduggatico denota infiltracédo
de células inflamatdrias, especialmente nos trptwsais e 16bulds®. Podem ser
descritos infiltrado inflamatoério linfomononucleportal e focal, pontes de necrose e
lesbes degenerativas lobulares. As lesbes sédordetas da resposta imune local,
uma vez que é possivel a identificacdo de célul@®4+ no interior do espaco portal
e de linfécitos T CD8+ nas regides periportaisteilare).

A cirrose ocorre em cerca de 20% dos pacientes icdaccdo cronica,
podendo se desenvolver em até 50% destes individependendo da presenca de
co-fatores capazes de influenciar de forma negadivavolucdo natural desta
infeccad®®®®) Ainda, a evolucdo da fibrose hepética é deperddattempo de
contagio, podendo ser dividida em quatro periodsiintbs de acordo com sua taxa
de progressao: muito lenta, lenta, intermediaripéla progress&t®®,

Na cirrose, a transicdo para a forma descompengadaarcada pelo
surgimento de sinais e sintomas clinicos de fadééhepatica, como ictericia, varizes
gastricas e esofagicas, esplenomegalia, ascitecefatopati&>. Fattovich et a®¥
descreveram um risco de 18% de descompensacaachegat cirroticos durante um
periodo de cinco anos de observacdo, acompanhémaypeento da necessidade de
transplante hepatico e de mortalidade, sendo estarmnte essencialmente de
complicacbes relacionadas ao hepatocarcinoma, cfaléhepatica terminal e
sangramentos.

A probabilidade cumulativa para a descompensacpética em cirréticos €

de 22% em cinco anos, com uma incidéncia de 4,4%na§88). A incidéncia de
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hepatocarcinoma em pacientes cirroticos é de 1 ad%no, resultando em uma
sobrevida em 5 anos menor que™8%

Sabe-se que 0 processo inflamatério hepaticoioglase com a progressao
de fibrose e cirrose de maneira relativamente djne@bora o desenvolvimento da
fibrose pareca ser mais acentuado nos cinco ultanos que antecedem a instalacéo
da cirros&®. Estima-se que cerca de 20 a 33% dos pacienteSeapem uma
atividade necroinflamatodria acentuada, evoluind@ girrose em 20 a 30 anos. Por
outro lado, 15 a 33% dos pacientes evoluem contitepi@ baixo grau inflamatorio,
desenvolvendo fibrose e cirrose apés varias dédaukdia de 50 and8)®.

Manifestacbes extra-hepaticas sdo incomuns e rdpareser decorrentes de
processos imunologicamente  mediados, essencialmemigsociados ao
desenvolvimento de autoanticorpos e/ou imunoconogleirculante’s®).

Alguns pacientes podem desenvolver crioglobuli@eressencial mista,
glomerulonefrite membranoproliferativa, sindrome 8ggren, Porfiria Cutanea
Tarda, sindrome Sicca, liquen plano, tireoiditésgras de cornea, fibrose pulmonar
idiopética, diabetes mellitus do tipo 2, doenca®proliferativas (linfoma de células

B), neuropatia periférica e parestesias dolofb&4s

1.10. Fatores associados a progressao da hepatiterGnica

A historia natural da progressdo do dano hepataanfeccdo cronica pelo

VHC costuma ser silenciosa em uma grande propodeapacientes, embora seu

curso clinico e evolutivo seja passivel de intériera, seja por fatores virais ou
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proprios do hospedeiro. De maneira didatica, ggtdem ser classificados em fatores

nao modificaveis ou constitucionais e fatores pcitdmente modificavel¥).

1.10.1. Fatores nao modificaveis

Os co-fatores ndo modificaveis compreendem a idadaquisicdo e duracéo
da infeccdo, género, fonte de infeccdo, raca, tafatcas genéticas do hospedeiro e
fatores viraiS®.

A idade na época da aquisicao tem sido assoc@dadaxa de progressao da
fibrose, mesmo apds o controle estatistico pararacédo da infeccdo. Poynard et
al®® identificaram, em um estudo envolvendo 2.313 pae& que a progressdo para
a cirrose em 20 anos ocorreu em 2% daqueles idfectzom menos de 50 anos e em
63% no infectados com mais de 50 anos. Estudosar@mncas que se infectaram
apds transmissao vertical demonstraram progressi®lemta da fibro$e®®. A real
influéncia da idade na fisiopatogenia da fibrospatiea ainda ndo é totalmente
conhecida. Porém, parece estar correlacionada rdosvdegenerativos secundarios
ao envelhecimento, como a reducdo do fluxo sanguinepatico, disfuncéo
mitocondrial, vulnerabilidade a fatores ambientatsess oxidativo) e resposta imune
ineficienté™®?)

Quanto ao género, a progressao para cirrose é imarssa nos homens,
podendo ser até 10 vezes mais rapida do que emeradlti®>®) A possivel
explicacédo para este fato baseia-se em teoriasomaisnnas quais o estrogeno seria
capaz de alterar a fibrogénese através da inibigativacdo e proliferacdo das

células estreladas do parénquima hepatico. De fat@xposicdo a estrogenos
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exdégenos em mulheres menopausadas teria papelaniba progressao fibrotica.
Ainda, um polimorfismo da IL-10 no sexo feminindae&g associado com menor
fibrogénes&®®?)

A fonte de infeccdo parece influenciar a taxa degmessdo de fibrose.
Estudos sobre hepatite C pos transfusional refatarma rapida progressao para
cirrose, excedendo as taxas observadas em pacimeesdquiriram o virus por
outras via$®). Desta maneira, postulou-se que o modo de trasdmis
especialmente o tamanho do inoculo seriam predittedesdo hepati¢a.

Em relacéo a raca, os estudos mostram resultagongllvergentes. Pacientes
afroamericanos com hepatite C cronica apresentéa®as maiores de mortalidade
relacionada a doenca hepatica e desenvolveramadeepeinoma de maneira mais
frequente quando comparados a caucasfdhdSntretanto, outros estudos sugerem
que estes individuos evoluem com menor progress@oqirrose, niveis menores de
ALT e de atividade necroinflamatéria histolodfa A velocidade de
desenvolvimento de lesdes hepéticas parece seravaiisrada em moradores dos
Estados Unidos de origem latiffa Contudo, n&o foi possivel a exclusdo de variaveis
de confusdo na analise destes dados, uma vezapesso destes cidadaos ao sistema
de saude costuma ser restrito e, portanto, inadegues paises onde os estudos
foram realizadd&®.

A influéncia do polimorfismo de genes especifioaspatogénese e taxa de
progressao de fibrose ainda constitui um campd@bediscussad>®. Inicialmente,
foram identificados inUmeros alelos do MHC que sgatacionavam tanto a uma
reduzida atividade inflamatéria quanto a maior peegdo do dano histologit8

Mais recentemente, estudos abordaram o polimorfdan®GFB1 e angiotensina ll,
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associando-os a maior probabilidade de desenvoftonde fibrose hepati€d ™
Outros estudos abordaram o papel dos polimorfisdn€CR5, IL-10, CYP2D6,
DDX5 e CPT1AY™. Desta forma, o risco de desenvolvimento de fibdros
possivelmente envolve a acdo de numerosos genbsr&m identificacdo exata e a
contribuicao relativa de cada um ainda permanegaeincognit&®-®)

Quanto as caracteristicas virais, 0 genétipo d&€ Vétia carga viral na época
da biopsia e a diversidade de quasiespécies ndxevar exercer influéncia na
progresséo da doenca hepdfc®. Acreditava-se que o VHC genétipo 1 seria capaz
de produzir lesdo hepatica de maneira mais acefétfdContudo, estes resultados
nao foram reproduzidos em outros estudos, espemigédnguando as analises foram
controladas para outros fatores de confli¥a&or outro lado, o genétipo 3 possui
acao citopatica direta, observada através de suiagdo com esteatose hepdtica e
esteatohepatite, ainda que a maior propensdo fa@sd neste caso pareca ser
independente da infiltracdo gordurosa visé&r& ™

O envolvimento direto do VHC, em especial a pr@edio core, tem sido
implicado na promocéo do stress oxidativo, esteatoapoptose. A lesdo hepatica
viral independente dos mecanismos inflamatériosepadexplicar, em parte, a

presenca de fibrose nos pacientes que apresenzmeasrhepaticas norm&f.

1.10.2. Fatores potencialmente modificaveis

Os co-fatores potencialmente modificaveis engloban graduacao

histopatoldgica, consumo de alcool, tabagismo, Inodétano do ferro, esteatose,

resisténcia insulinica, obesidade e co-infed¢8es
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O grau de atividade necroinflamatéria hepaticaretaciona-se com o
desenvolvimento de fibrose. Yano ef’&lidentificaram que, apés o seguimento de
70 pacientes por uma média de 9 anos, a incidéngraulativa de cirrose estava
associada a uma maior atividade necroinflamat@iamalise histologica inicial. De
maneira oposta, Poynard et®l.identificaram que somente a auséncia total de
inflamacéo correlacionava-se a uma menor taxabtest.

Vérios estudos tém demonstrado o papel do conslemderivados do alcool
no aumento da taxa de progressao da fibrose, ad#enua de hepatocarcinoma e de
mortalidade relacionada & doenca hep4t€a®©>"® O limite preciso acima do qual
a quantidade de alcool utilizada acelera a progecesta hepatopatia ainda néo é
conhecido. Contudo, parece haver consenso que deuswis de 50 a 60 gramas de
etanol por dia para homens e de 20 a 40 gramadipgrara mulheres € capaz de
influenciar de maneira significativa a lesdo hidgida em portadores de hepatite C
cronica™. De fato, Poynard et P descreveram que o consumo acima de 50 gramas
por dia estava associado, de maneira independenis) aumento da fibrogénese.
Ainda néo é claro qual o impacto do consumo alcodive a moderado na doenca
hepatica viral, uma vez que ha dificuldade na padegdo de uma classificacdo de
consumo que envolva o tempo de uso e a quantidgeed&®°>"> Os mecanismos
fisiopatoldgicos secundarios ao alcool no cendainéeccéao crénica pelo VHC ainda
ndo sdo bem compreendifids Entretanto, o etanol parece ter acdo sinérgica a
atividade viral promovendo disfuncdo imunolégican(oral e celular) e o aumento
da replicacdo viral e da complexidade de quasiespéalém de se associar a
esteatose e esteatohepatite, apoptose e ao in¢cenden depodsito de ferro

hepatic§® ",
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O tabagismo tem sido classificado como um fatorigt® independente para
progressao de fibrose, mesmo apds 0 controle sgtatipara 0 consumo de
alcoof*®°® pessione et &” através do estudo de 310 pacientes portadores de
hepatite C cronica, identificaram de forma indegene a associacdo entre o
tabagismo acentuado (acima de 15 anos / maco) er mtvidade fibrética e
necroinflamatéria hepatica (p < 0,03 e p < 0,08zdtle et a’® demonstraram que
81,7% dos individuos tabagistas com consumo acirma2@ anos / macgo
apresentavam graduacéao A2 e A3 pelo METAVIR ve6%% nos nao fumantes (p <
0,009). Da mesma forma que o tabaco, o consumm dié& Cannabistem sido
descrito como um facilitador da fibrogénese, prelaente através de sua acao
promotora de esteatd&d,

A infeccdo pelo VHC correlaciona-se com o comprimento do
metabolismo dos carbohidratos e gorduras, levandieaenvolvimento de esteatose
hepatica, resisténcia insulinica e diabetes msffit(’. De fato, esteatose e
esteatohepatite estdo associadas a sindrome medalebhbora possam ocorrer em
pacientes com hepatite C cronica independente eepca de obesidade, consumo
alcodlico e dislipidem{&®8)

A esteatose hepatica desenvolve-se em cerca de 88ados pacientes
infectados pelo VHC, sendo mais freqiiente do quepopulacdo ger&t®? No
Brasil, Coral et a®, através do estudo anatomopatoldgico de lamind&yddo de
120 pacientes portadores de hepatite C cronicatiidaram esteatose em 54,2% dos
casos. Esta lesdo contribui para a progressado dacaohepatica acentuando a
atividade necroinflamatoria e a taxa de progrestiidibrose. Além disso, parece

aumentar a incidéncia de hepatocarcinoma e reduziesposta terapéutica ao
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interferon®®Y. Todavia, a maioria dos pacientes infectados aptasesdes leves,
com acometimento de menos de 30% dos hepaté®itos

O desenvolvimento de resisténcia insulinica eabetes mellitus do tipo 2 é 4
a 11 vezes mais comum em pacientes com hepati@n@a do que na populacdo em
geral’®. Estdo associados de maneira independente aairétadle fibrose acentuada,
cirrose e a reducédo da resposta virolgica sustergpos terapia combindti£> ")
A causa da resisténcia insulinica parece ser ratdtibl. O TNFe parece ser capaz
de inibir a fosforilagdo dos receptores de insylineduzindo sua ac&8®"
Solidificando estes achados, parece haver corelagspecialmente em infeccao
pelos genotipos 1 e 4, entre carga viral elevaalaeglucdo da sensibilidade a insulina
— observado através do calculo do modelo de a@aihgomeostatica (HOMA IR), de
maneira que o tratamento efetivo produziu melhoranétabolismo da glico$&®?,
Os mecanismos fisiopatologicos responsaveis pelarnidrogénese encontrada
nestes pacientes ainda ndo sao totalmente conkeendtvetanto acredita-se que o0s
altos niveis de insulina e glicose estimulariamrdiferacéo de células estreladas e a
sintese de fator de crescimento do tecido conéttivo

A obesidade, principalmente em sua distribuic&xaral, parece afetar de
forma indireta a progressao para fibrose hepg&litd Assim, a sua associacdo com
esteatose, esteatohepatite ndo alcodlica e regst@nnsulina contribui para a piora
histolégica em pacientes com hepatite C créfficdDe fato, a perda de peso por
vezes se associa a normalizacdo das transamirdeespiveis glicémicos e da
atividade das células estreladddsA menor resposta terapéutica e o desenvolvimento
de hepatocarcinoma séo vistos com maior frequéagiapacientes com indices

elevados de massa corp8fl Em pacientes infectados pelo genétipo 1, a falha
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terapéutica foi mais frequente em individuos obespsge expressaram a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase e a SOCS-3, fatandracelulares associados a
inibicdo da via de sinalizacéo do interféfoh

A sobrecarga hepatica de ferro pode ser descnitaa® 30 a 40% dos
pacientes portadores de hepatite C cronica, sesmkeqiéncia da propria inflamacéo
hepatica associada a mudancas no transporte eeramaento do ferro, induzidos
possivelmente pela acdo VI8l A correlacdo entre mutaces especificas no gene
HFE e a presenca anormal de ferro hepatico aincantrovers&®. Contudo, este
fendmeno resulta em uma maior atividade fibréticaeaor resposta terapéuti€a

A coexisténcia de outras infeccbes associadasHi® tém sido implicada na
acentuacdo da lesdo hepdtftd®? Nos individuos co-infectados com o HIV, a
resposta das células T CD4+ e CD8+ esta reduzidaadeira significativa, tanto em
sua magnitude quanto em abrangéncia. A carga doaVHC costuma ser mais
elevada, devido a reducéo absoluta do numero fifeiios T CD4+, aliada a resposta
inadequada desenvolvida por estas células frentstmulo antigénidd®”. Desta
forma, o grau de imunossupressdo secundario angesto HIV influi na piora
histolégica. O impacto do HIV na evolugcdo natural liepatite C crénica € bem
conhecido, de modo que a doenca hepatica tem $dsifcada como uma das
principais causas de mortalidade em individuosctafios por este vili8. A
presenca do HIV associa-se a rapida progressao guaicse, faléncia hepatica,
hepatocarcinoma e menor freqiiéncia de clareameinéh %eja espontaneo ou
induzido farmacologicamert&®”. Graham el af® demonstraram que a co-infeccéo
aumenta o risco de desenvolvimento de cirrose ein v2zes e o0 risco de

descompensacéo clinica em 6,1 vezes. A contage@ibde menor que 200 células
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por mn? esta associada a um risco de mortalidade por dyegté 6,7 vezes maior do
que em pacientes com valores acima deste pontort#*® A terapia antiviral de
alta poténcia (HAART) para o HIV foi capaz de redazfibrogénese e a mortalidade
relacionada a doenca hepatica de maneira subdfaemiaora a utilizacdo deste
grupo de medicacéo tenha, em parte, associacabepatotoxidade®.

A infeccado pelo HTLV tem forte associacdo comfadgdo pelo VHC, devido
ao compartilhamento das vias de transmfé8a&ntretanto, existem poucos estudos
abordando o impacto deste virus na histéria natlmahepatite C crénica. Alguns
trabalhos apontam para um maior risco de hepatopatipiente, hepatocarcinoma e
morte por doenca hepatica neste gftibdNo nosso meio, Milagré€® nao encontrou
diferenca histoldgica entre pacientes infectadds YeIC, VHC e HTLV-1 e VHC e
HTLV-2.

Em regibes endémicas, a infeccdo @thistosoma mansot@m um impacto
negativo na piora da inflamacéo hepatica e nadi#mese, uma vez que a presenca
deste helminto no parénquima hepatico parece mwvarteposta celular do tipo Thl
para Th2, sendo esta pouco eficaz para o contiplessivo do VHE?.

A influéncia da infeccado pelo VHB na historia matuda infeccao cronica

pelo VHC sera abordada em seguida.
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2. O virus da hepatite B

2.1. Epidemiologia da infeccéo pelo virus B

A infeccéo pelo VHB apresenta distribuicdo mundi¥ido principalmente a
sua alta transmissibilidade. Existem atualmenteacde dois bilhdes de individuos
infectados em todo o mundo, sendo a grande maonatituida por moradores de
regides de alta e intermediaria endemicidade (438% respectivamente). Desta
forma, aproximadamente um terco da populacdo mutetremarcadores sorologicos
de contato pregresso com este VHU&")

Cerca de 350 a 400 milhdes de pessoas em todoonsditd portadoras de
infeccdo crbnica pelo VHB. Quinze a quarenta pdaedestes individuos
invariavelmente acabam evoluindo para cirrose, Beoo potencial de complicagdes,
como o hepatocarcinoma e faléncia hepatica. O ViH&spgonsavel por 30% de todos
0s casos de cirrose e 53% dos casos de neoplgsdiche A infeccdo cronica €
considerada uma das 10 principais causas de ndadaliem todo mundo, sendo
responsavel por um milhdo de mortes a cada anatetgn delas pelo carcinoma.
Assim, o VHB é classificado como um importante agerarcinogénico, perdendo
apenas para o cigarro como causa de neoplasia paffid®

De acordo com a prevaléncia sorologica do antigensuperficie (HBsSAQ)
em uma dada populacdo e/ou pela presenca de magsadi® infeccdo pregressa
resolvida (anti-HBcAg), o mundo pode ser classificam trés regibes endémicas

distintas, segundo a ON[§*®)
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1- Regides de baixa endemicidade: onde a preval@eiHBsAg € menor que
2% e a infeccdo pregressa ocorre em menos de 2Q86pddacédo. Caracterizam as
seguintes areas: América do Norte, Europa do N@tae Sul-Americano, Nova

Zelandia e grande parte da Australia.

2- Regides de endemicidade intermediaria ou modemaade a prevaléncia de
HBsAg esta entre 2% e 6 % e a infeccado pregressaeoentre 20% a 60% da
populacdo. Englobam: Norte da Ameérica do Sul, EarQpiental, Mediterraneo,

Russia e Japéo.

3- Regides de alta endemicidade: a prevalénciaB®AH é maior que 7% e a
infeccdo pregressa ocorre em mais de 60% da p@uul&pnstituidas pela Bacia
Amazonica (Amazoénia Ocidental), Africa SubsaariaBadeste Asiatico, parte da
Oceania, comunidades de aborigenes australianosylciPolar Artico (Alasca,

Groenlandia, norte do Canadd) e parte do Caribe.

No Brasil, a maioria dos dados obtidos é proverieie inquéritos nao
populacionais, baseados em bancos de sangue. Gpotudados permitem ao menos
extrapolar a situacdo endémica local. No gerak-setum gradiente decrescente de
endemicidade na direcdo Norte-Sul. Do ponto deawvegtidemiologico, a infeccéo
costuma ser dinamica, uma vez que sua prevaléafa imfluéncia das condicdes

socioecondmicas, habitos de vida, movimentos nigos e grau de exposicdo ao

riscd®®:°")
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Desta forma, a regidao Norte do pais é considergmaemdémica. Ha grande
heterogenicidade nas prevaléncias locais, mesmo&reas consideradas proximas.
Encontra-se alta frequiéncia de marcadores soral®gias regides dos afluentes da
Bacia Amazbnica, como o rio Juruas, Purus e MédlonSes, em especial a cidade
de Labrea, notoriamente conhecida pelo grande mirder casos agudos fatais
decorrentes da co-infeccdo pelo virus Delta (VHDg fato, o VHD é muito
prevalente nessa regido brasileira, atuando comdaton complicador da infeccao
pelo VHB®®%)

A regido Sudeste configura area de baixa prevaéAccidade de Sdo Paulo
foi mapeada em um estudo populacional na décad dsendo que a prevaléncia
obtida de HBsAg foi de 1,04 % (IC95% 0,43-1,65)ecathti-HBCcAg de 4,90 % (IC

3,6-6,2)°".

2.2. Vias de transmissao

O VHB é encontrado no sangue em altas concentrad8egas parenteral e
sexual sdo altamente efetivas para a transmissd®-s que 0 virus é estavel em
superficies inanimadas, podendo persistir viaveinetm ambiente por cerca de sete
dias, sem perder sua infectivid8G8® O VHB é passivel de infeccdo quando
localizado em soro, sémen, secrecdo vaginal, etajdserosas e liquor. Porém, o
risco de infeccdo é baixo através do contato cdivasairina, fezes, lagrima, suor e
bile, devido ao baixo indculo vifdl Apesar de ser detectado em leite materno, a
transmissdo pela amamentacdo ndo se mostra Efétikavia de transmissdo ndo é

identificada em cerca de 30-35% dos individuosciai#os. Nestes casos, a aquisicao
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viral provavelmente € conseqlente a formas menaderes de transmissao
parenterdt”.

