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Resumo

Justificativa: O grau de progressdo da doenga hepatica nos pacientes portadores de insuficiéncia
renal cronica (IRC) em tratamento regular de hemodidlise ndo esta definido. Existem poucos estu-
dos na literatura, e aqueles que avaliaram histologia hepatica apresentam resultados contraditorios.
Objetivos: O objetivo desse estudo foi comparar os aspectos clinicos, bioquimicos e de histologia
hepatica dos pacientes em hemodidlise com aqueles com fungdo renal normal. Material e Métodos:
Foi realizado um estudo caso-controle com 36 pacientes em hemodidlise e 37 pacientes com fungao
renal normal. Os dois grupos apresentavam pesquisa do RNA do Virus da hepatite C e foram em-
parelhados com relagdo a sexo, idade e tempo estimado de infec¢gdo. Além disso, foi realizado um
estudo prospectivo para avaliar a taxa de progressado da fibrose hepatica. Nos pacientes portadores
de IRC em hemodialise que ndo foram submetidos ao transplante renal num periodo de pelo menos
03 anos foi realizado uma segunda biépsia hepatica e comparado com os achados histologicos da
primeira. Resultados: Os pacientes infectados pelo VHC em hemodialise apresentaram menores
niveis de enzima hepética (alanina aminotransferase) e menor carga viral que os pacientes com fun-
¢do renal normal. A presenca de qualquer grau de fibrose hepética pela classificacdo de Metavir foi
significativamente mais freqiiente nos pacientes com fun¢ao renal normal (73%) quando comparados
com aqueles em hemodiélise (47.2%; p<0.025). Da mesma forma, o grau de atividade inflamatéria foi
mais intenso nos pacientes com fungdo renal normal (59.5%) do que naqueles em hemodiélise (27.7%;
p=0.003). Na andlise multivariada, a presenga de atividade inflamatdria grave com o tnico fator de
risco para a ocorréncia de fibrose hepatica (p<0.001) e o risco de inflamacao grave (Metavir graus 2-4)
foi quatro vezes menor nos pacientes em hemodidlise (OR=0.23, p<0.004). Em nove pacientes em
hemodidlise que permaneceram em hemodidlise, uma segunda bidpsia foi realizada com intervalo
médio de 66 meses (40-88). Houve progressdo de pelo menos um ponto na escala de fibrose do
sistema Metavir em trés pacientes, com taxa de progressao direta de 0.15/ano. Conclusdes: A menor
atividade inflamatoéria tecidual hepética e bioquimica observada nos pacientes renais cronicos sugere
que a hemodidlise e a uremia podem atuar como fator protetor na doenga causada pelo virus da
hepatite C.

Palavras-Chave: Hepatite cronica C; insuficiéncia renal; hemodialise; bidpsia hepética; fibrose hepa-

tica.
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Abstract

Background: The severity of liver disease among hepatitis C patients on hemodialysis is
controversial. Objective: The aim of this study was to compare the clinical, biochemical and
liver histological characteristics of HCV in hemodialysis patients with those with normal
renal function. Methods: A case-control study was carried out with 36 HCV patients on
hemodialysis and 37 HCV patients with normal renal function matched for gender, age at
infection, and estimated time of infection. Moreover, a prospective study was performed to
compare two liver biopsies obtained at an interval of at least three years in hemodialysis pa-
tients who did not receive a kidney transplant. Results: HCV patients on hemodialysis had
lower levels of alanina aminotransferase and lower viral load. Hepatic fibrosis was signifi-
cantly higher in the patients with normal renal function (73%) than in hemodialysis patients
(47,2% p<0.025) as well as inflammatory activity (control group 59.5% vs. hemodialysis
patients 27.7%, p=0.003). In addition, the risk of tissue inflammation was four times lower in
hemodialysis patients (OR=0.23, p<0.004) and severe inflammatory activity on biopsy was
the only independent risk factor for fibrosis (p<0.001). In two liver biopsies performed at
a mean interval of 66 months (40-88) in nine hemodialysis patients, fibrosis progressed 1
point (Metavir scale) only in three patients (mean direct progression rate 0.15/year). Conclu-
sion: The lower biochemical and inflammatory activities observed in hemodialysis patients
suggest that hemodialysis and uremia may have a protective role against progression of the
disease caused by HCV.

Key-words: : chronic hepatitis C; kidney failure; hemodialysis; liver biopsy; liver fibrosis;

hepatic fibrosis.
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1 Introducao

A infecgdo pelo virus da hepatite C (VHC) é um importante problema de satde pu-
blica mundial. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Satide, aproximadamente 3% da
populacdo em geral estdo infectados pelo VHC, um virus RNA de fita tnica.! A hepatite C é
responsavel, em dmbito mundial, por aproximadamente 80% dos casos de hepatite cronica,
40% das cirroses hepética, 70% dos hepatocarcinomas e 30% dos transplantes hepaticos.
Desde 1990, a incidéncia de novos casos de hepatite C reduziu drasticamente devido ao efe-
tivo controle sorolégico realizado nos bancos de sangue. Uma das principais caracteristicas
do VHC é a capacidade de permanecer no hospedeiro, tornando-se uma infec¢do cronica

que ocorre em 50 a 80% dos casos apds a contaminagdo.?

A hepatite cronica C é pouco sintomética e a evolugdo lenta, porém nado uniforme.
Um grupo de pacientes, em torno de 20%, atingird o estdgio de cirrose hepatica apos 10
a 20 anos de infeccdo. Outros pacientes apresentam progressdao muito lenta da fibrose e
o estdgio da cirrose se dard apds 40 a 50 anos. Ap6s o estabelecimento da cirrose, o risco
de hepatocarcinoma situa-se em 1 a 5% por ano. Essas diferencas na progressdo estdo
relacionadas com o préprio virus e com fatores do hospedeiro como idade de contaminacao,
o0 sexo, o uso de alcool e a coinfec¢do com os virus da hepatite B (VHB) e o da imunodeficiéncia

humana. (HIV).%3

Embora tenha ocorrido a reducdo da incidéncia, a lenta progressdo da doenga faz
prever que nos préoximos anos havera um aumento no diagnoéstico de pacientes com infecgao
cronica. Além disso, o tratamento ainda apresenta uma série de problemas. O melhor
esquema terapéutico atualmente disponivel, que é a associagdo de interferon peguilado e
ribavirina, s6 consegue erradicar o virus em 50% dos casos e ndo pode ser utilizado nas

formas avancgadas da doenca, além de produzir uma série grande de efeitos colaterais.>*

Pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica (IRC), especialmente aqueles em
tratamento de hemodidlise (HD), apresentam elevada taxa de prevaléncia de hepatite C.
Doenca hepética secunddria a infec¢do cronica pelo VHC é importante causa de morbidade
e mortalidade nos pacientes em diélise e ap6s o transplante renal.> No entanto, a historia

natural da hepatite C nos pacientes em didlise permanece desconhecida devido a natureza
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silenciosa da doenca viral e da alta taxa de morbidade e mortalidade dos pacientes urémicos.®
O reconhecimento dos fatores de progressdo da doenga hepatica e o tratamento adequado
desses pacientes durante o periodo de hemodidlise acarretard redugdo das complica¢des

ap0s o transplante renal.

1.1 Interacdo Virus - Hospedeiro

O virus da hepatite C (VHC) foi descoberto em 1989 e identificado como um virus
RNA de fita tinica da familia Flaviviridae. O genoma do VHC consiste de aproximadamente
10.000 nucleotideos e codifica uma tinica poliproteina de 3000 aminoécidos que é processada
por proteases virais e das células hospedeira, gerando trés proteinas estruturais, seis pro-
teinas ndo estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) e outra proteina com fungao
ainda ndo conhecida chamada de p7. As proteinas ndo estruturais sdo necessarias para a
replicacdo viral. As proteinas estruturais sdo o core, que é o maior componente do ntcleo
capsideo viral, e duas glicoproteinas do envelope (E1 e E2) que, semelhante a outros virus
dessa familia, como o virus da dengue, possui uma conformagdo que permite a ligacdo com

a membrana celular e sdo essenciais para a entrada na célula hospedeira.” (Figura .

340 nt 8033 Nucleotideos (3011 aminoacidas) 40 nt - poly (U) - 98nt
5 I;‘EER o Janela de leitura aberta s ~=&. .
Tradugso Viral * w2 3"NCR

{ - Estrutural
m - Nao-estrutural

Figura 1: Estrutura do virus da hepatite C

O VHC apresenta enorme heterogeneidade na seqiiéncia de nucleotideos nas diver-

sas regides do genoma viral. As regides NS5 e core sdo as mais conservadas. A regido 5
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apresenta homologia de aproximadamente 98% na seqiiéncia de nucleotideos. Na regido
core observa-se 91% de homologia gendmica. De modo similar aos outros virus RNA, o
VHC apresenta importante grau de heterogeneidade genética, decorrente da alta taxa de
mutagdes, estimada entre 1072 e 107° substitui¢des de bases por sitio ao ano. A heteroge-
neidade na seqiiéncia de nucleotideos apresenta diferentes graus, nas diversas regides do
genoma viral. As regides E1 e E2 sdo as mais varidveis, com homologia na regido E1 de 55%
a 75% e na E2 de 65% a 72%. A regido E2 apresenta dois segmentos hipervaridveis, HVR1 e
HVR2, onde se observa alta taxa de mutagdes e apresenta papel fundamental na habilidade

de o virus escapar do sistema imune.?

Diante de tal diversidade, foi proposta uma classificagdo do virus da hepatite C
baseada na andlise filogenética da regido NS5, sendo catalogados seis genétipos e diversos
subtipos. A similaridade na seqiiéncia de nucleotideos varia entre os virus do mesmo
gendtipo de 88% a 100% (média de 95%); entre os diferentes subtipos do mesmo genétipo
de 70% a 85% (média de 80%); e entre os diferentes genétipos de 55% a 70% (média de 65%).
Esses dados foram obtidos avaliando as seqiiéncias de nucleotideos de regides relativamente

bem conservadas, como E1, NS4 ou NS5.°

Os genoétipos 1, 2 e 3 apresentam distribui¢do universal, enquanto o 4 e o 5 sdo
encontrados especialmente na Africa, e 0 6 na Asia. De modo geral, o mais freqiiente é o
gendtipo 1. Em relacdo aos subtipos, na Europa e no Japdo, observa-se maior prevaléncia do
1b, enquanto, nos Estados Unidos, os subtipos 1a e 1b sdo encontrados na mesma proporgéo.8
No Brasil, os estudos demonstram a existéncia dos genétipos 1, 2 e 3, com maior prevaléncia
do subtipo 1b nas regides Norte, Nordeste e Sudeste, e do 3a na regido Sul.’ Além das vari-
abilidades genéticas dos genétipos e dos subtipos, o genoma do VHC apresenta diversidade
na seqiiéncia de nucleotideos entre as amostras coletadas de um mesmo individuo croni-
camente infectado pelo VHC, fenomeno designado quasispécie. Isso significa que, em um

mesmo hospedeiro, coexistem vérias populagdes diferentes do mesmo tipo/subtipo viral.®

A variabilidade genética descrita (genétipos, subtipos e quasispécies) é suficiente
para alterar as propriedades antigénicas e biolégicas do virus. As maiores implicagdes
clinicas da heterogeneidade viral sdo: a possibilidade de reinfec¢do com subtipos diferentes

e a habilidade do virus em sobreviver a acdo do sistema imunolégico do hospedeiro, o que
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favorece as altas taxas de cronicidade da infecgdo.>>

Apesar da descoberta do VHC e do seqiienciamento completo do genoma viral, a
ndo existéncia de um modelo animal ndo primata dificulta a pesquisa e o conhecimento
de todo o ciclo de vida viral e as interagdes com o hospedeiro. Hepatécitos derivados de
humanos, de primatas e de um tipo de roedor (rato-musgo) podem ser infectados com o
VHC derivado de soro.'"!> No entanto, as limitacdes desse sistema sdo o baixo nivel de
replicacdo viral, a varidvel qualidade de hepatécitos humanos obtidas durante ato cirtrgico

e a falta de um ind6culo viral bem definido.

Modelos alternativos foram desenvolvidos para estudar o ciclo viral como o pro-
cesso de adesdo celular, de entrada, replicagdo, montagem e liberacdo do virus da célula
hospedeira, sendo o mais recente um sistema de cultura celular que produz virions de VHC
a partir de genoma viral clonado.” O mecanismo de entrada do virus na célula ndo é
completamente conhecido. No entanto, as glicoproteinas do envelope viral, E1 e E2, sdo
componentes essenciais para a entrada na célula do hospedeiro. Anticorpos contra a epito-
pos da proteina E2, que sdo determinantes antigénicos que se ligam aos receptores celulares,
inibem a unido de particulas virais & membrana celular,”” a entrada de pseudoparticulas

virais'® e a infeccdo do virus em cultura de células.”

Vérios receptores celulares foram propostos como mediadores da adesdo e da en-
trada do virus na célula. O mais estudado é o receptor CD81, uma proteina da familia das
tetraspaninas, expressa na maioria das células mamiferas e com uma série de fung¢des como
adesdo celular, mobilidade, ativagdo celular e transdugéo de sinais.'® Anticorpos anti-CD81
inibem a entrada de particulas virais em hepatocitos.”” Entretanto, o CD81 se liga a fragdo
E2 viral em célula refratdria a infeccdo pelo VHC, sugerindo que esse ndo é o tinico ou o

especifico receptor para o virus.?’

Oreceptor da classe B tipo 1 (SR-B1, scavanger receptor), altamente expresso no figado,
que se une a lipoproteina de alta (HDL) e baixa (LDL) densidades, também foi proposto
como receptor celular do VHC devido a afinidade com as proteinas da fragdo E2 do VHC.?!
A adigdo de anticorpos anti-SR-B1 inibe parcialmente a unido de particulas virais na célula

hepatica.!! Além disso, o HDL colesterol aumenta a entrada de particulas virais na célula e
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esse aumento depende da expressdo celular de SR-B1, sugerindo um complexo entre SR-B1,

HDL e glicoproteinas do envelope viral.

No entanto, outras células humanas que também expressam os receptores CD81
e SR-B1 ndo sdo suscetiveis a infeccdo pelo VHC, sugerindo que moléculas de superficie
especificas do figado sdo necessarias para a entrada do virus na célula.?! A proteina viral E2
se une especificamente ao sulfato de heparan que é um mucopolissacarideo caracteristico de

célula hepatica e pode contribuir para iniciar a infecgdo e o tropismo celular pelo VHC.?

Outras duas moléculas, chamadas de DC-SIGN, que sdo expressas em células de
Kupffer e L-SIGN presente nas células do sinuséide, também apresentam a capacidade de
se ligar, capturar e transmitir particulas virais.** A captura do VHC por essas células pode

facilitar a infecgdo viral nos hepatdcitos e contribuir para a patogénese.

Evans et al.® descreveram outro componente importante na entrada do virus na
célula: a proteina chamada de Claudin-1, que tém a funcdo de prevenir o transporte para-
celular de solutos e manter a polaridade celular. A presenca de anticorpos anti-Claudin-1
bloqueiam a infeccdo pelo VHC e parece que a inibi¢do ocorre numa fase tardia, apds a

interacdo da proteina viral com a molécula CD8].

De forma geral, glicoproteinas do envelope viral participam de uma cascata com-
plexa de interagdes com receptores celulares resultando na entrada do virus na célula. A
unido do virus com proteinas dos hepatécitos desencadeia o processo de endocitose, per-
mitindo a entrada da particula viral. Apods essa fase, ocorre o transporte do virus para
o endossomo, que sofre um processo de acidificacdo, facilitando a fusdo da membrana e

penetragdo do virus no citoplasma.?

O CD81 é expresso na maioria das células humanas e a unido dessa molécula com
a proteina E2 do VHC induz diferentes alteragdes funcionais, dependendo da célula envol-
vida. Por exemplo, a unido E2/CD81 estimula a proliferacdo de linfécitos B ndo ativados,”
enquanto que nas células Natural killer (NK) ocorre alteragdo funcional, com bloqueio da
liberacdo de granulos citoplasmaticos, da producdo de IFN-y e da resposta proliferativa a

IL2.%8

Verifica-se também alteracdo funcional das células dendriticas (CD) que desempe-
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nham importantes fun¢des na imunidade inata e adaptativa. Ap0s a lesdo celular, CD
imaturas capturam os antigenos e migram para o tecido linféide, onde os apresentam para
as células T CD4", que regulam as células efetoras do sistema imune, iniciando a resposta
imune.”” A estimulagdo direta da molécula CD81 nas células dendriticas rompe o efeito mi-
gratorio dessas células ao tecido linf6ide,*® mantendo-as no interior do figado e justificando
as altera¢des em numero e fungdes das mesmas no sangue periférico e no figado.*! Além
disso, andlise de células dendriticas circulantes ex vivo demonstrou que o VHC promove uma
deplecdo de CD miel6ides e CD plasmocitéide.? Em contraste, pessoas com infecgdo resol-
vida pelo VHC apresentam essas mesmas células em quantidade semelhante de individuos

sadios.®

A unido de E2 do VHC com CD81 em linfécito T promove proliferagdo dessas células
e propicia maior atividade co-estimulatoria, levando a um aumento na producao de citocinas

inflamatorias, sem a necessidade de ativagdo por receptores de células T.**

Nas células estrelares (stelate cels), a unidao de E2/CD81 aumenta a secrecdao de me-
taloproteinase 2 (MMP2), uma endopeptidase que degrada a matrix extracelular, rompe a
membrana basal normal e pode facilitar a penetracdo de células inflamatdérias no sitio de

lesdo, além de retroativar as células estrelares.>?

Por fim, a ligagdo do VHC com receptores dos hepatdcitos facilita o reconhecimento
por anticorpos e essas células podem ser alvos de citotoxidade dependente de anticorpos
(ADCC).* A unido do anticorpo pode ocorrer com células ndo infectadas, aumentando a

lesdo de hepatdcitos.

As evidéncias de ligacdo de proteinas virais com os hepatdcitos e com células de de-
fesa do hospedeiro sdo muitas, complexas e ocasionalmente resultam em efeitos antagonicos,
dificultando a compreensdo da rede de intera¢cdes do VHC com o hospedeiro. Entretanto,
é possivel afirmar que essa interacdo rompe ou altera as vias antivirais diretas, amplifica e
expande a resposta imune ao ativar mecanismos citoliticos e inflamatérios nado especificos e

cria um meio ambiente hepatico que facilita a ativacdo das células estrelares e a fibrogénese.
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1.2 Resposta Imune

A resposta imune é importante em todos os estdgios da infeccdo pelo VHC. Na fase
aguda da infeccdo, a resposta imune celular é fundamental para o controle da replicacdo
viral naqueles que conseguem apresentar uma doenga limitada. No entanto, ainda nao
sabemos exatamente os mecanismos de cronificacdo. Na fase cronica, a resposta imune
potencialmente determina a taxa de progressdo da doenca ao limitar a replicacdo viral e por
outro lado contribui com a imunopatogenia. Além disso, a resposta imune se correlaciona
com o sucesso ou a falha do tratamento. Dessa forma, analisar os varios componentes da

resposta imune torna-se necessario.

1.2.1 Imunidade Humoral

Anticorpos contra o VHC estdo presentes em torno da sétima ou oitava semana
de infec¢do. No entanto, o papel dos anticorpos é controverso por causa da incapacidade

de prevenir reinfec¢do.¥”

Além disso, em alguns casos, a infeccdo pelo VHC pode ser
eliminada sem o desenvolvimento de anti-HCV especificos.®® Altera¢des na seqiiéncia do
genoma na regido hipervaridvel do segmento E2 foram descritas em humanos com infecgdo
aguda e essas mudangas correlacionaram-se com a evolugdo da infecgdo.” Essas alteragdes
foram concomitantes a soroconversdo e interpretadas como mutagdes virais de escape a
pressdo imune. No entanto, pré-tratamento com anticorpos dirigidos contra a fracdo E2
preveniu a infecgdo do VHC em chimpanzés.*® Além disso, anticorpos neutralizantes tém
sido demonstrados no soro de pacientes infectados pelo VHC, embora esse achado seja

pouco freqiiente em pacientes com infecgdo resolvida.*! Assim, a precisa contribuigdo da

resposta humoral na lesdo hepatica e na progressao de fibrose permanece ndo determinada.

1.2.2 Imunidade Celular

Fase Aguda

A fase inicial da resposta contra infec¢des virais ocorre de forma inespecifica. Essa

resposta é mediada por proteinas séricas e receptores de superficie, capazes de interagir de
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forma imediata aos agentes invasores. As infec¢des virais agudas sdo debeladas pela agdo do
interferon tipo I (INF-I) ou das células NK (Natural killer), que sdo secretadas pela ativagdo
celular. O INF-I induz a sintese de diversas proteinas com propriedades antivirais, como a
PKR (Proteina Kinase), a 2’,5"-oligoadenilato sintetase (2-50OAS) e a proteina Mx (myxovirus
resistance proteins). O INF se liga ao receptor de INF (IFNR) na superficie da célula parasitada
e ativa a Janus kinase (JAK), que induz a fosforilagdo das proteinas do citoplasma chamadas
STATs, 1 e 2 (Signal Transducer of Activated Transcription). As STATs formam um dimero que
se dirige ao ntcleo da célula onde forma um complexo com a proteina p48, chamado fator
de estimulacdo de genes ISGF3 (INF Stimulated Gene Factor 3). Esse complexo se liga ao
IRES (internal ribosome entry site), que é um promotor de RNA, com produgdo de RNAm
e estimulo dos genes responséveis pela producgdo das proteinas responsaveis pela resposta

antiviral.*?

A presenca de alteragdes na transcri¢do de genes produtores de interferon foi obser-
vada na primeira semana de infeccdo em chimpanzés infectados, indicando a presenca dessa
substancia que é essencial na defesa contra infecgdo viral.* No entanto, a produgdo de IFN
tipo 1 (alfa e beta) ndo se correlacionou com a evolugdo da infecgdo aguda, indicando que o
VHC poderia ndo ser sensivel aos efeitos antivirais do interferon.** Diante disso, surgiram
algumas possiveis explicagdes: 1 - a proteina NS3-NS4 do VHC bloqueia a produgdo ou a
agdo do interferon;® 2 - proteinas virais inibem a proteina PKR, enzima indutora de IFN;*
3 - fragmentos do VHC interagem com receptores celulares e inibem a fun¢do de células
NK, diminuindo a apresentacdo de antigenos virais, alterando a liberagdo de quimiocinas e
a mobilizacao das células dendriticas e de linfécitos T. Dessa forma, observa-se uma reducgao

da reacdo imune inata.?%3134

Apesar da intensa replicacdo do VHC, células T especificas surgem tardiamente,
entre a quinta e a nona semana de infecgdo, por motivos néo conhecidos.** Trés possiveis
tipos de resposta celular sdo observados. Os pacientes com infec¢do limitada apresentam
uma intensa, especifica e duradoura resposta de linfécitos T CD8 e CD4. O segundo tipo de
resposta surge numa parcela dos pacientes que evoluem para hepatite cronica. Inicialmente,
surge uma resposta celular especifica contra o VHC, com aparente controle sobre a infecgao.

