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RESUMO

O interesse em conhecer o comportamento da infecgao pelo virus da
hepatite C (VHC) em portadores de insuficiéncia renal crénica (IRC) é recente e
crescente. No presente estudo, avaliou-se: 1) a prevaléncia da infecgdo pelo
VHC entre os portadores de IRC; 2) as caracteristicas sécio-demogréficas,
epidemiologicas e clinicas da infecgao pelo VHC; 3) a detecgao do RNA do
VHC no plasma e no tecido hepatico e seu perfil genotipico; 4) as alteracdes
ultra-sonograficas; e, 5) as alteragdes histopatol6gicas a bidpsia hepatica.
Realizou-se estudo de corte transversal em portadores de insuficiéncia renal
crénica (IRC) em hemodialise (grupo ) e candidatos a doagdo de sangue
(grupo II), todos com ELISA anti-VHC-3.0 reativos. Foram avaliados 76
portadores de IRC e 77 pacientes candidatos a doagao de sangue. Identificou-
" se 0 RNA-VHC no plasma e no fragmento de tecido hepatico através da técnica
da reagdo em cadeia dé polimerase transcriptase reversa (RT-PCR-aninhado)
e por seqilenciamento. Realizou-se a genotipagem para o VHC pela técnica de
fragmento de restricio da extensdo do polimorfismo (RFLP) e por
seqlienciamento. Todos os pacientes submeteram-se a bidpsia hepatica. A
idade média foi de 43 e 40 anos nos grupos | e ll, respectivamente. A elevagao
de alaninoaminotransferase (ALT) ocorreu em 44,7% dos pacientes portadores
de IRC e em 63,6% dos candidatos & doagao de sangue (p=0,019). Houve
maior exposicdo prévia ao virus da hepatite B (VHB) e ao uso de drogas
hepatotoxicas no grupo |, e o alcoolismo mostrou-se mais prevalente no grupo

Il. Ao ultra-som, a textura ecografica do parénquima hepatico mostrou-se



homogénea em 86,8% e 80,5% dos pacientes do grupo | e Il, respectivamente
(p=0,290). Obteve-se a detecgao plasmatica do RNA viral em 72 pacientes
(94,7%) do grupo | e em 65 pacientes (84,4%) do grupo Il (p=0,022). Houve
predominio do genétipo 1 nos dois grupos. O genodtipo 3 foi o segundo mais
prevalente no grupo Il (p=0,001). Identificou-se o gendtipo 2 em oito pacientes
(10,5%) do grupo | e em apenas um paciente (1,3%) do grupo Il (p=0,016).
Dentre os 96 pacientes que realizaram a pesquisa do RNA-VHC no plasma e
tecido hepatico, seis (6,3%) apresentaram RT-PCR negativo no plasma e
positivo no tecido hepatico. A histologia hepatica avaliada pelos critérios do
METAVIR nao evidenciou diferenga estatistica significativa com relagdao a
atividade inflamatoria e fibrose nos dois grupos avaliados, sendo a esteatose
hepatica e a siderose mais prevalentes no grupo l. Portanto, no presente
estudo, observou-se o predominio do gendtipo 1, seguido pelo gendtipo 2, nos
portadores de IRC. Nao houve diferenga significativa com relagéo a carga viral
nos dois grupos. A siderose kupfferiana e hepatocitaria observada com maior
frequéncia no grupo | (IRC) pode ter agravado a fibrose hepatica neste grupo.
As complicagbes decorrentes da bidpsia hepatica foram graves e ocorreram

apenas nos portadores de IRC.
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1 INTRODUGAO

O virus da hepatite C (VHC) & considerado uma das principais causas de
doenca hepatica cronica no mundo e estima-se que 3% da populagdo mundial
esteja infectada por este virus (WHO, 2001; LAUER et al., 2001). E significativo o
ntimero de pessoas que desconhece o fato de ser portador do virus, visto que a
doenca apresenta evolugao assintomatica durante anos. De acordo com os dados
de 2002 da Organizagao Mundial de Saide (OMS), em 2001, as doencas
hepaticas cronicas foram responsaveis por 1,4 milhdo de mortes, incluindo
796.000 devido a cirrose e 616.000 por cancer primario de figado. Pelo menos,
20% destas mortes sdo provavelmente atribuidas a infec¢éo pelo VHC, sendo
mais que 280.000 mortes (WHO, 2002; EL-SERAG et al., 2002).

As altas taxas de cronicidade da doenga (85%), seu potencial evolutivo
para cirrose, hepatocarcinoma e o fato de ser a principal etiologia diagnosticada
em casos de transplante hepatico tornam esta doenga um grave problema de
satide publica no mundo (STRAUSS, 2001).

O VHC foi descoberto por CHOO et al. em 1989. E um virus RNA da
familia Flaviviridae, com genoma em fita simples de polaridade positiva composto
por pelo menos seis gendtipos principais e varios subtipos (SIMMONDS et al.,
1994; PURCEL, 1997). Além dos varios genotipos e subtipos, ha também as
quasispecies, representadas por populagoes heterogéneas do mesmo virus,
muito semelhantes entre si, infectando um mesmo individuo. As quasispecies
ocorrem devido a replicagao imperfeita do virus, com o surgimento de pequenas e
constantes mutagdes. Através da analise da sequéncia gendmica, com uma longa

fase de leitura aberta, distinguem-se as proteinas estruturais: core, envelope (E1



e E2) e as nao estruturais (NS) 1 a 5, essas Ultimas responsaveis pela replicagao
viral.

Ap6s o VHC ter sido clonado, tornou-se notério a maior prevaléncia nos
portadores de insuficiéncia renal crénica (IRC), em hemodialise, em comparagéo
com individuos sem alteragdo da fungao renal (POL et al., 1993; FABRIZI et al.,
1994; CDC, 1998; FABRIZI et al., 2002, MEMON & MEMON, 2002; SOUZA et al.,
2003). Observou-se que a sua transmissdo ocorria nas unidades de dialise na
auséncia de fatores de riscos parenterais comuns como a hemotransfusdo ou o
uso de drogas ilicitas.

Como a forma de transmissdo da hepatite C é predominantemente
parenteral (ALTER et al., 1992), todas as pessoas que receberam sangue e
hemoderivados, principalmente se isto ocorreu antes de 1992, ocasido em que o
exame sorologico para o VHC tornou-se disponivel nos Bancos de Sangue,
apresentam alto risco para contrair a infecgdo. S&o considerados grupos
populacionais de maior risco os hemodialisados, os hemofilicos, os usuarios de
drogas ilicitas e os politransfundidos. Atualmente, a populagédo mais acometida
sdo os usuarios de drogas ilicitas, principalmente, injetaveis (WASLEY & ALTER,
2000).

O virus da hepatite C (VHC) tornou-se causa importante de hepatite entre
os pacientes e membros das equipes das unidades de hemodidlise,
principalmente apés a hepatite B ter sido controlada através da realizacio de
exames de rotina para o virus da hepatite B (VHB) e a adogdo de medidas
preventivas (YOSHIDA et al., 1992). Entre essas medidas incluem-se o uso de

salas e maquinas separadas e a vacinagao especifica.



A histéria natural da infecgdo pelo VHC nos pacientes em dialise
permanece controversa, pois o curso da infec¢do estende-se durante décadas.
Além disso, os pacientes em dialise apresentam taxas maiores de morbidade e
mortalidade em comparagéo a populagao geral, limitando o acompanhamento por
longo tempo (FABRIZI et al., 2002). Atualmente, poucos dados sao disponiveis
sobre a histologia hepatica nos pacientes portadores de IRC em relagdo aos
pacientes com infecgédo pelo VHC e fungao renal normal (STERLING et al., 1999).

De acordo com a literatura, € ainda incerto sé alguns genétipos levam a
evolugdo clinica e curso histologico mais grave da doenga hepatica que outros.
Os estudos iniciais encontraram prevaléncia maior do genétipo 1b em hepatite
crénica, cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular, sugerindo associagao
independente entre genétipo 1b e pior prognostico, ndo confirmados quando
afastados elementos de confusdo, tais como: idade, duragdo da infecgio ou
- forma de aquisigao do VHC.

No nosso meio, ha poucos estudos sobre a hepatite C cronica na
populagdo em dialise. A bidpsia hepatica mostra-se importante para avaliagéo da
intensidade do processo inflamatério e do estadiamento (fibrose), definicdo com
relagdo a necessidade de inicio de terapéutica anti-viral especifica e liberacao
para o transplante renal. Sabe-se que o uso de Interferon (IFN) o, apés o
transplante renal, associou-se com elevado risco de rejeicao e disfuncdo do
enxerto (CAMPISTOL et al., 1999; POL et al., 2002).

A realizagdo deste estudo justifica-se pela necessidade de determinar a
prevaléncia da infecgao pelo VHC nos pacientes em hemodialise, sua distribuicao
genotipica, avaliagao histologica hepatica, inicio de terapéutica especifica quando

indicado e comparar os resultados obtidos com aqueles encontrados nos



pacientes candidatos a doagado de sangue, com fungdo renal normal. Neste
estudo procurar-se-a definir os genotipos e subtipos predominantes, as alteragoes
bioquimicas e histologicas do virus C em duas comunidades: pacientes
submetidos a hemodialise crénica e candidatos a doadores de sangue de Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Seria a doenga hepatica menos agressiva na
populagdo de pacientes com doenga renal em hemodidlise devido a

imunossupressao?
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2.1 Epidemiologia

Estima-se que aproximadamente 3% da populagdo mundial esteja
infectada pelo virus da hepatite C (VHC), significando mais de 170 milhées de
portadores cronicos (LAUER et al., 2001), com risco de desenvolver cirrose
e/ou cancer de figado (ALTER, 1995; HOOFNAGLE, 1997).

Os Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 1998) estimam
que o numero de novos casos de infecgdo aguda por este virus nos Estados
Unidos (EUA) tenha diminuido de aproximadamente 230.000 por ano, na
década de 80, para seu nivel atual de 36.000 casos anuais.

Os dados mais recentes mostraram que a incidéncia da infecgao pelo
VHC em doadores de saﬁgue nos EUA situa-se entre 0,17% e 1,4% (MEMON
& MEMON, 2002). No Brasil, os dados evidenciaram que entre 1,4% e 2,6% Ida
populagio esteja infectada pelo VHC (WHO, 1997; FOCACCIA et al., 1998).
Em 2001, a prevaléncia de anticorpos anti-VHC-EIA-3.0 em doadores de
sangue da hemorede publica foi de 0,38% em Belo Horizonte (FUNDAGAO
HEMOMINAS, 2002). A prevaléncia de positividade das reagdes soroldgicas
para o anti-VHC-E|A-3.0 em doadores de sangue da Fundacdo Hemominas foi
de 0,24% em 2003 (FUNDAGAO HEMOMINAS, 2004). Entretanto, em outras
regibes do mundo a incidéncia da infecgao pelo VHC, tanto na populagao geral
quanto nos doadores de sangue, pode ser muito maior (MEMON & MEMON,
2002).



O teste para a deteccao de anticorpos contra o VHC tornou-se
obrigatério na triagem soroldégica dos bancos de sangue brasileiros em
novembro de 1993 (BRASIL, 1993). Entretanto, a Fundagdo Hemominas ja
havia adotado o exame em sua rotina laboratorial em 1992. O aperfeicoamento
das técnicas sorolégicas e o desenvolvimento do teste anti-VHC de segunda e
terceira geragées com maior sensibilidade e especificidade, possibilitaram a
detecgdo cada vez mais precoce da infecgdo, aumentaram a acuracia da
triagem sorolégica e diminuiram a taxa de incidéncia da hepatite C
relacionadas as transfusées.

A maior incidéncia da infecgado aguda pelo VHC ocorre entre as idades
de 20 e 39 anos, sendo dificil a sua determinagé@o devido ao subdiagnéstico e,
conseqiientemente, & subnotificacdo. A maior prevaléncia da infecgao crénica,
nos Estados Unidos, ocorre entre as idades de 30 e 49 anos, predominando
nos homens e em afro-americanos (CDC, 1998).

O periodo de incubagao da hepatite C € bastante variavel, de trés a
doze semanas, com média de sete semanas. Logo apos a infecgdo, o melhor
marcador diagndstico & a determinagdo do RNA-VHC, ja que os anticorpos
surgem quatro a vinte semanas apds a infecgdo. Nesta fase de janela
imunolodgica, ou seja, da presenga do RNA-VHC e auséncia de anticorpos,
pode ocorrer contaminagao parenteral, geraimente por transfusdo sanguinea
ou pelo uso de drogas ilicitas (STRAUSS, 2001). A infecgao crénica pelo virus
€ indicada pela presenga do anti-VHC reativo ou pela viremia persistente
(presenga do RNA-VHC no soro) durante pelo menos seis meses (MEYER et

al., 2003); a subseqiiente perda espontanea do virus é incomum.



A maioria dos casos de hepatite C aguda s&o anictéricos e
assintomaticos, com menos de 25% apresentando sinais clinicos aparentes
(MERICAN et al., 1993; MARCELLIN, 1999). A infecgao pelo VHC evolui para a
cronicidade em até 85% dos casos. Nesta fase, apresenta curso remitente,
com periodos de exacerbagao e recorréncia da hepatite e flutuagdes periodicas
das transaminases séricas. A progresséo da doenga hepatica geralmente é
lenta, assintomatica durante anos ou décadas e tem apresentagdo clinica
variada, com o desenvolvimento de cirrose, doenga hepatica terminal e
carcinoma hepatocelular em apenas parte dessa populagdo (ALTER & SEEF,
2000; HOOFNAGLE, 2002). A ocorréncia de hepatite C fulminante é descrita,
porém rara (YANAGI etal., 1991).

O mecanismo responsavel pela alta prevaléncia da infecgao crénica ndo
se encontra estabelecido. Acredita-se que possa estar relacionado a
diversidade genética do virus e sua tendéncia a rapida mutagao, permitindo
que ele escape do reconhecimento pelo sistema imune (GONZALES-PERALTA
et al., 1996; FARCI et al., 2000). Alguns fatores do hospedeiro podem estar
envolvidos na capacidade de clareamento espontaneo do virus. Entre eles,
cita-se a presenca do HLA DRB1 e DQB1 (ALRIC et al., 1997, THURSZ et al.,
1999), titulos altos de anticorpos neutralizantes contra proteinas estruturais do
VHC (ISHII et al., 1998), a persisténcia de resposta de célula T CD4 especifica
para o VHC (GERLACH et al., 1999) e pacientes de raga branca com picos
relativamente baixos de viremia pelo VHC durante infec¢ao aguda (VILLANO et
al., 1999).

A principal via de transmissdo do VHC é a parenteral, através da

transfusdo de sangue e hemoderivados, uso de drogas ilicitas injetaveis,
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nosocomial nos hemodialisados ou através de acidentes com materiais
perfurocortantes, especialmente em profissionais de salude. Os procedimentos
odontoldgicos, médicos, tatuagem ou acupuntura também constituem fatores
de risco (STRAUSS, 2001).

Dentre as formas de transmiss@o nao-parenterais da hepatite C, deve-se
ressaltar a possibilidade da transmiss&o sexual, com indices de contaminagéo
do parceiro sexual entre 6% a 10% (STRAUSS, 2001). Aproximadamente 10%
dos casos de hepatite C tém sua forma de contagio desconhecida (CDC,

1998).
2.2 Infecgdo pelo VHC em portadores de insuficiéncia renal crénica

A infecgdo pelo VHC é freqilente nos pacientes hemodialisados e
- relaciona-se, principalmente, a transfusdes de sangue ou derivados e a
contaminagdo nosocomial (POL et al., 2002). A prevaléncia de anticorpos (anti-
VHC) nessa populagido & variavel, dependendo da regido geografica, com
taxas sempre superiores aquelas encontradas na populagao geral e mostra-se
significativamente associada com a duragao da dialise e com o nimero de
hemotransfusdes, observando-se dramatica redugdo com a hemovigilancia
(DONAHUE et al., 1992; CHAN et al., 1993).

Os estudos de prevaléncia do anti-VHC em hemodialisados nos EUA,
utilizando anti-VHC-EIA-3.0, mostraram prevaléncia de 8% a 22% (NATOV et
al., 1998, DE MEDINA et al., 1998; CDC, 1998; CDC, 2001: TOKARS ef al.,
2002) e incidéncia anual de novos casos entre 1% e 3% (NIU ef al., 1993;

FABRIZI ef al, 1998) devido, provavelmente, a transmissio nosocomial
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(ALLANDER et al., 1994; SAMPIETRO et al., 1995). Entretanto, a prevaléncia
da doenga varia amplamente, de centro para centro, situando-se entre 0% e
64% (CDC, 1998). Em 2000, a prevaléncia nacional do anti-VHC nos Estados
Unidos foi 8,4% (TOKARS et al., 2002), porém, com alguns centros relatando
prevaléncias superiores a 40% (CDC, 2001).

As prevaléncias encontradas em outros paises evidenciaram grandes
variagoes, tais como: 9,4% na Belgica (WHO, 1997); 13,5% a 28% na ltalia
(FABRIZI et al., 1997; BIAMINO et al., 1999); 23,9% no Jap&o (FABRIZI et al.,
2002); 49% na Siria (OTHMAN & MONEM, 2001); 75% na Moldavia (COVIC et
al., 1999) e 80% no Egito (FABRIZI et al., 2002).

A prevaléncia da infecgao pelo VHC entre os pacientes recebendo
dialise peritoneal ou hemodialise domiciliar € muito menor (PASCUAL, 1993,
GILLI et al., 1995; ROTH et al., 1995; SCHREIBER et al., 1996; BRUGUERA et
al., 2000; BARRIL, 2000). Devido ao alto risco de infecgdo, recomenda-se
"testes de rotina para pacientes em hemodialise cronica que nao tenham sido
previamente testados (CDC, 1998).

Os resultados do censo realizado pela Sociedade Brasileira de
Nefrologia (SBN) em 2002 mostraram que 0O percentual de pacientes com anti-
VHC reativo foi de 15,4% (8.388/54.523) entre. os pacientes em didlise. No
periodo de 1999 a 2002, observou-se queda progressiva dos portadores de
anti-VHC reativo nas unidades de dialise, de 19,9% em 1999 para 15,4% em
2002. Essa diminuigdo do percentual de portadores de sorologia anti-VHC
reativa, ocorreu em 17 estados brasileiros nos ultimos dois anos (ROMAO

JUNIOR et al., 2003).
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No Brasil, prevaléncias da infecgdo pelo VHC em centros de didlise de
20,3%, 23,8%, 33,4%, 46,7% e 13% foram encontradas em Belo Horizonte
(BUSEK, 2000), Salvador (SANTANA et al., 2001) Santa Catarina (MORAES,
2001), Goiania (CARNEIRO et al.,, 2001) e Tocantins (SOUZA et al., 2003),
respectivamente.

Entre os pacientes hemodialisados, as altas taxas de incidéncia e de
prevaléncia da infeccdo pelo VHC podem ser atribuidas a varios fatores de
risco, tais como: o numero de hemotransfusées, a duragdo da didlise, a
modalidade da dialise (menor risco em pacientes em didlise peritoneal), a
histéria prévia de transplante ou o uso de drogas ilicitas endovenosas. Todavia,
as taxas de infeccdo estio diminuindo, provavelmente em decorréncia da
utilizagdo menos freqiiente de transfusées sanguineas e das melhores praticas
de controle de infecgéo nas unidades de dialises.

Até o final da década de 80, a contaminagao pelo VHC em pacientes
portadores de IRC se dava basicamente pelas transfusdes de sangue e
hemoderivados (JEFFERS et al., 1990; SIMON et al., 1994; JADOUL et al.,
1996). Atualmente, o VHC & raramente transmitido por hemotransfusdo. Em
1992, testes mais sensiveis (multi-antigenos) foram implementados, reduzindo
o risco de infecgdo para aproximadamente 0,001% por unidade hemoterapica
(SCHREIBER et al., 1996).

Doadores infectados pelo VHC podem nao ser identificados pelos testes
de triagem pelas seguintes razdes: periodo de janela imunoldgica; baixa
sensibilidade de alguns testes sorolégicos; erros técnicos dos profissionais que

realizam os exames (HERNANDEZ & TUSELL, 1996).
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Desde o final dos anos 90, quando iniciou-se o fornecimento pela
Secretaria de Estado da Salde da eritropoetina recombinante para o
tratamento da anemia nos pacientes portadores de insuficiéncia renal,
observou-se redugédo significativa na necessidade de hemotransfusdes. Além
disso, a partir de 1993, com a obrigatoriedade da pesquisa do anti-VHC em
Bancos de Sangue, este mecanismo de transmissdo tornou-se menos
importante.

Varios estudos, entretanto, realizados nos anos noventa, verificaram que
mesmo quando ndo submetidos a hemotransfusdes, os pacientes em programa
dialitico apresentavam maior prevaléncia de anticorpos contra o VHC (JADOUL
et al., 1993), indicando que outros mecanismos deveriam estar envolvidos na
transmissdo do virus. Atualmente, acredita-se que a maioria das
soroconversées para o VHC em pacientes hemodialisados deve-se a
transmissao nosocomial (JADOUL, 2000).

Inimeros  investigadores, alguns utilizando técnicas de biolo'gia
molecular com sequenciamento de regides do genoma viral, conseguiram
comprovar a transmissdo nosocomial do VHC nas unidades de dialise
(ALLANDER et al., 1994: CENDOROGLO-NETO et al., 1995, SAMPIETRO et
al., 1995; STUYER et al, 1996; MIZUNO et al., 1998; ZAMIR et al., 1999:
FABRIZ! et al., 1999; FABRIZI et al., 2000; GRETHE et al., 2000).

Trés mecanismos principais poderiam contribuir para a transmissao
nosocomial do VHC nos pacientes em hemodidlise (JADOUL, 2000): a
reutilizagdo de dialisadores, a contaminagdo interna das maquinas de
hemodialise e a contaminagdo das maos dos membros das equipes de salde

ou de objetos compartilhados pelos pacientes.



14

Alguns estudos (JADOUL et al.,, 1993; DOS SANTOS et al., 1996)
mostraram que a reutilizacdo do dialisador ndo foi considerada fator de risco
para soroconversao pelo VHC. No ultimo estudo, por exemplo, os autores
observaram que quando hemodialisadores ndo eram reutilizados ou quando
eles eram reutilizados em salas separadas para pacientes VHC reativos, houve
menor incidéncia de soroconversdo do que quando estes eram reutilizados na
mesma sala, para pacientes VHC reativo e nao-reativo. Esta associacgéo pode,
simplesmente, refletir uma melhor implementagdo de outras precaucdes
higiénicas nas unidades com uma sala separada para a reutilizagdo dos
hemodialisadores de pacientes VHC reativo € nao, necessariamente, indicar
uma relagdo causal. Assim, as evidéncias acumuladas, até o momento, nio
sugerem que o compartilhamento das maquinas de dialise, o tipo da membrana
de dialise usada e o reprocessamento do dialisador sejam fatores de risco. Por
essa razao, o CDC (1998) nio recomenda maquinas individuais, isolamento
dos pacientes ou proibigio da reutilizagao dos hemodialisadores nos pacientes
em hemodialise com anti-VHC reativo.

A despeito disso, desde 1996, ocasiao em que tornou-se obrigatéria a
pesquisa mensal do anti-VHC para os individuos susceptiveis em dialise, ha
determinacao do Ministério da Satde do Brasil para a separagao de salas para
reprocessamento dos dialisadores de pacientes infectados com o VHC
( BRASIL, 19986).

A probabilidade do VHC atravessar a membrana do dialisador parece
ser baixa (SAMPIETRO et al., 1994; CARAMELO et al., 1994: HUBMANN et
al, 1995, LOMBARDI et al., 1995; VALTUILLE et al., 1998; JADOUL, 2000:

NOIRI et al., 2001), devido a diferenga de tamanho entre o diametro do virus,



15

que varia de 30 nm a 38 nm (YUASA et al., 1991) e do poro da membrana do
dialisador, menor que 10 nm (NOIRI et at., 2001). Para contaminar o proximo
paciente a ser dialisado na mesma maquina, além de atravessar a membrana
do dialisador, o VHC teria que escapar da desinfecgao quimica realizada entre
as sessdes de hemodialise e retornar através da membrana do lado do
dialisato para o sangue.

Alguns estudos de biologia molecular, no entanto, confirmam ou
sugerem que possa ocorrer a contaminagédo do dialisato (SAMPIETRO et al.,
1994; SIMON et al.,, 1994: LOMBARDI et al., 1995; LE POGAM et al., 1998;
IZOPET et al., 1999: FURUSUYO et al., 2001) e mostraram que pode ocorrer
contaminagdo de individuos que compartiham maquinas com pacientes
infectados. Enfim, ainda que persistam duvidas, medidas rigorosas de
desinfecgdo das maquinas de hemodialise e dos acessorios utilizados pelos
pacientes ndo devem ser negligenciadas.

Outro aspecto a ser apontado € a possibilidade da transmisséo da
infeccdo entre pacientes que utilizam a mesma sala de dialise, porém em
maquinas diferentes (JADOUL et al., 1993; ALLANDER et al., 1994; STUYER
et al, 1996; IZOPET et al., 1999). Varias falhas no controle da infecgdo pelo
VHC nas unidades de dialise associaram-se com praticas inadequadas de
controle de infecgao, tais como, compartilhamento da via de heparina em doses
fracionadas entre os pacientes com e sem infeccdo e ndo aderéncia a
necessidade de substituigdo das luvas no manuseio entre os pacientes
enquanto realizam a dialise (OKUDA et al., 1995; CDC, 2001).

ALFURAYH et al. (2000) encontraram RNA-VHC nas méos de algumas

pessoas em dialise com aparente aderéncia as precaugdes universais,
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sugerindo a possibilidade de que os membros das equipes de dialise possam
ser fonte potencial para transmiss@o do VHC entre os pacientes.

Estudo italiano recente envolvendo 58 wunidades de didlise
(PETROSILLO et al., 2001) forneceu evidéncia indireta de que a infecgéo pelo
VHC possa resultar das falhas nas praticas de controle de infeccao. Neste
estudo, maior risco para a infecgéo pelo VHC associou-se com a realizacdo de
dialise em centro com alta prevaléncia de pacientes infectados e baixa relagao
funcionarios-pacientes.

A adocdo de medidas rigorosas para o controle da infecgdo, como
limpeza e desinfeccdo dos instrumentos e superficies que possam ser
utilizados e a proibigdo para o compartilhamento de objetos entre os pacientes
resultaram em diminuigao na incidéncia da infecgéo pelo virus (NIU et al., 1992;
JADOUL, 2000).

Devido ao risco de transmissdo nosocomial do VHC em didlise, alguns
autores (POL et al., 1993; AL-KHADER et al., 1994; STUYVER et al., 1996;
AGARWAL et al., 1998: ZAMIR et al., 1999) sugerem o isolamento dos
portadores deste virus, a semelhanga do preconizado, atuaimente, para os
pacientes portadores de hepatite B (VHB).

Outros autores ndo concordam com essa conduta e afirmam que a
transmissdo nosocomial ocorre porque as orientagdes preconizadas pelo CDC
para prevengdo de doengas transmitidas pelo sangue e derivados nao sio
seguidas adequadamente. Corroborando essa idéia, JADOUL et al. (1998)
realizaram estudo prospectivo na Bélgica, envolvendo 15 centros de dialise,
com acompanhamento durante 54 meses e encontraram incidéncia zero de

contaminagdo, quando as medidas de prevengdo foram rigorosamente
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seguidas, sem que os pacientes fossem mantidos em salas ou maquinas
separadas.