De acordo com a distribuicdo endémica geografcaossivel distinguir
padrdes tipicos de transmisS&d. Nas regides de alta endemicidade predominam a
transmissao vertical, principalmente durante ogpgoeriodo neonatal e primeira
infancia (menores de cinco anos), provavelmentepotato intimo interpessdai®,

Nas regibes de moderada endemicidade, encontrapacd®es mistos de
transmissao, tanto por via vertical como horizof¢ahtato interpessoal, sexual ou
parenteral).

Nas regides de baixa endemicidade impera a tras&misorizontal, onde o
virus circula predominantemente por via sexual angsinea em grupos com
comportamento de risco, como profissionais do sesoiarios de drogas ilicitas
intravenosas, homossexuais e heterossexuais prumaiscindividuos com historico
de doencas sexualmente transmissiveis. Nesta &iuag grande parcela dos

acometidos é constituida por adolescentes ou adolens-*®

2.3. Virologia

O VHB é um membro da familldepadnaviridae Esta é constituida por virus
hepatotrépicos, tendo o DNA como constituinte de eaterial genético. Infectam,
além de humanos, aves e mamiferos (esquilos, masneopatoSP®. Estes agentes
apresentam tropismo por células hepaticas, poréngesgoma tem sido identificado
em sitios extra-hepaticos como rim, pancreas, dubtlares, musculo e células

linfomononucleard®?.
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As particulas virais completas, ou particulas ded) séo estruturas pequenas
com cerca de 40 a 42 nm de diametro sendo cousti#upor um envelope
lipoprotéico externo, onde se encontram trés formiatintas de glicoproteinas
estruturais ou antigenos de superficie, denominddBsAg, imersas em uma
estrutura lipidicg®%1%?)

Dentro deste envelope identifica-se o0 nucleocapsittal ou core do virus, de
simetria icosaédrica. O core é constituido pelatefma estrutural denominada
HBCcAg. Esta contém no seu interior o genoma vieaB@® kb, com formac&o circular
e relaxada, composto por duas fitas de DNA (rcDN&hdo uma delas parcialmente
completa (de polaridade positiva), além de uma efmat com caracteristicas
enzimaticas (polimerase), ligada a extremidade &'fith de DNA de polaridade
negativa, resultante do processo inicial de regdioaviraf**1%®

Além da producdo das particulas de Dane, as séinfactadas sintetizam
duas estruturas subvirais lipoprotéicas nao inféesa Uma assume forma esférica,
com 20 nm e outra, caracteristica filamentosa agald&®®. Essas estruturas sdo
constituidas somente por glicoproteinas do enveldBsAg) associadas a lipideos e
circulam de maneira excessiva em relacdo as pladiaompletas, numa razédo de

1.000:1 a 10.000%°%103)
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2.3.1. Genoma viral

O genoma viral é otimizado para o pequeno tamaloheirus. E constituido
por 4 fases de leitura aberta ou ORFs. Assim, &rniacdes genéticas sao
sobrepostas, de maneira que as mesmas codificagirna® com diferentes funcoes,
apesar da grande similaridade entre as sequénsiteotidicas precursofa®. A
regido pré-S — S (pré-superficie — superficie) éoogna codifica trés tipos de
antigenos de superficie, com tamanhos distintpsytar de trés diferentes cédons de
iniciacad™®. A menor proteina (24 kD) é também a mais abuegaendo chamada
de S émal) oumajor. A proteina M khedium é codificada mediante a transcricdo da
regido pré-S2, enquanto a leitura a partir do cagflemmarca o inicio da regiao pré-
S1 leva a sintese da proteinaldrde), que conjuntamente com a proteina S, permite
a unido viral com a célula hospedeira e compddratesa do virus, de modo que o
mesmo possa ser liberado para a circufd®4oA proteina L interage com o
nucleocapsideo, estabilizando sua estrutura™fiffalA sintese de grande quantidade
dessa proteina relaciona-se diretamente a liberdeaparticulas virais completas
(Dane), suprimindo a liberacéo de particulas sabvitdo infectant&8®.

A regido pré-C — C (pré-core — core) codifica nggenos do core (HBCAQ) e
o antigeno soluvel “e” (HBeAg). A transcricdo atpadto inicio da regido C produz
uma proteina de 21 kD, componente estrutural dedragro viral, enquanto a leitura
da regido pré-C leva a sintese de uma proteinarntaim 24 kD, que por sua acao
sinalizadora dirige-se a via secretora ceftidr No reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi, proteases proprias do hospedeimgpem a estrutura protéica,

removendo 19 aminoacidos da posicdo aminotermirtademinio C terminal, rico
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em arginina, resultando em dois subprodutos: HBeAgBcAg. O HBeAg, um
fragmento de 16 kD, € secretado e possui funcesdaando bem esclarecidas.
Todavia, sua presenca ndo parece ser necessaigyehaja replicacdo efetitfd.
Desta forma, a deteccao soroldgica do antigen@ ‘@nsiderada um bom marcador
de replicacao e infectividade do virus selvagem, seitacoe$®®.

A regido P codifica a polimerase viral, uma pmdeimultifuncional
enzimatica. Esta é subdivida em quatro regidesamuimios: proteina terminal - um
sitio de interacdo entre o capsideo e 0 RNA prémgao; regido espacadora - sem
acdo definida; polimerase — que sintetiza DNA ddpate de DNA e DNA
dependente de RNA (transcriptase reversa); e RNasgue destroi a fita precursora
de RNA!3109)

A polimerase é constituida por 344 aminoacidos, deénem regides
conservadas denominadas de A a F. O sitio cataliticmotivo YMDD (Tirosina,
Metionina, Asparagina, Asparagina) esta localizagloegido €%,

A regido X produz a proteina X (HBxAg), com fung@nda nao totalmente
reconhecidas, mas essenciais para replicacad $traPromove modulacéo de sinais
necessarios para a transcricdo de sequéncias gasatiavés da regulacdo da BCP
(basal core promotgre de outras regibes promotoras, podendo aindarafge
maneira direta e indireta, a expressdo de gengsriggdda célula hospedeira,
inclusive daqueles promotores de crescimento ¢&ftfla Ainda, interage com

proteinas de sinalizacdo intracelular essenciais gaontrole do ciclo celufdf®.
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2.3.2 Diversidade genética

A infeccdo pelo VHB é extremamente produtiva. A& stividade replicativa
em hepatdcitos produz cerca dé'i@®pias virais / mL / dia. Isto, associado ao fato
do processo de replicacéo viral ser dependenteadsctiptase reversa, uma enzima
sem mecanismos de correcdo, resulta no aparecingmtgrande numero de
mutacdes, caracterizando upool heterogéneo de particulas virais geneticamente
correlacionadas ou quasiespéCied® Estima-se que a taxa de mutacdes seja da
ordem de 1,4 a 3,2 x 16ubstituicdes de nucleotideos / sitio /&H3?

Na década de 70, este virus era classificado édtipes, de acordo com o
polimorfismo de seqiéncias de aminoacidos (detemb@s) mutuamente exclusivas
presentes na proteina S viral (d, w, y, r), quendiglvam uma regido altamente
conservada denominada determinante a ou MINMRjar Hydrophilic Regioh
(aminoacidos 124-147 da proteina®®) Assim, foram caracterizados quatro
subtipos (adw, ayw, adr, ayr), que se correlaciamgvpor exemplo, com a
distribuicao geografica do virus e com a sequiémeideotidica viraf®®.

Com a evolucao da virologia descritiva, foi poskevidentificacdo genotipica
através do sequenciamento gendmico viral, muitosnfaledigna do que a
classificacao inicial em subtipos. Dessa formaarfodescritos 8 genotipos (A, B, C,
D, E, F, G, H), distribuidos de acordo com divemig@maior que 8% no genoma total
e maior que 4% no gene S; além de diversos subigesot 19

Os mutantes do VHB podem ser selecionados de agjes virais
minoritarias através da intervencao terapéuticdwante o curso natural da doenca.

As mutacOes podem se desenvolver na regido genfméezore / core promoter, na
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polimerase ou na regido S (enveldf¥®) Ainda ha muita controversa em respeito ao
impacto clinico e evolutivo das substituicbes noitthcas. Contudo, mesmo
resultando em um menditnessviral, a maior incidéncia de casos agudos graves e

mesmo fulminantes pode estar associada a presengaidntes viraf&®.

2.3.3. Replicacao viral

A etapa inicial da infeccéo celular pode ser givam trés estagios: ligacao,
fusdo e entrada vitdl®. O virus liga-se a membrana da célula hospede@aés da
interacdo com receptores especificos, ainda naocbahecidos, mas provavelmente
multiplos e distribuidos nas proteinas de superftce L. A fusédo do envelope viral a
membrana celular decorre de dois mecanismos: gi&eraom o0s constituintes da
membrana celular, o que leva a liberagcdo do nuajeddeo e pela formacdo de
endossomos dirigidos para dentro do citoplasma,uporprocesso provavelmente
dependente de reducdo de pH e da acdo de enzirsoljpicas capazes de
induzirem a exposicéo pelo virus de sequiéncias gtaras de fus&tf®.

Apos a fusdo do envelope com a membrana e o deweuata viral, o
nucleocapsideo se dirige pelo citosol até o nudade libera seu material genético
apds a perda da estrutura protéica do®teA partir dai, seu genoma (sequiéncia de
DNA parcialmente dupla ou dsDNA) passa por um mieoam de reparo da fita
incompleta e é convertido da forma circular relaxgzhra uma forma circular
epissomal, fechada por ligacdo covalente, altamestédvel e conjugada com

proteinas nucleares. Aqui 0 genoma é denominaddN&E°”. Este microssomo
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atua como uma fonte para transcricdo de RNAs vaftisvés da acdo da RNA
polimerase II, sintetizada pelo préprio hospedtd®®

O DNA viral da origem a uma fita longa de RNA, c8rB kb, denominada de
RNA pré gendémico (pgRNA), que é transportada ati#aplasma onde atua como
RNAmM, sendo traduzida no reticulo endoplasmatiagmosa em proteinas do core,
polipeptideo e (HBcAg e HBeAg) e polimerd®® Paralelamente, o cccDNA da
origem a RNAmM de 2,4 e 2,1 kb, que dardo origemprateinas de superficie e a um
RNAm de 0,7 kb, precursor do HBx&. Desta forma, a replicacdo do DNA viral
ocorre de maneira indireta através da formacamuefita longa de RNA (pgRNA),
contendo uma estrutura em forma de logpcapaz de ser reconhecida pela regiao
amino terminal da polimerase. O RNA é entdo endagsi (empacotado) juntamente
com esta enzima, que inicia a transcricao revérgaimeira fita de DNA sintetizada
€ de polaridade negativa e a medida que a mesmanada, o RNA precursor é
degradado por acéo enzimaftéd

A presenca de um oligoribonucleotideo residual, glementar a uma regiao
de onze nucleotideos denominada DR1, serywider para a sintese da fita de DNA
de polaridade positiva, apos sofrer translocacé@a pasicao 30 da mesma fita, numa
regido denominada DR2. A sintese desta fita ocdeeforma parcial, sendo
interrompida uma vez que o processo de formacaonudteocapsideo € finalizado.
Um sitio terminal redundante da fita negativa, d® @mucleotideos, permite a
conformac&o circular do genofffd. Uma parcela do core recircula para o ntcleo,
alimentando @ool de cccDNA, que pode atingir até 50 copias panladimédia de
1,5 copia / célula), enquanto outra parte recebenwelope viral, contendo os

antigenos de superficie, no proprio reticulo ermkphtico rugoso e se associa a



Introducdo 50

glicanos e lipides do complexo de Golgi e membiaialar, sendo liberado para a
circulacad®®1921%) A taxa de liberacdo dos virions por cada hepatdofectado é
de 1 a 10 a cada 24 horas, culminando numa taxmigite 16° a 102 particulas
virais produzidas por dia, baseado na estimativainfieccdo de 5 a 40% de

aproximadamente 2 x 1thepatécitos presentes no figgtt

2.4. Mecanismos de persisténcia viral

Os elementos que definem a persisténcia da irdeggEo VHB séo
multifatoriais e estdo relacionados as caracteaistiproprias do virus e de seu
hospedeiro. A maioria das infec¢des primarias euntt@glé autolimitada e resulta no
clareamento viral, culminando em imunidade duragaantra reinfeccbes. Porém,
em menos de 5% dos adultos, a infeccdo ndo seveesolorna-se persisteffd.
Neste caso, a replicacdo viral continua principab@meno figado, levando a uma
viremia continu&®®.

A probabilidade de desenvolvimento de infec¢doicedg maior quando mais
precocemente se adquire o vitusO motivo deste fato ainda nao foi totalmente
esclarecido. Especula-se sobre a maior imunotaer@os recém-nascidos, seja pela
imaturidade celular ou pela agéo imunomoduladoreBeAd>®.

As mutacdes sdo consideradas possiveis mecanidmqzersisténcid®.
Mutacdes de escape envolvendo o determinante atéypeno de superficie (vacina
ou imunoglobulina induzidas) parecem ser mais el®s do que aqueles que
evadem a resposta imune celular. Assim, variantgs mutacbes em epitopos

dominantes de células T sdo pouco freqlentes tatofeccdo aguda como na



Introducdo 51

cronica, refletindo a fraca resposta imune e cdim@gmente a pouca pressao
seletiva caracteristica desse cenario. Desta foesta, tipo de mutacdo ndo parece
afetar de forma marcante a resolucdo de uma irdeagéida ou exercer um papel
definidor para a persisténcia vit&l

O VHB-DNA mantém-se nos hepatocitos como epissqouoecDNA) nas
formas cronicas da infeccdo, mesmo em individudsmetidos a terapia com
analogos nucleosidicos / nucleotidicos ou interfetona vez que trata-se de forma
nao replicativa e, portanto, ndo passivel da agéesgses agentes 1%

A alta estabilidade das moléculas de cccDNA, asdaca longa meia vida
dos hepatdcitos (de 2 semanas a varios meses) eapaeidade de transmiti-las a
células filhas durante a mitose, sugere que a gp@énsia hepatica desta forma
intermediaria é possivel, mesmo em individuos castotico de infeccdo aguda
remota. Varios estudos tém demonstrado esta {65114

Yuki et al*®, através do emprego geimers especificos para a regido DR
(repeat regioh do genoma do VHB, foram capazes de amplifica estrossomo de
forma altamente especifica, em detrimento de outfasnas replicativas
intermediarias ou mesmo da sequéncia integrada reasteas histologicas de 19
pacientes com infec¢cdo aguda pregressa, demonsiagmetsenca deste epissomo em
todas as bidpsias estudadas. Mason €®4fambém demonstraram que o VHB-DNA
hepatico pode persistir por varios anos, tantoonad replicativa como de maneira
quiescente, em pacientes HBsSAg (-) apdés um peridelo3-67 meses apods a
recuperacdo de uma infeccdo aguda. Yuen &tahnalisaram prospectivamente 16

pacientes com histérico de hepatite B resolvida,pdato de vista bioquimico,
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virolégico e histolégico. Em 37% dos mesmos foighesl a identificacdo do genoma
viral intrahepatico, sob a forma epissomal.

Desta forma, evidéncias baseadas na presenca rdongeviral em soro,
células mononucleares de sangue periférico (PBM@me hepatdcitos, aliada a
expressao clinica de hepatite em individuos coml@gia compativel com infeccéo
resolvida pelo VHB submetidos a tratamentos imupoesores ou com patologias
imunossupressoras de base submetem a possibilidageessenca de uma infeccéo

latente pelo VHB, de baixissimo grau replicativalg&la 1§°6-11115-117)

Tabela 1- Possiveis situagcdes de imunossupressao e igidiedinica do VHB

Neoplasias hematoldgicas
Infeccao pelo HIV

Transplante de medula 6ssea
Transplante hepético

Transplante renal

Quimioterapia

Corticoterapia

Uso de anti-CD10 (Rituximab)
Uso de anti-CD52 (Alemtuzumab)
Uso de anti-TNF (Infliximab)

Adaptado de Raimondo et al., 2007 e Hollinger 8260

A possibilidade da persisténcia residual do VHB sapifeccdo resolvida
comecou a ser debatida ha mais de 20 anos, quaingieblicado o primeiro relato de
hepatite transfusional envolvendo um doador quseyiaso anti-HBcAg como unico

marcador sorolégico de infeccéo pelo VHB,
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Na grande maioria dos individuos imunocompeterae¥HB residual néao
parece promover uma atividade inflamatoria hepaiiti@nsa ou uma maior
incidéncia de hepatocarcinoma. Porém, Yuki &tdldescreveram um baixo grau de
inflamacdo hepatica em sete individuos covalessemte infeccdo resolvida.
Resultados semelhantes foram obtidos de modelosaamniconvalescentes de
infeccdo aguda**®

Do prisma epidemiologico, o receio recai sobre kcé® de possiveis
transmissores através da doacdo de sangue e oOidaoselatos de individuos
positivos para o anti-HBCAg e negativos para o VBIBA, por técnicas diagnoticas
comerciais de biologia molecular, que transmitiamirus durante doagéao de sangue.
Contudo, a inoculacéo experimental do soro e c®lmanonucleares infectadas pelo
VHB em chimpanzés, provenientes de pacientes camlogia compativel com
infeccdo resolvida [HBsAg (-) e anti-HBsAg (+)] n@icoduziu infeccadd*®. Neste
caso em especial, postulou-se se este desfechostda influenciado pelo pequeno
in6culo do material injetado, uma vez que a dofectante minima do VHB ainda
nao foi totalmente elucidada. Ainda, a real infiti@ndo gendtipo viral, do provavel
acumulo de mutacdes incapacitantes para a repticagdesmo da neutralizacao das
particulas por anticorpos circulantes no compramstio da infectividade do VHB
residual permanece indefinfif&1°¢12°)

Tracos de material genético do VHB foram enconsadato em pesquisa de
soro como em PBMCs de individuos HBsAg (-) muitmpe ap0s a recuperacao
sorologicas da infeccado, situacdo esta caracteripath perda dos antigenos virais
com consequente soroconvef$®d®11511912D) pe fato, Rehermann el fat”

demonstraram a persisténcia de CTLs apos infeagddea por longos periodos (até



Introducdo 54

23 anos apos 0 contagio) e, principalmente, comactanisticas fenotipicas
compativeis com atividade celular, apés estimulagadtro com multiplos epitopos
do VHB - remetendo a fase aguda da infeccéo. Estada favorece a hipétese da
exposicao continua destas células aos antigenog¥HB na vigéncia de baixa
replicacdo viraf'*®. Assim, através do uso de marcadores celulareseengrego de
métodos de fluorescéncia, confirmou-se a presead¢@ld.s que foram recentemente
ativados, recuperados de individuos expostos agateaguda anos atras. A inducéo
de CTLs especificos para antigenos virais necedaitintese de virions por células
infectadas, pois sua ativacdo € dependente daeapaedo endogena de epitopos
celulares via HLA classe |, ao contrario do estormpéira a producao de anticorpos,
que parece ser mantido por células dendriticas ajpergam antigenos virais
residuai§?”.

Michalak et af*'? descreveram a persisténcia no soro do VHB-DNA 6 8
dos individuos apés resolucéo clinica e sorolédacanfeccao aguda, de forma que o
genoma viral foi capaz de manter sua capacidadeagypa inclusive em células
linfomononucleares de sangue periférico, comproadavés da presenca do VHB-
RNA. Desta forma, as préprias células do sistemmenalém do figado, seriam um
sitio de persisténcia viral.