No entanto, em seguida, a resposta T inicial reduz para niveis praticamente indetectaveis,
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permitindo o retorno da viremia. Dessa forma, o controle da infec¢do se perde e a infecgdo
cronifica. O terceiro tipo de resposta também ocorre nos pacientes que evoluem para a
forma cronica. Observa-se uma fraca resposta ou mesmo auséncia dos linfécitos T CD4 e

CD8 desde o inicio da infeccao.?
Fase Cronica

O papel exato das células T especificas contra o VHC na infecgdo cronica nao é claro,
mas essas células mostram anormalidades fenotipicas e funcionais. Células T CD8 especificas
contra 0 VHC predominantemente expressam o fenétipo CCR7M8"/perforinal®”, falham ao
secretar IFN-y e apresentam menor atividade citotdxica ex vivo.*® Células TCD4 especificas
apresentam reduzida capacidade de proliferagdo e menor producao de citocinas como IL-2,
IFN-y, IL-10 e TGFB.* Essas anormalidades das células T sdo potencialmente reversiveis,
desde que a adi¢do de IL-2 ou a estimulagdo via receptor de células T (TLR2) podem restaurar

50,51

a capacidade proliferativa dessas células. Além disso, o uso de interferon restaura a

resposta antiviral TH1 propiciando a elimina¢do do VHC.>

Os mecanismos que desregulam e diminuem a resposta celular especifica contra
o VHC sdo os aspectos fundamentais na imunopatogénese dessa infecgdo. As possiveis
causas de disfun¢do imunocelular cronica sdo: escape imune devido as mutag¢des virais,
acdo reduzida de células TH, exaustdo das células T e presenca de células T regulatérias

exercendo efeitos inibitérios.”®

A replicagdo do VHC ocorre por uma RNA polimerase, RNA dependente, propici-
ando uma enorme quantidade de variantes virais menores que podem escapar do reconhe-
cimento do sistema imunolégico.>* Mutag¢des do VHC, levando ao escape imune de células
T CDS, foram identificadas somente recentemente em estudos longitudinais, ap6s infecgao
aguda e em surto da doenga.”® Mutagdes e escape viral a partir da resposta TCD4 ainda ndo

foram identificados.

Reduzida resposta citotéxica pode ser decorrente da perda espontanea de células
TCDA4.5¢ Entretanto, ndo sdo conhecidos os mecanismos da perda de fungdo dessas células,
porque a grande maioria delas ndo é eliminada e a funcionalidade pode ser restaurada in

vitro.”’
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Exaustdo de células T, seja por anergia ou delegdo clonal, é um conceito alternativo
para explicar resposta T alterada na hepatite cronica C, que surgiu apds experimentos com
modelo murino de coriomeningite linfocitica. Nesse modelo, a viremia persistente é acom-
panhada por resposta celular T, mas falha ao eliminar o virus. Em seguida, a resposta celular
apresenta um gradual declinio e, depois, ocorre completa delecdo de TCD4 e TCD8.® Na
hepatite cronica causada pelo VHC, a delecdo completa de células TCD8" especificas ndo

ocorre, porque elas podem ser restauradas in vitro.”

As células T regulatorias (Tregs) controlam a indugdo e a efetividade de outras
células do sistema imune, secretando citocinas imunossupressoras, como a IL-10 e TGEFg.
Essas células estdo presentes no figado de pacientes com hepatite cronica e suprimem in vitro
a proliferagdo das células T especificas contra o VHC.® Além disso, o nimero de células
Tregs CD4* estavam aumentados no sangue periférico de pacientes com hepatite cronica,

comparada a pacientes que eliminaram a infecgdo e a controles sadios.®!

Independente do mecanismo, é possivel que a persisténcia do VHC seja propici-
ada por inameros efeitos virais que interferem com a imunidade inata e pode resultar em
deficiente acdo da célula T CD4. Dependendo da severidade da disfunc¢do dessas células,
as células TCD8" triunfam ou falham no controle da VHC. No caso da hepatite cronica C,

células TCD8* persistem no figado e muito provavelmente contribuem para a lesdo hepética.
p & P P P

1.2.3 Fibrose Hepatica

Fibrose hepatica é definida como um excessivo e anormal acimulo de matrix extra-
celular no figado e a substituicdo das fibras de baixa densidade de coldgeno tipo IV pelas

fibras de colageno tipo I e III no espago de Disse.®®

O estdgio mais avangado é a cirrose
hepatica que se caracteriza por nédulos regenerativos do parénquima hepatico separados
por septos fibrosos. A fibrose surge em decorréncia da necrose ou apoptose de hepatdcitos,
da infiltracdo de células inflamatoérias e das alteragdes da matrix extracelular.®?> Estudos com
animais e humanos demonstram a relacdo entre atividade inflamatoria e fibrose hepética.®

Os componentes da resposta inflamatéria liberam citocinas e quimiocinas que ativam os mi-

ofibroblastos que fardo o depdsito das fibras na matrix extracelular. A presenca dessas fibras
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no espago de Disse gera conseqiiéncias aos hepatdcitos, provocando perda das vilosidades,
e aos vasos, promovendo perda das fenestragdes dos sinusoéides. Isso altera a arquitetura e

promove perda funcional do figado.

Os componentes do sistema inflamatério influenciam no desenvolvimento de fibrose
em modelos experimentais. Como exemplo, Radaeva et al.®* avaliaram o papel das células
NK que, ativadas, induziam a morte de miofibroblastos e atenuavam a severidade da fibrose
hepética. O efeito protetor foi diminuido quando havia deplecdo das células NK ou por
disfungdo do gene de IFN-y. Também se constatou a existéncia de subpopulag¢des funcio-
nalmente distintas de macréfagos no mesmo tecido que apresentam fungdes importantes na

fase de injuria e na fase de recuperagdo do processo de cicatrizagao.®

Como citado acima, a fibrose é decorrente do acimulo e proliferagdo de miofibro-
blastos que se formam a partir das células estrelares e células mesenquimais do figado.®¢
Miofibroblastos derivados da medula 6ssea podem deslocar-se para o interior do figado e
contribuir para a fibrogénese.®® Os miofibroblastos expressam alfa actina de musculo liso
(a-SMA), um filamento contratil que, no figado, é marcador de célula fibrogénica e pode
predizer a progressdo de fibrose.® A mais importante célula fibrogénica no figado é a célula
estrelar, que se localiza no espaco perisinusoidal e em condi¢des normais estdo quiescentes
e ricas em vitamina A. Quando ativadas, transformam-se e adquirem vérias fun¢des como
proliferacdo, fibrogénese, contratilidade e quimiotaxia. Além disso, atuam como células

apresentadoras de antigeno, estimulam a proliferacdo de linfécitos e ativam a resposta das

células T.70-72

A agdo das células estrelares é balanceada por uma série de citocinas, algumas fi-
brogénicas e proliferativas e outras com agdo antifibrose. Dentre as do primeiro grupo,
destaca-se o fator de crescimento transformador (TGF-f1), que é a mais potente citocina
profibrética, produzido por plaquetas, linfécitos T, macréfagos, células endoteliais e fibro-
blastos. Atua induzindo a apoptose e inibe a regeneracdo dos hepatdcitos. Além disso,
promove a expressdo de coldgeno, a transi¢cdo das células estrelares em miofibroblastos e
a inibicdo da degradacdo da matrix extracelular por meio da expressdo dos inibidores de

metaloproteinases (TIMPs).”%7
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O fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) que estimula a sintese de colé-

1.74 O fator de crescimento

geno e de fibronectina pode mediar alguns dos efeitos do TGF-f
plaquetario (PDGF) contribui para a fibrose, e a isoforma B (PDGF-B) é o fator estimulante
mais potente das células estrelares.” A angiotensina II, que é expressa no figado lesado e esta

envolvida na génese da hipertensdo portal, também contribui para a fibrose hepética.””?

As citocinas com propriedade antifibrose sdo: o fator de crescimento hepatocitario,”
interferon-y,” interleucina-10"® e adiponectina.” As a¢des dessas citocinas sdo por efeitos

diretos sobre as células estrelares ou por suprimir a acdo das citocinas profibrose.

A rede de fibras de colageno depositada pelos fibroblastos é regulada continuamente
num balango entre a sintese e o catabolismo do coldgeno. Esse controle é feito por uma familia
de enzimas proteoliticas chamadas de metaloproteinases (MMPs) e seus inibidores (TIMPs)
que sdo produzidos por granuldcitos, macréfagos, células epidermais e miofibroblastos.®
As MMPs sao moléculas importantes na reparacdo e remodelamento dos tecidos. As TIMPs
inibem as enzimas proteoliticas e promovem a sobrevida das células fibrogénicas ao induzir
a proteina Bcl-2 que possui agdo anti-apoptose. Quando a fibrogénese prevalece sobre a
tibrindlise ocorre a deposicdo de matrix extracelular e aparece a fibrose. Assim, as células
estrelares permanentemente ativas produzem um microambiente que favorece a fibrose
hepética por meio de uma combinacdo de maior producdo de matrix extracelular, reducao

da ativacdo das MMPs e inibicdo das MMPs.8!

Foi comprovada reversao da fibrose hepatica em portadores dos virus da hepatite Be
C, de hepatite auto-imune e doenca de Wilson que foram submetidos a tratamento especifico
e em modelos animais quando foiretirado o agente hepato’c(’)xico.62 Nesses estudos, os fatores
determinantes para a reversdo da fibrose foram a eliminagdo do agente agressor e a apoptose
das células estrelares. Outro aspecto importante foi a composigdo da matrix extracelular,
pois certas fibras de coldgeno sdo mais dificeis de romper. No entanto, embora a reversdo da
tibrose tenha sido documentada, ainda ndo é possivel afirmar que a alteracdo da arquitetura

e vasculares observadas na cirrose em humanos pode ser completamente eliminada.®®

Na infeccdo pelo VHC, o processo inflamatério cronico é o maior estimulo para a

tibrose. No entanto, o virus pode diretamente interferir e apressar o processo de fibrose
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hepatica devido a interagdo de proteinas virais com o sinus6ide e com as células estrelares.??
Além disso, as proteinas virais apresentam efeitos sobre crescimento celular, indugdo de

apoptose, além de promover stress oxidativo e imunomodulag¢do.®

Diante do importante efeito do sistema imune na evolugdo da infeccdo do VHC, os
efeitos do polimorfismo genético tém sido avaliados em relagdo a progressdo da doenga,
eliminagdo viral e resposta terapéutica. Com a técnica de estudo de polimorfismo de nucle-
otideo tinico (SNP) foram identificados varios genes com influéncia na taxa de progressdo

da doenga hepatica causada pelo VHC .5+

1.3 Formas Clinicas do Virus da Hepatite C
1.3.1 Hepatite Aguda

Nos paises desenvolvidos, a incidéncia de hepatite aguda pelo VHC reduziu dras-
ticamente devido ao rigido controle nos bancos de sangue. No entanto, hepatite C aguda
ainda ocorre nesses paises, sendo o uso de drogas injetdveis o fator de risco mais impor-
tante.® Outros fatores de risco sdo: procedimentos cirargicos, atividade sexual promiscua,
transmissdo vertical, nosocomial e profissionais na 4rea de saude.”” Nos paises pobres, a
infeccdo aguda ainda é importante, especialmente nos paises africanos, onde a prevaléncia
de hepatite C é elevada, associada ao ndo controle dos produtos de sangue, ao reuso de

seringas e a fatores socioculturais, como a realizagdo de circuncisio.”?

A hepatite C aguda é usualmente assintomatica. Os sintomas estdo presentes em
20% a 30% dos pacientes, surgindo em torno da sétima semana apo6s a infec¢do. A ictericia
ocorre em 20 a 30% e os sintomas mais comuns sdo inespecificos. A hepatite aguda pode
ser prolongada, mas raramente apresenta forma fulminante. O RNA do VHC pode ser
detectado no sangue 3 a 7 dias apds a exposicdo. Habitualmente, a elevagdo da enzima
alanina aminotransferase (ALT), associado a histéria de exposi¢do ao VHC, no periodo de
2 a 12 semanas antes da alterac¢do laboratorial, acompanhado da detec¢do do RNA do VHC

no sangue permite o diagnostico da infecgdo aguda.”**!

Numa revisdo sistemadtica de hepatite C aguda, a resolucdo espontanea da infec¢do
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variou de 0 a 80% com média de 26% (IC95% - 22% a 29%). Os fatores relacionados com a
eliminagdo do virus que ocorre nos primeiros 3-4 meses de infeccdo foram: sexo feminino,
pacientes sintomaticos, intensa resposta imunolégica adaptativa e fatores virais como carga

viral, genétipo e a presenga de quasiespécies.®?

1.3.2 Hepatite Cronica

A maioria é assintomadtica ou apresenta sintomas leves como fadiga, incomodo em
hipocondrio direito e inapeténcia. ALT normal ocorre em 30% dos infectados e habitualmente
a doenga ndo é progressiva nesse grupo. Quando presente, a elevacdo da ALT pode ser
continua ou intermitente, ndo existindo correlacdo com a lesdo histologica. A fase cronica
evolui por algumas décadas, podendo o paciente vir a falecer por outra causa. No entanto,
numa parcela dos pacientes cronicamente infectados, a fibrose é progressiva e o paciente

desenvolve cirrose hepatica sem manifestagdo clinica importante.

No entanto, a histéria natural da hepatite C ainda ndo estd completamente conhecida.
Estudos com longo prazo de acompanhamento mostraram que embora a doenga hepética
tenha sido mais prevalente nos pacientes infectados pelo VHC, a taxa de mortalidade foi
semelhante.”>* Além disso, a taxa de pacientes que evolui para cirrose apresentou variagao
muito grande, dependendo do local de estudo (centros de referéncia ou comunitarios), do
tipo de estudo (retrospectivo ou prospectivo) e de certos fatores como a elevagdo de ALT e

1.95

o uso de alcool.”™ De forma geral, 15 a 20% dos pacientes com infec¢do cronica pelo VHC

evoluem para cirrose hepética.

Estudo avaliando a progressdo da fibrose hepética detectou que ela ocorre em 30%
dos pacientes, numa taxa de 0,133 unidades de fibrose por ano, variando de 0,125 a 0,143.%° O
tempo médio estimado para atingir o estagio de cirrose foi de 30 anos, podendo variar de 20 a
50, dependendo da idade de aquisi¢do da doenca, do sexo, do uso de élcool, do estdgio inicial
de fibrose e grau de imunodepressao. A fibrose ndo evolui com velocidade constante, sendo
acelerada nas fases mais avangadas da doenca. Por fim, na fase compensada de cirrose, a taxa
de sobrevida é em torno de 80% em 10 anos, enquanto que na fase descompensada, quando

o doente apresenta ascite, encefalopatia, sangramento e ictericia, essa taxa situa-se em torno
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de 50% em 05 anos. A taxa de descompensacdo nos pacientes com cirrose compensada é de

4 a 5% ao ano.”

1.4 Hepatite C e Insuficiéncia Renal Cronica
1.4.1 Formas de transmissao

Transfusdo de sangue foi o fator de risco mais importante para a transmissdo do VHC
em hemodiélise, até que os bancos de sangue, no inicio da década de 90, passaram a utilizar,
rotineiramente, testes soroldgicos de pesquisa de anti-HCV.”” No entanto, a constatagdo
de maior taxa de soro conversdo nas unidades de hemodidlise com maior prevaléncia de
VHC e o diagnoéstico de hepatite aguda C em pacientes que ndo receberam transfuséo,
acrescida do estudo de seqiienciamento genético mostrando importante homogeneidade
viral nos pacientes da mesma unidade, confirmaram a transmissdo nosocomial do virus.?*-10!
Os fatores de risco sdo: proximidade fisica com os pacientes contaminados; auséncia de
desinfec¢do de maquinas, dos instrumentos e das superficies ambientais na troca dos turnos

de tratamento; uso coletivo de medicamentos; auséncia de luvas e de lavagem das méaos na

manipulagdo de pacientes.!??

1.4.2 Epidemiologia e diagnéstico

A taxa de prevaléncia de hepatite C em unidades de hemodidlise apresenta grande
variagdo; sendo, por exemplo, de 3% na Holanda, 22,5% na Italia e 80% no Egito. A
prevaléncia comumente é maior em paises pobres, mas mesmo nos desenvolvidos é bastante
superior a observada na populagdo em geral.® No Brasil, a taxa de prevaléncia situa-se entre

8,4% a 64,7%, dependendo do local, da época do estudo e da metodologia utilizada.!%117

A incidéncia de hepatite C nas unidades de hemodiélise estd diminuindo em mui-
tos paises devido a maior aderéncia as medidas preventivas. Na Bélgica, por exemplo, a
incidéncia, em 1992, era 1,4% e reduziu a zero em 1995.18 No entanto, esse fendmeno nio é
universal, e mesmo nos paises desenvolvidos a incidéncia de hepatite aguda C em unidades

de hemodiédlise permanece constante, diferente da populagdo em geral onde houve uma
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queda acentuada de novos casos de hepatite C.®

O diagnostico de infeccdo aguda causada pelo VHC é dificil. O periodo de janela
imunolégica é longo. A presenca de anticorpos anti-HCV é detectado em torno do terceiro
més apos a infecgdo, podendo as vezes surgir somente apés o quinto més.!”” Ademais, pa-
cientes urémicos apresentam niveis de ALT mais baixos que os pacientes com fungao renal
normal.'® Na hepatite aguda pelo virus C, nos renais cronicos, a eleva¢do da aminotransfe-

rase é discreta, muitas vezes ndo ultrapassando o nivel superior da normalidade.

A utilizagdo dos testes ELISA de primeira e segunda geracdo (ELISA 1 e 2), como
rastreamento de hepatite C, nos pacientes em hemodidlise, ocasionou percentual elevado de
resultados falso negativo (exame sorologico negativo e pesquisa do RNA viral positiva).'?!
Com os testes ELISA de terceira geracdo houve uma melhora na sensibilidade e especificidade
desse método.'” Com esse teste, 0 exame falso negativo é muito raro, sendo considerado

método de escolha para rastreamento nos pacientes em HD.!?

A taxa de cronificagdo do VHC em HD é semelhante a dos pacientes com fungdo
renal normal e situa-se entre 65% a 87%.°>1%124 A carga viral do VHC nos pacientes em
hemodiédlise é, em geral, mais baixa quando comparada aos pacientes com funcdo renal
normal, embora ndo demonstrada em todos os estudos.'?1?® Observa-se, ainda, reducao
da viremia durante a sessdo de filtracdo do sangue, mas a razdo ndo estd devidamente
esclarecida. A distribuigdo do genétipo do VHC no grupo de pacientes em HD parece ser a

mesma da populagdo em geral.!%8/128-151

1.4.3 Evoluc¢do Clinica

A dificuldade de conhecer a histéria natural da hepatite C nos pacientes em hemo-
didlise é ainda maior porque, além do carater silencioso da doenca hepatica, os pacientes em
hemodiédlise apresentam sobrevida reduzida. Sugerem-se duas maneiras de avaliar a histo-
ria natural da hepatite C nos pacientes portadores de IRC em HD: por meio da avaliagdo da

taxa de mortalidade e das alterac¢des histolégicas que ocorrem na infec¢do cronica.

Os pacientes portadores do VHC em hemodidlise apresentam risco de mortalidade

maior que os pacientes ndo infectados.’* 1313 Além disso, pacientes com anti-HCV positivo
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em terapia dialitica apresentavam maior taxa de mortalidade quando comparado aqueles

submetidos a transplante renal '3 13136

Ap6s o transplante, o impacto da hepatite C é controverso, mas uma metanélise com
oito estudos retrospectivos detectou um maior risco de perda do enxerto e de mortalidade
entre os pacientes portadores do VHC, sendo esses riscos estimados em 1,79 (IC95% 1,57-
2,03) e 1,56 (IC95%, 1,35-1,80), respectivamente.” Além disso, foi demonstrado, em 1993,
que os pacientes com hepatite cronica ativa e importante fibrose hepética antes da realiza¢do

do transplante renal apresentavam pior evolugdo apds o procedimento.'®

Desde entdo, vérios estudos relatando as alteragdes histolégicas nos pacientes em
hemodialise foram publicados.? %7147 O percentual de pacientes com cirrose hepdtica variou
de 0% a 24%, e de fibrose em ponte, de 3 a 11%. O grau de atividade inflamatoria foi em geral
discreto e ndo houve correlacdo com niveis de ALT. No entanto, existe relato de evolugado para
cirrose hepética em periodo inferior a 10 anos apds o episdédio de hepatite aguda causada
pelo VHC.M Além disso, poucos estudos correlacionaram dados histolégicos hepaticos

143,145,146

com carga viral e genétipo ou compararam os achados histolégicos com pacientes

infectados e funcdo renal normal.?> 143145

Em suma, podemos afirmar que: 1) a populacdo de portadores de insuficiéncia
renal é crescente, o risco de transmissdo nosocomial dentro das unidades de hemodiélise é
sempre presente e a taxa de prevaléncia de hepatite C nessa populagao é elevada; 2) a taxa de
mortalidade nos pacientes com anti-HCV positivo em hemodiélise é maior, se comparados
aos pacientes com sorologia negativa, sendo a doenga hepdtica e hepatocarcinoma causas
de 6bito mais freqiientes; 3) apés o transplante renal, pacientes com anti-HCV positivo
apresentam maiores risco de 6bito e de perda do enxerto, comparados aqueles ndo infectados;
4) os pacientes submetidos a transplante renal com doenca hepética avangada ou grau de
atividade inflamatéria importante apresentam pior evolugao; 5) os dados de bidpsia hepatica
dos pacientes com 0 VHC em HD parecem ser aparentemente contraditérios, pois em geral as
alteragdes sdo discretas e a doenca hepética é menos ativa, mas existe relato de evolugdo para
cirrose com menos de 10 anos; 6) existem escassos dados comparando pacientes infectados
com o VHC em hemodidlise com pacientes com fungdo renal normal; 7) existem poucos

estudos correlacionando aspectos histolégicos da doenca hepética com fatores virais, como
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carga viral e genétipo nesse grupo de pacientes. Dessa forma, novos estudos avaliando a
interagdo do VHC nos pacientes em hemodialise sdo necessarios para conhecer essa doenca

e propiciar melhores condi¢Ges de vida a esse grupo de pacientes.
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2 Objetivos

2.1

2.2

Objetivo Geral

Comparar os aspectos laboratoriais, virolégicos e histolégicos dos pacientes portadores
de IRC em hemodiélise com um grupo de pacientes portadores do VHC e funcao renal

normal emparelhados em relagdo a idade, sexo e tempo de infeccdo.

Objetivos Especificos

Correlacionar os dados histolégicos dos pacientes infectados pelo virus da hepatite C

em hemodialise com aspectos demograficos, laboratoriais e virolégicos.

Avaliar as caracteristicas viroldgicas (carga viral e gen6tipo) e histolégicas dos pacientes
infectados pelo virus da hepatite C e portadores de insuficiéncia renal cronica em

programa regular de hemodidlise no Distrito Federal.

Avaliar a taxa anual de progressdo da fibrose nos pacientes portadores do virus da

hepatite C em hemodidlise que ndo foram submetidos a transplante renal.

Identificar a existéncia de fatores de risco para a ocorréncia de fibrose e de atividade

inflamatoria nos pacientes infectados pelo VHC.
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3 Pacientes e Métodos

3.1 Delineamento do estudo

O delineamento do presente estudo foi dividido em duas etapas:

e Primeira etapa - estudo caso-controle, sendo o grupo de estudo ou grupo I composto
por 36 pacientes infectados pelo VHC e portadores de IRC em hemodidlise. O grupo
controle ou grupo II foi formado por 37 pacientes infectados pelo VHC e com fungdo
renal normal. Os dois grupos foram constituidos por pacientes que apresentavam
semelhanga nos itens sexo, idade e tempo de infec¢do. Foram analisados aspectos

clinicos, bioquimicos, virolégicos e histologia hepética.

e Segunda etapa — estudo prospectivo, com a realizagdo de uma segunda hepética para
avaliar a taxa de progressado de fibrose hepatica nos pacientes do grupo de estudo (IRC,

em hemodidlise) que continuavam em lista de transplante renal.