Outro estudo realizado na ltalia (FROIO et al., 2003) avaliou a possivel
contaminagao pelo virus da hepatite B (VHB) e da hepatite C (VHC) em 64
amostras coletadas em trés unidades de dialise. Amostra positiva para o RNA-
VHC e HBsAg foram detectadas em 1,6% (1/64) e 1,6% (1/64) das amostras,
respectivamente. A Unica amostra positiva para o RNA-VHC foi encontrada em
uma unidade de dialise na superficie externa do conector do dialisato de uma
maquina usada para paciente VHC nao-reativo. A unica amostra positiva para o
HBsAg foi encontrada em outra unidade de dialise na superficie interna do cuff
do monitor de pressao sanguinea de uma maguina de didlise dedicada a
pacientes HBsAg reativos. Os autores concluiram que uma politica de
segregagdo para os pacientes HBsAg € justificada, apesar de seu alto custo-
beneficio. No entanto, para os pacientes VHC reativos o isolamento e o uso de
‘maquinas exclusivas ndo se justificam, devendo ser dada maior atengao a
aderéncia estrita as medidas para controle de infecgao.

Até o momento, ndo ha recomendagées definitivas para que os
pacientes sejam mantidos em salas separadas (CDC, 2001). A maioria dos
centros de dialise do Brasil optaram por dialisar os pacientes portadores de
hepatite C em turnos diferentes, porém sem a utilizag&o de salas especificas
para aqueles com e sem a infecgéo pelo VHC.

Outro grupo de risco importante para a infecgdo pelo VHC sio os
usuarios de drogas ilicitas injetaveis, com prevaléncias entre 50% e
100%(WEST et al., 1993; CROFTS et al., 1997, HAGAN et al., 1999). Acredita-

se que essa forma de transmiss&@o do VHC seja comum entre os pacientes em
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hemodialise nos EUA (WALTERS et al.,, 1999), sendo menos relevante na

Europa (JADOUL et al., 1993) e no Brasil.

2.3 HISTORIA NATURAL DA INFECGAO PELO VHC EM PACIENTES

HEMODIALISADOS

O entendimento da histéria natural da hepatite C é limitado pela
escassez de estudos prospectivos, pela freqlente imprecisdo dos dados sobre
a época da contaminagao e pelo curso longo e assintomatico da doenga. Além
disso, existem fatores de confusao, tais como: a) ambientais (etilismo cronico e
co-infecgBes); b) virais (diferentes gendtipos e cargas virais do VHC); e, c)
relacionados ao hospedeiro (estado imunolégico) (STRAUSS, 2001).

Varios fatores se correlacionam com maiores taxas de progressao para
fibrose hepatica (POYNARD, 2001; MEYER et al.,, 2003). Os fatores virais,
entre eles, nivel de RNA-VHC, genotipo ou diversidade entre as quasispecies,
n&o parecem ser importantes. O contrario ocorre com os fatores do hospedeiro,
incluindo idade mais avangada, idade no inicio da infecgao, sexo masculino,
raca branca, coinfecgado com HIV ou VHB e comorbidades, como:
hemocromatose, esteatohepatite nao-alcoolica, obesidade e diabetes. Entre os
fatores ambientais, o alcoolismo crénico contribui para a progressao da doenga
hepatica (MEYER et al., 2003).

A infecgdo pelo VHC nos pacientes em didlise & habitualmente
assintomatica e tem curso indolente. Nao se conhece a histéria natural da
infeccdo pelo VHC nesta populagéo, embora estes pacientes apresentem taxas

maiores de morbidade e mortalidade comparadas aquelas da populacdo geral,
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independentemente da infecgao pelo VHC. Fatores como idade mais avangada
e comorbidades tornam as conseqléncias, a longo-prazo da infecgédo pelo
VHC, mais graves nessa populagao (FABRIZI et al., 2002).

Observou-se que a evolugdo clinica grave da doenga hepatica
associada ao VHC é incomum nos pacientes em hemodialise (POL et al., 1993;
RAMPINO et al, 1999). A hepatite fulminante revelou-se rara, a cirrose
hepética ou o hepatocarcinoma sao causas esporadicas de morte (ISHIDA et
al., 2001). Entre as substancias endogenas com propriedades anti-virais, os
interferons (IFNs) tém papel importante na defesa natural do hospedeiro. O
IFN-a, o qual tem a mais potente influéncia anti-viral, & induzido por linfécitos B,
macréfagos, por produtos bacterianos € virais e varios outros estimulos
(BADALAMENTI et al., 2003). Esses autores demonstraram que a hemodialise
se associou com indugdo da produgdo de IFN-a e redugdo intermitente
simultanea da carga viral. Embora n&o haja evidéncia comprovada da relagao
direta (causa-efeito) entre os dois fenémenos, essa observacao sugere um
novo mecanismo para o curso usualmente leve da hepatite C em pacientes
hemodialisados.

A possibilidade de evolugdo para cronicidade da infecgdo pelo VHC é
ainda mais alta nos pacientes em dialise, ocorrendo em até 94% dos pacientes
(POL et al., 1993; SIMON et al., 1994; CHAVEAU et al., 1996; OKUDA et al.,
1996).

Os valores de aminotransferases mostram-se tipicamente menores nos
pacientes em dialise do que na populagdo nao urémica, tornando mais dificil a
avaliagdo da infecgao pelo VHC nesses individuos (GUH et al., 1995: ONO et

al., 1995; YASUDA et al., 1995; HUNG et al., 1997: ESPINOSA et al., 2000;
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YUKI et al., 2000; FURUSYO et al., 2000b; FABRIZI et al., 2001; FABRIZI et
al., 2002). Por outro lado, os pacientes em dialise e virémicos para o VHC tém
niveis de aminotransferases maiores que aqueles sem viremia, embora os
valores permanegam ainda dentro da variagdo “normal” (ZAMIR et al., 1999;
FABRIZI et al., 2002). Sendo assim, a ALT nao deve ser utilizada como sinal de
agressao hepatica, a nao ser que se considere valores de corte mais baixos,
como sugerido por alguns pesquisadores (HUNG et al., 1997; ESPINOSA et
al., 2000; YUKI et al., 2000). A explicacao para esse achado permanece
desconhecida, embora alguns o correlacionem a presenga de inibidores da
atividade das aminotransferase em pacientes com uremia (CRAWFORD et al.,
1978; YUKI et al., 2000) ou a diminuigdo da atividade da vitamina B6, co-fator
na atividade periférica das aminotransferases (ONO et al., 1995).

Varios autores avaliaram a histologia hepatica nos pacientes portadores
de hepatite C com e sem IRC. Estes estudos demonstraram que a gravidade
da doenga hepatica pode variar desde hepatite leve a cirrose, a despeito de
enzimas hepaticas persistentemente normais (GILLI et al., 1992; POL et al.,
1993; CARAMELO et al., 1993; AL-MESHARI et al., 1995, DEMIRHAN et al.,
1996, STERLING et al., 1999). Neste ultimo estudo, os autores encontraram
que 96% (48/50) dos portadores de IRC infectados pelo VHC apresentavam
transaminases séricas normais (ALT), mesmo em vigéncia de doenga hepatica
avanc¢ada.

Os pacientes em hemodialise apresentam um retardo no aparecimento
do anti-VHC, ou seja, maior periodo da “janela imunoldgica”, dificultando o
diagnéstico precoce da infecgdo nos portadores de IRC. FURUSYO ef al.

(2001) encontraram que o aparecimento do anti-VHC ocorreu mais de cinco
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meses apos a deteccdo do RNA-VHC em 72,7% dos pacientes que
desenvolveram infecgdo aguda. Achado semelhante foi descrito por MOREIRA
(2003) ao estudar unidades de dialise da cidade de Sao Paulo, com
positividade para o anti-VHC até cinco meses ap6s o RNA-VHC tornar-se
detectavel no soro.

O aparecimento recente e a utilizagao rotineira dos testes soroldgicos
com maior sensibilidade e especificidade, realizados através da técnica
imunoenzimatica (enzime-linked immunosorbent assay) ou EIA-3.0, reduziu o
nimero de portadores do virus com resultados falsos negativos (CARAMELO
et al., 1996; PUJOL et al., 1996; PEREIRA et al., 1997, DALEKOS et al., 1998:
DE MEDINA et al., 1998; SCHENEEBERGER et al., 1998; IZOPET et al., 1999:
GARCIA et al., 2000; SALAMA et al., 2000; SCHENEEBERGER et al., 2000). O
maior nimero de pacientes em dialise com infecgdo pelo VHC niao
diagnosticada por métodos sorolégicos relaciona-se as deficiéncias
imunolégicas dessa populagdo (CARAMELO et al, 1996). Todavia, deve-se
estar atento para o periodo mais longo para a soroconversao na populagéo
renal crénica, principalmente naqueles com aumento inexplicado de
transaminases.

Em 2001, CARNEIRO et al. avaliaram todas as unidades de dialise da
cidade de Goiania e observaram que o RNA-VHC foi encontrado em 10,3%
(25/243) dos pacientes com anti-VHC-EIA-3.0 nao reativo. Esses resultados
podem ser atribuidos a periodos de ‘janela imunolégica®, por se tratar de
estudo transversal ou a resposta inadequada para a produgio de anticorpos

nos individuos portadores de IRC.
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Por fim, varios autores recomendam testes baseados na PCR para
diagnostico da infecgéo pelo VHC nos pacientes com doencga renal em estagio
terminal (CHAN et al., 1993; POL et al., 1993; HUANG et al., 1993; DRUWE et
al., 1994; AL MESHARI et al., 1995; MARTIN et al., 1995: MURTHY, et al.,
1997).

Nos pacientes portadores de doenga renal, a viremia apresenta
tendéncia a ser intermitente. Acompanhando os pacientes por periodo variavel
de tempo, DUSSOL et al. (1996), UMLAUFT et a}. (1997) e GALAN et al.
(1998) constataram intermiténcia da positividade do RNA-VHC em 81%, 30% e
67% dos pacientes estudados, respectivamente.

Esses achados sao atribuidos a viremia baixa encontrada neste grupo
de pacientes (DUSSOL et al.,, 1996, UMLAUFT et al., 1997; FABRIZI et al,,
2000; FURUSYO et al, 2000a), que diminui ainda mais apds as sessbes de
- hemodialise (OKUDA et al,, 1996; HAYASHI et al, 1997, FURUSYO et al.,
2000a). Alguns autores advogam a possibilidade da presenga da heparina
interferir nas reacdes da PCR, pelo fato de a droga ser inibidora da Taq
polimerase, enzima responsavel pela copia do DNA nesta reagéo (VALTUILLE
et al., 1998). Outros, sugerem a possibilidade de a sintese endégena de IFN-q,
induzida pelas células do hospedeiro durante a hemodialise, atuar como fator
protetor adicional (BADALAMENTI et al., 2003). Alem disso, ROSTAING ef al.
(2000) observaram a liberagao de citocinas (interleucina-2, interleucina 6, IFN-y
e fator de necrose tumoral) de mondcitos e linfécitos T durante a dialise, e
MALAPONTE et al. (2002) mostraram que 0s mondcitos dos pacientes em
hemodialise secretavam espontaneamente quantidades maiores de citocinas

do que aqueles de individuos controle.
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Ha pelo menos trés mecanismos pelos quais a hemodialise pode reduzir
a viremia do VHC (BADALAMENTI et al., 2003): passagem de particulas virais
para o dialisato, aderéncia do VHC as superficies da membrana do dialisador e
mecanismo indireto mediado pelo hospedeiro. NOIRI et al. (2001) também
confirmaram a redug&o nos niveis de RNA-VHC apos hemodialise e excluiram
a passagem do VHC para o dialisato, utilizando membranas de polisulfona.

Ha poucos estudos de acompanhamento a longo prazo dos pacientes
em dialise infectados com o VHC, devido as dificuldades inerentes a esta
condigao, especialmente a alta taxa de mortalidade. NAKAYAMA et al. (2000)
estudaram, prospectivamente, 1.470 pacientes em hemodialise crénica de 16
centros no Japdo, durante um periodo de seis anos (1993-1999). A
soropositividade para anti-VHC foi considerada fator de risco independente
para morte. O carcinoma hepatocelular contribuiu para 5,5% de todas as
mortes no grupo de pacientes anti-VHC reativos, comparado com nenhum no

.grupo anti-VHC nao-reativos. A cirrose foi documentada em 8,8% e 0,4% dos
pacientes que morrer.am nos grupos anti-VHC reativo e né&o-reativo,
respectivamente. Desta maneira, pelo menos algumas mortes nos pacientes
infectados pelo VHC, em hemodialise, sao claramente relacionadas a cirrose
(FABRIZI et al., 2002).

Em decorréncia da melhora do tratamento dialitico, nos Ultimos anos,
permitindo melhor qualidade de vida e aumento da sobrevida, as doencas
hepaticas tornaram-se fatores maiores de morbimortalidade nos doentes renais
crénicos. Faz-se necessario melhor entendimento da histéria natural da

infeccdo pelo VHC nesta populagao.
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2.4 TESTES DIAGNOSTICOS DA HEPATITE C CRONICA

2.41 Reagao em cadeia da polimerase aninhada com transcriptase

reversa (RT-PCR)

Atualmente, a maioria dos estudos epidemioldégicos em pacientes
hemodialisados utiliza os testes sorolégicos que detectam anticorpos anti-VHC
de terceira geragao (EIA-3.0), devido a alta sensibilidade e especificidade, facil
manipulagao, baixa variabilidade, automatizagao e baixo custo.

Nos ultimos anos, a reagdo em cadeia da polimerase com transcrigéo
reversa (RT-PCR) tem sido utilizada de forma mais frequente para o
diagnostico da infecgdo pelo VHC. Essa técnica mostra-se mais sensivel e
especifica para a confirmagao diagnostica da infec¢ao pelo VHC do que os
testes sorologicos, sendo considerada atualmente, a técnica mais acurada
(padrao-ouro) para identificar infecgao atual (KENNER et al., 1995; DAVID-
NETO et al., 1997; VIRELINK et al., 1997; FABRIZI et al, 2001). BUKH et al.
(1993) foram os primeiros a descreverem a viremia pelo VHC ocorrendo sem a
detecgao de anticorpos. Isso foi confirmado posteriormente por varios autores
em populagées de pacientes infectados (BUSEK, 2000; SCHENEEBERGER et
al., 2000; CARNEIRO et al., 2001; HINRICHSEN et al., 2002; SOUZA et a.,
2003) e pode relacionar-se ao periodo de janela imunolégica prolongada para o
VHC ou ao comprometimento da resposta imune.

Para os pacientes em dialise, apenas 83% daqueles que sio RNA-VHC

Positivos apresentam reatividade também para o anti-VHC e 2,5% a 12%
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daqueles que s&o anti-VHC nao-reativo por EIA-1.0 ou EIA-2.0 sdo positivos
para o RNA-VHC (NATOV et al., 1996; PEREIRA et al., 1997).

Varios estudos recomendam o uso da RT-PCR para a detecgao do VHC
na populagdo em didlise, devido ao aumento da especificidade e da
sensibilidade na amplificagao do RNA viral, diminuindo, assim, o risco de
resultado falso-negativo (CHAN et al., 1993; POL et al., 1993; MARTIN et al.,
1995; AL MESHARI ef al, 1995, MURTHY et al, 1997; BUSEK, 2000:
HINRICHSEN ef al., 2002). Entretanto, SCHNEEBERGER et al. (1998)
realizaram estudo envolvendo 2.576 pacientes e seis (0,23%) deles eram
soronegativos, com PCR positivo, sugerindo que o diagnéstico da infecgao pelo
VHC nos pacientes em hemodialise pode ser feito sem a PCR de rotina.

Os resultados falsos-positivos, usualmente, ocorrem como conseqliéncia
de contaminagdo do acido-nucléico. Precaugdes rigorosas devem ser usadas,
com inclusdo de controles negativos em cada passo. Os resultados falsos-
negativos geralmente se devem a falta de sensibilidade do método para
detectar amostras fracamente positivas, & perda de RNA-VHC durante o
processamento da amostra (BUSH et al., 1992) e/ou a existéncia de viremia
intermitente (BARRERA et al., 1995). Desta forma, um nico teste RNA-VHC
Nao deveria ser usado para excluir infecgao ou indicar resposta ao tratamento
(BARRERA, 2000).

A PCR quantitativa ou o DNA ramificado (bDNA) sao utilizados para
medir a carga viral no sangue (BEARDSLEY et al., 1996; GRETCH ef al.,
1997). Ha evidéncias de melhor resposta terapéutica ao interferon-a nos
individuos portadores do VHC com menores titulos de RNA viral, ou seja, carga

viral abaixo de dois milhées de copias por mililitro, aproximadamente, 800.000
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Ul/ml (MARTINO-PEIGNOUX et al., 1995; ZEUZEM, 2004). Entretanto, a carga
viral do VHC nao apresenta valor prognéstico quanto a evolugao da doenca,

mas apenas quanto a eficacia do tratamento.

2.4.2 Genotipagem do virus da hepatite C

A determinagao do perfil genotipico € necessaria para identificar o tipo
do virus responsavel pela infecgdo e, por conseguinte, definir a duragdo do
tratamento, no tendo valor prognostico em relagao a evolugéo da doenga.

O VHC é uma particula heterogénea que apresenta grande diversidade
genotipica, a qual tem sido confirmada pela observagao de similaridade em
seqlienciamentos genémicos completos ou a partir de fragmentos amplificados
pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) de diferentes isolamentos virais
(OKAMOTO et al., 1992; CHA et al., 1992; BUKH et al., 1992; MULLER et al.,
1993). A nomenclatura dos gendtipos baseia-se na classificagao proposta por
SIMMONDS et al. (1994).

Observa-se maior variacdo entre 0s virus isolados de genétipos
diferentes, os quais apresentam mais de 25% de divergéncia de nucleotideos
dentro do genoma inteir6 ou de partes subgendmicas. Esses gendtipos sao
posteriormente divididos em subtipos, 0s quais apresentam aproximadamente
75% a 86% de homologia nos nucleotideos. Encontra-se menor divergéncia
entre os virus de um unico tipo, os quais constituem uma quasispécie. Embora
ndo exista um sistema de classificagdo padréo para variantes genéticas do
VHC, a maioria dos investigadores concorda que ha pelo menos seis gendétipos

principais (1 a 6) e varios subtipos (CDC, 2001).
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A distribuicdo geogréfica dos diferentes gendtipos do VHC é variavel
entre os paises e até mesmo entre cidades, mas nao parece diferir daquela
observada na populagdo geral de uma determinada regiao (NATOV et al.,
1998; ZAMIR et al., 1999; FURUSYO et al., 2000a). O gendtipo 1 € o mais
encontrado em todo o mundo. Alguns genotipos do VHC, como os tipos 1a, 1b,
2a, 2b, tém distribuigdo mundial, enquanto que outros tipos, como o0 5 e o 6,
sé@o encontrados apenas em regides geograficas especificas. Varios estudos
tém demonstrado que os tipos 1a, 1b, 2a, 2b e 3a predominam na Europa e
nos EUA (McOMISH et al., 1994; DAVIDSON et al., 1995; LAU et al., 1996),
enquanto que os tipos 1b, 2a, 2b sdo os principais gendtipos detectados no
Japdo e Taiwan (KATO et al., 1991; McOMISH et al., 1994). O tipo 4 é o
principal genétipo encontrado no Oriente Médio e nas regides norte e central da
Africa. O gendtipo 5 é mais freqiente no sul do continente africano (McOMISH
ét al., 1994; JARVIS et al., 1995) e o genotipo 6 em Hong-Kong e Macau
(SIMMONDS et al., 1993).

O significado clinico dos geno6tipos virais nao esta inteiramente claro,
mas esses parecem ser importantes na resposta a terapia com interferon. O
mais freqiente deles (1b) é o que apresenta pior resposta terapéutica (DAVIS
& LAU, 1997), mas ¢ discutivel se ele se correlaciona com lesdes hepaticas
mais graves. Na populagido geral, as taxas de resposta ao tratamento com
interferon peguilado e ribavirina s&do de aproximadamente 88% para os
gendtipos 2 e 3 e 48% para os genétipos 1,4, 5 e 6 (POYNARD et al., 2003).

No Brasil, a distribuigdo dos genoétipos do VHC assemelha-se aquela
observada na Europa onde ha o predominio do genétipo 1, seguido pelo 3

(OLIVEIRA et al., 1999; CARMO, 1999; SOUZA et al., 2003).
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CARMO (1999) realizou estudo da genotipagem do VHC nos pacientes
hemofilicos em Belo Horizonte e observou predominio absoluto do genétipo 1,
encontrado em 84,5% dos pacientes com RNA viral detectavel no plasma,
seguido do gendtipo 3 em 8,6%, genotipo 4 em 2,6% e gendtipo 2 em 0,9%. Os
genotipos 5 e 6 nao foram detectados.

Entretanto, BUSEK (2000) avaliando trés unidades de dialise de Belo
Horizonte encontrou 66,3% dos pacientes com infec¢ao pelo genotipo 1, 24,1%

pelo gendtipo 2 e 7,2% infectados pelo gendtipo 3.
2.4.3 BIOPSIA HEPATICA

A biépsia hepatica encontra-se indicada para avaliagao da infecgao pelo
VHC, principalmente, nos candidatos ao transplante renal porque os niveis de
ALT geralmente estdao normais ou levemente aumentados nos portadores de
IRC, independentemente do grau de lesdo histolégica (POL et al, 1993;
CARAMELO et al., 1993; STERLING et al., 1999; MATHURIN et al., 1999).

Esse procedimento deve ser realizado antes do inicio do tratamento
especifico, objetivando-se estabelecer a extensao da lesdo, o estadio da
doenga, o prognéstico, a indicagdo do tratamento que encontra-se indicado
somente se houver fibrose hepatica, aléem de excluir outras doencas
hepaticas, tais como, doenca hepatica alcodlica, hepatite medicamentosa,
hepatite auto-imune ou sobrecarga de ferro.

Embora os resultados iniciais das analises das biopsias hepaticas
tenham mostrado a infecgdo pelo VHC como processo histolégico benigno (AL-

WAKEEL et al,, 1996), estudos recentes com seguimentos mais longos



mostraram a presencga de diferentes graus de hepatite crénica, incluindo cirrose
hepatica (GLICKLICH et al., 1999).

O risco de hemorragia nos pacientes dialisados tem limitado a utilizagao
da biopsia hepatica nessa populagdo. A realizagao da biopsia transjugular
reduz significativamente este risco (CAMPISTOL et al., 2002), embora no
nosso meio seja mais frequente a biopsia guiada por ultra-som. Atualmente,
alguns autores (STERLING et al., 1999; CAMPISTOL et al., 2002) consideram
a biépsia hepatica mandatoria nos pacientes em dialise, com anti-VHC reativo,
para avaliar a gravidade da doenga hepatica e decidir sobre a terapia antiviral,
principalmente nos candidatos ao transplante renal.

A partir dos resultados da biopsia hepatica, requeridos pelo protocolo do
Ministério da Saude (BRASIL, 2002), indica-se 0 uso dos antivirais nos casos
com estadiamento mostrando fibrose em evolugéo e atividade inflamatoria
moderada ou intensa, além da avaliagdo da curva de transaminases (ALT).
.Oficialmente, ndao ha indicacdo para inicio de tratamento antiviral para os
individuos com estrutu.ra hepatica normal, fibrose minima ou ausente e

atividade inflamatéria leve (STRAUSS, 2001).

2.5 Hemossiderose

O conteldo de ferro corpéreo total em adultos normais é o resultado do
balango entre as perdas de ferro e absorgao do ferro pela dieta. A absorgao
aumentada do ferro pela dieta ou através da administragdo de medicamentos
ou devido a multiplas hemotransfusdes resultara em sobrecarga de ferro

(SCHRIER & BACON, 2003).
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Os métodos utilizados para o diagnostico de sobrecarga de ferro incluem
os estudos de ferro, como concentragao do ferro plasmatico, indice de
saturacdo de transferrina (IST) e ferritina. A causa de hemossiderose, na
auséncia de sobrecarga de ferro transfusional, é quase sempre
hemocromatose hereditaria (SCHRIER & BACON, 2003). No entanto, para os
pacientes portadores de IRC, a causa mais provavel & a administragao de ferro
endovenoso para a corre¢do da anemia.

Determinadas doencas hepaticas como hepatite viral crénica, doenga
hepatica alcodlica e esteatohepatite nao-alcodlica podem aumentar as
concentracdes de ferritina plasmatica na auséncia de sobrecarga de ferro (DI
BISCEGLIE ef al., 1992: BACON et al., 1994), assim como algumas citocinas
(interleucina-1, fator de necrose tumoral), pois a ferritina &, também, uma
proteina de fase aguda (PIPPARD et al., 1997; TRAN et al., 1997).

Independente da causa, o excesso de ferro & toxico e o figado é o
principal alvo da toxicidade mediada pelo ferro. A sobrecarga de ferro pode
causar fibrose hepatica, cirrose, descompensacgao hepatica e carcinoma
hepatocelular. Quando a sobrecarga de ferro ocorre, ela provavelmente
aumenta a morbimortalidade da doenga hepatica primaria (BONKOVSKY,
1999).

O teste definitivo para o diagnostico de hemossiderose é a bidpsia
hepatica e a sobrecarga de ferro no tecido hepatico pode ser demonstrada pela

coloragao azul da Prtissia de Perls.
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2.6 Hepatite C e transplante renal

Atualmente, o virus da hepatite C € reconhecido como a principal causa
de doenca hepatica cronica em pacientes com insuficiéncia renal terminal que
se submetem ao transplante renal (PEREIRA, 1993; PEREIRA & LEVEY,
1997). Devido a falta de informagdes pre-transplante nos pacientes com
infecgdo pelo virus C, como bidpsia hepatica, genotipagem e carga viral, a
avaliagdo da histéria natural da infecgdo pelo VHC nos pacientes submetidos
ao transplante renal torna-se dificil (MEYER et al., 2003).

A infecgio pelo VHC nos receptores de transplantes renais geralmente
representa a progressio de uma infecgéo adquirida na didlise, mas ela pode ter
sido adquirida na ocasido do transplante renal através de produtos sanguineos
contaminados (antes de 1992) ou através do 6rgao de um doador infectado.

A avaliagdo dos pacientes em terapia renal substitutiva com infecgao
pelo VHC e candidatos ao transplante renal mostra-se de grande valia no
periodo pré-transplante, visando a detecgdo dos individuos com doenga
hepatica em atividade ou avangada, principalmente através da utilizagido de
parametros bioquimicos (ALT) e histolégicos. Nesses casos, a evolugio a curto
prazo ap6s o transplante, nesta populagdo € geralmente boa, exceto, nos
casos de hepatopatia grave pré-existente (ROTH et al., 1994; ORLOFF et al.,
1995).

A presenca de cirrose é considerada contra-indicagao para o transplante
renal. A infecgdo pelo VHC associou-se com sobrevida diminuida apos o

transplante renal, principalmente nos individuos com diagnoéstico de cirrose
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hepatica estabelecido na época do transplante (ROTH et al., 1994; LEGENDRE
et al., 1998; PEREIRA et al., 1998; MATHURIN et al., 1999).

O transplante renal de um doador RNA-VHC positivo leva a 100% de
transmissao da infecgdo pelo VHC (PEREIRA et al, 1992; PEREIRA et al,
1994), com risco de superinfeccdo nos receptores infectados por genétipo
diferente (MORALES et al., 1995). As organizagdes de procura de o6rgaos
excluem, na maioria das vezes, os potenciais doadores infectados pelo VHC.
Alguns autores (AL! et al., 1998; POL et al., 2002) recomendam restrigdes no
uso de érgaos de doadores anti-VHC reativos para transplantes nos pacientes
que ndo se encontram em condigoes ameacadoras a vida. A utilizagao dos rins
para transplante de doadores anti-VHC reativo s6 pode ser realizado em
receptores anti-VHC reativos apoés consentimento informado do paciente
(FABRIZI et al., 2002). No momento, ha necessidade de mais estudos para
avaliar os resultados a longo prazo da superinfec¢ao na progressao da doenca
hepatica.

