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Resumo
Os pacientes em processo de hemodidlise freqlientemente estdo expostos as
infecgdes bacterianas e virais. Entre as infec¢des virais, as hepatites sdo as
mais freqlentes, sendo que a grande maioria € causada pelo virus C (HCV, do
inglés Hepatitis C Virus). O controle do HCV em pacientes de unidades de
hemodialise é realizado pelo monitoramento mensal do marcador bioquimico
de lesdo hepatica (enzima alanina aminotransferase - ALT) e semestral pelo
uso de ensaio sorolégico mais especifico (anti-HCV). O presente estudo teve
como objetivo avaliar o uso da ALT para identificagao da infeccao pelo HCV em
comparacao com a deteccdo direta pela técnica RT-PCR (Reverse
Transcription - Polymerase Chain Reaction) em pacientes com insuficiéncia
renal cronica. A populagao alvo foi constituida de 324 pacientes de 4 unidades
de hemodialise de Porto Alegre (Rio Grande do Sul — Brasil). Os resultados
encontrados revelaram um total de 107 (33,0%) pacientes anti-HCV positivos,
sendo que 66 (20,4%) com HCV RNA positivo. Nao foi encontrado nenhum
paciente com anti-HCV negativo e HCV RNA positivo. Os valores médios de
ALT foram significativamente mais elevados nos pacientes com HCV RNA
positivos (42.9 U/L para homens e 36.0 U/L para mulheres) do que HCV RNA
negativos (24.6 U/L para homens e 29.0 U/L para mulheres). No entanto,
somente 5 pacientes (3 homens e 2 mulheres) do total de 66 pacientes HCV
RNA positivos apresentaram valores acima do limite superior da faixa de
normalidade estabelecidos pelo fabricante do teste de ALT utilizado (72 U/L
para homens e 52 U/L para mulheres), demonstrando uma sensibilidade clinica
muito baixa deste teste (7,3% para homens e 8,0% para mulheres). A reducao
gradativa do limite superior da faixa de normalidade representou ganhos
significativos de sensibilidade na deteccao de pacientes portadores de HCV
pelo teste de ALT. Os pontos de corte que permitiram maximizar a
sensibilidade e especificidade do teste foram 28.8 U/L para os homens (75,6%
de sensibilidade e 78,9% de especificidade) e 26.0 U/L para as mulheres
(92,0% de sensibilidade e 69,4% de especificidade). A simples utilizagao
destes valores permitira um aprimoramento no rastreamento de casos de
infecgédo pelo HCV na populagdo de hemodialisados.
Palavras chave: hemodialise, hepatite C, alanina aminotransferase, ALT



Abstract

Hemodialysis (HD) patients are frequently exposed to bacterial and viral
infections. The most prevalent infections in these patients are viral hepatitis
caused by hepatitis virus C (HCV). The HCV control in hemodialysis centers in
Brazil is carried through the monthly evaluation of the alanine aminotransferase
enzyme (ALT) levels and each semester testing of the anti-HCV. The present
study aimed to evaluate the use de marker ALT to identification HCV infection
comparison with the detection of HCV RNA by RT-PCR (Reverse Transcription
- Polymerase Chain Reaction) in patients with chronic renal insufficience. A total
of 324 hemodialysis patients from 4 units in Porto Alegre (Rio Grande Do Sul -
Brazil) were submited to ALT, anti-HCV and HCV RNA analysis. The results
demonstrated a total of 107 (33.0%) anti-HCV positive patients, 66 (20.4%) of
them with positive HCV RNA. There was not found any patient with positive
HCV-RNA and negative anti-HCV. The mean values of ALT were significantly
increased in the positive HCV RNA patients (42.9 |U/L for male and 36.0 1U/L
for female patients) in comparison with the negative HCV-RNA ones (24.6 |U/L
for male and 29.0 IU/L for female patients). However, only 5 (3 men and 2
women) of the 66 HCV-RNA positive patients presented ALT values upper of
the limit of normality established by the manufacturer (72 IU/L for male and 52
IU/L for female patients), demonstrating a very low clinical sensitivity (7.3% and
8.0%, respectively). The gradual reduction of the upper limit of normality value
represented a significant increase in the sensitivity of the ALT test. The cut-off
value that maximized the sensitivity and specificity of the test was 28.8 U/L for
men (75.6% of sensitivity and 78.9% of specificity) and 26.0 U/L for women
(92.0% of sensitivity and 69.4% of specificity). The use of these reduced values
will allow an improvement for the screening of HCV in hemodialysis centers.

Key words: hemodialysis, Hepatitis C virus, alanine aminotransferase, ALT



CAPITULO 1
INTRODUCAO

1 Insuficiéncia Renal Crénica e Hemodialise

A Insuficiéncia Renal Crénica (IRC) é a perda progressiva e irreversivel
da funcao renal, sendo que o organismo ndo mantém o equilibrio metabdlico e
hidroeletrolitico, fatalmente resultando em uremia (Daugirdas et al., 2003;
Marques et al., 2005).

No Registro Americano de todos os pacientes com IRC, a principal
causa apontada é o Diabetes Mellitus (DM), seguido pela hipertensao arterial
sistémica (HAS) e as glomerulonefrites (Marques et al., 2005).

Os pacientes que perderam a funcao dos rins tém diferentes opgcdes de
tratamento, que podem ser genericamente classificados em ndo dialitico (ou
conservador) e dialitico (ou de substituicdo). O tratamento ndo dialitico envolve
restricdo dietética e medicacdo. Por sua vez, o tratamento dialitico consiste de
utilizac&do de outros tecidos ou mesmo equipamentos (rins artificiais) para filtrar
0 sangue pelo processo de dialise, susbstituindo assim a principal funcao dos
rins (Daugirdas et al., 2003; Marques et al., 2005).

Existem dois principais tipos de didlise: peritoneal e hemodialise. A
didlise peritoneal consiste do aproveitamento da membrana peritoneal (tecido
que reveste toda a cavidade abdominal do corpo) para filtrar o sangue. Essa
membrana teria uma superficie de dois metros quadrados se fosse totalmente
estendida, area de filtragdo suficiente para cumprir a funcdo renal. A
hemodialise utiliza uma membrana dialisadora artificial formada por um
conjunto de tubos finos, chamados de filtros capilares. Na hemodialise o fluxo
do sangue € desviado para passar pelo filtro capilar durante 4 horas (Daugirdas
et al., 2003). Segundo o ultimo censo brasileiro referente a pacientes em
tratamento dialitico em 2005, constatou-se uma populacao de 54.311 pacientes
em tratamento, sendo que 48.362 (89%) em hemodialise (Marques et al.,
2005).

Os pacientes em processo de hemodialise freqientemente estdo
expostos as infecgbes bacterianas e virais. Entre as infecgbes virais, as

hepatites sdo as mais freqlientes, sendo que a grande maioria é causada pelo



virus C (HCV, do inglés Hepatitis C Virus) (Naghettini et al.,, 1997; Lazzarini et
al., 2000; Yen et al., 2003).

2 Hepatite C

A hepatite C é uma doenca infecciosa que se tornou um dos grandes
problemas de saude publica por apresentar uma alta morbidade e mortalidade.
Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, estima-se que cerca de 3% (170
milhdes de pessoas) da populacdo mundial esteja infectada pelo HCV (agente
etiologico da doenga) (WHO, 2003). Devido ao desenvolvimento da infecgao
ser usualmente assintomatico na fase aguda e assim persistir por varios anos,
a prevaléncia dos infectados em nivel mundial é provavelmente subestimada
(Strauss, 2001). Entre os infectados, cerca de 80% desenvolvem infeccao
cronica podendo evoluir para cirrose e/ou hepatocarcinoma (WHO, 2000;
Strauss, 2001; Sy & Jamal, 2006).

A descoberta do virus da hepatite C (HCV) em 1989 constituiu um marco
na histéria da virologia. A decodificacdo do genoma do HCV, a partir de um
clone derivado de um paciente infectado por um virus causador da entao
denominada hepatite ndo A nao B, facilitou a compreensao da biologia viral e
permitiu o desenvolvimento de todos os testes laboratoriais para deteccéo,
identificacao e caracterizacao deste virus. Testes sorolégicos (como os ensaios
imunoenzimaticos de ELISA (do inglés enzyme-linked immunosorbent assay) e
RIBA (do inglés recombinant immunoblot assay) foram elaborados com o uso
de antigenos e peptideos recombinantes ou sintéticos. Testes de biologia
molecular de hibridizagdo e amplificacdo de &cidos nucléicos foram
desenvolvidos para as deteccdes qualitativas e quantitativas dos infectados
cronicos pelo HCV. Estes avangos tecnoldgicos auxiliaram para o melhor
entendimento da virologia, epidemiologia, transmissao, diagnostico e histéria
natural da infecgéao pelo HCV (Cotter, 2003; Brandao et al., 2001).

2.1 Virologia

Em termos taxonémicos, o HCV é classificado no género Hepacivirus,
familia Flaviviridae. A estrutura do virus atualmente é bem conhecida: trata-se

de uma particula esférica com diametro aproximado de 50 nm e que possui um



genoma de RNA, um capsidio e o envelope viral (Figura 1) (Conte, 2000; Lyra
et al.,, 2004).

proteinas do envelope

. -proteinas do capsidio

o
T RNA viral

Figura 1. llustracéo da estrutura do virus da hepatite C (HCV) —
adaptado de Strauss, 2001.