3.2 Pacientes

Foram elegiveis para participar desse estudo os pacientes portadores de insuficiéncia
renal cronica, em avalia¢do pré-transplante renal, atendidos no ambulatério especializado de
tfigado da Unidade de Gastroenterologia do Hospital de Base, no periodo de janeiro de 2000
a dezembro de 2006. O trabalho foi protocolado e aprovado no Comité de Etica e Pesquisa
da Secretaria de Satde do Distrito Federal. Ap6s receberem detalhadas informacgdes, os
pacientes assinaram o termo de consentimento (Anexo A.1) concordando em participar do

estudo que continha os seguintes critérios de inclusao e exclusao:

Critérios de inclusao:

e Programa regular de hemodiélise ha mais de 12 meses;
e Presenca de anti-HCV (ELISA 3) ha mais de 12 meses;

e HCV-RNA positivo (AmplicorR, Versdo 2.0, Roche);
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e Bidpsia hepética com fragmento adequado para andlise histologica.

Critérios de exclusao:

e HBsAg positivo;

e Anti-HIV positivo;

e Tratamento prévio de hepatite C com interferon convencional ou peguilado eribavirina;
e Ingesta alcoodlica superior a 20 gramas para as mulheres e 40 gramas para homens;

e Doenca hepatica descompensada, caracterizada pela presenca de ascite, encefalopatia,

ictericia ou histéria de hemorragia digestiva alta por ruptura de varizes de esdfago.

O grupo controle foi formado por pacientes portadores de hepatite cronica causada
pelo VHC e com funcao renal normal (FRN), definida como nivel de creatinina dentro do
limite da normalidade (<1,0 mg/dl). Esses pacientes estavam cadastrados no banco de dados
de hepatite cronica C e atendidos no mesmo ambulatério. Para o emparelhamento foilevado
em consideragdo o sexo, a idade, o tempo estimado da infec¢do e a provavel aquisi¢do do
virus por transfusdo de sangue. Foi aceito um periodo de diferenca de 03 anos para o tempo
de infec¢do presumido e a idade de contaminagdo. Além disso, para formacdo do grupo

controle havia os seguintes critérios de inclusao:

Anti-HCV e HCV RNA positivos;

HBsAg negativo;

Anti-HIV negativo;

Auséncia de tratamento para o VHC prévio;

Ingesta alcodlica superior a 20 gramas para as mulheres e 40 gramas para homens;

Bidpsia hepética adequada para reavaliacdo histolégica
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3.3 Método

Os pacientes foram avaliados no ambulatério de gastroenterologia. A avaliagdo
clinica consistiu de anamnese e de exame fisico realizado pelo investigador. Os dados de
idade, sexo, fatores de risco para a aquisi¢do do virus da hepatite C, peso, altura e histéria
de diabetes mellitus foram obtidos durante a avaliacdo clinica e revisdo dos prontudrios.
O diagnéstico de diabetes mellitus foi baseado no relato de uso de hipoglicemiante oral ou
insulina e glicemia de jejum maior de 110 mg/dl. O tempo de infec¢do foi estimado, no grupo
de estudo, a partir do inicio de hemodiélise ou do ano que o paciente recebeu a transfusdo de
sangue. No grupo controle, o tempo de infecgdo foi estimado a partir da data de transfusdo
de sangue. Foi realizada uma detalhada explanacdo sobre a necessidade de realizagdo de
bidpsia hepatica como avalia¢do do pré-transplante renal e como seria feito o procedimento.
Além disso, foram solicitados exames para verificagdo de coagulagdo pré-bidpsia e ecografia

de abdome superior.

Os exames bioquimicos (glicose, alanina aminotransferase, proteina total, albumina
e saturagdo de transferrina) foram realizados no Laboratério Central do Hospital de Base
do DF enquanto que a atividade de protrombina e o INR foram realizadas no Laboratério
do Banco de Sangue do Hospital de Base do DF. A dosagem de alanina aminotransferase
foi realizada pelo método cinético automatizado, com valores normais para homem até 35
U/l e para mulheres até 30 UI/l. O nivel considerado de ALT foi uma média de trés exames

realizados nos 06 meses precedentes a bidpsia hepética.

O teste sorolégico foi realizado no laboratério da Fundacao Hemocentro de Brasilia,
sendo utilizado o ensaio imunoenzimatico de terceira geragdo para detec¢do de anticorpos
anti-HCV (ELISA-3) que detecta qualitativamente por quimiluminescéncia os anticorpos
contra o VHC (Abbott PrismR). Nos pacientes com sorologia positiva (cutt-off maior que 5)

foi realizado estudo virolégico.

Para a pesquisa de RNA qualitativo, quantitativo e genétipo foi coletado sangue
imediatamente antes do inicio da sessdo de hemodidlise e ap6s o maior periodo inter-didlise,
aproveitando o momento da puncdo venosa para iniciar o tratamento de hemofiltragdo.

Foram coletados 10 ml de sangue mediante o uso de luvas e seringa descartdveis, estéreis
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e sem anticoagulantes. Essa amostra de sangue foi transportada, pelo pesquisador, ao
Laboratério de Biologia Molecular da Fundacdo Hemocentro de Brasilia. O transporte do

sangue foi realizado em recipiente com temperatura a 4°C.

No laboratério, o sangue foi imediatamente centrifugado, numa rotacdo de 1200x,
durante 20 minutos, em temperatura ambiente, para a separacdo do soro das células do
sangue. O soro foi dividido em quatro frascos de polipropileno esterilizados, de 1,5 ml, com
tampas de enroscar, e devidamente identificados como frasco I, II, III e IV. O frasco foi I foi
estocado a -70°C e serviu como soroteca. O frasco II foi utilizado para pesquisa do RNA
qualitativa do virus da hepatite C, pela técnica de RT-nested-PCR, na Fundacdo Hemocentro
de Brasilia. O frasco III foi encaminhado para o Laboratério Sabin de Brasilia para realiza¢do
do teste HCV RNA quantitativo. O frasco IV foi enviado para o Laboratério de Virologia
da Faculdade de Biologia da Universidade de Brasilia onde foi realizada a identificacdo do

gend6tipo do VHC.

Todo o manuseio do material no Hemocentro foi realizado com técnica RNAse-free,
em capela de fluxo laminar, sendo os soros congelados em até duas horas apds a coleta.
Esses procedimentos fazem parte da técnica RNAase-free, que objetiva eliminar a presenca
de enzimas naturais que podem degradar o material genético, composto por RNA, presente

na amostra.
Teste HCV RNA qualitativo

A pesquisa de acidos nucléicos, realizada pelo Laboratério de Biologia Molecular
da Fundagao Hemocentro de Brasilia, utilizou o teste AmplicorR, Versdo 2.0, do Laboratério

Roche.
Metodologia do teste

O teste Amplicor é um exame qualitativo in vitro para a detec¢do do RNA do VHC e
baseia-se em cinco processos principais: na preparagdo da amostra; na transcri¢do reversa do
RNA alvo para produzir DNA complementar (cDNA); na amplificagio do cDNA alvo por
meio da reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR), utilizando iniciadores complementares
especificos para o HCV; na hibridizacdo dos produtos amplificados com sondas de oligonu-

cleotideos especificas para o alvo e na deteccdo dos produtos amplificados e fixos a sonda ,
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por determinagdo colorimétrica.

A preparacdo da amostra consiste no isolamento do material genético procurado
(RNA viral) que ocorre com a lise de particulas virais, promovida por reagente especifico. O
teste dispde de um RNA de controle interno do VHC que é introduzido em todas as amostras
analisadas juntamente com o reagente de lise. Esse RNA de controle interno atua como um

controle da extracdo e amplificagdo para cada amostra processada.

A transcricdo reversa e a amplificagdo por PCR do RNA do VHC e do RNA do con-
trole interno sdo realizadas de forma simultanea e na mesma mistura de rea¢do por utilizar
uma enzima recombinante termo-estdvel DNA polimerase do Thermus thermophilus (rTth
pol). Na presenca de manganés (Mn2+) e em condi¢des de tampao adequadas, essa enzima
exibe atividade de transcriptase reversa e de DNA polimerase. O teste utiliza os iniciadores
KY78 e KY80 para definir uma seqiiéncia de 244 nucleotideos dentro da regido 5- ndo tradu-
zida e altamente conservada no genoma do VHC. A seqiiéncia de nucleotideos do iniciador
KY78 é ctcgcaagca ccctatcagg cagt e a seqiiéncia do iniciador KY80 é gcagaaagcg tctagccatg
gegt. A seqiiéncia de captura da sonda e as seqiiéncias do iniciador encontram-se localiza-
das nos dominios mais conservados do genoma viral, como a regido 5-ndo traduzida. O
iniciador, a jusante ou antisense (KY78), em temperatura adequada, se liga especificamente
ao RNA alvo do HCV. Na presenga de deoxinucleotideos (deoxiadenosina (dATP), deoxi-
guanosina (dGTP), deoxicitidina (dCTP) e deoxiuridina (dUTP) no lugar de timidina) em
grande quantidade, a enzima recombinante rT th pol alonga o iniciador dando origem a uma

cadeia de DNA complementar (cDNA) ao RNA viral.

Depois de ocorrer a etapa da transcricdo, a mistura foi aquecida para desnaturar o
hibrido RNA: cDNA e expor as seqiiéncias alvo. Ap6ds a reducdo da temperatura, o iniciador
a montante (KY80) liga-se a cadeia de cDNA e a enzima rT th pol alonga o iniciador, sinte-
tizando uma nova cadeia de DNA. O processo de elevar a temperatura, separar as cadeias
complementares, expor as seqiiéncias aos iniciadores e o alongamento da cadeia, ativado
pela enzima recombinante, é repetido durante um determinado ntimero de ciclos e produzir
uma molécula de 244 pares de bases ¢ denominado de amplificagdo. Essa amplificacdo ocorre
apenas no lugar do genoma do VHC situado entre os iniciadores, ndo se amplificando todo

o genoma do virus.
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Apés a amplificagdo, a seqiiéncia de RNA viral e do controle interno do teste sdo
desnaturadas quimicamente para formar um DNA de cadeia simples. Pequenas quantidades
do material desnaturado sdo colocadas em contato com sondas especificas para o VHC
(KY150) ou para o controle interno do VHC (SK535) em placas de micropogos, onde ocorre

a hibridizacdo. A etapa da hibridizagdo aumenta a especificidade do teste.

A ultima etapa, a deteccdo do RNA viral, é feita ap6s a fixagdo do conjugado avidina-
peroxidase de rato silvestre ao material genético dentro dos micropogos. Inicialmente,
uma lavagem elimina o excesso de conjugado ndo fixado. Em seguida, sdo adicionadas
duas substancias: o perdéxido de hidrogénio e a 3,3’, 5,5"-tetrametilbenzidina (TMB). A
enzima peroxidase, fixada no material genético, catalisa a oxidagdo do TMB para formar um

complexo colorido que foi verificado em leitor automatizado.

Descri¢ao do teste

e Preparagio da amostra:
O RNA do VHC foi isolado do soro por meio da lise das particulas virais com agente
especifico de lise (tampao Tris-HCL, 68% de tiocianato de guanidina, 3% de ditiotrei-
tol, < 1% de glicogénio, Xn 68% (p/p) de tiocianato de guanidina), seguido de uma
precipitacdo do RNA viral com 1 ml de etanol a 70% e de centrifugacdo a 13000 x g,
durante cinco minutos a temperatura ambiente. Foi descartado o sobrenadante. Pos-
teriormente, foi adicionado o diluente (tampao Tris-HCL, < 0,005% de poli rA RNA -
sintético, EDTA, 0,05% de azida sddica) e o pellet foi descolado com pipeta. A solugdo
foi submetida ao voértice para mistura com o diluente durante dez segundos. Parte da
mistura (50 ul), devidamente identificada como sendo a mistura principal de trabalho,
foi utilizada para a etapa de transcricdo e amplificacdo, que ocorreu dentro das trés
horas subseqiientes a preparagdo da amostra, e o restante dessa mistura foi congelado

a-70°C.

e Transcrigdo reversa e a amplificagdo por PCR
Essa etapa ocorreu em drea fisica separada da anterior, com todos os materiais rea-
gentes previamente separados. O termociclador utilizado (Applied Biosystems GeneAmp

PCR System 9600) foi ligado 45 minutos antes de iniciado a etapa da transcrigdo e da
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amplificagdo. Inicialmente, em um frasco denominado de mistura principal de HCV
(HCV MMX) contendo oligonucleotideos (<0,01% de dATP, dCTP, dGTP, dUTP), ini-
ciadores (KY78, KY80), enzima termo estavel (AmpEraseR), tampdo de bicina e azida
sédica; foi adicionada uma solugédo contendo 100 ?1 de HCV Mn2+ e efetuado suaves
movimentos para a adequada mistura das solugdes. Em seguida, foram adicionados
50 pl da mistura principal de trabalho, obtida na etapa de preparacdo da amostra,
aos tubos de PCR previamente rotulados e contendo a solugao HCV MMX. Os tubos
foram colocados no termociclador, que foi programado da seguinte forma: Programa
Hold 74, cinco minutos a 50°C; Programa Hold 75, 30 minutos a 62°C; Programa Cycle
37 ciclos — 76: dez segundos a 90°C, 25 segundos a 58°C e Programa Hold 77, duas
horas a 91°C. Ap6s isso, as tampas do tubo de ensaio foram retiradas cuidadosamente
para ndo criar aerossois; e imediatamente pipetados 100 ul da solugdo desnaturante,
utilizando-se uma pipeta multicanal com barreira para aerosséis. A nova solugéo foi
incubada durante 10 minutos a temperatura ambiente e depois colocada em geladeira

(4°C) até o dia seguinte, quando foi realizada a deteccdo.

e Detecgio
Essa etapa ocorreu na mesma drea fisica da etapa da amplificacdo. Aguardou-se até
que todos os reagentes tivessem atingido a temperatura ambiente antes de retird-los
das embalagens de aluminio. Depois, foi preparada a solucdo de lavagem, adicionando

1 volume de 10XWB (concentrado de lavagem — 10X) a 9 volumes de dgua deionizada.

Foi preparado o substrato de trabalho misturando 2 ml do substrato A com 0,5 ml
do substrato B. Além disso, o amplicon armazenado em geladeira no dia anterior foi

incubado a 37°C durante trés minutos.

As tiras a serem utilizadas foram colocadas na placa de micropogos e em cada pogo
foram adicionados 100 ul de HCV HYB (tampao de hibridizacdo do HCV). Depois,
utilizando-se ponteiras com barreira, foram pipetados 25 ul de amplicon desnaturado
e colocado nos pogos. Foram dadas de dez a 15 suaves pancadas no prato onde se
encontra a placa para a adequada mistura. A mudanga de cor, do azul para amarelo
claro, foi a indicagdo de que houve uma mistura adequada. Nesse momento, a placa

de micropogos foi fechada com tampa prépria e incubada a 37°C durante 60 minutos.
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Ap0s esse periodo foi realizada a lavagem manual da placa, por cinco vezes, com a
solugdo de lavagem de trabalho. Depois de seca, foram adicionados 100 ul de AV-
HRP (conjugado de avidina-peroxidase de rato silvestre) a cada pogo da placa. Esta
foi novamente coberta e incubada a 37°C durante 15 minutos. Depois foi lavada de
forma idéntica a lavagem anterior. Finalmente, foram adicionados 100 ul da solugao
Stop (reagente de paragem), que interrompe a a¢do da enzima peroxidase. Apo6s este

procedimento, foi lida a absorbancia a 450nm (A450), nos 30 minutos subseqiientes.

o [nterpretagio dos resultados
O resultado do exame de pesquisa do RNA viral foi interpretado conforme o esquema

abaixo:

Tabela 1: Critérios de interpretagdo da pesquisa qualitativa de RNA do VHC

Resultado do plasma Resultado do con- Interpretacao

analisado trole interno

Absorbancia

<03 <0,3 RNA do VHC ndo detectado -
EXAME NEGATIVO

0,3 <03 Reacdo inibida. Exame foi repetido
com o soro armazenado.

<0,3 Qualquer RNA do VHC detectado — EXAME
POSITIVO

<0,3e<1,0 Qualquer DUVIDOSO. Exame foi repetido com

nova amostra

Teste HCV RNA quantitativo

O teste HCV RNA 3.0 (bDNA) VERSANT - Bayer é um procedimento de hibridiza¢do
tipo sanduiche do dcido nucléico para a quantificacdo direta do RNA do virus da hepatite
C (HCV) no soro e plasma humanos. Depois que o RNA genémico do HCV é liberado dos
virions, 0 RNA é capturado em um micropogo por uma série de sondas de captura especificas,
compostas de oligonucleotideos sintéticos. Um conjunto de sondas-alvo hibridiza com
ambos o RNA viral e as sondas pré-amplificadoras. As sondas de captura e as sondas-alvo
ligam-se ao segmento 5 da regido ndo traduzida e as regides centrais do genoma do VHC. A

sonda amplificadora se hibridiza em seguida ao pré-amplificador formando um complexo

de DNA ramificado (hDNA).
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Uma série de copias de uma sonda marcada com fosfatase alcalina hibridiza-se
entdo com esse complexo imobilizado. A detec¢do ocorre pela incubagdo do complexo
ligado a0 AP com um substrato quimioluminescente. A emissdo de raios luminosos é
diretamente relacionada a quantidade de RNA do VHC presente em cada amostra e o
resultado é registrado pelo lumindémetro como unidades relativas de luz (RLUs). Define-se
uma curva padrdo pela emissdo de raios luminosos de padrdes que contém concentragdes
conhecidas de fagos de DNA recombinante em fita tinica. As concentra¢gdes de HCV RNA

nas amostras sdo determinadas a partir dessa curva padrao.

O teste seguiu as recomendagdes do fabricante, conforme consta no manual, sendo
realizado em duas etapas. No primeiro dia foi realizado o processo de separagdo do genoma
viral. O diluente de lise previamente aquecido foi misturado as sondas de captura, sondas-
alvo e soro do paciente. Essa mistura foi colocada nos pogos de captura do VHC, dentro
das placas metélicas do sistema. O analisador fechou as placas automaticamente e iniciou o
aquecimento até atingir a temperatura de incubagéo, que ocorreu durante o periodo noturno.
A incubacdo durou de 15 a 18 horas. No teste, havia um controle negativo (auséncia do virus
da hepatite C) e dois controles positivos, sendo um com alta carga viral e outro com baixa

carga viral.

No segundo dia, foram realizados os procedimentos de hibridizacdo da sonda de
pré-amplificacdo e de amplificagdo. Nessa etapa, apds a adi¢do de reagentes especificos,
ocorreu o resfriamento e a lavagem da(s) placa(s). O ciclo de lavagem/resfriamento do 2°
dia levou aproximadamente 15 a 20 minutos dependendo da temperatura ambiente e do
namero de tiras a ser lavado. Em seguida, houve a etapa da amplificacdo, de deteccdo e de

leitura.

Ap6s a incubacdo, o analisador leu automaticamente as contagens de luminescéncia
RLU das placas e transferiu os dados para o software de gerenciamento de dados. Uma curva
foi montada e permitiu fazer anélise critica do comportamento dos padrdes, dos controles e

dos testes.

Os dados finais do Sistema Teste HCV RNA quantitativo sdo registrados como

unidades relativas de luz (RLUs). A luz emitida é diretamente correlacionada ao namero de
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copias do HCV RNA /mL (¢/mL). O software de gerenciamento de dados relata os resultados

do teste em copias/mL e Unidades Internacionais (Ul/mL) da Organizagdo Mundial de Satde.

Uma curva logistica de 4 parametros € utilizada para modelar o logaritmo das RLUs

como uma funcao da concentracao de HCV RNA.

O software usa as RLUs observadas e as concentra¢des dos cinco pontos da curva-
padrdo para determinar a curva que apresenta o melhor ajuste para fazer o grafico da
curva-padrao e calcular a concentragdo de HCV RNA de cada controle e de cada amostra de

paciente. A curva-padrao é calculada a partir de nove micropogos.

O teste é considerado valido se ocorrerem todas as condi¢des abaixo:

e Os valores determinados dos controles positivos HCV estdo dentro do intervalo espe-

cificado.

¢ Asunidades relativas de luz (RLUs) para os padrdes sdo média geométrica RLU Std A

>RLU Std B >RLU Std C >RLU Std D >RLU Std E.

¢ O controle negativo para HCV tem um valor <3.200 cépias/mL.

Valores de Referéncia: O teste registra valores entre 3.200 cépias/mL (615 Ul/mL) e 40 000
000 cépias/mL (7.692.000 Ul/mL).

Genotipagem
Extracdo do RNA

O RNA foi extraido utilizando-se um Kit comercial QIAamp Viral RNA (Qiagen),

conforme as instruc¢des do fabricante.
Transcri¢do Reversa

Ap6s a extragdo do RNA, a reacdo de transcrigdo reversa foi realizada num volume
tinal de 20ul. Inicialmente, uma solucdo contendo 5ul de RNA viral, 0,2 ug de oligonu-
cleotideos randomicos (Promega), 0,625mM de cada dANTP (Invitrogen) e dgua Milli Q para
um volume final de 13ul, foi mantida a 65°C por 5 minutos e, imediatamente, transferida

para um recipiente com gelo, por um minuto. Em seguida, foi adicionado 0,75X de tampéo
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first-strand, 5mM de ditiotreitol (DTT), 200U da enzima SuperScript™ transcriptase reversa
(Invitrogen) e 40 unidades (U) de inibidor de RNases (Invitrogen). Esta reacdo foi inicialmente
incubada a 25°C por 5 minutos e entdo a 55°C por 60 minutos. A reacdo foi interrompida,
com a inativacdo da enzima a 70°C por 15 minutos. O cDNA sintetizado foi armazenado a

-20°C.
Reagio em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras foram amplificadas por meio de nested PCR, utilizando-se primers es-
pecificos para a regido 5" UTR, NS5B e E2. Para a regido 5" UTR no primeiro ciclo, foram
usados os primers externos P7/P8, e, no segundo ciclo, os primers internos P10/P17. A Tabela
mostra as seqiiéncias de oligonucleotideos usados para amplificacdo da regido 5’"UTR. O
PCR foi realizado num volume final de 50 ul com 1ul de cDNA, 2,5 mM de dNTPs, 50 mM

de MgCl,, 0,7uM primers extenos (P7/P8) e 2U da enzima Taq Polimerse (Invitrogen).

Tabela 2: Seqiiéncia de oligonucleotideos usados para amplificagdo da regido 5’'UTR do
genoma do HCV

Primer Seqiiéncia (5 — 3’) Posicao no Genoma
pP7 CACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTC -304 ao 280
P8 ATGGTGCACGGTCTACGAGACCTCC + 3 ao0-23
P10 TTCACGCAGAAAGCGTCTAGCC -279 ao -258
P17  GGGCACTCGCAAGCACCCTATCAGG -26 ao -50

P7/P8 primers externos; P10/P17 = primers externos

As amostras foram amplificadas num termociclador (PTC-100 Research INC) usando-
se os seguintes parametros de amplificacdo: um ciclo de desnaturagao de 94°C por 2 minutos;
35 ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto; e, extensdo
tinal a 72°C por 7 minutos. Um microlitro do produto de PCR foi submetido a uma segunda
amplificagdo com os primers internos (P10/P17), nas mesmas condi¢des e usando-se 0 mesmo

parametro de amplificacdo.

As amostras amplificadas foram analisadas em gel de agarose 1% e coradas com
brometo de etideo. O fragmento esperado para o produto de DNA amplificado para regido

5’UTR foi de 253 pb.