Nio esta estabelecido se o curso da infeccdo e da doenga hepatica
apds o transplante renal difere de acordo com o genotipo do virus. Nenhuma
diferenca dos valores de ALT e indice da histologia hepatica foi encontrado
entre pacientes infectados com diferentes gendétipos (ROTH et al., 1996).

O paciente transplantado renal, anti-VHC reativo, apresenta elevagio da
ALT mais freqiientemente que aqueles em hemodialise (PEREIRA et al., 1995;
PIRSON & GOFFIN, 1996; LEGENDRE et al., 1998), porém, a evolugao clinica
é semelhante aos pacientes dialisados com curso oligossintomatico.

O transplante renal e a terapia imunossupressora facilitam a replicagao

do virus, agravando ou acelerando a les&o hepatica (KNOLL et al., 1997). Em
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relagdo a viremia, observa-se prevaléncia do RNA-VHC semelhante a da
populagdo nao urémica, em torno de 70% a 80%, mas aproxima-se de 100%
quando a contaminagao ocorre durante o transplante (PEREIRA et al., 1992). A
carga viral nos individuos com fungao renal preservada mostra-se maior que
nos pacientes em dialise (PEREIRA et al., 1995; LEGENDRE et al., 1998). Os
esquemas de imunossupressao utilizados para previnir a rejeigio do enxerto
resultam em replicagdo aumentada do virus (MAGRIN et al., 1994) e em
frequente piora histologica na experiéncia de POL et al. (2002).

Os estudos iniciais sugeriam que a infec¢ao pelo VHC nao modificava a
sobrevida do enxerto ou do paciente (POL et al., 1990; POL et al., 1992; RAO
et al., 1993; ROTH et al., 1994), mas estudos recentes indicam sobrevidas do
enxerto e do paciente diminuidas nos receptores renais anti-VHC reativos
quando comparados com receptores nao-reativos (FRITSCHE et al, 1993:
PEREIRA et al., 1995: POL et al., 1996, HANAFUSA et al., 1998; LEGENDRE
et al, 1998). A diminuicdo significativa na sobrevida ocorreu apos
acompanhamento médio de 84 + 54 meses e isto pode explicar os resultados
iniciais, os quais foram baseados, principalmente, em séries limitadas e com
acompanhamentos por curto tempo (LEGENDRE et al., 1998).

Devido & importancia da infecgao pelo VHC na sobrevida do enxerto
renal e do paciente, o tratamento antes do transplante renal para erradicar o
virus e diminuir a progressao da infecgao cronica tem recebido maior atencao.
Alem disso, a terapia anti-viral mostrou-se ineficaz ou mesmo deletéria devido
ao alto risco de rejeicao nos pacientes transplantados renais com hepatite C
(POL et al, 1995; CAMPISTOL et al., 1999; POL et al., 2002). O tratamento

utilizando interferon-a associado ou n&o a ribavirina em doses corrigidas antes
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do transplante renal permanece a opgado mais viavel para tentar obter o
controle da infeccdo, traduzido pela resposta viroldgica sustentada

(negativagdo do RNA-VHC seis meses apos o término do tratamento).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Estudar a hepatite C em portadores de insuficiéncia renal cronica (IRC),

em tratamento hemodialitico (HD), com sorologia positiva para o virus da

hepatite C, em centros de referéncia de Belo Horizonte, Minas Gerais, no

periodo de maio de 2000 a dezembro de 2003 e comparar aos candidatos a

doagéao de sangue.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1~

Determinar a prevaléncia do anti-VHC na populagao portadora de IRC
em 2000.

Determinar as caracteristicas  soécio-demograficas, clinicas e
epidemioldgicas dos pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica
(IRC).

Determinar as  alteragbes das  dosagens  séricas  da
alaninoaminotransferase nos pacientes portadores de IRC e anti-VHC
reativo.

Determinar a presenga do RNA-VHC e seu perfil genotipico no plasma e
tecido hepatico nos pacientes portadores de IRC e anti-VHC reativo.
Determinar as alteragoes ultra-sonograficas nos pacientes portadores de
IRC e anti-VHC reativo.

Determinar as alteragoes histolégicas no figado de pacientes portadores

de IRC e anti-VHC reativo.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Desenho

Trata-se de estudo de corte transversal, analitico.

4.2 Locais do estudo

A) Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias
Orestes Diniz, referéncia publica do Estado de Minas Gerais no atendimento
ambulatorial de infectologia, gerenciado sob convénio entre a Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e a Secretaria Municipal de Saude da
Prefeitura Municipal de Belo Horizonte (PBH). Utiliza os mesmos prontuarios

médicos do Hospital das Clinicas da UFMG.

B) Centros de dialise localizados nas cidades de Belo Horizonte e Contagem:
Centro de Dialise do Hospital das Clinicas da UFMG, Servigo de didlise da
Santa Casa de Misericordia, Centro Nefrologico do Estado de Minas Gerais
(CENEMGE) vinculado ao Hospital Vera Cruz, Servigo de Transplante e Dialise

do Hospital Felicio Rocho e Nephron vinculado ao Hospital Santa Rita.

4.3 Populagao

Inicialmente, investigou-se o nimero total de pacientes portadores de
IRC em hemodialise nas cidades de Belo Horizonte e Contagem no ano de

2000, a partir de bancos de dados da Comissao Municipal de Nefrologia e dos
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proprios centros de didlise cadastrados no SUS - BH/Contagem, com
verificagao dos resultados do teste anti-VHC-EIA-3.0 realizados de rotina nesta
ocasido. A seguir, selecionou-se 0s pacientes em hemodialise nos seis centros
citados acima para estudo comparativo com a populagio candidata a doagéo
de sangue com anti-VHC-EIA-3.0 assistida no Ambulatério de Hepatites Virais

do Centro de Treinamento e Referéncia (CTR) / Orestes Diniz.
4.3.1 Portadores de insuficiéncia renal crénica (Grupo I)

a) Critérios de inclusao

e pacientes portadores de IRC, em tratamento hemodialitico, por periodo
superior a seis meses, cadastrados nos centros de didlise de Belo
Horizonte e Contagem (acima citados) entre maio de 2000 a dezembro
de 2003;

e idade variando entre 18 e 65 anos;

» presenca de teste anti-VHC-EIA-3.0 reativo por periodo superior a seis
meses, em duas ou mais amostras;

 disponibiidade de pelo menos trés dosagens séricas de
alaninoaminotransferases (ALT) durante o periodo do acompanhamento;

 presenga de teste ndo reagente para o antigeno do virus da hepatite B
(HBsAg negativo) no plasma;

e presenca de teste anti-HIV- 1/2 EIA nao reagente;

e concordancia na participagdo do estudo, com assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido;
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e disponibilidade do fragmento de bidpsia hepatica adequado para exame
anatomo-patoldgico, apresentando no minimo trés tractos-portais, com
coloracéo para hematoxilina-eosina, tricromio de Masson e impregnac&o

das fibras reticulares pela prata.

b) Critérios de exclusao:

e tratamento prévio ou atual para a hepatite C;

e ingestdo de alcool superior a 20g por dia em mulheres e 40g por dia em
homens, detectado durante o estudo;

e presenca de contra-indicagdo clinica para realizar a bidpsia hepatica,
tais como: doenca cardiaca classe Ill ou IV, desnutrigdo grave, ascite,
anemia (Hg<8g/dl),

e realizacdo de transplante renal com enxerto funcionante durante o
periodo de acompanhamento do estudo;

e presenca de disturbio de coagulagdo que impedisse a realizacdo do

procedimento: atividade de protrombina inferior a 75%; numero de
plaguetas inferior a 70.000/mm?; hemoglobina inferior a 8g/dl; histéria de
sangramentos externos frequientes ou de dificil controle associado a

alteragdes nas provas de coagulagao e contagem de plaquetas.



41

4.3.2 Candidatos a doagao de sangue (Grupo II)
a) Critérios de inclusio

* presenga de teste anti-VHC-EIA-3.0 reativo por periodo superior a seis
meses, em duas ou mais amostras, sendo um teste realizado fora do
banco de sangue;

* idade variando entre 18 e 65 anos;

* pacientes apresentando fungéo renal normal através da dosagem sérica
de uréia e creatinina;

* disponibilidade de pelo menos trés dosagens séricas de
alaninoaminotransferases (ALT) durante o periodo do acompanhamento;

* presenca de teste ndo reagente para o antigeno do virus da hepatite B
(HBsAg negativo) no plasma;

* presenga de teste anti-HIV- 1/2 EIA nao reagente;

* concordancia na participagao do estudo, com assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido;

* disponibilidade do fragmento de biopsia hepatica adequado para exame
anatomo-patologico, apresentando no minimo trés tractos-portais, com
coloragao para hematoxilina-eosina, tricromio de Masson e impregnacao

das fibras reticulares pela prata.
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b) Critérios de exclusao

 tratamento prévio ou atual para hepatite C;

e ingestao de alcool superior a 20g por dia em mulheres e 40g por dia em
homens;

« presenga de contra-indicagdo clinica para realizar a biépsia hepatica,
tais como: doenca cardiaca classe Il ou 1V, desnutricdo grave, ascite,
anemia (Hg<8g/dl);

e presenca de distirbio de coagulagdo que impedisse a realizagdo do
procedimento: atividade de protrombina inferior a 75%; nimero de
plaquetas inferior a 70.000/mm?; hemoglobina inferior a 8g/dl; histéria de
sangramentos externos freqiientes ou de dificil controle associado a

alteracdes nas provas de coagulagdo e contagem de plaquetas.

4.4 Periodo do estudo

A coleta de dados e amostras deste estudo ocorreu no periodo entre

maio de 2000 a dezembro de 2003.

4.5 Definigoes:

e Fungao renal normal; nivel de creatinina e uréia dentro dos limites
normais de referéncia.
e Infecgdo pelo virus C: foram considerados com infeccao pelo VHC, os

pacientes com no minimo dois exames positivos para anti-VHC (EIA-3.0)
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com intervalo de seis meses, sendo um dos exames realizado,
necessariamente, fora de bancos de sangue.

e Tempo de infecgdo: o tempo de infecgéo foi calculado em anos, a partir
da data definida de soroconversao quando documentada ou a partir do
primeiro exame mostrando reatividade para o anti-VHC até a data do
preenchimento do questionario. Esta informagdo, na maioria dos
pacientes ndo & precisa, pois 0 primeiro fator de risco detectado pode
ser anterior a data do exame soroldgico positivo para hepatite C.

e Tempo de positividade do primeiro exame anti-VHC: tempo em anos
decorridos desde a data do primeiro teste anti-VHC reativo até o
preenchimento do questionario;

» Para a investigagao da quantidade de alcool ingerida pelo paciente
considerou-se que uma garrafa de cerveja equivale a 30 g de etanol,
uma calice de vinho a 15g de etanol e uma dose de bebida destilada
(conhaque, brandy, uisque, vodca, cachaga e rum) a 15 g de etanbl,

aproximadamente.

4.6 Investigacao epidemioldgica

Todos os pacientes em tratamento dialitico, avaliados inicialmente no
centro de dialise, foram convidados a comparecer ao Ambulatério de Hepatites
Virais do CTR/ Orestes Diniz para acompanhamento da doenga.

Os pacientes foram submetidos inicialmente a anamnese e exame
clinico. Preencheu-se a ficha de coleta de dados para cada paciente de acordo

com o protocolo (Anexo A).
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Os dados socio-demograficos, as caracteristicas clinico-laboratoriais da
insuficiéncia renal crénica (IRC) e dos candidatos a doag&o de sangue, € 0s
dados epidemiologicos da hepatite C foram obtidos pela autora e por outro
médico infectologista do Ambulatério de Hepatites Virais.

Para os portadores de IRC, em hemodialise, fez-se necessario estudo
retrospectivo dos prontuarios médicos desde o inicio do tratamento dialitico. As
informacoes referentes ao exame clinico foram obtidas na consulta médica. Os
dados nao disponiveis nos prontuarios foram coletados a partir da entrevista
dos pacientes e/ou seus responsaveis para complementagéo das informagées
necessarias. Utilizou-se para isto, o momento do comparecimento dos
pacientes ao Ambulatério de Nefrologia ou Ambulatério de Hepatites Virais ou
atendimento do paciente no proprio centro de dialise para avaliagao clinica,
ocasizo em que foram convidados a participar do estudo.

A elaboragao do questionario e do banco de dados e a analise das
informagées coletadas foram processados utilizando-se o programa Epi-Info

versdo 6.02 (DEAN et al., 1994).

4.7 Coleta de amostras

471 Coleta de sangue: o material para realizagdo dos exames
bioquimicos e soroldgicos foram colhidos nas unidades de dialise ou no
laboratorio da Faculdade de Medicina da UFMG.

O sangue para realizagdo da PCR qualitativa e genotipagem foi colhido
na clinica de didlise, antes da administragdo de heparina e encaminhado no
prazo maximo de uma hora ao Laboratério de Imunologia Celular e Molecular

do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ onde o material foi
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processado. Todos os pacientes que realizaram a PCR qualitativa e
genotipagem no laboratério Nucleo de Pesquisa em Apoio Diagnostico
(NUPAD) da Faculdade de Medicina da UFMG, as amostras analisadas foram

coletadas no proprio laboratorio.

4.7.2 Biépsia hepatica: os pacientes em hemodialise com anti-VHC-EIA-
3.0 reativo por periodo superior a seis meses, em duas ou mais amostras e/ou
RNA-VHC positivo e os candidatos a doagao de sangue com pelo menos um
exame mostrando positividade para o anti-VHC-EIA-3.0 realizado fora do banco
de sangue efou RNA-VHC positivo, submeteram-se a bidpsia hepatica,
independentemente do valor das aminotransferases, exceto aqueles que

apresentavam contra-indicagées ao procedimento.

4.8 Métodos laboratoriais bioquimicos

4.8.1 Dosagens de alaninoaminotransferases

Para os pacientes candidatos a doagao de sangue (grupo Il), as andlises
bioquimicas foram realizadas no laboratério central do Hospital das Clinicas
(HC-UFMG), apos a realizagao do exame clinico inicial, utilizando o método de
quimica seca. Considerou-se pelo menos trés dosagens de alanino
aminotransferase (ALT) realizadas durante 0 periodo de acompanhamento.

As atividades séricas da ALT para os pacientes portadores de IRC foram
realizadas mensalmente no centro de didlise onde o paciente era
acompanhado, utilizando o método cinético automatizado, exceto a unidade 2

que utilizou o método de quimica seca. Avaliou-se as Gltimas doze medidas de
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ALT prévias a realizagdo da biopsia hepatica ou as doze medidas desta enzima
no ano em que realizou-se a biopsia. Os valores de referéncia na unidade 1
variaram de 30 a 65 U/L, na unidade 2 de 11 a 66 U/L, nas unidades 3, 4, 5 de

7 a35U/L e naunidade 6 até 41 U/L.
4.9 Investigagao diagnostica da infecgao pelo VHC

A reatividade para o teste anti-VHC foi pesquisada nos prontuarios dos
pacientes elegiveis. A medida que compareceram ao ambulatério para
consulta, os pacientes selecionados €, portanto, com o exame anti-VHC-EIA-

3.0 positivo, foram convidados a participar do estudo.

410 Métodos de diagnéstico sorolégico ou triagem sorolégica da

- populagdo

De acordo com a portaria 2042 (11/10/1996) do Ministerio da Salide, a
pesquisa do anticorpo para o VHC tornou-se obrigatéria sendo realizada
mensalmente em todos os pacientes em tratamento dialitico, através do teste
imunoenzimatico anti-VHC-EIA-3.0 e todos os testes sorolégicos com
resultados positivos ou indeterminados foram repetidos e confirmados em
segunda amostra, pelas préprias clinicas de hemodialise.

Na Unidade 1 utilizou-se o teste imunoenzimatico SP-NANBASE C-96
3.0 (General Biologicals Corporation, Hsin Chu, Taiwan) com as proteinas
sintéticas (core e NS4) e recombinantes (NS3, NS5). Na unidade 2 utilizou-se

HCV version 3.0 (Abbott AXSYM SYSTEM, Estados Unidos), com as
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proteinas recombinantes HCr43, c200, c100-3 e NS5. Nas Unidades 3, 4 e 5
utilizaram-se o teste IMx HCV 3.0 (Abbott Laboratérios do Brasil LTDA) que
utiliza as mesmas proteinas recombinantes da unidade 2. Os testes utilizados
para triagem dos pacientes anti-VHC reativos identificaram anticorpos IgG para
o virus da hepatite C em soro ou plasma humanos. Eles foram realizados de

acordo com as instrugdes do fabricante.
4.11 Métodos de diagnostico virolégico qualitativo

Os exames para determinagao da RT-PCR e perfil genotipico do virus
da hepatite C foram realizados em todos os pacientes em um dos seguintes
laboratérios: o Laboratorio de Imunologia Celular € Molecular do Centro de
Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ (LICM-CPqRR/FIOCRUZ) utilizou a RT-
PCR-aninhado e o Laboratério NUPAD utilizou a tecnica de RT-PCR por

sequenciamento.

4111 Extracio do RNA viral, RT-PCR aninhado, eletroforese e

genotipagem (LICM-CPqRR/FIOCRUZ)

Pacientes com sorologia reativa para VHC; repetida e confirmada, foram
selecionados para o teste de detecgdo da viremia. Foram coletados 5 mi de
sangue com anticoagulante (EDTA) pelos profissionais da propria clinica,
antes de comegarem a sessao de hemodidlise e sem a administragido de
heparina. O material foi encaminhado para o Laboratério de Imunologia Celular

e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ — Belo Horizonte,
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seguindo as recomendagdes universais de biosseguranga para manuseio e

transporte de materiais biologicos.

4.11.1.a - Extragao do RNA e RT-PCR aninhado no plasma

As amostras de plasma foram estocadas a —-70°C até o momento de
extragdo do RNA do VHC.

O RNA viral foi extraido utilizando-se o kit Qiaamp Viral RNA (QIAGEN,
Hilden, Alemanha), seguindo as intrugdes do fabricante.

A técnica de deteccao do RNA viral utilizada (RT-PCR aninhado) foi
realizada como descrita por CHAN et al. (1992), com algumas modificagées
(OLIVEIRA et al., 1999).

Para melhorar a especificidade e a sensibilidade do teste, realizou-se
uma segunda PCR, que amplificou a regido interna da fita de DNA
complementar obtida na primeira PCR. A segunda etapa foi realizada como
descrito acima, com algumas modificagées: os iniciadores utilizados foram o
211 (1pl) (CACTCTCGAGCACCCTATCAGGCAGT) e o 940 (1p)
(TTCACGCAGAAAGCGTCTAG) na concentragdo de 10pmoles, contendo
ainda 0,3ul de Taq DNA polimerase a SU/ul e 1,5 pl MgCl, a 50mM. Foi
utilizado o mesmo ntimero de ciclos, com alteragao apenas na temperatura de
anelamento, que foi de 56°C.

Para controle das reagdes utilizadas, selecionou-se soros de pacientes
em hemodialise com anti-VHC néo-reativo e outro tubo com a mistura dos
reagentes da PCR sem a adigdo do &cido nucléico. Os soros negativos foram

manipulados de forma idéntica desde a extragdo do RNA viral.
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Eletroforese

Para visualizagao do DNA amplificado, aplicou-se 5 ul do produto da
segunda PCR em gel de poliacrilamida 6%. O gel foi corado com brometo de
etidio (Sigma) e sua imagem foi digitalizada usando o digitalizador Eagle Eye i
(Stratagene, La Jolla, CA, Estados Unidos). A presenga do amplicon desejado

foi determinada pela presenga de uma banda de 250 pares de bases.

4.11.1.b - Extragcio do RNA e RT-PCR aninhado no tecido hepatico (LICM-

CPqRRI/FIOCRUZ)

No fragmento de tecido hepatico, coletado através da bidpsia, realizou-
se os exames para determinagdo da RT-PCR qualitativa e perfil genotipico.

Para a extracdo do RNA do virus da hepatite C utilizou-se o TRI
REAGENT (Sigma Chemical Company, St. Louis, Estados Unidos), de acordo
com as instrugoes do fabricante

A técnica de detecgdo do RNA viral utilizada (RT-PCR aninhado) foi

realizada como descrita no iten 4.11.1.

4.11.1.c — Genotipagem

As amostras contendo o DNA amplificado a partir do RNA do VHC foram
digeridas com enzimas de restrigdo, de acordo com a técnica de RFLP para
determinacéo do tipo genético do virus (OLIVEIRA et al ., 1999).

Os produtos da digestdo foram separados por eletroforese, em gel de

poliacrilamida a 10%.
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Em seguida, foi feita a digitalizagdo da imagem do gel, utilizando-se um
scanner conectado a um microcomputador.
A analise do perfil de bandas foi realizada de acordo com a Figura 1,

como descrito por McOMISH et al., 1993.

FIGURA 1 - Padrio de bandas geradas pela digestdo da regiao amplificada
5RNC com as enzimas Haelll — Rsal (A) e Mval — Hinfl (B), de acordo com os
principais genotipos do VHC. A localizagéo relativa dos sitios de corte &
indicada na caixa a esquerda pelas linhas verticais e os numeros
correspondem ao tamanho do fragmento gerado pelo corte. A caixa a direita

indica os tipos genéticos associados ao padréo de fragmentos gerados.

A) Haelll - Rsal Tipos genéticos

1 2 3 4 5 6

a aa_ | 58 | 14455 |9.]26 m]-]-TW] -]
b 102 114/5 926 IR B
c 44 [12] 46 |58 5619 |26 LI
d 44  [12] 46 114 9|26 - | -] -T-
e 56 46 114 926 2 P AP SE
f 33 69 114 926 -l - |- -
g 33 | 23 | 46 114 926 - - | W] -] -
h 44 112] 46 117 9126 Nl e Tl =0 =
B) Mval — Hinfl Tipos
genéticos
1 23 4 5 6
[A] 53 63 41 94 W~ T T =T
B| 53 63 44 94 S U B R B |
C| 53 12 | 142/3 | -~ [~ [M|W]| - |-
D| 53 198 HLIEEL
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4.11.2 Extragao do RNA, RT-PCR e genotipagem pelo seqiienciamento no

plasma (NUPAD)

As amostras analisadas foram coletadas no laboratério NUPAD,

separado o soro e conservado a =70 °C até a utilizagao.

Extracao

O RNA das amostras foi extraido pelo método de lise com tiocianato de
guanidina, utilizando o kit comercial HCV AMPLICOR, seguindo as instrUgﬁes
do fabricante.
RT-PCR

Utilizou-se uma reacgao simultanea da RT-PCR com primers especificos
para amplificar um segmento de 244 pb da regido 5’ UTR, com reagentes e
protocolos fornecidos no kit AMPLICOR HCV (Roche Molecular Systems)
sendo a termociclagem efetuada no equipamento GeneAmp 9600 (PE-Applied
Biosystems). A sequéncia das regides de anelamento dos primers utilizados é
a seguinte: KY 78: GTGGTACTG CCTGATAGGG TGCTTGCGAG e KY 80:
GCAG AAAGCGTCTA GCCATGGCGT (Young, 1993)
Eletroforese

Finalizada a amplificagdo, a totalidade do produto da PCR obtido foi
aplicado em gel de agarose 2% e revelado com brometo de etidio para

visualizagio e quantificagao.
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Seqiiénciamento Direto

As reacoes de seqiiénciamento ciclico foram efetuadas com o sistema Big Dye
Terminator (Applied Biosystems) utilizando na reagdo 4 pmol de um
oligonucleotideo complementar a regiao S5NCR e que permite o
seqilénciamento de um fragmento de 181 pb dentro do qual encontram-se
localizadas diversas mutagdes caracteristicas de cada sub-tipo viral. As
amostras foram processadas no seqiienciador ABI 3100-Avant (Applied
Biosystems).

Analise das seqiiéncias

O estudo das seqiiéncias obtidas foi realizado no software SeqScape (Applied
Biosystems), que permite o alinhamento € a comparagcdo destas com
seqiiéncias protétipo dos gendtipos do VHC 1a, 1b, 2alc, 2b, 3a, 3b, 3c, 4, 5 e
6. A andlise complementar foi também realizada submetendo as seqiiéncias

obtidas no BLAST (NCBI - www.ncbi.nlm.nih.gov) para comparagao das

mesmas com as seqiiencias publicadas no Banco de Genes.

4.11.3 Método virolégico quantitativo no plasma

A PCR quantitativa (carga viral) para o VHC foi realizada no Laboratério
Micra ou NUPAD, utilizando-se o teste Amplicor VHC monitor, vers&o 2.0 do
laboratorio Roche. Coletou-se amostras de sangue, contendo 5ml de sangue,
utilizando-se tubos estéreis com EDTA. As amostras foram coletadas nos
centros de dialise, por funcionarios das clinicas, antes do inicio da hemodialise,

sem a administragdo de heparina e encaminhadas no prazo maximo de uma
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hora ao laboratério Micra. Os exames realizados pelo laboratorio NUPAD foram
coletados pelos funcionarios no proprio laboratério.

Separou-se o plasma ou soro do sangue total, no prazo de seis horas
apos a coleta, através de centrifugagc@o do material a 800-1600 rotagbes por
minuto & temperatura ambiente. O soro ou plasma foi transferido para tubos
estéreis de polipropileno e armazenados em freezer a -70°C.

O teste realizado para determinagao da carga viral utilizou os iniciadores
“antisense KY78” e “sense KY80" para amplificar uma seqiiéncia de 244
nucleotideos dentro regido altamente conservada e nao traduzida da
extremidade 5’ do genoma do VHC.

As reacbes foram efetuadas pela enzima termoestavel recombinante
DNA polimerase da bactéria Thermus thermophilus. Esta enzima, na presenca
de magnésio e sob condicdes especiais de pH e salinidade, apresenta
atividade de transcrigdo reversa e de amplificagdo do DNA transcrito. Isso
‘permite que a transcrigao reversa e a amplificagao por PCR ocorram na mesma
mistura de reagao. |

Ao final da amplificagao pela PCR, o amplicon do VHC e o amplicon do
padrdo de quantificagdo sofreram desnaturagao quimica formando um DNA de
cadeia simples. A seguir, capturaram-se os segmentos de cadeia simples do
VHC com a sonda KY150 e os do padrédo de quantificagdo com a sonda
SK535, em reacgbes de hibridizagao direcionadas a regiao interna do amplicon
do VHC ou do padrao.

O iniciador antisense KY78 tem sua extremidade 5' biotinilada. Apos a
hibridizagao, um conjugado avidina-peroxidase revelara o teste, numa reacao

imunoenzimatica colorimétrica.
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O teste quantificou o RNA viral do VHC utilizando uma segunda
seqiiéncia alvo, representada pelo padrao de quantificagido do VHC, adicionado
a amostra em teste numa concentragao conhecida.

O padrao de quantificagdo do VHC é uma molécula de RNA nio
infecciosa, sintética e composta por 351 nucleotideos, que apresenta as

extremidades iguais as extremidades da sequiéncia-alvo do VHC.