Marusawa et af*" comprovaram a presenca de formas replicativas B V
em 20 casos que ndo apresentavam evidéncias bicgsinhe disfuncdo hepatica,
mas que eram portadores do anticorpo anti-HBcAgtd3e 13 de 14 individuos com
todos os marcadores sorologicos de eliminacédo yaali-HBsAg e anti-HBCAQ)
apresentavam o genoma do VHB detectavel no hepatbi@ste estudo, foi possivel

a discriminacéo da forma epissomal cccDNA do rcDNfarma relaxada presente no
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interior da particula de Dane - empregando enzicapszes de digerir o rcDNA e
pelo tipo de técnica de PCR, na qual utilizou-sedas dirigidas a regido X do
genoma, englobando as sequéncias DR1 e DR2, cyarasenta de forma continua
em ambas as fitas do cccDNA; além de amplificagdcatjiéncias do VHB-RNA,
indicativos de transcricao e replicacao viral. Témkoi possivel demonstrar o DNA
viral integrado ao genoma do hospedeiro, atravgwekenca intacta da regido DR1,
de maneira similar & praticada pelos retroVftfls Porém, os niveis de replicacéo e
transcricao viral parecem ser reduzidos, uma vezhguve necessidade de realizacéo
de varios turnos de amplificacdo genbmica paratacd@o destes produtos. No
mesmo estudo de Marusawa et al., ndo houve eval@ecimutacdo na regido pré-
core e core promoter, indicando predominancia deaseselvagens, capazes de
estimular a producéo do anti-HBeAg e dos outroE@nos contra estruturas virais.
Ainda ha davidas se nesta situacdo a replicacAgethmma € capaz de
sintetizar particulas virais intactas, incluindo adementos protéicos do
nucleocapsideo e do envelope, ou mesmo se o VHB-DONAtificado é constituinte
do genoma completo do viff§. Michalak et af**¥ sugerem que ndo ha somente a
transcricao viral e sintese protéica como tambéircalacdo sanguinea dos mesmos,
possivelmente como particulas completas de Darenga seriam detectadas pelos
meétodos soroldgicos habituais, pois estariam neddos pelo anti-HBsAg, em
forma de imunocomplexos. A identificacdo do HBsABRCAg em tecido hepatico
foi possivel por técnica de imunohistoquimica emca@le dois ter¢cos de individuos
com sorologia compativel com infeccéo pregressa YEIB, corroborando, do ponto
de vista também histologico, com a hipotese dasénprotéica ativa de antigenos

estruturaig*®.
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A replicacdo residual seria essencial para a meagab da imunidade
especifica e duradoura contra o VHB em pacientes icdeccdo dita resolvida e
auto-limitada. Desta forma, a imunoprotecdo resaltala acdo de anticorpos
neutralizadores aliados a presenca de tracos do, Yieliessarios para a conservacao
da imunidade humoral e celular especifica, corgtraki com a idéia de que apenas a

persisténcia de células de memoria T e B seriaiisnfes para a constru¢cao de uma

(122) |(123)

resposta altamente efetiva frente a re-exposicaovidB' <. Zerbini et a
estudandan vitro e ex vivocélulas T de pacientes anti-HBcAg (+), com ou sem
VHB-DNA detectado em figado, demonstraram que anihade da resposta imune
foi compativel entre esses dois grupos, fortalecenkipotese de que individuos anti-
HBcAg (+), independente da detectabilidade do VHRBAD intrahepatico,
representam uma mesma entidade biolégica corresptench uma infeccdo pelo
VHB resolvida, embora com uma eficiéncia variavelcdntrole da replicacéo viral,
através da maturacdo e manutencéo altamente &dfiaias células T de memoria.
Essa hipdtese ganha plausibilidade uma vez querapideantiviral eficaz em
pacientes cronicamente infectados promove a reddgdeposta de linfécitos T de
maneira significativa num periodo de 3 a 5 &fbs

De fato, os mecanismos imunologicos atuariam piadena reativacao
efetiva do VHB, como em um equilibrio dinamico erdrreplicacéo viral e a resposta
imune do hospedeiro. Assim, o repertério de cccDNéderia, a0 menos
teoricamente, ser reduzido por mecanismo citolithmqual a célula infectada seria

destruida e substituida por outra de uma linhag@mimfectadg’”. O mecanismo

nao citolitico também agiria através do controlereplicacdo viral pela acdo de
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citoquinas (TNFa e INF+y), capazes de inibir fortemente a expressédo gemdduc
VHB em um nivel pés-transcriggg-+411%)

Desta forma, as fases aguda e cronica da infgueladvHB seriam extremos
de um mesmo processo, diretamente influenciadas grau de eficacia da resposta
imune celula49)

Portanto, a infeccdo persistente, sorologicamesilenciosa (HBsAg
indetectavel) seria uma consequéncia natural dzcgéb aguda resolvida. A este

fendbmeno convencionou-se denominar hepatite Bancult

2.5. Hepatite B oculta

O conceito de hepatite B oculta, atualmente d#dirtomo a presenca do
genoma do VHB no tecido hepatico e eventualmented@uas linfomononucleares
de sangue periférico e soro, em individuos sordnegapara o HBsAg, comecgou a
ser explorado no final da década de 1980, sendioomehracterizado durante os anos
de 1990 e 2000, com o advento de técnicas de Imolowlecular altamente
sensiveig**1%2)

Esse tipo de infeccdo ndo tem sido associado geneerindividuos que
resolveram infeccdo aguda ou que responderam tomgato medicamentoso de
infeccdo crbnica, mas também a pacientes com legyaiooma de origem
indefinida, hepatite C cronica, hepatite criptodgmaé individuos submetidos a
hemodidlise, multiplas transfusbes (hemofilicos) wsuéarios de drogas

intravenosas'®).
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Tabela 2- Pacientes candidatos ao diagnoéstico de infeacélba pelo VHB

Enzimas hepéticas alteradas Enzimas hepaticas normais
com etiologia desconhecida

(sorologias negativas)

Hepatite criptogenética Infeccéo pelo VHB resolvida
Usuario de drogas ilicitas intravenosas
Hemofilicos

Paciente em hemodialise

Portadores de hepatite C crbnica que

responderam ao tratamento antiviral

Adaptado de Carrefio et al., 2008

A infeccdo oculta ndo é capaz de produzir HBsAgaavel por métodos
soroldgicos habituais. Uma das possiveis hipétdeesespeito a heterogenicidade
gendmica do VHB, ou seja, a presenca de mutacipeges de modificar a sintese da
proteina S Ipop hidrofilico ou mutacdo no determinante a do HBs#gposicao
145), impedindo sua deteccdo pela maioria dossteesorologia, ou por mutacoes
capazes de inibir a expressao do gene S (regid81p82) ou mesmo a replicagdo
viral195106.122.129) contydo, a presenca dessas mutacdes ndo se aptieioria dos
casos descritos. De fato, estas situagbes foramtifidadas em populagbes
especificas do Mediterraneo.

O que parece ocorrer € a forte supressao imunaldgiexpressdo genémica e
consequentemente da replicacdo do VHB, fenbmenopmyado através da
demonstracdo da manutencao da resposta vigorogeperde células T de memoria
especificas e pela reativacdo e reversao soroldtpcenfeccdo em situacdes de

imunodepressag**2212%
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Outra possivel explicacdo relaciona-se a possduiBddas particulas virais
circularem sob a forma de imunocomplexos esta@nstudo, um estudo falhou ao
comprovar a presenca dos mesmos no soro de paciumeeapresentavam o VHB-
DNA detectavel. Em ocasides menos comuns, a fathalateccdo do HBSAg e
mesmo do anti-HBCAQ deve-se a presenca de imunessfp associada a infeccéo
pelo HIV ou apés transplarte’.

A supresséo da expressdo do HBsAg € acompanhadaves reduzidos ou
indetectaveis do VHB-DNA (geralmente abaixo de t6pias / mLY*®. Todavia, o
fato destes individuos apresentarem uma viremigduas ndo necessariamente
implica em um menor quantidade de genoma virabnild hepatict®®.

Mulrooney-Cousins e Michal&k® propuseram a distingéo de infecgéo oculta
em primaria e secundaria, através da observacauoodelos animais. A infeccéo
secundaria seria considerada o habitual, na quélus manteria seu tropismo por
células hepaticas. A infeccao primaria seria agpedaluzida por um baixo inéculo
(abaixo de 1000 copias / mL), que culminaria esaénente em uma infeccdo do
sistema linfatico, embora o comprometimento hepmdidar fosse possivel. O
hospedeiro, bem como na infeccdo secundaria, delsena resposta celular do tipo
T especifica, contudo ndo seria capaz de sintatizaicadores imunosorolégicos de
infeccdo. Nao foram detectadas alteractes hepdtesse tipo de infeccdo. Todavia,
os individuos analisados foram considerados susegpta nova infeccéo pelo VHB
quando submetidos a reexposicao.

Recentemente, mecanismos epigenéticos tem siddeeksts quanto a possivel
regulacédo da replicacdo e transcricdo do cccDNAg uez que este intermediario €

organizado como um microssomo, sendo assim sulgugadtividade enziméatica



Introducdo 60

atuante no processo de remodelacdo da cromatima,agio de metilases e
deacetilases. Neste contexto, a supressao virariposer resultante de modificacdes
funcionais e potencialmente reversiveis do ambientacelular, desencadeado por
agentes co-infectantes (ex: VHC), quimicos ou citoag™®.

Vivekanandan et &%® demonstraram a presenca de mdltiplas delecdes e
mutacdes através do sequenciamento do genomaseiado de cinco pacientes com
infeccdo oculta pelo VHB, mas que foram semelhamigselas encontradas na
infeccdo evidente pelo VHB. Porém, padrdes de agétd diferiram entre esses dois
grupos, nao permitindo ainda uma clara definicasak

Quanto ao aspecto clinico, como mencionado antegigste, apesar de poucos
estudos prospectivos disponiveis sobre o impacstolbgico da hepatite aguda
autolimitada em humanos, a permanéncia do VHB-DN#patico pode estar
correlacionada a uma atividade inflamatodria leecer@inua capaz de contribuir para a
progressao da fibrose em situaces esp&éfais

Em relacdo ao desenvolvimento do hepatocarcinalgans estudos, tanto em
humanos quanto em modelos animais, tem demonstr&deito pré oncogénico do
VHB residual de maneira semelhante & infeccdo HBswident&*11°122127) por
exemplo, Pollicino et &F*® detectaram o DNA viral, tanto em forma integradenc
covalente (cccDNA), mantendo atividade replicatiemm 63,5% de 107 casos
avaliados de pacientes com hepatite C que desamaalv hepatocarcinoma.
Raimondo et &f* demonstraram o VHB-DNA em 63,5% dos casos de
hepatocarcinoma versus 32,8% em portadores dedpepiat cronica (p<0.0001; OR
de 3,6). Squadrito et 4% detectaram o material genético do VHB no tecido

hepatico em oito de nove pacientes que desenvatvbepatocarcinoma (p=0.002).
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No nosso meio, Alencar et &f” encontraram resultados divergentes, uma vez que
em estudo do soro e tecido hepatico obtido de tiémpizs portadores de hepatite C
cronica submetidos a transplante hepatico, somamie amostra de soro resultou
positiva para o VHB-DNA, embora os autores discutamfluéncia do tamanho do
fragmento hepatico estudado e a forma de consenagganesmo (em parafina) na

sensibilidade do teste empregado.

2.6. Influéncia da infeccéo pelo VHB na historia naral da hepatite C cronica

2.6.1. Co-infeccéo entre os virus da hepatite B e C

A co-infeccdo cronica pelo VHB e VHC nao é incomuiado o
compartilhamento por ambos de vias semelhantesratesnissdo. Os dados de
prevaléncia da nossa area geografica ainda sdgssesca pouco exatos. Outros
inquéritos envolvendo pacientes portadores de ¢afeccrénica pelo VHB
demonstraram prevaléncias de infeccéo dupla ero theri0-15 %2,

Do ponto de vista cronoldgico, esta modalidadendectdo pode se dar de
duas maneiras: simultaneamente, quando o indivdidnoculado com os dois agentes
em um mesmo momento; ou por superinfeccdo, quandindividuo previamente
infectado pelo VHC acaba por adquirir o VHB, oueviersa. Neste caso, 0 virus
subjacente é capaz de promover hepatite fulmift&rite

Na co-infeccdo, um virus exerce papel de domimsasobre o outro. Essa
definicdo hierarquica resulta da somatoria de tariaticas dos proprios virus com a

qualidade da resposta imune desenvolvida pelo despe Assim, a interacao viral
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acaba sendo influenciada diretamente pela sequérmmlogica da infeccdo, pelo
status replicativo e pela presenca de mutacdesmangg virdP.

Todavia, a dominancia do VHC sobre o VHB parecevsas frequente. Essa
conclusao foi baseada em estudos que demonstradateecao de niveis reduzidos
de VHB-DNA no soro destes pacientes co-infectadl#Zsn de uma menor atividade
da polimerase viral e auséncia dos antigenos HEsAMBCAg em tecido hepatico,
identificados por técnicas de imunohistoquiifta

As proteinas do core e NS2 do VHC parecem ser eagbinibir a sintese de
novas particulas do VHB. A proteina do core é amrada um modulador da
transcricéo viral do gene do VHB. Esta é capazede@ar e inibir a acdo da proteina
X (HBXx), necesséria para a ativacao da transcuicA9HB e fazer o mesmo com a
sua polimerase. Do ponto de vista estrutural, pdessi sitios com acédo sinalizadora
na sua porcado N-terminal (nuclear localization aigrou NLS). Como esta proteina
viral é restrita ao citoplasma celular, assume-gse gstes sitios interajam com
receptores nucleares (NR) neste local, impedin@doogumesmos se liguem a regides
ativadoras Enhance)y no genoma do VHB, necessarias para a transcdga@NA
pré-gendmico (pgRNA) e dos genes core e X do PHRBIém disso, o core também
encapsulamento do pgRNA, vital para a sinteseBdIA via acdo da transcriptase
revers&). Ja a proteina NS2 parece interferir na atividdeldatores de transcricdo
celular essenciais para ativacdo dos genes proasodorVHEB"?.

Por outro lado, alguns autores sugerem a inibicdoVHC pelo VHB,
baseados em achados que correlacionaram a repliedisga do VHB com uma

menor carga viral do VHC ou mesmo com a indeteldaiie do mesnftf:132133)
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Pontisso et dF** identificaram uma taxa de eliminacdo maior destasv(VHC-

RNA) nos co-infectados do que em monoinfectado%o(v&rsus 14%). Ainda, ha a
possibilidade da interferéncia simultanea de anasogirus, uma vez que um estudo
demonstrou que ambas as cargas virais eram ret@ite mais baixas quando
comparadas as de monoinfectados pelo VHB e $4%CPortanto, trés situacdes sédo
efetivamente possiveis na co-infeccdo B e C, cardigdo um modelo dinamico, ou

seja, com capacidade de alternancia das domin&ficias

2.6.2. Infeccéo pregressa pelo VHB em portadores d&eccao cronica pelo

VHC

A prevaléncia do marcador sorolégico de contatd/Hd@ (anti-HBCAg) em
pacientes portadores de infeccéo crénica pelo VH@iae No passado, considerava-
se que o VHB-DNA tinha sido eliminado totalmentéog®spedeiro. Todavia, como
revisto anteriormente, métodos de deteccdo moleailamente sensiveis tém
demonstrado a persisténcia do genoma viral em ugrafisante proporcdo de
individuos com hepatite B resolvida, especialmeragueles com infeccdo crénica
pelo VHC129:1%)

Neste cenario, a resposta imune dirigida contrarasvsuprimido poderia
contribuir para prejudicar o curso evolutivo da rigee hepatica provocada pelo
VHC™, Entretanto, o impacto clinico dessa “infeccaensilosa” em pacientes com
hepatite C crbnica ainda permanece incerto, de dogue esta modalidade de
infeccdo tem sido associada a doenca ativa progaes<irrose, atuando como fator

complicador do prognosti€é®t3313”) Outros estudos sugerem inclusive que a
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resposta terapéutica ao interferon, em especiaka de resposta sustentada, seria
menor nesses pacierfé&!®1%9) Os mecanismos promotores desta menor resposta
ainda nao foram totalmente compreendidos. Espeeulasobre o papel da
interferéncia viral em proteinas celulares comiddide antiviral e a reducdo da
expressdo intrahepatica de receptores para odndff’. Por outro lado, alguns
estudos falharam ao demonstrar a infeccdo pregmslsaVHB neste grupo de
paciente como fator determinante de diferencascaln bioquimicas e histolégicas
em relacdo ao grupo de monoinfectados pelo YA3¢”

Sabe-se que tanto o VHB quanto o VHC podem coex@sti um mesmo
hepatécito. Rodriguez-ifiigo et @t demonstraram, por técnica de hibridizagéio
situ em amostras hepaticas de seis pacientes, a paedercglulas contento o VHB,
VHC e ambos. Contudo, a imunobiologia da interagiéa que se desenvolve em
uma mesma célula ainda ndo foi estudada em défafhedesta maneira, ainda é
questionavel se a presenca do VHB é capaz de rastauresposta T citotOxica
especifica contra o VHC ou mesmo se as citoquiidB-§ e TNFe) secretadas
mediante estimulo do VHB contribuem para o contdgol&/HC, ou vice-vers&€>%3)

Quanto ao desenvolvimento de hepatocarcinoma, gidiserestudos
demonstraram o impacto negativo da infeccao pregrpslo VHB (anti-HBcAg) no
desenvolvimento desta neopld&a*®'*® |keda et af**?, através do
acompanhamento prospectivo de uma coorte de 84énpes — 275 cirréticos — com
hepatite C crénica, demonstraram que o anticorpdr&am antigeno do core (anti-
HBcAg) foi considerado fator de risco independepéga o desenvolvimento de
hepatocarcinoma. Squadrito et'af, avaliando biopsias hepaticas de 135 pacientes

com VHB-DNA detectavel em tecido hepatico, obsearauma maior prevaléncia de
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cirrose neste grupo (p=0,01). Destes, 53 paciefwiesn acompanhados por um
minimo de 50 meses, sendo que no periodo 8 indigidiesenvolveram neoplasia
hepatica (p=0,002). No Brasil, um estudo realizagl®&io Grande do Sul demonstrou
a presenca do VHB, por imunohistoquimica, em 19¢% pacientes portadores de
infeccdo crénica pelo VHC e em 77,7% dos mesmos dasenvolveram
hepatocarcinont”.

Desta forma, € bem possivel que a presenca do VNB;Dntegrada ao
genoma do hospedeiro, mantenha suas propriedadesnpogénicas através da
transcricdo de diversos peptideos como a protejrda Xnesma maneira da infeccao
tipica HBsAg (+), aliado ao papel indireto exerciqmor uma atividade
necroinflamatoria persistente e aditiva aquelamtesieada pelo VHC que, ao menos
teoricamente, poderia contribuir para o desenvavitm de cirrosé?>1%®)

Quanto a este tema, a heterogenicidade dos estiglu$ficos disponiveis
contribui em grande parte para a atual auséncieodelusdes. Sendo assim, ainda
nao esta claro se a persisténcia residual do VHignm de algum modo influenciar
no grau de lesédo hepatica ou mesmo promover maméncia de complicacdes em

pacientes portadores de hepatite C crétita
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JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Varios estudos tém fornecido evidéncias cada vems rfates sobre a
persisténcia da replicacao viral residual do VHEBsmo em pacientes com infec¢ao
pregressa e resolvida por este virus.

Em individuos monoinfectados e imunocompetentds, fato aparentemente
nao repercute do ponto de vista clinico. Entretan® pacientes portadores de
hepatite C crénica estdo submetidos constanteraante atividade pré-inflamatéria,
de forma que a soma da resposta imune supressaoepldzacao residual do VHB
poderia acentuar a leséo hepatica destes individuos

Portanto, é necessario que haja a contribuicdoaie @studos como tentativa
de esclarecimento da real influéncia da infeccé&mnessa pelo VHB na histéria
natural da hepatite C cronica. E fundamental quenesmos sejam realizados em
regides de baixa endemicidade para o VHB, adequassdachados disponiveis

atualmente ao perfil da nossa populacéo.
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OBJETIVOS

1. Retratar as caracteristicas epidemiolégicasicels e laboratoriais encontradas
em pacientes portadores de hepatite C cronicieeci#o pregressa pelo virus

da hepatite B;

2. Avaliar a associacdo entre a infeccao pregmessavirus da hepatite B nos
portadores de hepatite C cronica e o dano histadgepatico, dentro de sua

historia natural;

3. Identificar possiveis fatores preditores deofsler hepatica avancada.
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CASUISTICA E METODOS

1. Definicdes

Definiu-se infeccdo cronica pelo virus C como dmuwe ocorréncia em
individuos com viremia detectavel (VHC-RNA), atravde técnica de biologia
molecular (reacdo em Cadeia pela Polimerase), moperiodo igual ou maior que
seis meses.

Foram considerados individuos com historia pregréssinfeccdo pelo virus
B todos aqueles que apresentaram os marcadord§gscoe anti-HBCAQ presente,

HBsAg ausente e o0 anti-HBsAg detectavel ou néo.

2. Tipo de delineamento

O estudo realizado foi do tipo transversal e foramistos retrospectivamente
prontuarios de pacientes com diagnostico de intecgdnica pelo virus da hepatite
C, atendidos no Ambulatorio de Hepatites da Divisi@&o Clinicas de Moléstias
Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinidas FMUSP, no periodo

compreendido entre 01/01/2006 a 31/12/2006.
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3. Local do estudo

O Hospital das Clinicas da Faculdade de MedicinaSde Paulo é uma
instituicdo terciaria de assisténcia, ensino e yaisagconsiderada maior da Ameérica
Latina e de referéncia ndo s6 em seu estado, nmalséta em todo territorio
brasileiro.

O atendimento aos portadores de hepatite C é wolpaithcipalmente aos
pacientes provenientes do municipio de S&o Paulw.tddo, trés principais
departamentos acolhem essa demanda: o Servico steo&derologia Clinica; o
Servico de Cirurgia Experimental / Grupo de Figad®m Servico de Doencas
Infecciosas e Parasitarias.

O Ambulatério de Hepatites Virais do DMIP, ativosde 1987, assiste
namero consideravel de pacientes portadores de$secdo dentro da dinamica
hospitalar, com cerca de 4.000 individuos matratndae média de 800 consultas
anuais. O atendimento € feito por médicos assesepids-graduandos e residentes

em Infectologia.

4. Individuos em estudo

Os pacientes atendidos em sua grande maioria fet@mrenciados a partir de
servicos de Bancos de Sangue, especialmente deaRgite Hemocentro de S&o
Paulo, unidade ligada ao Hospital das Clinicas.igatoriamente, esses servigcos
realizam a triagem soroldgica para infeccdo petasvHIV, HTLV 1/2, virus da

hepatite B (pesquisa do anticorpo contra antigemocate — anti-HBcAg e do
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antigeno de superficie — HBsAQ), infeccdo peloeponema pallidume
Trypanossoma cruzlém da dosagem de alaninoaminotansferase (ALT).

Os candidatos a doac&do soropositivos para hepatis@do aconselhados a
procurar atendimento médico em um dos servicoseomados do HC-FMUSP. O
ambulatério recebe também pacientes provenientesuti®s departamentos do
proprio hospital e de servicos externos, quandoaciepte reside em area de
cobertura de acordo com o mapa de atendimento deet&ea de Saude do

Municipio de Séao Paulo.