O genoma do HCV é constituido de uma molécula de RNA fita simples,
de polaridade positiva, com aproximadamente 9.500 nucleotideos e que
codifica para a sintese de uma poliproteina com cerca de 3.000 amino&cidos.
Quando clivado, o polipetideo gera dez proteinas especificas classificadas em:
(1) estruturais (core, envelope E1, envelope E2 e p7) que constituem o capsidio
e o envelope viral, e (2) nao estruturais (non structural NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A e NS5B) que sao responsaveis pela replicacao viral (Strauss, 2001; Lyra
et al., 2004; Simmonds, 2004). Além dos genes destas proteinas, o genoma do
HCV também é constituido por duas regides nao-codificadoras, a regiao 5UTR
(Untranslated Region) de aproximadamente 340 bases e a regidao 3'UTR de
aproximadamente 200 bases. A sequéncia nucleotidica da regido 5 UTR ¢é a
mais conservada do genoma do HCV, apresentando um sitio de iniciagdo, que
controla a tradugédo da poliproteina viral nos ribossomos (Bukh et al., 1995;
Duffy et al., 2002). A extremidade 3’ da regido nao traduzida (3'UTR) apresenta
elementos estruturais de RNA essenciais para a replicacdo viral e a tradugéao
(Hoofnagle, 2002). A mais elevada taxa de mutac@o € observada nas regides
E1 e E2, sugerindo que estas regides encontram-se sob pressao seletiva pelo
sistema imune do hospedeiro (Bukh et al., 1995; Duffy et al., 2002; Zein, 2000).
As fungdes especificas das proteinas NS nao estdo completamente elucidadas,
tendo sido observadas atividades enzimaticas de helicase e protease na
proteina NS3 enquanto que a proteina NS5 contém uma regido com atividade
de RNA polimerase dependente de RNA, essencial para a replicacdo viral

(Hoofnagle, 2002). Existem ainda dois fragmentos peptidicos menores, p7 e



cofator NS3, ainda sem fungéo definida (Figura 2) (Strauss, 2001; Lyra et al.,
2004; Simmonds, 2004).
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Figura 2. Estrutura do genoma do HCV. As regides funcionais do
genoma sao mostradas abaixo da organizacdo do RNA viral. Os 10
polipeptideos clivados a partir da poliproteina séo mostrados, assim como suas
provaveis funcdes. Adaptado de Hoofnagle, 2002.

Devido as diferengcas encontradas nas sequUéncias nucleotidicas dos
virus caracterizados de diversos individuos, o HCV é classificado em 6
gendtipos principais, identificados pelos numeros arabicos de 1 a 6. Os
gendtipos diferem em média entre 30 e 35% na sequéncia nucleotidica. Cada
genotipo pode ser subdividido em subtipos (mais de 80 ja foram identificados),
designados por uma letra (a, b, ¢, etc) apd6s o numero. Sdo considerados
subtipos do mesmo gendétipo aqueles que diferem entre 15 e 20% na sequéncia
nucleotidica. Existem ainda populag6es de virus com pequenas diferengas na
sua seqiéncia gendmica (menor que 10%) que sdo designados quasispecies.
Esta grande diversidade viral (gendtipos, subtipos ou quasispécies) ocorre
pelas taxas de erros durante a replicagdo do virus. Em um mesmo paciente
pode ocorrer um grupo heterogéneo de virus de mesmo gendétipo devido a
mutagdes multiplas (Strauss, 2001; Lyra et al., 2004; Simmonds, 2004).

2.2 Transmissao e Grupos de Risco

A transmissdo do HCV ocorre basicamente pela exposigcdo ao sangue
contaminado de um individuo portador. Embora a maior parte dos casos de
contaminagdo seja evidente, diversos estudos reportam a transmissao

parenteral inaparente por exposicdo percutdnea ou das mucosas ao sangue
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contaminado. Outras formas de transmissdo nunca foram documentadas, muito
embora o0 RNA do HCV ja tenha sido detectado em vérios liquidos corporais
(saliva, urina, lagrima, fluido seminal e liquido ascitico) (Liou et al., 1992;
Henderson, 2003; Ferreira e Silveira, 2004). Devido a forma de contaminagéo
ser basicamente pela exposi¢cao ao sangue contaminado, 0s grupos com maior
risco incluem pacientes que recebem transfusdo de sangue ou transplante de
orgaos, usuarios de drogas injetaveis, hemofilicos, hemodialisados e
profissionais da area médica (WHO, 2003; Henderson, 2003).

A transmissdo do HCV tem sido consistentemente associada com o uso
de drogas intravenosas em diversos estudos. Em estudo realizado em
Baltimore (Maryland — Estados Unidos) foi demonstrado que 30,3% de usuarios
eram anti-HCV positivos (Villano et al., 1997). Entre 310 usuarios de drogas de
duas cidades belgas, 46% e 71% tinham anticorpos anti-HCV (Mathei et al.,
2005). Em recente estudo em Londres, com 428 usuarios de drogas com idade
abaixo dos 30 anos, 44% apresentavam anticorpos anti-HCV (Judd et al.,
2005).

A andlise retrospectiva das hepatites pds-transfusionais ocorridas nos
bancos de sangue mostrou que, em sua grande maioria, foram causadas pelo
HCV (Yen et al., 2003). O risco de infeccdo viral associada a transfusao
sanguinea diminuiu drasticamente ap6s o uso sistematico dos testes de HCV
em doadores e bolsas de sangue no inicio da década de 90. No entanto ainda
existe um risco maior de contaminacdo do que na populagdo normal. Em um
estudo realizado em Santa Catarina o risco foi estimado em 1:13.721 (Bolsas),
bem acima do relatado em outros estudos (Kupek, 2004; Chen e Morgan,
2006). Este risco esta provavelmente relacionado com o periodo da janela
imunoldgica, quando o virus ndo é detectado pelos métodos padronizados nos
bancos de sangue que sao baseados na pesquisa de anticorpos contra o HCV
(anti-HCV) (Silva e Rossetti, 2001; Chen e Morgan, 2006).

Os profissionais da saude apresentam risco ocupacional de infeccao
pelo HCV. A forma de exposicdo ocupacional mais freqlente é o acidente de
pungdo com agulha, sendo que o risco de transmisséo apresenta relagéo direta
com o tipo e tamanho do in6culo, profundidade da pungédo e carga viral, com
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um risco médio de soro-conversao de 1,8% considerando-se amostras anti-
HCV positivas (Beltrami et al., 2000; Henderson, 2003).

Outro grupo com altos indices de portadores de HCV é o de hemofilicos.
Neste grupo, muitos individuos foram infectados pelo uso de concentrados de
fatores de coagulagao ou pela transfusdo de sangue contaminados. Em estudo
realizado na Bahia a soroprevaléncia relatada foi de 42,2% (Silva et al., 2005).

Os pacientes que sofrem processo de hemodiadlise também apresentam
uma alta prevaléncia de HCV. A chance de transmissdao deste virus nesta
populacdo aumenta com o0 numero de sessdes e periodo dedicado a
hemodialise, sendo que estudos apontam uma média de 12% de pacientes
infectados em tratamento dialitico por menos de 5 anos para 37% de pacientes
infectados em tratamento por mais de 5 anos (Lazzarini et al, 2000). A
transmissdo nosocomial do HCV em hemodialisados ocorre principalmente
quando as técnicas de controle de infecgcdes ou processos de desinfeccao
forem inadequados e os equipamentos sejam compartilhados entre pacientes
(CDC, 2001). A realizagdo de testes de genotipagem em populagbes de
hemodialisados tem possibilitado a deteccdo de casos de transmissao
nosocomial de HCV e auxiliado a identificagdo dos fatores de risco para
transmissdo deste virus nas unidades de hemodialise de diferentes locais do
mundo (Pogam et al., 1998; Bracho et al., 2005). A exata causa de transmissao
entre pacientes de HD ainda ndo esta esclarecida. No entanto alguns estudos
enfatizam que a transmissao ocorre tanto através dos profissionais de saude
das unidades de hemodidlise (médicos, enfermeiros, assistentes) como pelos
equipamentos (Mizuno et al.,, 1998). Um estudo demonstrou a presenca de
HCV RNA nas maos de enfermeiras que haviam entrado em contato com
pacientes infectados pelo HCV, destacando a possibilidade desta ser a forma
de contaminacao (Alfurayah et al., 2000). Por outro lado, significativa
diminuigcdo na incidéncia de transmissdo do HCV em unidades de HD foi
conseguida com a separagdo de maquinas para infectados pelo HCV e

maquinas para nao infectados (Saxena et al., 2003; Shamshirsaz et al., 2004).