4.12 Ultra-som

Os exames ultra-sonograficos foram realizados previamente a biopsia
hepatica ou até trés meses ap6s a realizagao do procedimento por médicos do
servigo do Hospital das Clinicas da UFMG ou da Santa Casa de Belo Horizonte
ou através de fonte secundaria. No periodo de vinte e quatro horas apés a
realizagdo da biépsia hepatica, realizou-se outro exame ultra-sonografico de
controle para excluir a presenga de sangramento abdominal, intra-hepatico ou
outra complicagao da bidpsia.

Foram avaliados os seguintes aspectos:

» Textura hepatica ( homogénea ou heterogénea);

e Presenga de nodulos;

* Sinais sugestivos de hipertensao porta;

» Hiperecogenicidade periportal sugestiva de fibrose de Symmers.
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4.13 Histologia hepatica

Os fragmentos de figado foram obtidos por bidpsia percutanea, dirigida
por ultrasonografia, com agulha do tipo corte (Tru-Cut®) ou por via
videolaparoscopica utilizando-se pinga saca-bocado. Em 53 pacientes do grupo
I e 43 pacientes do grupo |l foram retirados dois fragmentos, sendo um para
exame anatémo-patolégico e o outro para pesquisa da PCR do virus da
hepatite C. Nos demais, retirou-se apenas um fragmento para analise anatomo-
patolégica. O fragmento obtido para o exame anatomo-patoldgico foi fixado em
solugdo de formol a 10% e, posteriormente, submetido a desidratagao em
alcool etilico e a diafanizagdo em banhos de xilol. A seguir, procedeu-se a
infiltragdo e inclusdo em parafina. Em micrétomo convencional, obtiveram-se
Cortes histoloégicos de 4 a 5 ym de espessura, que foram corados pela
hematoxilina-eosina, tricrémio de Masson, azul da Prussia (método de Perls) e
impregnacao das fibras reticulares pela prata.

Os fragmentos para pesquisa da PCR do virus da hepatite C foram
armazenados em freezer a -70°C e posteriormente encaminhados ao
Laboratério de Imunologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisa René-
Rachou/FIOCRUZ para analise.

As biopsias hepaticas foram analisadas sob protocolo (ANEXO B),
contendo os dados para avaliagéo histologica das hepatites virais, utilizando a
Classificagdo do METAVIR (BEDOSSA & POYNARD, 1996).

Todas as laminas de bidpsia hepatica foram analisadas por dois
patologistas, sem que os mesmos tivessem conhecimento dos dados clinicos,

bioquimicos ou da fungo renal de cada paciente e Sém que um soubesse os
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resultados da outra analise. Os resultados discordantes foram reavaliados
pelos dois patologistas para que se obtivesse um consenso com relagdo a
classificagdo do METAVIR.

A descricao de marcadores histologicos para a infecgao pelo VHC, tais
como agregados linféides, agressdes ao epitélio biliar e esteatose hepatica, foi
definida como presente ou ausente.

A gradacdo da siderose foi realizada utilizando-se a classificagao de
SEARLE et al. (2002), da seguinte forma:

0 auséncia de depdsito de ferro

| granulos de ferro visiveis ao aumento de 400x

Il granulos de ferro visiveis ao aumento de 100x

Il granulos de ferro visiveis ao aumento de 25x

IV massas de granulos de ferro visiveis ao aumento de 10x ou a olho

nu.

4.14 Variaveis analisadas

As seguintes variaveis foram estudadas:

4.14.1 Caracteristicas sécio-demograficas, utilizando-se a data referencial
da primeira consulta, de acordo com informagao registrada no prontuario:

e Idade

e Sexo

e Cor

¢ Naturalidade
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¢ Residéncia
e Estado civil

e Escolaridade

4.14.2. Caracteristicas da insuficiéncia renal crénica:
e FEtiologia da IRC

e Tempo em tratamento hemodialitico

e Histdria prévia de transplante renal e/ou diabetes melitus

4.14.3 Caracteristicas epidemiolégicas da transmissio da hepatite C
* Especificagdo do numero de hemotransfusées utilizadas em toda a

histéria do paciente

* Especificagdo das datas de hemotransfusao se antes ou apos agosto de
1992

e Presenca de fatores de risco para a infecgdo pelo VHC, tais comb:
nimero de parceiros sexuais maior que dois ao ano; uso de drogas
ilicitas injetaveis; tatuagem; hepatite C intra-familiar; acidente pérfuro-
cortante com material potencialmente contaminado

» Histéria pregressa de transplante renal

4.14.4 Caracteristicas clinicas da hepatite C:
e OStatus de soroconversdo para o anti-VHC (casos incidentes e
prevalentes)

* Histéria de hepatite clinica e/ou ictericia
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» Diagnéstico etiologico especifico da hepatite clinica efou ictericia
anteriores

e Ocorréncia de elevagdo de alaninoaminotransferase (ALT) sérica, em
niveis superiores ao limite superior da normalidade de acordo com o
valor de referéncia do laboratdrio onde foram realizados os exames.
Para o grupo portador de nefropatia considerou-se doze medidas
mensais de ALT prévias a realizacdo da biopsia hepatica ou os doze
resultados mensais de ALT no ano em que a biopsia hepatica foi
realizada.

* Comportamento evolutivo das dosagens seriadas de ALT realizadas

segundo a classificagao:

# elevacao persistente: elevagao dos niveis séricos de ALT em todas

as dosagens realizadas

# elevacio flutuante: elevacao dos niveis séricos de ALT em mais de

uma medida, porém nao em todas as medidas

# elevacao transitéria: elevagdo dos niveis de ALT em apenas uma

medida

# sem elevacao: auséncia de elevagao dos niveis séricos de ALT em

todas as medidas realizadas
e Ocorréncia anterior de outros fatores de risco para a doenga hepatica,
que nao a infecgao pelo VHC, tais como:

# alcoolismo, definido como ingestdo média diaria de alcool superior

a 40g por dia em homens e 20g por dia em mulheres

# esquistossomose, com historia clinica ou achado de ovos de

Schistosoma mansoni em exame parasitolégico de fezes
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# uso reqular de medicacao hepatotéxica, durante periodo maior que

30 dias, tais como: metildopa, fenobarbital, difenilhidantoina,
carbamazepina, tetraciclina, eritromicina, isoniazida, ripampicina,

pirazinamida, cetoconazol, fluconazol, acetoaminofeno e diazepam

4.14.5 Caracteristicas virolégicas do VHC

Determinagido da RT-PCR qualitativa no plasma e no fragmento de
tecidos hepatico

Determinacao do perfil genotipico nos pacientes apresentando resultado
da RT-PCR positivo

Determinagdo do RT-PCR quantitativo (carga viral)

4.14.6 Caracteristicas ultra-sonograficas

Parénquima hepatico: homogéneo ou heterogéneo
Presenca de nédglos hepaticos

Sinais sugestivos de cirrotizagao hepatica

Sinais sugestivos de hipertensao portal

Hiperecogenicidade periportal sugestiva de fibrose de Symmers

4.14.7 Caracteristicas histolégicas utilizando os critérios do METAVIR

Numero de tractos portais
Necrose lobular focal por l6bulo
Inflamagao portal

Necrose em saca-bocados

Necrose em ponte
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e Atividade inflamatéria
» Estadiamento (fibrose)
e Agregados linféides

e Agressao a ductos

o Esteatose

e Siderose Kupfferiana
e Siderose hepatocitaria

e Esquistossomose

4.14.8 Complicagdes da biépsia hepatica
* Sangramento abdominal
* Hemotdrax
* Pneumotoérax
* Hemobilia
e Dorintensa

¢ Obito

4.15 Limitagoes

Devido a analise retrospectiva dos pacientes avaliados para determinagao
da soroconvers&o para o VHC, nao foi possivel determinar o tempo da infeccao

na maioria dos pacientes, dificultando a correlagdo com os dados histolégicos.

4.16 Analise de dados

A prevaléncia da infecgao pelo VHC foi estimada dividindo-se o numero de

pacientes portadores de IRC, com sorologia reativa para o anti-VHC-EIA-3.0,
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no ano de 2000, pelo numero total de pacientes portadores de IRC em
hemodialise em cada centro de dialise de Belo Horizonte e Contagem.

Em seguida, procedeu-se a analise descritiva através da distribuicio de
freqliéncia das variaveis categoéricas e através das medidas de tendéncia
central das variaveis continuas da populagdo portadora de IRC em dialise
(grupo 1) e dos candidatos a doagéo de sangue (grupo ll), todos com sorologia

reativa para o virus da hepatite C (anti-VHC-EIA-3.0).

Posteriormente, comparou-se 0s pacientes portadores de IRC aos
candidatos a doag&o de sangue para verificagao de possiveis associagées com
as variaveis selecionadas.

Para verificar a associagdo entre as variaveis categéricas, utilizou-se o
teste de qui-quadrado (x2) com corregdo de Yates ou o teste exato de Fisher.
Para comparar dois grupos em relagdo a uma variavel continua utilizou-se o

teste t de Student para amostras independentes.

Para todas as analises foi considerado, como nivel de significancia

estatistica, o valor de 0,05.

ANALISE MULTIVARIADA

A andlise multivariada, empregando regressao logistica, através do
programa SPSS 11.5, determinou os fatores de risco que estdo associados
com a atividade inflamatéria e a fibrose (HOSMER & LEMESHOW, 2001).

Para a escolha das variaveis a serem incluidas no modelo foram

selecionadas as varidveis que apresentaram associacdo estatistica com as
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variaveis atividade inflamatéria e fibrose, separadamente, sendo as demais
variaveis desconsideradas.

O critério para a sele¢do das variaveis explicativas para o modelo de
regresséo logistica obedeceu a um nivel de significdncia de 20%, ou seja,
foram incluidas no modelo aquelas varidveis que, na analise univariada,
obtiveram o valor-p menor que 0,20. Isto se deve ao fato de que, ao se adotar o
nivel tradicional (p < 0,05), variaveis importantes podem nao ser identificadas.

Os dados para atividade e fibrose foram classificados em mais de duas
categorias de acordo com a gravidade de cada um dos fatores. Dessa forma, o
modelo estatistico a ser utilizado nessa situagdo € o modelo de regressao
logistica ordinal. Entretanto, devido ao numero de pacientes e o nimero de
variaveis explicativas consideradas para o ajuste nao foi possivel estabelecer
um modelo adequado. Sendo assim, para solucionar esse problema os dados
para atividade e fibrose foram reagrupados dentro de duas categorias, grave e
nao grave.

Com os dados reagrupados em apenas duas categorias foi entiao
utilizado o modelo de regressao logistica binaria, o qual atribui, genericamente,

a ocorréncia do evento de interesse o nome de “sucesso” e a auséncia dele o

nome de “fracasso” (HOSMER & LEMESHOW, 2001).

4.17 Normatizagio da estrutura e referéncias bibliograficas

O levantamento bibliografico foi realizado a partir dos bancos de dados

MEDLINE E LILACS, com consulta em publicagées especializadas, seriadas e
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isoladas, e revisao de obras isoladas, tais como livros, referéncias legislativas,

monografias e separatas.

5 ETICA

Este estudo recebeu aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina, estando de acordo com as normas da Resolugdo

196/96, do Conselho Nacional de Saude, que regulamenta as atividades de

pesquisa em seres humanos.

A inclusdo de cada paciente no estudo foi realizada somente apés
esclarecimento sobre seus objetivos, procedimentos e riscos, seguido da
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelo préprio paciente.
Todas as informagdes obtidas de prontudrios meédicos, entrevistas e exames
laboratoriais foram mantidas em cadastro de acesso exclusivo dos

pesquisadores, resguardados sob 0s principios da confidencialidade e

privacidade.
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6 RESULTADOS

6.1 Analise descritiva

6.1.1 Caracteristicas gerais

Na investigagdo da populagdo em hemodiadlise nas cidades de Belo
Horizonte e Contagem, no ano de 2000, observou-se que 1634 pacientes
realizavam hemodialise, segundo informagdo da Comissdao Municipal de
Nefrologia de BH e dos centros dialiticos. A populagéo total de individuos com
sorologia reativa para o virus C (anti-VHC reativo) era de 312 pacientes, com
prevaléncia estimada de19%. Destes, 182 representando 58,3% da populacao
em didlise nas duas cidades foram selecionados para o estudo, distribuidos em
seis centros de hemodialise.
| Ao longo do periodo de acompanhamento desse estudo, 14 pacientes
apresentaram soroconversdo para o anti-VHC ou iniciaram tratamento
hemodialitico ja com anti-VHC reativo, e foram convidados a participar do
estudo totalizando 196 pacientes. Destes, 120 pacientes foram excluidos: 24
pacientes recusaram-se a participar do estudo, mesmo apos reiterado convite e
explicagdo da importancia da avaliagado para estadiamento da doenca; 23
apresentaram contra-indicagdo clinica com risco aumentado para realizar a
biopsia hepatica (cardiopatia descompensada, desnutrigdo grave, doenca
psiquiatrica); oito apresentaram alteragdes nas provas de coagulagao;16
apresentaram co-infecgdo com o virus B da hepatite (VHB); um apresentou co-

infeccdo com HIV; nove apresentavam idade superior a 65 anos, 19 evoluiram
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para o obito antes da avaliagao inicial, oito foram transferidos para outro centro
de dialise, sete estavam em acompanhamento para hepatite em outro servico;
trés foram submetidos ao transplante renal; uma paciente foi excluida da
analise pelo fato de nao conseguir localizar a lamina da bidpsia hepatica para
revisdo pelos patologistas € um paciente nao realizou a reagdo em cadeia da

polimerase transcriptase reversa (RT-PCR) e genotipagem porque faleceu

(FLUXOGRAMA 1).

Desta forma, 76 portadores de IRC em hemodialise e 77 pacientes
candidatos a doagdo de sangue, todos com anticorpos anti-VHC-EIA.3.0
reativo completaram o estudo, assinando o termo de consentimento livre e
esclarecido.Todos submeteram-se a entrevista com exame clinico, avaliagao
laboratorial, ultra-som abdominal, bi6psia hepatica, pesquisa do RNA-VHC e
determinagao do perfil genotipico.

Preencheu-se o questionario com 0S dados clinicos-epidemioldgicos
dos pacientes de IRC que concordaram em participar do estudo (n=76) e

daqueles que recusaram (n=24) a fim de avaliar alguma diferenga existente

entre os dois grupos (TAB.1). Nao houve diferenga estatisticamente

significativa entre participantes e nao-participantes quanto a algumas variaveis,
tais como: sexo (p=0,245); idade (p=0,424); aumento de ALT (p= 0,44);
etiologia da IRC (p=0,058). Todavia observou-se diferenga estatistica com

relagio ao tempo de hemodiglise (p=0,004) e tempo desde o primeiro exame

anti-VHC reativo (p=0,001).
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TABELA 1 - Distribuicao da populagao portadora de IRC, anti-VHC reativo, segundo
as caracteristicas selecionadas, de acordo com a concordancia em participar do
estudo (n=100) Belo Horizonte, MG. Maio de 2000 a dezembro de 2003.

Caracteristicas Concordaram Nao concordaram Total Valor-p
N=76 n= 24
Sexo
Masculino 42(55,3%) 10(41,7%) 52(52%) 0,245
Feminino 34(44,7%) 14(58,3%) 48(48%)
Aumento de ALT
Sim 34(44,7%) 8 33,3%) 42(42%) 0,324
Néao 42(55,3%) 16(66,7%) 58(58%)
Etiologia
HAS*** 24(31,6%) 4(16,7%) 28(28,0%) 0,058*
DM**** 5(6,6%) 4(16,7%) 9(9,0%)
GNC***** 38(50,0%) 12(50,0%) 50(50,0%)
Indeterminado 0(0%) 2(8,3%) 2(2,0%)
Outros 9(11,8%) 2(8,3%) 11(11,0%)
Idade (anos) 43,09 + 11,51 45,33+ 13,18 100(100%) 0,424
Tempo em 6,91 + 3,40 10,37 £ 5,02 100(100%) 0,004
hemodialise (anos)
42,77 + 26,94 64,89 + 30,73 100(100%) 0.001**

Tempo de reatividade
do anti-VHC (meses)

*  Teste exato de Fisher

**  Teste t de student

*** Hipertensao arterial sistémica

**** Diabetes melittus

****+Glomerulonefrite crénica
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Foram atendidos no Centro de Treinamento e Referéncia Orestes Diniz-
UFMG/PBH (CTR-DIP) e ambulatério de Nefrologia da UFMG, entre maio de
2000 e dezembro de 2003, 153 pacientes, sendo 76 portadores de IRC (Grupo
[) e 77 pacientes candidatos a doagao de sangue (Grupo Il), com o objetivo de
confirmar o diagnostico efou realizar o acompanhamento clinico da infecgao
pelo VHC, sendo seus dados clinicos e epidemiologicos analisados.

Com relagédo as caracteristicas socio-demograficas (TAB.2), a analise
descritiva dos dados demonstrou que a idade media é desvio padrao no grupo |
e grupo I foi de 43,09 £ 11,51 anos e de 39,92 + 10,97 anos, respectivamente
(p=0,083). Dos 76 pacientes estudados no grupo |, 42 (55,3%) eram do sexo
masculino e no grupo |l, 47 (61%) eram masculinos (0,469).

Nos dois grupos, predominaram aqueles de cor nao-branca, casados,
residentes em Belo Horizonte e regido metropolitana e com oito anos ou menos
" de escolaridade. Mais da metade dos portadores de doenga renal (59,2%)
eram provenientes do interior do Estado de Minas Gerais e dentre os

candidatos a doacao de sangue, 54,6% eram provenientes de Belo Horizonte

ou regiao metropolitana.
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TABELA 2 - Distribuicdo de freqliéncia de caracteristicas sédcio-demograficas
selecionadas da populagéo portadora de IRC e candidatos a doagéo de sangue
com anticorpos anti-VHC reativo, por ocasido da primeira consulta. Belo
Horizonte, MG. Maio de 2000 a dezembro de 2003.

Caracteristicas Grupo | Grupo Il p
idade (anos) [média (dp)] 43,09(11,513) 39,92(10,970) 0,083"
Sexo
Masculino 42 (55,3%) 47 (61,0%) 0.469
Feminino 34 (44,7%) 30 (39,0%)
Cor
Branca 11 (14,5%) 21 (27,3%) 0,055
Negra 16 (21,1%) 8 (10,4%)
Outra 49 (64,5%) 48 (62,3%)
Escolaridade
<8 anos 66 (86,8%) 47 (61,0%) <0,001
> 8 anos 10 (13,2%) 30 (39,0%)
Estado Civil
Solteiro 17 (22,4%) 22 (28,6%) 0,372
Casado/Amasiado 48 (63,2%) 40 (51,9%)
Separado/ Divorciado/Viivo 11 (14,5%) 15 (19,5%)
Naturalidade 0,013
BH 17(22,4%) 29(37,7%)
RMBH(exceto BH) 8 (10,5%) 13 (16,9%)
Interior (Minas Gerais) 45 (59,2%) 28 (36,4%)
Outro Estado 6 (7,9%) 6 (7,8%)
Estrangeiro 0 (0,0%) 1(1,3%)
Residéncia
RMBH** 71(93,4%) 71 (92,2%) 0,771
Interior de MG 5 (6.6%) 6 (7,8%)

Grupo I= pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo li= pacientes candidatos & doagao de sangue

* teste t -Student

*“*RMBH= Regido Metropolitana de Belo Horizonte
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Com relagdo as caracteristicas da IRC (TAB.3), as causas mais
freqiientes da doenga renal terminal foram: glomerulonefrite crénica (GNC),
hipertensao arterial sistémica (HAS) e diabetes mellitus; 11,8% dos pacientes
apresentaram outros diagnésticos etioldgicos (pielonefrite cronica, doenca renal
policistica do adulto, sindrome de Alport, nefrite tibulo-intersticial crénica). O
tempo médio em hemodialise foi de 6,91 anos e o desvio-padrao de 3,40. A
histéria de transplante renal prévio com perda da fungao do enxerto e retorno

ao tratamento dialitico foi constatado em 23 pacientes (30,26%).

TABELA 3 - Distribuicdo de frequéncia da populagéo portadora de IRC e anti-
VHC positiva, segundo caracteristicas da IRC. Maio de 2000 a dezembro de

2003.

Caracteristicas Grupo |

Etiologia
Hipertenséo arterial 24 (31,6%)
Diabetes mellitus 5(6,6%)
GNC™ 38 (50,0%)
Outros™ 9 (11,8%)
6,91 (3,4)

Tempo em hemodialise (anos) [media (dp)]

Passado de transplante renal 23 (30,3%)

Grupo |= pacientes portadores de IRC em hemodialise

*GNC=glomerulonefrite crénica L
** Outras etiologias= pielonefrite cronica, doenga renal policistica do aduito,
sindrome de Alport, nefrite tubulo-intersticial cronica.

Analisando as caracteristicas clinicas da hepatite C (TAB.4) nestes 76
portadores de IRC, observou-se soroconversao para o teste anti-VHC em 30
deles, sendo considerados, portanto, casos incidentes (39,5%). Todos os

outros 46 portadores de IRC, considerados casos prevalentes (60,5%),
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apresentavam anti-VHC reativo ja no primeiro teste realizado no centro
dialitico. No grupo Il, apenas sete pacientes apresentaram soroconversao para

o anti-VHC: 9,1% foram considerados casos incidentes e 90,9% casos

prevalentes (p=0,000).

TABELA 4 - Distribuicdo de freqiiéncia da populagao portadora de IRC e
candidatos a doagdo de sangue com anticorpos anti-VHC reativo segundo a
histéria de soroconversao para o VHC. Maio de 2000 a dezembro de 2003.

Soroconversio para VHC Grupo | Grupo Il p
Presente 30 (39,5%) 7 (9,1%) 0,000
Ausente 46 (60,5%) 70 (90,9%)

Total 76 (100,0%) 77 (100,0%)

Grupo I= pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo lI= pacientes candidatos a doagdo de sangue

VHC= virus da hepatite C

Verificou-se que 73 portadores de IRC (96,1%) nao apresentaram

passado de hepatite aguda clinica elou ictericia (TAB.5) . Dentre os trés (3,9%)

com historia de hepatite em algum momento do passado, um caso relacionou-

se ao uso de medicamento e os outros dois nao tiveram sua etiologia
estabelecida. No grupo ll, oito pacientes (10,4%) relataram passado de hepatite
aguda clinica efou ictericia: um teve €Omo etiologia o VHC, dois foram

considerados relacionados ao abuso de aicool e cinco nao tiveram a etiologia

definida.
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TABELA 5 - Distribuicao de freqliéncia da populagdo portadora de IRC e
ﬁandldatos a doacgao de sangue com anticorpos anti-VHC reativo segundo a
istoria de hepatite aguda clinica e/ou ictericia e seu diagndstico especifi
Maio de 2000 a dezembro de 2003. ) e

Caracteristicas Grupo | Grupo Il p
Historia de hepatite aguda clinica e/ou ictericia 0,123
Ausente 73 (96,1%) 69 (89,6%)
Presente 3(3,9%) 8 (10,4%)
Total 76(100%) 77 (100%)
Diagnostico etiologico especifico 0,000*
Hepatite C 0 (0,0%) 1(1,3%)
Hepatite toxica medicamentosa 1(1,3%) 0 (0,0%)
Desconhecido 2 (2,6%) 5(6,5%)
Alcoélica 0 (0,0%) 2(2,6%)

Grupo = pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo II= pacientes candidatos a doagio de sangue

*Teste de Fisher

Com relagdo a presenca concomitante de outros fatores de risco para
doenca hepatica (TAB. 6), 16 portadores de IRC (21,1%) relataram contato
com o virus da hepatite B (VHB) apresentando anti-HBc-IgG reativo, enquanto
no grupo candidato a doagao de sangue, oito pacientes (10,4%) apresentaram
anti-HBc-IgG reativo (0,005). Destes, todos eram HBsAg n&o-reativo. O uso
abusivo de alcool esteve presente em 22,1% dos pacientes do grupo Il e o uso
regular de drogas hepatotoxicas por periodo superior a 30 dias em 17,1% dos
pacientes do grupo | (p=0,000). Além desses fatores, verificou-se a presenca
de esquistossomose mansoénica € historia familiar de hepatite C em
21,1%,14,5% no grupo | e 31,2% e 19,5% no grupo I, respectivamente. As
manifestagdes clinicas de disfungao hepatica foram pouco freqiientes nos dois

grupos; apenas um paciente no grupo | apresentou ictericia e ascite e um
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paciente no grupo Il apresentou hemorragia digestiva alta secundaria a varizes

por hipertensao portal.

TABELA 6 - Distribuicdo de freqiéncia da populagdo portadora de IRC e
candidatos a doagdo de sangue com anticorpos anti-VHC reativo de acordo
com as caracteristicas clinicas e epidemiologicas. Maio de 2000 a dezembro de

2003.
Fatores de risco para doenga hepatica Grupo | Grupo Il p
Contato com VHB* (anti-HBc-IgG+) 16 (21,1%) 8 (10,4%) 0,005
Alcsolismo 1(1,3%) 17 (22,1%) 0,000
Esquistossomose 16 (21,1%) 24 (31,2%) 0,379
Uso regular de droga hepatotoxica 13 (17,1%) 3(3,9%) 0,008
Histéria familiar de hepatite C 11(14,5%)  15(19,5%) 0,410
Manifestag:ées clinicas de disfungdo hepatica

Ictericia 1(1.3%) 0 (0,0%) 0,497***

Ascite 1(1,3%) 0 (0,0%) 0,497

HDA** secunddria a varizes  por 0 (0,0%) 1(1,3%) 1,000

hipertens&o portal
0(0,0%) 0(0,0%) ;

Encefalopatia hepatica

Grupo |= pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo lI= pacientes candidatos a doagao de sangue
*VHB= virus da hepatite B

**HDA= hemorragia digestiva alta

**Teste de Fisher

Analisando as dosagens séricas de ALT dos pacientes renais cronicos

durante o periodo de acompanhamento, constatou-se que em 42 deles (55,3%)

os niveis séricos da enzima hepatica eram normais e dentre aqueles que

apresentavam elevacao da ALT, 26,3% o apresentavam de forma flutuante

(TAB. 7). Nos candidatos a doagéo de sangue, observou-se que 49 pacientes
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(63,6%) apresentavam elevagao da ALT e 36,4% o tiveram de forma também
flutuante. Em relagédo aos resultados encontrados para as dosagens de ALT,
observou-se diferenca estatisticamente significativa quanto a proporcao de

pacientes com ALT elevada nos dois grupos estudados (p=0,019).

TABELA 7 - Distribuigdo da populagao portadora de IRC e candidatos a
doacso de sangue com anticorpos anti-VHC reativo segundo a ocorréncia e
tipo de elevagao de ALT sérica. Maio de 2000 a dezembro de 2003.

Caracteristicas Grupo | Grupo Il p
ALT* sérica elevada 0,019
Sim 34 (44,7%) 49 (63,6%)
Néo 42 (55,3%) 28 (36,4%)
Tipo de elevagdo da ALT 0,006
Persistente 3(3,9%) 16 (20,8%)
Flutuante 20 (26,3%) 28 (36,4%)
Transitério 11 (14,5%) 5(6,5%)
Sem elevagdo de ALT 42 (55,3%) 28 (36,4%)

Grupo |= pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo 1= pacientes candidatos a doagao de sangue
*Alaninoaminotransferase sérica

Estudou-se a epidemiologia da transmissao do virus da hepatite C sob
varios aspectos. Através da revisdo dos prontuarios medicos e das informacdes
fornecidas pelos proprios pacientes, constatou-se que 89,5% dos pacientes em
dialise relatavam passado de hemotransfusao, principalmente apés o inicio da
terapia renal substitutiva e antes do uso da eritropoetina humana, sendo o mais
utilizado o concentrado de hemacias. Havia também historia pregressa de uso
de hemoderivados em.28,6% do grupo Il (TAB. 8), sendo a quantidade de

transfusdes sangiiineas significativamente maior no grupo IRC (p=0,000).