5. Dinamica do atendimento ambulatorial

O acompanhamento dos pacientes segue a rotinardiitas relativas ao
manejo clinico e tratamento preconizada pelo ProgréNacional de Hepatites
Virais®),

Na primeira consulta, obtém-se uma anamnese aadds bs dados clinicos
pertinentes sédo investigados, além do historicdezpioldgico e laboratorial quando
disponivel. E realizado exame fisico de abordagseguido pela solicitacdo de
exames complementares, geralmente analise hematlédgioquimica de sangue,
pesquisa viral através de técnicas de biologia ecntde (VHC-RNA qualitativo),
investigacao radioldgica (ultra-sonografia abdomen@&ndoscopia digestiva alta) e
anatomopatologica (bidpsia hepatica), podendonsividualizada de acordo com as
necessidades do momento.

Segundo o0s resultados disponiveis, em especiale sa critérios

histoldgicos, € optado pelo acompanhamento clildboratorial peridédico ou pelo
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tratamento, utilizando-se interferenfpeguilado ou convencional) associado ou ndo
a ribavirina. Portanto, 0 numero de retornos e egisntemente a quantidade de

exames solicitados sao bastante variaveis.

6. Exames laboratoriais

Os exames laboratoriais de bioquimica sanguinea cmsagem de enzimas
hepaticas e canaliculares, bilirrubinas, andliséudedo hepatica e renal, bem como
as sorologias para doencas infecciosas, examestdienanidade e hematoldgicos
foram realizados pelo Laboratério Central do Hadmts Clinicas FMUSP, atraves
de metodologia automatizada.

Quanto ao diagnoéstico sorolégico da hepatite Clizoti-se teste
imunoenzimatico de segunda e terceira geraddbdtf HCV EIA 2.0 e 3 para
rastreamento, sendo que alguns resultados incormtubram submetidos a teste
suplementar por técnica de imunoblot (RIBA) atradésvisualizacdo das fracdes
antigénicas, o que confere maior especificifitle

Quanto a hepatite B, foi realizada a deteccéo tatigh dos anticorpos totais
contra 0 antigeno do core (anti-HBcAg total) atead® ensaio imunoenzimatico
(MEIA competitivo) baseado em microparticulabiotf Laboratories Diagnostics
Division), teste semi quantitativo para a deteccédo doemtige superfice (HBsAQ)
(Abbotf Laboratories Diagnostics Divisiore teste imunoenzimatico qualitativo e
quantitativo do anticorpos contra o antigeno deedigie da hepatite B (anti-
HBsAg) (Abbotf Laboratories Diagnostics DivisionEste ultimo foi quantificado

através de uma curva padrdo do calibrador com ke de deteccdo de
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concentracdes variando entre zero e 1000 Ul/mLdaseronsiderado reagente
quando os valores obtidos ultrapassaram 10 Ul/na_pdkquisa do anti-HBCcAg, o
resultado obtido foi considerado reagente quandadae S/CO da amostra foi
menor ou igual a 1,0. Em relacdo a deteccao do kJBafamostra foi considerada

reagente quando seu indice S/CO foi maior ou igua0.

7. Deteccdao viral através de técnica de biologia hegular

Todos pacientes com sorologia positiva para o VHG submetidos a
testagem molecular para pesquisa do material gendtal, visando a comprovacéao
de viremia. ANestedPCR para o VHC foi realizada no Laboratério de adiéps
Virais (LIM-47) do Departamento de Moléstias Infiesas e Parasitarias do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Univaisidle Sdo Paulo. A descricdo
deste processo, bem como da deteccédo gendtipival@o encontra-se no ANEXO

A.

8. Analise do fragmento hepatico

Os portadores de infeccao crénica pelo VHC deversigametidos a biopsia
hepatica para avaliacdo do real dano hepatico,cded@ com a normatizacéo
vigenté!*®) Constitui excecdo os casos que ndo se enquadeancritérios de
seguranca para a realizacdo do mesmo, como oslp@sade discrasias sanguineas
(ex: hemofilias), de infecgcbes intra-abdominais, tdmores hepaticos vasculares;

pacientes com tempo de protrombina 3 a 5 segurdios alo valor de controle (ou
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menor que 60%), com plaquetopenia (contagem abdéx®0.000 / mm3), com
tempo de sangramento maior que 10 minutos e cotribs de uso — 7 a 10 dias
antes — de medicacdes capazes de alterar a heimgstasAAS| 0.

Nos individuos estudados, o procedimento foi radlizatravés de puncéo
percutanea guiada por ultra-sonografia, em hospigal utilizando-se agulhas
especiais do tipo TruCut. No Departamento de AnetdPatologia do Hospital das
Clinicas, a amostra colhida e posteriormente fix@addormol a 10% foi emblocada,
submetida a microtomia e corada com hematoxilirswre tricomio de Masson ou
pelos métodos de Perls e Gomori para deteccaoraeddibras de reticulina. Este
Departamento considera a amostra histologica coepoesentativa aquela que
contém no minimo 10 espacos porta, tendo comodéeiscrever em laudo se a
mesma foi considerada insatisfatria ou ndo paitisah*’1*®)

A classificacdo histopatoldgica foi baseada na @stgp formulada por
Gayotto, adotada pelo Consenso Nacional sobre asifitacdo das Hepatites
Cronicas das Sociedades Brasileiras de Patoldtgpatologi&d*®).

Trata-se de uma classificagdo semiquantitativa grézlida na qual o
estadiamento é dado pela variavel alteracao esdt\talores de 0 a 4) e a atividade
necroinflamatoria € dada pela analise de trés wgisaem conjunto — infiltrado
inflamatorio portal, atividade peri-portal / pedptal e atividade parenquimatosa

(valores de 0 a 4 atribuidos a cada uma).
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Alteracdes estruturais:

0 Nenhum dano significativo a arquitetura lobular;

1 Expansao fibrosa dos espacos-porta;

2 Expansao fibrosa portal com septos porta-porta;

3 Preservacao apenas parcial da arquitetura lolmalar,septos porta-porta

e centro-porta, podendo ser vistos ocasionais eslutenodulos;
4 Cirrose, plenamente identificada ou transformagitutar parcial, com

predominio de areas nodulares em relacéao a |Obehagnescentes.

Infiltrado inflamatério portal:

0 Linfocitos portais em quantidade habitual;

1 Aumento discreto do numero de linfécitos portais;

2 Aumento moderado do numero de linfécitos portais;

3 Aumento acentuado do numero de linfdcitos portais;

4 Aumento muito acentuado do numero de linfocitosgier

Atividade peri-portal / peri-septal:

0 Auséncia de lesdes da interface espaco-porta ngairéa;
1 Extravasamento de linfécitos para a interface l¢spir), ndo

caracterizando a presenca de necrose em saca-Bpcado
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2 Necrose em saca-bocados discreta (pequenas argemieos espacos-
porta);
3 Necrose em saca-bocados moderada (extensas arpasiers espacos-

porta ou pequenos focos em muitos espacos-porta);

4 Necrose em saca-bocados em extensas areas de esp#ages-porta.

Atividade parenquimatosa:

0 Hepatdcitos normais, isormofos;

1 Alteracdes discretas de hepatdcitos, incluindo fag@ ou retracéo
acidofilica, eventualmente acompanhada de infittdatfo-histiocitario e
raros focos de necrose;

2 Necrose focal de hepatécitos circundados por adosganfo-
histiocitarios em numerosos sitios;

3 Necrose focal de hepatécitos circundados por adosganfo-
histiocitarios em muitos sitios, associada a drerasmdas de necrose
confluente;

4 Necrose focal de hepatécitos circundados por adosganfo-
histiocitarios em numerosos sitios, associada @seconfluente extensa

/ multipla.

A andlise histologica compreende, em conjunto, sggisa de marcadores
etiologicos, citando: agregados ou foliculos lidé&s portais, agressédo ao epitélio de

ductos biliares, esteatose e componente necraviaftaio lobular como indicativos
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de infeccdo pelo VHEY. JA hepatécitos hialinizadosgtbund-glas¥, nucleos
palidos e granulosos ganded nucléj e anisonucleose sdo sugestivos de infeccao
pelo VHB®. Infiltrado linfoplasmocitario e eosinofilico, mese confluente e
tranformacado acinar sugerem hepatite auto-ifitheHepatdcitos periportais com
nacleos vacuolizados, lipofucsina, corpusculos dalldvy e deposito de cobre
sugerem Doenca de Wilsgh®®4%

A pesquisa de pigmentos pode revelar bile, lipof#ce hemossiderina.

A esteatose hepética é classificada de acordo cgrawde infiltragcdo, em
porcentagem, dos hepatdcitos presentes ha amuatiada.:

Grau 1: esteatose em até 33 % dos hepatocitos;

Grau 2: esteatose de 33 a 66 % dos hepatdcitos;

Grau 3: esteatose em mais de 66 % dos hepatécitos

9. Amostragem

Apoés contato com o Servico de Arquivo Médico eafistico (SAME HC-
FMUSP), obteve-se uma lista com o0 nome, nUmeregistro de matricula e data de
nascimento de todos pacientes atendidos pelasdasidzertencentes ao Grupo de
Hepatites da Divisdo de Clinicas de Moléstias kifessas e Parasitarias do HC-
FMUSP, durante o tempo estabelecido.

Como esses individuos sdo acompanhados perioditeymeom média de
uma a trés consultas anuais, a escolha desse @daiod 2006) torna-se adequada,
pois permite uma amostragem representativa da @pfml cujo atendimento

encontra-se em atividade, reduzindo assim a prixtiedhe de perda de informacdes
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pertinentes e conseqientemente a descricdo iasatiaf da distribuicdo das

variaveis em estudo.

10. Selecao de pacientes

Com base na primeira lista fornecida pelo SAME H@JSP, foram
aplicados os seguintes critérios de selecdo. Cem fsi possivel uma triagem dos
individuos de interesse, primeiramente por viar@héta através do acesso a rede
interna do hospital (HCNET), para posterior analesgora através da revisao fisica

dos prontuarios medicos.

1. Critérios de inclusao:

1.1.ldade superior a 18 anos;
1.2.Infeccéo crbnica pelo virus da hepatite C;
1.3. Sorologia conhecida para hepatite B (a0 menosHBtiAg, HBSAg
e anti-HBsSAQ);
1.4. Historico epidemioldgico e exames laboratoriaigpdigveis: hemograma,
dosagem de plaquetas, bioquimica de sangue e@ia@li@ funcdo hepatica;
1.5.Presenca da analise anatomopatolégica hepaticajdeomda satisfatoria
pelo Departamento de Anatomia Patologia do Hospmltd Clinicas da

FMUSP
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2. Critérios de exclusao:

2.1.Infeccéo pelo virus HIV;

2.2.Infeccdo evidente pelo virus B (portadores de sgial positiva para
HBsAQ);

2.3. Hepatite auto-imune;

2.4.Doencas hepaticas metabolicas (Doenca de Wilsofici®eia de alfa 1

antitripsina, hemocromatose)

Ressalta-se que quanto aos itens 2.3 e 2.4, asenfdes coletadas foram
baseadas em relatos transcritos no prontuario méd&o sendo realizada busca

ativa, por exemplo, em exames laboratoriais consagem de auto-anticorpos.

11. Instrumento

Um questionario foi formulado visando coletar mnfiacbes capazes de
responder as principais questdes do estudo (VideEXXNB), baseadas em variaveis
definidas previamente. Até a sua versao final, idenada a mais adequada, varios
modelos foram desenvolvidos como tentativa de dezieao maximo a ocorréncia
de erros, permitindo assim a validade dos resutatitidos.

Tais fichas foram preenchidas pelo proprio awdqgrartir de dados obtidos da
analise de prontuarios. A grande maioria das inégdes referentes aos aspectos
clinicos e epidemioldgicos, incluindo aquelas rielaadas a potenciais fatores

modificadores da historia natural da infeccéo cetilemo e tabagismo, foi obtida a
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partir da anamnese de admissdo do servico, poréemé&s da realizacdo da bidpsia
hepatica.

Em relacéo as informacdes sorologicas referent®8H) deu-se preferéncia
aguelas obtidas logo ou justa a admissao, pelo snemes da realizacdo da bidpsia
hepatica. Igualmente, considerou-se o registroitdaciio soroldgica descrita antes
de uma possivel interferéncia vacinal como fatodifftador da presenca ou nao do
anti-HBsAgQ.

Nos casos onde os pacientes tenham sido submetitkrapia baseada em
interferon, foram registradas as informacdes labdeas obtidas anteriormente a

mesma, a fim de se evitar sua eventual interfeaémeinistéria natural da doenca.

11.1. Dados coletados

1. Identificacéo:

a. Iniciais do nome proprio;

b. Registro de matricula do paciente no HC-FMUSP

2. Informacbes demograficas:

a. Sexo;

b. Data de nascimento
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3. Comorbidades

a. Presenca de hipertensédo arterial sistémica, dmbetdlitus, infeccdo
pelo HTLV e outras patologias presentes simultaeed#ena infeccdo em

estudo ou capazes de influenciar a evolucao cltacdoenca

4. Aquisicao da infeccéo pelo VHC:

a. Ano da primeira sorologia positiva;
b. Ano provavel da infeccdo de acordo com os fatoeessto em potencial

(ex: data de realizacdo de hemotransfuséo)

5. Perfil sorologico do VHB:

a. Presenca do anti-HBcAg e anti-HBSAg.
b. Leitura do teste anti-HBCcAg (relacédo S/CO)

c. Historico vacinal para VHB se disponivel

6. Fatores de risco em potencial para a aquisicdo doHC:

a. Transfusdo de sangue e/ou hemocomponentes, acomaigadh data de
realizacao;
b. Cirurgia ou procedimento invasivo, acompanhadaata de realizacao;

c. Uso de droga inalatoria, pregresso ou atual;
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d. Uso de droga injetavel, pregresso ou atual;

e. Realizacdo de tatuagem e/ou “piercing”;

f. Contato sexual de risco, definido como multiplapasxcdes sem uso de
preservativo ou exposicéo a individuo sabidamentteagor do VHC,;

g. Exposicao ocupacional a sangue ou hemoderivados;

h. Contato intradomiciliar com portador de VHC

7. Fatores modificadores da histéria natural:

a. Etilismo: uso atual ou pregresso. Discriminado em:

* Leve-moderado: ingestdo menor que 40 g de etanmotlipopara
homens e 20 g/ dia para mulheres;

« Acentuado: ingestdo maior que 40 g dia para horeets g / dia
para mulheres;

* Indeterminado.

O etilismo social, definido como a ingestdo menoe 40 g de etanol por
semana para homens e menor que 10 g por semanamdinares, nao foi
registrad§®. Para a decodificacdo da quantidade de alcootigdmefoi utilizada a

seguinte tabela:
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Tabela 3- Correspondéncia entre o tipo de bebida consusmmmtéudo alcodlico

Bebidas Concentracéo de alcool / gramas de alcool

1 lata de cerveja - 350 ml 5% = 17 gramas de alcool
1 dose de aguardente - 50 ml 50% = 25 gramas delalc

1 copo de chope - 200 ml 5% = 10 gramas de alcool

1 copo de vinho — 90 ml 12% = 10 gramas de &lcool
1 garrafa de vinho - 750 ml 12% = 80 gramas deadico

1 dose de destilados (uisque, aguardente, 40%-50% = 20g - 259 de alcool

vodca) — 50 ml
1 garrafa de destilados - 750 ml 40%-50% = 300g&atas de alcool

FONTE: Berenstein, 2067"

b. Tabagisma atual ou pregresso, categorizado em “anos / magoseja,
o produto do nimero de macos de cigarro utilizgaodia e o tempo de

uso em anos. Classificado &

* Leve-moderado: até 20 anos / mago;
* Acentuado: acima de 20 anos / maco;

¢ [ndeterminado

8. Exames laboratoriais:

a. Leucograma;

b. Contagem de plaguetas;

c. Dosagem de aspartatoaminotransferase e alanincaamsferase (AST,
ALT), em U/L a 37 C;

d. Fosfatase alcalina e gamaglutiltransferase, emalBL C;
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e. Bilirrubinas totais e fracfes (direta e indire&)) mg/dL;
f. Proteinas totais e albumina, em g/dL;
g. Tempo de atividade de protrombina (equivalente emmgmntagem) e INR

(indice Internacional Normatizado)

Estas variaveis foram registradas em dois momaeatfistsitos, separadas por
um intervalo minimo de trés meses, devido as fiiies habituais que as mesmas
apresentam. Considerou-se, para efeito de analis&dia aritmética desses valores,
tentando-se desta maneira aumentar a precisdo ddess dem relacdo a

representatividade dos fenbmenos observados.

9. Analise de fragmento hepatico:

Foram registradas a data de realizacdo do procatbme a pontuacao
recebida nos itens: alteracdo estrutural, infitradflamatério portal, atividade
periportal e atividade parenquimatosa.

Considerou-se também a graduacdo da esteatose.cdmmm marcadores

etiologicos, quando presentes.

12. Calculo da taxa de progresséao de fibrose

Em 1997, Poynard et 8P sugeriram um modelo para a estimativa de

velocidade de ocorréncia do dano hepatico, secungaracdo do VHC. Este

consistia no célculo da razdo entre a alteracaoutestl descrita na analise
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anatomopatologica e a duracdo da infeccdo, em aelasiva a data da primeira
bidopsia a partir da época provavel de infeccdo (@ata de realizacdo de
hemotransfusao).

A taxa obtida foi expressa em unidades de fibroard, assumindo que a
progressao ocorre de maneira constante. Somewtesos graduados de 1 a 3 foram
considerados para o calculo, uma vez que a cirffaseracao estrutural grau 4)

poderia estar presente por tempo prolongado aatesatizacéo da biopsia.

13. Analise estatistica

Os dados colhidos foram codificados e digitadosbamco de dados, onde
tiveram sua consisténcia averiguada.

Essas variaveis foram primeiramente submetidasabsarunivariada, sendo
que os individuos em estudo foram classificadoaabedo com o status sorolégico
do anti-HBCAg (presente ou ausente).

Os dados nominais e ordinais foram descritos arake suas frequéncias
absolutas e relativas. Os dados continuos tivetas édias e medianas calculadas
como medidas de tendéncia central, juntamente comespectivos desvios-padrao
como medidas de dispersdo, além da determinacaseul® valores minimos e
mMaximos.

Como provas de significancia estatistica para evagdo de proporcoes,
foram utilizados os testes do qui-quadrado de BPeardeste exato de Fisher, quando
valores esperados foram abaixo de cinco. Tambéamf@alculadas as medidas de

associacdes na analise bivariada, utilizando-sazé®s de chance (Odds ratio) como
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estimativa dos riscos relativos e seus respeciviesvalos de confianca a 95%.
Algumas variaveis ordinais e continuas, para efd@nalise, foram categorizadas
em dois ou mais grupos de mesmo intervalo, perdutio reconhecimento das
freqiéncias de cada um. Além disso, 0 agrupameagovdriaveis histopatolégicas
possibilitou minimizar as possiveis variacoes imrmterobservador decorrentes da
analise do fragmento hepatico.

A duracéo da infeccédo relativa a data da biopssataxa de progressao de
fibrose, expressadas através de suas meédias, mgdiantervalos interquartis, foram
comparadas entre 0s grupos utilizando-se o testpar@métrico de Mann-Whitney.

Para a avaliacdo de possiveis preditores de @&btwpatica acentuada
(variavel dependente), correspondente a alteragdiaut@al 3 e 4 no exame
histopatoldgico, realizou-se andlise estatistica Regressdo Logistica nao-
condicional univariada, num primeiro momento. Agidseis que apresentaram
p<0,20 foram incluidas na analise multivariadalizada através do modelo de
Regressdo Logistica sequencial, para o controle se@s possiveis efeitos
interferentes (confundimento ou interacéo).

Os valores calculados para o “p” foram bicaudadesdo considerado o
valor menor que 0,05 estatisticamente significativo

Para a construcéo do banco de dados foi utilipagoftware Epidata versao
3.1 EpIDATA Association, 2001A anélise dos dados foi realizada com o software

SPSS versao 15.8PSS Inc, 2006
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14. Aspectos éticos

Como o estudo foi descritivo, retrospectivo e bdsena obtencdo de dados
provenientes de prontuarios, ndo foi solicitadaiad&iduos elegiveis a assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido paparticipacdo no protocolo.
Porém, as informacdes foram coletadas por profiaggada area médica, sob sigilo e
com respeito ao anonimato, de acordo com a cormietaonizada pelo Codigo de
Etica Médica. O seguinte projeto foi enviado ao @@&rde Etica em Pesquisa do
Departamento de Doencas Infecciosas e Parasigrims Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de S&o Paulo, sendo aprogad@mbos (Protocolo de

Pesquisa numero 0738/07 — CAPPesq HC-FMUSP).

15. Revisao bibliografica

Para pesquisa bibliografica de periodicos foraifizatlos os principais
bancos e bases de dados disponiveis eletronicaedéte de literatura corrente
disponibilizada em livros texto. Visando uma maeédiciéncia na obtencdo dos
resultados, além do uso de palavras-chave relesatteassunto abordado, foram
utilizados descritores MESH e DeCS indexados rdésf@cente pelas bases
MEDLINE e LILACS. Também foram revistas algumas lpdgdes citadas por
autores em suas referéncias. A estrutura dos stemeextuais contidos nessa
dissertacéo respeitou os preceitos contidos no Giiggal do Servico de Biblioteca

e Documentacéo da Faculdade de Medicina da Unileetside Sdo Palie®).
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RESULTADOS

Foi fornecida pelo SAME HC-FMUSP uma lista iniciabntendo 857
registros de individuos atendidos pelas principamsdades responsaveis pela
assisténcia aos portadores de infeccdo pelo vieushaepatite C, ligadas ao
Ambulatério de Moléstias Infecciosas e Parasitarighirante o periodo
compreendido entre 01/01/2006 e 31/12/2006.

Foram excluidos 36 pacientes portadores de hepatironica e 5 pacientes
infectados pelo virus HIV (monoinfeccéo).