Para a regido NS5B (Tabela[3), foram usados os primers externos S1/AS1 no primeiro
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ciclo e no segundo ciclo, os primers internos S2/AS2. A Tabela (3| mostra as seqiiéncias
utilizadas para amplificacdo da regido NS5B. A reacdo de amplificagdo foi realizada com 5yl
de cDNA, 2,5mM de dNTPs e 0,25uM de primers externos (S2/AS2) e 2U de Tag polimerase
(Invitrogen), num volume final de 50ul. Todas as amostras foram submetidas a amplificacdo
em um termociclador. Apds uma desnaturacdo inicial de 95°C por 1 minuto, o DNA foi
amplificado em 40 ciclos de 95°C por 20 segundos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 1
minuto, seguido de uma extensdo de 72°C por 10 minutos. Quatro microlitros do produto
da primeira amplifica¢do foram submetidos a um segundo ciclo usando os primers internos
(52/AS2), nas mesmas condi¢des de amplificacdo, com 25 ciclos para amplificagdo. As
amostras amplificadas foram analisadas em gel de agarose 1% e coradas com brometo de
etideo. O fragmento esperado para o produto de DNA amplificado para regido NS5B é de
331 pb.

Tabela 3: Seqiiéncia de oligonucleotideos usados para amplificacdo da regido NS5B do
genoma do HCV

Primer Seqiiéncia (5" — 3’) Posi¢cao no Genoma
S1 TGG GGT TCT CGT ATG ATA CCC 8245 - 8265
AS1  CCT GGT CAT AGC CTC CGT GAA 8616 - 8636
S2 GAT ACC CGCTGC TTT GACTC 8258 - 8278
AS2 CCT CCGTGA AGGCTCTCAG 8607 - 8625

S1/AS1 primers externos; A2/AS2 = primers externos

Para o estudo de variabilidade genética as amostras foram amplificadas por meio de
nested PCR, utilizando-se primers especificos para a regido HVR1 no gene E2. No primeiro
ciclo foram usados os primers externos ES1/EAS1 e, no segundo ciclo, os primers internos
ES2/EAS2. Os primers foram desenhados in house, utilizando o programa FastPCR. Com isso,
espera-se uma melhor amplificacio da regido desejada. A Tabela ] mostra as seqiiéncias

utilizadas para amplificacdo da regido do envelope.

O primeiro ciclo de amplificagdo foi realizado em um volume final de 50ul, con-
tendo 4 ul de cDNA, 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen), 0,5ul dos primers (ES1/EAS1) e 2U de Tag
polimerase (Invitrogen). A reagdo de amplificacdo foi realizada nas seguintes condig¢des: des-
naturagao de 95° C por 1 minuto; 40 ciclos de 95°C por 30 segundos; 56°C por 40 segundos;

72°C por 1 minuto e 30 segundos; e, uma extensao de 72°C por 10 minutos.
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Tabela 4: Seqiiéncia de oligonucleotideos usados para amplificagdo da regido do envelope
genoma do HCV

Primer Seqiiéncia (5 — 3’) Posicao no Genoma
ES1 TCG GCC CTC TAC GTG GGG GAC 1164 - 1185
EAS1 CCT CTC AGG ACA GCC TGA AGA GT 1689 - 1722
ES2 CCT TCT CTC CCA GGC GCC ACT GG 1223 - 1246
EAS2  GGC CGT GCT ATT GAT GTG CCA ACT 1612 - 1635

ES1/EAS1 primers externos; EA2/EAS2 = primers externos

O segundo ciclo de amplificagdo foi realizado usando 3 microlitros do produto
de PCR gerado na primeira amplificacdo, 0;2mM de dNTPs (Invitrogen), 0,5ul dos primers

(ES2/EAS2) e 2U de Taq polimerase (Invitrogen), usando as mesmas condigdes de amplificagdo.

As amostras amplificadas foram analisadas em gel de agarose 1% e coradas com
brometo de etideo. O fragmento esperado para o produto de DNA amplificado para regido
HVR1 é de 389 pb. As amostras ndo amplificadas foram consideradas negativas para a

presenca de HCV, de acordo com a metodologia utilizada.

Para monitorar uma possivel contaminacdo nos procedimentos de amplificacdo,
foram sempre incluidos controles negativos, essenciais para avaliar o risco de contaminagdo

cruzada e conseqiientes resultados falsos positivos.
Genotipagem
Precipitagio dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram precipitados, adicionando-se 0,5 volume de acetato de
amonio 7,5M e 2,5 volumes de etanol absoluto. As solug¢des foram mantidas a -80°C por
30 minutos. Em seguida, foram centrifugadas a 14000 rpm por 40 minutos, em centrifuga
refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi descartado, e foram adicionados 100ul de etanol 70%.
Os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante descartado e os
tubos mantidos a 37°C para total secagem. Finalmente, foram adicionados 15ul de dgua

MilliQ em cada tubo.
Seqiienciamento automdtico

Os produtos da amplificagdo precipitados foram submetidos ao seqiienciamento au-
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tomadtico utilizando-se primers internos sense P17, para seqilienciamento da regido 5’ UTR, e
52, para seqiienciamento da regido NS5B. Para a regido HVR1 em E2, os produtos de PCR
foram seqilienciados em ambas as dire¢des, utilizando-se primers internos ES2/EAS2. As rea-
¢Oes de seqiienciamento nucleotidico foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular
da Universidade de Brasilia, utilizando-se o Kit RI-Terminator, no Sistema Molecular Dyna-
mics MegaBACE 500 plus (GE Healthcare), e na plataforma de seqiienciamento da EMBRAPA
— CENARGEN utilizando-se o Kit ABI PRISM BigDye TM Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction versdo 3.1 (Applied Biosystems).
Andlise das seqiiéncias

A qualidade das seqiiéncias obtidas na reagdo de seqiienciamento foi verificada por
programa especifico, e as homologias das seqiiéncias nucleotidicas foram determinadas pelo
programa HCV-Blast, disponivel no site HCV Databases (http://hcv.lanl.gov). Nesse
programa, as seqiiéncias obtidas foram alinhadas com seqiiéncias de HCV disponiveis no

banco gendmico HCV Databases (http://hcv.lanl.gov).
Avaliacao ecografica

Os pacientes do Grupo I, em jejum de oito horas, realizaram ultra-sonografia de
abdome superior na Unidade de Gastroenterologia do Hospital de Base, sempre com o
mesmo examinador. O equipamento utilizado para os exames foi um aparelho de ultra-som
de tempo real, marca Aloka, modelo SSD 1700 DYNAVIEW II, com medidores eletronicos e
transdutor linear com freqiiéncia de 3,5, MHz, com doppler colorido, continuo, pulsatil e com

velocidade do ultra-som de 1.540 metros por segundo.
Avaliacao histolégica

Os fragmentos de biépsia hepatica foram obtidos por puncao intercostal direita, sob
anestesia local e guiada por ecografia com agulha tipo corte (Tru—Cut®). O procedimento
foi realizado pelo pesquisador, na unidade de Gastroenterologia do Hospital de Base, e o
paciente permaneceu em repouso por periodo minimo de 04 horas. O material obtido foi
tixado em formol a 10% e encaminhado a unidade de Anatomia Patolégica do Hospital de
Base. Nessa unidade, o material foi submetido a desidratagdo em &lcool etilico e banhos

de xilol. Posteriormente, houve a inclusdo do material em parafina. Os cortes histologicos
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foram obtidos em micrétomo convencional e corados pela hematoxilina-eosina, tricomio de
Masson, azul da Prissia (método de Perls) e deteccdo de fibras reticulares pelo método de

Gomori.

A bidpsia para ser incluida no estudo tinha no minimo 15 mm de comprimento e pelo
menos 10 espacos-porta. Além disso, para evitar a variabilidade entre observadores, outra
limitagdo dos estudos baseados na avaliagdo histolégica, as amostras do presente trabalho
foram revisadas por um patologista experiente, sem conhecimento da condigao clinica e dos

exames laboratoriais do paciente.

O grau de fibrose foi classificado como:

Auséncia de fibrose portal e periportal - FO

Fibrose portal e periportal sem septos — F1

Fibrose portal e periportal com raros septos — F2

Fibrose portal e periportal com numerosos septos — F3

Cirrose — F4

O grau de infiltrado inflamatério no espago-portal foi baseado na intensidade do

mesmo e graduado como:

0. Raros linfécitos portais
1. Aumento discreto dos linfécitos portais
. Aumento moderado dos linfécitos portais

. Aumento acentuado dos linfdcitos portais

= W N

. Aumento muito acentuado dos linfécitos portais

O grau de infiltrado peri portal ou hepatite de interface foi classificado como:
0. Ausente
1. Necrose focal, ao redor de alguns espagos-porta.
2. Necrose difusa, ao redor de alguns espagos-porta ou focal ao redor de todos os espagos-

porta.
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3. Necrose acentuada, difusa e ao redor de todos os espagos-porta.

A necrose lobular corresponde a focos de necrose e/ou infiltrado inflamatdrio intra-

lobulares e foi classificada como:

e Ausente ou minima: menos de um foco por 16bulo — L0
e Moderada: pelo menos um foco por 16bulo — L1

e Acentuada: vérios focos por l6bulo — L2

O grau de atividade necroinflamatéria foi avaliado no espago-portal, periportal e
lobular. Posteriormente, foi utilizada a classificagdo de Metavir'*® que integra a intensidade
da inflamacao e necrose no espago periportal, denominada de hepatite de interface (HI) com

a necrose lobular (NL), conforme listado a seguir:

¢ AO0: nenhuma atividade necroinflamatoéria histolégica.
e Al: atividade necroinflamatéria histolégica minima.
e A2: atividade necroinflamatéria histol6gica moderada.

e A3: atividade necroinflamatéria histolégica severa

Assim, atividade inflamatoéria (Al) foi definida conforme o seguinte esquema:

e AQ quando existia HI 0 associado a LO.
e Al quando existia HI 0 associado a L1.
e Al quando existia HI 1 associado a L0 ou L1.
e A2 quando existia HI 0 associado a L2
e A2 quando existia HI 1 associado a L2
e A2 quando existia HI 2 associado a L0 ou L1.

e A3 quando existia HI 2 associado a L2
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e A3 quando existia HI 3 associado a L0, L1 ou L2.

149

O grau de siderose hepatica foi realizado baseado na classificagdo de Searle™ que

estabelece:

Auseéncia de ferro hepético

Granulos de ferro visiveis ao aumento de 400x

Granulos de ferro visiveis ao aumento de 100x

Granulos de ferro visiveis ao aumento de 25x

Massas de granulos de ferro visiveis ao aumento de 10x ou a olho nu.

3.4 Analise estatistica

Os dados descritos foram apresentados como percentual ou média com desvio pa-
drdo e varia¢des minima e méxima. As varidveis categéricas foram analisadas com os testes
qui-quadadro e teste exato de Fisher. O teste T de Student e o de Mann-Whitney foram
usados para comparagdo das varidveis numéricas. Modelos de regressdo logistica foram
usados para calcular odds ratio, com intervalo de confianga de 95%. O nivel de significancia
considerado foi p< 0,05 (alfa=5%). Todos os calculos foram feitos por meio do programa de

estatistica SPSS (Statistical Package for Social Sciences) modelo 13.0.
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4 Resultados

No ambulatério de hepatologia do Hospital de Base do DF, no periodo de janeiro
de 2000 a dezembro de 2006, 68 pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica, em
tratamento regular de hemodidlise, submeteream-se a avaliacdo de doenca hepética. Desses,
um paciente apresentava sinais de doenca hepatica descompensada (ascite); um paciente
era portador de hipertensdo portal por esquistossomose e do virus da hepatite C; dois
apresentavam marcadores sorolégicos de infeccdo pelo virus da hepatite B e C; 18 eram
portadores do virus da hepatite B (HBsAg positivo); 08 pacientes apresentavam sorologia
positiva para o VHC (anti-HCV positivo), mas pesquisa do RNA viral ausente, e 02 pacientes
apresentavam infeccdo pelo VHC, mas a bidpsia hepética ndo foi adequada para avaliagdo.
Estes pacientes foram excluidos do estudo. Dessa forma, do total de 68 pacientes avaliados,

36 entraram no atual estudo. Os dados coletados destes pacientes encontram-se no anexo 1.

A etiologia mais freqiiente da doenca renal cronica foi a hipertensdo arterial, obser-
vada em 9 (25%) pacientes, seguida pela glomerulonefrite cronica e por diabetes mellitus,
que foram verificados em 7 (19.4%) e 5 (13.9%) pacientes, respectivamente. Dez pacientes
(27.7%) ndo tiveram a etiologia da doenca renal estabelecida, sendo considerada idiopética, e
05 apresentavam outras patologias renais tais como: hipoplasia renal, pds-parto, obstrutiva,

lupus eritematoso sistémico, pielonefrite cronica.
Os achados mais freqiientes observados na ecografia de abdome superior dos paci-
entes com IRC e correlacionados com a viremia do VHC foram:

e Tamanho do figado:

- Normal em 27 pacientes (75%);
— Aumentado em 07 pacientes (19,5%);

— Diminuido em 02 pacientes (5,5%);
e Aspecto do figado:

- Homogéneo em 31 pacientes (86,1%);

— Heterogéneo em 05 pacientes (13,9%);
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e QOutros achados:

- Esplenomegalia: 06 pacientes (16,7%);

— Hiperecogenicidade, aspecto compativel com esteatose hepdatica: 08 pacientes

(22,2%);

e Nenhum paciente apresentava sinais de hipertensao portal ou ascite.

Os dados referentes aos pacientes em hemodidlise podem ser vistos na Tabela

Tabela 5: Caracteristicas gerais dos pacientes em hemodidlise

Pacientes em HD (n=36)

Variaveis Média + DP (variagdo) ou n (%)
Idade (anos) 41 + 10 (23-68)
Sexo: masculino / feminino 22 (61.1) /14 (38.9)
Tempo de infec¢do (anos) 12.31 + 3.80 (6-25)
Tempo de hemodiélise (anos) 8 £ 3 (2-16)
Transfusdo de sangue 22 (61%)
Transplante renal 13 (36%)

Indice de Massa Corporal 21.80 + 2.31 (17.01-28.33)
DM: sim / ndo 5(13.9)/31 (86.1)
Genotipo: 1/2/3 29 (80.5) /0 (0)/7 (19,5)
Carga viral (UI/ml) x 10° 380 + 641 (0.6-3 390)
ALT (U/L) 26 + 15 (11-85)
Plaquetas x 10° 214 + 52 (130-386)
Albumina (g/dl) 3.63 +0.40 (2.1-4.2)
Proteina total (g/dl) 6.83 + 0.37 (5.9-7.4)
Saturacao de transferrina (%) 60.69 + 46.54 (18-196)

HD = hemodiélise; DP = desvio-padrao.

A idade média dos 36 pacientes em hemodidlise foi de 41 anos, variando de 23 a 68
anos, com desvio padrdo de 10 anos. Vinte e dois pacientes (61,1%) eram do sexo masculino
e 14 (38.9%), do sexo feminino. Estavam em programa de hemodialise num tempo médio
de 8 + 3 anos, com variacdo de 02 a 16 anos. Dos 36 pacientes em hemodialise, 22 (61%)
relatavam histéria de transfusdo de sangue antes ou durante o tratamento dialitico e 13
(36,1%) pacientes ja tinha realizado transplante renal, com perda do enxerto e retorno ao
programa de hemodiélise hd pelo menos um ano. O tempo estimado de infec¢édo, calculado

a partir do primeiro fator de risco para a aquisi¢do do virus ou inicio de hemodidlise, foi de
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12,31 anos, com desvio padrdo de 3.80 e variando 05 a 25 anos. O diagndstico de diabetes

mellitus foi estabelecido em cinco pacientes (13.9%).

Somente 04 (11.1%) pacientes no grupo de pacientes em HD apresentavam ALT
acima do limite superior da normalidade, sendo que a média dessa enzima hepética nesse
grupo foi de 26 + 15, com variagdo de 11 a 86 U/L. Oito pacientes (22,2%) apresentavam
albumina abaixo do limite inferior da normalidade (normal = 3,3 mg/dl) e a média entre esse

grupo de pacientes foi de 3.63 com desvio padrdo de 0,40 e variando de 2.1 a 4.2.

A carga viral média foi de 380 000 UI/ml. Quatro pacientes apresentavam pesquisa
de RNA do VHC positivo (limite de detecgdo — 50 copias/ml), mas o teste quantitativo estava
abaixo do limite minimo, que era de 615 Ul/ml, que corresponde a 3200 cépias de virus/ml.
Sete pacientes (19,5%) apresentavam gendétipo 3a e 29 pacientes o genétipo 1, sendo que 25

(86%) apresentava o genétipo 1b.

Os achados histolégicos nos pacientes em hemodidlise sdo descritos nas figuras

4 el

Na figura ] verifica-se a distribuicao do grau de fibrose. Dezenove pacientes (52,8%)
ndo apresentaram fibrose. Dentro do grupo de pacientes que apresentou algum grau de
tibrose, 30,6% (n=11) apresentaram grau discreto de fibrose (Metavir 1), 11,1% (n=04) apre-
sentaram grau 2 e 5,5% (n=02) apresentaram grau 3 e nenhum paciente apresentou grau 4

de fibrose, correspondente ao estagio de cirrose hepatica.

A presenca da inflamacgdo e o grau da atividade inflamatéria foram avaliados nos
segmentos portal, periportal e lobular. Observa-se, na figura 3, que a inflamagdo portal
esteve presente em 86,2% (31/36) dos pacientes, sendo que 63.8% (23/36) apresentavam
processo inflamatério discreto (grau 1), 19.4% (07/36) apresentavam grau moderado (grau 2)
e somente um paciente (2.7%) tinha grau acentuado de inflamagdo nesse segmento do 16bulo
hepético. Dessa forma, somente 13,8% (05/36) ndo apresentavam processo inflamatério na

regido portal.

Verifica-se, em relacdo ao processo inflamatdrio periportal, também denominado de
hepatite de interface ou necrose em saca bocado e considerado como uma reac¢do inflamatéria

mais grave, que 61,1% (n=22) dos pacientes ndo a apresentavam. Necrose focal, presente
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somente ao redor de alguns espagos-porta, classificada como grau 1, foi verificada em 08
pacientes (22,2%). Necrose difusa presente ao redor de alguns espacos-porta ou focal,
observada ao redor de todos os espagos-porta (grau 2), foi verificado em 06 pacientes (16,7%)
e nenhum paciente apresentava necrose acentuada, difusa e ao redor de todos os espagos-

porta (grau 3).
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Figura 2: Estagio de fibrose hepatica (Metavir) em pacientes portadores de IRC em hemo-
dialise
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Figura 3: Distribuicdo intralobular do processo inflamatério hepético e grau de atividade
inflamatoéria nos pacientes em hemodialise.

As alteragdes no parénquima hepatico, com necrose de hepatécito e afluxo de in-
filtrado inflamatério mononuclear, que podera gerar a formagdo de necrose em ponte e
posterior fibrose, podem ser avaliadas também na figura 3| Verifica-se que 44,4% (n=16)

ndo apresentaram inflamagédo lobular e 17 pacientes (47,2%) apresentavam grau discreto de
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inflamacdo lobular. Assim, 91,6% foram classificados como LO. Somente 3 pacientes (8,4%)
tinham grau moderado de inflamagdo parenquimatosa (L1) e nenhum paciente apresentou

grau acentuado de necrose e ou infiltrado inflamatério intralobular (L2).

O grau de atividade necroinflamatoria tecidual, definida pela classificacdo Metavir
como uma associagdo entre os infiltrados inflamatérios no espago lobular e periportal, pode

ser verificado na figura

40
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Figura 4: Graus de atividade inflamatéria (Metavir) nos pacientes em hemodialise

Quatorze pacientes (39%) apresentaram auséncia de atividade inflamatéria (Metavir
0) na bidpsia. Doze pacientes (33.3%) foram classificados como portadores de atividade
inflamatdria grau 1, e 10 pacientes (27.7%) como Al grau 2. Nenhum paciente foi classificado

como tendo grau acentuado de atividade inflamatoria.

A presenca de agregado linféide, esteatose e lesdo de ducto biliar, trés aspectos

histologicos da hepatite cronica C, podem ser verificados na tabela 6]

Tabela 6: Marcadores histolégicos de hepatite cronica C nos pacientes em hemodialise

Marcador etiolégico tecidual N %
Esteatose 6 16,6

Acumulo linféide 4* 11
Lesao de ducto biliar 2* 5,5
Auséncia de marcador 28 77,7

* Podiam apresentar um ou mais marcadores

Verifica-se que 28 (77,7%) dos pacientes ndo apresentaram nenhum marcador histo-
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l6gico, sendo que a esteatose foi 0 marcador mais comum, identificado em seis pacientes.
Agregados ou acimulo linféide, foi verificado em 04, e lesdo de ducto biliar foi detectado
em 02 pacientes. Trés pacientes apresentavam esteatose e acimulo linféide e outro paciente

apresentou esteatose e lesdo de ducto biliar concomitante.

A presenca de ferro tecidual foi avaliada pelo método de Pearls e pode ser visualizado
na figura Quatorze pacientes (38,9%) ndo apresentaram depodsito de ferro no tecido
hepético, contudo 61,1% apresentavam algum grau de depésito de ferro. Dentre esses,
27,8% (n=10) apresentam grau leve de ferro tecidual, 19,4% (n=07) grau 2, 11,3 (n=04)

apresentavam grau 3 e um paciente (2,84%) apresentava grau 4 de ferro no tecido.
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Figura 5: Graus de siderose hepatica nos pacientes em hemodiélise

Para identificar os fatores relacionados com a presenca de fibrose nos pacientes
portadores de IRC em hemodidlise, foi realizada uma comparacdo entre aqueles que apre-
sentavam algum grau de fibrose (n=17) com aqueles que ndo apresentaram nenhum grau de

fibrose (n=19). Os fatores associados com a presenga de fibrose estdo descritos na tabela[7]

Verifica-se que nos pacientes com IRC em HD, o tinico fator relacionado com a fibrose
foi a presenca de atividade inflamatoéria acentuada (p=0,015). Dos nove pacientes com grau
de atividade inflamatéria grave, definida como Metavir graus 2 e 3, oito apresentaram
fibrose (88,9%). Em contraste, dos 27 pacientes que apresentaram Al graus 0 e 1, somente
nove (33,3%) apresentaram fibrose. Dessa forma, a presenca de fibrose foi significativamente
mais freqiiente nos pacientes com Al grave, quando comparado aos pacientes com atividade

inflamatoéria ausente ou leve (Metavir 0 e I).
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Outros parametros histolégicos, inclusive a presenca de ferro tecidual, ndo mostra-
ram correlacdo com a presenga de fibrose hepatica nos pacientes com insuficiéncia renal.
Também nado houve correla¢do de fibrose com dados demograficos, como sexo, idade, peso,
tempo de infec¢do, tempo de hemodialise e com dados laboratoriais como presenca de Dia-
betes Mellitus, niveis de ALT, de albumina, de proteina total, de plaquetas e de saturacdo
de transferrina. Além disso, ndo houve correlagao de fibrose com dados virolégicos, como

gendtipo e carga viral.

Em seguida, foi realizada uma comparacdo entre os portadores de insuficiéncia
renal cronica em hemodiélise (n=36) com pacientes que apresentavam fungdo renal normal
e estavam infectados com o VHC (n=37), provenientes do ambulatério de hepatologia do
Hospital de Base do DF, catalogados no banco de dados e com bi¢psia hepética disponivel

para revisdo. Os dados estdo mostrados na tabela

Tabela 8: Anaélise univariada dos fatores associados com fibrose hepética (Metavir - estagios
1-4) em pacientes em Hemodialise

Grupo em HD Grupo com FRN
(n=36) (n=37)
Média + DP (variagao) Média + DP (variagao)

Variaveis ou n(%) ou n(%) p-valor
Idade (anos) 41 + 10 (23-68) 40 + 11 (25-65) 0.699°
Sexo

Masc. / Fem 22 (61.1) /14 (38.9) 23 (62.2) / 14 (37.8) 0.96°
Hemodialise (anos) 8 £ 3 (2-16)

IMC 21.80 £ 2.31 (17.01-28.33)  25.01 + 3.39 (20.06-37.8)  <0.001*
DM - Sim 5(13.9) 4(10.8) 0.7364
Genétipo: 1/2/3 29 (80.5)/0(0) /7 (19,5) 26(70.2)/1(2,7)/(10(27,1)  0.308°
Carga viral (Ul/ml) x 10° 380 + 641 (0.6-3 390) 1010 + 1 314 (2-5 245) 0.018¢
ALT (U/L) 26 + 15 (11-85) 61 + 30 (13-128) <0.001¢
Plaquetas x 10° 214 + 52 (130-386) 224 + 54 (115-325) 0.417°
Albumina g/dl 3.63 +0.40 (2.1-4.2) 4.12 + 0.31 (3.5-4.9) <0.001?
Proteina total (g/dl) 6.83 £ 0.37 (5.9-7.4) 7.54 + 0.53 (6.5-8.9) <0.001?
Sat. de transferrina (%) 60.69 + 46.54 (18-196) 41.46 + 14.45 (21-72) 0.246¢

2 Teste t de student; ® Teste qui-quadrado (x?); ¢ Teste de Mann-Whitney; 9 Teste exato de Fisher;
HD = hemodidlise; FRN = fungdo renal normal; DP = desvio-padrao; IMC = indice de massa
corporal; DM = diabetes mellitus; ALT - alanina aminotransferase

Os pacientes foram emparelhados em relagdo ao sexo, a idade, o tempo estimado da

infeccdo e a histéria de transfusdo de sangue. O indice de massa corporal nos pacientes em



45

HD (21.80 + 2.31) foi significativamente menor que nos pacientes com fungdo renal normal
(25.01 £ 3.39; p<0.001). Nos pacientes em HD, também foram significativamente menores os
niveis de ALT (26 + 15 vs 61 + 30, p<0.001), de albumina (3.63 + 0.40 vs 4.12 + 0.31; p<0.001)
e de proteina sérica (6.83 + 0.37 vs 7.54 + 0.53; p<0.001). A saturacdo de transferrina foi
mais elevada nos pacientes em hemodidlise (60,69 + 46.54 vs 41.46 + 14.45), porém ndo
atingiu nivel de significAncia estatistica (p=0.246). A presenca de diabetes mellitus também

foi semelhante nos dois grupos.

O genétipo 1 foi o subtipo viral mais freqiiente nos dois grupos de pacientes, sendo
detectado em 70% (26/37) dos pacientes com fun¢do renal normal e 80,5% (29/36) naqueles em
hemodiélise. A distribui¢do dos genétipos em ambos os grupos foi semelhante (p=0.308). No
entanto, os pacientes com fungdo renal normal apresentaram carga viral significativamente
maior (1010 + 1314 x 10°), quando comparados com aqueles em insuficiéncia renal, mantidos

em tratamento dialitico (380 + 641 x 10°), com p=0,016.

A anélise comparativa dos dados histolégicos entre os pacientes em hemodidlise e

aqueles com fungao renal normal estao da tabela 9]

A presenca de esteatose e de agregados linféides, duas caracteristicas histolégicas
do VHC, foram significativamente mais freqiientes nos pacientes com fungao renal normal
quando comparado aos pacientes em hemodidlise (p<0,001). No entanto, o outro marcador
histolégico de infec¢do pelo VHC, a lesdo de ducto biliar, apresentou distribui¢gdo uniforme

nos dois grupos.

A presenca de ferro no tecido hepético foi observada em somente 27% (10/37) dos
pacientes com fungdo renal normal, enquanto que em 61,1% (22/36) dos pacientes em hemo-
dialise a coloragdo de Perls foi positiva, denotando a presencga de ferro tecidual. Além disso,
nos pacientes urémicos o deposito de ferro foi mais intensa, havendo correlacdo estatistica

(p=0.008).

Dezenove pacientes (52.8%) em hemodidlise apresentaram auséncia de fibrose na
bidpsia, enquanto que no grupo com fungao renal normal fibrose grau 0 foi verificada em
27% (n=10). A andlise comparativa dos pacientes com auséncia de fibrose em comparagao

com aqueles que apresentam qualquer grau de fibrose em ambos os grupos revela que
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os pacientes em hemodidlise apresentam significativamente menor freqiiéncia de fibrose
(p=0,025). A figura [f| demonstra a distribuicdo da fibrose nos pacientes em hemodiélise
e nos pacientes com func¢ado renal normal. Fibrose grau 4 (cirrose) ndo foi observado em
nenhum paciente de ambos os grupos. Graus de fibrose avangada (Metavir 2 e 3) foi mais
freqiiente nos pacientes com fungdo renal normal, porém sem atingir nivel de significancia
estatistica.

Tabela 9: Alteracdes hepéticas em pacientes infectados pelo virus da hepatite C em hemo-
dialise e com fungdo renal normal

HD (n=36) Funcdo renal normal (n=37)
Varidveis Meédia = DP ou n (%) Média + DP ou n (%) p-valor
Estdgio de Fibrose
0 19 (52.8) 10 (27) 0.025%
1-4 16 (47.2) 27 (73)
Atividade inflamatéria
0-1 26 (72.3) 15 (40.5) 0.003?
2-3 10 (27.7) 22 (59.5)
Esteatose
Sim / Nao 6 (16.3) / 30 (83.3) 21 (56.8) / 16 (43.2) <0.001?
Agregado linfoide
Sim / Néao 2(5.6) /34 (94.4) 16 (43.2) / 21 (56.8) <0.001°
Lesdo de ducto biliar
Sim / Nao 1(2.8)/35(97.2) 4 (10.8) / 33 (89.2) 0.358°
Ferro tecidual
0 14 (38.9) 27 (73) 0.008*
1 10 (27.8) 7 (18.9)
2 7(19.4) 3(8.1)
3 4(11.1) 0 (0)
4 1(2.8) 0(0)

Teste qui-quadrado (x?); ® Teste exato de Fisher; HD = hemodialise; DP = desvio-padrao
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Figura 6: Distribuigdo do estdgio de fibrose hepética (Metavir) nos pacientes infectados pelo
virus da hepatite C em hemodiédlise e com fungdo renal normal

Os dados referentes aos graus de atividade inflamatéria encontram-se na figura [7}
Quatorze pacientes (39%) em hemodidlise apresentaram grau 0 de atividade inflamatoéria,
enquanto que no grupo com fungado renal normal isso ocorreu em somente 16% (6/37). Além
disso, nenhum paciente com insuficiéncia renal apresentou Metavir grau 3, enquanto que
nos pacientes com fungdo renal normal, 19% (7/37) apresentaram grau maximo de atividade
inflamatéria. A andlise comparativa dos pacientes que apresentaram atividade inflamatoria
grave, definida pela presenca de Metavir graus 2 e 3, em comparagdo com aqueles com
atividade inflamatdria ausente ou discreta (Metavir graus 0 e 1) revelou que os pacientes com
IRC em hemodidlise apresentaram menor propor¢do desse grau de atividade inflamatoéria
comparada aos pacientes com funcdo renal normal, com importante nivel de significancia

estatistica (p=0,003).
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Figura 7: Distribuigdo do grau de atividade inflamatéria (Metavir) nos pacientes infectados
pelo virus da hepatite C em hemodiélise e com fung¢do renal normal
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O principal fator determinante para a progressdo da doenga hepatica cronica e o
surgimento das complicag¢des é a presenga e o grau de fibrose. Diante disso, foram avaliados
os fatores associados a presenca de fibrose nos dois grupos de pacientes, ou seja, aqueles
em hemodialise e aqueles com func¢do renal normal. Adicionalmente, foi verificado se a
hemodidlise poderia se constituir em fator de risco para a progressdo da doenca hepatica.
Para isso, foi realizada uma andlise univariada e se constatou que quatro fatores estavam
associados com a presenca de fibrose hepatica nos portadores do VHC: agregado linféide,
depdsito de ferro no tecido hepdtico, grau de atividade inflamatéria na bidpsia hepética e a

realizagdo de hemodidlise (Tabela [I0).
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A presenca de fibrose hepdtica foi observada em 15 dos 18 pacientes que apresenta-
vam agregado linféide na bidépsia, conferindo um risco 4.48 com IC 95%, variando de 1,16
a 17,25 (p= 0.029). Dessa forma, os pacientes com agregado linféide na bidpsia tiveram
maiores risco de apresentar fibrose hepatica, quando comparados aos pacientes que nao

apresentaram esse marcador histolégico da infec¢do causada pelo VHC.

O maior fator de risco para a ocorréncia de fibrose, na anélise univariada, foi a
presenca de atividade inflamatéria grave (Metavir 2 e 3) na bidpsia. Fibrose hepatica foi
verificada em 28 dos 31 pacientes (90,3%) com atividade inflamatoéria grave, em contraste
com a presenca de fibrose em 16 dos 42 (38.1%) que ndo apresentavam atividade inflamatoéria
grave (p< 0.001). Diante desses dados, podemos afirmar que os pacientes com atividade
inflamatoéria grave apresentam um fator de risco 15.167 (IC 95%: 3.957-58.137) vezes maior
de apresentar fibrose, quando comparado aqueles que ndo apresentam infamacao grave na
bidpsia.

Fibrose hepatica também foi verificada em 17 de 36 pacientes (47.2%) que estavam em
tratamento de hemodidlise, enquanto que naqueles com funcédo renal normal foi encontrada
em 27 dos 37 pacientes (73%). Assim, os pacientes em hemodidlise apresentam um risco

3 vezes menor de apresentar fibrose quando comparado aos pacientes com funcdo renal

normal (fator de risco: 0.331; IC 95% 0.125-0.880; p= 0.027)

Cinco dos 15 pacientes (33.3%) que apresentavam importante depdsito de ferro
tecidual também apresentaram fibrose hepética. No entanto, 39 dos 53 pacientes (67.2%) que
ndo apresentavam depdsito de ferro no figado apresentaram fibrose hepatica. Dessa forma,
os pacientes com menor grau de depésito de ferro apresentaram mais freqiientemente fibrose,
quando comparados aos pacientes com intenso depésito de ferro, conferindo um fator de
risco de 0.244, com IC 95%, variando de 0.073 a 0.813. Assim, pela andlise univariada, o
depdsito importante de ferro (graus 2-4) no figado (p= 0.022) ndo acarretou maior agressao

e fibrose ao tecido hepatico.

A regressdo logistica multivariada (forward stepwise), demonstrada na Tabela [11| e
realizada com os fatores de risco identificados na andlise univariada, comprova que somente

a presenca de atividade inflamatdria grave (Metavir 2 e 3) é fator de risco importante para a
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presenca de fibrose hepética, com p<0,001. Nessa avaliagao, foi verificado que os pacientes
com esses graus de atividade inflamatéria apresentam um risco 15 vezes maior (IC 95% 3.95
a 58.13) de apresentar fibrose, quando comparado aos pacientes sem inflamac¢do ou com

atividade inflamatoéria discreta (Al 0O e 1)

Tabela 11: Anélise multivariada dos fatores associados com fibrose hepética

Variaveis OR (IC 95%) p-valor
Hemodialise 0.401
Atividade inflamatoria (graus 2 e 3) 15.167 (3.957 — 58.137) <0.001
Agregado linféide 0.169
Ferro (grau 2-4) 0.129

OR = odds ratio e IC = intervalo de confianca.

Diante das evidéncias de que a fibrose ocorria de forma mais freqiiente nos pacientes
com atividade inflamatéria grave (Metavir graus 2 e 3), foi realizada a avaliagdo dos fatores

de risco para a ocorréncia da inflamagao no tecido hepético. Esses dados estdo na Tabela[12]

Foi constatado que 35 pacientes apresentaram ALT acima do limite da normalidade
e, desses, 20 apresentavam grau de Al grave (Metavir 2 e 3), que corresponde a 57.1%. Por
outro lado, somente 11 pacientes com ALT normal apresentavam Al graus 2 e 3 (28.9%).
Dessa forma, os pacientes com ALT elevada, apresentam um risco de 3.27 vezes maior
de apresentar atividade inflamatéria grave em comparagdo com aqueles com ALT normal

(p=0,017).

A presenca de agregado linféide na bi6psia hepatica também apresentou correlagdo
positiva com atividade inflamatéria mais intensa. Metavir graus 2 e 3 foram detectadas em
66.7% (12/18) dos pacientes com agregado linféide na bidpsia, em comparacdo com 34.5%
(19/55) daqueles que ndo apresentavam esse marcador tecidual de infeccdo cronica pelo
VHC. Assim, a presenca de agregado linféide acarretou um risco de 3.78 (IC 95%: 1.228

-11.691) para a presenga de atividade inflamatoria grave com p=0,020.

Por outro lado, os pacientes em hemodidlise apresentaram significativamente menos
atividade inflamatoéria grave, comparada aos pacientes com fungdo renal normal. Somente
nove de 36 (36%) pacientes em hemodialise apresentaram atividade inflamatdéria graus 2 e 3,

em comparacgdo com 22 de 37 daqueles com fun¢ado renal normal. Assim, os paciente em he-
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modidlise apresentaram um risco quatro vezes menor de desenvolver atividade inflamatoéria
graus 2 e 3 (OR: 0.227; IC95%: 0.084-0.618), quando comparados aos pacientes com fungdo

renal normal.
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Na Tabela [13| estd descrita a andlise multivariada com os trés fatores que apresenta-
ram correlacdo na andlise univariada. Foi constatado que a hemodidlise é fator de protecao
para a ocorréncia de atividade inflamatéria grave, pois os pacientes com fungdo renal nor-
mal apresentam significativamente maior inflamacao tecidual, comparado aos pacientes em
hemodiélise.

Tabela 13: Anélise multivariada dos fatores associados a atividade inflamatéria grave (Me-
tavir - graus 2 e 3) em todos os pacientes

Variaveis OR (IC 95%) p-valor
Hemodialise 0.227 (0.084-0.618) 0.004
Agregado linféide 0.213
ALT 0.679

OR = odds ratio e IC = intervalo de confianca.

Considerando que o fator de risco para o desenvolvimento de fibrose é a presenca
de atividade inflamatéria e que a hemodiélise reduz o risco de inflamagao, podemos afirmar
que os pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica em hemodidlise estdo protegidos

da ocorréncia de fibrose.

A terceira etapa do estudo foi avaliar a taxa de progressdo da fibrose nos pacientes
em hemodidlise. Para isso, nos pacientes infectados pelo VHC e que permaneciam em lista de
transplante renal foi realizada uma segunda biépsia. Nove pacientes, que corresponde a 25%
daqueles em hemodialise, submeteram-se a nova bidépsia hepéatica. O tempo médio decorrido
entre a realizagdo das duas bidpsias foi de 52 meses (40 — 81). Foi observado progressdo da
fibrose em um ponto em 33% (03/09) dos pacientes, com indice de progressdo médio de 0,026.
Nao houve diferencas no grau de infiltrado inflamatério nos diversos segmentos do l6bulo
hepatico. Da mesma forma, ndo houve diferenga nos outros aspectos histolégicos, como na

presenca de esteatose, acimulo linféide, lesdo de ducto biliar e depésito de ferro tecidual.

A analise comparativa do grupo de pacientes que apresentou progressdo comparada
com aqueles que permaneceram com o mesmo grau de fibrose mostrou ndo haver diferencas
quanto a dados como sexo, idade, tempo de infec¢do, tempo de hemodiélise, presenca de
diabetes mellitus. Da mesma forma, ndo houve diferenca quanto aos dados laboratoriais

(ALT, albumina, plaquetas, proteina, saturacdo de transferrina), virolégicos (carga viral e
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genotipo) e histolégicos na primeira bidpsia.
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5 Discussao

Ap6s a descoberta do virus da hepatite C, em 1989, verificou-se que a taxa de
prevaléncia de hepatite C em pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica era elevada,
independente da regido e da situacdo econdmica e social do pais. Além disso, a taxa de
prevaléncia de VHC nas unidades de hemodidlise apresentava-se muito superior a observada
na populagdo em geral. Como exemplo, em 1997, a prevaléncia na populacdo da Bélgica, da
Italia e da Franca era respectivamente de 0,9%, 0,5% e 1,1%; enquanto que nas unidades de
hemodiélise destes paises era respectivamente de 9,4%, 22,5% e 16,3%; ou seja, valores até

20 vezes superiores.

O melhor conhecimento das formas de transmissdo do VHC e a implementacdo
de precaugdes para evitar a transmissdo de patégenos propiciaram a redugdo na taxa de
incidéncia nas unidades de hemodidlise em muitos paises. Em outros, no entanto, a taxa
de incidéncia permanece estdvel e elevada, devido a transmissao nosocomial do VHC que
ocorre dentro das unidades de hemodiélise, sendo essa atualmente a principal forma de

contaminagdo dos pacientes urémicos.

Estudo realizado por Okuda et al.™ revelou que a educagdo dos membros da uni-
dade de hemodiélise e rigida aderéncia as medidas de controle de transmissdo de infec¢des
impediram novos casos de infec¢do pelo VHC em 730 pacientes em hemodidlise, durante o
periodo de acompanhamento de 01 ano. Este resultado reforga a opinido de alguns autores
da ndo necessidade de manter os pacientes em salas exclusivas para o controle da trans-
missdo do VHC; diferentemente do que ocorre com o virus da hepatite B. No entanto, nas
unidades onde ndo havia salas especificas para limpeza dos re-processadores dos pacientes
contaminados pelo VHC, houve maior soroconversio devido a novas infecgdes.” Dessa
forma, atualmente nas unidades de hemodiédlise recomendam-se controle sorolégico e sala

exclusiva para reprocessamento dos dialisadores dos pacientes portadores do VHC.

A vacinagdo sistemadtica contra o virus da hepatite B e o isolamento dos pacientes
infectados por esse virus propicionaram o controle dessa infec¢do nos pacientes em hemo-
dialise. Desde entdo, a hepatite C tornou-se a causa mais comum de doenca hepatica cronica

nos pacientes em hemodidlise e naqueles submetidos ao transplante renal. Além disso, pa-
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cientes anti-HCV positivos apresentam maior morbidade e mortalidade durante o periodo

de didlise e ap6s o transplante renal.? 1%’

No presente estudo foram analisados os aspectos clinicos, laboratoriais e histolégicos
de pacientes infectados pelo virus da hepatite C, em tratamento regular de hemodiédlise e
em lista de transplante renal. Também foi realizado um estudo comparativo com pacientes
infectados pelo VHC, com fungado renal normal e pareados em relagdo a sexo, idade e tempo
estimado de infec¢do. Além disso, em 09 dos 36 pacientes que permaneciam em lista de
transplante, foi realizada uma segunda bidpsia e verificado a taxa de progressao da fibrose
hepatica. Este é o primeiro estudo que avalia a progressao da fibrose em pacientes infectados

pelo VHC em hemodialise.

Foram incluidos 36 pacientes em hemodiélise infectados pelo VHC. A maioria era do
sexo masculino (61.1%) e a idade média observada foi de 41 anos. O predominio de homens
em pacientes portadores de doenca renal cronica em hemodialise foi observado num estudo
epidemiolégico em unidades de hemodialise no Brasil'®? e na populagdo americana em lista
de transplante renal.’ Os adultos do sexo masculino com fungdo renal normal também
apresentaram maior taxa de prevaléncia de hepatite C no inquérito nacional sobre hepatite
C realizado na populagdo americana, no periodo de 1988 a 1994.">* No entanto, ndo existem
evidéncias de que o sexo masculino seja mais susceptivel para a aquisi¢do do VHC, seja em
pacientes com fungédo renal normal ou em urémicos. Ap6s o efetivo controle da transmissao
do VHC por transfusdo de sangue, a maior fonte de contaminagao nos paises desenvolvidos
é o uso de drogas injetdveis que é igualmente mais comum em homens. Assim, o predominio

dessa infeccdo nos homens se deve muito provavelmente a diversas razdes comportamentais.

O tempo estimado de infec¢do observado no presente estudo (12,31 anos) foi maior
que o tempo médio de hemodialise (08 anos). Esses dados revelam que alguns pacientes
adquiriram a infec¢do antes do inicio da terapia substitutiva renal. De fato, no grupo em
hemodidlise nessa pesquisa, 22 pacientes relatavam histéria de transfusdo de sangue, sendo
que em 36% (08/22) a transfusdo ocorreu antes de 1994, ano de inicio da realizacdo de teste
sorolégico (anti-HVC) no Hemocentro de Brasilia. Além disso, 13 pacientes relatavam a
realizacdo de transplante renal, sendo que em 06 o procedimento foi realizado antes de 1994.

Investigagdo epidemioldgica realizada em 761 pacientes portadores de IRC em hemodiélise



58

no Distrito Federal revelou uma taxa de prevaléncia de anti-HCV de 13%.'° Foram obser-
vados trés fatores de risco relacionados com a aquisi¢do do VHC: tempo de hemodiilise,
transfusdo de sangue antes de 1994 e a realizagdo de transplante renal antes dessa data. Apds
o efetivo controle da transmissdo do VHC nas transfusdes de sangue, o tempo de hemodidlise
foi o fator de risco mais importante para a transmissao desse virus. Esse achado, reconhecido
em praticamente todos os trabalhos de prevaléncia realizados com pacientes em terapia de
diélise,®>?> 1% foi semelhante ao observado no estudo realizado no Distrito Federal. Essa
constatagdo sugeriu a existéncia de fatores relacionados com a transmissao do virus dentro
das unidades de hemodialise. Posteriormente, houve a comprovagdo de transmissdo do
virus entre pacientes dentro das unidades e a identificacdo dos fatores relacionados com a
transmissdo nosocomial que ocorre basicamente por ndo seguimento das normas bésicas de

prevencdo de infecgdo hospitalar.'"?

Elevagdo ocasional de ALT é observada nos pacientes com IRC em hemodidlise,
numa freqiiéncia que varia de 10% a 44%. As causas dessa elevacdo devem ser decor-
rentes de freqlientes co-morbidades, como infec¢des virais, infec¢des bacterianas causando
hepatite reacional, associagdo com patologias de outros 6rgdos, como o coragdo, com com-
prometimento hepatico e do uso freqiiente de inimeras medicagdes, com risco de promover

hepatotoxicidade.'®

Os pacientes portadores de insuficiéncia renal apresentam niveis inferiores de ALT,
quando comparados aos de fungdo renal normal.' As possiveis explicagdes sdo: redugio da
vitamina B6 (piridoxina-5’-fosfatase), uma coenzima da alanina aminotransferase; a presenca
de substancias em fun¢do da uremia que interfere na absorbancia de luz ultravioleta, método
utilizado para dosagem da ALT; diminui¢do da sintese de ALT ou inibigdo da liberacdo de

ALT pelos hepatdcitos.!>

No atual estudo, 04 pacientes (11.1%) apresentaram elevagdo dos niveis de ALT.
Na literatura, a proporgdo de pacientes urémicos com ALT elevada é ampla, variando de
4 a 79%.2%140-143,147,157,158  Egsa grande variagdo pode ser atribuida ao critério de sele¢do
dos pacientes. Alguns autores trabalharam com pacientes com viremia positiva, enquanto
para outros, o critério de incluséo foi soroldgico. Da mesma forma, alguns trabalhos foram

realizados com pacientes urémicos em hemodidlise, enquanto em outros estudos foram
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incluidos pacientes em lista de transplante renal. Os pacientes em lista sdo reconhecidos
como um grupo com melhor estado nutricional, mais adaptado ao programa de hemodialise
e sdo, de certa forma, selecionados. O presente estudo foi realizado com pacientes que
estavam em avaliacdo para o ingresso em lista de transplante renal, sendo encaminhados ao
ambulatério de hepatologia por apresentar anti-HCV positivo, independente dos niveis de

ALT. Além disso, s6 foram incluidos no estudo os pacientes com pesquisa viral positiva.

Nao se observou no presente estudo associagdo entre os niveis de ALT e grau de
fibrose ou de atividade inflamatéria, achado semelhante a maioria dos estudos realizados
com populagdo. Esse achado demonstra que a enzima hepatica ndo é um bom marcador de

atividade inflamatdria ou de fibrose hepatica.?!-2%141-143

Diante da dificuldade no diagndstico, no acompanhamento e na verificagdo do grau
de doenca hepatica causada pelo VHC nos pacientes em hemodialise e dos niveis inferiores
de ALT observado nesse grupo, alguns autores sugeriram que para melhorar a sensibilidade
da enzima fosse adotado valor enzimético reduzido, como, por exemplo, metade do valor
de referéncia.®>*® De qualquer forma, nos pacientes com IRC, a elevagdo de ALT, quando
presente, apresenta uma sensibilidade e especificidade de 83% e 90%, respectivamente, mas

com valor preditivo positivo muito baixo (4%) no diagnostico da hepatite aguda C.'

A histéria natural da hepatite C nos pacientes em hemodiélise ndo é conhecida e é
muito dificil de ser avaliada. Primeiro, porque os niveis de ALT sdo freqiientemente normais
e parece ndo refletir adequadamente a atividade da doenca hepdtica quando comparada com
pacientes sem doenca renal.’” Segundo, porque a hepatite C apresenta uma histéria natural
insidiosa e prolongada e os pacientes portadores de doenca renal apresentam elevadas
taxas de morbidade e mortalidade.!® Com isso, as conseqiiéncias da doenga viral podem
ndo ocorrer ou serem mascaradas. A taxa de progressdo de fibrose é o melhor preditor
da ocorréncia de formas graves de doencga hepdtica. Portanto, as duas melhores formas de

avaliar a evolucdo da hepatite C é verificar a taxa de mortalidade e o grau de fibrose hepética.

A presenga de cirrose hepdtica é um evento pouco comum em pacientes sob he-
modidlise. Estudo italo-americano com renais cronicos, reunindo 4196 pacientes, constatou

cirrose hepatica em somente 2% dos americanos e 1,5% dos italianos. Porém, quando pre-
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sente, a cirrose acarreta uma taxa de mortalidade 35% superior, comparada aos pacientes
sem doenga hepatica.'® Também, o cancer de figado foi mais freqiiente nessa populagio e

estava relacionado com a grande prevaléncia dos virus B e C.16?

Espinosa et al..3?

observaram, num tempo médio de 10 anos, que 17,5% dos pacientes
urémicos infectados pelo VHC evoluiram para cirrose hepética, e varios autores demons-
traram que a taxa de mortalidade nos pacientes portadores do VHC em hemodiélise era
maior que os pacientes ndo infectados.’>13 13 Além disso, metanélise incluindo estudos
acima citados demonstrou que o risco de 6bito nos pacientes VHC positivo em hemodialise
foi de 1,75 (IC95% 1,3 - 1,86) quando comparado aos pacientes com anti-HCV negativo.!®®
Embora o risco de 6bito seja pequeno, esses dados demonstram que os pacientes infectados
pelo VHC apresentam maior chance de morrer quando comparados com os nao infectados.
Como causa de 6bito, a doenca hepatica, o hepatocarcinoma e a infec¢do bacteriana foram
mais freqiientes no grupo de pacientes com anti-HCV positivo. No entanto, Bloom et al..'?
verificaram que a causa de 6bito mais comum nos pacientes infectados pelo VHC, em lista

de transplante renal, era doenga cardiovascular, e o diabetes mellitus foi o tinico fator de

risco relacionado com esse desfecho.

Outro aspecto importante verificado foi que a taxa de mortalidade nos pacientes anti-
HCYV positivos, mantidos em hemodiélise, era maior quando comparado aqueles infectados
submetidos ao transplante renal.’>1%1% Essa observagdo demonstrou que o transplante

renal pode se constituir numa opcdo adequada para esses pacientes.

Analise comparativa da taxa de mortalidade ap6s o transplante renal, entre pacientes
infectados pelo VHC com aqueles ndo infectados, mostra resultados controversos. Nenhum
impacto na mortalidade e na sobrevida do enxerto foi demonstrado até o quinto ano apds o
procedimento. Apds esse periodo, alguns autores detectaram redugdo na sobrevida do pa-
ciente e do enxerto.'**1% Metanalise confirmou a maior mortalidade e perda do enxerto nos
pacientes infectados com o VHC, sendo esses riscos estimados em 1,79 (IC95% 1,57-2,03) e
1,56 (1C95%, 1,35-1,80), respectivamente.137 No entanto, a maior mortalidade nos receptores
de transplante renal com anti-HCV positivo ndo foi confirmada por outros autores.'*”1¢ Es-

ses dados contraditdrios refletem muito provavelmente erros de amostragem, com diferentes

locais de estudo e pacientes com graus variados de doenca no momento do transplante.
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As causas da maior mortalidade nos pacientes infectados pelo VHC e submetidos
ao transplante renal ainda ndo estdo completamente definidas. Estudos iniciais sugeriram
que a doencga hepdtica descompensada seria a responsavel pela maior taxa de mortalidade
nos receptores de transplante renal anti-HCV positivos.?> !¢ Entretanto, nesses estudos, em
pelo menos numa parte dos pacientes o diagnéstico de hepatite se deu retrospectivamente
e ap6s a realizacdo do transplante. Dessa forma, pode ter ocorrido o ndo reconhecimento
de doenga hepética avangada no momento do transplante, sendo essa a razdo pela alta
taxa de descompensacdo observada nessa populacdo. Rao et al.'¥ realizaram bidpsia antes
do transplante renal e demonstraram pior evolugdo nos pacientes com fibrose hepatica
mais intensa. A presenca de altera¢des nas fungdes hepdticas no periodo pré-transplante
renal influenciou na taxa de mortalidade pés-transplante.'”’ Assim, a realizagdo da biopsia
hepatica antes do transplante renal permanece como arma valiosa na avaliacdo desse grupo

de pacientes.

A menor sobrevida dos pacientes com anti-HCV positivos submetidos ao transplante
renal pode ndo ser decorrente da doenga hepatica e sim de outros fatores que podem estar
relacionados com o préprio virus da hepatite C ou outras comorbidades. Estudos tém
revelado uma associagdo muito grande entre diabetes no periodo pés-transplante e VHC,

podendo justificar a maior morbidade e maior mortalidade.'”!

Outro aspecto avaliado e ainda sem definicdo dos fatores envolvidos é a taxa de
progressdo da fibrose hepatica nos pacientes infectados pelo VHC submetidos ao transplante
renal. Recentemente, Alric et al.1”? relataram que ap6s o TX renal havia uma lenta progressao
da fibrose hepética. Kamar et al.'”® descreveram que a progressédo da fibrose esta relacionada
com o estagio inicial de fibrose e com a alta taxa de diversificacdo do genoma viral da regido
hipervaridvel do segmento E2 do virus da hepatite C. Além disso, observaram que alguns

pacientes apresentaram regressdo da fibrose ap6s o transplante renal.

No presente estudo nao foi avaliado taxa de mortalidade de pacientes submetidos a
hemodidlise, mas a avaliagdo histolégica é ainda considerada um exame de padrdo ouro para
avaliar o estagio de fibrose no figado e predizer a evolugdo da doenga naqueles submetidos

ao transplante renal.



62

A primeira classificacdo de hepatite cronica era dividida em persistente e ativa.
Hepatite cronica persistente apresentava um curso benigno e se caracterizava por inflamacao
restrita ao espago-porta e discreta alteracdo parenquimatosa, enquanto que na forma cronica
ativa havia a presenca de hepatite de interface com maior risco de evoluir para a cirrose
hepatica. Posteriormente, surgiram vérias classifica¢cdes de hepatite cronica. Todas utilizam
um sistema de escores e avaliam a intensidade da atividade necroinflamatoéria e a alteracao
estrutural, ou seja, o estagio de fibrose que no grau maximo configura a cirrose. Trés sdo os

mais utilizados: Knodell,'”* Ishak'”® e Metavir.!48

No sistema de escores de Knodell et al.,'”* a atividade necroinflamatéria varia de 0 a
18 pontos, sendo que a inflamacao e necrose periportal varia de 0 a 10, a inflamagao e necrose
lobular de 0 a 4 e a inflamacao portal de 0 a 4. O estagio de fibrose é graduado em 0 como
auséncia de fibrose, 1 como fibrose portal, 3 quando existir fibrose em ponte e 4 quando a
cirrose estd estabelecida. A escala de fibrose descontinua foi idealizada com o objetivo de
separar a fibrose leve da fibrose acentuada e cirrose. Esse sistema, embora seja amplamente
utilizado, ndo apresenta uma boa reprodutibilidade intra e interobservador; além do que, a

auséncia de um estagio no sistema de escores dificulta a avaliagdo estatistica.'”®

A classificacdo de Ishak et al.1”

foi proposta como uma modifica¢do da classificacdo
anterior e utiliza uma escala de 0 a 6 para a fibrose hepética. Os escores 1 e 2 indicam fibrose
restrita ao espago-portal, 2 e 3 presenca de fibrose em ponte, 5 como cirrose incompleta e
6 quando a cirrose estd estabelecida. A escala de inflamacdo é semelhante a de Knodell.
Embora a classificagdo de Ishak discrimine melhor os diferentes estagios de fibrose, é menos

utilizada e a variacdo intra e interobservador ndo foi adequadamente avaliada.'”®

O sistema Metavir'®® foi proposto por um grupo de patologistas franceses, sendo
as alteragdes necroinflamatérias graduadas de 0 a 3 e as de fibrose de 0 a 4. O escore de
atividade inflamatéria (AI) é uma associagdo da inflamacdo nos segmentos peri portal e
lobular do figado. Essa classificagdo é bastante simples, facilmente empregada na rotina
diagnostica, embora falha na auséncia de avaliagdo do infiltrado inflamatério do espaco-
porta. No entanto, é bastante utilizada em estudos clinicos patolégicos, apresenta excelente
reprodutibilidade, principalmente em relagdo ao estdgio de fibrose e foi a escolhida para ser

utilizada no presente estudo.!”®



63

Patologistas brasileiros, no ano de 2000, propuseram uma nova classificagdo para
hepatites cronicas, sendo avaliadas as alteragdes estruturais, assim como a intensidade e as
caracteristicas do infiltrado inflamatério nos diversos segmentos do 16bulo hepatico, ou seja
0s espagos-portal, periportal e parenquimatoso.’”” Essa classificagdo, embora bastante ade-
quada e utilizada pelo Ministério da Satide na liberacdo de medicamentos para o tratamento

das hepatites cronicas B e C, necessita de validacdo internacional.

A fibrose hepética pode ndo ser homogénea em todo o figado e a amostra retirada
para a analise pode ndo refletir adequadamente o grau de fibrose. Para reduzir os erros de
amostragem, a quantidade de material retirado do figado, ou seja, o tamanho da biépsia é

fundamental.l”®

Nos pacientes com insuficiéncia renal cronica a histéria natural da hepatite C ndo é
conhecida. Da mesma maneira, ndo sdo conhecidos os fatores de progressao nesse grupo de
pacientes e se os mesmos fatores que interferem com os pacientes com fungdo renal normal
também influenciam naqueles em hemodialise. Aquisicdo do VHC com idade superior a 40
anos, o sexo masculino, o uso abusivo de élcool, a obesidade e a coinfeccdo com o virus da
hepatite B e HIV sdo fatores conhecidos que aceleram a progressdo da fibrose hepética nos

pacientes com fungdo renal normal.'7617

Alguns autores observaram que, nos pacientes em hemodidlise e infectados pelo
VHC, a evolugéo para cirrose hepética poderia ocorrer num periodo de tempo relativamente
muito curto, em torno de 10 anos, quando comparado aos pacientes urémicos e ndo infec-
tados.'?*18 Por outro lado, Perez et al.'®' compararam pacientes infectados pelo VHC em
hemodialise e ap6s a realizagdo do transplante renal, pareados em sexo, idade de contamina-
¢do e tempo de infecgdo. Observaram que apds o transplante havia maior grau de fibrose e de
necrose em ponte e sugeriu que a hemodidlise poderia atuar como fator protetor, reduzindo

a taxa de progressdo da doenga hepatica.

No presente estudo, 19/36 (52,8%) dos pacientes em hemodiélise ndo apresentaram
nenhuma alteracdo estrutural na bidpsia hepética. Quando presente, a fibrose hepéatica
foi discreta (Metavir graus 1 e 2) em 41,7% (15/36) dos urémicos e somente 02 pacientes

(5,5%) apresentaram fibrose em ponte. Além disso, nenhum (0%) apresentou fibrose grau



64

4 (cirrose hepética). Esses resultados sdo concordantes com aqueles descritos na literatura,
embora exista uma grande variacdo no grau de alteragdo estrutural hepatica em pacientes
renais cronicos. Os trabalhos utilizaram diferentes classificagdes dificultando a comparagao
dos resultados. Mesmo assim, verifica-se na literatura que o percentual de pacientes com
alteragdes histologicas hepdticas minimas na bidpsia variou de 14 a 42% e de fibrose em

ponte foi de 3 a 11%. A taxa de cirrose hepética observada nos diferentes estudos foi de 0 a

249, 22,139-144,146,147

As diferencas nos resultados desses estudos podem ser atribuidas as caracteristi-
cas dos pacientes analisados. Alguns estudos incluiram pacientes com insuficiéncia renal
tratados conservadoramente, enquanto outros avaliaram pacientes em hemodidlise ou em
dialise peritoneal. Além disso, alguns estudos relataram as alteracdes de pacientes em lista
de transplante. Outro aspecto importante é que a maioria dos estudos descreve as altera¢des
da biopsia hepética sem mencionar o tempo de infec¢do, a idade de aquisigdo e o uso de imu-
nossupressores, fatores que interferem na progressdo da doenca nos pacientes com funcao

renal normal e que podem também ter importancia no portador de insuficiéncia renal.

Nesse estudo nado se encontrou relagdo do estagio de fibrose hepatica com fatores
como a idade; o sexo; o indice de massa muscular; a idade de aquisi¢do da doenga; o tempo
de infecgdo; niveis de plaquetas, albumina e saturagdo de transferrina e outros aspectos da
histologia hepética como a presenca de esteatose, de lesdo de ducto biliar e de foliculos
linféides na bidpsia hepética dos pacientes em hemodialise. Esses achados sdo semelhantes
ao observados por outros autores.?> 13143146 A auséncia de marcadores ndo invasivos de
tibrose hepatica reforca a biépsia como importante método de avaliagdo do estdgio de doencga

nos pacientes infectados pelo VHC em lista de transplante renal.

Atividade inflamatdria grave, definida no sistema Metavir como graus 2/3 e que
se caracteriza pela presenca de hepatite de interface, foi detectada em 27,7% (10/36) dos
pacientes no presente estudo. Embora os trabalhos publicados na literatura avaliando grau
de atividade inflamatéria utilizaram classificagdes diferentes foi possivel estabelecer algumas
comparagdes. O grau de inflamagdo hepatica nos pacientes em hemodialise foi relatado
139-141,143,144,146,147,182 Barril ef g]. 140

como sendo discreta a moderada na maioria dos estudos.

descreveram as alterag¢des histologicas de 218 bidpsias hepaticas de pacientes renais cronicos
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de varios centros da Espanha. Figado normal foi observado em 4,58%; hepatite cronica
persistente em 23.4%; hepatite cronica ativa em 35.3% e cirrose em 14,67%. Martim et
al.'*¢ ao analisar 25 pacientes portadores de IRC em hemodiélise, encontraram altera¢des
inflamatdérias compativeis com hepatite de interface na maioria dos casos (76%), com necrose

focal leve em 54% e moderada em 34%. Atividade inflamatodria grave ou hepatite de interface

grave ndo foi observada.

No presente estudo ndo foi verificado relagdo de grau de inflamacdo com tempo

de hemodiélise, mas Sezer et al.'®

observaram que quanto maior o tempo de hemodialise
menor era o grau de processo inflamatoério hepético. Esse autor detectou associagdo entre
a elevagdo de ALT e o grau de atividade inflamatéria - quanto maior o grau de atividade
inflamatdria portal, maiores os niveis de ALT. Além disso, os niveis das enzimas hepaticas

correlacionavam-se negativamente com o tempo de hemodidlise. Esses dados sugerem que

o tempo de hemodiélise atua como fator redutor de processo inflamatério intra-hepético.

8

O sistema Metavir'® nado avalia grau de atividade inflamatéria no espago-porta.

Outras classificagdes, como a da Sociedade Brasileira de Hepatologia,'””

atribui importancia
no grau de inflamacado nesse segmento do 16bulo hepético. Sendo assim, fizemos uma anélise
no grau de inflamagdo nos pacientes em HD infectados pelo VHC. Verificamos inflamagao
portal na grande maioria dos pacientes, sendo em geral de grau discreto, pois 83,2% pacientes
apresentavam graus 1 e 2 e somente um paciente (2.7%) tinha grau acentuado de inflamagéao

nesse segmento do 16bulo hepatico (3). Nao houve associacdo entre elevacio de ALT e o

grau de atividade inflamatéria portal.

Um estudo brasileiro, realizado em Sao Paulo, com 73 pacientes em hemodidlise
observou figado normal em 1%, altera¢des reacionais em 27%, hepatite croénica lobular em
3%, hepatite cronica sem atividade necroinflamatéria periportal em 27% e hepatite cronica
com atividade necroinflamatéria periportal em 67% deles.!® O grau de inflamacéo portal
também foi avaliado e constatado que atividade inflamatéria grau 1 estava presente em
37%; grau 2 em 52%; grau 3 em 10%. Somente um paciente ndo apresentava inflamagdo no

espago-porta e nenhum paciente apresentou grau 4 de inflamacao.

No atual estudo, a taxa de prevaléncia dos marcadores histologicos da hepatite
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C foi de 16,3% (6/36) para esteatose, 5,5% (2/36) para agregado linféide e 2.5% (1/36) de
lesdo de ducto biliar. A presenca de marcadores de hepatite C observada nesse estudo foi
semelhante aos achados nos estudos com pacientes com insuficiéncia renal cronica. Iotti
et al.18 descreveram a presenca de foliculo linféide em 29% (6/21) das biépsias analisadas,
enquanto que a lesdo de ducto biliar e esteatose foram vistas em 33% (7/21). Hu et al.'®
encontraram esteatose em 31,1% dos pacientes, sendo a grande maioria em grau discreto.
Ferreira et al.'"® encontraram agregado linféide em 25% (18/73), de lesdo de ducto biliar
em 10% (7/73) e de esteatose em 13% (10/73) dos pacientes analisados. Aklopat et al.'8*
observaram lesdo de ducto biliar em 44% e de agregado linféide em 22% (2/9). A presenga de
marcadores histolégicos do VHC parece ser menor nos pacientes com IRC que as observadas

nos pacientes com fun¢ado renal normal.

Outro aspecto avaliado na atual pesquisa foi o depésito de ferro no tecido hepatico
pela técnica de Pearls que foi detectado em 61,1% (22/36) dos pacientes renais cronicos em
hemodidlise, sendo que siderose acentuada (Pearls graus 2-4) foi observada em 33,3% (12/36).
Esse achado foi compativel com os descritos na literatura em pacientes renais cronicos
infectados pelo VHC. Martin et al.'*¢ detectaram ferro no tecido hepatico em quantidade
discreta e moderada em 62% (23/37) dos pacientes, presente tanto nas células de Kupffer
como nos hepatocitos. Iotti ef al.!® e Aklopat et al.’®* também descreveram presenca de ferro
no tecido hepatico, numa proporgdo importante de pacientes renais cronicos em hemodiélise,

sendo respectivamente de 44% a 76%.

Outra etapa desse estudo foi verificar a influéncia da hemodidlise na doenca hepatica
causada pelo VHC. Para isso, foi realizada uma andlise comparativa dos pacientes urémicos
em HD, infectados com o VHC, com pacientes infectados pelo mesmo virus e portadores de
funcdo renal normal. Considerando que o sexo, a idade e o tempo de infec¢do sdo fatores
que influenciam a evolugdo da hepatite C, foi feito o controle dessas varidveis. No banco
de dados de hepatite cronica causada pelo VHC do ambulatério de gastroenterologia do
Hospital de Base do DF que possui 548 pacientes catalogados foi obtido um grupo com a
faixa de idade, a idade de contaminacédo e o tempo de infecgdo semelhantes aos pacientes
em hemodialise. O pareamento dessas varidveis se deu num periodo de mais ou menos 03

anos.
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A andlise comparativa dos pacientes em hemodialise com os pacientes infectados
com o VHC e com fungdo renal normal revelou que aqueles em hemodidlise apresentaram
menor IMC (p< 0,001), menores niveis de ALT (p< 0,001), de albumina (p< 0,001), de pro-
tefna total (p< 0,001) e menor carga viral (p= 0,018) (Tabelas [8| e [0). Referente aos dados
histolégicos, detectou-se uma menor prevaléncia de fibrose (p= 0,025), de atividade inflama-
toria (p=0,003), de esteatose (p<0,001), de agregado linféide (p<0,001) e maior quantidade
de ferro no tecido hepético (p=0,008) dos pacientes em hemodidlise quando comparados ao

grupo de pacientes com fungdo renal normal.

Considerando que a presenca de fibrose é o principal determinante na evolugdo
da doenga hepatica cronica e para o aparecimento de hipertensao portal, realizamos uma
andlise dos fatores de risco para o surgimento de fibrose hepatica em todos os pacien-
tes. A andlise univariada (Tabela mostrou que quatro fatores correlacionavam-se com
a presenca de fibrose hepética nos dois grupos de pacientes: hemodidlise (p=0,027), ativi-
dade inflamatéria grave (p<0,001), agregado linféide (p=0,029) e depésito de ferro tecidual
importante (p=0,022). A anélise multivariada (Tabela demonstrou que a presenca de
atividade inflamatoria grave na bidpsia hepatica foi o tinico fator de risco independente para
o desenvolvimento da fibrose hepatica (RR=15). Dessa forma, os pacientes com atividade
inflamatdria grave (Metavir 2 e 3) apresentam um risco 15 vezes maior de apresentar fibrose,

quando comparados aqueles com inflamagédo leve ou ausente (Metavir O e 1).

Diante dos dados acima, realizamos a andlise dos fatores de risco para a presenca
de atividade inflamatéria grave (Metavir graus 2 e 3). Na andlise univariada, a hemodia-
lise (p<0,004), a presenca de agregado linféide (p=0,020) e a presenga de elevacdo de ALT
(p=0,017) se correlacionavam com a presenga de atividade inflamatéria importante (Meta-
vir 2 e 3) na bidpsia hepatica. (Tabela Na andlise multivariada (Tabela somente a
hemodiélise mostrou correlagdo positiva com a atividade inflamatéria (p=0.004). Assim, os
pacientes em hemodidlise estdo protegidos (risco de protecdo de aproximadamente 4x) de
apresentarem atividade inflamatéria importante. A menor atividade inflamatéria atuaria

como protecdo e diminuiria o risco de fibrose hepatica.

Na literatura, encontramos somente 07 trabalhos comparando os dados histol6gicos

de pacientes infectados pelo VHC em hemodiélise e com fungdo renal normal.?> 143-145 182,184,185
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A casuistica do presente estudo (n=36) é adequada, pois o ntimero de pacientes avaliados

nos estudos acima citados variou de 09 a 90.

Semelhante ao achados na atual pesquisa, a maioria dos estudos detectou que fi-
brose hepatica foi significativamente menos freqiiente e menos intensa nos pacientes em
hemodiélise, quando comparada aos pacientes com fungao renal normal.! 4314184185 Qutro
trabalho também mostrou menos fibrose nos pacientes em hemodialise sem atingir nivel de
82

significancia.!

Sterling et al.?

avaliaram a bi6psia hepatica de 50 pacientes em lista de transplante
renal. Verificaram que fibrose em ponte ou cirrose estava presente em 22%. Esse achado nao
foi estatisticamente diferente do grupo de controle composto por pacientes com anti-HCV
positivo, com funcdo renal preservada e enzimas hepéaticas normais. No entanto, no outro
grupo controle, formado por pacientes com funcdo renal normal e ALT alterada, a taxa de
tibrose em ponte ou cirrose foi de 49%. Esse achado sugere que os pacientes em hemodiédlise
se parecem como os pacientes com funcdo renal normal e enzimas hepdticas normais. Nos
pacientes com funcao renal normal e ALT persistentemente normais, a avaliacado histolégica

revela na maioria das vezes alteracdes discretas, com menor freqiiéncia de fibrose avangada

e de cirrose. A progressdo de fibrose nesses pacientes, com ALT normal, é pouco freqiiente.

Os achados relativo a fibrose hepética e a atividade inflamatéria analisados nos paci-
entes em HD nesse estudo sdo semelhantes aos observados por outros autores.?* 143-146,182,184,185
Quando comparados com outros grupos de pacientes, os urémicos em didlise apresentaram
estagios de fibrose menos avangada e menor grau de inflamagéo no figado. Martin et al.'*
compararam pacientes em hemodidlise com portadores de insuficiéncia renal tratados con-
servadoramente e observaram que aqueles em didlise apresentavam menores niveis de ALT,
menor carga viral, menor atividade necroinflamatoria e fibrose. Lemos et al. 18 também
compararam pacientes portadores de insuficiéncia renal tratadas por terapia dialitica com
aqueles em tratamento conservador. Nesse estudo se constatou que os renais cronicos no pe-
riodo pré-didlise apresentaram maior proporcdo de elevacdo de ALT, AST, maior proporcao
de hepatite de interface e de fibrose. No entanto, esses pacientes apresentavam maior tempo

de infeccdo. Assim, ndo foi possivel concluir se a doenga hepética era menos agressiva nos

doentes em hemodiélise.
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Alric et al.'’? compararam trés grupos de pacientes: 1) receptores de transplante
renal; 2) em hemodidlise; e, 3) aqueles com func¢do renal normal. Os pacientes em hemo-
didlise apresentaram menor indice de atividade inflamatéria (Metavir), menor estagio de
tibrose (Metavir) e menor taxa de progressdo indireta de fibrose que os pacientes dos dois

outros grupos. Perez et al.'®!

observaram doenca hepética mais agressiva em receptores
de transplante renal infectados pelo VHC, quando comparados com pacientes infectados e

mantidos em hemodiélise.

O motivo da menor inflamacdo hepatica observada em pacientes urémicos nao é co-
nhecido. Uma possivel explicagdo seria o estado imunitario desses pacientes, com disfungdo

de células B e T que estdo presentes no paciente com IRC.'¥

No entanto, os pacientes com
severa disfuncdo imunolégica como os infectados pelo HIV e coinfectados com o VHC apre-
sentam progressdo acelerada da fibrose, menor tempo para o desenvolvimento de cirrose
e maior taxa de mortalidade relacionada com doenga hepatica descompensada.'®® Assim,
por que os pacientes renais cronicos teriam doenga menos agressiva? Rampino et al.'®
demonstraram elevados niveis de fator de crescimento de hepatécitos (HGF) presentes no
soro de pacientes infectados pelo VHC em hemodidlise, quando comparados com pacientes
com funcdo renal normal também infectados. Além disso, detectaram um menor numero
de hepatdcitos em apoptose. Concluiram ser essa a razdo de a hepética ser menos agressiva
nos pacientes em dialise. Sezer et al.'® avaliaram o grau de stress oxidativo em pacientes
portadores de infec¢do cronica pelo VHC (tempo de doenca maior de 01 ano) e sem do-
enca hepatica avangada. Observaram que esses pacientes apresentaram niveis séricos de
substancias antioxidantes mais elevados, quando comparados aos pacientes urémicos ndo
infectados. O VHC pode induzir fibrose hepatica diretamente pela ativacdo das células es-
trelares e indiretamente por promover stress oxidativo e apoptose das células infectadas.'®
Além disso, recentemente foi verificada relacdo entre niveis de quimiocinas e de citocinas,
em especial o fator de necrose tumoral e as interleucinas 2 e 8, com o grau de atividade
inflamatoria e o estagio de fibrose hepética nos pacientes com hepatite C com funcéo renal

normal.?

Os portadores de insuficiéncia renal cronica, além de apresentarem as alteragdes da

fun¢do imunolégica devido a perda da funcédo renal e acimulo de toxinas urémicas, podem
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durante as sessdes de hemodidlise, sofrer altera¢es no sistema de defesa pela ativagdo de
células mononucleares devido ao contato com a membrana de didlise e com isso promover
a sintese e ativacdo de citocinas.!'®? O grau de interferéncia na relagdo do virus da hepatite C

com o hospedeiro portador de IRC em hemodiélise ainda nao est4 definido.

Independente das razdes, a menor inflamacdo hepdtica presente nos pacientes em
hemodiélise pode contribuir para retardar a progresséo da doenga hepética. Fontaine et al.'*?
ao analisarem a progressdo da fibrose hepética nos pacientes infectados pelo VHC demons-
traram, na andlise multivariada, que o indice de atividade inflamatéria foi o tnico fator de
risco (RR 25.5, IC 95% 2.7 — 238, p=0.004) associado com a progressdo da doenga. Em ge-
ral, a reagdo inflamatéria celular no espago-porta, agredindo a placa limitante, promovendo
hepatite de interface e atingindo o l6bulo (necrose lobular) é o mecanismo bdsico gerador
de fibrose nos pacientes com hepatite cronica C. Assim, nos pacientes em hemodidlise, o

grau de atividade inflamatério estd atenuado. Dessa forma, a menor atividade inflamatéria

induziria uma menor atividade de fibroblastos e menor fibrose.

Nos dois grupos de pacientes analisados nédo se identificou nenhum caso de cirrose
hepatica. Os pacientes incluidos nesse estudo eram jovens, adquiriram a infeccdo com idade
inferior a 40 anos, ndo apresentavam histéria de ingesta alcodlica, ndo eram portadores de
coinfecgdo pelo virus da hepatite B ou HIV e o tempo médio estimado de infecgdo era inferior
a 15 anos. Nos pacientes com fungdo renal normal, estima-se que a cirrose se desenvolve em
2% a 8% das pessoas que adquiriram a infec¢do com idade inferior a 40 anos e ap6s tempo

de infeccdo de 20 anos.'”

Outro fator que pode acelerar o processo de fibrose hepética nos pacientes infectados

pelo VHC é o depésito de ferro no figado.!”

No atual estudo, o depésito de ferro foi
mais freqliente e mais intenso nos pacientes em hemodialise (p=0,008). Este achado est4
relacionado com as transfusdes de sangue e freqiiente reposi¢do de ferro oral em renais

cronicos. Contudo, ndo houve qualquer correlacdo entre a presenca de ferro e de fibrose

hepatica nos pacientes em HD, assim como naqueles com funcédo renal normal.

Poucos estudos fizeram avaliagdo virolégica nos pacientes urémicos e infectados

pelo VHC. 128143145146, 194195 Com excegdo de um estudo,'?® os outros observaram que os
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pacientes em hemodidlise apresentam menor carga viral, quando comparado aos pacientes
com fungdo renal normal. Menor carga viral do VHC nos pacientes em HD pode ser devido

a depuragdo do HCV RNA durante a sessdo de hemodidlise, a aderéncia de particulas virais

4 1 195

na membrana de diélise ou liberacdo de citocinas.'®* Budalamenti et a observaram
redugdo da carga viral durante a sessdo de hemodiélise, associada a elevagdo concomitante
dos niveis de alfa interferon e concluiram que esses achados poderiam contribuir para uma

doenga menos agressiva nos pacientes em didlise.

No presente estudo ndo houve relacdo entre os dados virolégicos (carga viral e geno-
tipo) com os exames bioquimicos ou com as altera¢des de histologia hepatica como o estagio
de fibrose hepética e o grau de atividade inflamatdria nos pacientes em hemodialise. Os
estudos publicados na literatura que avaliaram esse aspecto também nao detectaram relagao
entre 0 gendtipo e a carga viral com alteragdes histologicas na biopsia hepatica. 128143 14> 146
Essa auséncia de correlagdo dos dados virolégicos com de histologia hepética também foi
relatada em pacientes com fungdo renal normal.'”” No entanto, recentemente foi demons-
trado que fatores virais podem influenciar a evolu¢do da doenga, pois estudos avaliando o
seqiienciamento da regido hipervaridvel do VHC (HVR)-1 comprovaram que a progressao
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da doencga hepética em pacientes portadores de VHC submetidos a transplante de rim'”® e

196

de figado™® estava relacionada com o grau de diversidade viral.

Encontramos uma distribui¢do dos genétipos do VHC nos pacientes em hemodiélise
semelhante ao grupo de pacientes com fungdo renal normal. Esse achado foi 0 mesmo
encontrado num estudo realizado por Azevedo et al. no Rio de Janeiro.'”® No entanto, Perez
et al."” encontraram uma distribui¢do de gen6tipos no grupo de pacientes em hemodiélise
e ap0s o transplante renal diferente da populacdo em geral e atribuiram essa diferenca a

potenciais fatores epidemiolégicos, virais ou do préprio hospedeiro.

Observamos que os pacientes em hemodidlise apresentaram niveis de aminotrans-
ferase significativamente menores que os pacientes com funcdo renal normal, achado seme-
lhante a de outros autores.!? 13143 Na an4lise univariada, os pacientes com ALT elevada
apresentaram mais freqiientemente atividade inflamatdria grave (p=0,017), embora isso ndo
se tenha mantido na andlise multivariada (p=0,679). Também nao foi verificada correlagdo de

elevacdo de ALT com fibrose (p=0,167), significando que os niveis enzimdticos ndo predizem
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o grau e o estdgio de alterac¢Oes histoldgicas nos pacientes em hemodidlise.

Nos pacientes com funcdo renal normal, a infeccdo pelo VHC é caracterizada pela
lenta progressao da fibrose hepatica, com uma taxa média de progressao de fibrose de apro-
ximadamente 0,10 — 0,15 unidades/ano, sendo que numa parcela desses pacientes a fibrose
ndo progride, enquanto em outros a cirrose se desenvolve rapidamente. Alguns fatores
independentes como idade de aquisi¢do da doenga, o uso de alcool e o sexo masculino inter-
ferem na taxa de progressdo da fibrose.'”® Estudos prospectivos com avaliagdo histologica
seqliencial revelaram que outros fatores como a atividade necroinflamatoria, a resisténcia a
insulina e o polimorfismo genético também influenciam na progressdo da fibrose hepética

nos pacientes infectados pelo VHC.'”

No presente estudo, uma segunda bidpsia foi realizada em 25% (09/36) dos pacientes
em hemodidlise, com um tempo médio entre os procedimentos de 4 anos. Foi detectado
progressdo da doenga em 03 (33%) pacientes, com taxa média de 0,15 unidades de fibrose/ano.
A andlise comparativa dos pacientes que tiveram progressdo da doenga (n=3) com aqueles
que ndo progrediram ndo revelou fatores preditores. Embora com pequeno ntimero, esse é
o primeiro relato na literatura avaliando a taxa de progressao da fibrose em pacientes sob
tratamento de hemodidlise. A proporcdo de pacientes que apresentou progressao da fibrose
é semelhante aos pacientes com fungdo renal normal, e com taxa semelhante a relatada na

literatura.!”®

Desde a descoberta do VHC em 1989, passando pela constatacdo da elevada pre-
valéncia mundial e da importancia desse virus como o maior causador de doenga hepatica
cronica, muitos aspectos dessa infec¢do foram elucidados. Alguns grupos de pacientes,
como os usudrios de 4lcool e os imunodeprimidos, como os portadores de HIV, apresentam

evolugdo para a cirrose mais rapidamente.

Dessa forma, seria de esperar que pacientes com insuficiéncia renal cronica, que
também sado portadores de deficiéncias imunoldgicas, apresentassem evolugdo mais rdpida
e mais grave. No entanto, esse trabalho demonstrou que os pacientes em hemodialise
apresentam atividade inflamatéria reduzida, menor freqiiéncia de fibrose e menor taxa de

progressdo de fibrose. Mesmo assim, uma parcela dos pacientes em hemodiélise apresenta
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progressdo da doenga, ainda que seja em menor velocidade. Além disso, ndo sabemos os

fatores que favorecem a progressdo da doenga nesse grupo de doentes.

A Organizag¢do Mundial de Satide estima que o diagndstico das pessoas infectadas
pelo VHC aumente nos préximos anos. Por outro lado, com a maior expectativa de vida da
populagdo em geral, um maior niimero de pessoas portadoras de doengas cronicas degene-
rativas necessitardo de tratamento dialitico. Dessa forma, é possivel que haja mais pessoas
infectadas pelo VHC nas unidades de hemodialise. Sendo assim, necessitamos de maiores
esforgos para prevenir infecgdes dentro das unidades de hemodidlise. Além disso, novos es-
tudos avaliando a taxa de progresséo e os fatores que aceleram a evolucdo da doenga hepética
para as formas graves como cirrose descompensada e hepatocarcinoma serdo importantes

para prevenir a ocorréncia dessas complicacdes.
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6 Conclusoes

e Andlise comparativa com pacientes infectados pelo VHC, com fung¢do renal normal e
pareados por sexo, idade e tempo de infecgdo revela que os pacientes em hemodidlise
apresentaram menor IMC (p<0,001), menores niveis de ALT (p<0,001), de albumina
(p<0,001), de proteina total (p<0,001), menor carga viral (p=0,018), menor prevaléncia
de fibrose (p= 0,025), de atividade inflamatéria (p=0,003), de esteatose (p<0,001), de

agregado linféide (p<0,001) e maior quantidade de ferro no tecido hepatico (p=0,008).

e Os pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica em tratamento de hemodidlise
e infectados pelo VHC apresentam alterag¢des histoldgicas discretas. Atividade infla-
matdria grave (Metavir 2 ou 3) foi observada em menos de 27% e fibrose em 47,3%. O

grau de fibrose foi em geral discreto e nenhum paciente apresentou cirrose.

¢ O tnico fator relacionado com a presenga de fibrose nos pacientes em hemodialise foi

a atividade inflamatoéria grave (Metavir 2 e 3).

e A andlise multivariada dos fatores de risco para a fibrose hepética nos pacientes em
hemodidlise e nos pacientes com fung¢do renal normal demonstrou que a presenca de
atividade inflamatoéria grave na biépsia hepética foi o tinico fator de risco independente

para o desenvolvimento da fibrose hepética (RR=15).

e Os pacientes em hemodidlise estdo protegidos de apresentar atividade inflamatéria
grave (Metavir 2 e 3). A presenca de menor inflamagao reduz o risco de fibrose hepatica.
A andlise multivariada dos fatores de risco revelou que somente a hemodiélise se

associou com atividade inflamatéria grave (p=0.004).

e Progressdo da doenca hepatica na segunda bidpsia ocorreu em 03 (33%) pacientes
portadores de IRC em hemodidlise, com taxa média de 0,15 unidades de fibrose/ano.
Nao foi identificado nenhum fator preditor de progressdo da fibrose. A proporcdo de
pacientes que apresentou progressdo da fibrose é semelhante aos pacientes com fungao

renal normal relatado na literatura.

e Os resultados desse estudo sugerem que os pacientes em hemodidlise infectados pelo

VHC apresentam doenga mais discreta comparada aos pacientes com fungdo renal
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normal. Mesmo assim, numa parcela desses pacientes parece haver progressdo da
doenca. Novos estudos para identificar os fatores que interferem na relacdo virus /
hospedeiro no paciente em hemodialise podem contribuir na condugdo e tratamento

adequado para esse grupo de pacientes.
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A.1 Termo de Responsabilidade
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,estou

sendo convidado para participar da pesquisa chamada “ESTUDO DA HEPATITE C EM PA-
CIENTES PORTADORES DE INSUFICIENCIA RENAL CRONICA EM HEMODIALISE
NO DISTRITO FEDERAL”.

A referida pesquisa possui como objetivo principal o estudo da hepatite C em pacien-
tes portadores de doenca renal cronica em tratamento com filtragdo do sangue (hemodidlise)

no Distrito Federal.

Portador de insuficiéncia renal cronica apresenta hepatite viral mais freqiientemente
comparada a pessoa sadia. Os dois principais agentes causadores desse tipo de hepatite
em pessoas portadoras de insuficiéncia renal cronica sdo denominados de virus da hepatite
B e C. Atualmente, devido a vacinagdo contra o virus da hepatite B, o virus C tornou-se o
mais importante. Como algumas pessoas que adquirem esse virus ndo demonstram sinais
da doenga, é importante fazer os exames para o diagnoéstico dessa infecgdo o mais precoce

possivel, o que possibilita o inicio do tratamento e evita a progressao da doenca.

O virus da hepatite C pode provocar hepatite cronica, podendo evoluir para cirrose
e tumor de figado. Além disso, nos pacientes submetidos a transplante renal, a doenca

causada pelo virus da hepatite C pode progredir de forma mais acelerada.

Nesse estudo, serd realizada uma entrevista com o paciente no préprio de tratamento

e avaliagdo dos exames de sangue ja realizados, anteriormente, na clinica de hemodiélise.

Caso o anticorpo contra o virus da hepatite C mostrar-se presente ou apresente
alteracdes nos exames do figado, havera a coleta de sangue para a realizagdo de exame para
detectar a presenca do virus. A coleta do sangue se fard na clinica que o paciente realiza
o tratamento. A coleta ocorrerd antes do inicio da sessdo, no momento da conexdo com
a maquina que filtra o sangue (hemodialise). O transporte e o armazenamento do sangue
para a realizagdo desses exames serdo de responsabilidade do coordenador da pesquisa.

O sangue serd encaminhado para o Laboratério de Biologia Molecular do Hemocentro de
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Brasilia, onde sera armazenado.

Sendo portador do virus da hepatite C, serei convidado para comparecer ao ambula-
torio de gastroenterologia do Hospital de Base, com data previamente marcada, para avaliar
a presenga de doenca no figado causada pelo virus da hepatite C. Essa avaliagdo consistira
na realiza¢do de consulta médica, exame fisico e exames de sangue que detectam a fungdo
do figado. Na unidade de gastroenterologia também sera realizado um exame para avaliar
o figado, por meio de utrasonografia abdominal. O exame ndo traz nenhum risco para a

pessoa, pois utiliza onda sonora para construir a imagem do 6rgao.

O exame de endoscopia digestiva alta somente sera realizado caso apresente au-
mento do tamanho do bago ou reducdo do ntimero de plaquetas. Essas alteragdes podem
significar um comprometimento avangado da doenga e a realizagdo do exame, nesses casos é
importante para detectar a presenga de varizes no esdfago. A endoscopia é feita utilizando-se
de uma sonda introduzida pela boca, ap6s anestesia local e medicacdo sedativa. Apesar de

incomoda, ndo promove maiores riscos ao paciente.

Paciente cadastrado na lista de transplante renal e portador do virus da hepatite
C necessita realizar um exame de bidpsia do figado. A realizacdo desse exame consta do
protocolo do Servico de Transplante Renal do Hospital de Base e consiste na retirada de um
pequeno fragmento do figado por meio de agulha prépria, guiada pela ultrassonografia para
o procedimento, sob anestesia local. A bidpsia é importante para avaliar o grau de doenca
no figado e decidir se é necessdrio o tratamento da hepatite, se é adequado a realizacdo do
transplante renal ou se é melhor permanecer em tratamento com hemodidlise. A bidpsia
serd realizada ap0s a verificagdo de adequada coagulacao do sangue e ap6s o procedimento,
permanecerei no Hospital de Base sob observagdo, por um periodo de tempo suficiente para
a completa recuperacdo. Nesse procedimento, além do incomodo da dor, existe o risco de
sangramento abdominal, ocasionado pela puncdo. Caso necessdrio, deverei permanecer
no hospital, sob a responsabilidade do coordenador da pesquisa, para controle da dor
e complicagdes do procedimento. Estou sendo informado que o risco de ocorréncia das

complicagdes relacionadas ao procedimento sdo muito raras.

O material obtido da bi6psia serd encaminhado a Unidade de Anatomia Patoldgica,
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onde serd examinado e o resultado anexado ao prontudrio. Nessa pesquisa ndo é prevista

nenhuma forma de indeniza¢ao ou ressarcimento.

Durante a realizagdo da pesquisa, tenho direito e garantias, por parte do pesquisador,
de que terei acesso a todos os resultados de exames realizados nesse estudo e a qualquer
momento poderei obter informagdes e esclarecer eventuais dtividas acerca da pesquisa que

se iniciard. Além disso, os exames constardo no meu prontudrio médico.

Antes do inicio da pesquisa ou durante a execugdo da mesma, tenho direito de
ndo participar ou desistir da minha participa¢do. A minha desisténcia ndo acarretard em

qualquer prejuizo ao tratamento que realizo.

Além disso, a avaliacdo dos exames e do prontudrio somente sera realizada pelo
pesquisador e todas as informagdes obtidas durante a pesquisa e os resultados dos exames
terdo garantia absoluta de sigilo, privacidade e a ndo havera nenhuma forma de divulgagdo

através do qual eu possa ser identificado.

O periodo de tempo programado para a obtengdo dos resultados dos exames acima

citados, serdo de doze meses, a contar a partir da entrevista.

O sangue coletado e a bidpsia serdo utilizados exclusivamente para o projeto de
pesquisa proposto. O material armazenado ndo seréa utilizado para outros estudos a ndo ser
que nova autorizagdo seja concedida. Caso isso seja impossivel, o material biolégico somente

serd utilizado mediante aprovagio do novo projeto pelo Comité de Etica e Pesquisa.

Os resultados da pesquisa serdo publicados de forma cientifica e respeitando a ética
em pesquisa em seres humanos, para aumentar o conhecimento médico a respeito da doenga,

para melhor tratar a mim e outros individuos.

Nome do Paciente:

RG do paciente: Orgao Exp UF:

Endereco: Cidade:

Assinatura do Paciente:

Nome do Responsével legal:




Anexos 101

RG do Responsével: Orgao Exp UF:

Endereco: Cidade:

Assinatura do Responséavel:

OBS. Em caso de qualquer dtivida ou outros esclarecimentos, favor entrar em contato com o

coordenador da pesquisa ou o Comité de Etica e Pesquisa da Secretaria de Satde.

Telefone do COMITE DE ETICA E PESQUISA: 325 49 55
Coordenador da Pesquisa: JOSE EDUARDO TREVIZOLI

CRM 4472

UNIDADE DE GASTROENTEROLOGIA DO HOSPITAL DE BASE
BRASILIA — DF

Telefone: 325 50 01; 245 31 66.

Brasilia — DF, de de 2002.




A.2 Pacientes portadores de VHC em
hemodialise
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A.3 Pacientes portadores de VHC com
funcao renal normal
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Hepatitis C Is Less Aggressive in Hemodialysis Patients than
in Nonuremic Patients

Jose Eduardo Trevizoli,* Raissa de Paula Menezes," Lara Franciele Ribeiro Velasco,*
Regina Amorim, Mauro Birche de Carvalho," Liliana Sampaio Mendes,"
Columbano Junqueira Neto," José Roberto de Deus Macedo,! and

Francisco de Assis Rocha Neves

*Hospital de Base do Distrito Federal, Secretaria de Estado de Satide (SES), Brasilia, DF, Brazil; and Universidade
Catélica de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil; fHospital de Base do Distrito Federal, SES, Brasilia, DF, Brazil; *Sabin
Institute and Laboratory of Clinical Analysis, Brasilia, DF, Brazil; SFaculdade de Ciéncias da Saiide, Universidade de
Brasilia, Brasilia, DF, Brazil; ”Hospital Santa Luzia, Brasilia, DF, Brazil; and TLaboratério de Farmacologia Molecular,
Faculdade de Ciéncias da Saiide, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil

Background and objectives: The severity of liver disease among hepatitis C patients on hemodialysis is controversial. The
aim of this study was to compare the clinical, biochemical, and liver histologic characteristics of hepatitis C virus (HCV) in
hemodialysis patients and in those with normal renal function.

Design, setting, participants, & measurements: A case-control study was carried out with 36 HCV patients on hemodialysis
and 37 HCV patients with normal renal function matched for gender, age at infection, and estimated time of infection.

Results: HCV patients on hemodialysis had lower levels of alanina aminotransferase and lower viral load. Hepatic fibrosis
was significantly higher in the patients with normal renal function (73%) than in hemodialysis patients (47.2%, P < 0.025); the
same was observed for inflammatory activity (control group 59.5% versus hemodialysis patients 27.7%, P = 0.003). In addition,

the risk of tissue inflammation was four times lower in hemodialysis patients (odds ratio = 0.23, P < 0.004), and severe
inflammatory activity on biopsy was the only independent risk factor for fibrosis (P < 0.001).
Conclusions: The lower biochemical and inflammatory activities observed in hemodialysis patients suggest that hemodi-
alysis and uremia may have a protective role against progression of the disease caused by HCV.
Clin ] Am Soc Nephrol @@®: @@@-@®®, 2008. doi: 10.2215/CJN.01330308

epatitis C is the main cause of chronic liver disease in
H patients with end-stage renal disease (ESRD). The

prevalence of hepatitis C virus antibody (anti-HCV)
is high, between 3.4% and 32.1%, among hemodialysis (HD)
patients and potential kidney transplant candidates (1). Despite
the decrease in the incidence of newly acquired HCV infections
observed in recent years, which may be attributable to the
efficient serologic HCV tests used in blood transfusions and to
the use of erythropoietin to treat anemia, contamination by
HCV still occurs in HD units (2).

Patients infected with HCV who undergo renal transplanta-
tion show a higher risk for progression to severe liver disease,
death, and graft failure after transplantation compared with
anti-HCV negative recipients (3). Liver disease should conse-
quently be staged at the time of kidney transplantation because
patients with cirrhosis or advanced fibrosis will have a poorer
prognosis (4).

Received March 20, 2008. Accepted June 16, 2008.
Published online ahead of print. Publication date available at www.cjasn.org.

Correspondence: Dr. José Eduardo Trevizoli, SQS 111, Bloco D, Apartamento 403,
CEP 70374-040, Brasilia, DF, Brazil. Phone: +55-61-3245-3166; Fax: +55-61-3445-
1402; Email: jetrevizoli@terra.com.br

Copyright © 2008 by the American Society of Nephrology

The natural history of chronic liver disease caused by HCV in
HD patients remains unknown (4-6). HCV infection increases
mortality rates in uremic patients, and cirrhosis and other
liver-related deaths are more frequent in HCV-infected dialysis
patients than in those without the virus (5-7).

Results from liver biopsies of HCV-infected dialysis patients
are limited (1,2), and the rate of bridging hepatic fibrosis and
liver cirrhosis ranges from 5% to 32% (8—-15). Whether the liver
disease caused by HCV shows a different clinical course in HD
patients and in patients with normal renal function is still
controversial. Barril (8) reported that progression time to cir-
rhosis can be much shorter in HCV-infected HD patients than
in patients with normal renal function. However, other studies
suggest that HCV-infected HD patients present a lower degree
of inflammatory activity and a lower stage of liver fibrosis
compared with HCV-infected patients with normal renal func-
tion (9,12,15). Indeed, the effects of chronic uremia and HD on
HCV-related liver disease and on the progression of liver fibro-
sis in HCV-infected patients with ESRD remain unknown.

To investigate the impact of chronic renal failure and HD on
the progression of hepatitis C in patients awaiting kidney trans-
plantation, we compared clinical, biochemical, virologic, and
histologic findings in HCV-infected patients with ESRD receiv-
ing HD treatment and in HCV-infected patients with normal

ISSN: 1555-9041/ @ @@®@—-0001
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renal function. Our results showed that HCV-infected patients
on HD presented lower levels of alanine aminotransferase
(ALT), lower viral load, and less inflammatory activity and
fibrosis in their liver biopsies. Moreover, severe inflammatory
activity was the only independent risk factor for liver fibrosis.
Taken together, our results strongly suggest that chronic hep-
atitis C is less aggressive in HD patients than in nonuremic
patients.

Materials and Methods

This case-control study was conducted from January 2000 to Decem-
ber 2006 and included 36 HD patients enrolled in the kidney transplant
waiting list of Hospital de Base do Distrito Federal, Brasilia, Distrito
Federal, Brazil. Subjects were selected among 761 patients with ESRD
who had been treated for at least 6 mo in seven HD units located in the
metropolitan area of Brasilia. From this population, 101 patients were
positive for anti-HCV antibody (enzyme-linked immunosorbent assay
3) and 76 patients were HCV RNA positive. Of these 76 patients, 36 had
been submitted to liver biopsy because they were awaiting renal trans-
plantation (case group). The control group comprised 37 HCV-infected
patients with normal renal function, defined by creatinine =1 mg/dl.

Date of onset of HCV infection was estimated considering the date
when HD was initiated or the year when the patient received a blood
transfusion (if before the beginning of HD) in the study group, and the
date of the first blood transfusion in the control group. Exclusion
criteria for both groups were: coinfection with hepatitis B virus or HIV,
chronic use of steroids, interferon, or ribavirin; other liver diseases;
intravenous drug use; alcohol consumption of more than 40 g/d for
men and 20 g/d for women. The control group was paired with the
study group for age, sex, and estimated time of HCV infection. All
patients underwent clinical, biochemical, serologic, virologic, sono-
graphic, and histologic studies, and the results were compared between
the two groups.

Clinical Data

Data about age, sex, risk factors, estimated date of onset of HCV
infection, possible HCV transmission mode, body mass index and
history of diabetes mellitus were obtained from clinical history and
review of charts. The diagnosis of diabetes mellitus was made accord-
ing to reports of use of oral hypoglycemic agents or insulin and fasting
glycemia level (>110 mg/dl).

Laboratory Studies

Blood samples were collected for the following laboratory tests:
glucose, ALT, total proteins, albumin, platelets, transferrin saturation,
and prothrombin activity (International Normalized Ratio). ALT levels
were calculated as the mean of the three tests performed in the 6 mo
before the first biopsy, whereas the other tests were carried out around
the date of the liver biopsy.

Serologic and Molecular Tests

Patients were tested for anti-HCV antibody using a third-generation
enzyme-linked immunosorbent assay (Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL). Blood samples were collected from ESRD patients before HD
sessions. The samples were centrifuged and sera were frozen at —70°C
in up to 2 h. HCV RNA was assessed by polymerase chain reaction
(PCR) using a commercial kit (Amplicor, Roche Diagnostics, Indianap-
olis, IN). To measure HCV RNA level, a semiautomated branched DNA
(bDNA) assay was used (Versant HCV RNA 3.0 Quantitative, Bayer
Corporation, Tarrytown, NY). The genotype was determined with an

Clin J] Am Soc Nephrol 0@: 000-00®, 2008

automated sequencing technique using the ET DYE Terminator kit and
the P17 primer for the 5" UTR and S2 for the NS5B region (MegaBACE
1000 GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, United King-
dom). The sequences were analyzed using the basic local algorithm
search tool (BLAST software) and aligned with the HCV sequences
available in data banks (www.ncbi.nlm.nih.gov, http://hcv.lanl.gov).

Histologic Tests

Liver biopsy specimens were classified as adequate if they were at
least 1.5 cm long and had 10 or more portal spaces. Histologic tests
were conducted by a pathologist blinded to clinical and laboratory
findings. Fibrosis and inflammatory activity were staged according to
the Metavir scale (16). The presence of lymphoid follicles, bile duct
lesion, liver steatosis, and iron deposits in liver tissue (Perls stain) was
also recorded.

Statistical Analysis

Descriptive data were presented as percentages or means with SD
and range. Categorical variables were analyzed with the x* test and
Fisher exact test. The t test and Mann-Whitney test were used for
comparison of numerical variables. Logistic regression models were
used to calculate odds ratios (95% confidence interval) and the corre-
sponding P values. The level of significance was set at 0.05 (alpha =
5%). Statistical analyses were performed using the SPSS 13.0 software
for Windows.

Approval by Research Ethics Committee

The study protocol followed the Helsinki Declaration and was ap-
proved by the Research Ethics Committee at Hospital de Base do
Distrito Federal. All patients included signed an informed consent form
after receiving information about the study.

Results

Among the 76 HD patients infected by HCV, 36 who were in
the kidney transplant list were included in the study, as well as
37 HCV-infected patients with normal renal function. No dif-
ference was observed between the 36 HD patients awaiting
kidney transplantation and the remaining 40 HD patients who
were not enrolled in the kidney transplant list in terms of ALT,
total proteins, albumin, platelets, transferrin saturation, pro-
thrombin activity (International Normalized Ratio), and ab-
dominal ultrasound.

Patients with uncontrolled liver disease with ascites, enceph-
alopathy, esophageal varices, or jaundice were not included in
the study because isolated kidney transplantation is not indi-
cated for them. Table 1 shows data about sex, age, estimated
time since onset of HCV infection, and presence of diabetes; all
these parameters were similar in the two groups. Body mass
index, ALT, albumin, and total protein levels were significantly
lower in uremic patients on HD. The distribution of HCV
genotypes was similar in both groups. Notwithstanding, the
viral load was significantly lower in HD patients (P = 0.016).

The hepatic histologic findings for both groups are shown in
Table 2. Liver steatosis and lymphoid follicles, two histologic
findings associated with liver disease caused by HCV, were
significantly more frequent in the patients with normal renal
function than in patients on HD (56.8% versus 16.3% and 43.2%
versus 5.6%, respectively; P < 0.001). Iron deposits in liver tissue
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Table 1. Baseline characteristics in both groups

Hepatitis C in Hemodialysis Patients 3

Group with ESRD (n = 36)

Group with NRF (n = 37)

Variable [mean + SD (range) or n (%)] [mean *+ S(Ig/ogange) orn P

Matched variables, age at entry (yr) 41 = 10 (23-68) 40 = 11 (25-65) 0.699%
Gender

male 22 (61.1) 23 (62.2) 0.96°

female 14 (38.9) 14 (37.8)
Estimated HCV infection (yr) 12.31 £ 3.80 (6-25) 12.54 + 3.78 (2-18) 0.374¢
Hemodialysis (yr) 8 = 3(2-16)
BMI 21.80 + 2.31 (17.01-28.33) 25.01 + 3.39 (20.06-37.8) <0.001°
DM

yes 5(13.9) 4(10.8) 0.7364

no 31 (86.1) 33 (89.2)
Genotype

1 29 (80.5) 26 (70.2) 0.308°

2 0(0) 1(2.7)

3 7 (19.5) 10 (27.1)
Load viral (UI/ml) X 10° 380 = 641 (0.6-3 390) 1010 =1 314 (2-5 245) 0.018°¢
ALT (U/L) 26 * 15 (11-85) 61 = 30 (13-128) <0.001¢
Platelets X 10° 214 + 52 (130-386) 224 + 54 (115-325) 0.417°
Albumin g/dl 3.63 = 0.40 (2.1-4.2) 4.12 = 0.31 (3.5-4.9) <0.001*
Total protein (g/dl) 6.83 = 0.37 (5.9-7.4) 7.54 = 0.53 (6.5-8.9) <0.001*
Transferrin saturation (%) 60.69 = 46.54 (18-196) 41.46 = 14.45 (21-72) 0.246°

HCV, hepatitis C virus; BMI, body mass index; DM, diabetes mellitus; ALT, alanine aminotransferase.

at test.

Py test.
‘Mann-Whitney test.
9Fisher’s exact test.

were more frequent and more intense in patients on HD than in
patients with normal renal function (P = 0.008).

The prevalence of liver fibrosis in patients with ESRD receiv-
ing HD treatment was 47.2%, significantly lower than the rate
found in patients with normal renal function (73%; P = 0.025).
Furthermore, significant fibrosis (stages 2 and 3, Metavir) was
found in 32.5% of the patients with normal renal function and
in only 17.1% of those on HD, although this difference did not
reach significance (P = 0.118). Liver cirrhosis (stage 4 fibrosis)
was not found in any of the study groups (Table 2).

Inflammatory activity of the liver was significantly lower in HD
patients. As shown in Table 2, absence of or light inflammation
(stages 0 and 1) was observed in 39% and 33.3% of the HD
patients, respectively, a much higher result than the one found in
nonuremic patients: 16.2% and 24.3%, respectively. On the other
hand, moderate inflammation (stage 2) was increased in nonure-
mic patients (40.5%) compared with HD patients (27.7%). It is
noteworthy that, whereas severe inflammatory activity (stage 3)
was found in 19% of the patients with normal renal function, none
of the uremic patients displayed severe inflammatory disease.
Consequently, moderate and severe inflammatory activity (stages
2 and 3, Metavir) was twice as frequent in patients with normal
renal function as in patients with ESRD on HD (59.5% versus
27.7%; P = 0.003). Taken together, these results clearly demon-
strate the greater intensity of inflammation and fibrosis in patients
with normal renal function.

Univariate analysis revealed four factors correlated with the
presence of liver fibrosis: no renal failure (P = 0.027), severe
inflammatory activity (P < 0.001), lymphoid follicles (P =
0.029), and no iron in liver tissue (P = 0.0022). Nevertheless,
multivariate analysis (Table 3) showed that the only indepen-
dent risk factor for fibrosis was severe inflammatory activity in
liver biopsy (P < 0.001). Inflammatory activity was associated
with an increase of 15.2 in the relative risk of fibrosis.

Interestingly, the analysis of risk factors associated with severe
inflammatory activity showed that patients with elevated ALT
(P = 0.017) and with lymphoid follicles (P = 0.020) had biopsies
with stage 2 or 3 inflammation more frequently. However, HD
patients showed signs of significantly less severe inflammatory
activity than patients with normal renal function (9 of 36 versus 22
of 37, P = 0.004). Multivariate analysis revealed that chronic
kidney disease and HD reduced the occurrence of severe inflam-
matory activity. Patients with ESRD on HD had a four times lower
risk for tissue inflammation than patients with normal renal func-
tion (odds ratio = 0.23; P < 0.004, Table 3).

Discussion

The prevalence of HCV infection among HD patients is
substantially greater compared with patients with normal
renal function (1). HCV infection is currently the most com-
mon cause of chronic liver disease in HD patients (4). The
natural history of hepatitis C in patients with ESRD is hard



Anexos

111

[ tapraida/cjn-cjasn/cin-ciasn/cjn00508/cjn2664-08a | moyerr | S=8 [ 6/25/08 [ 20:06 | Art: 01330308 | Input-jip

4 Clinical Journal of the American Society of Nephrology

Clin ] Am Soc Nephrol 00: 000-00®, 2008

Table 2. Histopathologic changes among hemodialysis and normal renal function patients

Group with ESRD (n = 36) [mean + SD

Group with NRF (n = 37) [mean + SD

Variable (range) or n (%)] (range) or n (%)] P
Fibrosis staging
0 19 (52.8) 10 (27) 0.025%
1 11 (30.6) 15 (40.5)
2 4(11.1) 7 (19.5)
3 2 (5.5) 5(13)
4 0 (0) 0(0)
Inflammatory activity
0 14 (39) 6 (16.2) 0.003*
1 12 (33.3) 9 (24.3)
2 10 (27.7) 15 (40.5)
3 0 (0) 7 (19)
Steatosis
yes 6(16.3) 21 (56.8) <0.001%
no 30 (83.3) 16 (43.2)
Lymphoid aggregate
yes 2 (5.6) 16 (43.2) <0.001°
no 34 (94.4) 21 (56.8)
Bile duct injury
yes 1(2.8) 4 (10.8) 0.358°
no 35(97.2) 33(89.2)
Iron
0 14 (38.9) 27 (73) 0.008*
1 10 (27.8) 7 (18.9)
2 7 (19.4) 3(8.1)
3 4(11.1) 0(0)
4 1(2.8) 0(0)
aX 2 test,

PFisher’s exact test.

Table 3. Multivariate analysis of the variables associated
with fibrosis (stage I-IV) and inflammatory activity (II-
IV) in all patients

Variable OR (95% CI) P

Fibrosis
ESRD — 0.401
inflammatory activity 15.167 (3.957-58.137) <0.001

lymphoid aggregate — 0.169

iron — 0.129
Inflammatory

ESRD 0.227 (0.084-0.618) 0.004

lymphoid aggregate — 0.213

ALT — 0.679

OR, odds ratio; CI, confidence interval; ESRD, end-stage
renal disease; ALT, alanine aminotransferase.

to evaluate because of the high mortality rate among them,
the difficulty to make diagnoses in cases of acute hepatitis,
and the slow progression of liver disease caused by HCV.
Prospective studies have reported greater mortality rates in

HCV-infected HD patients than in noninfected patients
(6,17,18). The reason for this result has not been defined, but
it has been suggested that it may be associated with liver
disease and liver cancer (6,17).

Studies assessing liver histology revealed that the inflamma-
tory activity tends to be mild or moderate, whereas the pres-
ence of bridging fibrosis ranges from 3% to 11%, and of cirrho-
sis, from 0% to 24% in uremic patients (2). The rate of
progression of liver fibrosis and the identification of which
factors affect the natural history of HCV-infected patients have
not been established, and some reports suggest that HD may
act as a protective factor and reduce the rate of progression of
liver disease (19).

In the present study, we compared the natural course of HCV
infection in HD patients with patients with normal renal func-
tion. ALT level, viral load, prevalence of fibrosis, and inflam-
matory activity were significantly lower in HD patients than in
nonuremic patients. Multivariate analysis revealed that severe
inflammatory activity in liver biopsy was the only independent
risk factor for liver fibrosis in these patients (relative risk = 15)
and that uremia and/or HD therapy was a protective factor for
severe liver inflammation (relative risk = 0.227).

The lower degree of inflammatory activity and liver fibrosis
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in our HD patients is similar to findings described by other
groups (9,12,13,15). We did not observe any association be-
tween inflammation and duration of HD treatment, although
Sezer et al. (14) have reported that the longer the time on HD,
the lower the degree of liver inflammation. Sterling et al. (15)
have also reported that inflammatory activity and fibrosis were
less intense in HD patients, although these differences were
restricted to patients with elevated ALT as observed in our
patients. In addition, HD patients have been described to have
less advanced fibrosis and a lower degree of liver inflammation
when compared with chronic renal failure patients not requir-
ing dialysis (13,20) or to patients who underwent renal trans-
plantation (19,21,22).

The mechanism by which uremia and HD may exert a pro-
tective effect on HCV liver inflammation remains unknown.
The dysfunction of B and T cells (23,24), elevated levels of
hepatocyte growth factor (25), and changes in the antioxidant
system in the serum of HD patients (26) are factors that may be
associated with lower liver inflammation. Regardless of the
reasons, lower liver inflammation in HD patients may contrib-
ute to a delay in the progression of liver disease because the
rate of inflammatory activity is associated with fibrosis progres-
sion (27).

In this study, no association was found between fibrosis and
age, sex, body mass index, age at onset of infection, platelets,
albumin, transferrin saturation, steatosis, bile duct lesion, or
lymphoid follicles in liver biopsy. These findings were similar
to those reported by other authors that studied patients with
ESRD (9,13-15).

Iron deposits in the liver, a factor that may stimulate fibro-
genesis caused by HCV, were more frequent and more intense
in our HD patients (P = 0.008). This finding has been associated
with blood transfusions and frequent supplementation of iron
in patients with ESRD. However, our data did not show a
correlation between iron deposits and liver fibrosis in HD
patients or in patients with normal renal function.

The distribution of HCV genotypes was similar in the two
groups. Contrarily, the viral load was significantly higher in
patients with normal renal function (P = 0.016). Although
dialysis patients have immune compromise resulting from ure-
mia, the HCV viral load of HD patients is usually low, and this
may be the result of the clearance of HCV RNA during HD, the
adherence of viral particles to the dialysis membrane, or the
release of cytokines (28,29). Badalamenti et al. (30) found a
reduction in viral load during HD associated with the simulta-
neous elevation of interferon-alpha levels, and concluded that
this might contribute to the fact that the disease is less aggres-
sive in dialysis patients.

Genotype and viral load were not associated with histologic
findings of liver biopsy in our study; this result is in accordance
with reports by other authors involving both HD patients (13)
and those with normal renal function (31).

Similarly to other studies, we found that HD patients had
significantly lower ALT levels than patients with normal renal
function (9,14). Univariate analysis of data from patients with
elevated ALT levels showed more frequent severe inflamma-
tory activity (P = 0.017), but significance was not found in the

Hepatitis C in Hemodialysis Patients 5

multivariate analysis (P = 0.679). Furthermore, we did not find
a correlation between elevated ALT and fibrosis (P = 0.167),
which indicates that enzyme levels do not predict the severity
and stage of histologic changes in HD patients. Therefore, liver
biopsy remains a valuable tool in the evaluation of liver disease
in HCV-infected patients.

The limitations of this study should be carefully consid-
ered. HD patients were restricted to candidates for kidney
transplantation because, in our service, these patients are
submitted to liver biopsy to assess the stage of fibrosis. On
the other hand, HCV-positive patients on HD who were not
awaiting kidney transplantation are not submitted to liver
biopsy because there is no consensus about whether these
patients should be treated for HCV. Additionally, although
we excluded patients with history of alcohol consumption,
hepatitis B virus, or HIV coinfection and uncontrolled severe
liver disease, there is a risk that HD patients with more
severe illnesses (i.e., with a worse liver function) were not
referred to kidney transplantation, in contrast with the group
of patients with normal kidney function, who were referred
for the accurate management of their liver disease. To exam-
ine this possibility, we compared the levels of ALT, total
proteins, albumin, platelets, transferrin saturation, pro-
thrombin activity (International Normalized Ratio), and ab-
dominal ultrasound between the 36 HD patients infected by
HCV referred to kidney transplantation and the 40 RNA
HCV-positive patients on regular HD who were not on the
list. Our results did not reveal any difference between the
two groups.

Conclusion

This study showed that HCV-infected patients receiving
HD treatment had lower ALT levels and viral loads, and
their liver biopsies showed a lower degree of inflammatory
activity and less fibrosis compared with patients with nor-
mal renal function. Less inflammatory activity in serum and
liver tissue indicates that HD and uremia may have a pro-
tective role against progression of HCV-associated liver dis-
ease, and further studies should be conducted to identify the
factors in uremic patients that affect the progression of liver
disease.
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