TABELA 8 - Distribuigdo da populagao portadora de IRC e candidatos a
doacdo de sangue com anticorpos anti-VHC reativo segundo a historia de
hemotransfusao. Maio de 2000 a dezembro de 2003.

Caracteristicas Grupo | Grupo Il p
0,000
Passado de hemotransfuséo
Sim 68 (89,5%) 22 (28,6%)
Néo 8 (10,5%) 55 (71,4%)
Total 76(100%) 77(100%)
Data da hemotransfusdo 0,000*
Antes de agosto/1992 1(1,3%) 21 (27,3%)
Ap6s agosto/1992 44 (57,9%) 1(1,3%)
Antes e ap6s agosto/1992 23 (30,3%) 0 (0,0%)
Sem passado de hemotransfus&o 8(10,5%) 55(71,4%)
Total 76(100%) 77(100%)
Namero de transfusées 0,000*
Uma 4 (5,3%) 12 (15,6%)
Duas a cinco 30 (39,5%) 6 (7,8%)
Seis a dez 11 (14,5%) 1(1,3%)
> 10 23 (30,3%) 0 (0,0%)
Nenhuma 8 (10,5%) 55 (71,4%)
IGN** 0(0,0%) 3(3,9%)
Total 76(100%) 77(100%)

Grupo |= pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo li= pacientes candidatos & doagao de sangue

* Teste de Fisher
**IGN= informagao ignorada

Outras possiveis fontes de infeccdo para o VHC, além das
hemotransfusdes, foram pesquisadas (TAB. 9). Dentre os pacientes portadores
de IRC, nenhum caso de sexo entre homens foi relatado. Entretanto, nos
candidatos a doacao de sangue, oito pacientes (10,4%) relataram sexo com
homens (p=0,006). Com relagdo ao uso de drogas ilicitas ou uso de drogas

ilicitas endovenosas, observou-se maior freqiiéncia no Grupo I (27,3% e
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18,2%, respectivamente) com diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos (p=0,002; p=0,000). A presenca de tatuagem foi observada em dois

pacientes (2,6%) do grupo | e em nove pacientes (11,7%) do grupo L.

TABELA 9 - Distribuicdo de freqiéncia de caracteristicas indicadoras de
possiveis fontes de infeccao para o VHC nos pacientes portadores de IRC e
candidatos a doagao de sangue. Belo Horizonte, MG. Maio de 2000 a

dezembro de 2003.

Caracteristicas Grupo | Grupo I p
Tipos de exposigao:
Preferéncia Sexual
Heterossexual 76 (100,0%) 69 (89,6%) 0,006
HSH* 0 (0,0%) 8 (10,4%)
Multiplos(as)parceiros(as) sexuais 4 (5,4%) 12 (15,6%) 0,042
Hemotransfus&o 68 (89,5%) 22 (28,6%) 0,000
Uso de drogas ilicitas 6 (7,9%) 21(27,3%) 0,002
UDII* 0 (0,0%) 14 (18,2%) 0,000
Ocupacional 0 (0,0%) 4 (5,2%) 0,120***
Tatuagem 2(2,6%) 9 (11,7%) 0,030
Grupo I= pacientes portadores de IRC em hemodialise

Grupo lI= pacientes candidatos & doagao de sangue
*Homens que fazem sexo com homens.

**|Jso de drogas ilicitas injetaveis

***Teste de Fisher

Todos os 153 pacientes submeteram-se a detecgdo do RNA-VHC no
plasma através dos testes RT-PCR aninhando ou pelo seqiienciamento (TAB.
10). Nos portadores de IRC, a RT-PCR qualitativa mostrou-se positiva em

94,7% (72/76) pacientes. Em todos 0s quatro pacientes que apresentaram
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resultado da PCR qualitativa negativo, o exame foi repetido em nova amostra
confirmando o resultado negativo encontrado no exame inicial. Nos candidatos

a doacao de sangue o RNA-VHC foi detectavel em 84,4% (65/77) com

diferenca estatistica entre os grupos avaliados (p=0,022).

TABELA 10 - Distribuicido de freqiéncia da populagao portadora de IRC e
candidatos a doagdo de sangue com anticorpos anti-VHC reativo segundo a
detecgao plasmatica de RNA do VHC pela tecnica de nested-RT-PCR e/ou por
seqienciamento da regiao 5' NT. Belo Horizonte, MG. Maio de 2000 a

dezembro de 2003.

RNA do VHC (plasma) Grupo | Grupo Il p
Detectavel 72 (94,7%) 65 (84,4%) 0,022
4 (5,3%) 12 (15,6%)

Nao-detectavel

Total 76 (100,0%) 77 (100,0%)

Grupo |= pacientes portadores de IRC em hemodiélise
Grupo lI= pacientes candidatos a doagéo de sangue

No grupo I, o perfil genotipico encontrado no plasma foi o seguinte: 1a
em 29 pacientes (40,3%); 1b em 33 (45,8%); 2a em trés (4,2%); 2b em cinco
(6,6%); 3a em um paciente (1,4%); 4 em apenas um paciente (1,4%). No grupo
I, observou-se predominio do genotipo 1a em 28 pacientes (43,1%) e 1b em
23 pacientes (35,4%), seguido pelo gendtipo 3a em 12 pacientes (18,5%). O
gendtipos 2a foi evidenciado em apenas um paciente (1,5%) deste grupo
(TAB.11).

Com relacdo a determinagao da carga viral, ndo se observou diferenga
estatisticamente significativa entre os dois grupos estudados. No grupo I, 41

pacientes realizaram o exame, encontrando-se média de 799.120,71 e desvio-
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padrao de 1.426.359,205. No grupo Il, 31 pacientes realizaram o exame, com

média de 680.252,82 e desvio-padrao de 747.215,263 (p=0,146).

TABELA 11 - Distribuicdo de freqliiéncia da populagdo portadora de IRC e
candidatos a doacdo de sangue com anticorpos anti-VHC-3.0 reativo com
RNA-VHC detectavel no plasma segundo a genotipagem viral. Belo Horizonte
MG. Maio de 2000 a dezembro de 2003. ’

Genotipagem do VHC Grupo | Grupo Il p
Genotipo 1 62 (86,1%) 51 (78,5%) 0222
Subtipo 1a 29 (40,3%) 28 (43,1%)
Subtipo 1b 33 (45,8%) 23 (35,4%)
Genoétipo 2 8 (11,1%) 1(1,5%) 0,016
Subtipo 2a 3 (4.2%) 1(1,5%)
Subtipo 2b 5 (6,9%) 0 (0,0%)
Gendtipo 3a 1(1,4%) 12 (18,5%) 0,001
Genotipo 4 1(1,4%) 0 (0,0%)
Indeterminado 0 (0,0%) 1(1,5%)
72(100%) 65(100%)

Total

Grupo |= pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo |I= pacientes candidatos a doagado de sangue

No grupo IRC (grupo ), 69,7% (53/76) dos pacientes submeteram-se a

pesquisa do RNA-VHC no fragmento de tecido hepatico e 26,3% (20/76)

apresentaram RNA do VHC detectavel pelo teste da RT-PCR e em 43,4%

(33/76) o resultado mostrou-se negativo (TAB. 12).
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TABELA 12 - Distribui¢do de frequéncia da populagio portadora de IRC e
candidatos a doagdo de sangue com anticorpos anti-VHC-3.0 reativo segundo
a detecgdo no tecido hepatico de RNA do VHC pela técnica de RT-PCR
aninhado. Belo Horizonte, MG. Maio de 2000 a dezembro de 2003.

RNA do VHC (tecido hepatico) Grupo | Grupo 1l p
Detectavel 20 (26,3%) 11 (14,3%) 0,093
Nao-detectavel 33 (43,4%) 32 (41,6%)

N3o realizado 23 (30,3%) 34 (42,2%)

Total 76 (100,0%) 77 (100,0%)

Grupo |= pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo |I= pacientes candidatos & doagédo de sangue

Nos dois grupos estudados ndo se evidenciou infec¢do mista por
genotipos diferentes.

Dentre os 53 pacientes do grupo | e 43 pacientes do grupo |l que
realizaram pesquisa do RNA-VHC no plasma e tecido hepatico, correlacionou-
se os resultados da RT-PCR e genotipagem (TAB.13). No Grupo |, o genétipo‘e
subtipo foram: idénticos em onze pacientes; quatro pacientes apresentaram
infeccdo por diferentes genotipos; em quatro pacientes a infecgdo era pelo
mesmo gendtipo, porém, por subtipos diferentes; e uma paciente apresentou
dois exames de PCR no plasma com resultados negativos e a pesquisa do
RNA viral no tecido mostrou infecgdo pelo gendtipo 1a. No grupo I, observou-
se: infecgdo pelo mesmo genotipo e subtipo no plasma e tecido hepatico em
trés pacientes; dois pacientes apresentaram infeccdo pelo mesmo genétipo,
porém subtipo distinto;, um paciente apresentou infecgdo por diferentes

genodtipos. Entretanto, dentre os doze pacientes com dois resultados da PCR
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negativos no plasma, cinco pacientes apresentaram genoétipo 1a no tecido

hepatico (FLUXOGRAMA-2).

TABELA 13 - Distribuicdo de frequéncia da populagao portadora de IRC e
candidatos & doacdo de sangue com anticorpos anti-VHC reativo segundo a
deteccao plasmatica e no tecido hepatico do RNA-VHC pela técnica de nested-
RT-PCR efou por segiienciamento da regiao 5' NT. Belo Horizonte, MG. Maio

de 2000 a dezembro de 2003.

PCR plasma PCR figado ' Total p
POSITIVO NEGATIVO 0,193*
=)
OSITIVO 05 59 84
N
EGATIVO 6 6 12
Total 31 65 96

* Teste exato de Fisher
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Todos os pacientes participantes do estudo realizaram ultra-som
abdominal antes da bidpsia hepatica ou até trés meses apds o procedimento
(TAB.14). No grupo |, em 66 pacientes (86,8%) a ecotextura do parénquima
hepatico foi considerada homogénea; evidenciou-se sinais sugestivos de
hipertenséo portal e de fibrose de Symmers em dois pacientes (2,6%) e um
paciente (1,3%), respectivamente. A presencga de nodulo hepético ocorreu em
um paciente (1,3%), porém, o estudo anatomo-patoldgico diagnosticou sequela
de abscesso piogénico, sem evidéncias de neoplasia. No grupo ll, parénquima

hepatico homogéneo foi relatado em 62 pacientes (80,5%), um paciente

apresentou sinais sugestivos de hipertenséo portal e de fibrose de Symmers.

TABELA 14 - Distribuicao de frequéncia da populagdo portadora de IRC e
candidatos & doacdo de sangue com anticorpos anti-VHC-3.0 reativo de acordo
com os critérios ultra-sonograficos. Belo Horizonte, MG. Maio de 2000 a

dezembro de 2003.

Caracteristicas Grupo | Grupo I p

Textura hepatica 0,290
66 (86,8%) 62 (80,5%)

homogénea
Heterogénea 10 (13,2%) 15 (19,5%)
Presenga de nodulo# 1(1,3%) 0 (0,0%) 0,497
Sinais de hipertenséo portal 2 (2,6%) 1(1,3%) 0,620*
1(1,3%) 1(1,3%) 1,000*

Sinais sugestivos de fibrose de Symmers

Total de pacientes 76 (100,0%) 77 (100,0%)

Grupo = pacientes portadores de IRC em hemodialise

Grupo li= pacientes candidatos a doag&o de sangue
# O exame anatomo-patoldgico evidenciou seqiiela de abscesso piogénico, sem evidéncia de

neoplasia.
* Teste de Fisher
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Todos os pacientes candidatos & doagdo de sangue (Grupo ll)
submeteram-se a biépsia hepatica guiada por ultra-som e nao apresentaram
complicagdes decorrentes do procedimento. Nos pacientes em tratamento
hemodialitico (grupo [), 84,2% (64/76) realizaram bidpsia hepatica guiada por
ultra-som e 15,8% (12/76) dos pacientes realizaram a biopsia por laparoscopia.

Todas as complicagbes decorrentes da bidpsia ocorreram nos
portadores de IRC. No presente estudo, dez pacientes (13,2%) apresentaram
complicagdes graves tais como: dor abdominal de forte intensidade (n=4),
sangramento abdominal (n=6), hemotdrax (n=2), hemobilia (n=3) e uma
paciente evoluiu para o obito (n=1) devido a sangramento abdominal nao-
controlado pelas medidas clinicas adotadas, sendo excluida do estudo por nao
ter realizado PCR para o virus C. Um paciente pode ter apresentado mais de
uma complicagéao.

Neste estudo, o numero de tractos portais a biopsia foi superior a cinco
em 55 pacientes (72,3%) no grupo | e em 59 pacientes (76,6%) no grupo Il
Todas as laminas de biopsia hepatica foram analisadas por dois patologistas,
sem que os mesmos tivessem conhecimento dos dados clinicos, bioquimicos
ou da fungao renal de cada paciente € sem que um soubesse os resultados da
outra analise. Os resultados discordantes foram reavaliados pelos dois
patologistas para que se obtivesse um consenso com relagdo a atividade
inflamatéria e estadiamento (fibrose) de acordo com os critérios propostos pelo
METAVIR.

Com relagao a atividade inflamatdria (A), o grau de concordancia entre

os dois observadores foi de 61,8% e com relagdo ao estadiamento ou fibrose

(F) foi de 52,5%.
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A atividade inflamatéria foi considerada ausente ou leve (A0 e A1) em
90,8% (69/76) e 84,5% (65/77) dos pacientes dos grupos | e |l
respectivamente (TAB. 15). Verificou-se a presenca de fibrose hepatica maior
ou igual a F2 em 25% (19/76) e em 29,9% (23/77) dos pacientes dos grupos | e
ll, respectivamente. A cirrose hepatica (F4) ocorreu em dois (2,6%) pacientes
do grupo | e em trés pacientes (3,9%) do grupo Il. Com relacao a atividade
inflamatéria (p=0,478) e fibrose (p=0,268), nos dois grupos estudados, nio

houve diferenga estatisticamente significativa.
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TAB[ELA 1§ - Distribuicao de freqliiéncia da populagédo portadora de IRC e
candldz.at.os a doagao de sangue com anticorpos anti-VHC-3.0 reativo segundo
a classificacao histolégica pelo METAVIR. Belo Horizonte, MG. Maio de 2000 a

dezembro de 2003.

METAVIR Grupo | Grupo lI p

Numero de tractos portais

21 (27.6%)

18 (23,4%)

0,215

3-5

6-8 28 (36,8%) 39 (50,6%)

>8 27 (35,5%) 20 (26,0%)
Atividade inflamatoria (A)

A0 ausente 35 (46,1%) 31(40,3%) 0,478

A1 leve 34 (44,7%) 34 (44,2%)

A2 moderada 5 (6,6%) 11 (14,3%)

A3 acentuada 2 (2,6%) 1(1,3%)
Estadiamento (F)

FO ausente 41 (53,9%) 40 (51,9%) 0,268

F1leve 16 (21,1%) 14 (18,2%)

F2 moderada 12 (15,8%) 7 (9,1%)

F3 acentuada 5 (6,6%) 13 (16,9%)

2 (2,6%) 3 (3,9%)

F4 cirrose

Grupo |= pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo |I= pacientes candidatos a doagao de sangue

Analisando-se a presenga dos marcadores histoldgicos no estudo
anatomo-patolégico para a presenca da infecgdo pelo VHC, observou-se
diferenca estatisticamente significativa (p=0,002) entre os dois grupos apenas
com relacdo a esteatose hepatica, presente em 14,5% (11/76) no grupo | e em

37,7% (29/77) no grupo Il respectivamente (TAB.16).
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TABELA 16 - Distribuigcdo de frequéncia da populacdo portadora de IRC e
candidatos a doacgéo de sangue com anticorpos anti-VHC-3.0 reativo segundo
a ocorréncia de marcadores histoldgicos de infecgdo para o VHC no estudo
anatomo-patolégico. Belo Horizonte, MG. Maio de 2000 a dezembro de 2003.

Marcadores histolégicos Grupo | Grupo Ii p

Agregados linfoides

57 (75,0%)

56 (72,7%)

0,749

ausente
Presente 19 (25,0%) 21 (27,3%)
Esteatose
ausente 65 (85,5%) 48 (62,3%) 0,002
< 33% 11 (14,5%) 26 (33,8%)
33-66% 0 (0,0%) 3 (3,9%)
>66% 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Agressido a ductos
ausente 64 (84,2%) 60 (77,9%) 0,321
Presente 12 (15,8%) 17 (22,1%)

Grupo |= pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo lI= pacientes candidatos & doagdo de sangue

Com relagéo a gradagdo da siderose hepatica (TAB.17), na coloracéo
pela hematoxilina-eosina (HE), observou-se a presenca de ferro nas células de
Kupffer em 94,7% (72/76) dos portadores de IRC (grupo |) e em apenas 5,2%
(4/77) no grupo Il. Utilizando-se a coloragdo especifica (Pearls), ndo se
detectou qualquer grau de depdsito de ferro em 42,1% (32/76) no grupo | e em
77,9% (60/77) no grupo Il. As sideroses Kupfferianas e hepatocitarias

mostraram-se  significativamente mais prevalentes nos hemodialisados

(p=0,000).
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TABELA 17 — Distribuicdo de frequéncia da populagdo portadora de IRC e
candidatos & doagéo de sangue com anticorpos anti-VHC-3.0 reativo segundo
a ocorréncia de siderose Kupfferiana e hepatocitaria a biopsia hepatica. Belo
Horizonte, MG. Maio de 2000 a dezembro de 2003. '

Caracteristicas Grupo | Grupo Il p
Siderose
Kupfferiana
ausente 4 (5,3%) 73 (94,8%) 0,000
presente 72 (94,7%) 4 (5,2%)
Siderose
Hepatocitaria
ausente 32 (42,1%) 60 (77,9%) 0,000*
presente 43 (56,6%) 8 (10,4%)
IGN** 1(1,3%) 9 (11,7%)
Total 76 (100,0%) 77 (100,0%)
Grau
ausente 32 (42,1%) 60 (77,9%) 0,000*
grau | 16 (21,1%) 6 (7,8%)
grau ll 20 (26,3%) . 2(26%)
grau i 4 (5,3%) 0 (0,0%)
grau IV 3 (3,9%) 0 (0,0%)
IGN 1(1,3%) 9 (11,7%)
Total 76 (100,0%) 77 (100,0%)

Grupo I= pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo Ii= pacientes candidatos a doacgéo de sangue

* teste de Fisher
**|GN= informagao ignorada

Na analise multivariada, considerou-se os 76 pacientes portadores de
insuficiéncia renal cronica e os 77 candidatos a doagao de sangue. Realizou-se
os ajustes para a atividade inflamatéria e fibrose:

o Ajuste para Atividade Inflamatoria
Para ajustar o modelo de regress&o logistica para todos os pacientes, a fim de

avaliar os fatores relacionados com a atividade inflamatéria, foram utilizadas as

variaveis: idade (duas categorias < 40 anos e > 40 anos), aumento de ALT,
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grupo (IRC ou candidato a doagao de sangue), agressao a ductos e passado

de hepatite (TAB.18).

TABELA 18 - Analise multivariada de caracteristicas selecionadas associadas
com atividade inflamatéria a biopsia hepatica em portadores de IRC (n=76) e
candidatos a doacao de sangue (n=77), com anti-VHC reativo. Belo Horizonte

MG. Maio de 2000 a dezembro de 2003.

Caracteristicas Odds Ratio (OR) IC95% p
Agressao a Ductos 53 (1,780; 15,812) 0,003
Grupolell 0,9 (0,337, 2,742) 0,942
Aumento de ALT 4,1 (1,222, 14,170) 0,023
14,4 (0,228; 64,829) 0,000

Passado de Hepatite

Grupo |= pacientes portadores de IRC em hemodialise
Grupo lI= pacientes candidatos a doagao de sangue

Observa-se pela tabela 18 que os pacientes que possuem agressao a ductos
tém 5,3 vezes a chance de ter atividade inflamatéria grave (em maior
intensidade >A2) quando comparados com Os pacientes com auséncia de
agressao a ductos. Para os pacientes com aumento de ALT a chance é de 4,1
vezes quando comparados com aqueles que ndo tem ALT aumentada. Além
disso, os pacientes com passado de hepatite tém chance 14,4 vezes maior dos

que os que nao tiveram hepatite de ter atividade inflamatoria grave.
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e Ajuste para Fibrose

Para ajustar o modelo de regressao logistica para os pacientes portadores de
IRC a fim de avaliar os fatores relacionados com a fibrose foram utilizadas as
variaveis: idade (2 categorias, < 40 anos e > 40 anos), sexo, grupo, alcoolismo

passado de hepatite e agressao a ductos. O modelo final obtido € mostrado na

tabela abaixo (TAB.19):

TABELA 19 - Analise multivariada de caracteristicas selecionadas associadas
com fibrose a bidpsia hepatica em portadores de IRC (n=76) e candidatos a
doagéo de sangue (n=77), com anti-VHC reativo. Belo Horizonte, MG. Maio de

2000 a dezembro de 2003.

Caracteristicas OR IC de 95% Exp(f}) Valor-p
Idade

3,3 (1,359; 7,823) 0,008
Grupo tell

1,1 (0,454; 2,477) 0,892
Passado de hepatite '

6,2 (1,399; 27,367) 0,016
Agressdo a Ductos

g 6,3 (2,336; 16,902) 0,000

Grupo |= pacientes portadores de IRC em hemodidlise
Grupo lI= pacientes candidatos & doagao de sangue

Observa-se pela TAB. 19 que 0s pacientes com idade superior 40 anos tém 3,3 vezes

a chance de ter fibrose mais intensa (= F2) quando comparados com os pacientes cuja

idade & inferior a 40 anos. Os pacientes com agressao a ductos tém chance 6,3 vezes
¥

maior do que 0s que ndo apresentam agressdo. Alem disso, observa-se que os

pacientes com passado de hepatite tém 6,2 vezes mais chance de ter fibrose grave
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7 DISCUSSAO

A prevaléncia média encontrada do anti-VHC nos seis centros de dialise
estudados foi de 21,4% em 2000. Neste estudo, observou-se diferenga
estatisticamente significativa com relagdo aos seguintes aspectos: a) as
hemotransfusées foram mais freqiientes nos hemodialisados; b) o uso de
drogas ilicitas foi mais prevalente nos candidatos a doacio de sangue; ¢) o
genotipo 1 foi o mais prevalente nos dois grupos estudados e, nos candidatos 3
doagdo de sangue, o gendtipo 3 mostrou-se o segundo mais prevalente; d) o
genotipo 2, com excegao de um paciente no grupo Il, foi encontrado apenas
nos portadores de IRC sugerindo a possibilidade de transmissao nosocomial;
e) as sideroses kupfferiana e hepatocitaria foram mais freqlientes nos
portadores de IRC; f) as complicagbes decorrentes da biépsia hepatica foram
graves e evidenciadas apenas nos hemodialisados; e, g) ndo houve diferenca

estatisticamente significativa com relagédo a atividade inflamatéria e fibrose nos

dois grupos estudados.

7.1 Prevaléncia da infecgao pelo VHC em centros de hemodialise

No presente estudo, a prevaléncia média de anticorpos anti-VHC
detectados através dos métodos imunoenzimaticos de terceira geracao, foi de
19,1% nos centros de didlise de Belo Horizonte e Contagem em 2000 e nos
seis centros estudados a prevaléncia media foi de 21,4%. Esses dados
demonstram que a prevaléncia da infecgdo pelo VHC, nos pacientes
hemodialisados &, em geral, mais elevada do que aquela observada em

candidatos a doagdo de sangue, a qual situa-se em torno de 0,38% em Belo
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Horizonte (FUNDAGAO HEMOMINAS, 2001) e 1,42% em estudo populacional
realizado na cidade de Sao Paulo (FOCACCIA et al., 1998).

Comparando-se os resultados de prevaléncia encontrados nos seis
centros de dialise estudados no inicio deste trabalho (21,4%), observa-se que
sdo semelhantes aos dados de prevaléncia nas unidades de dialise brasileiras
(ROMAO JUNIOR et al., 2003) obtidos em 2000 (19,3%). BUSEK (2000),
também encontrou prevaléncia semelhante (20,3%) ao estudar pacientes
hemodialisados em Belo Horizonte, no periodo de mérgo a dezembro de 1999,
utilizando kits anti-VHC-EIA-3.0 e Immunocomb II. Prevaléncia ainda maior
(64,7%) foi encontrada em cinco centros de dialise na cidade do Rio de Janeiro
(VANDERBORGHT et al., 1995).

As taxas de infecgdo pelo VHC nos portadores de IRC apresentam
grande variagao entre 0s diversos paises. Analisando as taxas de infecgao pelo
~ VHC em pacientes hemodialisados neste estudo (21,4%), observou-se que os

resultados encontrados foram semelhantes ou pouco superiores aos relatados

em paises desenvolvidos, tais como: Estados Unidos, com 10 a 20%

(TERRAULT et al., 1995; ROTH et al., 1995); Japdo, com 23,9% (AKIDA et al,

1994); Italia com prevaléncia média de 13,5% a 28% (FABRIZI et al., 1997;

BIAMINO et al., 1999); Reino Unido com 7% (McINTYRE et al., 1994, FABRIZI
et al., 1997); Alemanha com 7% (HINRICHSEN et al., 2002); Dinamarca com
8% (KNUDSEN et al., 1993), e 12% a 17% na Grécia (DALEKOS et al., 1998).
Entretanto, bastante inferior as prevaléncias encontradas em paises em
desenvolvimento, tais como: Siria, com 49% (OTHMAN et al., 2001); Arabia

Saudita, com 57% a 68% (HURAIB et al., 1995; FABRIZI, et al., 2002);

Moldavia, com 75% (COVIC et al., 1999, FABRIZI et al., 2002); e Egito, com
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80% (FABRIZI et al., 2002). Ha relatos de taxas de prevaléncia na Franca de
16,3% (WHO, 1997) a 42% (COUROUCE, 1995), evidenciando a grande

variabilidade que pode ocorrer nas prevaléncias encontradas em um mesmo

pais.

No Brasil, segundo os dados divulgados pela Sociedade Brasileira de

Nefrologia (SBN), houve diminuicdo das taxas de prevaléncia da infec¢do pelo
VHC nos centros de didlise, passando de 19,9% em 1999, para 15,4% em

2002 (ROMAO JUNIOR et al., 2003). Acredita-se que isso ocorreu, nos Ultimos

anos, devido a maior aderéncia as técnicas de biosegurang¢a adotadas pelos

centros dialiticos. Qutro fator que contribuiu para a diminui¢gao da prevaléncia

foi o uso regular da eritropoetina humana com consequente redugao da

necessidade de hemotransfusoes.

Nos centros de didlise que participaram do estudo, observou-se

diferenca estatisticamente significativa entre as taxas de prevaléncias

" (p=0,002). Alguns estudos mostraram que as unidades de dialise com maior

prevaléncia da infecgao pelo virus C apresentam também maior incidéncia

(DOS SANTOS ef al., 1996). Estudo realizado por PETROSILLO et al. (2001)

encontraram maior risco de infecgao para o VHC associado em realizar dialise

em local com alta prevaléncia da infeccdo e baixa relagdo funcionarios-

pacientes.