2.3 Epidemiologia
Aproximadamente 3% da populagcdo mundial esta infectada pelo HCV,

no entanto as prevaléncias variam quando sdo comparados continentes, paises
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e cidades. Estima-se que no continente Africano a prevaléncia esteja proxima
aos 6,3% (Conte, 2000). Nas Américas este valor € menor (em torno de 1,7%)
e na Europa aproxima-se de 1% (Bélgica 0,87% e Franca 1,3%) (Touzet et al.,
2000; Pradat et al., 2001; Van Damme et al., 2002). Ja no México e Chile, por
exemplo, os valores sédo de 1,2% e 0,3% respectivamente (Munoz et al., 1998;
Uribe e Mendez-Sanchez, 2002). Na Australia, dados indicam uma prevaléncia
de 2,3% (Amin et al., 2004), na Russia de 1,5%, no Paquistdo de 1,8% € no
Japao entre 0,4 e 3,3% (Aktar et al., 2004; Ogarkov et al., 2004; Sy e Jamal,
2006). Prevaléncias mais altas sdo observadas em alguns locais especificos,
sendo um destes, o Egito, onde os valores podem chegar a 28% (Saeed et al.,
1991).

A prevaléncia na populacao brasileira mostra-se entre 2,5 a 4,9%, de
acordo com o informe epidemioldgico da Organizacdo Mundial da Saude de
2003 (WHO, 2003). Porém outros estudos realizados na populacdo em geral e
em doadores de sangue relatam resultados inferiores a estes: 1,5% e 1,14%
(Vasconcelos et al, 1994; Lyra et al, 2004). Campiotto et al. (2005)
apresentaram diferentes valores da prevaléncia nas diversas regides do Brasil:
0,9% a 2,4% no norte, 1,7% a 3,4% no nordeste, 1,0% a 1,4% no centro-oeste,
0,8% a 2,8% no sudeste, e 1,1% a 2,1% no sul; semelhantes aos citados por
Paltanin e Reiche. (2002).

Devido a maior possibilidade de contaminagado, a prevaléncia do HCV
em populagdes de risco (hemodialisados, hemofilicos, usuarios de drogas, etc)
geralmente esta bem acima da populacdo em geral. E o caso dos pacientes
que estdo sob processo de hemodialise, que possuem uma maior
vulnerabilidade frente aos fatores de risco para aquisi¢cao deste tipo de infecgcéao
(Moreira et al., 2005). Estudos em unidades de hemodialises de diferentes
locais do mundo mostram prevaléncias entre 10 e 60%, mas existem relatos de
valores acima de 70% em unidades de hemodialise na Indonésia e Venezuela
(Naghettini et al., 1997; Carneiro et al., 2001; Busek et al., 2002; Moreira et al.,
2005).

No Brasil, os valores de prevaléncia observados variam amplamente,
sendo encontradas desde unidades sem a presenga de infectados pelo HCV
até unidades com prevaléncias superiores a 65% (Santana et al., 2001;
Carneiro et al., 2001). Mas em um aspecto todos os estudos sao categoéricos:
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os indices sdo bem superiores aos encontrados na popula¢gdo em geral. Em um
estudo com unidades de hemodidlise de diferentes locais no pais, foi
demonstrado que no Norte do pais a média € de 45,5%, no Centro-Oeste de
30,5%, no Nordeste de 23,8%, no Sudeste de 35,3% e no Sul de 43,6%, com
uma média nacional de 38,3% (Ferreira & Silveira, 2004).

Estudos comparando diferentes centros de hemodiélise em uma mesma
cidade ou estado do Brasil j& foram realizados e sdo vastamente encontrados
na bibliografia. Santana et al. (2001) encontraram prevaléncias variaveis nas
unidades de HD (0% a 44,8%) na cidade de Salvador, com uma média de
23,8%. Ja& Medeiros et al (2004) obtiveram uma média de 52% em Fortaleza,
onde esta se apresentou com variacdo de 6% a 72% entre as 12 unidades
analisadas. Naghettini et al. (1997) obtiveram resultados de 35,3% na cidade
de Goiania, e Carneiro et al. (2001) relataram valor médio de 46,7% (20,7% a
90,4%) também na cidade de Goiania. A taxa de anti-HCV reagente em
unidades de hemodialises de Porto Alegre oscilam entre 29,8% e 39% (Karohl
et al., 1995; Dotta et al., 2003). Estudo recente, onde foram analisados 1.261
pacientes de 16 unidades de didlise de Porto Alegre, confirmou que o
percentual de infectados é préximo ao limite inferior relatado acima, ou seja
29% (Gomes et al., 2006).

Embora a prevaléncia entre hemodialisados seja maior que na
populacdo, esta tem diminuido gradualmente ap6s a década de 90, com o
melhor conhecimento da doenca e do HCV e da adogcdo de uma série de
medidas para a redugéo da transmissdo do HCV nas unidades de hemodialise.
Normas legais exigiram a implementacao de testes de identificacdo do HCV e
procedimentos de biossegurangca nos bancos de sangue e unidades de
hemodialise, reduzindo significativamente a transmissdo deste virus no
decorrer dos anos (Valtuille et al.,, 2002; Saxena et al., 2003; Carneiro et al.,
2005; Albuquerque et al., 2005). As taxas observadas hoje se apresentam, em
geral, inferiores a de anos anteriores. Espinosa et al. (2003) mostraram uma
diminuicdo de 24% para 9,2% em estudo realizado em Cérdoba (Espanha) no
periodo de 1992 a 2002. Carneiro et al. (2005) observaram uma populagéao de
hemodialisados na cidade de Goiania, Goias, por aproximadamente dez anos.
Nesta populacéo foi observada uma diminuigdo da prevaléncia de 28,2% em
1993 para 16,5% em 2002. Outras pesquisas demonstram valores de
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prevaléncia proximos a 10% (8,4% em Recife — Pernambuco e 10,5% em
Salvador - Bahia), onde a prevaléncia em anos anteriores foi relatada acima de
20% (Santana et al., 2001; Albuquerque et al., 2005; Silva et al., 2006).

Uma limitacdo da maioria destes estudos de prevaléncia refere-se ao
fato de avaliarem a prevaléncia do HCV com base em dados de anti-HCV (ou
seja, da resposta imunoldgica a presenca do virus e ndo sua detecgao direta) e
portanto, ndo correspondem a prevaléncia de portadores cronicos do HCV.
Alguns estudos relatam a deteccdo do virus (avaliado pela deteccdo do RNA
viral) em casos anti-HCV negativos, demonstrando valores de 1% a 10% (Pujol
et al., 1996; Fabrizi et al., 1998; Schneeberger et al., 1998; Salama et al., 2000;
Hinrichsen et al., 2002; Hanuka et al., 2002). No Brasil, os indices de casos
HCV RNA positivos com anti-HCV negativo em unidades de hemodialise foram
de 3% e 10,3% em 2 estudos independentes (Carneiro et al., 2001; Souza et
al., 2003). Por outro lado, devido aos casos de cura espontanea e/ou viremia
baixa/intermitente que podem ocorrer em populacdes de hemodialisados,
existe um grande numero de casos anti-HCV positivos, mas nos quais o virus
nao é detectado (Fabrizi et al., 2000; Fabrizi et al., 2003). Estudos demonstram
que a prevaléncia de HCV RNA positivo pode variar de 51% até 96,5% em
casos de anti-HCV positivo em hemodialisados (Carneiro et al, 2001;
Hinrichsen et al., 2002).

Outra analise que tem contribuido para o conhecimento da disseminagao
e transmissao do HCV é a genotipagem. Entre os 6 gendtipos principais, trés
(1, 2 e 3) estédo disseminados globalmente, enquanto os outros trés (4, 5 e 6)
encontram-se restritos a algumas regides (Figura 4). Mesmo entre os gendtipos
com ocorréncia no mundo inteiro, as prevaléncias regionais e continentais sao
diversificadas. Os subtipos 1a e 1b sdo os mais comuns no Estados Unidos e
Europa. No Japao o subtipo 1b é responsavel por cerca de 73% dos casos de
infeccao pelo HCV. Os subtipos 2a e 2b também s&o muito comuns na Ameérica
do Norte, Europa e Japao. O subtipo 2¢c € mais comum ao Norte da ltalia. O
gendtipo 3a € prevalente em usudrios de drogas nos Estados Unidos e na
Europa. O genétipo 4 é prevalente no norte da Africa e os genétipos 5 e 6 s&o
encontrados no sul da Africa e em Hong Kong, respectivamente (Zein, 2000;
Busek et al., 2003; Sy e Jamal, 2006).

14



7-8-9
Others

e
=
L3
[
[
e

Figura 4. Distribuigdo Mundial dos Gendtipos do HCV.
Adaptado de Zein (2000).

No Brasil, diversos estudos de prevaléncia de gendtipos tém sido
realizados. Oliveira et al. (1999) analisaram populacées distintas (como
doadores de sangue, pacientes cirréticos, hemofilicos, usuarios de drogas
injetaveis e hemodialisados) e verificaram que os genoétipos encontrados no
Brasil sdo: 1 (72%), 3 (25.3%), 2 (2.0%), 4 (0.7%) e 5 (<0,1%). Investigagdes
realizadas em S&o Paulo e no Rio de Janeiro demonstraram prevaléncia maior
dos gendtipos 1, 3 e 2, nesta ordem (Bassit et al., 1994; Stuyver et al., 1995).
Campiotto et al. (2005), em uma pesquisa com 1.688 amostras de pacientes de
todo pais, obtiveram uma prevaléncia geral de 64.9% do gendétipo 1, 4.6% do
gendtipo 2, 30.2% do gendtipo 3, 0.2% do gendtipo 4 e 0.1% do gendtipo 5.
Neste mesmo estudo foi demonstrada que houve uma distribuicdo
estatisticamente diferente entre as regides do Brasil, sendo o gendtipo 1 mais
prevalente em todas as regides mas com diferentes indices percentuais
(freqiéncias mais altas no norte de 74.1% e mais baixas no Sul de 51.7%), o
genodtipo 3 foi 0 segundo mais freqlente (situacdo inversa a anterior, com

indices extremos de 43,2% no Sul e 24,7% no Norte) e 0 genbtipo 2 com
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menor freqiéncia entre os 3 principais gendtipos (indice maximo de 11,4% no
Centro-oeste e minimo de 1,2% no Norte) (Figura 5). A pequena diferenca
entre a prevaléncia dos gendtipos 1 e 3 no sul do pais, também foi mostrada
por Busek e Oliveira (2003), no entanto, o gendtipo 3 prevaleceu (Busek et al.,
2003; Campiotto et al., 2005).