Desse restante, 728 pacientes apresentavam serglogitiva para o VHC
com comprovacao viroldgica através da deteccaoHiG-RNA, via técnica de PCR.
Porém, trés pacientes (0,4%) apresentam sorolog&itiya concomitante para
infeccdo crbnica pelo VHB e trinta e trés pacierfte5%) eram co-infectados pelo
virus HIV, sendo excluidos do estudo.

Desta forma, foram admitidos 692 registros parar@ysa de infeccao
pregressa pelo VHB. Estes eram constituidos por(82,25 %) individuos do sexo
masculino e por 365 (52,75 %) do sexo femininoddde minima foi de 18 anos e a
maxima de 83 anos, com média de 46,10 (+ 12,43) amoediana de 47 anos.

O gendtipo 1 foi encontrado de forma mais frequéR82 casos), seguido
pelo 3 (74 casos) e pelo 2 (21 casos). Foram ércms também os genotipos 4 e 5,
respectivamente um e dois casos. Trezentos e doisnpes ndo apresentaram exame

de genotipagem do VHC.
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Grafico 1 - Genotipos do virus C em pacientes atendidos P®&P-HC FMUSP -
2006
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Através da revisdo, primeiramente eletrbnica \éder interna HCNET
seguida da analida loco de prontuérios, foram encontrados 574 registresgoais
a pesquisa sorolégica do anti-HBcAg, HBsAg e amsAg estava disponivel
(Graficos 2 e 3). Deste grupo, foi recuperado unaltole 215 registros que
obedeciam aos critérios de selecdo propostos pide Noventa e oito pertenciam

a pacientes com sorologia positiva para o anti-HBcA
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Cento e dezessete pacientes portadores somentefededo crénica pelo
VHC [anti-HBcAg (-)] foram selecionados para a etamalitica da pesquisa. Este
grupo foi emparelhado por frequéncia ao grupo dedes[anti-HBCcAg (+)], de
acordo com a distribuicdo aproximada dos individyesnto ao sexo e faixa etéaria a
época da realizacdo da bidpsia hepatica, agrupadaderénios. A Figura 3

demonstra a dinamica de selecao dos pacienteseaikegd estudo:

574 registros
Pesquisa sorolégica completa d¢
VHB

112 cominfeccéo pregressa 462 sen infeccao pregressa
pelo VHB (anti-HBcAg [+]) pelo VHB (anti-HBcAg [-])

4-— Critérios de Selegécé—P

Faixa

___________

98 pacientes 117 pacientes

Figura 3 — Selecéo dos individuos em estudo de acordo sarntérios adotados
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Gréfico 2 - Proporcdo de pacientes com infeccédo pelo viaubegpatite C quanto a
infeccdo pregressa pelo virus B atendidos pelo ttdvio de DMIP-HC FMUSP —
2006

Oanti-HBcAg POS (n=112)

Hanti-HBcAg NEG (n=462)

Gréfico 3 - Proporcao de pacientes com infeccao pelo viausegpatite C e infeccao
pregressa pelo virus B em relacdo a presenca deHBsfAg atendidos pelo
ambulat6rio de DMIP-HC FMUSP — 2006

54%

Oanti-HBcAg e anti-HBsAg (n=60)

Eanti-HBcAg isolado (n=52)
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Tabela 4 - Distribuicdo das freqtiéncias dos individuos camolegia anti-HBCAg
isolado de acordo com indice S/CO do método emgeeg& FMUSP - 2006

indice S/CO Frequéncia % % acumulada
0-0,25 30 57,7 57,7
0,26 - 0,50 5 9,6 67,3
0,51-0,75 0 0,0 67,3
0,75-1 3 5,8 73,1
Indeterminado 14 26,9 100,0
Total 52 100,0
1. Caracterizacdo dos individuos portadores de hepatit C cronica e

infeccd@o pregressa pelo virus B

Foram identificados 112 pacientes portadores delagpa positiva para o
anti-HBcAg. Contudo, 8 individuos ndo dispunham af#lise histopatologica
hepética (trés por contra-indicacdo ao procedimemasivo, dois por apresentarem
evidéncias clinico-laboratoriais de cirrose, tr& ferem se negado a realizar a
bidpsia) e 6 possuiam prontuarios incompletos, delanque 98 pacientes foram
selecionados de acordo com os critérios adotadossp® estudo.

Deste grupo, cingiienta pacientes eram do sexoulirase quarenta e oito do
sexo feminino. A idade média a época da realizagébiopsia hepética foi de 43,5
anos (x 11,23), com mediana de 50 e moda de 52edomdade encontrada foi 19
enquanto a maior foi 72 anos.

As comorbidades identificadas estao descritasinelda abaixo, por ordem de

freqliéncia, sendo as mais comuns hipertensaoashestémica e diabetes mellitus.
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Tabela 5- Comorbidades encontradas em pacientes portaderespatite C cronica
e infeccdo pregressa pelo virus B - DMIP-HC FMUSZP06

Comorbidade Frequéncia Porcentagem

Hipertenséo arterial sistémica 25 25,51
Diabetes mellitus 10 10,20
Hipotireoidismo 5 5,10
Colagenose (doenca reumatoide, lupus) 4 4,08
Vasculopatias (aneurisma, acidente vascular 3 3,06
cerebral, vasculites)

Neoplasias (tiredide, estbmago) 4 4,08
Infeccéo pelo virus HTLV 1/2 3 3,06
Cardiopatias (arritmias, insuficiéncia cardia¢a) 3 3,06
Nodulo tireoidiano 2,04
Nodulo mamario 2 2,04
Asma brénquica 2 2,04
Labirintopatia 2 2,04

Também foram descritos casos isolados de: esgsistmse tratada,

pancreatite crbnica, hipertireoidismo, osteoporam@emia falciforme, vitiligo e

sifilis pregressa.

Os possiveis fatores de risco relacionados a iggaisdo VHC mais

encontrados foram transfusdo de sangue / hemodesva historico de cirurgia /

procedimento invasivo. Em 12 dos 31 casos (38,7%in chistorico de

hemotransfusdo houve a concomitancia da realizdedarocedimento invasivo. A

distribuicdo estéa relatada na Tabela 6:
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Tabela 6 - Fatores de risco associados a aquisicdo dec#idepelo virus C em
pacientes portadores de hepatite C cronica e i@epegressa pelo virus B - DMIP-
HC FMUSP - 2006

Fator de risco Frequéncia Porcentagem
Transfuséo de sangue / hemoderivados 31 31,63
Cirurgia / procedimento invasivo 28 28,57
Contato sexual de risco 10 10,20
Uso de droga injetavel 8 8,16
Tatuagem / piercing 6 6,12
Uso de droga inalatéria 6 6,12
Contato intradomiciliar portador VHC 5 5,10
Exposi¢ao ocupacional 2 2,04
Desconhecido 32 32,65

Trinta e seis pacientes (36,7%) apresentaramtiregiide tabagismo e trinta e
um (31,6%) relataram ingestdo de bebida alcodkea. relagdo ao tempo de uso
(atual ou pregresso), 55 % dos tabagistas e 41¢dP/etilistas relatavam uso das
respectivas substancias na ocasido da coleta dos.d& maioria dos individuos era
do sexo masculino, respectivamente 23 (63,8%) @2%%) pacientes. Foi possivel
estimar a intensidade do uso em 32 casos de taiagss 29 de etilismo. As
distribuicdes das frequéncias de tabagismo e mtligstdo relatadas nas tabelas

abaixo:
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Tabela 7 - Distribuicdo de pacientes com historico
intensidade de uso - DMIP-HC FMUSP - 2006

de talmagisquanto a

Frequéncia Porcentagem
Tabagismd
Leve-moderado 17 47,2%
Acentuado 15 41,7%
Indeterminado 4 11,1%
Total 36 100 %

! Tabagismo: Leve-moderado: até 20 anos / mago;tAadn: acima de 20 anos / mago;

Tabela 8 -Distribuicdo de pacientes com historico de etiisguanto a intensidade

de uso - DMIP-HC FMUSP - 2006

Freqténcia Porcentagem
Etilismo?
Leve-moderado 17 54,8%
Acentuado 12 38,7%
Indeterminado 2 6,5%
Total 31 100 %

¢ Etilismo: Leve-moderado: ingestdo menor que 4@ gtnol por dia para homens e 20 g/ dia para
mulheres; Acentuado: ingestdo maior que 40 g dia lpamens e 20 g / dia para mulheres.

Setenta e seis pacientes possuiam exame de ggeotigio VHC, sendo o

tipo 1 0 mais comum, seguido pelo 3 e 2. A distgho total esta representada na

Tabela 9:

Tabela 9- Frequiéncia dos genotipos do virus C em portadiedanfeccdo pregressa

pelo virus B - DMIP-HC FMUSP - 2006

Genotipos Frequéncia Porcentagem
1, 1a, 1b, 1a/1b 52 68,4%
3a 16 21,1%
2, 2b, 2a/2c 8 10,5%
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Quanto aos achados dos exames laboratoriais,sakagos hematologicos,

de bioquimica e funcéo hepatica estédo descritdahala 10:

Tabela 10 - Frequéncias, medidas de tendéncia central e dispetss exames
laboratoriais - DMIP-HC FMUSP - 2006

Média Mediana  Desvio padrao Minimo Maximo
AST (UI/L) 54,86 40,00 47,65 14,50 390,00
ALT (UI/L) 69,80 51,25 55,88 15,50 320,50
FALC (UI/L) 77,24 73,75 25,02 34,50 169,00
GAMGT (g/dL) 68,05 49,50 58,62 11,50 316,50
BT (mg/dL) 0,74 0,65 0,33 0,30 2,00
BD (mg/dL) 0,20 0,19 0,12 0,10 0,85
ALB (g/dL) 4,31 4,37 0,38 3,20 5,00
TAP (%) 93,00 94,75 12,65 59,40 116,50
INR 1,05 1,02 0,11 0,90 1,45
LEUCO (/mnt) 6.677 6.450 2.181 1.805 17.790
PLT (/mn?) 220.357  214.250 76.844 72.000 691.000

AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanino amnamsferase; FALC: fosfatase alcalina;
GAMAGT: gamaglutiltransferase; BT: bilirrubina tgt8D: bilirrubina direta; ALB: albumina;
TAP: tempo de atividade de protrombina; INR: inditernacional normatizado;

LEUCO: leucécitos; PLT: plaguetas

Quanto aos achados histopatoldgicos da analis&ib@phouve predominio
de hepatite leve a moderada, tanto em relacdotadi@mento quanto a graduacao
necroinflamatoria. Quarenta e seis individuos (4é#ajn portadores de anti-HBcAg
isolado enquanto cinqutienta e dois (53%) apresemtas@ologia completa (anti-

HBCcAg e anti-HBsSAQ).
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As variaveis relacionadas a graduacao estrutupdtioa foram categorizadas
em trés grupos, para a aplicabilidade do testdiststa para proporcdes. Esses
foram: alterac&o estrutural leve, compreendendgrangs O e 1; alteracdo moderada,
contendo o grau 2 e alteracdo acentuada, constipdlbs graus 3 e 4 (cirrose). O
mesmo formato de categorizacdo foi utilizado parar@s variaveis relacionadas a
atividade necroinflamatoria: infiltrado inflamatdriportal, atividade periportal,
atividade parenquimatosa.

N&o houve diferenca estatisticamente significagintie pacientes portadores
de somente anti-HBCAg e aqueles portadores desteciado ao anti-HBsAg em
relacdo as variaveis utilizadas na classificac&boldigica do fragmento hepatico,

como pode ser visto a seguir:
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Tabela 11 -Relacédo entre os achados anatomopatoldgicos dmnpescportadores de
hepatite C cronica e infeccdo pregressa pelo \Brakstribuidos de acordo com a
presenca do anticorpo anti-HBsAg - DMIP-HC FMUSE®06

anti-HBCcAg anti-HBCcAg Total OR p
isolado anti-HBsAg n (%) (IC 95%) valor
n (%) n (%)
AE graus 26 (56,5) 36 (69,2) 62 Referéncia 0,213
0-1 (63,3)
AE grau 12 (26,1) 10 (19,2) 22 0,60
5 (22,4) (0,22-1,60)
AE graus 8 (17,4) 6 (11,5) 14 0,54
3_4 (14,3) (0,16-1,75)
X?=1,554
[IP graus 13 (28,3) 13 (25) 26 Referéncia 0,682
0—1 (26,5)
[IP grau 19 (41,3) 28 (53,8) 47 1,47
5 (48,0) (0,56-3,86)
lIP graus 14 (30,4) 11 (21,2) 25 0,78
3_4 (25,5) (0,26-2,36)
X°=0,168
APP graus 17 (37,0) 16 (30,8) 33 Referéncia 0,920
0-1 (33,7)
APP grau 18 (39,1) 26 (50,0) 44 1,53
5 (44,9) (3,81-0,62)
APP graus 11 (23,9) 10 (19,2) 21 0,96
3_4 (21,4) (0,32-2,89)
X?= 0,010
AP graus 25 (54,3) 31 (59,6) 56 Referéncia 0,883
0—1 (57,1)
AP grau 19 (41,3) 15 (28,8) 34 0,64
5 (34,7) (0,27-1,50)
AP graus 2 (4,3) 6 (11,5) 8 2,42
3_14 (8,2) (0,45-3,04)
X?=0,022

AE: alt. estrutural; IPP: infiltrado inflamatérimpal; APP: ativ. periportal; AP: ativ. parenquimse
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Em relacdo aos marcadores etiologicos histopatmégi observou-se
esteatose hepatica em trinta e trés fragmentos i@esid (33,7%), agregados
linféides em vinte e trés (23,5%), agressao duwatalquatro (4,1%) e siderose em 2

casos (2%). Sua distribuicdo absoluta e relatite@adsscrita na Tabela 12:

Tabela 12 -Marcadores etiolégicos histoldégicos em portaddeekepatite C crbnica
e infec¢do pregressa pelo virus B - DMIP-HC FMUSZP06

Frequéncia Porcentagem

Esteatose

Grau 0 65 66,3

Grau 1 22 22,4

Grau 2 8 8,2

Grau 3 3 3,1
Agregados linfoides

Sim 23 23,5

Nao 75 76,5
Agresséo ductal

Sim 4 4,1

Nao 94 95,9




Resultados 99

2. Andlise comparativa entre portadores de hepatite @rénica de acordo

com a infeccdo pregressa pelo virus B

Foram selecionados cento e dezessete pacientesd@ed de infeccdo
cronica pelo VHC sem contato pregresso com o VHB gamparacdo com os 98
individuos do grupo em estudo, seguindo o emparethto por sexo e faixa etaria
(Tabela 13).

Quanto ao sexo, houve uma relacdo de 1:1,16 p@@nero masculino e
1:1,22 para o género feminino em relacao ao grepestudo.

Em relacado a faixa etaria, a média de idade eramtanfoi de 40,7 (+/- 11,94)

anos, com mediana de 43. A menor idade encontoad® £ a maior 62 anos.

Tabela 13 -Distribuicdo dos individuos quanto ao sexo e fata@ia (variaveis de
emparelhamento) de acordo com o status sorolégntbH&cAg - DMIP-HC
FMUSP - 2006

anti-HBCAg (+) anti-HBCcAg (-)
n (%) n (%)

Sexo
Masculino 50 (51,0) 58 (49,6)
Feminino 48 (49,0) 59 (50,4)
Faixa etaria
18 -30 17 (17,35) 24 (20,51)
31-40 17 (17,35) 20 (17,09)
41 -50 36 (36,73) 42 (35,09)
> 50 28 (28,57) 31 (26,50)
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As distribuicdbes em relacdo as comorbidades dascriem ordem de
frequéncia, estdo referidas na Tabela 14. Houvedopméio de individuos

hipertensos entre os pacientes portadores de &dgquegressa pelo VHB.

Tabela 14 -Distribuicdo dos individuos quanto as comorbidadiesacordo com o
status sorologico anti-HBcAg - DMIP-HC FMUSP - 2006

anti-HBcAg anti-HBcAg
OR (IC 95%) p valor
#Hn®)  ()n (%)

Comorbidades
HAS 25 (25,5) 12 (10,3) 2,99 (1,41-6,34) 0,003
DM 10 (10,2) 5 (4,3) 2,54 (0,84-7,71) 0,089
HTLV 1/2 3(2,7) 2(2 1,35 (0,22-8,24) 0,745
Hipotireoidismo 5(5,1) 3(2,6) 2,04 (0,47-8,77) 3D
Cardiopatia 3(2,7) 3(3) 0,89 (0,17-4,51) 0,888

HAS: Hipertensao arterial sistémica; DM: Diabetedlitus

Em relacdo aos possiveis fatores de risco reladosna aquisicdo da
infeccdo, houve uma maior frequéncia de pacientes luistorico de uso de droga
intravenosa no grupo dos pacientes portadores patitee C e infeccdo pregressa

pelo VHB (Tabela 15).
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Tabela 15- Fatores de risco potenciais a aquisicdo de iafeae acordo com o
status sorologico anti-HBcAg - DMIP-HC FMUSP - 2006

anti-HBcAg anti-HBcAg

p
) © OR (IC 95%) valor
n (%) n (%)
Transfuséo de sangue ¢u 31 (31,6) 50 (42,7) 0,62 (0,35-1,08) 0,094
hemoderivados
Cirurgia ou 28 (28,6) 30 (25,6) 1,16 (0,63-2,12) 0,630
procedimento invasivo
Uso droga injetavel 8 (8,2) 2(1,7) 5,11 (1,05-84,6 0,025
Uso droga inalatoria 6 (6,1) 8 (6,8) 0,88 (0,2%2,6 0,832
Tatuagem ogiercing 6 (6,1) 5(4,3) 1,46 (0,43-4,94) 0,540
Contato sexual de risco 10 (10,2) 6 (5,1) 2,103®,00) 0,158
Exposicao ocupacional 2(1,8) 3(3,0) 0,58 (0,88, 0,668
Contato intradomiciliar 5(4,5) 7 (7,0) 0,62 (0,19-2,02) 0,425
portador de VHC
Desconhecido 32 (32,7) 34 (29,1) 1,18 (0,66-2,11),569

No que diz respeito ao histérico de uso acentuaddlcbol e cigarro, nao

houve diferenca estatistica entre os dois grumogpaome tabela abaixo:

Tabela 16 -Comparacao entre o uso acentuado de alcool er@igaracordo com
status sorologico anti-HBcAg - DMIP-HC FMUSP - 2006

anti-HBCcAg anti-HBCcAg OR
(+) ) p valor
(IC 95%)
n (%) n (%)
Etilismo 12 (12,2) 6 (5,1) 2,58 (0,93-7,15) 0,061
Tabagismo 15 (15,3) 16 (13,7) 1,14 (0,53-2,44) 9,73
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Quanto ao genoétipo do VHC, houve uma menor fregaéule casos
infectados pelo tipo 1 no grupo anti-HBcAg (+), caoma maior proporcao relativa

de individuos portadores de genétipo 2 e 3 (ndddhela 17).

Tabela 17 -Genotipos do virus C distribuidos de acordo codeteccédo do anti-
HBcAg - DMIP-HC FMUSP - 2006

anti-HBCAg (+) anti-HBCcAg (-) OR p
n (%) n (%) (IC 95%) valor
Gendtipo
1 52 (68,4) 85 (81,7) 0,48 (0,24-0,97) 0,039
nao 1 24 (31,6) 19 (18,3)
Total 76 (100) 104 (100)
X?=3,248

Em relagcdo aos exames laboratoriais, ndao foi ct@usta diferenca
estatisticamente relevante em relagdo as transsesinaenzimas canaliculares,
provas de funcdo hepatica, leucograma e plaguetes @s dois grupos estudados

(Tabela 18).
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Tabela 18- Exames laboratoriais distribuidos de acordo status sorolégico anti-

HBcAg - DMIP-HC FMUSP - 2006

anti-HBcAg anti-HBcAg
(+) ) OR (IC 95%) p valor
n (%) n (%)

AST (UI/L)
até LSN 50 (51,0) 55 (55,0) Referéncia 0,273
de LSN até 41 (41,8) 43 (43,0) 0,95 (0,53-1,69)
3x LSN
> 3x LSN 7(7,2) 2 (2,0) 0,26 (0,05-1,30)
Total 98 (100) 100 (100)
X°=1,203
Tendéncia linear
ALT (UI/L)
até LSN 34 (34,7) 31 (31,0) Referéncia 0,860
de LSN até 49 (50,0) 59 (59,0) 1,32 (0,71-2,44)
3x LSN
> 3x LSN 15 (15,3) 10 (10,0) 0,73 (0,28-1,86)
Total 98 (100) 100 (100)
X?=0,031 -
Tendéncia linear
FALC (UI/L)
até 130 93 (94,9) 99 (99,0) 0,18 (0,02-1,63) 0,117
> 130 5(5,1) 1(1,0)
Total 98 (100) 100 (100)

Teste exato de

Fisher

AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanino amnamsferase; FALC: fosfatase alcalina;

LSN: limite superior da normalidade

continua



Resultados104

Tabela 18- Exames laboratoriais distribuidos de acordo status sorolégico anti-

HBcAg - DMIP-HC FMUSP — 2006 (continuagao)

anti-HBCcAg anti-HBCcAg
(+) ) OR (IC 95%) p valor
n (%) n (%)

GAMGT (g/dL)
até 60 57 (58,8) 60 (60,0) 0,95 (0,53-1,67) 0,860
> 60 40 (41,2) 40 (40,0)
Total 91 (100) 100 (100)
X?=0,031
BT (mg/dL)
até 1,00 83 (85,6) 82 (83,7) 1,15 (0,53-2,52) 0,714
> 1,00 14 (14,4) 16 (16,3)
Total 97 (100) 98 (100)
X?=0,134
ALB (g/dL)
até 3,5 3(3,1) 2(2,1) 1,50 (0,24-9,18) 1,000
> 3,5 95 (96,9) 95 (97,9)
Total 98 (100) 97 (100)
Teste exato de
Fisher
TAP
até 70% 6 (6,2) 4 (4,0) 1,58 (0,43-5,79) 0,533
> 70 % 91 (93,8) 96 (96,0)
Total 97 (100) 100 (100)

Teste exato de

Fisher

GAMAGT: gamaglutiltransferase; BT: bilirrubina tgtALB: albumina;

TAP: tempo de atividade de protrombina

continua
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Tabela 18- Exames laboratoriais distribuidos de acordo status sorolégico anti-
HBcAg - DMIP-HC FMUSP — 2006 (concluséo)

anti-HBCcAg anti-HBCcAg
(+) ) OR (IC 95%)
" (%) " (%) valor
INR
até 1,20 89 (90,8) 88 (88,0) 1,34 (0,54-3,36) 0,520
> 1,20 9 (9,2) 12 (12,0)
Total 98 (100) 100 (100)
X?=0,414
LEUCO (/mm?)
até 5.000 18 (18,6) 17 (17,0) 1,11 (0,53-2,31) 1,77
> 5.000 79 (81,4) 83 (83,0)
Total 97 (100) 100 (100)
X?=0,082
PLT (/mm°)
até 150.000 12 (12,2) 6 (6,0) 2,18 (0,78-6,07) ©,12
> 150.000 86 (87,8) 94 (94,0)
Total 98 (100) 100 (100)
X*=2,336

INR: indice internacional normatizado; LEUCO: lecitds; PLT: plaquetas
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2 .1. Comparacéo histologica entre pacientes portadoreschepatite C crénica

em relacéo a infeccéo pregressa pelo virus B

Apés comparacdo entre as variaveis relacionadastadiamento e graducao
necroinflamatoria, categorizadas em leve, modesdaentuada, ndo se observou
diferenca estatisticamente significativa entre asigntes com ou sem infeccao
pregressa pelo VHB quanto as variaveis supracita#aspouco em relacdo a
freqiéncia encontrada de cada um dos marcadomégatos (Tabela 19). Estes
altimos, para efeito comparativo, foram agrupades ategorias “presente” e

“ausente”.
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Tabela 19- Relac&o entre os achados anatomopatolégicodadpres de hepatite
C cronica com e sem infec¢ao pregressa pelo VHBIFPBHC FMUSP - 2006

antl-l;]ll?é(;)A)\g (+) ann-?l?(yco,?\g ) OR (IC 95%) V;)l-or
AE graus 62 70 Referéncia 0,404
0-1 (63,3) (59,8)
AE grau 22 24 0,96 (0,49-1,89)
2 (22,4) (20,5)
AE graus 14 23 1,45 (0,68-3,07)
3-4 (14,3) (19,7)
X?=0,397
[IP graus 26 31 Referéncia 0,987
0-1 (26,5) (26,5)
[IP grau 47 56 0,99 (0,52-1,91)
2 (48,0) (47,9)
IIP graus 25 30 1,00 (0,47-2,11)
3-4 (25,5) (25,6)
X?=0,000
APP graus 33 50 Referéncia 0,709
0-1 (33,7) (42,7)
APP grau 44 36 0,54 (0,29-1,00)
2 (44,9) (30,8)
APP graus 21 31 0,97 (0,48-1,97)
3-4 (21,4) (26,5)
X?=0,140
AP graus 56 60 Referéncia 0,538
0-1 (57,1) (51,3)
AP grau 34 48 1,31 (0,74-2,33)
2 (34,7) (41,0)
AP graus 8 9 1,05 (0,37-2,91)
3-4 (8,2) (7,7)
X?=0,379

AE: alt. estrutural; IPP: infiltrado inflamatérimptal; APP: ativ. periportal; AP: ativ. parenquimse

continua
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Tabela 19- Relac&o entre os achados anatomopatolégicodadpres de hepatite
C cronica com e sem infeccdo pregressa pelo VHBWPEHC FMUSP - 2006
(concluséo)

anti-HBcAg anti-HBcAg
(+) ) OR (IC 95%) p valor
n (%) n (%)
Esteatose 33 (33,7) 36 (30,7) 1,14 (0,64-2,02) 0,650
graus 1,2e3

X*=0,206

Agregados 23 (23,5) 37 (31,6) 0,66 (0,36-1,21) 0,184

linféides
X?=1,763

Agressao 4 (4,1) 11 (9,4) 0,41 (0,12-1,33) 0,127

ductal

X?=2,326
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2.2. Taxa de progressao da fibrose hepatica

Foi possivel calcular o tempo de infeccdo relativdata de realizacdo da
bidpsia e consequentemente a taxa de progresstrake em 93 pacientes, sendo
42 com infeccéo pregressa pelo VHB e 51 moninfestaglo VHC.

O tempo médio de infeccdo para o primeiro grupod®i20,93 anos, com
mediana de 21,50 (intervalo interquartil: 15,75:28) taxa média de progressao foi
de 0,080 unidades de fibrose / ano, com median@,@&2 (intervalo interquartil:
0,036-0,094).

No grupo dos monoinfectados, a duracdo média decgab foi de 21,46
anos, com mediana de 21 (intervalo interquartil:2%775). A taxa meédia de
progressao foi de 0,065 unidades de fibrose / anmediana de 0,060 (intervalo
interquartil: 0,007-0,098).

N&o houve diferenca estatistica, pelo teste denMehitney, em relacdo a
duracdo da infeccédo (p=0,994), tampouco progress#&atural mais acentuada de

um grupo em detrimento ao outro (p=0,611) (Grafitass).
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Grafico 4 - Comparacdo do tempo de infeccdo pelo virus @ grdcientes com e
sem infeccdo pregressa pelo virus B (p=0,994) -BBMC FMUSP - 2006

50
91

40

20

Duracdo da infec¢éo (anos)

10—

72

SIM NAO
anti-HBcAg

Grafico 5 - Comparacéo da taxa de progressdo de fibrose bapmitire pacientes
com e sem infeccdo pregressa pelo virus B (p=0;600)IP-HC FMUSP - 2006
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3. Fatores preditores de fibrose hepatica acentuada

3.1. Andlise univariada

Para avaliacdo dos possiveis preditores de fitaegecada, utilizou-se como
ferramenta estatistica 0 método de Regressao laagisnaria, sendo considerada
como variavel dependente a presenca de fibrosetuackn (graus 3 e 4) e as
seguintes variaveis como preditores: sexo, idadépoaa da realizacdo da bidpsia
(categorizada em maiores e menores de 40 and®metie tabagismo acentuados,
presenca do marcador sorologico anti-HBCAg, dosagente
aspartatoaminotransferase  (AST) e alaninoamindeease (ALT), de
gamaglutiltransferase, bilirrubinas totais, albuangérica, INR (indice Internacional
Normatizado) para atividade de protrombina, leun@pe plaquetopenia.

Além destas, avaliou-se também a atividade nedannaftoria hepatica como
preditor independente, sendo aqui representadagpeidade periportal maior ou
igual a 2, ou seja, pela presenca de necrose exxbsaado (Tabela 20).

Para essa etapa foram selecionados 145 indivichasgados na data de
coleta dos exames laboratoriais escalados comave#si explanatorias no modelo.
Foram aceitos aqueles realizados no maximo atémargs antes ou apos a data de

realizacdo da biopsia.
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Apo6s andlise, foram considerados preditores inmg@es: idade acima de
40 anos (OR: 2,66; 1C95%: 1,05-6,74), aumento desaminases (AST: OR 1,04;
IC95%: 1,02-1,06; ALT: OR 1,02; IC95%: 1,01-1,08% gamaglutiltransferase (OR
1,01; 1C95%: 1,00-1,02) e de bilirrubinas totaifR(3,07; IC95%: 1,02-9,26), INR
acima de 1,20 (OR 3,57; IC95%: 1,22-10,43); contage leucotcitos abaixo de
5.000 / mm (OR 4,40; 1C95%: 1,73-11,17), de plaquetas abdixd50.000 / mrh
(OR 15,20; 1C95%: 3,71-62,22) e atividade peridonigpatica maior ou igual a 2
(OR 8,12; 1C95%: 1,83-35,90).

As variaveis sexo masculino (OR: 2,22; 1C95%:36R1), tabagismo
acentuado (OR 2,52; 1C95%: 0,95-0,69) e etilismenagado (OR 2,96; 1C95%:
0,88-9,88) ndo foram consideradas estatisticamegigiaficantes, embora tenham

apresentado p-valor bem proximo do nivel de sicguiitia adotado pelo estudo.
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Tabela 20- Analise univariada de possiveis preditores bli$e hepatica acentuada,
por método de Regressao Logistica binaria - DMIPHMLISP - 2006

n (%) OR (IC 95%) p-valor
Sexo masculino 76 (52,4) 2,22 (0,93-5,31) 0,073
Idade (> 40 anos) 83 (57,2) 2,66 (1,05-6,74) 0,034
Tabagismo 24 (16,6) 2,52 (0,95-0,69) 0,063
Etilismo® 13 (9) 2,96 (0,88-9,88) 0,077
anti-HBcAg (+) 62 (42,7) 0,84 (0,36-1,94) 0,679
AST (UI/L) 49,7 (£ 39,8) 1,04 (1,02-1,06) <0,001
(média £ DP)
ALT (UI/L) 66,6 (+ 50,1) 1,02 (1,01-1,03) <0,001
(média + DP)
GAMGT (g/dL) 63,9 (£ 58,1) 1,01 (1,00-1,02) <0,001
(média £ DP)
BT (mg/dL) 0,78 (£ 0,33) 3,07 (1,02-9,26) 0,046
(média =+ DP)
ALB (g/dL) 4,36 (+ 0,40) 0,75 (0,26-2,15) 0,595
(média £ DP)
INR (>1,20) 17 (11,7) 3,57 (1,22-10,43) 0,020
LEUCO 26 (17,9) 4,40 (1,73-11,17) 0,002
(< 5.000/mm)
PLT 11 (7,6) 15,20 (3,71-62,22) <0,001
(< 150.000/mn)
APP>2 98 (67,5) 8,12 (1,83-35,90) 0,006

1> 20 anos/magdingestdo > que 40 g dia para homens e 20 g dianmaifeeres; DP: d. padrdo; AST:aspartato
aminotransferase; ALT: alanino aminotransferaseM®/&T:gamaglutiltransferase; BT: bilirrubina total}_B:
albumina; INR: indice internacional normatizado; L&D leucécitos; PLT: plaquetas;APP: atividade petgo
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3.2. Andlise multivariada

Para a confeccdo do modelo de Regressédo Logistidavariado foram
selecionadas as variaveis cuja significancia esitzdi(p-valor) revelou-se menor que
0,20 na analise univariada. Portanto foram consgtes: sexo masculino, idade
acima de 40 anos, tabagismo e etilismo acentuddsagem de transaminases (aqui
representada pela ALT, devido sua maior espedciitedpara doenca hepatica), de
gamaglutiltransferase e de bilirrubinas totais, Ild8ma de 1,20; contagem de
leucécitos abaixo de 5.000 / mnde plaquetas abaixo de 150.000 /henatividade
periportal histologica> 2. A variavel “presenca do anti-HBcAg” também foi
considerada, independente do seu grau de sigrofecaranalise univariada.

Inicialmente todas as variaveis foram incluidas modelo. Aquelas que
guando testadas nao apresentaram significancidstistg baseada no teste de razéo
de verossimilhanca, foram removidas sequencialmente

O modelo final foi aquele que apresentou menareEncia em relacdo as
frequéncias observadas e estimadas, através daltestosmer e Lemesh8#. Sua
capacidade de determinacédo para a fibrose acenfiniamtatida através do calculo do
R? de Nagelkerke. A avaliacdo da significancia deacadeficiente da funcéo
logistica obtida foi realizada através do testaMid*®*®. Os resultados podem ser
visualizados na Tabela 21.

Determinou-se a acuracia discriminatéria, ou sejddo bem o modelo
consegue distinguir pacientes com fibrose acentukdmeles com fibrose leve-
moderada, através do céalculo da area sobre a ®@@ Receiver Operating

Characteristig, descrita no Grafico®®.
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A equacdo matematica do modelo final ajustado gedeepresentada por:

Logit(p) = - 5,151 + (1,255 x tabagismo) + (- 98anti-HBCcAQ) +
(0,017 x ALT) + (0,010 x gamagt) + (1,822 x leuc¢os) +

(1,859 x plaquetas) + (1,1414 x APP)

As variaveis sexo masculino, idade acima de 4G,aetlismo acentuado,
dosagem de bilirrubinas totais, INR acima de 1,2@tigidade periportap> 2
perderam significancia estatistica na analise waxlada.

A presenca do anti-HBcAg manteve-se sem signifieéestatistica.

Foram considerados preditores independentes desdithepatica avancada:
tabagismo acentuado (OR 4,40; IC95%: 1,30-14,8Mheato de ALT (OR 1,01,
IC95%: 1,00-1,03), aumento de gamaglutiltransfe(@ée 1,01; 1C95%: 1,00-1,01) e

leucécitos abaixo de 5.000 / MEOR 7,75; IC95%: 2,13-28,23).
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Tabela 21 - Analise multivariada de possiveis preditores fitlwose hepatica
acentuada, por método de Regressao Logistica sagljenodelo final - DMIP-HC

FMUSP - 2006
B p-valor OR IC 95%

Minimo  Maximo

Tabagismo 1,255 0,048 3,50 1,01 12,17

anti-HBcAg (+) - 0,936 0,110 0,38 0,11 1,24

ALT (UI/L) 0,017 0,007 1,01 1,00 1,03

GAMGT (g/dL) 0,010 0,047 1,01 1,00 1,02

LEUCO 1,822 0,008 6,18 1,61 23,60

(< 5.000/mn)

PLT 1,859 0,059 6,41 0,93 44,30

(< 150.000/mn)

APP> 2 1,1414 0,096 4,11 0,77 21,75

Constante -5,151 0,000 0,006

ALT: alanino aminotransferase; GAMAGT: gamagluéilisferase;

LEUCO: leucécitos; PLT: plaquetas; APP: ativida@eigortal

NOTA: Teste de Hosmer and Lemesho=6,654 p=0,574; R Nagelkerke=0,50
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Grafico 6 - Curva ROC Receiver Operating Characterisfipara preditores de
fibrose avancada, de acordo com modelo de Regréssgstica multivariado -
DMIP-HC FMUSP - 2006
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DISCUSSAO

A seguinte dissertacdo teve como interesse o @stla$ caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais de paeimfectados pelo virus da hepatite
C com histérico de infeccdo pregressa pelo viruhejzatite B. Trata-se de tema
relevante, uma vez que o levantamento destas iaffiies, além de contribuir aos
estudos disponiveis sobre este tema, permite neardyasamento cientifico dos
conceitos atualmente estabelecidos, respeitandooldicbes epidemiologicas de
nossa regiao.

O desenho adotado por este estudo tem grandead#lida descricdo das
variaveis e de seus padrdes de distribuicdo. Eonalgasos, podemos utiliza-lo para
examinar associacdes, como realizado na seguntiadmanosso protocolo. De fato,
as inferéncias acabam sendo mais seguras para dangiEucionais como sexo e
raca, por exemplo. Porém, € possivel definir vaig@preditoras e de desfecho
baseadas em hipoteses de causa-efeito formulagagimdo conhecimento prévio
dessas associacdes, obtido de estudos publicadosnt@o pela plausibilidade
biologica do evento de interesse. Nesta disserntagisideramos a possibilidade da
realizacdo de tais inferéncias, relacionadas acgafe pregressa pelo VHB em
portadores de hepatite C crbnica, justamente deaidgrande numero de trabalhos
disponiveis sobre esse assunto, alguns inclusigéardo o mesmo delineamento
aqui utilizado.

Um ponto fraco dos estudos transversais é o estabmEnto das relacbes
causais temporais. Apesar de terem sido tomadodewsios cuidados para, ao

menos, controlar a influéncia do tempo em relagAwgagiaveis em analise (como a
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coleta dos dados epidemioldgicos antes da reabizaga biopsia hepatica), néo
podemos dizer 0 mesmo para outras situacdes depgeadio tempo como o uso de
alcool e o tabagismo. Podemos apenas realizar igbpesbaseadas nos dados
obtidos, pois neste caso as evidencias sobre alwhade tornam-se mais fracas.

Todo estudo realizado em ambulatérios de espéad#i acaba sofrendo com
o0 viés de selecdo, principalmente com o de admissgae dificulta a generalizacao
dos resultados obtidos para a populacéo gerakjaumpromete a validade externa
dos achados. O controle deste viées é possivel senaravés da realizacdo de
grandes estudos de base populacional, que geramprtsentam maior duracao e
custos; contudo sado mais fidedignos. O estudo veasal € mais factivel por ser
rapidamente concretizado, ter menor custo, serzcdpamedir varios desfechos e
servir como base inicial para um estudo de c8ofte

Nosso protocolo foi retrospectivo, de modo quedados registrados foram
obtidos da transcricdo de prontuarios médicos. Houmna grande variagcdo na
qualidade das informacfes colhidas, pois muitospiostuarios avaliados estavam
incompletos, sendo desta forma excluidos durap@oesso de amostragem. Ainda,
nao foi possivel descartar possiveis viéses do redmber, decorrentes da
interpretacdo subjetiva destes registros, principate em relacdo aos dados
epidemioldgicos.

A persisténcia da infeccao pelo VHB em individuoscsorologia compativel
com infeccdo resolvida é possivel, como ja relatpdeviamente em casos de
reativacao clinica da infeccdo em individuos im@poonidos, principalmente apos
reconstituicdo imunoldgica (infeccéo pelo HIV eno dg terapia antiretroviral da alta

poténcia - HAART, leishmaniose ap0ds tratamento ésafpansplante de medula
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6ssed}*® 19 ou através de relatos de hepatite pés transfusionaeguida & doacgéo
de orgaos no qual o doador apresentava sorologmpatdvel com infeccéo
pregress@?’. Dickson et af'®V relataram que 78% dos receptores de figado
proveniente de pacientes HBsAg(-) / anti-HBcAg(#)aim infectados pelo VHB,
com alta taxa de cronificacdo e maior mortalidadeango comparados com
receptores de figado anti-HBcAg (-), inclusive nelggs com o anti-HBsAgQ(+),
indicando que a imunidade humoral ndo foi absadutapaz de impedir a infeccéao
através do enxerto hepatico. Ainda, varios estumodgirmaram a persisténcia do
VHB tanto no soro quanto em hepatocitos de pacemte apresentavam sorologia
compativel com infeccdo pregredd 37 138.140.143162.163)

A infeccéo pelo VHC nédo é rara em nosso meio. Cpoue ser visto, foram
atendidos 728 pacientes portadores deste virusrdeme ambulatério de DMIP-HC
FMUSP em 2006. Porém, a prevaléncia brasileirasasabhdo muito maior do que a
notificada oficialmente, devido a presenca na cadade de casos nao
diagnosticados decorrentes da natureza assint@mdtcinfeccdo. Contudo, um
estudo de base populacional realizado na cidadfdePaulo comprovou que esta é
uma regido considerada de baixa endemicidade t@at® a infeccdo pelo VHC
quanto para o VHE".

O grupo de pacientes monoinfectados pelo VHC (&93) constituido por
proporcdes equivalentes de homens e mulheres, owaridade média de 46,10 anos.
O genotipo viral 1 foi o mais frequente, seguiddopEpo 3 e 2, achados esses
compativeis com a literatura vigefitg&?.

N&o é incomum a presenca de individuos com hepatdrénica que possuem

marcadores sorolégicos de infeccdo pregressa pelB.\De fato, esse padrdo
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sorologico parece ser mais comum em individuosciatos pelo VHC do que na
populacdo em gefal®” No nosso estudo, 20% de 567 pacientes atendidos n
periodo de um ano apresentavam pelo menos um masaalogico de contato com

o VHB, o anti-HBcAg. Este achado foi compativel couatros estudos internacionais,
realizados em regides onde a distribuicdo epidégich do VHB e VHC é similar a
nossa situacao.

Em um estudo italiano, 140 pacientes com hepatitwd@ica, num total de
390 atendimentos (35%), apresentavam sorologidiy@gara anticorpo do core do
VHB™®. Em dois outros inquéritos realizados nos Estddpilos, também de
carater transversal, 32% de 285 individuos e 35%38epacientes apresentavam o
mesmo marcad8f*®® Outro estudo tranversal, italiano, relatou unevaléncia de
40% de infeccéo pregressa pelo VHB em pacienteshepatite C cronicg”.

Um protocolo brasileiro, baseado em Campinas —+&iizou a pesquisa de
anticorpos contra 0 VHB em 790 potenciais doaddeesangue cuja sorologia foi
positiva para infeccdo pelo VHC, revelando uma @éwia de 30 % para o anti-
HBcAg®®.

Por outro lado, deve-se considerar a validadenatela prevaléncia obtida
pelo nosso estudo, uma vez que 17 % dos individtesdidos em 2006 nao
apresentavam analise sorologica para deteccéo tdblBrAg. Acreditamos que a
maioria era negativa para esse marcador, pois grpatcela destes pacientes foi
encaminhada pelos bancos de sangue, de modo queamssicdes dos prontuarios
meédicos havia anotacdes somente sobre a infec¢@d/pC e ndo se fazia mencgao

ao status sorolégico do VHB, quando somente daumsssglo anti-HBsAgQ para fins
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de vacinacdo. Para ndo comprometer a qualidadesdmiiga, optamos por considerar
esses dados como indeterminados e exclui-los da aosilise.

A identificacdo sorologica do anti-HBcAg como (mimarcador de infeccao
pelo VHB (forma isolada) € observada freqientementesituacdes especificas como
em usuario de drogas intravenosas, em infectadts B/, pelo VHC e em
gestantes, devendo-se a muitas rd?8esEstima-se que cerca de 10 a 40% dos
individuos com este padrdo soroldgico apresenteemia pelo VHE'®%?) No
Brasil, em um inquérito realizado em 150 doadoressdngue anti-HBCcAg (+),
encontrou-se a presenca do material genético vimlsoro de 3,3% destes
individuo$'’?. Outra andlise semelhante, realizada no nordeasiidiro, encontrou
proporcédo equivalente (7,7%) (Arraes, 2003 apuchSRO04 01"

Estudos realizados na Espanha e Estados Unidosaesth uma prevaléncia
de 10-20% de anti-HBcCAg como unico marcador de cgde pregressa pelo
VHB®"?. De maneira semelhante, um estudo italiano ideotifque 1,8% de 6.544
doadores de sangue, considerados individuos deo bi&go, apresentavam esse
padrdo soroldgico, contrastando com a prevalénea?2i,5% encontrada em
portadores de hepatocarcindtd No Brasil, inquéritos realizados em bancos de
sangue na Regido Sudeste demonstraram prevalélocagicorpo em forma isolada
que variavam de 18,1 a 24,894 Por outro lado, um estudo realizado na Regi&o
Sul brasileira, no qual foram analisados 150 caatdgl a doacdo de sangue com
infeccdo pregressa pelo VHB, revelou este anticspladamente em 42,7% destes

individuos'’?,



Discussdo123

Weber et af**® concluiram que em 65,4% dos individuos analisanos
anti-HBCcAg isolado, a principal causa foi assoamla¢cam a infeccao pelo VHC. A
relacéo inversa tambeém foi relatada, de modo quesenca deste anticorpo por si sO
ja justificaria a procura pelo VHE1>17®) Nossa casuistica demonstrou que 46 %
dos pacientes com infeccéo pregressa apresentavaamente o anti-HBCAg como
marcador sorolégico. Esta proporcdo foi bem maiorqde aquela relatada por
Cacciola (20%) e Wedemeyer (21883"" Por outro lado, mais se aproximou das
prevaléncias descritas por Sagnelli €t’4l. em um estudo transversal realizado com
185 portadores de infeccdo cronica pelo VHC — 47,6%elos seguintes autores:
Giannini et af'*” — 54,2% e De Maria et 4% — 41,1%; sendo os dois primeiros
estudos italianos.

Muito tem se discutido sobre o real significadosdesntidade nos ultimos
anos, especialmente no cenario da hepatite C efJAit® Suspeita-se que a
producao do anti-HBsAg poderia estar reduzida pedaria atividade replicativa do
VHC®"®") Tanto a imunidade celular quanto humoral sdozitds pela ativacdo
de células dendriticas. E sabido que na infecg@iiaa pelo VHC, a funcéo destas
células encontra-se comprometida. Ainda, a casofitanatoria desencadeada pelo
VHC seria capaz de reduzirpmol de linfécitos B e plasmécitos produtores do anti-
HBsAg™"".

Por outro lado, o anti-HBcAg isolado pode comporausituacdo onde 0s
titulos do anti-HBsAg decairam abaixo do nivel dgedcdo com o passar do
tempd'®. Sabemos que a resposta imunolégica se reduz comnos, devido

essencialmente a alteracfes funcionais nas célylaom repercussao direta na
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producdo de anticorpos contra o HBsAg, levando serazia de sua sintese e/ou
reducéo de sua titulacdo (anticorpos resid{i&is)

Em regides de baixa endemicidade e mesmo na agdoct®m a infeccao
pelo VHC, o anti-HBcAg isolado pode significar umsultado falso-positivo, por
reacdo imunodiagnéstica cruz&4&>. Uma das principais razdes do falso-positivo é
a ativacdo nao especifica de linfocitos B prematuresultando na producdo de
moléculas relacionadas de IgA e IgM sem exposicévip ao VHE'®?. Na
casuistica do nosso estudo, 67,3 % das sorologiasentaram o indiatoff (S/CO)
abaixo de 0,5, desta forma distante do ponto de.c@ontudo, a possibilidade de
resultado falso-positivo nestes casos foi real,sgimo possivel afasta-la totalmente,
uma vez que habitualmente ndo se identificam fatdeerisco para aquisicao viral em
uma consideravel parcela destes individuos.

O grupo de estudo foi composto por 98 pacientesn quoporcoes
equivalentes de homens e mulheres e com média atie ide 43,5 anos. As
comorbidades mais encontradas foram hipertensaiarisistémica e diabetes
mellitus, ndo se diferindo da prevaléncia esperaagopulacdo geral. Ndo houve
grande participacéo de patologias que eventualnpaderiam alterar a evolucéo da
doenca e interferir nos objetivos propostos petades Portanto, todos estes casos
foram elegiveis para as analises propostas.

Os principais fatores de risco relacionados a g#ecwiral foram a transfusao
de sangue / hemoderivados e cirurgia / procedimientsivo. Estes achados foram
compativeis com a literatura vigefitt”) Ressalta-se o fato destes procedimentos,
especialmente as transfusdes, terem sido realizadagande parcela dos individuos

antes da década de 90, quando o controle dos hewstes relativo ao VHC
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deixava a desejar. Ainda, em 38,7% dos casos daanamn transfusdo como fator
predisponente para infeccdo houve a coexisténcigirdegia. Aqui, considera-se o
primeiro fator como a provavel via de transmiss@ofator de risco foi desconhecido
em uma consideravel parcela dos individuos (32,6B%Xato, em cerca de 40% dos
individuos infectados ndo € possivel a identificagé tais situacdes predisponentes,
sendo que nestes casos a infeccao € resultan&vptoente de vias menos evidentes
de transmiss&o parentétal

Como o VHB e o VHC apresentam meios semelhantexjdisicdo, nao foi
possivel determinar a época de infeccdo espegifica cada virus. Nos frequentes
casos onde ha transmissao parenteral, a infecgadt&nea € aceitavel, embora seja
pouco provavel na atualidade, o que nos leva aapeng o VHB, por ter uma maior
facilidade de transmissdo pela via sexual e sers magvalente que o VHC,
provavelmente tenha sido adquirido em outra ocasido passivel de identificacao.
Deve-se considerar, ainda, o viés do observadds gada profissional médico
apresenta uma forma singular de conduzir uma arsemoknica e o da falsa-
resposta, pela possibilidade de ocultacdo dessBwmiagdes por parte do
pacient&®”).

Em relacdo ao tabagismo, escolhemos por caracderiem anos/maco, por
ser esta medida capaz de correlacionar a quantdiadegarrros utilizados com o
tempo de uso. Registrou-se que 36,7% dos pacieatdsmaram o uso de tabaco.
Destes, 41,7% o faziam de forma acentuada. Quanttilsmo, 31,6% dos pacientes
relataram uso de alcool, atual ou pregresso, seae@8,7% utilizaram-no de forma
acentuada. Devido a caracteristica transversasol@ a definicdo temporal entre as

variaveis de interesse e de desfecho ficou comgrdmeé\pesar de estas informacdes
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terem sido colhidas antes da biopsia, pode tedbawvireducdo da relacdo anos/maco
para tabagismo ou da quantidade ingerida de akEmoésmo a cessacdo de seu uso
até a data do exame anatomopatoldgico.

Quanto aos marcadores bioquimicos de lesdo hepataraostra analisada foi
constituida por individuos com ligeiras alteracfiasmédia das transaminases e de
enzimas canaliculares. Do mesmo modo, os marcadmesdogicos de funcéo
hepatica como a albumina e o tempo de protromtpnesantaram valores dentro da
faixa de normalidade. A contagem de leucocitog @ldquetas também apresentou
valores normais. Isso denota que a populacdo, ediamfoi constituida na sua
grande maioria por individuos com doenca hepast@a/el e compensada.

Dos pacientes submetidos a bidpsia hepética, 46viduds (47%)
apresentavam o marcador anti-HBcAg de forma isokagiguanto o restante (52
individuos) portava anti-HBsAg e anti-HBcAg. Este®is subgrupos foram
comparados entre si de acordo com a pontuacaoidaaeds critérios histologicos de
estadiamento e graduacao necroinflamatéria, ndenltlavdiferencas estatisticamente
significativas entre os mesmos. Desta forma, essbgrupos constituiram uma so
populacdo, que por sua vez foi utilizada para @disss comparativas, agora com
pacientes infectados somente pelo VHC [anti-HBcAl Sagnelli et af*’®, em um
estudo multicéntrico e prospectivo realizado né#altecompararam 18 casos com
infeccdo crbnica pelo VHC e sorologia completa pafaccéo resolvida pelo VHB
(anti-HBsAg e anti-HBcAg) com 26 casos de anti-HBd&olado, ndo encontrando
diferencas em relacdo as lesdes necroinflamato@astudo, diferente do nosso
estudo, fibrose acentuada foi mais frequente naguwsm anti-HBCcAg isolado (50%

X 24%, p < 0,05).
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Quando comparados com 117 individuos monoinfestagelo VHC,
emparelhados por frequéncia em relacdo ao sexade,ié proporcao de individuos
hipertensos foi maior no grupo de infeccdo pregrepslo VHB, embora a
hipertenséo arterial também tenha sido bastantgitdeso grupo anti-HBCcAg (-). De
fato, nossa amostra foi constituida predominantéenpor pacientes de maior faixa
etaria (acima de 40 anos), sendo a hipertensaoahgesencial uma entidade que se
inicia principalmente na meia idade, ndo guardarelacdo causal direta com a
presenca do anti-HBcAG.

Quanto aos fatores de risco potenciais a aquisigah a transmissao atraves
do uso de droga intravenosa foi mais frequente paisentes com historico de
infeccdo pregressa pelo VHB. Este grupo em espagesenta um maior risco
comportamental para aquisicdo de multiplas infexcOpois muitas vezes
compartilham habitos considerados de risco como desosubstancias ilicitas
inalatorias, multiplicidade de parceiros sexuaiso euso conjunto de material
parenteral (seringas e aguli&d)

Importante relatar que, na nossa amostra, 75% (8)etios individuos com
infeccdo pregressa pelo VHB e histérico de drogawvenosa apresentavam o padrao
anti-HBCcAg isolado. De maneira semelhante, GroloetiBso (1997) apud Grob et
al*”® demonstraram, em uma amostra de 377 usuariosogesiintravenosas, que
180 pacientes (47%) apresentavam marcadores smaddde infeccdo pelo VHB.
Destes, 47% apresentam o anticorpo contra o HBeAfigriha isolada.

N&o houve diferenca quanto as provas laboratpns analises de acordo
com a presenca ou auséncia de infeccao pregreles®iB. Nossos achados foram

compativeis com o0s de outros estudos que se prapusesalizar avaliacdes
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semelhantd§3 37163179180 A nroporcéo de pacientes com hepatite leve-modeea
acentuada foi similar entre os dois grupos, de #ogoe os achados caracteristicos de
fibrose hepética acentuada, como elevacdo de esziepaticas, plaguetopenia e
alargamento do tempo de atividade de protrombinase&videnciaram em um grupo
em detrimento ao outro. De qualquer forma, a pgEsdo anti-HBCAg por si s6 ndo
parece promover uma atividade inflamatéria capaz eflevar os nives de
transaminases ou mesmo alterar a homeostase daestié elementos figurados do
sangue.

A comparacédo histologica entre esses dois gruposiedonstrou diferencas
estatisticamente significativas relativas aos escate estadiamento e graduacéo
necroinflamatoria, mesmo havendo uma maior propor individuos infectados
pelo gendtipo 1 no grupo de monoinfectados antiAtB¢). A associacdo entre o
genotipo viral e lesdo histologica é tema contrewerde forma que a literatura
vigente demonstra resultados conflitantes. Poiodatio, € importante ressaltar que a
freqiéncia de individuos com historico de tabagisemoetilismo acentuados,
conhecidos fatores de risco independentes de ndamo hepatico, foi semelhante
entre esses grupds®

Do mesmo modo, Myers et &® ndo identificaram diferencas na atividade
inflamatoria, fibrose avancada e na taxa de pregresle fibrose em 51 pacientes
com infeccdo pregressa pelo VHB quando comparado® @1 pacientes
monoinfectados pelo VHC. Porém esse mesmo estutkrtde uma tendéncia,

embora nado estatisticamente significativa, a umampaevaléncia de cirrose entre 0s

pacientes anti-HBCcAg (+).



Discussdo129

De forma oposta, De Maria et & evidenciaram uma maior prevaléncia de
anti-HBcAg em pacientes cirréticos e Giannini et'¥l descreveram uma maior
frequéncia de marcadores de infeccdo pregressa \ié¢l®, especialmente anti-
HBCAg isolado, em pacientes cirroticos quando coagi@s com portadores de
hepatite C cronica com menores graus de fibros# (8&@rsus 33%, p=0,03). Além
disso, os pacientes com infeccdo pregressa apsesentmaior dano estrutural e
atividade necroinflamatoria.

Os potenciais mecanismos responsaveis por umdadinecroinflamatoéria e
fibrética mais acentuada nos individuos portaddeefiepatite C cronica e infeccao
pregressa pelo VHB ainda ndo foram totalmente @halws pelos autores que
demonstraram este fenbmeno. Todavia, a grande imaponta para uma teoria
imunologica na qual a replicacdo do VHB, em quatés pequenas e muitas vezes
imperceptiveis, levaria a ativacéo, via citocina§-ipflamatérias, de linfécitos T
citotoxicos previamente sensibilizados que contriédn com sua acdo ao dano
hepatocitic6°®® Além disso, este ataque seria mais intenso quaetwr fosse a
exposicdo a antigenos virais na membrana do heéjmatéevando a uma maior
imunoreatividade celuldf®. De fato, o antigeno HBcAg é considerado altamente
imunogénico, estimulando resposta de linfocitoard de maneira dependente como
independente, além de promover a estimulacdo feciios B com alta eficiéncia.
Desta forma, a replicacéo viral do VHB em nivedumdos seria conseqiéncia da
resposta supressora de origem imunoldgica, nunlileguiperene entre a resposta
imune e a atividade virfat’*"2

Por outro lado, o controle da replicacdo do VHBidws parece ser

dependente da acao nao citolitica por parte dossCque liberam citocinas capazes
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de suprimir a transcricdo viral sem provocar daepakocelular e, portanto, ndo
acentuam a atividade fibrogénica e necroinflamdf®rit¥ Ainda, formas
replicativas do VHB ja foram descritas em sitiosraakepaticos. Desta maneira,
tracos do VHB de origem ndo hepatocitica estimatarcontinuamente células T
especificas que, em contrapartida, preveniriamssediinacao viral e reinfeccao de
proporcédo ainda maior de hepatoditts

Em relacdo a analise histolégica de marcadore®egitos, ndo evidenciamos
diferencas entre as frequéncias encontradas dateste agregados linféides e
agressdo ductal, ao contrario de Sagnelli ét®%l.que descreveram uma maior
proporcdo de agregados linfoides, agressao duciaboptose hepatocelular nos
portadores de infeccdo pregressa, sugerindo cofielalestes achados com a
presenca do anticorpo circulante contra o HBcAg.

Realizamos o estudo de possiveis preditores des@bavancada (alteracéo
estrutural grau 3 e 4). A escolha das variaveisogmeporam o modelo estatistico foi
baseada em estudos que comprovaram a plausibilidiatiEgica das mesmas em
promover ou acompanhar o dano histolégico hep&tith$> Muitos destes fatores
sdo bem conhecidos e estdo claramente associdqspa@patia, como a ingestao de
alcool. Outros tém papel ainda indefinido quantsua real influéncia negativa em
pacientes portadores de hepatite C crbénica, cowasiavel de estudo principal (anti-
HBCAQ).

A segunda etapa da avaliacao foi constituida gedise multivariada para o
ajuste estatistico das variaveis com potencial defusdo. Este modelo foi
considerado satisfatério quanto a seu ajuste fiteaacordo com o teste de Hosmer-

Lemeshow X°=6,654, 8 graus de liberdade, p=0,574) e tambér pa#ia a
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determinacdo da variavel resposta (fibrose aceajudzhseada nas variaveis
explanatdriasf de Nagelkerke=0,5). O célculo da &rea sobre adR¥C Receiver
Operating Characteristicobtido foi de 88,23% (1C95% 85,21-91,25), indidaruma
boa acurécia discriminatoftar).

Portanto, foram considerados fatores de risco enldgntes de fibrose
hepatica avancada para a amostra estudada: talbagtentuado (OR 4,40; 1C95%:
1,30-14,87), aumento de ALT (OR 1,01; IC95%: 1,008), aumento de
gamaglutamiltranspeptidase (OR 1,01; IC95%: 1,00)1e leucdcitos abaixo de
5.000 / mm3 (OR 7,75; 1C95%: 2,13-28,23).

Dentre os fatores ambientais capazes de modificavaducdo natural da
hepatopatia causada pelo VHC, o tabagismo vem gdohfarca nos ultimos anos
devido a seu impacto negativo, tanto do ponto d&vhflamatorio como fibrotico.
Ainda, o tabagismo tem sido correlacionado a uncoriseis vezes maior de
desenvolvimento de hepatocarcinoma, consequentereaenga da substancia
carcinogénica 4-aminobifeflii*®2'®? A fisiopatologia de sua acdo ainda ndo é
totalmente conhecida, porém esta associada a sfeitocos diretos e indiretos,
incluindo ainda sua ac&o imunologica e oncogénida. efeitos diretos sao
decorrentes principalmente da metabolizacdo hepdae substancias citotoxicas
como a nicotina, que é rapidamente absorvida @d@®los pulmonares e lancada na
corrente sanguinea. Estudos experimentais em rdéwmsonstraram que essa
substéancia foi capaz de provocar esteatose e eeloepstica focal / confluente, além
de acentuar a lesédo celular provocada pelo tetedolade carbono, presente no

cigarro. A nicotina parece também promover danavas do stress oxidativo
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relacionado a peroxidacdo de lipideos, capaz deopan a ativacdo de células
estreladas relacionadas ao processo de fibrogéiiege

Os efeitos indiretos estdo associados as conseg8éte policitemia, que no
ambiente hepatico promove a sobrecarga de fervidalao catabolismo de hemacias
e ao aumento da absorcéo intestinal estimulada giatase de eritropoetina. A
nicotina é capaz também de bloquear a proliferagabferenciacdo de linfocitos
através da inibicdo da sinalizacdo que promovévacdio de células T CD4+. Além
disso, induz a apoptose de linfécitos via cascataHas ligante, aumento do niamero
de linfécitos T CD8+ e de outras citocinas prodnfatorias (IL-1, IL-6, TNFe) ™52,

O aumento das transaminases (AST e ALT) é considaren dos principais
marcadores séricos de lesdo hepatica e decorr@palimente da perda do controle
da permeabilidade dessas substancias pela memimeioéar do hepatdcito,
produzindo extravasamento para o pldsttaSabe-se que a ALT apresenta maior
especificidade para dano hepatico devido a suarmaitentracdo no citosol desse
tecido. Ainda, sua elevacdo parece se correlaciooar a formacdo de necrose
periportaf®®®¥ Contudo, em pacientes cirréticos e com hepa@pdtbdlica, parece
haver inversdo da relacdo entre essas enzimasucoaumento proporcionalmente
maior da AST em comparacdo a ALT devido a uma @awp clareamento dessa
substancia pelas células sinusoidais ou por digfungtocondridf:8%18%)

A gamaglutamiltranspeptidase, que esta presentbemaocitos e no epitélio
biliar, tem sido classificada como um marcador l&gioo de fibrose hepdtica,
especialmente de etiologia viral. Sua associac#o fiorose acentuada bem como
necrose hepatocitica ja foi demonstrada no nosso, e um estudo realizado no

estado de Sao Paftf5*!%® Os motivos para o aumento dos niveis dessa enzima
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neste cenario ainda nédo foram completamente ellmsdaAlgumas hipoteses foram
levantadas, como a prépria lesdo ductal biliagifemtemente presente na hepatite C
e 0 aumento da liberacdo do fator de crescimentbepatocitos - uma citoquina
secretada por células mesenquimais. Este ultimicipar na fibrogénese através da
sua acao em ceélulas epiteliais e endoteliais, wia cascata de ativacao e inibicdo de
diversas moléculas como TGH, a-2-macroglobulina e haptoglobulih¥®*®” O
papel da colestase canalicular como fator deseansglpara 0 aumento desta enzima
constitui assunto controverso, uma vez que algshsdes demonstraram que este
fendbmeno é incomum em pacientes com hepatite CdaAina infeccédo viral, &
possivel haver dissociacao entre o aumento dosrmdgegamaglutamiltranspeptidase,
de fosfatase alcalina e de bilirrubift&’

Os individuos hepatopatas crénicos podem apreseitdgenias, de etiologia
multifatorial, muitas vezes proporcional ao graule&io estrutural histologica. De
fato, um estudo americano populacional envolvendld96 individuos, sendo 390
infectados pelo VHC, demonstrou uma maior freqigdei leucopenia, neutropenia e
plaguetopenia neste grupo quando comparados coridads nao infectados. Na
analise multivariada, a sorologia positiva para VK Eu associada de forma
independente a leucopenia (valores abaixo de A2@°/k) (OR: 2,09; IC95% 1,08-
4,02) e plaquetopenia (OR: 2,33; 1IC95% 1,08-50,2)ndaneira que o0s autores
sugeriram que citopenias de origem indefinida, bsemo aumento de transaminases,
seriam indicativas para a pesquisa sorolégicafdegeo pelo VHE®®),

No nosso estudo, é provavel que a leucopenia eaclantem especial a
neutropenia, esteja relacionado ao hiperesplenisoraum em pacientes cirréticos.

Este é definido como uma sindrome na qual ha esplegalia associada a reducéo



Discussdo134

de elementos do sangue periférico, com celularidad®al ou aumentada da medula

7

Ossea. E caracterizada por trombocitopenia em maeriiéncia, seguidas de
leucopenia e anemia. Outros possiveis mecanisraasaeados a citopenia seriam a
replicacdo viral no interior de leucocitos periéés e, mais raramente, 0
desenvolvimento de neutropenia autoimune, supress&dular e sindromes
mielodisplasicdd®*°?) Ainda, o nosso estudo pode ter sofrido influénigaviés de
informacé&o relativa a raca, uma vez que a neutragEmece ser mais frequente e por
muitas vezes constitucional em individuos da ragadt®>%?

A infeccdo pregressa pelo VHB néo ficou associada rsco de
desenvolvimento de fibrose acentuada, em conteaststudo de Metwalli et &f°
que, na tentativa de se construir um escore capgraVver a fiborose avancada em
pacientes com hepatite C crdnica, demonstrou aiagso entre sorologia positiva
para o anti-HBCAQ e alteracdo estrutural graus43 g@uando controlados a analise
multivariada para cofatores como plaguetopeniaymaiba sérica, niveis de AST e
historico de transfusédo de sangue. Porém, o antilgBmesmo considerado variavel
independente, nao foi incluido no modelo final pstp devido ao seu reduzido valor
de p e por ndo aumentar poder preditivo do escopopto.

Apesar de alguns estudos relatarem o sexo mascidede avancada (acima
de 40 anos), hiperbilirrubinemia a custa da fracéaojugada, hipoalbuminemia,
plaguetopenia e necrose em saca-bocado como pesdde cirrose, nossa amostra
ndo foi capaz de evidenciar essas associacdes migrenandependerifg® 16184189
Se a proporc¢ao de individuos com doenca hepaticmawancada fosse maior, talvez

conseguiriamos observar tais associacoes, vistalgumas dessas variaveis geraram



Discussdo135

um valor de p muito proximo ao de significanciaadstica adotado, como 0 sexo
masculino, etilismo e plaquetopenia.

Por outro lado, outras variaveis potencialmentediporas de fibrose
acentuada ndo foram avaliadas nesse estudo, citeagdp indice de massa corporal
(IMC) e a resisténcia insulinica (HOMA 8. Como o delineamento foi baseado
na analise retrospectiva de prontuarios médicos, foé possivel a obtencdo da
descricdo destes dados na maioria dos casos. foesta, optamos por manté-los
fora do modelo analitico proposto. Contudo, acedmngue a inclusdo dessas
variaveis poderia modificar as associacdes enatadty.

Foi possivel a determinacdo do tempo de infec@o YHC e da taxa de
progressao de fibrose hepatica em 93 pacienteslosé@ com marcadores de
infeccdo pregressa pelo VHB e 51 monoinfectados p#lC. Ambos os valores
obtidos foram semelhantes (p=0,994 e p=0,611, céspmente), de forma que a
presenca do anti-HBcAg ndo promoveu uma progressdis rapida da fibrose.
Igualmente, Myers et &% n&do evidenciaram uma progresséo acelerada dadibro
hepatica quando portadores de hepatite C cronreenfeaomparados em relacédo ao
status soroldgico do anti-HBcAg (0,112 versus 0,a@flades / ano; p=0,77). Neste
mesmo estudo, a analise de sobrevida de Kaplan-Méie revelou diferencas na
progressao fibrotica de pacientes com ou sem eateantlor sorologico (p=0,83).
Contudo, ndo conseguimos determinar o tempo degafee consequentemente a
taxa de progressado da fibrose em 118 paciente8%®Felo fato de ndo terem sido
identificados 0 modo e a data provavel de infecédadicdo destes casos poderia de

fato alterar os resultados descritos pelo aumemtntbstra analisalda



Discussdo136

Nesse estudo, consideramos a sorologia positiaagaesquisa do anticorpo
anti-HBcAg como marcador de infeccdo pregressa. iatizamos a pesquisa do
VHB-DNA em soro e tecido hepatico, pois acreditamgas o registro do material
genético viral, apesar de ser uma informacao \alindo € condicdo necessaria para
definir a infec¢do oculta. Logo, alguns estudos alestraram que apenas a presenca
do anti-HBcAg, independente da pesquisa genéticards, foi capaz de influenciar
o grau de lesdo hepatit41%317

De fato, a deteccdo do VHB-DNA é diretamente initiada pela
sensibilidade da metologia laboratorial utilizapelo sitio onde é feito a sua procura
(soro, tecido hepatico) e mesmo pela interferémscipressiva do VHC sobre a
replicacdo do VHB, o que demandaria um planejamergtodoldgico diferente do
adotado por este estutf61**1"? A procura do material genético do VHB parece ter
maior rendimento quando é realizada em tecido lwepatomo comprovado por
Sagnelli et af*”® que demonstraram que a pesquisa do VHB-DNA neste
compartimento resultou positiva em cerca de 90%cdgss de infeccdo oculta. De
qualquer forma, a presenca do anti-HBcAg em paeseHBsAg (-) € uma pista real
de contato pregresso com VB,

Quanto a correlacao entre a deteccdo do VHB-DNAestodo sorolégico do
VHB em individuos portadores de hepatite C crorzmgnelli el taf’® encontraram
o VHB-DNA em 80% dos individuos com anti-HBcAg iadb, em 61% dos
individuos com sorologia completa para infeccamlweda (anti-HBsAg e anti-
HBCcAQ) e em 11% daqueles sem qualquer marcadom Aléste, outros inquéritos
sugeriram a possibilidade de se detectar o mategahético do VHB

independentemente da presenca do anti-HBcAg, chegaté 20% em algumas



Discussdo137

casuisticas, fortalecendo a hipotese de que agstspoune humoral contra o VHB
pode estar globalmente deprimida nestes pacl&ited Baseado neste fato, alguns
autores preconizam a investigacdo do DNA viralpemos em dois sitios distintos
(PMBC e tecido hepatico), em pacientes com pelfihiap e laboratorial ndo
explicado somente pela acdo do VHE

Quanto ao impacto clinico da deteccédo do VHB-DMMtiva aos marcadores
bioquimicos e histolégicos em pacientes infectageto VHC com sorologia
compativel com infeccdo pregressa pelo VHB, osltados obtidos pelos estudos
atualmente disponiveis tém sido bastante divergeAlguns associaram a gravidade
das lesdes histologicas a deteccdo do VHB-DNA, amiguoutros ndo evidenciaram
tais correlacoé¥®14%179199 ouanto & resposta terapéutica, até o momento ha
caréncia de estudos prospectivos que analisem ocastinado de inteferon
peguilado e ribavirina, associacdo considerada drdpaouro no tratamento da
hepatite C crénica, em pacientes com e sem a @detelc;VHB-DNA. Desta forma, a
eficacia farmacoldgica neste cenario necessittos@mente reavaliadfa®.

Sao varios 0os motivos nos quais os estudos famecenclusdes téo
discrepantes: amostras pequenas, fonte e sele@aados e controles, tipo de
delineamento adotado, diferencas nos métodos laiaia para a deteccdo e
quantificacdo do VHB-DNA, natureza do materialdédst analises estratificadas para
o anti-HBsAg e anti-HBcAg, critérios diagnosticosstohtos, diferentes estagios
clinicos de doenca hepatica, falha no controle alerds de confusdo e perda de
seguimento. Possivelmente, com a padronizacado étsdos de deteccdo do VHB-
DNA, com especial atencdo aos marcadores de trg@scriral (pgRNA), de

preferéncia realizados em tecido hepatico (padidm)oe PBMC, os resultados
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produzidos serdo mais fidedignos e reprodutivessmpindo a real avaliacdo do
impacto da baixa replicagdo do VHB nos pacientemicamente infectados pelo
VHC!™)

A possivel influéncia negativa da infeccdo pregregslio VHB no curso
clinico da hepatite C crénica constitui importagteestdo a ser avaliada no cenario
dos fatores modificadores da historia natural déstaccdo. Seu esclarecimento
definitivo é fundamental, visto a grande prevalénidé marcadores sorolégicos do
VHB encontrada em pacientes infectados pelo VHGié&Neontexto, considerando-se
que a maioria dos estudos disponiveis sao trarmssg@evaléncia, séries de casos e
caso-controle), a melhor abordagem seria atravésreddizacdo de estudos
prospectivos, metodologicamente corretos, com aaohlmmento de uma coorte
selecionada randomicamente, onde seria possiveleasuracdo periddica de
marcadores sorologicos e laboratoriais. Além disstes deveriam incluir a analise
de possiveis fatores ambientais e genéticos emldvno desenvolvimento de
infeccdo oculta pelo VHB, cirrose e hepatocarcinooraa vez que cada vez mais
evidéncias sugerem uma maior incidéncia de neaplasste grugt”. Para a
comprovacao laboratorial da infeccdo oculta, oligeque estes estudos fossem de

carater multicéntrico, devido a baixa prevalén@sta entidade na nossa regiao.



Conclusbes139

CONCLUSOES

A prevaléncia de marcadores sorologicos de infepg@gressa pelo VHB em
pacientes portadores de hepatite C cronica foi08é, Zalor este compativel com os
achados de inquéritos realizados em regides demecidade semelhante a deste

estudo.

A presenca do anti-HBcAg de forma isolada dentre pasientes com
marcadores soroldgicos de infeccdo pregressa pd® i alta (46%), refletindo
uma possivel supressédo da imunidade humoral contidB frente a replicacdo ativa

do VHC.

A freqiiéncia de pacientes com histérico de usordgas injetaveis foi maior
em pacientes com sorologia compativel com infepgégressa pelo VHB, sugerindo
um comportamento compativel com maior risco paraiseggio de multiplas

infeccoes.

N&o houve diferenca estatisticamente significativarelacéo ao estadiamento
e graduacao necroinflamatoria entre os portadoeelegatite C cronica e infeccao

pregressa pelo VHB e pacientes monoinfectados\fig(®.
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A taxa de progressdo da fibrose hepatica foi seanthentre esses dois
grupos. Desta forma, a infeccédo pregressa pelo WatBparece acentuar ou acelerar
o dano histologico hepatico em pacientes portaddeelsepatite C crénica no nosso
meio, indicando um possivel controle ndo citotéxdeoreplicacéo residual do VHB,

caso 0 mesmo esteja presente nos hepatocitos.

A analise multivariada revelou os seguintes preeltade fibrose hepatica
acentuada: tabagismo acentuado, aumento dos de’di& T, aumento dos niveis de
gamaglutamiltranspeptidase e contagem de leucéafitaixo de 5.000 / minO anti-
HBcAg nado foi considerado fator de risco indepetelem amostra estudada. A
variavel plaquetopenia aproximou-se do valor dedptalo, enquanto a atividade

histoldgica periportal maior que 2 manteve-se sgmifgancia estatistica.
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ANEXO A: Reacdo em cadeia pela polimerase para o VHC (Neste€R)

O sangue dos pacientes foi coletado por puncaosaeaosacuo, com uso de
tubo seco de 10 ml. Destas amostras foram sepapada®os, em prazo maximo de
4 horas apoés colheita, por centrifugacdo a 1.500/1®min, aliquotados e

conservados a -70°C até o uso.

A) Regidao 5’NC — VHC:

O teste da nested PCR-HCV, métodio-Housé tem por base a deteccdo da
regido 5’NC do genoma do VHC.

Para a PCR, foram utilizados iniciadores de sedééda regido 5’NC do
genoma viral; os dois pares de iniciadores, intemexternos, utilizados na reacéo

foram os relatados por Garson ef'&?, como descritos abaixo.

PTC1- 5CGT TAG TAT GAG TGT CGT G3
NCR2-5’ATA CTC GAG GTG CAC GGT CTA CGA GAC CTZ
PTC3-5AGT GTC GTG CAG CCT CCA GG3’

NCR4-5'CAC TCT CGA GCA CCC TAT CAG GCA GT3’

B) Extracdo do RNA e sintese do DNA complementariNA) do VHC:

O RNA do VHC foi extraido a partir de 100 pl desesomados a 250 ul de
Trizol LS (Gibco BRLD. Apos rapida agitacédo, acrescentou-se 50 pl deofékmio
(ChChk) e o tubo foi submetido novamente a agitacdo wgmr Em seguida, a

solucéao foi centrifugada por 5 minutos. Com a sep# da fase aquosa, transferida
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para um novo tubo contendo 300 ul de Isopropamalyé uma centrifugacao de 10
minutos, sendo o sobrenadante desprezado e o ifadoipesultante lavado com

Etanol.

Apos a retirada do volume liquido, com a secagempéeta do Etanol residual,
o precipitado de RNA foi submetido a uma reacaoldmnscricio Reversa para
obtencéo do cDNA.

Os componentes da solucdo para a Transcricao Refoeasn:

5ul de tampéo 5x concentrado para enzima TransdRe&ersaGibco BRI)

2ul de dithiothreitol (DTT) 0,1 MGibco BRL)

2l de desoxirribonucleosideos trifosfatados (dNIGHM

(Pharmacia Biotech

1ul de inibidor de ribonuclease clonadilico BRI 10U/ul

1ul de enzima Transcricdo ReverSager Script 1l - Gibco BRL

0,5ul de iniciador NCR2 a 50pmol/ul

Agua Milli-Q, tratada com DEPC até completar o votude 25pl

A reacao de Transcricdo Reversa ocorreu a uma tatmpede 42°C por

60 minutos, seguido por 15 minutos a 95°C.

O cDNA resultante foi submetido a nested-PCR ngsistes condi¢des:

Primeira amplificacéo:
Ao volume de 10ul de cDNA, foi adicionado 40ul aeausolucéo contendo:
5ul de tampéo da enzima Tag-DNA-polimerase 10x eamado Gibco BRL)

2l de desoxirribonucleosideos trifosfatados (dNITHM
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(Pharmacia Biotech

1,2ul de MgC, 50mM Gibco BRI

0,5ul de iniciador (externo) PTC1 a 50 pmol/ul

0,5ul de iniciador (externo) NCR2 & 50pmol/ul

0,5ul de enzima Tag-DNA-polimeraggilico BRI

Agua Milli-Q, tratada com DEPC até completar o votude 40pl

Este cDNA foi submetido ao primeiro ciclo de anipétédo, em termociclador
automatico Pharmacia LKB-Gene ATAQ ControJede acordo com as sequéncias

de tempo e temperatura descritas a seguir na TaBela

Tabela 1A - Ciclos de temperatura e tempo da reaggiedPCR

Temperatura Tempo NuUmero de ciclos
94°C 40 seg 25 vezes
55°C 40 seg

Seguidos por

72°C 7 min 1 vez

Segunda amplificacéo:
Ao volume de 5 pul resultante da primeira amplif&c@cfoi adicionado 45 ul de
uma solucéo contendo:

5 ul de tampéo da enzima Tag-DNA-polimerase 10xeoinado Gibco BRL)
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3 ul de desoxirribonucleosideos trifosfatados (dNITPmMM

(Pharmacia Biotech

1,2 pl de MgCJ, 50 mM Gibco BRI

0,5 pl de iniciador (interno) PTC3 a 50 pmol/ul

0,5 pl de iniciador (interno) NCR4 a 50 pmol/ul

0,5 ul de enzima Tag-DNA-polimerasgilpco BRL)

Agua Milli-Q, tratada com DEPC até completar o votude 45 pl

Os ciclos de temperatura foram os sugeridos parprimeiro ciclo de
amplificacéo (Tabela 1A).

Somente o produto da segunda amplificacdo foi stibmea corrida
eletroforética, em gel de agarose a 3%, coradolmometo de etidedsjbco BRI) e
visualizado através de radiacdo ultravioleta. Aitpddade, ou seja, a presenca de
fragmentos amplificados foi evidenciada com a \igagdo de uma banda
fluorescente localizada a altura de 187 pb. Féizatlo, como referéncia, padréo de

peso molecular de 100 pb (Figura 1A).

NESTED-PCR

® 6 @ @ G 68N @ . @ 6

Figura 1A - Resultados da PCR em gel de agarose coradobrooneto de etideo
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Genotipagem

Quando ha indicacdo de inicio de terapéutica aatjvia realizacdo de
genotipagem tem sua importancia tanto para a géabnia formulacdo de interferon

a ser utilizada, quanto para predizer a probaliédie resposta sustentada.

Genotipagem (INNO-LIPA HCV) Versant (Siemens, Tarrytownny, USA

Este teste determiria vitro o diagndstico dos gendétipos do VHC de 1 a6 e
seus subtipos la-c, 2a-d, 3a-f, 4a-k, 5a e 6a.if@ipio do método é a hibridacéo
reversa sendo utilizado na reacdo o produto gepatio teste AMPLICOR HCV

monitor Roche Diagnostic, Mannhe)rhaseado na regido 5’NC do VHC.

Os reagentes devem estar a temperatura ambiente.

A) Hibridizac&o (Banho-maria com agitagcéo a 50°C)
Foi adicionado 1@ul da solugcéo desnaturante ajdl@o produto amplificado

e homogeneizado com a pipeta em canaletas paddasip&lo fabricante.

Incubou-se durante 5min a temperatura ambientdi@onou-se 2 ml da
solucdo de hibridizacdo, as fitas de nitrocelulos&cadas foram colocadas na

solucéo, tendo-se o cuidado de estarem totalmehteeysas.

As canaletas foram entdo encubadas em banho-smdriagitacao por 1 hora

a 50°C.
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B) Lavagem (Banho-maria com agitacéo a 50°C)

O liquido das canaletas foi aspirado com bomba@iw As fitas foram
lavadas duas vezes com 2 ml da solucéao de lavagagitoel-se manualmente por 1

minuto.

Adicionou-se 2 ml da solucédo de lavagem e incudmem banho-maria sob

agitacao por 30 minutos a 50°C.

Durante a incubacéo foram preparadas a solucée (in5 em agua destilada)

e 0 conjugado (1:100 em diluente do conjugado fodg.

C) Desenvolvimento de cor (agitacdo a temperatur@mbiente)

A solucéo de lavagem foi aspirada e as fitas fdesmadas duas vezes com a

solucéo de rinse, para cada lavagem foi agitadd painuto.

A solucédo de rinse foi aspirada e adicionou-sel 2anconjugado diluido e

incubou-se sob agitacdo por 30 minutos.

A solucédo de rinse foi aspirada e as fitas foramadas duas vezes com
solucéo de rinse e uma vez com diluente de substapbds cada lavagem foi agitado

por 1 minuto.

O diluente do substrato foi aspirado e adiciono2senL do Substrato

Diluido e incubou-se por 30 minutos sob agitactengeratura ambiente.

O substrato diluido foi aspirado e as fitas foravatlas com agua destilada

duas vezes com agitacao de 3 minutos apos cadgelava
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ANEXO B: Ficha para coleta de dados

IDENTIFICACAO:
NOME (INICIAIS):
REGISTRO:
SEXO: [IM []F

DATA DE NASCIMENTO:

ANO PRIMEIRA SOROLOGIA PARA VHC:

ANO PROVAVEL DA INFECCAO PELO VHC [SE DISPONIVEL]:

SOROLOGIA PARA VHB: VACINACAO PARA VHB:

[ ]anti-HBcAg RELACAO S/CO: [ 1SIM [ ]NAO [ ]INDEFINIDA
[ ]anti-HBsAg PRE VACINAL

[ ] anti-HBsAg INDEFINIDO

COMORBIDADES: [ [HAS [ 1DM [ JHTLV
[ ] OUTRO:

FATORES DE RISCO PARA AQUISICAO DO VHC:

[ ] TRANSFUSAO DE SANGUE — ANO:

[ ] CIRURGIA OU PROCEDIMENTO INVASIVO — ANO:
[ ] USO DE DROGA INJETAVEL

[ ] USO DE DROGA INALATORIA

[ ] TATUAGEM / PIERCING

[ ] CONTATO SEXUAL DE RISCO

[ ]EXPOSICAO OCUPACIONAL

[ ] CONTATO INTRADOMICILIAR PORTADOR DE VHC

ETILISMO * ( )PREGRESSO () ATUAL
[ ] LEVE-MODERADO [ ] ACENTUADO [ ] INDETERMINADO

TABAGISMO ”: () PREGRESSO () ATUAL

[ ] LEVE-MODERADO [ ] ACENTUADO [ 1INDETERMINADO
CARACTERISTICAS INFECCAO PELO VIRUS C:
GENOTIPO: [ ]INDEFINIDO

EXAMES LABORATORIAIS PRE-TRATAMENTO :

DIA/MES/ANO: DIA/MES/ANO: DIA/MES/ANO:
AST/ALT: AST/ALT: AST/ALT:
FA/ygt: FA/ygt: FA/ygt:
BT/D: BT/D: BT/D:
PT/ALB: PT/ALB: PT/ALB:
TAP/INR: TAP/INR: TAP/INR:
LEUCOGRAMA: LEUCOGRAMA: LEUCOGRAMA:
PLAQUETAS: PLAQUETAS: PLAQUETAS:
BX HEPATICA:
MES/ANO: AE:___ lIP:___ APP:___ AP.
MARCADORES ETIOLOGICOS: ESTEATOSE (GRAU): A.LINFOIDES:
A.DUCTAL: OUTROS:
MES/ANO: AE.___ lIP:___ APP.___ AP
MARCADORES ETIOLOGICOS: ESTEATOSE (GRAU): A. LINFOIDES:
A.DUCTAL: OUTROS:
TRATAMENTO REALIZADO POR PERIODO MINIMO PRECONIZADO: [ ]SIM [ ] NAO

DATA TERMINO DO TRATAMENTO:

a. Leve-moderado (ingestéo < 40 g de etanol / dia heree20 g / dia mulheres), acentuado (ingestdog-did homens e 20 g / dia mulheres).

b. Leve-moderado, acentuado (acima de 20 anos / mago).
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