7.2 Perdas

Nos seis centros de dialises estudados, selecionou-se os pacientes

portadores de IRC, em hemodialise, com anticorpos anti-VHC reativo (EIA-3.0)
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para serem avaliados sob os pontos de vista epidemiolégico, clinico e
laboratorial. Ndo foi possivel obter os dados de 24 pacientes (12,2%) da
amostra inicial constituida por 196 pacientes, devido a recusa destes em
participar do estudo (FLUXOGRAMA 1).

Neste estudo, verificou-se perdas pelos seguintes motivos: falecimento
(n= 19), transferéncia para outro centro de dialise (n= 8) e acompanhamento
para doenga hepatica em outro local. Todas estas perdas ocorreram antes da

avaliagao no Ambulatério de hepatites virais.

7.3 Analise descritiva da populagao portadora de insuficiéncia renal

cronica e candidatos a doagao de sangue anti-VHC positivo.

7.3.1 Caracteristicas socio-demograficas

A maioria dos pacientes avaliados era do sexo masculino sendo, 55,3%
no grupo | e 61,0% no grupo Il. SESSO (2000) realizou inquérito
epidemioldgico nas unidades de dialise no Brasil e encontrou leve predominio
de homens entre os individuos em dialise (52,0%). Resultado semelhante foi
encontrado por BUSEK (2000), com 55,7% pertencentes ao sexo masculino.
Outros estudos (STERLING et al, 1999; FERREIRA., 2000) avaliando
pacientes com IRC e anti-VHC reativo encontraram maior prevaléncia do sexo
masculino, 62% e 65%, respectivamente. Nao ha evidéncias de que o sexo
masculino seja mais susceptivel a infecgcao pelo VHC.,

A média de idade e desvio padrao das populagdes estudadas foi de 43

+11 anos e de 39111 anos nos grupos | e |l, respectivamente. BUSEK (2000)
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estudando pacientes em hemodialise em Belo Horizonte, observou que a
média de idade daqueles com anti-VHC reativo era de 46 anos. Na cidade de
Sao Paulo, FERREIRA (2002), também estudando populacao de pacientes
hemodialisados, encontrou média de idade de 44 anos. A média de idade
encontrada corresponde a faixa etaria preferencialmente acometida pelo VHC,
na populagao geral (ALTER et al, 1999). No entanto, CARMO (1999)
estudando pacientes hemofilicos infectados pelo VHC demonstrou que a faixa
etaria predominante era de 15-29 anos com meédia de 24 anos, evidenciando
que a idade e a distribuicdo de sexos dos individuos infectados pelo VHC pode
variar de acordo com a regiao geografica e com os diferentes grupos de riscos
considerados.

O predominio de pacientes feodérmicos em hemodialise e anti-VHC
reativos observado, neste estudo, mostrou-se diferente da distribuicdo da
populagao mineira, descfita como predominantemente branca pelo IBGE em
2000. Entretanto, a falta de padronizagao na definicao de cor e raga em nosso
pais, associado ao alto grau de miscigenagao da populagao brasileira, torna
dificil a melhor avaliagéo desta variavel. Nos Estados Unidos, ALTER et al.
(1999) e STEVEN & WEINBERG (1999) encontraram maior nimero de casos
na populagao negra, o que pode ser explicado por outros fatores, tais como o

nivel socio-econdmico.

7.3.2 Caracteristicas epidemiolégicas da transmissio do VHC

A principal via de transmissao do VHC ¢ a parenteral (POYNARD et al.,

2003). A maioria dos individuos infectados pelo VHC na populagao geral tem
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passado de hemotransfusdo ou de uso de droga ilicita injetavel (EBELING,
1998). Adicionalmente, cita-se com freqliéncia crescente a transmissao
nosocomial como forma relevante de transmissdo do VHC entre os pacientes
em hemodialise. Nossos resultados confirmaram os dados encontrados por
outros pesquisadores (KNUDSEN et al., 1993; AKPOLAT et al., 1995; DUSSOL
et al., 1995, HURAIB et al.,, 1995; COVIC et al., 1999) demonstrando que a
hemotransfusao foi considerada fator de risco importante para a transmissao
do VHC.

A histéoria de hemotransfusao foi relatada pelo préprio paciente e
verificada através das anotagdes nos prontuarios médicos. Neste estudo, 68
pacientes (89,5%) do grupo | e 22 pacientes (28,6%) do grupo II, havia
recebido hemotransfus&o. Considerando-se o més de agosto de 1992, ocasido
em que o exame anti-VHC passou a ser realizado pela Fundagao Hemominas,
24 pacientes (31,6%) no grupo | e 21 pacientes (27,3%) no grupo Il informavam
ter recebido hemoderivados antes desta data, portanto, com maior risco de
terem contraido a infecgao por via transfusional. O numero de hemotransfusdes
foi significativamente maior nos portadores de doenga renal (p=0,000), sendo
considerado importante fator de risco para a infecgdo pelo VHC, nesta
populagdo. Isso ocorreu pela necessidade de otimizar os indices
hematimétricos antes do advento da eritropoetina humana.

O relato de hemotransfusao em 28,6% dos candidatos a doacao de
sangue foi inesperado. Dentre os 22 pacientes que informaram ter recebido
hemotransfusdo, 21 (954%) receberam sangue antes de agosto/1992 e ha
mais de 10 anos em relagdo a data do ultimo atendimento no banco de sangue

em que evidenciou-se anti-VHC reativo e com excegdo de um paciente, todos
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relataram uma ou duas hemotransfusées. Segundo orientagées da Resolugao
da Diretoria Colegiada (BRASIL, 2002), ndao ha contra-indicagao para doagao
de sangue se o paciente foi hemotransfundido hd mais de um ano, desde que
os exames sorologicos atuais estejam negativos. Outra possibilidade é a
omissao desta informagao durante a entrevista clinica para a doagao de
sangue. Neste grupo, a hemotransfusao antes de 1992 representou importante
fator de risco para a infecgao pelo VHC.

A presencga de outros fatores de risco para a transmissao do VHC, como
a hepatite C intra-familiar foi observada com baixa freqiiéncia nos dois grupos.
Embora estudos do tipo caso-controle (ALTER et al, 1989) tenham
demonstrado assoc_iag:éo entre contato intra-familiar ndo-sexual e aquisigao da
infecgao pelo VHC, tal associagdo nao foi evidenciada neste estudo.

A transmissao sexual do VHC pode ocorrer em aproximadamente 6% a
10% dos casos (STRAUSS, 2001). No grupo |, quatro pacientes (5,3%) e no
grupo I, 12 pacientes (15,6%) relataram mais de dois parceiros sexuais ao
ano. A baixa prevaléncia da transmissao sexual do VHC nos hemodialisados
pode ser atribuida ao fato de que mais de 50% dos pacientes do sexo
masculino submetidos & dialise apresentam impoténcia sexual. Varios fatores
sao citados no processo, entre eles: a utilizagdo de medicagdo anti-
hipertensiva, a insuficiéncia arterial aterosclerética, a calcificagao dos vasos
sanguineos penianos, a neuropatia autonémica urémica e diabética, a

disfuncdo venoclusiva entre outros (KISIELIUS & SCHAEFFER,; 2003).
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7.3.3 Caracteristicas da insuficiéncia renal cronica

A causa mais frequente da insuficiéncia renal cronica (IRC) nos
individuos anti-VHC reativo foi a glomerulonefrite cronica (50%), seguida pela
hipertensao arterial (31,6%). Em 6,6% dos pacientes a etiologia da IRC foi
atribuida ao diabetes mellitus e em 11,8% a etiologia da IRC foi atribuida a
outras causas, tais como: doenga renal policistica do adulto, pielonefrite
cronica, sindrome de Alport, nefrite tibulo- intersticial- crénica. Muitos pacientes
em didlise tém a etiologia da IRC estabelecida com base em dados clinicos,
sem comprovagao histolégica da doenga, o que dificulta o diagnéstico de
certeza.

As principais doengas relatadas como causas de IRC terminal no Brasil,
segundo dados da Sociedade Brasileira de Nefrologia em 1996/1997 foram
(SESSO, 2002): hipertensao arterial (24%), glomerulonefrite (24%) e diabetes
mellitus (17%). Todavia, a validade destes diagnésticos pode ser questionada
devido a auséncia de comprovagdo histologica, visto que a maioria dos
pacientes iniciam o tratamento dialitico em fase avangada da doenga, ocasido
em que a bioépsia renal esta contra-indicada ou mostra-se de pouca valia para o
esclarecimento diagndstico. Associa-se a isso, a falta de acompanhamento

ambulatorial antes do estagio terminal da doenga na maioria dos pacientes.
7.3.4 Caracteristicas clinicas da hepatite C

Na analise da distribuicao da populagao estudada, segundo a ocorréncia

de soroconversdo para o anti-VHC durante o tratamento dialitico (grupo 1),
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observa-se que o numero de casos novos ou incidentes é significativo,
evidenciando-se soroconversdo em 30 pacientes (39,5%), sendo que quatro
deste nao apresentavam outros fatores de risco para infecgao pelo VHC. Este
Gltimo achado sugere fortemente a possibilidade de transmissdo nosocomial e
a necessidade de se adotarem medidas preventivas para que as taxas de
incidéncia sejam reduzidas. Alem disso, no grupo |, do total de 76 pacientes,
oito (10,5%) nao apresentavam passado de hemotransfusdao e nao tinham
histéria de uso de drogas ilicitas endovenosas, reforgando a possivel origem
nosocomial do VHC.

Em 46 pacientes (60,5%) do grupo |, nao foi possivel determinar a data
de soroconversao para o VHC, principalmente se a soroconversao ocorreu
antes de 1996, ocasiao em que a pesquisa sorolégica mensal para o virus C da
hepatite tornou-se obrigatoéria para os pacientes hemodialisados. A presenca
de outros fatores de risco para a infecgao foi pesquisada nos individuos sem
" soroconversdo. Dentre estes 46 pacientes, 42 (91,3%) apresentavam passado
de hemotransfuséo e, e~m sua grande maioria, tinham recebido concentrado de
hemacias. Destes 42 pacientes, em 19 (45,2%) a hemotransfusdo ocorreu
antes de 1992, época em que os bancos de sangue nao realizavam triagem
sorologica e os hemoderivados utilizados nao eram testados para o anti-VHC.
Além das hemotransfusées, a historia de transplante renal ocorreu em 18 de 46
pacientes (39,1%), admitindo-se que os pacientes podem ter apresentado mais
de dois fatores de risco para a infecgao.

As hemotransfusoes tiveram papel mais importante no passado e mais
recentemente admite-se que o risco de transmissio do virus C por transfusao

seja de 1:103.000, portanto, muito baixo, desde que se utilize teste de alta
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sensibilidade (anti-VHC-EIA-3.0), sangue de doadores voluntarios e doadores
de repeticao (SCHREIBER et al., 1996).

Para os candidatos a doagao de sangue (grupo ll), 0 numero de casos
novos (9,1%) mostrou-se pequeno, porém ainda relevante. A maioria dos
pacientes (90,7%) deste grupo, teve a sua infecgcao diagnosticada ao doar
sangue pela primeira vez, ndo sendo possivel determinar o tempo de infec¢ao
clinica e laboratorial.

O tempo médio e desvio padrdo em dialise foi de 6,9 + 3,4 anos. No
grupo |, em 30 pacientes (39,5%) e em apenas sete pacientes (9,1%) do grupo
Il, com soroconversao para o VHC, foi possivel determinar o tempo médio de
infecgdo. Nos demais 46 pacientes (60,5%) do grupo | e nos 70 pacientes
(90,9%) do grupo I, calculou-se o tempo médio de positividade do anti-VHC
quefoi36+22e 2,4 £ 2,1 anos nos grupos | e Il, respectivamente, e que nao
reflete o tempo de infecgao pelo VHC.

Inameros trabalhos demonstraram que quanto maior o tempo em dialise,
maior o risco de infecg@o, e que os pacientes em hemodialise apresentaram
risco muito maior para a infecgdo pelo VHC do que os pacientes em dialise
peritoneal (CHAN et al., 1993; BARRIL, et al., 2000; BRUGUERA, et al. 2000),
entretanto, algumas infecgdes podem ocorrer nos primeiros anos de dialise.

Outro fator de risco para doeng¢a hepatica muito freqiente nos dois
grupos estudados foi a histéria de esquistossomose diagnosticada através da
informagao clinica, dos resultados dos exames parasitologicos de fezes (EPF)
e/ou da evidéncia desta infecgao a biopsia hepatica. No grupo |, evidenciou-se
a esquistossomose em 16 pacientes (21,1%), o mesmo ocorrendo em 24

pacientes (31,2%) do grupo Il. TAVARES-NETO (1998) avaliou moradores de
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area endémica para esquistossomose e nao observou associagido entre os
virus das hepatites B e C e a esquistossomose mansonica, principalmente
entre os portadores da forma hepato-esplénica. Entretanto, as repercussoes
clinicas e histopatolégicas da associagao entre a hepatie C e a

esquistossomose ainda nao estao bem estabelecidas.

7.3.5 Marcadores sorologicos para outros patégenos de transmissao

parenteral

No presente estudo, todos os pacientes estudados eram HBsAg
negativos. Dentre a populagdo portadora de doenga renal, 16 pacientes
(21,1%) apresentaram sororeatividade para o anti-HBc-total, ou seja, ja tiveram
contato com o VHB. Nos candidatos a doagao de sangue, 8 pacientes (10,4%)
apresentaram anti-HBc-total reativo com diferenga estatisticamente significativa
entre os dois grupos avaliados (p=0,005). Segundo dados da Fundagéo
Hemominas (2004), a prevaléncia de reatividade para o anti-HBc-total em
reagoes sorolégicas dos doadores de sangue de Minas Gerais, situa-se em
torno de 2,88%. Deve-se ressaltar que a positividade do anti-HBc-total contitui
contra-indicagdo para doagdo de sangue e de oOrgaos sdlidos, tais como,
figado, coragdo, pancreas e corneas, mas nao € considerado contra-indicagao
para o transplante renal. Assim, & possivel que pacientes transplantados renais
tenham entrado em contato com o VHB ao receberem 6rgaos de doadores com

sorologia anti-HBc-total reagente.
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7.4 Caracteristicas laboratoriais (ALT) da infec¢ao pelo VHC

No presente estudo, 34 pacientes (44,7%) e 49 pacientes (63,6%) nos
grupos | e ll, respectivamente, apresentaram ALT sérica elevada, com
diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p=0,019). Dentre
aqueles que apresentaram elevagao de transaminases séricas, 26,3% o
fizeram de forma flutuante no grupo | e 36,4% no grupo Il. Neste estudo,
considerou-se como normal o valor de referéncia do kit utilizado pelo
laboratorio e nao valores de ALT sérica superiores a uma vez e meia o valor de
referéncia kit. A verificagéo de maior nimero de individuos com alteragées de
transaminases seéricas pode ter ocorrido pela diferenca na definicdo de
“alteracdo de ALT", que, por sua vez, pode ter contribuido para aumentar a
prevaléncia de ALT alterada nos dois grupos.

FERREIRA (2002) também encontrou menor elevagio nos indices de
ALT entre portadores de IRC (54%) quando comparados a controles (97%).
Vale ressaltar que, nos pacientes renais crénicos do referido estudo, o critério
utilizado para indicagao da bidpsia hepatica foi elevagao nos niveis de ALT e,
preferencia|mente, encaminhavam-se os pacientes com elevagao desta enzima
para avaliagdo da infec¢éo pelo VHC. Entretanto, quando adotou-se para a
ALT, nos hemodialisados, o valor de 60% do limite superior da normalidade
para OS individuos com fungdao renal normal, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos.

As determinagbes da ALT devem ser seqiienciais, pois a infeccao pelo

VHC segue um curso flutuante (ESPINOSA et al, 2000). Desta forma, o
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encontro de resultados de ALT levemente aumentado deve servir de alerta
para possivel doenga subjacente (VARIZI& BARTON, 2003).

Alguns autores (ONO et al., 1995) sugerem que a diminui¢cao nos niveis
de ALT deve-se a deficiéncia de vitamina B6 nos pacientes portadores de IRC.
Outros relataram que a diminuicdo de ALT é provocada pela inibicdo da
atividade da transaminase no soro pelas toxinas urémicas (CHIMATA et al.,
1994; VARIZI & BARTON, 2003).

ESPINOSA et al. (2000) observaram que a elevagao nos niveis da ALT
& util em predizer viremia, podendo-se esperar a detecgdo do RNA-VHC na
maioria dos pacientes hemodialisados, anti-VHC reativo, com elevagao desta
enzima.

Neste estudo, atraveés da analise multivariada, observou-se correlagao
estatisticamente significativa entre a elevagéo de ALT e a atividade inflamatoria

a biopsia hepatica. Tal correlagao nao foi evidenciada para a fibrose.
7.5Detecgao do RNA do VHC

7.5.1 No plasma

No presente estudo, observou-se que na populagdo de pacientes
portadores de IRC (grupo 1), a maioria dos individuos infectados evoluiu para a
cronicidade, com persisténcia da viremia, visto que 94,7% (72/76) dos
pacientes apresentaram RNA-VHC detectavel pelas técnicas utilizadas. Quanto
aos candidatos a doagéo de sangue (grupo Il), a RT-PCR mostrou-se positiva

em 84,4% (65/77) dos pacientes (p=0,022). Em todos os pacientes que,
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inicialmente, apresentaram resultado da RT-PCR negativo, repetiu-se o exame
em uma segunda amostra coletada em tempo diferente, a qual tambéem
mostrou resultado negativo. Apenas um paciente, do grupo Il, nao foi localizado
para repetir o exame.

O resultado obtido no grupo IRC foi semelhante ao encontrado por POL
et al. (1993) em populagées de hemodialisados com anti-VHC reativo na
Franga (85,2%), por FABRIZI et al. (1998) nos EUA (91,0%), BUSEK (2000) em
Belo Horizonte (94,3%) e por HANUKA et al. (2002). em Israel (86%). O risco
aumentado de infecgdo crénica pelo VHC nos pacientes hemodialisados pode
refletir a deficiéncia do sistema imune em decorréncia da uremia ou da
hemodialise (KRUZ et al., 1986).

Varios estudos demonstraram que pode ocorrer viremia em pacientes
com anti-VHC nao reativo, variando entre 1% e 15% (CHAN et al., 1993; BUKH
et al., 1993; SAKAMOTO et al., 1993; PEREIRA & LEVEY, 1997; FABRIZI et
al., 1999). Esses resultados reiteram a necessidade de se realizar a PCR
qualitativa nos hemodialisados e transplantados renais. Alguns autores
(DALEKOS et al., 1998, SCHBEEBERGER et al., 1998), entretanto, defendem
que a RT-PCR néao deva ser considerada um exame de rotina necessario para
o diagnostico da infecgéo nos pacientes em hemodialise, desde que se utilize
exame sorolégico com elevada sensibilidade e especificidade, como o EIA-3.0.
Desta forma, permanece controverso se a RT-PCR deve fazer parte dos
exames para avaliagéo da infecgao pelo VHC na populagdo em dialise.

O valor preditivo positivo (VPP) dos testes imunoldgicos (EIA) para anti-
VHC é baixo nas populagdes cuja prevaléncia da doenca seja inferior a 10%,

como no caso dos candidatos a doagdo de sangue (KLEINMAN et al., 1992;
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CDC, 1998). Através da utilizagao de testes RT-PCR adequados, 75% a 85%
dos individuos que s&o anti-VHC reativo e em mais de 95% das pessoas com
hepatite aguda ou crénica, os resultados do RT-PCR serédo positivos (CDC,
1998), o0 que esta em acordo com os resultados deste estudo.

Nas populagbes com alta prevaléncia para a infecgao, tais como os
portadores de doenga renal cronica terminal em dialise, com anti-VHC reativo,
um Unico resultado da RT-PCR negativo ndo deve afastar a possibilidade de
infecgao ativa. Todavia, nas populagdes com baixa prevaléncia da infecgao,
como os candidatos & doagado de sangue assintomaticos, 40% dos resultados
anti-VHC reativo pelos métodos imunoenzimaticos (EIA) representam falso-
positivos (HERRINE, 2002). Os resultados encontrados confirmam estes
achados, onde no grupo I, 12 pacientes dentre os 77 (15,6%) apresentaram
resultado RT-PCR negativo devendo-se tratar de falso-positivo.

Os estudos realizados na populagdo geral e nos hemodialisados
" mostraram que a viremia pelo VHC é um marcador sensivel e especifico da
doenca hepatica, indepéndentemente dos valores de transaminases.

Até o momento, ndo se encontra estabelecido o significado clinico da
nao-detec¢do do RNA-VHC no plasma de individuos portadores de anticorpos
anti-VHC, ocasionando dificuldades na interpretagcdo dos resultados. Varios
fatores podem contribuir para a presenga do anti-VHC na auséncia do RNA
viral, tais como: viremia intermitente; niumero de copias do RNA-VHC abaixo do
limite de detecgdo do teste utilizado; virus sequestrado em outros locais que
ndo a corrente sanguinea; persisténcia de anticorpos mesmo apds o
desaparecimento  do RNA viral; anti-VHC adquirido passivamente de

transfusbes sanguineas; e resultados falso-positivos devido a reagcbes nao-
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especificas (NATOV & PEREIRA, 2004). Outras causas possiveis de auséncia
do RNA-VHC poder relacionar-se com: as condicoes de coleta,
armazenamento e processamento da amostra; a sensibilidade do teste utilizado
ou erros na execugao e/ou interpretagao dos testes.

Desta forma, para definir se houve resolugdo do processo infeccioso
torna-se necessario o acompanhamento dos pacientes com realizagao de
exames seriados da PCR qualitativa, especialmente nas populagbes com alta
prevaléncia da infeccdo e nos pacientes que apresentam elevagbes de
transaminases séricas sem outra causa aparente.

O teste RT-PCR-aninhado foi padronizado no proprio Laboratério de
Imunologia do Centro de Pesquisas René Rachou/ FIOCRUZ. Implementou-se
todas as medidas que minimizassem resultados falso-negativos, tais como,
rapida separagdo do plasma (dos componentes celulares do sangue coletado)
e congelamento das amostras do soro e do tecido hepatico a - 70°C. Utilizou-se
controles negativos de forma semelhante aos empregados em outros estudos
(TAGARIELLO et al., 1995).

Desta forma, conclui-se que a detecg¢do do RNA-VHC é um método
laboratorial importante para o diagnostico da infecgao pelo VHC, principalmente
nos portadores de IRC. Nesta populagao, sugere-se a repeticdo do exame
naqueles com 0 primeiro resultado negativo, com o objetivo de descartar a

baixa viremia ou viremia intermitente.



109

7.5.2 No tecido hepatico

Outro modo para se determinar a infecgao pelo VHC, seria a realizagao da
biépsia hepatica com pesquisa do RNA viral no fragmento de tecido hepatico,
aumentando a sensibilidade diagnostica. Contudo, a realizagdo de tal
procedimento, com a retirada de dois fragmentos do tecido hepatico, sendo um
para exame anatomo-patolégico e outro para a pesquisa do RNA viral,
principalmente nos portadores de IRC, aumenta os riscos de complicagoes,
podendo o risco ser superior aos beneficios alcangados.

Nos portadores de IRC (grupo 1), quatro pacientes (5,3%) apresentaram
dois resultados negativos para a RT-PCR no plasma, em amostras diferentes e
um paciente, dentre estes quatro, apresentou infecgao pelo gendtipo 1, subtipo
a, no fragmento de tecido hepatico. Nos candidatos a doagao de sangue (grupo
I1), doze pacientes (15,6%) mostraram resultados negativos para o RT-PCR em
duas amostras diferentes no plasma, porém em cinco pacientes desses doze, a
pesquisa do RNA viral no tecido hepatico através da RT-PCR mostrou-se
positiva e a analise da seqUéncia de nucleotideos encontrou infeccao pelo
gendtipo 1a em todas as amostras analisadas, sugerindo a presenga de
infeccdo oculta pelo VHC (FLUXOGRAMA 2).

CASTILLO et al. (2004) estudaram 100 pacientes que apresentavam
alteragdes nos testes de fungao hepatica (ALT, AST ou y-GT), sem etiologia
definida. Todos os pacientes eram anti-VHC e RNA-VHC negativos no soro.
Detectou-se a presenga do RNA-VHC no fragmento de tecido hepatico de 57%
(57/100) dos pacientes e todos apresentavam infecgao pelo genétipo 1b. Além

disso, 70%(40/57) dos pacientes com detecgdo do RNA-VHC intra-hepatico,
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apresentaram RNA viral nas células mononucleares do sangue periférico. A
analise histologica do figado mostrou que os pacientes com infecgao oculta
pelo VHC eram mais propensos a apresentar atividade necroinflamatoria e
fibrose que aqueles individuos sem RNA-VHC intra-hepatico, e a cirrose
hepatica (F4) foi evidenciada em trés destes pacientes.

Nao esta estabelecido, até o momento, se os pacientes com infeccao
oculta pelo VHC deveriam receber tratamento antiviral e as possiveis
consequéncias da deteccdo do RNA-VHC em células mononucleares do
sangue periférico na transmissdo da doenga, como nos casos de

hemotransfusao, transplantes e hemodialise (CASTILLO et al., 2004; LERAT &

HOLLINGER., 2004).

7.6 Genotipagem do VHC

Neste estudo, observou-se a predominancia do gendtipo 1 nos dois
grupos estudados, ndo se evidenciando diferenca estatisticamente significativa
entre os subtipos 1a e 1b (p=0,222). Sabe-se que a distribuigdo genotipica do
VHC varia entre as diferentes categorias de exposi¢cdo, sendo o genotipo 1
mais freqiiente nos pacientes candidatos a doagao de sangue, hemodialisados
e hemofilicos (OLIVEIRA et al., 1999; CARMO, 1999; BUSEK, 2000).

Quanto ao genétipo 2, segundo mais prevalente no grupo |, houve
diferenca estatistica significativa entre os dois grupos (p=0,016). O gendtipo 3
apresentou prevaléncia de 18,5% no grupo Il, com diferencga estatisticamente
significativa entre os dois grupos (p=0,001) em concordancia com outros

trabalhos (OLIVEIRA et al., 1999) que mostraram ser este genotipo o segundo
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em prevaléncia nos candidatos a doadores de sangue no Brasil. Deve-se
ressaltar que dentre os oitos pacientes infectados pelo genotipo 2, no grupo |,
cinco realizavam hemodialise no mesmo centro, sendo que quatro pacientes
apresentavam infeccdo pelo subtipo 2b e um paciente pelo 2a. Como o
gendtipo 2 nao € prevalente na populagdo geral, infere-se que esteja
relacionado a transmiss&o nosocomial.

Em concordancia com outros pesquisadores (HADIWANDOWO et al.
1994; BOUCHARDEAU et al.; 1995; FABRIZI et al., 1996) os resultados deste
estudo mostraram que as diferengas na distribuicdo dos genétipos do VHC
observadas nos pacientes com e sem IRC, em uma mesma regido geografica,
sugere a possibilidade de transmissao nosocomial no ambiente de dialise.

OLIVEIRA et al. (1999) observaram alta prevaléncia do genétipo 3 nos
pacientes cirroticos, candidatos a doagdo de sangue e usuarios de drogas
i‘Iicitas injetaveis no sul do Brasil. No presente estudo, dentre os 12 pacientes
com genétipo 3 no grupo i, seis (50%) relataram o uso prévio de drogas ilicitas
e em apenas um paciente o exame histolégico evidenciou cirrose hepatica.

As analises das possiveis vias de transmissao do VHC mostram que as
infecgdes pelos subtipos 1a e 3a associam-se ao uso de drogas ilicitas
endovenosas, enquanto o subtipo 1b predomina nas hepatites pos-
transfusionais (PAWLOTSKY et al., 1995; LAU et al., 1996). Em decorréncia
dos diferentes fatores de risco nos pacientes com IRC, a distribuigdo genotipica
nestes pacientes pode ndo ser idéntica aquela de outros individuos com
infeccao pelo VHC pos-transfusional.