Estudos realizados em unidades de hemodialise demonstram que a
prevaléncia dos gendétipos na sua grande parte mostra-se semelhante a da
populagdo em geral, no entanto, eventualmente presencia-se freqiéncias
diferenciadas devido ao aumentado risco de transmissdo nosocomial que
ocorre dentre esta populacao (Oliveira et al., 1999; Busek et al., 2002).

No Brasil, em estudo realizado em Belo Horizonte, o genétipo 2 foi o
predominante em uma clinica, sendo este de freqtiéncia rara no local (Busek et
al., 2002; Campiotto et al., 2005). Outro caso foi relatado no Ceard, onde houve
uma prevaléncia elevada do genoétipo 3 em uma cidade onde a populacao geral
apresenta prevaléncia muito baixa deste gendétipo (Forns et al., 1997; Oliveira
et al., 1999). A diferenca de prevaléncia nas unidades de hemodialise em
relagdo a populagdo local pode demonstrar indicios de transmissao

nosocomial.
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Figura 5. Distribuicao dos Gen6tipos do HCV no Brasil
Adaptado de Campiotto et al. (2005).
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2.4 Histéria Natural da Hepatite C

A historia natural da infeccédo pelo HCV foi dificil de estabelecer, devido
ao inicio silencioso da infecgdo e a auséncia de sintomas durante muitos anos
na grande maioria dos casos. No entanto, varios estudos retrospectivos e
prospectivos realizados até o momento permitiram determinar a evolucao
clinica nas fases aguda e crénica (Seeff et al., 2000).

O quadro clinico dos pacientes com hepatite C na fase aguda € em geral
longo e assintomatico, sendo que apenas 20% a 30% dos adultos desenvolvem
sintomas clinicos. Com base nestes sintomas, 4 periodos podem ser
caracterizados: incubacao, pré-ictericia, ictericia e convalescenga (Ferreira e
Silveira, 2004; Focaccia, 2006). O periodo de incubacao é a fase que ocorre
entre a exposicao ao virus e o inicio dos sintomas. Em média demora 7 a 8
semanas, podendo variar entre 2 a 26 semanas (Silva e Rossetti, 2001). Neste
periodo as particulas virais podem ser detectadas depois de uma a duas
semanas da exposicdo, tendo picos entre 100.000 e 10.000.000 Ul/ml
(unidades internacionais por mililitro), enquanto os anticorpos anti-HCV ainda
nao estdo presentes (Chen e Morgan, 2006). Na fase pré-ictérica os sintomas
séo raros, inespecificos e, quando ocorrem, incluem astenia, fadiga, sensagao
de mal-estar geral, anorexia, nauseas, por vezes vomitos, e desconforto no
hipocondrio direito. A ictericia pode ser caracterizada pelo amareldo da pele e
coluria em alguns pacientes. Nesta fase, os anticorpos anti-HCV ja estdo sendo
produzidos pelo organismo, sendo que 80% dos infectados apresentam
anticorpos anti-HCV em 2 meses, 90% em cinco meses e 97% em até seis
meses depois do contagio. A fase de covalescenca € iniciada com a
clarificacdo ou desaparecimento da ictericia e a nao ocorréncia de sintomas
(Cotter, 2003; Focaccia, 2006; Chen e Morgan, 2006). Como as células
hepaticas sdo o principal alvo de infecgéo e replicacdo do virus, os niveis de
enzimas hepaticas (principalmente as transaminases) na circulagdo sanguinea
se elevam com a multiplicacdo do virus e a destruicao dos hepatécitos pelo
sistema imune, atingindo valores dez vezes superiores aos normais. Existem
registros de casos graves de hepatite C na fase aguda, mas casos fulminantes
sdo muito raros (Chen e Morgan, 2006).

Apoés a fase aguda, em 15 a 25% dos casos a doenga € auto-limitada e o

paciente cura, definida pela eliminacdo do virus no organismo e normalizacao
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das transaminases. Os anticorpos anti-HCV podem permanecer detectaveis
por muitos anos (Chen e Morgan, 2006). No entanto, a maioria dos portadores
evoluem para infecgdo crénica, com persisténcia das particulas virais e dos
anticorpos anti-HCV (Conry-Cantilena et al.,, 1996). Nas primeiras décadas de
infeccdo cronica os doentes ndo apresentam sintomas e a doenca evolui de
forma lenta e insidiosa. Cerca de 60 a 70% dos doentes cronicamente
infectados tém transaminases elevadas, indicando doenga hepatica ativa. O
restante, entre 30 e 40 %, tém transaminases normais (Conry-Cantilena et al.,
1996; Pereira et al., 2005; Santana et al., 2005). Muitas vezes € observado um
padrao flutuante das transaminases, com periodos prolongados de valores
normais e picos esporadicos. O acompanhamento apenas com a determinacao
das transaminases nao permite definir a progressao da doenca hepéatica, sendo
necessario o seguimento clinico destes individuos para determinar a evolucao
da doenca (Pereira et al., 2005, Santana et al., 2005).

A doenca pode persistir por varias décadas e evoluir, em alguns casos,
para doenga hepdtica terminal e hepatocarcinoma, devido a cirrose hepatica ou
persistir até a morte do paciente por outras causas. O risco potencial de
progressdo para cirrose esta entre 10 e 20%, com tempo médio de
desenvolvimento de 21 anos, e carcinoma hepatocelular entre 1 e 5%, com um
tempo médio de 29 anos (Strauss, 2001; Chen e Morgan, 2006).

Entre pacientes hemodialisados, a histéria natural da infec¢ao pelo HCV
é diferente da populacdo em geral. A freqliéncia de assintomaticos para
Hepatite C €& maior e permanece por periodos mais longos. Estudos
demonstram que a hepatite C crbénica nestes pacientes é uma doenca menos
severa, nao se tornando progressiva, provavelmente devido as anormalidades
encontradas no sistema imunolégico destes pacientes (Okuda e Yokosuka,
2004). Outro fator que parece contribuir para esta evolucao mais favoravel é a
flutuagdo nos niveis da carga viral nestes pacientes. Esta flutuagdo decorre
provavelmente do proprio processo de hemodialise, que pela filtragem acaba
retirando muitas particulas virais da circulagdo sanguinea (Umlauft et al., 1997;
Furuzyo et al., 2000; Fabrizi et al., 2000).
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2.5 Diagnostico

O diagnéstico de um portador do HCV pode ser decorrente de uma
consulta a um médico especialista devido a sintomas clinicos ou da realizagédo
de exames laboratoriais para o HCV por outros motivos, como por exemplo
doagdo de sangue. Em ambos os casos, o diagnostico deve ser
complementado por testes laboratoriais bioquimicos, sorologicos e
moleculares.

2.5.1 Clinico

Conforme foi destacado anteriormente, a grande maioria das infeccoes
agudas pelo HCV sdo assintomaticas ou apresentam sintomas inespecificos,
de maneira que a hepatite C raramente & diagnosticada clinicamente apos a
infecgdo. O diagndstico nesta fase pode ocorrer apenas nas situagées em que
houve a suspeita da infecgédo (por transfusdo de sangue contaminado, acidente
com agulhas ou outros materiais, etc.) e/ou no pequeno percentual de casos
(20 a 30%) que apresentam ictericia, mal estar e nausea (Cruz et al., 2000;
Chen e Morgan, 2006).

Na maioria dos casos, a doencga so6 é clinicamente reconhecida na fase
cronica, quando da ocorréncia de complicacdes decorrentes da progressao
para cirrose hepatica ou hepatocarcinoma. Nesta fase, os primeiros sintomas
sao inespecificos, como fadiga, mal estar, artralgias, perda de peso e anorexia.
Pacientes com doenca crénica mais avancada geralmente apresentam coluria,
ictericia e edemas favorecendo o diagnostico clinico (Conte, 2000; Cotter,
2003; Chen e Morgan, 2006).

2.5.2 Laboratorial

Entre os testes que permitem o diagnéstico de uma infeccao ocasionada
pelo HCV podemos destacar os bioquimicos (dosagem de transaminases),
sorologicos e de biologia molecular, onde o primeiro é apenas um indicador de
lesdo hepatocelular, o segundo determina a presenga de anticorpos contra o
HCV, e o terceiro a presenca do RNA viral no soro de pacientes infectados
(Saab et al., 2001; Silva e Rossetti, 2001). Todos estes testes sado utilizados no
manejo dos pacientes infectados pelo HCV.

2.5.2.1 Dosagem das transaminases
Para o diagnéstico e a avaliagdo de qualquer paciente suspeito de

hepatite viral, normalmente é realizada a dosagem das transaminases, enzimas
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encontradas em alta concentracdo nos hepatdcitos. Niveis aumentados destas
enzimas na circulagdo sanguinea normalmente estdo relacionados com leséo
hepatocelular. As principais enzimas de importancia nesta categoria sédo: (1)
aspartato aminotrasferase (AST), também conhecida como transaminase
oxalacética glutamica (TGO), e (2) alanina aminotransferase (ALT), também
denominada transaminase piruvica glutamica (TGP). A AST e ALT catalizam a
conversdao dos aminodacidos aspartato e alanina em oxaloacetato e piruvato,
respectivamente. Além do figado, a AST esta distribuida em outros tecidos
organicos, incluindo o coragcdo e os musculos, enquanto que a ALT pode
apresentar quantidades significativas apenas nos rins (Henry, 1999; Filippin et
al., 2004). Aproximadamente 80% da enzima AST presente nos hepatdécitos
esta localizada na mitocondria, enquanto a ALT predominantemente é nao
mitocondrial. Na lesdo hepatocelular leve, quando o plasma do hepatécito €
lesado e a membrana mitocondrial permanece integra, a AST e a ALT
citoplasmaticas sao liberadas no soro. Nas lesGes hepatocelulares mais
graves, a lesdo mitocondrial pode resultar na liberagdo da AST mitocondrial,
elevando a proporgdo AST/ALT. A meia vida da AST total na circulagéo é de
1745 horas, enquanto que da ALT é de 47+10 horas. A AST mitocondrial
possui meia-vida maior, chegando a 87 horas. Em adultos saudaveis, AST e
ALT apresentam-se substancialmente mais elevadas em homens do que em
mulheres (Henry, 1999; Gomes, 2004; Filippin et al., 2004).

Os valores normais das enzimas hepaticas AST e ALT sédo bastante
diversificados, podendo variar inclusive devido ao aparelho e método utilizado
para sua dosagem. A interpretacdo dos resultados de analises destas enzimas
também depende do conhecimento dos valores normais e intervalos de
referéncia na populacao normal (individuos saudaveis) (Gomes, 2004). Os
intervalos de referéncia para estas transaminases, sem distinguir género, sao
apontadas pela Organizacdo Mundial da Saude como sendo: 8-33 U/L para a
AST e 5-40 U/L para a ALT (Henry, 1999; Filippin et al., 2004). No entanto, nao
existe consenso com relagdo a estes valores. Em estudo realizado com 6.835
pacientes, os resultados obtidos determinaram que em homens o limite
superior de normalidade deveria ser 30 U/L (e ndo 40) e para mulheres 19 U/L
(e ndo 30) (Prati et al, 2002). Na pratica laboratorial, os valores utilizados
normalmente sdo os estabelecidos pelo préprio fabricante do kit.

20



A elevacao do nivel de ALT no soro ajudou a identificar inumeros tipos
de doencgas hepaticas em pacientes e foi amplamente utilizada na década de
1980 para identificagdo da entdo chamada hepatite ndo A ndo B (na época o
HCV nao tinha sido identificado, ndo havendo teste especifico para a
deteccdo). Existe uma boa correlagdo entre a elevacao da ALT e a infeccéao
pelo HCV, mas uma parcela substancial de pacientes com hepatite cronica
apresentam valores séricos normais de ALT (Puoti, 2004). Em estudos
realizados com doadores de sangue, por exemplo, foi demonstrado que os
niveis de ALT estiveram aumentados em até duas vezes o valor do limite
superior em 30% dos individuos, entre 1 e 2 vezes o valor do limite superior em
40% e normais em 30% dos casos de anti-HCV positivo (Conry-Cantilena et al.,
1996; Puoti, 2004). A evolucédo da doenca nestes casos com valores normais
de ALT sao geralmente menos severas, embora alguns estudos demonstram
uma significativa progressao para fibrose em 20-30% dos casos (Cividini et al.,
2001; Puoti, 2004).

O monitoramento continuado dos niveis de ALT em determinadas
populagcdées nao infectadas tem auxiliado na detecgcdo de casos novos de
infecgéo pelo HCV. Em doadores de sangue, por exemplo, a determinagéao da
ALT auxiliou na detecgcao da doenga antes mesmo da identificagdo do HCV por
métodos mais especificos como o anti-HCV e PCR (Lin et al., 1992; Filippin et
al., 2004). Esta conduta tem sido proposta no acompanhamento de pacientes
que apresentam maior risco e que sao submetidos a exames laboratoriais
periddicos (destaque para os hemodialisados), nos quais uma elevagao subita
da ALT pode significar uma infeccdo hepatica viral. No entanto, niveis
significativamente alterados destas enzimas ndao sao comuns em pacientes de
hemodialise com HCV, sugerindo que este ndo é um bom marcador para estes
pacientes (Fabrizi et al., 1997; Gouveia et al., 2004; Lopes et al., 2006). A
alternativa tem sido o estabelecimento de valores de referéncia especificos
para esta populacao. Gouveia et al. (2004) sugerem que os limites superiores
de normalidade da ALT sejam reduzidos em 60% dos limites convencionais,
quando se avaliam pacientes com insuficiéncia renal crénica em hemodidlise.
Por sua vez, Lopes et al. (2006) relatam que valores proximos a 50% do limite
normal superior podem aperfeicoar a sensibilidade e especificidade do teste de
dosagem da ALT.
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2.5.2.2 Sorologicos

Os testes soroldgicos (ou imuno-ensaios) baseiam-se na deteccao de
anticorpos dirigidos contra antigenos virais (estruturais e ndo estruturais) no
plasma do individuo infectado. Podem ser divididos em duas categorias:
triagem e confirmatério. Os testes de triagem sdo imuno-ensaios que detectam
anticorpos anti-HCV de forma genérica, sem a distingdo dos antigenos que séao
reconhecidos. Conforme a forma de deteccdo, estes testes podem ser
classificados em 2 grupos: (1) enzimatico colorimétrico (conhecido como
ELISA, do inglés enzyme-linked immunosorbent assay) e (2) enzimatico
quimioluminescente  (conhecido como CIA, do inglés enhanced
chemioluminescence immunoassay). Os testes confirmatérios diferenciam os
anticorpos presentes no soro/plasma do paciente. Atualmente existe apenas 1
teste comercialmente disponivel: imunoblote recombinante, conhecido por
RIBA (do inglés recombinant immunoblot assay) (Richter, 2002; Alter et al.,
2003).

ELISA

O teste de ELISA consiste na captura de anticorpos ou antigenos virais
do soro ou do plasma nos pocgos de microplacas, pela utilizacao de anticorpos
ou antigenos especificos. Os complexos antigeno-anticorpo sado revelados, na
seqliéncia, através de reacdo colorimétrica enzimatica. Apos leitura em
espectrofotdmetro, os resultados sdo expressos como a razdo entre a
densidade otica do teste e a do controle (Henry, 1999; Chevaliez e Pawlotsky,
2006). Os testes sao considerados positivos quando o indice for superior a 1,0,
no entanto existe a recomendacao de realizar testes suplementares quando o
indice for menor do que 3,8 em muitos ELISAs, pois estes casos podem ser
falso-positivos (Alter et al., 2003).

O primeiro ensaio sorolégico de ELISA tinha como alvo somente um
antigeno, o polipepitideo C100-3 e foi comercializado a partir de 1989. Este
ensaio denominado de “primeira geracao” foi extremamente util na redugao do
risco por transfusdo sangliinea, no entanto apresentava problemas de
sensibilidade e especificidade (Brandéao et al., 2001). Em 1991, com a insergcao
de novos antigenos do capsideo e da regidao nao-estrutural (NS3 e NS4), surgiu
0 ensaio de “segunda geracao”, com significativos ganhos de sensibilidade e

especificidade. O longo periodo de janela imunoldgica do teste de primeira
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geragéo foi reduzido para em media 5 semanas. A “terceira geragdo” comegou
a ser utilizada em 1993, com o0 uso de proteinas recombinantes e peptideos
sintéticos para detecgdo de anticorpos contra proteinas do capsidio e das
regides ndo-estruturais NS3, NS4 e NS5 (Ré et al., 2005).

Atualmente, diversos sado os testes comerciais de ELISA licenciados
para detecgdo de anti-HCV e com uso disseminado nos laboratérios de
analises clinicas. Nos EUA, os kits licenciados pelo Food and Drug
Administration (FDA) sdo da marca ABBOTT LABORATORIES e BAYER
HEALTHCARE, LLC. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) é responsavel pelo licenciamento destes testes, sendo que a gama de
kits licenciados é maior, possuindo, além dos implementados nos EUA, kits
como: Wiener Laboratérios S. A I. C - Argentina, Human GMBH - Alemanha,

Heber Biotec — Cuba, entre outros.

CIA

O teste de CIA € um imuno-ensaio de “terceira geracdo” que utiliza 3
antigenos recombinantes (C-22-3, C-200 e NS5). Este teste apresenta grande
semelhanga com o ELISA, diferenciando-se apenas na etapa da revelagdo da
presenca dos complexos antigeno-anticorpo, onde a reagdo enzimatica é
quimioluminescente e a luz produzida é avaliada por um lumindmetro. Os
resultados sdo quantificados conforme a luz emitida e convertidos em valores
que variam de 0 a 30. Na versao atual deste teste sdo considerados como
negativas amostras que apresentem resultados com valores inferiores a 0,9,
indeterminados entre 0,9 e 1,0, e positivos superiores a 1,0 (Vitros
Immunodiagnostic Products Anti-HCV Reagent Pack).

Estudos posteriores realizados para avaliar a eficiéncia deste teste tém
demonstrado a ocorréncia de grande numero de falso-positivos na populagéao
normal quando os indices s&o baixos, sendo necessaria a realizagcao de testes
complementares (Dufour et al., 2003; Oethinger et al., 2005). O Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) recomenda testes complementares
quando os indices sao inferiores a 0,8 (Alter et al., 2003). O unico kit de CIA
atualmente no mercado (Vitros Immunodiagnostic Products Anti-HCV Reagenst
Pack) é produzido pela empresa Ortho-Clinical Diagnostics e foi langado no

inicio desta década.
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RIBA

O ensaio de RIBA é um teste complementar, podendo ser utilizado na
confirmagéo de resultados positivos ou inconclusivos por ELISA e CIA. Este
ensaio detecta anticorpos especificos, utilizando-se tiras de nitrocelulose
impregnadas de antigenos virais em locais pré-determinados. As reacdes
positivas tém como caracteristica o aparecimento de pontos coloridos em
posicdes especificas das tiras e a interpretagdo pode ser visual ou
automatizada. Um resultado é considerado positivo pelo RIBA quando duas ou
mais bandas s&o detectadas na fita de nitrocelulose, representando uma
reacao antigeno-anticorpo especifica, enquanto um resultado é considerado
indeterminado, quando a reacao gera somente uma banda na fita de
diagndstico. Neste Ultimo caso € aconselhada a realizacdo de diagndstico
através de técnicas moleculares (Brandao et al., 2001). O uso deste ensaio foi
maior no inicio dos anos 90, mas com o advento dos testes moleculares houve

uma queda na sua utilizacao na pratica clinica (Pawlotski, 2002).
2.5.2.3 Moleculares

Os testes moleculares sao utilizados para identificar a presenca dos
acidos nucleicos (DNA e RNA), sendo divididos entre qualitativos, quantitativos
e de genotipagem.

Qualitativos

O RNA do HCV pode ser detectado no sangue utilizando-se técnicas de
amplificacdo, como a reacdo em cadeia de polimerase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction) e a amplificagdo mediada pela transcricao (TMA,
do inglés Transcription-Mediated Amplification) (Strader et al., 2004). No caso
do HCV, é necessario realizar inicialmente uma transcricdo reversa (RT, do
inglés Reverse Transcription) do RNA, com o auxilio da enzima transcriptase
reversa, sintetizando o DNA complementar (cDNA). A seguir este cDNA pode

entdo ser amplificado pelas técnicas de PCR e TMA.

O uso da RT-PCR na deteccao do HCV RNA esta bem estabelecido na
literatura cientifica, sendo que os principais protocolos utilizam a regido 5" nao
traduzida como alvo por ser a mais conservada (Bukh et al., 1992; Marin et al.,
1994; Lunel et al., 1995; Zein, 2000). Kits comerciais baseados nesta técnica
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sdo produzidos exclusivamente pela empresa Roche Molecular Systems
(Pleasanton, CA) e tém sido amplamente utilizados por laboratérios clinicos. As
versdes mais recentes sdo o Amplicor HCV v2.0 e Cobas Amplicor HCV v2.0,
ambos com sensibilidade de 50 Ul de HCV RNA por mililitro e especificidade
de 98 a 99% (Pawlotsky, 2002).

A técnica de TMA é normalmente executada em duas etapas (1) sintese
da molécula de DNA complementar (cDNA), pela transcricado reversa do RNA,
e (2) transcrigao in vitro (sintese de RNA), utilizando como molde as moléculas
de cDNA (Lunge et al., 2003). O kit comercial Versant HCV RNA Qualitative
Assay (Bayer Corp. Tarrytown, NJ) é exemplo da utilizacdo deste método. A
sensibilidade analitica deste teste é de 10 Ul/ml e sua especificidade de 98 a
99% (Sarrazin et al., 2000).

Quantitativos

A determinacado da carga viral na infecgdo pelo HCV € importante para
definicao do tratamento e monitoramento da resposta durante e apés a terapia.
Desde 1991, diversas técnicas de diagnéstico molecular tém sido propostas
para a quantificagdo viral, incluindo variagbes do RT-PCR (como diluicdo
limitante, competitivo e Real Time), TMA quantitativo e DNA ramificado (bDNA,
do inglés branched DNA) (Simmonds et al, 1990; Brillanti et al, 1991;
Hagiwara et al., 1993; Lau et al., 1993; Manzin et al., 1994; Martell et al., 1999;
Sarrazin et al, 2000). Os testes quantitativos mais utilizados sdo o RT-PCR
competitivo e o bDNA, pois estdo disponiveis no formato de kits comerciais
(empresas Roche e Bayer, respectivamente).

Genotipagem

A taxa de resposta ao tratamento preconizado €& diretamente
influenciada pelo genoétipo do HCV infectante (Hoofnagle, 2002). No tratamento
da hepatite cronica pelo HCV o conhecimento do gendtipo viral € fundamental
para predicao da resposta sustentada e para a determinacdo da duracao da
terapia antiviral (Nolte, 2001).

A genotipagem do HCV pode ser realizada por diferentes metodologias,

sendo as mais utilizadas: RT-PCR seguido da analise de polimorfismo de
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tamanho dos fragmentos de restricdo (ou simplesmente RFLP, do inglés
Restriction  Fragment Lenght Polymorphism), hibridizacdo reversa e
sequenciamento direto. Caracteristica comum a estas diferentes metodologias
€ a anadlise preferencial da regido alvo 5°UTR que, devido ao alto grau de
conservagao, permite a deteccao e discriminacao dos 6 gendtipos principais de
HCV (Davidson et al., 1995; Stuyver et al., 1996).

A técnica de RFLP baseia-se na digestao de amplicons de RT-PCR com
endonucleases de restricdo que reconhecem sitios especificos para cada
gendtipo. Os fragmentos resultantes sdo separados por eletroforese em gel e
cada genoétipo é reconhecido pelo seu padrdao de digestao exclusivo (Nolte,
2001). Esta técnica esta bem estabelecida para genotipagem de HCV, tendo
sido utilizada em diversos estudos epidemioldgicos realizados no mundo e no
Brasil (McOmish et al., 1994; Davidson et al., 1995; Krug et al., 1996; Lunge et
al., 1999).

O seqlienciamento direto € considerado o padrao-ouro para a
genotipagem do HCV (Nolte, 2001). Este método tornou-se mais acessivel para
os laboratérios com a automatizacdo e o desenvolvimento da informatica.
Recentemente foi desenvolvido um kit comercial (Trugene HCV 5°'NC
Genotyping Kit, empresa Visible Genetics, Toronto, Canada) que tem facilitado
0 uso mais intensivo desta técnica nos laboratérios clinicos (Ansaldi et al.,
2001; Strader et al., 2004).

A hibridizacao reversa com sondas especificas para os genoétipos tem
sido utilizada na genotipagem do HCV devido a disponibilidade do kit comercial
Inno LiPA HCV Il (empresa Innogenetics, Ghent, Bélgica). Esta técnica baseia-
se na hibridizacdo de amplicons de RT-PCR com sondas de oligonucleotideos
especificas para cada genétipo distribuidas em uma tira de nitrocelulose (Nolte,
2001; Stuyver et al., 1996). Tem como vantagens a relativa facilidade de
realizagdo e o reconhecimento de infec¢des por multiplos gendtipos e como
desvantagens a falha no diagnéstico nos casos de carga viral baixa e a
dificuldade de distinguir alguns subtipos do HCV (Nolte, 2001; Strader et al.,
2004).
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3 Diagnéstico do HCV em unidades de Hemodialise

Desde a descoberta da hepatite C em 1989 e da confirmagédo da alta
prevaléncia do HCV entre hemodialisados, as unidades de hemodialise de
varios locais do mundo tém estabelecido uma conduta de diagndstico continuo
do HCV entre os pacientes e adotado uma série de medidas de controle para
evitar a transmissdao do virus de pacientes portadores para nao portadores.
Entre essas medidas valem destacar: (1) utilizacdo de luvas quando houver
manuseio de equipamentos e contato com os pacientes, (2) realizagdo de
procedimentos de desinfeccdo das dareas ocupadas pelos pacientes, (3)
separacao de pacientes conhecidamente portadores dos virus da hepatite B
(HBV) e C (HCV) dos demais ndo contaminados. Essas e outras
recomendagbes estdo consolidadas em um documento do CDC (CDC, 2001).
Especificamente no Brasil, a primeira norma para este tipo de populagao foi
elaborada e implementada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) em 1996 e a mais recente em 2004, todas com base nas principais

recomendacdes do CDC.

A Ultima resolucao estabelece que os servigos de didlise devem realizar
a dosagem mensal das transaminases e a pesquisa semestral de anticorpos
anti-HCV em todos pacientes suscetiveis (negativos para HCV). Nos pacientes
que apresentarem elevacdo das transaminases, descartadas outras causas,
deve ser procedida a pesquisa para hepatites virais com a realizacdo dos
testes de anti-HBc IgM, HBsAg e anti-HCV. Confirmando-se a positividade para
HBV ou HCV, a complementacdo diagnostica é assegurada aos pacientes e
realizada nos servigos especializados em hepatites virais. Os exames de rotina
realizados, ndo excluem a necessidade de exames complementares, segundo

indicagcao médica (Brasil, 2004).

Os testes que identificam o RNA viral ndo fazem parte da rotina de
exames dos centros de didlise, no entanto estudos demonstram a importancia
e eficicia destes testes para deteccdo do HCV em pacientes sob procedimento
de didlise e recomendam a sua implementacao na rotina dos servicos de
didlise (Fabrizi et al., 1997; Carneiro et al., 2001).
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os hemodialisados s@o vulneraveis aos mais diversos tipos de doengas,
sendo assim de extrema importancia a utilizacdo da pesquisa para melhorar a
qualidade de vida e saude desta populacdo. Especificamente, a hepatite C é
uma infeccdo de grande preocupagao para os hemodialisados devido a alta
prevaléncia nesta populagdo e as varias possibilidades de transmissdo nas
unidades de hemodialise. O objetivo principal deste estudo foi realizar uma
avaliagdo do uso da ALT no rastreamento do virus da hepatite C (HCV) nas
unidades de hemodidlise.

A sequir, os dados do presente estudo sao apresentados na forma de

artigo a ser submetido a publicacao.
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CAPITULO 3

Discussao

O HCV é o principal agente de doengas crdnicas hepaticas entre os
hemodialisados. A alta prevaléncia deste virus nesta populagéo é decorrente
do histérico de transfusbes de sangue e sessbGes de hemodiadlises dos
pacientes, muitas das quais antes da identificacdo do HCV e da utilizagédo
sistematica dos testes de triagem e confirmatérios. Apds a descoberta do virus
em 1989, os primeiros relatos de prevaléncia de HCV entre hemodialisados
eram assustadores, sendo que indices de até 80% foram observados em
alguns locais (WHO, 2000). Com o desenvolvimento e implementagdo de
testes bastante especificos (soroldgicos e moleculares) aliados a adogao de
procedimentos para evitar a transmissao parenteral do HCV nas unidades de
hemodidlise ocorreu uma queda significativa na prevaléncia deste virus entre
hemodialisados com o decorrer dos anos. Atualmente a legislagdo estabelece
condutas clinicas e laboratoriais bastante especificas para o controle do HCV
nestas populagdes. No entanto, indices bem superiores a populagcao geral
ainda séo observados e o controle do HCV continua sendo um desafio as
unidades de hemodialises (Lazzarini et al., 2000; ANVISA, 2004; Carneiro et
al., 2005).

Os resultados do presente estudo revelaram uma prevaléncia de 33%
(107 dos 324 pacientes abrangidos) avaliada pelo anti-HCV, com variacao de
24% a 39,3% conforme a unidade de hemodialise (sem diferengas estatisticas
significativas entre as unidades). Esta prevaléncia esta de acordo com outros
resultados obtidos de pacientes hemodialisados da regido, onde foram
relatados indices entre 29,1% e 39% (Karohl et al., 1995; Dotta et al., 2003;
Gomes et al., 2006), e com os valores encontrados nos diferentes estudos com
pacientes de hemodidlise do Brasil, onde a prevaléncia variou de 23,8% a
45,5% (Santana et al., 2004). Os resultados também foram bem superiores aos
encontrados na populagédo em geral do Sul do pais, onde a prevaléncia do HCV
oscila entre 1,1% e 2,1% (Campiotto et al., 2005).

A proporcao de pacientes que mantinham o virus circulante (HCV-RNA
positivos) foi de 20,4% (66 pacientes), ocorrendo variagdo de 17,3% a 26,8%

entre as unidades de hemodidlise. Entre estes pacientes HCV-RNA positivos
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nao houve nenhum caso com anti-HCV negativo. Entretanto, houveram 41
pacientes com anti-HCV positivo e HCV-RNA negativo. Na avaliagdo da
relacdo entre os pacientes positivos pelo HCV-RNA e anti-HCV foi observado
um indice de 61,7%, com uma variacao de 49,2% a 88,9%, conforme a unidade
de hemodialise. Variagcdes na relacado HCV-RNA positivo / anti-HCV positivo
com pacientes hemodialisados no Brasil foram observadas em outros estudos
também, sendo demonstrados indices de 63,5% até 94,3% (Carneiro et al.,
2001; Busek et al., 2002; Silva et al., 2006). Nesta comparacao, apenas uma
das unidades de hemodidlise apresentou um indice menor ao intervalo de
valores esperado (49,2%). Esta relacao tao baixa entre HCV-RNA e anti-HCV
positivos pode ser decorrente tanto de falso-negativos do PCR, devido a casos
de viremia intermitente que € uma caracteristica intrinseca desta populacgéao,
como de falso-positivos do anti-HCV devido a caracteristicas da prdpria técnica
de analise (Fabrizi et al., 2000; Oethinger et al., 2005). Com relagdo a
possibilidade de falso-negativos pelo PCR, em uma nova avaliagdo de 23 dos
143 pacientes com HCV-RNA negativos desta unidade (realizada um ano
depois), ocorreu 1 caso que apresentou resultado positivo por PCR (dados néao
mostrados). Por outro lado, na avaliagdo detalhada dos valores obtidos em
cada caso no anti-HCV, observou-se um numero significativo de resultados
considerados positivos pelo anti-HCV, mas com indices baixos do mesmo (6
casos menores que 5,0 e 6 casos entre 5,0 e 10,0). Conforme demonstrado em
trabalho previo, significativo nimero de casos com indices baixos sao na
realidade resultados negativos (Oethinger et al., 2005). Considerando estes
aspectos, a relacdo HCV-RNA e anti-HCV mostraria indices maiores, subindo
acima dos 60%, conforme verificado em outros estudos.

A genotipagem do HCV nos casos positivos eventualmente pode ser
utilizada para verificar a possibilidade de transmissao dentro da mesma
unidade. A distribuicAdo de gendtipos encontrada no estudo demonstrou uma
prevaléncia maior do gendtipo 1 (63,6%) seguido pelos gendtipos 3 (34,8%) € 2
(1,5%). Nas unidades, o gendétipo 1 prevaleceu em 3 locais (com variagado de
56,3% a 73,3% de casos) enquanto o 3 gendtipo 3 prevaleceu na unidade
remanescente (60%). Estes resultados demonstram que foram encontrados os
mesmos 3 principais gendtipos que ocorrem na populagdo normal no estado do
Rio Grande do Sul (Krug et al., 1996; Schwambach, 2005). Com relacdo a
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prevaléncia, as oscilagdes verificadas estdo dentro do esperado na populagéao
gaucha. Os gendtipos 1 e 3 sdo os mais prevalentes no Rio Grande do Sul e
também foram os mais frequentes nos pacientes das unidades de hemodialise
analisadas.

A Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) numero 154 de 15 de junho
de 2004 emitida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabelece o acompanhamento mensal de pacientes hemodialisados com uma
bateria de exames laboratoriais, de acordo com recomendagdes do Centro de
Prevencao e Controle de Doencgas (CDC, 2001). Entre os exames realizados
destacam-se o hematdcrito, as dosagens de hemoglobina, uréia (antes e
depois da sessao de dialise), potassio, calcio, fésforo, aspartato e alanina
aminotransferases (AST e ALT, respectivamente), glicemia para pacientes
diabéticos e creatinina durante o primeiro ano. Semestralmente é realizada a
dosagem do parato-horménio, anti-HBs, anti-HBc total ou IgG, HbsAg e anti-
HCV para pacientes susceptiveis (). Entre estes exames, a ALT é utilizada
basicamente para verificar a incidéncia de hepatites virais. Quando houver
elevagdao da ALT, descartadas outras causas, deve ser realizada a pesquisa
para hepatites virais, sendo analisadas pelos exames de anti-HBc IgM, HBsAg
e anti-HCV (ANVISA, 2004).

A utilizagdo da ALT para monitorar o HCV em pacientes hemodialisados
apresenta uma série de controvérsias e varios estudos demonstram que este €
um marcador de lesdo hepatica que deve ser utilizado com grande cuidado
especificamente nesta populacao (Fabrizi et al, 1997; Gomes et al., 2004;
Lopes et al., 2006). Embora a maior parte dos estudos realizados demonstram
correlagao entre infecgéo pelo HCV e elevagdo da ALT, os valores absolutos
obtidos com pacientes hemodialisados estdao em geral dentro do intervalo de
referéncia normal da técnica. E no presente estudo foi observada exatamente
esta situacdo: valores médios de ALT significativamente mais elevados nos
pacientes HCV-RNA positivos (42,9 U/L para homens e 36,0 U/L para
mulheres) do que negativos (24,6 U/L para homens e 29,0 U/L para mulheres).
No entanto, somente 5 (3 homens e 2 mulheres) do total de 66 pacientes HCV-
RNA positivos apresentaram valores acima do limite superior da faixa de
normalidade estabelecidos pelo fabricante do teste de ALT utilizado (72 U/L
para homens e 52 U/L para mulheres), demonstrando uma sensibilidade muito
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baixa deste teste (7,3% para homens e 8,0% para mulheres). Conforme
realizado em outros estudos, a redugédo gradativa do limite superior da faixa de
normalidade representou ganhos significativos de sensibilidade na detecgéo de
pacientes portadores de HCV pelo teste de ALT. Os pontos de corte que
permitiram maximizar a sensibilidade e especificidade do teste foram 28,8 U/L
para os homens (75,6% de sensibilidade e 78,9% de especificidade) e 26,0 U/L
para as mulheres (92,0% de sensibilidade e 69,4% de especificidade), valores
muito proximos aos encontrados em outros estudos (Gouveia et al., 2004;
Lopes et al., 2006).

Uma grande dificuldade para o nefrologista que realiza o
acompanhamento sistematico de pacientes em hemodidlise tem sido como
avaliar se houve ou ndo uma elevacdo na ALT, pois estes pacientes
apresentam niveis baixos deste marcador. A simples introducdo de valores de
normalidade adequados a esta populagdo representa um aprimoramento no
rastreamento de casos de infecgdo pelo HCV nas unidades de hemodialise. No
entanto, um aprimoramento significativo no controle do HCV somente sera
alcangado com a realizagdo mensal de testes especificos como o anti-HCV
e/ou HCV-RNA.
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Anexos

Anexo 1 (Anamnese)
1. Identificacao

Caso: Data:

2. Etiologia dalRC e Tempo de Tratamento

Hipertens&o Arterial ( )SIM( )NAO
Diabete Melitus ( )SIM( )NAO
Glomerulopatia ( )SIM ( INAO
Outra ( )SIM ( )NAO

Tempo de Hemodialise: (meses)

Realizou sempre tratamento nesta Unidade de Hemodiélise?
( )SIM ( )NAO

Se trocou, ha quanto tempo esta em tratamento nesta unidade:
( )Naoseaplicaaocaso ( ) .ceeeeeeerennns meses

3. Epidemiologia

Resultado do anti-VHC quando iniciou Hemodialise:
( ) Nao Reagente ( ) Reagente () N&o obtido esta informacéao

Realizou transfusbes de sangue/derivados?
()SIM  ( )NAO

Ha quanto tempo realizou a primeira transfusao de sangue/derivados:
( ) Nadoseaplicaaocaso () .cceeeeeennne meses

Numero de vezes que ja se submeteu a transfusdo de sangue/derivados:

( ) Nenhuma ( ) Umavez ( ) Duas atrés vezes
( ) Quatro acincovezes ( ) Mais de cinco vezes ( ) Quantas..........

56



Ja realizou tratamento para Hepatite C:
()Sim () Nao

Historia de uso de drogas injetaveis:
( )SIM ( )NAO

Uso de Alcool (considerar uso de mais de 50 gr /dia de etanol)
() Sim ( ) Nao

cerveja: 1 lata* =17gr vinho: 1 calice= 11gr destilados: 1 dose=20gr
* 2 latas= 1 garrafa

Ja foi submetido ha cirurgia?
( )SIM ( )NAO

Ano da cirurgia: .............. ( ) Nao se aplica
Porte da cirurgia: ( ) Peq ( ) Méd. ( ) Gr.( ) Nao se aplica
Ano da cirurgia: .............. ( ) Nao se aplica

Porte da cirurgia: ( ) Peq ( ) Méd. ( ) Gr.( ) Nao se aplica

4- Laboratoério

ALT: AST: ALT/LSN da ALT:

Ht: Hb: Leucécitos: Plaquetas:
TP: BT: BDI: Albumina:
Anti-VHC: ( ) Reagente ( )Nao Reagente

PCR para VHC: ( ) Positivo ( )Negativo ( ) Nao realizou

Poolde PCR: () Positivo ( )Negativo  ( ) Nao realizou
N¢ amostras no pool ( ) 1:10 ()1:15 1:20 ( )outro1:....

HBsAgQ: () Positivo ( )Negativo ( ) Nao realizou
Anti-HBc IgG: () Positivo ( )Negativo ( ) N&o realizou
Anti HIV () Positivo ( )Negativo ( ) Nao realizou

Assinatura:
Data: /]
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Anexo 2 (Caracteristicas da Unidade)

Nome da Unidade:
N® de pacientes maiores de 18 anos atendidos nesta Unidade:
Relagdo N° de pacientes/ N° de funcionarios: .................
(Considerar apenas funcionarios que prestam atendimento direto aos
pacientes)
Existe sala separada para pacientes anti-VHC regentes:

() SIM () NAO

Os pacientes anti-VHC regentes sao atendidos em horarios separados dos
demais :

() SIM () NAO ( ) NAO SE APLICA

Os funcionarios atendem simultaneamente pacientes anti-VHC regentes e os
demais

() SIM ( ) NAO
Os funcionarios trocam de luvas quando iniciam atendimento/manipulagcéo do
paciente:

() SEMPRE ( YNUNCA () AS VEZES

O sistema de linhas e filtros s&o reutilizados quantas vezes em média:

( ) Nao séo reutilizados ()2ab5vezes
()5a10vezes ( ) Mais de 10 vezes

Nesta unidade os pacientes compartilham que tipo de utensilios/aparelhos:

() Nao compartilham
() Compartilnam .........eeeeiiieii e

Assinatura: Data: / /
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Anexo 3 (Termo de consentimento livre e esclarecido)

Curso de P6s-Graduacao em Medicina: Hepatologia

F.F.F. CM.P.A./l.LS.C. M. P. A

Servico de Gastroenterologia Hospital N.S. da Conceicao-POA
Servigo de Gastroenterologia Hospital Mae de Deus-POA

Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo do estudo: Identificar a acuracia da técnica do poo/ de PCR como
detector de marcadores de infecgao pelo VHC em portadores de doenga renal
croénica em hemodialise.

Relevancia do estudo: Atualmente é elevada a taxa de infecgao pelo virus da
hepatite C entre os individuos que realizam hemodialise, de modo que
mensalmente realiza-se testes de laboratério para identificar os individuos
infectados. Este estudo visa testar uma estratégia para o uso de testes
laboratoriais de forma que possa realizar a identificagdo dos individuos
infectados mais precocemente.

Objetivo do estudo: O objetivo deste estudo é verificar a capacidade de um
determinado tipo de exame de sangue, pool de PCR, em identificar
marcadores de infeccao do virus da hepatite C em portadores de insuficiéncia
renal crénica em hemodialise em tratamento na cidade de Porto Alegre.

Procedimentos do estudo: Esse € um estudo onde todos os pacientes serao
avaliados de forma rotineira, através da realizagdo de exames laboratoriais no
soro. Além disso, sera feito questionario especifico sobre a doenga renal e
fatores de risco para o contagio viral.

Beneficios do estudo: Vocé podera ou ndo ser beneficiado com este estudo.
O principal beneficio que podera advir sera a identificacdo da infe¢do pelo virus
C, com posterior investigacao clinica e laboratorial da hepatite crénica causada
por este virus. Além disto, os resultados obtidos a partir desta pesquisa
poderdo auxiliar outras pessoas em situacdo semelhante, norteando futuras
condutas preventivas para diminuir a chance de contdgio do virus da hepatite
C.

Risco do estudo: Embora todos os procedimentos realizados neste estudo
sejam os mesmos que seriam utilizados fora de protocolo de pesquisa, sua
participagdo no presente estudo envolve riscos minimos relacionados a pungao
venosa para exames laboratoriais, tais como dolorimento transitorio e
equimose no local.

Custo e compensacoes: Nao havera custo adicional, caso vocé opte por
participar deste estudo, bem como ndo haverd nenhuma compensagao
financeira por sua participagao.

Sigilo: Qualquer informacgéo obtida durante este estudo e correlacionada a
vocé serda mantida em sigilo.
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A PARTICIPACAO E VOLUNTARIA:

Sua participacao neste estudo € completamente voluntaria. Vocé pode se
recusar a participar ou se retirar do estudo a qualquer época, sendo que tal
decisédo ndo ira afetar a sua assisténcia medica nesta Instituicdo, tanto no
presente momento como futuramente. A assinatura deste formulario n&o se
caracteriza como renuncia a qualquer de seus direitos legais.

Duvidas: Caso vocé tenha alguma pergunta, por favor faga-a; nds faremos o
possivel para responder da melhor forma possivel. Caso vocé tenha duvidas
futuras, vocé podera contatar com o Dr. Bruno Galperim pelo telefone (51)
32316177 e o aluno do Mestrado André Costa de Souza Buriol (51) 8406-5124.

Eu discuti este estudo plenamente com os responsaveis, satisfazendo-me. Eu
tenho conhecimento de que a minha participacao é voluntaria e que posso dele
me retirar a qualquer época, sem qualquer prejuizo a minha saude. Eu li o
acima e concordo em participar deste estudo. A assinatura deste formulario
nao se caracteriza como renuncia a meus direitos legais.

Eu tenho conhecimento do estudo e concordo na minha participagao.

Assinaturas:

/ /
Participante ou Representante legal Data
/ /
Investigador que solicitar o termo de consentimento Data
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