Demonstrou-se, neste estudo, a presenca de infecgao por diferentes

genétipos ou subtipos no plasma e no tecido hepatico de um mesmo paciente
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em oito casos (10,5%) do grupo | e em trés casos (3,9%) do grupo Il. Este fato
pode ser explicado pela possibilidade de co-infecgao pelos dois gendtipos ou
subtipos do VHC. Um gendtipo pode inibir ou interferir na replicagéo e/ou na
expressao viral do outro. Por conseguinte, ao se realizar a genotipagem,
evidencia-se a infecgdo apenas pelo gendtipo predominante e o outro
permanece oculto. Nao sao conhecidos os mecanismos desta interferéncia,
havendo especulagdo sobre a produgao de citocinas induzidas pela infecgao
primaria. Este fenémeno parece ocorrer entre virus.hepatotrépicos, como na
co-infecgdo VHB e VHC (MIMMS et al., 1993) sugerindo que a replicagao pelo

VHB possa suprimir a replicagéo pelo VHC (DOLAN, 1995).

7.7 Ultra-sonografia

A textura do parénquima hepatico caracterizada como homogénea ao
ultra-som predominou nos dois grupos estudados, sem diferenga estatistica
significativa (p=0,290).

FURUSYO et al. (2000a) avaliaram 233 pacientes hemodialisados com e
sem infecgdo pelo VHC. Os resultados ultra-sonograficos mostraram que o
padréo ecogénico grosseiro ou nodular do parénquima hepatico predominou
nos pacientes hemodialisados com viremia pelo VHC em relagao aos pacientes
sem infecgao, sugerindo que os pacientes em hemodidlise infectados pelo VHC
apresentaram  maior chance de desenvolver doenga hepdtica,
independentemente dos niveis de ALT normais.

O ultra-som apresenta limitagdes quanto ao diagndstico de doenca

hepatica leve e de cirrose inicial (FURUSYO et al., 2000a). Entretanto, o exame
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ultra-sonografico é util na detec¢cdo precoce do carcinoma hepatocelular nos
pacientes em hemodialise e anti-VHC reativos, mesmo que os testes de fungao
hepatica estejam normais (SAKAI et al., 1996) e sobretudo nos individuos com
diagnostico de cirrose hepatica. Neste estudo, apenas um paciente do grupo |
apresentou nédulo hepatico ao ultra-som. Este foi biopsiado e o resultado do
exame anatomo-patolégico revelou seqlela de abscesso hepatico piogénico,

sem evidéncias de neoplasia.
7.8 Histologia hepatica

Os testes laboratoriais, como a determinacdo sérica da ALT, sao de
pouco valor na avaliagao da gravidade da doencga hepatica cronica, e a hepatite
crénica, geralmente, associa-se com piora histoldgica apés o transplante renal.
Desta forma, alguns autores (POL et al., 1993; RAO et al., 1993; VOSNIDES et
al., 1997, IZOPET et al, 2000) consideram que todos os pacientes
hemodialisados, anti-VH‘C reativos e candidatos ao transplante renal deveriam
realizar a bidpsia hepatica para estadiamento da doenga e, se indicado,
submeter-se ao tratamento anti-viral especifico antes do transplante, pois a
terapia com interferon-a aumenta o risco de rejeigdo vascular aguda nos
pacientes transplantados. Na analise multivariada, observou-se correlagao
estatisticamente significativa entre elevagao de ALT e atividade inflamatéria a
biopsia hepatica (p=0,023).

As analises dos resultados da biépsia hepatica sao limitados por dois
fatores principais: a variagao inter-observador e de amostra (POL et al., 2004).

Desta forma, considera-se adequado para analise histolédgica um fragmento de
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tecido hepatico maior que 1,5 cm de comprimento ou com cinco ou mais tractos
portais (BRAVO et al., 2001; REGEV et al., 2002). Com o objetivo de diminuir a
variagao inter-observador utilizou-se o sistema de classificagao do METAVIR,
descrito por BEDOSSA et al. (1996). Esta classificagdo permite boa
reprodutibilidade e excelente grau de concordancia inter-observador,
combinando duas analises separadas de atividade inflamatéria e de fibrose.

Dois patologistas experientes analisaram todas as laminas do fragmento
de tecido hepatico, sem conhecimento dos dados clinicos dos pacientes e sem
que um soubesse 0 resultado do outro examinador. Eles concordaram na
avaliacéo inicial da atividade inflamatoria em 61,8% dos casos e na fibrose em
52,5%, sendo considerado o grau de concordancia moderado (REGEV et al,,
2002). A seguir, os resultados discordantes foram analisados em conjunto,
obtendo-se um consenso, o qual foi utilizado para a comparagdo entre os
grupos.

Avaliou-se as manifestagbes da hepatite C através das alteragées
histolégicas, utilizando os critérios semi-quantitativos do METAVIR e néo se
encontrou diferenca estatisticamente significativa com relagdao a atividade
inflamatéria (p=0,478) e fibrose (0,268), mesmo apods os resultados do
consenso acordados pelos dois patologistas.

FERREIRA (2002) estudando pacientes com e sem IRC e anti-VHC
reativos, encontrou nos portadores de IRC: graus semelhantes de
estadiamento; menor intensidade da atividade necro-inflamatoéria portal e
periportal; € grau mais acentuado de atividade necro-inflamatoria

parenquimatosa entre os dois grupos.
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A progressao da hepatite crénica para cirrose, pode relacionar-se a
fatores do hospedeiro, tais como: sexo, idade, uso de alcool ou co-infecgao
com outros virus. Entretanto, o estado imunologico parece ser o fator do
hospedeiro mais importante. A resposta vigorosa pode eliminar o VHC e ocorre
em 15% dos individuos que entram em contato com ele, enquanto nos
pacientes cronicos ou imunossuprimidos, a doenga evolui mais rapidamente
para cirrose e carcinoma hepatocelular, quando comparada aos
imunocompetentes. A persisténcia do processo inflamatdério hepatico constitui o
principal mecanismo responsavel pela fibrogénese (STRAUSS, 2001).

Como a populagao estudada constitui-se de pacientes hemodialisados
que, pela condigao urémica sao imunocomprometidos, esperava-se que eles
apresentassem evolugao mais rapida da doenga, alcangando mais rapidamente
o estagio de cirrose hepatica, como ocorre com outros individuos
imunocomprometidos (POL et al,, 1998), Porém, isso nado se observou. Em
concordancia com os resultados encontrados neste estudo, varios outros
estudos transversais (CARAMELO et al., 1993; POL et al., 1993; STERLING et
al., 1999; GLICKLICH et al., 1999: MARTIN et al., 2000; COTLER et al., 2002;
ROTH et al., 2002) demonstraram doenga hepatica menos agressiva nos
individuos portadores de doenga renal com atividade da doenca leve a
moderada e elevada proporgdo dos pacientes com ALT normais. MEYERS et
al. (2003) realizaram revisao destes trabalhos mostrando que a proporgao de
pacientes hemodialisados com fibrose avangada ou cirrose tende a ser baixa,
variando de 5% a 32%.

Algumas condigdes podem relacionar-se com a evolugdo menos grave

da doenga hepatica nos hemodialisados, entre elas: a imunossupressiao com
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prejuizo da resposta do hospedeiro ao virus; a produgdo de interferon-a
durante a hemodialise; e a carga viral menor.

Os fatores relacionados ao virus (carga viral e genotipo) podem
influenciar a evolugao da hepatite crénica pelo VHC. Os resultados dos estudos
sao divergentes, sendo que alguns deles mostraram niveis séricos do RNA-
VHC mais elevados em doengas hepaticas mais avangadas, enquanto outros
demonstraram que podem ocorrer niveis muito altos de RNA-VHC em
pacientes com enzimas normais, sem grandes alteragbes hepatocelulares
(MARCELLIN, 1999).

Assim, GRAMP et al. (2000) encontraram que o comprometimento da
resposta imune associado com a carga viral baixa contribuiu para a inabilidade
da resposta imune humoral prépria e para a doenga hepatica leve observada
nos pacientes em dialise. Outros estudos evidenciaram desequilibrio entre as
respostas Th1 e Th2 nos hemodialisados, ocasionando superprodugao de
citocinas pro-inflamatérias (IL-12) e ativagédo de células T (SESTER et al.,
2000). Esta alteragdo no sistema imunolégico poderia explicar a aparente
inabilidade de alguns pacientes em dialise apresentarem resposta normal para
anticorpos anti-VHC. No entanto, o procedimento dialitico pode resultar na
estimulagdo da varias respostas imunolégicas, tais como: ativagdo do
complemento, produgao de fator de necrose tumoral (FTN) e interleucina-1
(HIGUCHI et al., 1997; LE MEUR et al., 1999). Esses fatores inflamatorios
podem contribuir para a supressao viral, mesmo na auséncia de reposta imune
adequada (HANUKA et al., 2002)

RAMPINO et al. (1999) estudaram dois grupos de pacientes, um em

tratamento dialitico e o outro sem doenga renal, comparaveis para duragao da
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infecgao e gendtipo (todos eram 1b), para que os efeitos da dialise na doenga
hepatica pudessem ser estudados na auséncia destes fatores de confusao.
Eles demonstraram que a doenga hepatica relacionada ao VHC mostrou-se
benigna nos pacientes em tratamento dialitico, porém utilizaram a classificagao
histolégica de Knodell ef al. (1981), modificada por Ishak et al. (1995), diferente
da classificagao utilizada neste estudo (METAVIR). Os autores evidenciaram
que a hemodialise aumentou 0s niveis séricos do fator de crescimento
hepatocitario atraves da ativagao de células mononucleares do sangue
periférico pela circulagdo extracorpérea. O fator de crescimento hepatocitario é
um potente estimulador da proliferagdo de hepatécitos e parte de seu efeito
protetor pode resultar da reparagao acelerada do figado e outro mecanismo
seria a supressao da apoptose induzida pelo VHC. Os autores sugeriram que a
hemodialise seria um fator protetor para o individuo infectado pelo VHC contra
é progresséo da doenga hepatica.

Outro estudo envolveu 50 pacientes portadores de IRC e anti-VHC
reativos e comparou com duas populagdes portadoras de anti-VHC reativo,
sendo uma com ALT persistentemente normal e outra com ALT elevada
(STERLING et al, 1999). Os autores observaram pelo indice de atividade
histologica de Knodell et al. (1981), que a porcentagem de pacientes com
fibrose em ponte ou cirrose no grupo renal crénico era semelhante ao
observado nos pacientes controle com ALT normal, mas significativamente
menor que o observado nos controles com ALT elevada. Como a maioria dos
pacientes portadores de IRC apresentaram niveis séricos de ALT normais e
nao houve referéncia com relagao ao tempo de infecgdo nos diferentes grupos,

a analise comparativa dos graus de estadiamento torna-se dificil.
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7.8.1 Marcadores histologicos da infecgao pelo VHC

Com relagdao aos marcadores histolégicos de hepatite C cronica
encontrou-se predominio da esteatose leve (até 33%) nos grupos | e Il (14,5%
e 33,8%), respectivamente, com diferenga estatisticamente significativa entre
os grupos (p=0,002). A esteatose moderada (33% a 66%) e acentuada
(superior a 66%) nao foram evidenciadas nos par:;ientes hemodialisados e
apenas 3,9% (3/77) dos pacientes no grupo |l apresentavam esteatose
moderada. Menor proporgao de pacientes com esteatose hepatica também foi
observada por FERREIRA (2002) ao descrever os achados histolégicos entre
individuos portadores ou nao de IRC, com infecgdo crénica pelo VHC (11% vs.
57%; p< 0,001), respectivamente.

No grupo Il, dentre os doze individuos portadores de infecgao pelo
genotipo 3 do VHC, seis (50%) apresentavam esteatose hepatica (p=0,301).
Vvarios pesquisadores encontraram correlagdo entre esteatose hepatica e
infeccdo pelo gendtipo 3. RUBBIA-BRANT et al. (2000) encontraram
associacdo entre esteatose hepatica e infecgdo pelo gendtipo 3, parecendo
correlacionar-se com o nivel de RNA-VHC intra-hepatico, representando efeito
citopatico do virus. WESTIN et al. (2002) encontraram que a esteatose em
pacientes infectados pelo gendtipo 3 € considerada fator de risco para fibrose
hepatica, justificando o inicio de tratamento precoce.

A esteatose hepatica representa o acumulo de triglicérides no figado, o
que pode ocorrer devido a alguns fatores, tais como: mobilizagdo excessiva

dos acidos graxos livres do tecido gorduroso; diminuigao da liberagao hepatica
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de acidos graxos livres ou pelo comprometimento da beta-oxidagao dos acidos
graxos livres (TENDLER, 2004). Como aproximadamente um tergo dos
pacientes em dialise apresentam hipertrigliceridemia (NICHOLLS, 2003),
esperava-se que a esteatose hepatica fosse mais freqiiente nesta populagéao,
mas isto ndo foi observado neste estudo. Uma possivel justificativa seria a
deficiéncia da lipase lipoprotéica observada nesses pacientes, resultando na
reducdo da lipdlise das lipoproteinas ricas em triglicérides (lipoproteinas de
densidades muito baixa ou VLDL).

Em relagdo a presenga de agregados linféides nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre os dois grupos estudados (p=0,749). Como
a frequéncia dessa alterag@o relaciona-se com a resposta imunolégica do
hospedeiro, esperava-se que ele fosse menos prevalente nos pacientes
hemodialisados. A presenga de agregados linféides nos tractos portais
apresenta ampla variacao (8,8% a 78%) entre os diferentes trabalhos (BACH et
"al., 1992; SCHEUER et al,, 1992; McMAHON et al., 1994, DEMIRHAN et al.,
1996).

HWANG et al. (2001) mostraram que a agressao ao epitélio dos ductos
biliares pode associar-se a infecgéo pelo genétipo 1 do VHC, a maiores graus
de inflamagédo portal e a presenca de agregados linfoides. Os resultados
obtidos, neste estudo, mostraram maior freqiéncia deste achado entre os
candidatos a doagao de sangue (22,1%) em comparagéo ao grupo IRC (15,8%)
embora sem diferenga estatistica significativa entre os dois grupos (p=0,321).
As lesoes ao epitélio do ducto biliar sdo achados histologicos caracteristicos
em pacientes com infeccdo pelo VHC, porém o significado clinico e a

patogénese néo estdo esclarecidos.
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7.8.2 Siderose Kupfferiana e hepatocitaria

As sideroses kupfferiana (p=0,000) e hepatocitaria (p=0,000) mostraram-
se mais prevalentes nos pacientes hemodialisados em comparagao aos
candidatos a doacao de sangue. A siderose evidenciada na analise histologica
dos fragmentos hepaticos provenientes dos pacientes hemodialisados pode ser
conseqiiéncia das hemotransfusées, com acumulo de ferro, na forma de
pigmentos de hemossiderina nas células endoteliais portais, nos macrofagos e
no proprio parénquima (hepatocitos). Entretanto, nos ultimos anos, com o uso
mais freqiiente da eritropoetina humana, as hemotransfusdes tornaram-se
menos comuns e, desta forma, acredita-se que a hemossiderose observada
ocorreu devido a administracdo de ferro parenteral objetivando a corregao das
reservas deste elemento. Devido as perdas freqlientes de sangue, através da
membrana do dialisador e da coleta rotineira de sangue para exames
laboratoriais, a populagao renal crénica em dialise geralmente apresenta indice
de saturagéo de transferrina e ferritina diminuidos e necessitam, portanto, de
reposigao de ferro. Os graus elevados de siderose hepatocitaria encontrados
no presente estudo, sugerem que a dose de ferro administrada pode ser

excessiva, acarretando risco de piora da fibrose hepatica nestes individuos.

7.9 Complicagdes da biopsia hepatica

Neste estudo, 53 pacientes hemodialisados e 43 candidatos a doagéo

de sangue submeteram-se a pesquisa do RNA-VHC no tecido hepatico. Apesar
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dos cuidados tomados, as complicagdes da biopsia hepatica foram frequientes
e graves, observando-se que todas ocorreram nos portadores de IRC (grupo I).

VAN LEEUWEN et al. (1995) encontraram que 6% das complicagdes
ocorrem dentro de duas horas e 96% em até 24 horas apés o procedimento.
Dor e hipotensao foram citadas como as complicagées mais freqientes para as
quais 0s pacientes sao internados (GARCIA-TSAO & BOYER, 1993).
Aproximadamente 25% dos pacientes referem dor no quadrante superior direito
ou no ombro direito, sendo descrita como persistente, leve e transitoria
(CASTERA et al., 1999). A dor abdominal intensa deve servir de alerta para a
possibilidade de complicagdo grave, como sangramento abdominal. O
hemotorax e a hemobilia sdo também citados como complicagbes raras na
populagao sem uremia.

Embora as complicagées da bidpsia hepatica sejam mais freqliientes nos
portadores de doenga renal, STERLING et al. (1999) biopsiaram 50 pacientes
com IRC e anti-VHC reativos e nao encontraram complicagbes, como
sangramento ou infecgdo, independente do método utilizado para coleta do
fragmento (biopsia percutanea guiada por tomografia computadorizada,
percutanea com agulha de Klatskin, transjugular e intraoperatéria durante a
laparotomia). Entretanto, COTLER et al. (2002) relataram a ocorréncia de trés
complicagbes em 34 bidpsias percutaneas realizadas em portadores de IRC
candidatos ao transplante renal (dois eventos relacionados ao procedimento e
um relacionado a dialise insuficiente) e nenhuma complicagido ocorreu nos
pacientes submetidos a biopsia hepatica transjugular. Assim sendo, os autores
sugerem que a bidpsia hepatica transjugular seja considerada para avaliagdo

da hepatite C devido aos riscos da bidpsia percutanea nos pacientes urémicos.



No presente estudo, a dor abdominal intensa foi referida por trés
pacientes, sendo essa caracterizada como dor que requereu analgesia
endovenosa, associada a repercussées no estado clinico ou hemodinamico do
paciente ou a necessidade de repetir ou realizar novos exames como ultra-som
ou tomografia computadorizada abdominal para esclarecimento diagnostico. A
dor intensa associou-se ao sangramento abdominal ou hemobilia em todos os
casos, indicando a presenga de complicagao pos-biépsia potencialmente grave.

Seis pacientes apresentaram sangramento abdominal, porém evoluindo
bem com a instituicdo das medidas clinicas indicadas, com excegao de uma
paciente que apresentou sangramento abdominal importante, sem resposta as
medidas clinicas instituidas, apresentando parada cardio-respiratoria nao-
responsiva as medidas de ressucitagdo e evoluindo para o oObito. Trés
pacientes apresentaram hemobilia, sendo que uma paciente apresentou
obstrugdo da papila duodenal, necessitando de papilotomia para desobstrugao
das vias biliares, com drenagem de sangue em grande quantidade e
pancreatite aguda. Posteriormente, a paciente desenvolveu colecistite, sendo
realizado colecistectomia, evoluindo com controle do sangramento e melhora
clinica. Dois pacientes apresentaram hemotoérax necessitando de drenagem e
hemotransfusao.

Observou-se que os pacientes portadores de IRC apresentaram taxas
elevadas de complicagbes (13,2%) quando comparadas aos individuos sem
uremia, apesar de nao apresentarem alteragdes nos exames de coagulagio,
justificando a necessidade de internagao dos pacientes para acompanhamento
clinico. Uma provavel explicagao € a disfungdo plaquetaria apresentada por

esses pacientes. Adicionalmente, com o decorrer do estudo, procedeu-se a
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administracao de vasopressina (DDAVP) na dose de 0,3pg/Kg, uma hora antes
do procedimento. Nos pacientes hemodialisados que submeteram-se a biopsia
hepatica, tomou-se o cuidado para que a dialise antecedente e subseqiiente ao
procedimento fosse realizada sem heparina.

A taxa de mortalidade apds biopsia hepatica percutanea é
aproximadamente de 1 em 10.000 a 1 em 12.000 casos (McGILL et al., 1990;
VAN THIEL et al, 1993), sendo idade mais avangada, cirrose ou
hepatocarcinoma considerados fatores de risco para sangramento apés a
biopsia (JANES & LINDOR, 1993). A paciente que evoluiu para 6bito, no grupo
|, nao apresentava nenhum dos fatores de risco para a ocorréncia de
sangramento pés-biépsia e, neste caso, a bidpsia foi realizada por
videolaparoscopia, sem intercorréncias durante o procedimento. Os resultados
encontrados demonstraram que a bidpsia hepatica € necessaria para o
éstadiamento, terapéutica e acompanhamento da doenga, porém de maior

risco nos pacientes hemodialisados.
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CONCLUSOES



8 CONCLUSOES

e A infecgdo pelo VHC mostrou-se com elevada prevaléncia (21,4%) nos
centros de didlise estudados.

. Além da transmissdo nosocomial, o passado de hemotransfusao foi
considerado o principal fator de risco para a infecgao pelo VHC no grupo
IRC.

e Houve menor elevagdo de ALT na populagdo portadora de IRC em
dialise. O aumento de ALT correlacionou-se com atividade inflamatoéria a
biopsia.

e A presencga do anti-VHC reativo correlacionou-se com a viremia nos
portadores de IRC em didlise (94,7%).

e A identificagdo do RNA-VHC no tecido hepatico em 6,3% (6/96) dos
pacientes sem viremia indica infecgao oculta pelo VHC e alerta para o
risco de transmissdo do virus nestes casos. Este achado implica em
reavaliagao dos critérios de tratamento.

e A identificagao do genétipo 2 do VHC como o segundo mais prevalente
nos hemodialisados aponta para a transmissdo nosocomial, visto que
este genotipo nao se mostrou prevalente na regido geografica estudada.

e A identificacdo de gendtipos diferentes do VHC no plasma e no tecido
hepatico pode decorrer de co-infecgado. Este fato deve ser considerado
no tratamento.

o Observou-se elevado grau de siderose Kupfferiana e hepatocitaria nos
portadores de IRC. Os dados obtidos sugerem a necessidade de revisdo

dos protocolos de reposi¢ao de ferro parenteral nos centros de didlise.
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e A analise histoldgica da bidpsia hepatica nao evidenciou diferencas
estatisticamente significativas nos dois grupos estudados, com relagao a
atividade inflamatéria e a fibrose. A presenga de siderose nos
hemodialisados e o tempo de infecgdao pelo VHC, indefinido neste
estudo, podem ter aumentado a prevaléncia da lesdao hepatica nos
hemodialisados.

e O exame ultrasonografico nao evidenciou diferengas entre os dois
grupos estudados.

e As complicagdes decorrentes da bidpsia hepatica sd ocorreram nos
portadores de IRC e foram atribuidas a distlrbios de coagulagao, sendo

considerada procedimento de maior risco nestes individuos.
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There has been, lately, an increasing interest in studying the behavior of the
hepatitis C infection in patients with terminal renal failure. In the present study,
the following aspects of the disease were evaluated: 1) the prevalence of
hepatitis C in patients with renal failure; 2) clinical and epidemiological aspects
of the infection: 3) the detection of HCV-RNA in plasma and liver tissue and the
identification of the genotypes; 4) ultrasonographic alterations of the liver; and,
5) histological alterations in fragments of liver obtained by needle biopsy. This is
a study of coorte comparing patients with chronic renal failure (Group 1) with
blood donor candidates (Group Il). All tested positive for hepatitis C infection by
an ELISA technique. 76 patients in Group | and 77 volunteers in Group Il have
been selected for the study. The RNA for HCV was sought in liver and plasma
using the nested polymerase chain reaction-reverse transcriptase (RT-PCR)
and genomic sequencing. Genotyping was performed using the restriction
fragment length polymorphism (RFLP) technique and genomic sequencing. All
patients underwent liver biopsy. The middle ages for Groups | and Il were 43
and 40, respectively. Elevated serum levels of ALT were described in 44.7% of
Group | patients and 63.6% of Group Il individuals (p=0.019). Serum markers of
cured hepatitis B infection and the use of hepatotoxic drugs were more
prevalent in Group | and alcohol abuse in Group Il. On ultrasound a normal liver
texture was noticed in 86.8% and 80.5% in Groups | and Il, respectively
(p=0.290). Hepatits C viral RNA was identified in the sera of 72 patients (94.7%)
in Group | and in 65 volunteers in Group Il (p=0.022). The genotype 1 was the
most common genotype found in both groups. Genotype 3 was more prevalent
in Group Il (p=0.001), and genotype 2 was described in 8 patients in Group |

(10.5%) and in one individual of Group Il (1.3%)(p=0.016). In six out of 96
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patients (6.3%) the RT-PCR was found to be negative in sera and positive in
the liver. Liver histology, classified according to METAVIR, showed no statistical
difference in inflammation and fibrosis, when groups | and Il were compared;
liver steatosis and siderosis, though, were more frequently reported in Group .
Summing up, in the present study, genotype 1 of hepatitis C predominated,
followed by genotype 2 in patients with chronic renal failure. There was no
significant difference in viral load for both groups. Siderosis (in Kuppfer cells
and in hepatocytes) was more frequently observed in Group | and this may
have increased the frequency of liver fibrosis in Group I. Severe complications

of liver biopsy were observed only in patients with renal failure.
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QUESTIONARIO — HEPATITE C
Doadores de sangue e Hemodialisados.
CTR-Orestes Diniz-PBH/UFMG

Registro no SAME:

N° Protocolo: __

DATA (da 1* consulta): __/_/__ DATA (preenchimento do quest.): __/__/

Médico: CRM: __

1) IDENTIFICACAO: -

1.1) Nome:

1.2) Endereco: Rua/Av.

Ne: Apto: Bairro: Cidade:
CEP: Telefones:

1.3) Sexo: 1. Masc. 2.Fem. 9.8I

1.4)DN:__/_[__

1.5) Idade completa (em anos):
1.6) Cor da pele: 1. branca 2. preta 3. outras 9.8I
1.7) Naturalidade: 1.BH 2.RMBH 3. Interior de MG 4. Outro Estado
5. Estrangeiro 9. SI Cidade:
1.8) Residéncia: 1.BH 2.RMBH 3.Interior de MG 4. Outro Estado 5. Estrangeiro
9. SI Cidade:
1.9) Escolaridade formal: l.nenhuma 2. 1°grauincompl. 3. 1° grau compl. 4.2° grau
incompl. 5. 2° grau compl. 6. superior incompl. 7. superior compl.

8. pés-graduagdo 9. SI
1.10) Est.civil/marital: 1. solteiro 2.casado 3.amaziado(unido) 4. Separado

5. divorciado 6. viavo 9. SI i

1.11) Profissdo/ocupagdo: Gédigo:
1.12) Renda individual mensal: salarios minimos
1.13) Cobertura assistencial: 1.Apenas SUS 2. Mista 9.8l

2) HISTORIA DA MOLESTIA ATUAL:
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2.1)AE: -_

2.2)HP: o

2.3)HF: -

2.4)HS:

3) EPIDEMIOLOGIA:
3.1) Data da ultima doagao de sangue(motivo da consulta): / /

3.2) Local desta doagao: 1. F. Hemominas 2. Hemoservice 3. Biocor 4. H.F. Rocho

5. Outros Especificar: 8NA  9.S]
:3) Qual o motivo d a doagdo d . Naar-a™

i}’1.I\I)z~1(()2821be m%.lI:Il?X CS;. SI ¢do de sangue: 1. Voluntario 2. Reposi¢io 3. Convocagio
3.4) Primeira doagfo de sangue: 1.Sim 2.Na@o 3.Nidosabe 8. NA 9.SI
3.5) Se ndo, qual (is) o (s) local (locais) da (s) doagiio(des) anterior(es): =t
1. F. Hemominas 2 Outros 3. F. Hemominas e outros 4. Nfio sabe 8. NA 9. SI
3.6) Quantas vezes ja doou sangue antes? 1.Uma 2. Duas 3.Trés 4 M"li% de lr 7
Nzo sabe 8. NA 9.SI " cs /.
3.7) Com que freqiiéncia vinha doando sangue? 1. Mais de uma vez 2
ano 3. Menos de uma vezao ano 7. Ndo sabe 8. NA 9.5l il e
3.8) Data da peniltima doag&o de sangue: 1. Antes de ag .

. ; . gostode 1992 2. agosto de
1992 (inclusive) 4. Ndosabe 8. NA 9.SI Data: [/ |/ Apos agosto de
3.9) ~Sua penultima dczagﬁo teve algum problema com resultado sorolégico? 1. Sim 2.Nio
3. Nio sabe porque nao recebeu resposta 4. Nido sabe porque nidio procurou saber g ' N"”
sabe por outro motivo -especificar: SNA S| Ex - NQo
3.10) Na sua penultima doagao de sangue o seu anti-HCV foi: 1 p e N
Nio sabe 8.NA 9.51 t LPositivo 2. Negativo 3.
3.11) Nesta iltima doagdo de sangue, o valor de TGP(ALT) estava: 1.Elevado 2. Normal

8.NA 9.51
3.12) Nesta ultima doagdo de sangue houve positividade para alg .
sorologico (exceto ALT): 1.Sim 2.Ndo 8NA 9. SI;dra algum outro marcador
3.12.1) Os resultados para os demai Voo s

) iy foraml? is marcadores soroldgicos, em sua ultima doagiio de

a) Anti-HBc-total: 1.Positivo 2. Negativo 3. Indeterminad
. . o 8.

b) HBsAg: 1.Positivo 2. Negativo 3. Indeterminado 8.NA 9N§‘;\ 9.51
c) Ant1:HIV-1/2(EIA): 1.Positivo 2. Negativo 3. Indctcrminado. 8 NA 9.SI
d) Anti-HIV-1/2(W-Blot ou RIF): 1.Positivo 2. Negativo 3. Indcterminado 8}\]/\ 9.5
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¢) VDRL: 1) Reativo 2. Nao reativo 3. Indeterminado 8.NA 9.S]
f) FTA-Abs ou HAI ou EIA p/sifilis: 1.Positivo 2. Negativo 3. Indeterm. 8.NA  9.SI
g) Anti-HTLV-VII(EIA): 1.Positivo ~ 2. Negativo 3. Indeterminado  8.NA  9.S]
h) Anti-HTLV-VII(W-Blot): 1.Positivo 2. Negativo 3. Indeterminado  8§.NA  9.S]
g) T.cruzi (HAU/RIF/EIA): 1.Pos(2 testes +) 2. Neg 3. Indeterm.(] teste +) 8.NA 9.SI
3.13) Tem passado de hemotransfusdo? 1.Sim 2.Nao 3.NS 9. SI
3.14) Se ja hemotransfundido, cla ocorreu: 1. Antes de ago/1992 2. Apos ago/1992
3. Antes ¢ apos ago/1992  8.NA 9.SI
3.15) Se ja hemotransfundido, datas:
3.15.1) Primeira transfusdo: ___/__/ __ Local:
3.15.2) Ultimatransfusio :__/ /  Local:
3.15.3) N° de hemotransfusdes: 1.apenas uma 2.de2a35 3.de6-10 4.>10 SNA 98I
3.16) Preferéncia sexual: 1. heterossexual 2. homossexual 3. bissexual 8. NA 9. S|
3.17) Parceiro sexual € portador do anti-HCV: 1. Sim (anti-HCV=pos) 2. Nio (anti-
HCV=neg) 8.NA 9.SI
3.18) N° de parc. sexuais nos ultimos 3 anos foi >2p/ano? 1.Sim 2. Nio 8. NA 9.SI
3.19) Ja fez uso de drogas ilicitas em qualquer fase da vida? 1. Sim 2. Nio 8. NA 9.SI
3.20) Ja fez uso de drogas ilicitas EV em qualquer fase da vida? 1. Sim 2. Nio 8. NA 9.S]
3.21) Se usudrio de drogas EV, a época: 1. Atual 2. Passado 8NA 9.SI
3.22) Se usudrio de drogas, o tipo e o periodo:
3.22.1) Maconha: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.SI Periodo:
3.22.2) Cola: 1. Sim 2.Ndo 8. NA 9.SI Periodo:
3.22.3) Cocaina inalatéria: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9. SI Periodo:
3.22.4) Crack: 1. Sim 2.N@o 8.NA 9.SI Periodo:
3.22.5) Ecstasy: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.SI Periodo:
" 3.22.6) Cocaina EV: 1. Sim 2.Niio 8.NA 9.SI Periodo:
3.22.7) Heroina EV: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.SI Periodo:
3.22.8) Outra(especificar): : 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9. SI Periodo:
3.23) Historia familiar de hepatite? 1. Sim 2. Nio 8.NA 9.SI Parente:
3.24) Se ha histéria familiar de hepatite, elaé: 1. A 2.B 3.C 4.Outra $.NA 0S|
3.25) Outras vias de infecgdo:
3.25.1) Tatuagem: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.SI Periodo:
3.25.2) Acupuntura: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.SI Periodo:
3.25.3) Cirurgias: 1. Sim 2.Ndo 8.NA 9.SI Tipo: Periodo:
3.25.3) Acidente pérfuro-cortante: 1. Sim 2.Ndo 8NA 9.SI Periodo:
3.25.4) Outros (especificar): 1.Sim 2.Nio 8.NA 9.SIPeriodo:

4) HISTORIA PREGRESSA:

4.1) Passado de hepatite clinica ouictericia? 1.Sim 2. Nio 8. NA 9. SI.

4.2) Se sim, quando (més / ano):

4.3) Se sim, qual tipo: 1. VHA 2.VHB "3.VHC 4. VHD 5.Alcodlica 6.Drogas
7. Desconhecida 8.0Outras 9NA 0. SI

4.4) Passado de esquistossomose: 1. Sim, tratada (data: 1) RS a1k
tratada 3.Ndo 8.NA 9.SI —

4.5) Alcoolismo (ingestdo >40g/dia) em alguma época? 1. Sim, atual (no tltimo ano)
2. Sim, passada (até 12 meses atrds) 3. Nido 8.NA. 9. S|
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4.5.1) Se alcoolatra, por quanto tempo: 1. Menos de 1 ano 2. 2lano ¢ <Sanos 3.25
anos e <10 anos 4.>10anos 8.NA 9.5I
4.6) Uso regular de medicamentos hepatotoxicos: 1. Sim 2. Nio 9. SI

4.6.1) Se uso de droga hepatotoxica, especificar:

Nome: Tempo de uso:
Nome: Tempo de uso:
Nome: ‘ Tempo de uso:

4.7) Vacinagio anti-VHB: 1.Completa (3 ou + doses) 2. Incompleta (<3 doses)  3.Nfio -
vacinado 9.SI

4.8: Vacinagio anti-VHA: 1.Completa (2 ou + doses) 2. Incompleta (<2 doses)  3.Niio
vacinado 9.SI Nome da vacina:
4.9) Outras comorbidades passadas:

4.9.1) CID:

49.2) CID:

4.9.3) CID: —

4.9.4) CID: -
4.10) Outras comorbidades presentes: —

4.10.1) CID:

4.10.2) CID: -

4.10.3) CID:

4.10.4) CID:

4.11) E portador de Insuficiéncia Renal Cronica? 1.Sim 2. Nao 8.NA  9.SI
4.12) Se sim, realiza hemodidlise? 1.Sim 2. Nio 8.NA . 9.5l

4.13) Inicio do tratamento dialitico atual: / /

4.14) Tempo em hemodialise: (anos).

4.15) Ja foi submetido a transplante renal: 1.Sim 2. Ndo 8.NA 9.SI

4.16) Se sim, data: | 1__elocal (hospital/cidade)
4.17) Tempo de sobrevida do enxerto: (meses).

4.18) Recebeu hemotransfusio durante ou apos a cirurgia de transplante? 1.Sim 2. Nao
8.NA 9.SI

5) SOROLOGIA:
5.1) Data do teste anti-HCV positivo que o trouxe a esta consulta: U
5.2) Este teste anti-HCV positivo que o trouxe a este servigo foi o seu primeiro teste para
hepatite C? 1.Sim 2.Ndo 8NA 9.SI _
5.2.1) Se ndo, seu Gltimo teste anti-VHC era: 1. positivo 2. negativo 3. indeterminado
4. ndo realizado 8. NA 9.SI  Data: / /
5.2.2) Data do primeiro anti-VHC ELISA positivo: / /
5.2.3) Data do ultimo teste anti-VHC ELISA negativo: / /
5.3) Houve soroconversdo para o anti-VHC? 1.Sim 2. Nio 8.NA 9.S]
5.4) Anti-VHC RIBA: 1. Posit. 2. Negat. 3. Indeterm. 8. NA. 9.8I
5.4.1) Se Anti-VHC-RIBA positivo, o padrio das bandas:

5.5) Aumento de TGP/ALT (> 2x o normal) em algum momento: 1. Sim 2. Nio
8.NA 9.SI
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5.6) Se TGP aumentado, cle se fez de modo: 1. Persistente (todas medidas)
2. Flutuante (mais de uma vez, porém nido em todas) 3. Transitorio (apenas numa
medida) 4. Somente na fase aguda 5.NI 8.NA 9. Sl

5.7) Se portador crénico do HBsAg, seu estado sorologico para VHB ¢:

5.7.1) HBeAg: 1.Positivo 2. Negativo 3. Indeterminado  8.NA  9.5]

5.7.2) Anti-HBe: 1.Positivo 2. Negativo 3. Indeterminado  8.NA  9.8]

5.7.3) Anti-HBs: 1.Positivo 2. Negativo 3. Indeterminado  8.NA  9.8I

5.8) Dosagens de TGP: UVL Data: /|
UI/L Data: __ /__/

___UvL Data: ___/__/___

______uvL Data: __/__/___

_UVL Data:___/__ [/ __

____uvL Data: ___/__ |

UL Data: /|

UVL Data: __ / _/

UVL Data: /[
UVL Data: __ /[

5.9) TSH: 1.Normal 2. Elevado 3. Diminuido 8.NA 9.SI

5.10) T4 livre: 1.Normal 2. Elevado 3. Diminuido 8.NA 9.51

5.11) Ac anti-tireoidiano: 1. positivo 2. negativo 8. NA 9. Sl

5.12) Fator anti-nicleo (FAN): 1. positivo 2. negativo 8. NA 9. SI Titulo:
5.13) Ac anti-musculo liso: 1. positivo 2. negativo 8. NA  9.SI  Titulo:

5.14) AcAnti-KLM;: 1. positivo 2. negativo 8. NA 9. SI Titulo:

6) PCR para VHC:
6.1) Realizado PCR-VHC no plasma: 1. Sim 2. Ndo 8. NA 9.SI Data:___ / /_

6.2) Se realizado o PCR no plasma, o resultado foi: 1. Positivo 2. Negativo
3.Indeterminado 8. NA 9. SL
6.3) Se PCR no plasma positivo, o gendtipo encontrado: 1. Um 2. Dois 3. Trés

4. Quatro 5.Cinco 6. Seis 7. Mais de um (especificd-los: )8.NA 9.81
6.4) Carga viral:

6.4.1) Valor: (log: BaE b o

6.4.2) Valor: (log: VDo

6.4.3) Valor: (log: )Data: /[

6.4.4) Valor: (log: YData: /[

6.4.5) Valor: (log: Dats o wl

6.5) Realizado PCR-VHC no figado: 1. Sim 2.Ndao 8.NA 9.SI Data: / /
6.6) Se realizado 0 PCR no figado, o resultado foi: 1. Positivo 2. Negativo S
3.Indeterminado 8. NA 9. SL.

6.7) Se PCR no figado positivo, o gendtipo encontrado: 1. Um 2. Dois 3. Trés

4. Quatro 5. Cinco 6. Seis 7. Mais de um (especifici-los:_ )8, NA 9.8l

7) ANAMNESE:

7.1) Tem sinais ou sintomas de insuficiéncia hepatica? 1. Sim 2.Nio 8. NA 9. SI
7.2) Astenia? 1. Sim 2.Nido 8.NA 9.SI

7.3) Hiporexia? 1. Sim 2.Nio 8.NA 9. SI

7.4) Dor/desconforto hipocondrio direito? 1.Sim 2.Nio 8.NA 9.SI
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7.5) Artrite? 1.Sim 2.Nio 8. NA 9.SI

7.6) Dermatite? 1. Sim 2. Nio 8.NA 9.8I

7.7) Liquen plano (oral)? 1. Sim 2.Niao 8.NA 9.8l

7.8) Outras manifestacdes extra-hepaticas? 1.Sim 2. Nio 8.NA 9 SI
7.9) Se sim, qual(ou quais)manifestagfio(des): '

7.9.1) (CID-10):

7.9.2) (CID-10): )

7.9:3) (CID-10): —
8) EXAME FiSICO: Peso: PA: FC: FR: T

8.1) Ascite: 1.Sim 2.Nio 8.NA 9.8l

8.2) Ictericia: 1.Sim 2.Ndo 8.NA 9.SI

8.3) Hepatomegalia: 1.8im 2. Ndo 8.NA 9.SI

8.4) Esplenomegalia: 1.Sim " 2.Ndo 8.NA 9.SI

8.5) Aranhas vasculares: 1.Sim 2.Nio 8.NA 9.SI

8.6) Eritema palmar: 1.Sim 2.Nio 8.NA 9.S8I

8.7) Flapping: 1.Sim 2.Nao 8.NA 9.SI

8.8) Encefalopatia: 1.Sim 2.Nio 8.NA 9.SI

8.9) Hemorragia por hipertensio porta: 1.Sim 2.Nfo 8.NA 9. S|
8.10)Varizes de esbfago: 1.Sim 2.Nio 8.NA 9.8I] h
8.11) Hematémese: 1.Sim 2.Nio 8.NA 9.S§I]

8.12) Melena: 1.Sim 2.Nio 8.NA 0.8I

8.13) Outros sinais:

8.13.1) .
8.13.2) CID-10:
8.13.3) hact

9) EXAMES COMPLEMENTARES OUTROS:

9.1) Hb: 1.Normal 2. Anemia 3. Hiperglobulia 9. SI

9.2) Leucdcitos: 1. Normal 2. Leucopenia 3. Leucocitose 9. SI

9.3) Plaquetas: 1 Normal(150-450x103/mm3) = 2. Plaquclopcimh leve(50
150x103/mm3) 3. Plaquetopenia grave (<50x103/mm3) 4 Tro‘ b t( .
(>450x103/mrn3) 9.8l . mbocitose
9.4) Maior nivel de TGP alcancado:
9.5) TGO: 1. Normal 3. Aumentado 9. SI
9.6) BbD: 1. Normal 3. Aumentada 9. SI
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9.7) Bbl: 1.Normal 3. Aumentada 9. Sl

9.8) FA: 1.Normal 3. Aumentada 9. SI

9.9) AP: 1.Normal 2. Diminuida 9. S]

9.10) GGT: 1.Normal 3. Aumentada 9.SI

9.11) Albumina: 1.Normal 2. Diminuida 3. Aumentada 9. SI

9.12) Globulinas: 1. Normal 2. Diminuida 3. Aumentada 9. SI

9.13) Alfa-feto-proteina: 1. Normal 3. Aumentada 9. SI

9.14) Uréia: 1. Normal 3. Aumentada 9. SI

9.15) Creatinina: 1. Normal 3. Aumentada 9. SI

9.16) US abdominal: Data: /1 Médico: (CRM: )

9.17) US abdominal com textura hepatica: 1. homogénea 2. heterogénea

8. NA 9.81
9.18) Ao US apresentou nodulos: 1.Sim 2.Nio 8.NA 9.SI
9.19) Ao US apresentou cirrotizagdo hepatica: 1.Sim 2. Nio 8. NA 9.SI
9.20) Ao US apresentou sinais de hipertensdio portal: 1. Sim 2. Nio 8. NA 9. Sl
9.21) Ao US apresentou fibrose de Symmers: 1. Sim 2.Nio 8.NA 9.SI
9.22): Alteragdes importantes ao US:

10) BIOPSIA HEPATICA:
10.1) Biopsia: 1. Realizada, transparictal = 2. Realizada, laparoscopica 3. Nio realizada
4. Realizada sem sucesso 8. NA 9.SI
10.2) Data das biopsia: __/__/___
10.3) Complicagio da biopsia: 1. Sim  2.Ndo  8.NA 9. SI
10.4) Se complicagdo, especifica-la:
10.5)Anatomo-patolégico: 1. Normal 2. Esteatose 3. Hepatite Cronica Persistente
4. Hepatite Cronica Ativa 5. Cirrose 6. Fibrose de Symmers 7. Neoplasia
8. Outros 9.SI  0.NA
10.6) N° de tractos portais & biopsia: 1.<3 2.3-5 3.6-8 4.>8 8.NA 9.
10.7)Grau de intensidade do processo necro-inflamatorio a bigpsia: 1. Leve
9. Moderado 3. Grave 8.NA 9.SI
10.8)Estagio do processo de fibrose a bidpsia: 1. Ausente 2. Leve 3. Moderada
4. Intensa 5. Cirrose 8. NA 9.SI
10.9) Presenga de esquistossomose a bidpsia hepatica: 1. Sim 2. Nio 8.NA 9. S]
10.10) Descrigdo da conclusio da biopsia: o

10.11) Imunohistoquimica:
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Anexo B



167

Classificagdo histopatologica da infeccao pelo VHC segundo os critérios

estabelecidos pelo METAVIR.

1-

4-

GRADUAGAO

Necrose Lobular Focal
0= < 1 foco necroinflamatério por I6bulo
1= pelo menos um foco necroinflamatério por IéSqu

= varios focos necroinflamatérios por lébulo ou necrose confluente ou
necrose em ponte
Inflamagao portal
0= ausente
1= preseng¢a de agregados de monucleares em alguns tratos portais
2= agregados monucleares em todos os tratos portais
3= agregados monucleares grandes e difusos em todos os tratos portais
Necrose em saca-bocados
0= ausente
1= alteragao focal da placa peri-portal em alguns tratos portais
2= alteragOes difusas da placa peri-portal em alguns tratos portais ou lestes
focais ao redor dos tratos portais
3= alteragdes difusas da placa peri-portal em todos os tratos portais
Necrose em ponte

0= ausente

1= presente
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ATIVIDADE HISTOLOGICA

Necrose em saca-bocados + Necrose lobular = score da atividade histolégica

0 0 (sem ou leve) 0
0 1 (moderada) 1(leve)
0 2 (acentuada) 2(moderada)
1 (leve) 0,1 L
1 2 2
2 (moderada) 0,1 2
2 2 3 (acentuada)
3(acentuada) 0,12 3
FIBROSE
Scores Decrigao
0 Sem fibrose
1 Aumento ‘“estrelado” dos tratos portais sem
formagao de septos
2 Aumento do trato portal com raros septos
3 Varios septos sem cirrose

cirrose
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Protocolo para iaca i e
METAci/IR p avaliacao das hepatites virais, segundo os critérios do

1) BIOPSIA HEPATICA (METAVIR):
Nome:

1.1)Data da biépsia:__/__/ 1.2)N° bidpsia: /

1.3)Biopsia: 1.transparietal 2.laparoscopica 3.Nao realizada
4 .Realizada sem sucesso 8.NA 9.S|

1.3.1)Paciente fez uso de DDAVP: 1.Sim 2.Ndo 8.NA 9.SI
1.4)Complicagdo da biopsia: 1.S8im 2.Nao 8.NA 9.SI

1.5) Se sim, especificar: 1.Sangramento abdominal 2.hemotér :
4.hemobilia 5.dor intensa 6.6bito 7.outros 8.NA 9.SI 2N S gneslpidha

1.6)Namero de fragmentos: 1.Um 2.Dois 3.Trés 4.>trés 8.NA 9.8l
1.7)Numero de tractos portais: 1.<3 2.3-5 3.6-8 4.>8 B8.NA 9.SI

GRADUACAO

1.8)Necrose Lobular Focal por Lébulo: 0.aus.ou < um foco necroinf. 1.um foco
2. varios focos ou necrose conflu.ou em necrose em ponte 8.NA 9.SI

1.9)Inflam.portal: 0O.aus .1.agreg.monon.alg tratos 2.a
. d .agreg.mon. todos t
3.agreg.mon.grandes difusos em todos tratos portais 8.NA 9.%! s fratos

1.10)Necrose saca-bocaldos: O.ays . 1.focal peri-portal em alguns tratos 2.difusas
em alguns tratos ou lesdes focais ao redor dos tratos portais 3.difusas peri-portal

todos tratos 8.NA 9.8l

1.11)Necrose em ponte: 0.ausente 1.presente 8.NA 9.S|
1.12)ATIVIDADE HISTOLOGICA: 0.aus 1.leve 2moder 3.acent 8.NA 9.S|
1.13)ESTADIAMENTO(FIBROSE): 0O.aus  1.aum.estrelado t :

) . - ratos portais sem
septos 2.aumento do trato portal com raros septos Ari :
4.cirrose 8.NA 9.8l P 3.varios septos sem cirrose
1.14)FOLICULOS LINFOIDES: O.ausente 1.presente 8.NA 95|

1.15)AGRESSAO DUCTOS: O.ausente 1.presente 8.NA 9.S|
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1.16)ESTEATOSE: O.aus 1.até33% 2.33-66% 3.>66% 8.NA 9.SI
1.17)LINFOCITOSE SINUSOIDAL: O.aus 1.pres 8.NA 9.§I

1.18)SIDEROSE: 0.aus. 1.em cél.Kupffer 2.em hep.Grau |
3.em hep.grau Il 4.em hep.grau lll 5.em hep.grau IV 8.NA 9.5l

1.19)ESQUISSTOSSOMOSE: 0.ausente 1.s6 pigmento 2.granuloma
3.provavel, mas néo confirmada 8.NA 9.8l

OBSERVAGOES:
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Anexo C



pm = peso molecular (pb)

ml = primeira mistura do PCR Gigua)
m2 = segunda mistura do PCR (agua)
250pb ¢(-) = controle negativo (anti-VHC
negativo)

134, 5,6, 7,8, ¢ 9~ amostras positivas

2,10, ¢ 11 amostras negativas

Figura 2: Produto do "nested-PCR™ para VHC em gel de poliacrilamida 6% corado com
brometo de etidio.

pm | 3 3 4 5 0 7
MR MR MR MR MR MR MR
HH HH HH HH HH HH HH

- pm = peso molecalar (ph)
- o . 3 ¢ § = amostras do genotipo |
190 =~
147 T~ - 2 = amostra do genotipo 1*
110 "=~ R - = w Ay W .4 ¢ 7= amostras do genotipo 2
89 . - - ]
6 = amostras do genotipo 3
6y “-. [~ SRRy bl
-y -
i - e - . - -

R — s

.T —— e o A
34 Jal

Figura 3: Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% dos fragmentos de DNA, gerados
apos digestdo com Mval e Hinfl (MH) ou Haelll ¢ Rsal (HR).
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Anexo D
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO, CONFORME A
RESOLUGAO NO ARTIGO NUMERO 196/96 DO CONSELHO NACIONAL DE
SAUDE

Informagao aos pacientes quanto-aos objetivos da pesquisa e a necessidade de
se aumentar o conhecimento sobre o assunto.

Estamos realizando, neste momento, um estudo para diagnosticar o real
estado de infecgao do paciente portador do anticorpo anti-HCV (virus da hepatite
C) e a determinagao de sua genotipagem através da técnica de PCR (Reagao em
Cadeia da Polimerase). Ou seja, estamos realizando um estudo para sabermos se
o paciente que tem sorologia positiva para o virus C da hepatite, esta realmente
com infecgdo atual pelo virus (determinando o seu tipo) ou se tem apenas o
anticorpo para o virus, sem infeccao ativa.

Durante o estudo, necessitamos que sejam coletadas amostras de sangue
e urina para realizagao de exames. A genotipagem e RT-PCR para o virus C
serao realizados no Centrb de Pesquisa René Rachou.

Os exames ultrasonograficos serao realizados por profissionais experientes
no Hospital das Clinicas da UFMG (Dr. Rogério Augusto Pinto da Silva e Dra.
Fabiana Paiva Martins) e Santa Casa de Misericordia de BH (Dra. Maria Carolina
Barbosa Alvares).

Os riscos para realizagdo dos exames acima citados siao considerados
minimos, pois trata-se apenas de coleta de amostras de sangue e urina por
profissionais treinados no servico. O exame ultrasonografico & um exame nao

invasivo sem riscos adicionais.
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A bidpsia hepatica &€ um procedimento rotineiro na avaliagao dos pacientes
portadores de hepatite C e sera realizada por videolaparoscopia ou guiada por
ultra-som. No primeiro caso, o procedimento sera realizado pelo cirurgiao geral e
no segundo pelo mesmo meédico que realizou o ultra-som. Todos os pacientes
realizardo previamente ao exame um coagulograma, pois trata-se de exame
invasivo com possibilidade de sangramento durante e ap6s o procedimento. Apés
a realizagéo da biopsia hepatica, o paciente permanecera em observagao clinica
durante um periodo de 6 a 12 horas com realizagao de ultra-som de controle. A
realizacdo da bidpsia hepatica é de fundamental importdncia para melhor
entendimento do quadro clinico e avaliagdo da necessidade de inicio de
tratamento especifico.

Os resultados serao mantidos sob sigilo médico e deverao retornar ao
paciente tao logo se obtenham os resultados.

Fica claro também que a recusa para a participagdo no estudo nao
prejudicara, de forma alguma, o acompanhamento médico do paciente pela
Instituicao.

Todas as eventuais dlvidas poderdo ser esclarecidas pelos médicos: Dr.
José Roberto Lambertucci e Dra. Katia de Paula Farah, responsaveis pelo estudo
e que se encontram presentes no Ambulatério de Doengas Infecciosas e
Parasitarias Orestes Diniz as quintas-feiras de 13:30 as 17:00 horas e Ambulatdrio
Rias Fortes, 5° andar, as quartas-feiras de 13:00 as 17:00 horas- tel:32489568.

Pelo presente estudo, eu
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concordo em participar do estudo “Genétipos do virus da hepatite C em pacientes
hemodialisados e em candidados a doadores de sangue”’, a ser realizado em
conjunto pelo Hospital das Clinicas da UFMG, Fundagdo Hemominas, CTR
Orestes Diniz, Hospital da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte,
Faculdade de Medicina da UFMG e Centro de Pesquisa René Rachou, conduzido
pelos médicos Dr. José Roberto Lambertucci e Dra. Katia de Paula Farah, apos ter
recebido as informagdes dos objetivos e riscos inerentes ao estudo.

Declaro, ainda, que nao recebi qualquer tipo de pressao para participar
deste estudo e que os custos dos exames nao serdo de minha responsabilidade.

Estou ciente de que tenho a liberdade de desistir a qualquer momento de
colaborar voluntariamente com a pesquisa em curso.

N3o receberei qualquer pagamento pela minha colaboragao voluntaria
nesse estudo.

Os pacientes serdo examinados e acompanhados pelo Dr. José Roberto

Lambertucci, Dra. Katia de Paula Farah e Dr. Ricardo Andrade do Carmo.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do paciente ou responsavel

Identidade:

Prontuario/ficha n°:




