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INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

A infeccdo crbnica pelo virus da hepatite C, importante causa de
doenca hepatica crbnica, € comum em pacientes com doenca renal em tratamento
dialitico e em receptores de transplante renal (Fabrizi et al, 2002; Morales et al, 2002). A
prevaléncia da infeccdo difere nos diversos paises e regides, ha heterogeneidade de
gendtipos e os fatores de risco para adquirir a infeccdo podem ser especificos para
cada pais ou regidao (Mendes-Correia et al, 2001, Perez et al, 2003). Do mesmo modo,
h& diferengcas entre grupos étnicos na prevaléncia, no desenvolvimento de
complicacdes e na resposta ao tratamento, possivelmente relacionados a diferencas
genéticas do hospedeiro ou do virus (Farci WM, 2000; Perez RM, 2003, Nguyen et al,
2004).

O Virus da Hepatite C (VHC) pode ser classificado em seis maiores
grupos genotipicos de acordo com a sequéncia dos nucleotideos em diferentes locais
do genoma, e o conhecimento da distribuicdo do genétipo do VHC pode ser de
importancia para definir a melhor terapéutica (Simmonds et al, 1995, 1996). As
dificuldades em se obter 6rgdos para transplante renal, tem levado alguns grupos a
transplantar rins de doadores cadaver com infec¢édo pelo VHC para receptores também
portadores do virus (Morales et al, 2000). Alguns estudos mostram que 89% dos
centros de transplantes nos Estados Unidos estdo transplantando rins nessas
condicdes, entretanto 37% destes centros requerem que 0S pacientes ndo tenham
nenhuma evidéncia histolégica de doenca hepatica crénica (Knoll et al, 1997). A
coinfeccdo por um diferente gendtipo do VHC daquele que esta infectando o receptor,
pode agravar o curso clinico da hepatite C apds o transplante renal (Perez et al, 2003).
Portanto, € relevante determinar se a distribuicdo dos gendtipos do VHC em pacientes
com insuficiéncia renal crénica em didlise e em receptores de transplante renal é similar
aguela observada em pacientes infectados pelos VHC na populacao geral.

Pacientes em didlise e receptores de transplante renal apresentam
algumas peculiaridades que podem influenciar na distribuicdo dos genotipos do VHC.

Tem sido relatado que em determinados paises e regifes a distribuicdo dos gendtipos



do VHC é semelhante entre individuos portadores do VHC sem doenca renal e
pacientes com doenga renal em tratamento dialitico ou receptores de transplante renal
(Chan et al, 1998), enquanto em outras regides ndo se observa o0 mesmo padrao de
distribuicdo (Bouchardeau et al, 1995; Fabrizi et al, 1996; Perez et al, 2003). Estas
diferencas na distribuicdo genotipica do VHC entre pacientes com e sem doenca renal
na mesma localidade, pode sugerir transmissdo nosocomial naqueles com doenca
renal. Nestes pacientes sdo propostos diversos fatores de risco para adquirir a infeccao
pelo VHC, entre eles, o niumero de transfusbes sanguineas, o tipo e duracdo do
tratamento dialitico e a transmissdo nosocomial (Knudsen et al, 1993). Esta ultima
forma de disseminacédo pode estar relacionada a dificuldade no diagnéstico precoce da
infeccao, porque é tardia a viragem sorolégica (Meyers et al, 2003).

O anticorpo para o VHC, detectado por testes soroldgicos, torna-se
positivo aproximadamente um a trés meses apos exposicdo. Quase todos os pacientes
desenvolvem o anticorpo para o VHC, entretanto em pacientes imunossuprimidos os
titulos podem ser baixos ou indetectaveis. Em individuos imunocompetentes o teste
sorolégico para o anticorpo do VHC detecta mais de 90% das infeccbes apds trés
meses da exposicdo ao virus (Chen, Morgan, 2006). O RNA do VHC pode ser
detectado dentro de uma a duas semanas ap0s a exposi¢do (Thimme et al, 2001),
justificando sua utilizacdo entre os pacientes em didlise para identificacdo precoce da
infeccdo pelo VHC, evitando assim a transmiss&o nosocomial.

Em relacdo a avaliacdo diagnostica pelos testes bioquimicos de
funcdo hepética, ndo € comum a elevacdo das enzimas hepéticas em pacientes em
hemodialise com infeccdo cronica pelo VHC (Natov, Pereira, 1994; Roth, 1995). Por
este motivo, 0s valores séricos da alanino aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), apesar de serem indicadores sensiveis de dano do
parénquima hepatico, ndo sdo bons marcadores de lesdo hepatocelular nesta
populacdo (Roth, 1995). Entretanto, outros estudos sugerem que, nestes pacientes,
valores de ALT mesmo que nao ultrapassem os limites superiores normais de
referéncia, sdo mais elevados em pacientes com anti-VHC positivo em comparagcédo aos
anti-VHC negativo (Guh et al, 1995; Fabrizi et al, 2001a; Gouveia et al, 2004). Assim,

tem sido proposto novos critérios para os limites normais de referéncia de ALT para



pacientes em hemodidlise com infeccédo pelo VHC. Lopes et al (2006) estudando este
marcador, nesta populacdo, verificaram que € necessario reduzir pela metade o valor
de referéncia da ALT para melhor identificar a atividade bioquimica hepatica.

Receptores de transplante renal portadores do virus da hepatite C
também apresentam perfil bioquimico das enzimas hepéticas diferente do observado
em pacientes imunocompetentes, relatando-se com frequiéncia valores normais de ALT,
cujo significado ndo estd bem estabelecido. Giordano et al (2003) encontraram nesta
populagdo somente 29% dos pacientes com valores elevados de ALT, e somente um
paciente apresentava cirrose hepatica (Giordano HM et al, 2003). Besisik et al (2000)
realizaram medidas seriadas das transaminases séricas em receptores de transplante
renal portadores do VHC e verificaram que 41,5% evoluiram com valores
persistentemente normais, e nestes a histologia hepética foi normal ou apresentou
somente alteracfes leves. Em outro estudo Perez et al (2005a) encontraram 51% de
valores elevados de ALT. A analise do valor da ALT como marcador de leséo
histologica hepética mostrou boa sensibilidade e especificidade, o que permitiu que os
autores concluissem que a bidpsia hepatica ndo seria necessaria em pacientes com
valores de ALT persistentemente normais (Perez et al, 2005a). Ainda é pouco
conhecido o impacto da imunossupressdo na evolugdo da infeccéo cronica pelo VHC
nos transplantados renais e nos pacientes em didlise crbnica, devido a falta de dados
comparativos entre os diversos grupos portadores crbénicos do virus.

Considerando estes aspectos controversos, 0 presente estudo se
prop6s a avaliar pacientes em dialise e transplantados renais, quanto a prevaléncia do
VHC, a frequéncia dos diferentes genoétipos, 0os possiveis fatores de risco, e 0
comportamento dos testes sorologicos e de marcadores bioquimicos de atividade de

doenca hepatica na infeccdo pelo VHC nestas duas populagdes.



1.1 REVISAO DA LITERATURA

Os conhecimentos sobre o virus da hepatite C vém se desenvolvendo
com um fluxo continuo de informacBes mais objetivas a partir de 1989, época em que 0
virus foi identificado por Choo et al (1989), no plasma de chimpanzés infectados
experimentalmente com soros de pacientes com hepatite crébnica ndo-A e nao-B
(HNANB). A partir dai, foram desenvolvidos os primeiros testes imunolégicos que
demonstraram a presenca de anticorpos contra esse virus em grande parte das HNANB
de diversas regides do mundo, principalmente na fase aguda (Kuo et al, 1989). Esses
testes permitiram constatar, na época, que o VHC era responsavel pela maioria dos
casos de hepatite pods-transfusional e em usuarios de drogas injetaveis (Alter et al,
1999). A introducdo de testes sorolégicos para deteccdo do anticorpo anti-VHC na
selecdo de doadores de sangue reduziu o risco de contagio por transfusdo, perdendo a
infeccdo, agora, o rétulo de “hepatite pos-transfusional”.

O VHC possue 30-38nm de diametro, contendo uma molécula RNA
de cadeia simples no seu nucleo e um envelope lipidico. O virus pertence a familia
Flaviviridae. O genoma do VHC possui ampla regido, de 9.300 a 9.500 nucleotideos
que codifica as informagBes genéticas para a replicacdo viral (Figura 1). O genoma
possui regides mutaveis (NS2/E1/E2) e outras relativamente estaveis (C/NS3/NS4/NS5)
(Lauer et al, 2001). Portanto, o VHC ndo é uma particula homogénea, podendo
apresentar uma diversidade de genoétipos, os quais diferem substancialmente dos
nucleotideos. A diversidade genotipica tem implicacdo em mudltiplos aspectos da
doenca (Farci et al, 2000): na epidemiologia, porque apresenta distribuicdo geogréfica
variavel e consequentemente diferentes formas de transmisséo; na patogénese, porque
condiciona cepas com diferentes graus de viruléncia (podendo ocorrer co-infec¢do por
diferentes gendtipos); no diagnostico, porque a sele¢do da sequéncia de nucleotideos
empregada (primers) para detec¢cdo de porcbes estaveis estruturais do virus é
fundamental para o diagndstico pelos métodos de biologia molecular; no tratamento,
porque os diferentes gendtipos apresentam diferentes respostas as drogas
terapéuticas; na profilaxia, porque antepde dificuldades a producdo de vacinas. Com o
desenvolvimento de técnicas de biologia molecular foi possivel a classificacdo dos

genotipos do VHC, uniformizada por Simmonds et al (1995), e divide-se em 6 principais



tipos e seus subtipos: 1a, 1b, 1c, 2a, 2b, 2c, 3a, 3b, 4a, 5a e 6a, baseados em analise
sequencial das proteinas do core. O gendétipo 1b é o que apresenta maior viruléncia e
com isso maior gravidade da doenca, além de ser o que apresenta pior resposta ao
tratamento com interferon (Lauer et al, 2001).
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FIGURA 1: Organizag¢do gendmica do virus da hepatite C
Fonte: Digestive Disease Library, Gastroenterology & Hepatology, 2007.



1.1.1 Epidemiologia do virus da hepatite C

A infecgéo pelo VHC é endémica na maior parte do mundo, e estima-
se que cerca de 170 milhdes de pessoas séo infectados pelo VHC. Evoluem para
hepatite cronica cerca de 85% dos individuos infectados, e em 8% a 45% deles ocorre
negativacao sorolégica espontaneamente (Fan et al, 2004). A distribuicdo geografica do
virus da hepatite C difere consideravelmente. Alguns gendtipos do VHC (1, 2 e 3) tém
distribuicdo em todo mundo, e sdo responsaveis pela maioria das infec¢des, outros
tipos (4, 5 e 6) sdo somente encontrados em regifes geograficas especificas, como
Oriente Médio, Africa e Asia. No Brasil, o genotipo mais prevalente é 1, com
predominancia do subtipo 1b (Mendes-Correia et al, 2001; Perez et al, 2003).

Os gendtipos 1, 2, 3, 4 e 5 foram encontrados em um estudo com
1.688 brasileiros, distribuidos da seguinte forma: gendtipo 1 em 64,9%; gendtipo 2 em
4,6%; gendtipo 3 em 30,2%; gendtipo 4 em 0,2%; e gendtipo 5 em 0,1% (Campiotto et
al, 2005). A distribuicdo dos gendtipos do VHC difere nas regides brasileiras, sendo o
genotipo 1 o mais frequente. Na regido Norte foi observado em 74,1%, seguido por
66,7% no Nordeste, 66,4% no Sudeste, 57% no Centro Oeste e 51,7% na regido Sul. O
genodtipo 2 foi mais prevalente na regido Centro Oeste (11,4%), diminuindo no Sul
(5,1%), Sudeste (4,7%), Nordeste (3%) e Norte (1,2%). A frequéncia do gendtipo 3 foi
alta na regido Sul (43,2%) comparada ao Centro Oeste (31,6%), Nordeste (30,4%), e
Sudeste (28,4%). Os gendtipos 4 e 5 foram raros e encontrados somente na regido

Sudeste (0,3% e 2% respectivamente) (Campiotto et al, 2005).

1.1.2 Formas de transmisséo e evolucéo da infeccéo pelo VHC

Transfusdes sanguineas e uso de drogas intravenosas sdo as
principais formas de transmissdo do VHC em todo o mundo. Os pacientes em
hemodialise e o0s receptores de transplante renal geralmente recebem multiplas
transfusdes sanguineas, o que também torna a transmissdo parenteral a principal
causa de infeccdo nestes grupos. Outros possiveis fatores de risco de infeccao pelo
VHC sdao: tatuagens, acupuntura, transmissdo sexual, uso de laminas de barbear e

navalhas ndo descartaveis, aparelho de depilacdo em salbes cosméticos, tratamento



dentario em que o material ndo é devidamente esterilizado e acidentes com agulhas
potencialmente infectadas.

Na populacdo geral, a infec¢cdo pelo VHC freqientemente ndo é
diagnosticada, pois a maioria dos individuos infectados sdo assintoméaticos. Os niveis
séricos da ALT comecam a aumentar duas a oito semanas apos infeccdo, e geralmente
atingem até 10 vezes acima dos valores normais. Pela técnica do PCR é possivel a
deteccdo precoce da infeccéo (Farci et al,1991; Thimme et al, 2001). Em mais de 30%
dos pacientes ndo é detectado o anticorpo do VHC no inicio dos sintomas, pelo
imunoensaio enzimatico. Embora a maioria dos pacientes desenvolva o anticorpo do
VHC, em algumas situacdes o titulo pode ser baixo ou indetectavel como é o caso dos
pacientes com imunodeficiéncia. Apds os primeiros trés meses da infeccdo pelo VHC, o
teste sorolégico para deteccado do anticorpo do VHC é eficaz em mais de 90% dos
casos (Chen e Morgan, 2006).

A maioria dos individuos (75% a 85%) infectados pelo VHC,
desenvolve infeccdo cronica, e na presenca de viremia persistente ocorre progressao
para fibrose hepatica, com desenvolvimento de cirrose, hepatocarcinoma e o6bito.
Cirrose ocorre em aproximadamente 10% a 15% dos individuos com infec¢édo crbnica
pelo VHC ao redor de 20 anos (National Institutes of Health Consensus, 2002). Nos
Estados Unidos, as mortes decorrentes de infec¢éo cronica pelo VHC séo mais comuns
por descompensacdo da cirrose do que hepatocarcinoma. As taxas de sobrevida
estimadas em 3, 5 e 10 anos para pacientes com cirrose compensada sao 96%, 91% e

79%, respectivamente (Fattovich et al, 1997).

1.1.3 Infeccdo pelo VHC em pacientes com insuficiéncia renal crbénica em
tratamento dialitico

A infeccao pelo VHC é comum na populacdo com insuficiéncia renal
cronica em dialise com prevaléncia de 8% a 55%, detectada através de testes
sorolégicos (ELISA de segunda e terceira geracdo), e assim muitos candidatos a
transplante renal ja se encontram infectados (Knoll et al, 1997).

A transfusdo sanguinea era a forma mais frequiente de transmisséo

do virus no paciente em hemodialise, porém o advento da eritropoetina para corre¢gédo



da anemia e a melhor selecdo do doador de sangue com testes mais sensiveis reduziu
0 risco pos-transfusional. O risco residual tem sido calculado em torno de 1:100.000
unidades de sangue nos EUA, e em torno de 1:180.000 na Alemanha, mensurado por
método de biologia molecular (Jadoul et al, 2000). A transmissao nosocomial €
importante forma de contaminacdo do paciente em hemodidlise e trés mecanismos
podem ser responsaveis: reuso do dialisador, contaminacdo das maquinas de
hemodialise e contaminacdo manual ou de objetos compartilhados entre pacientes. Ha
poucas evidéncias sobre o papel do reuso do dialisador, como fator de risco. Michel
Jadoul e col (Jadoul et al, 2000), mostraram em estudo longitudinal prospectivo que o
reuso do dialisador ndo é um fator de risco para transmissao pelo VHC, e a
probabilidade de transmissdo do VHC através da maquina de hemodiadlise seria
relativamente baixa. Em pacientes com IRC, a infec¢do crbnica pelo VHC pode ter
apresentacdo clinica atipica. Os valores de ALT sdo geralmente mais baixos que da
populacdo com funcdo renal normal e alguns evoluem com valores persistentemente
normais (Yasuda et al, 1995; Hung et al, 1997).

Embora grande progresso tenha sido realizado na compreensdo da
historia natural da hepatite cronica pelo VHC em pacientes com funcao renal normal, a
histéria natural desta doenca ainda necessita ser esclarecida em pacientes com

insuficiéncia renal crénica (Hu,2005).

1.1.4 Infeccéo pelo VHC em receptores de transplante renal

Receptores de oOrgados representam grupo de risco, sendo que as
principais formas de contaminacdo pelo VHC séo: infeccdo adquirida pelo receptor na
fase pré-transplante, transfusédo de sangue durante cirurgia do transplante ou presenca
do VHC no 6rgéo doado.

Entretanto, a grande maioria dos receptores de transplante renal
infecta-se em dialise. O aparecimento tardio do anticorpo anti-VHC, o uso limitado da
investigacdo por técnicas de biologia molecular, e o curso subclinico da infeccdo na
auséncia de evidéncia bioquimica, podem permitir que pacientes em hemodialise sejam
transplantados na fase inicial da infeccao pelo VHC e desenvolver um tipo destrutivo de

hepatite viral crénica como a hepatite colestatica fibrosante (Boletis et al, 2000a). A



outra via de contaminacdo pelo VHC é a transfusdo sanguinea no ato do transplante.
Entretanto, com os testes imunoldgicos atuais para diagnéstico do VHC, esta via de
contaminacdo é pouco provavel. Transplante com 6rgdos de doadores infectados pelo
VHC é outra forma de infeccdo em receptores de transplante renal. Em torno de 10 a
41% dos receptores de transplante renal estdo infectados com VHC, diagnosticados
pelos testes sorologicos de segunda-geracédo (ELISA), e observa-se grande variagdo na
prevaléncia entre diferentes centros e paises (Boletis, 2000b). Deve-se levar em
consideracdo que os testes de deteccdo do anticorpo contra VHC provavelmente
subestimam a prevaléncia da infeccdo, uma vez que pacientes transplantados renais
podem ser portadores do virus sem desenvolver anticorpos contra o VHC. A
prevaléncia do anticorpo contra o VHC nos pacientes transplantados renais €
influenciada por varios fatores, como a raca, origem geografica do receptor, tipo e
duracdo do tratamento dialitico antes do transplante, numero de transfusdes
sanguineas, numero de transplantes prévios e a presenca da infeccdo pelo virus da
Hepatite B (Boletis, 2000b). Boletis (2000b) também mostrou que a prevaléncia de
infeccdo do VHC em receptores de enxertos de doador falecido (24,1%) é alta
comparada aos receptores de doador vivo (9,1%). Esta maior prevaléncia estava
associada com maior tempo de hemodidlise nos receptores de doador falecido. A
maioria dos receptores de transplante renal (74% a 99%) que s&o portadores do
anticorpo contra o VHC pelo teste sorolégico (ELISA de segunda-geracdo) sao
virémicos e a viremia persiste em quase todos os pacientes. No Brasil pacientes em
hemodialise, receptores de transplante renal e a populacdo em geral apresentam
distribuicdo semelhante de genotipos do VHC, com predominio do genotipo 1 (55,2% a
64% em receptores de transplante renal), embora os subtipos do genoétipo 1, possa
diferir entre estas populacdes (Boletis, 2000; Perez et al, 2003).

Em receptores de transplante renal, portador de infeccdo pelo VHC,
foi demonstrado correlacdo entre os valores da ALT com a lesao histolégica (Chan et al,
1994; Perez et al, 2005a). Segundo estes autores, em pacientes com ALT
persistentemente normais a biopsia hepatica poderia ser eventualmente dispensada.

O eventual impacto da imunossupressdo nha historia natural da

infeccdo pelo VHC em receptores de transplante renal € ainda controverso, embora



10

tenha sido demonstrado que pode comprometer a sobrevida do paciente e do enxerto
renal (Sezer et al, 2004; Mahmoud et al, 2004).

1.1.5 Métodos diagndsticos para deteccao da infecgdo pelo VHC

Os testes diagnosticos para infeccdo pelo VHC sdo: ensaios
sorolégicos para anticorpos e testes moleculares para detec¢do da particula viral.

A utilizacdo dos testes sorologicos, baseados na deteccdo do
anticorpo, tem reduzido marcadamente o risco de infecgdo devido a transfusdo, porém,
uma vez contaminado, o0 paciente pode se tornar portador permanente do anticorpo do
VHC. Dados recentes indicam que em alguns pacientes da populagéo geral o nivel de
anticorpos diminue gradualmente com o passar do tempo e a infeccdo se resolve
espontaneamente (Lauer et al, 2001). O teste sorologico utilizado para detecgcédo pela
infeccdo do VHC € o0 imunoensaio enzimatico, para qual existem 3 versdes
consecutivas com aumento progressivo na sensibilidade. Atualmente tem-se utilizado
testes de 22 e 32 geracdo, que contém proteina do core do virus e proteinas nao
estruturais (3 e 4). O teste de 32 geracdo também contém a proteina ndo estrutural 5,
podendo detectar anticorpos com quatro a dez semanas ap0s a infeccdo. Em uma
populagdo de baixo risco, o teste pode ser falso positivo em 0,5% a 1% dos casos.
Resultados falsos negativos podem ocorrer em doentes imunodeprimidos, como na
insuficiéncia renal crbnica, nos transplantados e nos co-infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV).

Nos ultimos anos tém sido introduzidos novos testes baseados na
deteccdo molecular do RNA do VHC. Estes testes podem ser categorizados em
qualitativo e quantitativo. Os testes quantitativos do RNA do VHC s&o baseados na
técnica de reacao em cadeia da polimerase (PCR) e tém limite baixo de detec¢do com
menos de 100 cépias de RNA do VHC por mililitro. Estes sé@o os testes de escolha para
confirmagdo da viremia e avaliacdo da reposta ao tratamento. O teste de PCR
qualitativo também pode ser utilizado em pacientes com resultados negativos pelo teste
sorolégico de ELISA, quando h& suspeita de infec¢do pelo VHC. A Genotipagem viral

pode predizer o resultado da terapia e influenciar na escolha do regime terapéutico.
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Diferentes métodos estdo disponiveis para genotipagem do VHC, e a maioria deles é
baseada na amplificacéo por PCR (Prati et al, 1994).

Em individuos infectados com VHC, a avaliacdo laboratorial das
transaminases (ALT e AST), € de baixo custo e disponivel para avaliacdo da atividade
de doenca hepética. Este teste € recomendado para o monitoramento da infec¢cédo pelo
VHC e também da eficacia da terapia nos intervalos dos testes moleculares. Entretanto,
em individuos infectados com VHC, os niveis da alanino aminotransferase podem ser
normais ou apresentarem flutuacdes; porém valores normais ndo significam
obrigatoriamente que ndo haja progressdo da doenca hepatica. Da mesma forma, a
normalizacdo dos niveis da alanino aminotransferase com terapia antiviral n&o
significaria sucesso da terapia. Além disso, os niveis da alanino aminotransferase
podem permanecer elevados mesmo depois do clareamento do virus.

Na pratica clinica, elevacdbes nos niveis séricos da gama
glutamiltransferase ocorre como conseqiéncia ao abuso de alcool, algumas
medicacdes e na progressdo de doenca hepatica (Conigrave et al, 2002). Diversas
explicacdes tem sido sugeridas para a alteracdo da GGT na infec¢éo cronica pelo VHC,
entretanto o verdadeiro significado ainda ndo esta esclarecido.

A dosagem sérica da alfa fetoproteina (AFP) é comumente utilizada
na avaliagdo de hepatocarcinoma em pacientes com doenca hepatica crénica. Porém a
relacdo entre infeccdo pelo VHC e os niveis de AFP no hepatocarcinoma ainda néo

esta esclarecida (Cedrone et al, 2000).
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2. OBJETIVOS

1- Avaliar a prevaléncia e comparar a distribuicdo dos genotipos do virus da hepatite C
entre pacientes com insuficiéncia renal crénica em dialise e receptores de transplante

renal.

2- Verificar os possiveis fatores de risco para a infec¢éo pelo virus da hepatite C, nestas

duas populagoes.

3- Avaliar periodicamente a deteccdo da infeccdo pelo virus da hepatite C utilizando
método de biologia molecular e analisar a especificidade e sensibilidade do teste

sorolégico.

4- Comparar o comportamento dos marcadores bioquimicos de atividade hepatica da

infeccao pelo virus da hepatite C, nas duas populagdes.
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3. CASUISTICA E METODO

3.1 Caracterizacéo dos pacientes

Foram avaliados, prospectivamente, individuos com insuficiéncia
renal crénica submetidos a tratamento dialitico em diferentes Servicos de Didlise da
Cidade de Sao Paulo, e individuos receptores de transplante renal do ambulatoério da
Clinica de Nefrologia do Departamento de Medicina da Santa Casa de Misericérdia de

Sao Paulo.

Critérios de incluséo:
- Pacientes com insuficiéncia renal crénica submetidos a tratamento dialitico.
- Receptores de transplante renal h4 mais de 6 meses, com enxerto renal funcionante,

isto é, que ndo necessitam terapia renal substitutiva.

Critérios de exclusdo:
- Pacientes com infec¢éo pelo virus da hepatite B ou virus da imunodeficiéncia humana
(HIV).
- Pacientes com histéria de etilismo
- Pacientes com histdria de tratamento prévio ou atual com interferon e/ou ribavirina.
- Pacientes com insuficiéncia hepatica descompensada, definida como presenca de
ascite ou ictericia, sangramento de varizes esofagianas ou encefalopatia hepatica.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa em Seres
Humanos do Hospital Central da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo. Os
pacientes foram incluidos no estudo apds assinado o consentimento informado. No
caso de pacientes menores de 18 anos, o consentimento foi assinado pelo responsavel

legal.
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3.2 Parametros estudados

3.2.1 Dados referentes aos pacientes
Registrou-se sexo, idade, etnia, nimero de transfusfes sanguineas,
tempo e tipo de dialise, data da realizac&o do transplante renal, nUmero de transplantes

realizados e medicamentos utilizados como imunossupressores.

3.2.2 Avaliacao laboratorial

Coletou-se amostras de sangue de cada paciente, no inicio da
avaliacdo (tempo 0), apds o 3° més, 6° més e 9° més para realizacao de sorologia para
Hepatite C (pelo método de ELISA), PCR qualitativo para VHC, e dosagens séricas de
aspartato aminotransferase (AST), alanino aminotransferase (ALT), gama
glutamiltransferase (GGT), alfa fetoproteina (AFP), albumina, creatinina, e urina para
dosagem da proteinuria de 24h. Nos pacientes com PCR positivo a genotipagem do
VHC foi realizada no inicio e no final do estudo (9° més).

Todos os exames laboratoriais foram realizados no Laboratério de
Patologia Clinica do Hospital Central da Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo,
exceto a genotipagem para VHC que foi realizado no Laboratério de Virologia do
Instituto Adolfo Lutz.

3.3 Dosagens laboratoriais

3.3.1 Dosagens bioquimicas

As seguintes dosagens foram realizadas em aparelho automatizado
(ADVIA - 1650; Bayer), pelos métodos abaixo-especificados:
Aspartato aminotransferase (AST) — utilizou-se o0 método “modified IFCC”. O resultado
foi expresso em U/L. (Valor referencial: 8-33 U/L)
Alanino aminotransferase (ALT) - utilizou-se se o método “modified IFCC”. O resultado

foi expresso em U/L. (Valor referencial: 10-40 U/L)
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Gama glutamil transferase (GGT) — utilizou-se o método cinético colorimétrico de Szasz
(Szasz, 1976). O resultado foi expresso em U/L. (Valor referencial: Homens 2-30 U/L,
Mulheres 1-24 U/L)

Creatinina sérica — dosada pelo método de Jaffé (Reacdo de Jaffé). O resultado foi
expresso em mg/dL (Valor referencial: 0,6 — 1,3 mg/dL).

Albumina sérica — determinado por método BCG Dye Binding (verde de bromocresol). O
resultado foi expresso em g/dL (Valor referencial: 3,4 — 4,8 g/dL).

Alfa Feto Proteina — determinado por quimioluminescéncia. O resultado foi expresso em
Ul/mL (Valor referencial: 0,5 — 5,5 Ul/mL).

3.3.2 Exames soroldgicos
O anticorpo contra o VHC (anti-VHC) foi determinado pelo método de
imunoensaio enzimatico de terceira geracdo (ELISA UBI® - HCV EIA 4.0, Beijing United

Biochemical, China).
3.3.3 Exames de biologia molecular

3.3.3.1 Reacgdo em cadeia da polimerase com transcri¢do reversa (RT-PCR) para o
diagnostico da presenca do virus da hepatite C.

Foram utilizados “Kits” AMPLICOR® Roche verséo 2.0, para o
isolamento, amplificagdo e deteccdo do genoma Viral, seguindo as instrucdes do
fabricante. O teste consiste: extracdo e isolamento do RNA viral, transcricio reversa e
amplificacdo, e deteccao através de reacédo de hidridizacao.

O RNA viral foi isolado a partir do soro por lise das particulas virais, seguida de
precipitacdo com alcool, sendo que um controle interno € adicionado a solucdo de lise
no inicio do processo. O RNA viral e o controle interno sédo transcritos e amplificados
simultaneamente utilizando “primers” especificos, nucleotideos e enzima RTthDNA
polimerase, que tem funcdo de transcriptase reversa e polimerase, possibilitando assim
a transcricdo do RNA em cDNA e posteriormente a amplificacdo deste cDNA. Apds a

amplificacao é realizada reacdo de hibridizacdo dos produtos amplificados por sondas
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oligonucleotidicas especificas dos alvos e deteccdo dos produtos amplificados e fixos a

sonda em microplacas por método colorimétrico.

3.3.3.2 Genotipagem
O método empregado foi o “nested” RT-PCR descrito por Garson
(Garson et al, 1990 a; Garson et al, 1990 b).

- Sintese do DNA complementar (cDNA)

A partir da obtencdo do RNA viral, iniciou-se entdo o processo da transcrigcao
reversa a 37°C por 1 hora, seguindo-se a inativacdo da enzima a 95°C por 10min.,
utilizando-se dNTPs, inibidor de RNAses (RNAsin — Invitrogen®), “primer” especifico e
a enzima transcriptase reversa (M-MLV RT - Invitrogen®). Este processo foi realizado

em termociclador da Hybaid modelo Touchdow.

- “Nested" PCR

ApGs o processo de sintese do cDNA seguiu-se, entdo, a PCR, utilizando-se
“primers” especificos. Realizou-se a primeira amplificacdo através de programa
especifico, em termociclador. A “nested” PCR foi realizada a partir do produto
amplificado na primeira reacao, utilizando-se dois “primers” internos e programa
especifico. Ao final da reacdo foi obtida a amplificacdo de um segmento do genoma de

aproximadamente 200pb.

- Identificacdo do material amplificado

Para a identificacdo do fragmento gendmico amplificado, foram realizadas
corridas eletroforéticas. As amostras diluidas foram aplicadas em gel de agarose. Como
controle de eficiéncia da corrida eletroforética e para a avaliagdo do tamanho do
fragmento amplificado, o padrdo de peso molecular (100pb ladder DNA - Gibco®), foi
aplicado junto com as amostras. O gel foi analisado em um transluminador e foi

observada a existéncia ou ndo de bandas.



19

- Sequenciamento — caracteriza¢do genotipica

Os fragmentos genbmicos do VHC amplificados pela técnica da PCR, foram
seqiienciados, em equipamento ABI377 (PE Biosystems ©), utilizando o “kit” “DNA

sequencing kit Big Dye ™ Terminator” da Applied Biosystems® (Sanger et al, 1977).

3.4 Andlises estatisticas

Para caracterizar as varidveis quantitativas, apresentamos medidas
resumos, tais como: média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo. E para as
variaveis qualitativas, utilizou-se o nUmero de casos e o0s valores percentuais.

Para comparar as variaveis quantitativas entre os grupos, utilizou-se
o teste de Kruskal-Wales e de Mann-Whitney.

Para comparar as variaveis qualitativas entre os grupos, utilizou-se o
teste do qui-quadrado com correcao de Yates ou o teste exato de Fisher quando
aplicavel.

Para avaliar o teste de Elisa, considerou-se o exame do PCR como
padrdo ouro, e calculou-se a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo.

Considerou-se diferenga significativas quando p < 0,05 (a < 5%).

Os dados foram analisados no Epi Info™ , versao 3.3.2.
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4. RESULTADOS

4.1 Anédlise geral

Foram avaliados 194 pacientes do ambulatério de nefrologia da
Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo, no periodo de julho de 2003 a janeiro de
2006. Sendo que 89 pacientes eram portadores de insuficiéncia renal crbnica em
tratamento dialitico e 105 receptores de transplante renal.

Nove pacientes, que se encontravam em hemodialise, foram
submetidos a transplante renal no periodo do estudo, motivo pelo qual foram avaliados
em duas situacdes. Foram excluidos 2 pacientes do grupo de dialise, por apresentarem
co-infeccdo pelo virus da hepatite B. Desse modo, foram incluidos no estudo 183

pacientes, sendo 87 em dialise e 105 receptores de transplante renal.
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4.2 Dados demogréaficos

A média de idade dos pacientes do grupo de dialise foi de 46 + 15
anos (9 a 77 anos), enquanto que no grupo transplantado foi de 40 £ 12 anos (18 a 71
anos) (p<0,05). No grupo de pacientes em dialise, 43 eram do sexo masculino e 44 do
sexo feminino, no grupo de receptores de transplante renal 52 eram do sexo masculino
e 53 do sexo feminino. Em relacdo a etnia, 47 pacientes eram da etnia branca e 40 néo
branca no grupo em dialise, enquanto que 68 eram da etnia branca e 37 ndo branca no
grupo de receptores de transplante renal. Ndo houve diferenca significante entre os

grupos guanto a etnia e o sexo (Tab. 1).

TABELA 1: Comparacdo dos dados demograficos dos pacientes com
insuficiéncia renal crébnica em dialise e receptores de transplante renal

Grupo D (Diélise) Grupo T(Transplante) P
Numero de Casos 87 105
Idade (anos) 0,0080
Média + DP 46 £ 15 40+ 12
Minimo-Méaximo 9-77 18-71
Mediana 46 40
Etnia 0,0863
Branca 54% (47/87) 65% (68/105)
N&o Branca 46% (40/87) 35% (37/105)
Sexo 0,5522
Masculino 49,4% (43/87) 49,5% (52/105)
Feminino 50,6% (44/87) 50,5% (53/105)

p * < 0,05. Teste de Mann-Whitney e teste exato de Fisher
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4.3 Avaliacado da sensibilidade e especificidade do teste soroldgico

Nos 183 pacientes avaliados nos dois grupos (D e T), incluindo 9
pacientes que foram avaliados em duas ocasides (no periodo em dialise e ap6s o
transplante), foram realizadas coletas de sangue trimestrais e sequenciais, e realizados
430 exames sorologicos (imunoensaio enzimatico — ELISA 32 geracdo) e de biologia
molecular (RT-PCR). Observou-se deteccdo do anticorpo (anti-VHC) pelo método de
ELISA em 24% (103/430) dos exames. Utilizando como padrdo ouro a deteccdo do
VHC pelo RT-PCR a sensibilidade foi de 95,9% e a especificidade de 97%, com valor
preditivo positivo (VPP) de 90,3% e valor preditivo negativo (VPN) de 98,8% (Anexo 1).

Nos oitenta e sete pacientes do grupo em dialise (D), foram
realizados 187 exames soroldgicos (imunoensaio enzimatico — ELISA 32 geracéo) e de
biologia molecular (RT-PCR). Observou-se deteccdo do anticorpo (anti-VHC) pelo
método de ELISA em 23% (43/187) dos exames. A sensibilidade foi de 100% e
especificidade de 95,4%, com VPP de 83,7% e VPN de 100% (Anexo 1).

Nos cento e cinco pacientes do grupo de receptores de transplante
renal (T), foram realizados 243 exames sorologicos (imunoensaio enzimatico — ELISA
32 geracdo) e de biologia molecular (RT-PCR), sendo observado a deteccdo do
anticorpo (anti-VHC) pelo método de ELISA de 32 geragdo em 24,7% (60/243) dos
exames. A sensibilidade foi de 93,4% e especificidade de 98,4%, com VPP de 95% e
VPN de 97,8% (Anexo 1).

A alta sensibilidade e especificidade encontrada no teste soroldgico,
mostra que o0 mesmo € eficaz no diagnéstico do VHC na populagéo estudada.

N&o se observou, nos pacientes em dialise ou em receptores de

transplante renal, viragem soroldgica no periodo estudado.

4.4 Prevaléncia do VHC

A prevaléncia do VHC nos 87 pacientes em dialise foi de 19,5%
(17/87), enquanto que nos 105 receptores de transplante renal foi de 25,7% (27/105).
N&o houve diferenca estatistica na prevaléncia do VHC entre os grupos (Tab. 2 e Fig.
2).



TABELA 2: Prevaléncia do Virus Hepatite C em 87 pacientes com
IRC em didlise e 105 receptores de transplante renal

Grupo VHC + p
Dialise (D) 19,5% (17/87) 0,400
Transplante (T) 25,7% (27/105)

p*<0,05. Teste do qui-quadrado.

n= 105

19,5%

g Didlise (D) g Transplante (T) ‘

FIGURA 2: Prevaléncia do Virus da Hepatite C em 87
pacientes com IRC em didlise e 105 receptores de
transplante renal

24
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4.4.1 Genotipagem do VHC
Com relagdo a distribuicdo dos gendtipos do VHC, ndo houve

diferenca significante entre os dois grupos (D e T) (p= 0,6281) (Tab. 3).

TABELA 3: Distribuicdo dos genétipos do virus da hepatite C nos grupos
de pacientes em dialise (n= 17) e receptores de transplante renal (n= 27).

GENOTIPO Grupo D (Diélise) Grupo T (Transplante) p
1a 52,9% (9/17) 51,9% (14/27) 0,6281
1b 35,3% (6/17) 37% (10/27)
3a 11,8% (2/17) 3,7% (1/27)
NR 0% (0/17) 7,4% (2/27)

NR - Genatipo ndo realizado
p*<0,05. Teste do qui-quadrado.
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Distribuicdo dos genétipos do VHC no grupo de pacientes em didlise e em
receptores de transplante renal

No grupo de pacientes em didlise (D) a distribuicdo dos gendétipos do
VHC foi de 52,9%, 35,3% e 11,8% para os genotipos la, 1b e 3a respectivamente

(Fig.3).

12%

53%

35%

'mla m1b O3a |

FIGURA 3: Distribuicdo dos genétipos do VHC no grupo de pacientes em
dialise (D)

No grupo de receptores de transplante renal (T) a distribuicdo do
genotipo do VHC foi de 51,9%, 37% e 3,7% para 0s genétipos la, 1b e 3a
respectivamente, sendo que em dois casos nao foi possivel a realizagcdo do gendtipo

(7,4% dos casos) (Fig. 4).

4% 1%

52%

'm1a M1b O3a ONR)|

FIGURA 4: Distribui¢cdo dos genotipos do VHC no grupo de receptores de
transplante renal (T)
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4.5 Avaliacao dos fatores de risco

Os 87 pacientes do grupo de didlise foram divididos em dois
subgrupos, portadores do VHC (D +) e néo portadores do VHC (D-). A média do tempo
em didlise dos pacientes do subgrupo D — foi menor quando comparada com oS
pacientes do subgrupo D +. N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os

dois grupos quanto ao numero de transfusdes sanguineas e o tipo de dialise (Tab. 4).

TABELA 4: Comparacédo das caracteristicas dos 87 pacientes do grupo em
didlise (D), portadores (n=17) ou ndo (n=70) do VHC.

D - D+ p
Tempo Diédlise (meses) 0,0269
N 57 14
Média + Desvio Padrao 46 + 29 65 + 30
Minimo-Maximo 8-149 29-120
Mediana 36 60
Numero Transfusdes 0,0864
N 45 12
Média = Desvio Padrao 4+5 10+ 14
Minimo-Maximo 0-25 0-50
Mediana 2 5
Tipo Dialise 0,2604
N 70 17
DPAC 11 1
Hemodialise 59 16

p * < 0,05. Teste de Mann-Whitney e teste exato de Fisher.
D —, pacientes em dialise néo portadores do virus da hepatite C
D +, pacientes em dialise portadores do virus da hepatite C

N, numero de casos; DPAC, Didlise peritoneal ambulatorial continua
Informacdes sobre tempo de didlise foram obtidas de 57 pacientes do grupo D —
e de 14 pacientes do grupo D +, e do nimero de transfusdes sanguineas em 45
pacientes do grupo D — e de 12 pacientes D +.
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Os 105 transplantados renais foram divididos em dois subgrupos,
portadores do VHC (T +) e n&o portadores do VHC (T -), ndo houve diferenca no tempo
apos transplante renal entre os dois subgrupos. O tempo de dialise antes do transplante
e 0 numero de transfusdes sanguineas foram significativamente maiores no subgrupo
de portadores do VHC. Nao houve diferenca significativa do tipo de didlise realizada

pelos dois subgrupos (Tab. 5).

TABELA 5: Caracteristicas dos 105 pacientes do grupo de receptores de
transplante renal (T) portadores ou ndo do VHC.

T- T+ P
Tempo Transplante (meses) 0,5235
N 78 27
Média + Desvio Padrao 8772 89 + 64
Minimo-Maximo 7-331 12-255
Mediana 61 69
Tempo Didlise (meses) < 0,0001
N 72 26
Média *+ Desvio Padrao 30+ 22 89 + 56
Minimo-Maximo 0-108 30-228
Mediana 25 64
Numero Transfusdes 0,0001
N 72 26
Média + Desvio Padrao 545 12+8
Minimo-Maximo 0-21 0-30
Mediana 3 11
Tipo Dialise 0,1035
N 71 26
DPAC 7 0
Hemodialise 64 26

p * <0,05. Teste de Mann-Whitney e Teste exato de Fisher.
T —, receptores de transplante renal ndo portadores do virus da hepatite C
T +, receptores de transplante renal portadores do virus da hepatite C

N, numero de casos; DPAC, Didlise peritoneal ambulatorial continua.
Informacgdes sobre tempo de didlise e numero de transfusfes sanguineas foram
obtidas de 72 pacientes do grupo T — e de 26 pacientes do grupo T +, e sobre o
tipo de dialise pré-transplante de 71 pacientes T — e 26 pacientes T +.
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No grupo de pacientes transplantados, 51,3% receberam rins de
doador falecido e 48,7% de doador vivo.

4.6 Imunossupressores utilizados em receptores de transplante renal

Em relagcdo aos imunossupressores utilizados apds o transplante
renal, o subgrupo T + fez uso com maior freqiéncia do micofenolato de mofetil,
enquanto o subgrupo T — utilizou mais comumente azatioprina. Quanto ao uso dos
demais imunossupressores ndo houve diferenca estatistica (Tab. 6).

TABELA 6: Tipo de Imunossupressores utilizados no grupo de receptores
de transplante renal (T) com ou sem a infeccéo pelo VHC.

T- T+ P
NuUmero de casos 78 27
Imunossupresséao

Azatioprina 61,5% (48/78) 25,9% (7/27) 0,0013
Micofenolato 30,8% (24/78) 63% (17/27) 0,0033
Ciclosporina 59% (46/78) 59% (16/27) 0,5820
Tacrolimus 25,6% (20/78) 25,9% (7/27) 0,5815
Sirolimus 2,6% (2/78) 3,7% (1/27) 0,5941
Prednisona 100% (78/78) 100% (27/27)

p* < 0,05. Teste do qui-quadrado e teste exato de Fisher
T—, receptores de transplante renal ndo portadores do virus da hepatite C
T +, receptores de transplante renal portadores do virus da hepatite C
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4.7 Avaliacao bioquimica

Trimestralmente no periodo de nove meses, foram coletadas
amostras de sangue dos pacientes em dialise (n=87) e dos receptores de transplante
renal (n=105) para analise dos seguintes parametros bioquimicos: ALT, AST, GGT,

AFP, albumina e creatinina séricas, e urina para dosagem da proteinuria de 24h.

4.7.1 Comparacdo dos valores meéedios das enzimas hepaticas e da albumina
sérica entre 0s grupos

A comparacdo dos valores médios destes parametros laboratoriais
entre pacientes em dialise e receptores de transplante renal com ou sem infecgéo pelo
VHC séo apresentados na tabela 7 e anexo 2.

Os valores médios da ALT, AST, e GGT foram significativamente
mais elevados em pacientes com o VHC quando comparados com 0s pacientes sem o
VHC, independentemente se pacientes em dialise ou receptores de transplante renal.

Nos pacientes com a infeccdo pelo VHC, os valores médios de ALT
foram semelhantes entre os pacientes em dialise e os receptores de transplante renal,
enquanto que o valor médio da AST foi maior nos transplantados renais. Observou-se
também, que os valores médios de ALT e AST dos pacientes em dialise encontravam-
se dentro dos limites normais de referéncia, e discretamente acima nos receptores de
transplante renal. Os valores médios da GGT foram semelhantes entre os pacientes
(D+ e T+), entretanto encontravam-se 3 a 4 vezes acima do limite superior de referéncia
(Tab. 7, Fig. 5,6 e 7).

A comparacgéo dos valores médios da AFP mostrou somente aumento
significativo nos receptores de transplante renal com o VHC em relacdo aos sem
infeccdo, porém dentro dos limites normais de referéncia (Tab. 7 e Fig. 8).

A tabela 7 também mostra as compara¢fes entre as meédias da
albumina sérica, os receptores de transplante renal com infeccdo pelo VHC
apresentaram menores valores que os demais pacientes transplantados, embora dentro

dos valores normais de referéncia (Fig. 9).



TABELA 7: Analise comparativa dos dados bioquimicos coletados no periodo
de 9 meses entre 87 pacientes em didlise (D) e 105 receptores de transplante
renal (T), com ou sem infecc¢ao pelo VHC.

D - D+ T- T+
ALT (U/L)
N exames 157 42 205 72
Média + DP 206 +11,4 34,7+233* 19,1 +9,8 41 £ 26,7 **
Minimo-Maximo 5e81 6 e 109 7e76 16 e 162
Mediana 19 28,5 16 33
AST (U/L)
N exames 157 42 205 72
Média + DP 18,3+7,4 29,3+21,6* 19,7+6,6# 36,3+20,3* 8§
Minimo-Maximo 5e49 7 e 135 8 e 56 15e 120
Mediana 17 23,5 19 30
GGT (U/L)
N exames 156 41 202 69
Média + DP 498+56,6 94,8+105,1* 352+402# 129,7+131,2**
Minimo-Maximo 9 e 406 8 e 594 6 e 293 18 e 484
Mediana 32,5 60 20 74
AFP (Ul/ml)
N exames 28 12 149 58
Média + DP 1,4+0,7 1,9+0,8 1,4+0,7 2,2+0,8**
Minimo-Maximo 0,5e 3,7 1,0e 3,6 0,5e4,8 0,6e5
Mediana 1,2 1,78 1,3 2,2
ALBUMINA (g/dL)
N exames 19 13 205 73
Média + DP 42 +0,4 3,9+0,6 4,2 +0,3 4,0+0,4*
Minimo-Maximo 3,5-4,9 2,3e4,6 28e5,1 2,7e4,6
Mediana 4,2 4,1 4,2 4

ALT, alanino aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; GGT, gama glutamiltransferase;

AFP, alfa feto-proteina.

Teste de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney

* p<0,05 D-vs.D+ # p<0,05D-vs.T-

** p<0,05 T-vs.T+ 8§ p<0,05D+vs.T+
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p<0,0001
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FIGURA 5: Comparacao das médias da alanino aminotransferase entre pacientes em didlise(D) e
receptores de transplante renal (T), com ou sem infeccao pelo virus da hepatite C.

_ p=0,0037 g
a0+ p=0.008 =0,0001

(UIL)

- O+ T- T+

|IAST. Yalores de referéncia 8 a 3370

Figura 6: Comparagdo das médias da aspartato aminotransferase entre pacientes em dialise(D) e
receptores de transplante renal (T), com ou sem infec¢do pelo virus da hepatite C.
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FIGURA 7: Comparacao das médias da gama glutamiltransferase entre pacientes em diélise(D) e
receptores de transplante renal (T), com ou sem infeccao pelo virus da hepatite C.
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FIGURA 8: Comparacao das médias da alfa fetoproteina entre pacientes em didlise(D) e
receptores de transplante renal (T), com ou sem infec¢do pelo virus da hepatite C.
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FIGURA 9: Comparacado das médias da albumina sérica entre pacientes em diélise(D) e
receptores de transplante renal (T), com ou sem infeccao pelo virus da hepatite C.
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4.7.2 Comparacao dos valores médios da creatinina e proteinuria

Como esperado, os valores da creatinina sérica foram maiores nos
pacientes em dialise do que nos receptores de transplante renal, e ndo houve diferenca
significativa quando comparados os receptores de transplante renal com ou sem o VHC
(p= 0,3046). A proteinuria de 24h analisada somente no grupo de pacientes
transplantados (T- versus T+) foi significativamente mais elevada nos pacientes com
infeccdo pelo VHC (p= 0,0015) (Tab. 8).

TABELA 8: Analise comparativa da creatinina e proteiniria de 24 horas, coletados no periodo
de 9 meses, entre 87 pacientes em dialise (D) e 105 receptores de transplante renal (T), com
ou sem infeccdo pelo VHC.

D - D+ T - T+
CREATININA(mg/dL)
N exames 144 38 189 68
Média = DP 95+3,1 8,6+1,8 1,7+£0,8# 19+18
Minimo-Maximo 3,5e259 47e11,6 0,8e4,7 0,8e55
Mediana 9 8,7 1,5 1,7
PTU 24h(qg)
N exames 198 69
Média = DP 0,46 £ 0,9 1,40 £ 2,4 **
Minimo-Maximo 0eb5,2 0e94
Mediana 0 0
PTU 24h, proteinuria de 24 horas
Teste de Mann-Whitney *p<0,05 D-vs.D+ # p<0,05D-vs.T-

**p<0,05 T-vs.T+ § p<0,05D+ vs.T+
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4.7.3 Comparacado da frequéncia de pacientes infectados pelo VHC com enzimas
hepéticas persistentemente normais ou elevadas

A tabela 9 mostra que né&o houve diferenca das frequéncias de
pacientes com o VHC, que evoluiram no periodo estudado com os valores das enzimas
hepéticas persistentemente normais ou acima dos valores de referéncia. Entretanto,
observou-se que aproximadamente 50% dos pacientes evoluiram com valores de ALT e
AST persistentemente normais ALT (D+) 56,3% e (T+) 48,1%; AST (D+) 68,8% e (T+)
51,9%. Por outro lado, foi maior a freqiéncia de pacientes que evoluiram com GGT
persistentemente elevada em ambos os grupos. Todos os pacientes evoluiram com
valores normais de AFP (Tab. 9, Fig. 10, Fig. 11, Fig. 12 e Fig. 13).

TABELA 9: Comparacgdo das frequiéncias entre 16 pacientes com IRC em dialise (D+) e 27
receptores de transplante renal (T+) com infeccdo pelo VHC, que evoluiram com enzimas
hepéticas persistentemente normais ou elevadas no periodo estudado.

D+ T+ *D
ALT(UIL)
</=40 56,3% (9/16) 48,1% (13/27)  0,4219
>40 43,8% (7/16) 51,9% (14/27)
AST(UIL)
</=33 68,8% (11/16) 51,9% (14/27)  0,2228
>33 31,3% (5/16) 48,1% (13/27)
GGT(UIL)
Homens: </=30 33,3% (1/3) 8,3% (1/12)  0,3714
>30 66,7% (2/3) 91,7% (11/12)
Mulheres: </=24 15,4% (2/13) 6,7% (1/15)  0,4444

>24 84,6% (11/13) 93,3% (14/15)

AFP(UI/mI)

</=5,5 100% (8/8) 100% (26/26)
>5,5 0% (0/8) 0% (0/26)

D+, pacientes com IRC em dialise portadores do VHC; T+, receptores de transplante renal com

VHC.

ALT, alanino aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; GGT, gama glutamiltransferase;

AFP, alfa feto proteina.

*p < 0,05, Teste do qui-quadrado e teste exato de Fisher.
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FIGURA 10: Comparacao das freqiiéncias entre FIGURA 11: Comparacao das freqiéncias
pacientes com infec¢éo pelo VHC, em dialise e entre pacientes com infecg¢éo pelo VHC, em
transplante renal, que evoluiram com ALT didlise e transplante renal, que evoluiram com
persistentemente normais ou elevadas. AST persistentemente normais ou elevadas.
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FIGURA 12: Comparacéo das frequéncias entre FIGURA 13: Comparacéo das frequéncias
pacientes em dialise e transplante renal, entre pacientes em dialise e transplante renal,
com infecg¢éo pelo VHC, que evoluiram com com infecgéo pelo VHC, que evoluiram com

GGT persistentemente normais ou elevadas. AFP persistentemente normais ou elevadas.
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Analisados em conjunto os dados apresentados nas tabelas 7 e 9,
concluiu-se que nos pacientes com o VHC, os parametros bioquimicos de atividade de
doenca hepatica (ALT, AST, AFP e albumina séricas) foram poucos alterados e
mantiveram-se com frequéncia persistentemente normais. Ao contrario, os valores
médios da GGT apresentaram maiores alteracbes e mantiveram-se com maior

freqUéncia persistentemente elevados no periodo estudado.
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5. DISCUSSAOQ

Na populacdo estudada de pacientes com insuficiéncia renal cronica
em dialise e receptores de transplante renal, a prevaléncia do VHC foi elevada e
semelhante em ambos os grupos. Na literatura também se observa prevaléncia
semelhante nos pacientes com insuficiéncia renal cronica em dialise e em receptores de
transplante renal (Knoll et al, 1997; Boletis, 2000b), sendo que a prevaléncia varia em
diferentes servicos de didlise, regides, paises e continentes (Huraib et al, 1995;
Mclintyre et al, 1994; Carneiro et al, 2001; Fabrizi et al 2002; Morales et al, 2002). As
raz0es para essas variagbes ndo sdo bem conhecidas. Entre outros fatores, a
variabilidade parece ser dependente da adocdo de estratégias e precaucbes para
prevenir a transmissdo do virus nas distintas unidades de dialise (Dalekos et al, 1998),
ou depender do teste diagndstico utilizado para detec¢do do VHC.

O teste sorolégico utilizado no presente estudo, mostrou alta
sensibilidade e especificidade no diagnéstico da infeccdo pelo VHC utilizando como
padrdo ouro o exame de biologia molecular (RT-PCR). O teste imunoenzimatico
(ELISA) tem vantagens no diagndstico, por apresentar pequena variabilidade e ser de
baixo custo (Abdel-Hamid et al, 2002). Entretanto, o teste de ELISA pode apresentar
falhas inerentes a populagédo de pacientes com insuficiéncia renal crénica em dialise
(Saab S et al, 2001; Zacks et al, 2001; Khan et al, 2004). Nestes pacientes 0s
anticorpos para o VHC podem ndo ser detectaveis (Kalantar-Zadeh et al, 2005),
podendo ocorrer resultados falsos negativos nos estagios iniciais e finais da infeccéo,
devido ao sistema imunoldgico comprometido ou ao efeito da desnutrigdo, inflamacéo e
aterosclerose (Sindrome MIA), resultando na deficiéncia ou auséncia de resposta na
producéo de anticorpos (Almroth et al, 2002; Hanuka et al 2004; Borawski et al, 2005).
O mesmo ocorre em outros estados imunocomprometidos, como na fase avancada da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Ndimbie et al, 1996), ou em pacientes
imunossuprimidos, como é o caso dos receptores de transplante renal. Em estudo
recente, com pacientes diabéticos em didlise por longo tempo, observou-se que 0s

mesmos apresentavam frequentemente o teste de ELISA negativo e RNA-PCR positivo
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para o VHC, o que poderia ser consequéncia da imunossupressédo observada neste
grupo de pacientes (Kalantar-Zadeh et al, 2005). Alguns estudos mostram, na
populacdo geral, que o método de ELISA de 32 geracdo apresenta boa sensibilidade e
especificidade (93% a 100% e 77% a 93%, respectivamente) (Barrera et al, 1995;
Gerard et al, 1996), semelhante ao observado neste estudo em pacientes em dialise e
em receptores de transplante renal. Também, Dotta e col (Dotta et al, 2003) observam
alta prevaléncia de infeccdo pelo VHC em pacientes em hemodialise, independente do
teste diagnostico empregado.

Os testes moleculares que detectam o RNA-VHC, como o PCR
guantitativo e o qualitativo (RT-PCR), sdo considerados mais sensiveis, podendo
identificar os pacientes infectados pelo VHC, que apresentam o teste de ELISA
negativo (Kalantar-Zadeh et al, 2007). Porém, o estudo de Umlauf e col (Umlauf et al,
1997) demonstra que o método de PCR quantitativo pode apresentar sensibilidade
inadequada nos pacientes em dialise com carga viral baixa ou que apresentem um
padréo flutuante da viremia. Também o teste do PCR quantitativo pode ser afetado pela
presenca de heparina, usada rotineiramente durante a hemodialise e frequentemente
presente em amostras de sangue de pacientes em dialise (Zacks et al, 2001; Noiri et al,
2001; Khan et al, 2004). O RT-PCR ¢é mais sensivel que o PCR quantitativo, inclusive
em pacientes com insuficiéncia renal crénica em dialise (Khan et al, 2004). O RT-PCR é
um teste qualitativo ultra-sensivel no diagnostico da infec¢do pelo VHC, pois detecta
quantidades minimas do RNA do VHC, até 50 cépias/ml, o que permite identificacdo
precoce da replicacéo viral (Comanor et al, 2003; Gorrin et al, 2003; Hendricks et al,
2003). O RT-PCR apresenta especificidade de 99,6%, o que minimiza o risco de
resultados falso-positivos (Kalantar-Zadeh et al, 2005).

No presente estudo, quatro pacientes apresentaram discordancia nos
dois testes diagnoésticos. Destes, trés foram anti-VHC reagentes e RNA-VHC negativos,
um do grupo de receptores de transplante renal e dois do grupo de didlise. A
positividade do ELISA associada a negatividade do RT-PCR poderia ser consequente
ao virus da hepatite C estar localizado no figado e em células mononucleares
periféricas, e ndo na corrente sanguinea (Willems et al, 1994; Fabrizi et al, 1995). Além

disso, os niveis de viremia podem oscilar, o VHC pode transitoriamente desaparecer da
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corrente sangiliinea e ndo estar presente no soro no momento da coleta ou ainda o
namero de copias de RNA se encontrar abaixo do limite de deteccdo do teste.
Finalmente, a presenca do anticorpo pode persistir mesmo apos o desaparecimento do
RNA-VHC, representando infeccdo passada (Farci et al, 1991; Dwight et al 1994;
Iwasaki et al, 2000).

No grupo de receptores de transplante renal, um paciente apresentou
anti-VHC nao-reagente e RNA-VHC positivo. Este fato poderia ser explicado pela
utilizacdo da imunossupressdo farmacolégica, que suprimiria ou modificaria a resposta
imunoldgica de alguns pacientes (Bouchardeau et al, 1993). Nesse caso, 0 tempo para
producdo de anticorpos anti-VHC pode ser bem maior do que o esperado para
pacientes imunocompetentes. No periodo estudado ndo se observou soroconversao em
nenhum dos grupos estudados.

Nos ultimos anos, com o surgimento dos testes de biologia molecular,
o VHC foi classificado em onze gendtipos, sendo seis principais, com seus subtipos
(Simmonds et al, 1995). Sabe-se que a prevaléncia desses gendtipos diferem de
acordo com a localizagédo geografica, e o seu conhecimento € importante na escolha da
melhor terapéutica.

Neste estudo, o subtipo do VHC mais frequientemente observado nos
pacientes em dialise e receptores de transplante renal foi o l1la, o que difere da
distribuicdo observada em pacientes infectados pelo VHC na populacéo geral brasileira,
onde o subtipo 1b é o predominante (Mendes-Correia et al, 2001).

Na literatura os relatos sdo escassos e heterogéneos, a respeito da
comparacdo da distribuicdo dos genoétipos do VHC entre pacientes em dialise e
receptores de transplante renal. Na maioria dos paises estudados, o subtipo 1b foi o
mais prevalente entre pacientes em hemodialise (Bouchardeau et al, 1995; Colleoni et
al, 1996; Lee et al, 1996; Benani et al, 1997; Bogomolski-Yahalom et al, 1997; Burjel et
al, 1998; Chan et al, 1998; Schneeberger et al, 1998). Nos Estados Unidos, estudo
entre pacientes em didlise identificou o subtipo 1a como o mais prevalente (Natov et al,
1999). Na Siria, o subtipo mais prevalente foi 4a (Abdulkarim et al, 1998), e na Itélia o
subtipo 3a foi predominante (Calvo et al, 1998). Somente os estudos de Colleoni e col,

e Natov e col mencionam que a distribuicdo dos gendtipos entre os pacientes em
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hemodialise € similar aqueles pacientes sem doencga renal (Colleoni et al, 1996; Natov
et al, 1999).

No Brasil, a prevaléncia dos diferentes genétipos do VHC entre
pacientes em dialise e receptores de transplante renal ainda ndo esta bem
documentada. Embora a predominancia do genotipo 1 tenha sido descrito em pacientes
em hemodidlise (Oliveira et al, 1999), e em receptores de transplante renal (Bassit et al,
1999), a técnica de genotipagem utilizada nestes estudos ndo permitiu a identificacdo
do subtipo predominante. No presente estudo, ndo houve diferenca significante na
prevaléncia do subtipo 1a do VHC entre os dois grupos estudados. Recentemente, na
cidade de Sao Paulo também foi descrito a predominancia do subtipo 1a nos pacientes
em hemodialise e em receptores de transplante renal (Perez et al, 2003).

Embora os fatores responséaveis pela predominancia do subtipo 1a do
VHC nestas duas populacdes ndo tenham sido identificados, varios fatores podem ter
contribuido para isso: este subtipo pode ser melhor adaptado em situacbes de
imunossupressdo, ou ser mais facilmente transmitido de um paciente para outro no
ambiente de hemodidlise, ou ainda poderia ter sido selecionado a partir de infecgéo
mista (Qian et al, 2000). Vérias linhas de evidéncia sugerem a possibilidade de sele¢éo
do subtipo 1a do VHC depois de um periodo de infeccao mista. Estudo experimental em
chimpanzés portadores de infec¢ao crénica com o subtipo 1b, e a inducdo de uma nova
infeccdo pelo subtipo la demonstrou que apoOs vinte e duas semanas, somente
permaneceu o subtipo 1la (Okamoto et al, 1994). Esta tendéncia de prevalecer o subtipo
la apos um periodo de infec¢cdo mista, também foi observado em 13% de pacientes em
hemodialise. Outro fator que poderia dificultar a identificacdo de infeccdo mista, é que a
mesma é frequentemente transitoria e permanece apenas por um pequeno periodo de
tempo (Widell et al, 1995; Qian et al, 2000). No presente estudo, n&o foi encontrado
paciente com infec¢cdo mista pelo VHC.

As diferencas na distribuicdo dos genoétipos do VHC entre os
pacientes com doenca renal em comparagdo ao observado na populagdo geral
brasileira, tém relevancia clinica, visto que ha evidéncias que a infeccdo mista, pode
agravar o curso clinico da hepatite C em pacientes submetidos a transplante renal

(Mendes-Correia et al, 2001). Portanto, seria prudente investigar o genotipo do VHC



44

antes de se utilizar 6rgaos de doadores anti-VHC positivo em receptores portadores do
virus.

Dentre os fatores de riscos que podem ter influenciado na prevaléncia
do VHC, no presente estudo foi o tempo de tratamento dialitico maior nos pacientes
infectados pelo VHC, semelhante ao observado na literatura (Boero et al, 1995;
Rostaing et al, 1997). No grupo de receptores de transplante renal o numero de
transfusdes sanguineas foi maior nos individuos infectados, enquanto que no grupo de
pacientes em dialise ndo houve diferenca no niumero de transfusfes entre os individuos
infectados e nao infectados pelo VHC, provavelmente pelo menor nimero de pacientes
gue informaram tal antecedente. O tipo de dialise mais frequiente nos portadores do
VHC foi a hemodialise. A literatura mostra que os fatores de risco de maior importancia
sdo: maior numero de transfusbes sanguineas, o0 tempo e o tipo de dialise
(especialmente a hemodidlise) (Mathurin et al, 1999). O doador falecido foi mais
freqiente nos transplantados renais infectados pelo VHC, fato semelhante ao
observado na literatura (Boletis, 2000b), possivelmente devido 0 mesmo permanecer
maior tempo em dialise quando comparado ao receptor de doador vivo.

Em relagdo aos imunossupressores utilizados pelos pacientes
transplantados renais infectados pelo VHC, o micofenolato de mofetil foi mais frequente
do que a azatioprina, devido ao maior conhecimento dos efeitos hepatotdxicos da
azatioprina. A azatioprina pode produzir elevacéo assintomatica das enzimas hepaticas,
hepatite colestatica, doenca hepatica venooclusiva, hiperplasia regenerativa nodular e
fibrose de veia hepética (Perry, 1992; Pol et al, 1996). A incidéncia de hepatotoxicidade
induzida pela azatioprina varia entre 2% a 10% (Sumethkul et al, 2002). A ciclosporina
também pode produzir hepatite colestatica (Horina et al, 1993; Tunger et al, 2000). E
descrito que a viremia provocada pelo VHC aumenta significantemente apds um ano de
tratamento com micofenolato (Rostaing et al, 2000). Por outro lado, outro estudo mostra
que o micofenolato reduz a incidéncia de recorréncia do VHC apos transplante
hepéatico, se o tempo de exposi¢do a este medicamento for maior que um ano (Fasola
et al, 2002). Sumethkul e col (Sumethkul et al, 2002), relatam que o uso clinico de
micofenolato em pacientes com infeccbes por hepatite viral submetidos a transplante

renal, apresenta eficacia e seguranca aceitaveis, sendo seu uso justificavel. Porém, sdo
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necessarios outros estudos que avaliem a histologia hepatica com o0 uso dessa
medicacdo e analisem regimes antivirais apropriados para receptores de transplante
renal com infec¢éo pelo VHC.

Em relagcéo ao perfil bioquimico de atividade de doenca hepatica pelo
VHC em pacientes com doenca renal, tem sido relatado que os valores séricos de ALT
estdo elevados em até 67%, inferior ao observado nos individuos sem doenca renal,
que oscila em torno de 75% (Fabrizi et al, 2002, Conry-Cantilena et al, 1996). No
presente estudo, as médias dos valores de ALT e AST foram mais elevadas nos
pacientes com o VHC quando comparado aos nao infectados, em ambos 0s grupos,
porém dentro ou discretamente acima dos limites normais de referéncia.

Nos portadores do VHC, tanto do grupo em dialise quanto no grupo
de receptores de transplante renal, ndo houve diferenca dos valores médios de ALT.
Observou-se também, que aproximadamente cerca de 50% dos pacientes com o VHC
em ambos os grupos evoluiram com valores de ALT e AST persistentemente normais.
Em pacientes com IRC em dialise com o VHC que apresentam valores normais de ALT
e AST, alguns autores encontraram histologia hepética pouco alterada, enquanto que
outros observaram fibrose hepética avancada (Rampino et al, 1999; Besisik et al, 2000;
Perez et al, 2006; Cotler et al, 2002; Luzar et al, 2003). Outros autores sugerem que
pacientes em didlise, em geral tém valores normais de alaninoaminotransferase
provavelmente devido a fatores relacionados a uremia ou a didlise (Guh et al, 1995;
Yasuda et al, 1995; Hung et al, 1997). Também, em transplantados renais infectados
pelo VHC séo frequentes valores normais de ALT (Fabrizi et al, 2001b; Giordano et al,
2003). Os mecanismos responsaveis por estas diferencas da populacdo geral com o
VHC, ainda ndo sédo conhecidos (Perez et al, 2005b). Tem sido especulado que as
drogas imunossupressoras possam ter um papel, uma vez que foi demonstrado que a
prednisona reduz os niveis de ALT em pacientes com o VHC (Fong et al, 1994). Outro
estudo sugere uma possivel participacdo da ciclosporina na reducdo dos niveis da
referida enzima (Morales et al, 1993).

No presente estudo, nenhuma diferenca nos valores médios da ALT
foram observados entre os pacientes em didlise e os receptores de transplante renal

com o VHC. Os valores médios da AST nos receptores de transplante renal foram
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discretamente elevados em relagdo aos valores de referéncia e maiores que nos
pacientes em dialise E possivel que estes valores sejam resultados da persisténcia,
apos transplante renal dos mecanismos responsaveis pela reducdo nos valores das
aminotransferases em pacientes urémicos, acrescido do efeito dos imunossupressores
(Yasuda et al, 1995).

Por outro lado, os valores médios da gama glutamiltransferase (GGT)
foram mais elevados quando comparados aos ndo portadores do virus, em ambos o0s
grupos de estudo. Também, observou-se alta frequiéncia de portadores do VHC com
valores dessa enzima persistentemente elevados, tanto nos pacientes em didlise
guanto nos receptores de transplante renal. Na populacdo geral, alguns estudos
mostram diferentes taxas de aumento da GGT em pacientes com infeccéo crbnica pelo
VHC, variando de 38,4% a 70% (Sansonno et al, 1992; Hwang et al, 2000). No Brasil,
Silva e col (Silva ISS et al, 2004) relatam na populagcdo geral, niveis aumentados da
GGT em 48% de pacientes com infec¢do crénica pelo VHC, embora o aumento tenha
sido discreto (em média 1,6 vezes acima do limite superior de referéncia), enquanto que
nos pacientes do presente estudo, o aumento dos valores médios da GGT foi ao redor
de 3 a 4 vezes acima do limite superior de referéncia. Ha controvérsias na literatura
sobre as causas do aumento da GGT na populagdo geral com infec¢do pelo VHC.
Gianninni e col (Gianninni et al, 2001) mostram associacao da lesao do ducto biliar com
niveis elevados da GGT. Contrariamente, no estudo de Mihm e col (Mihm et al, 1996),
no qual foi avaliada a resposta ao tratamento com interferon em pacientes com hepatite
C cronica, nao foi encontrado relacédo entre lesdo do ducto biliar e os valores séricos da
GGT. No estudo de Silva e col (Silva ISS et al, 2004), os achados histolégicos mostram
grau mais intenso de atividade necroinflamatéria, sem evidéncia de colestase nos
pacientes com infec¢do cronica pelo VHC e com niveis elevados de GGT, sugerindo
gue a atividade da GGT pode estar relacionada com necrose de células hepaticas.

Nos nefropatas em didlise ou receptores de transplante renal, ha
poucas informacdes na literatura sobre as possiveis alteracdes da GGT. Em receptores
de transplante renal infectados pelo VHC, alguns estudos mostram a presenca de
colestase secundaria a hepatite colestatica fibrosante ou lesdo de ducto biliar
(Zylberberg et al, 1997; Toth et al, 1998; Delladetsima et al, 1999 e 2001; Boletis et al,
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2000a). Contrariamente, estudo brasileiro realizado em receptores de transplante renal,
mostra a presenca de colestase, poréem com infiltrado inflamatoério portal menos intenso
apesar da necrose confluente ser mais freqiente do que observado em pacientes
imunocompetentes (Perez et al, 2005b; Perez et al, 2006). Essa menor atividade
inflamatéria na regido portal e periportal provavelmente resulta da acdo das drogas
imunossupressoras, que reduzem a intensidade do processo necroinflamatorio imuno-
mediado, uma vez que também observou-se quadro semelhante em outros estados de
imunodeficiéncia, como na sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Guido et al, 1994;
Perez et al, 2005b).

Estudo recente, em portadores do VHC sem doencga renal, encontrou
associacao entre fibrose hepatica grau 3 e 4 e aumento da GGT sugerindo que esta
pode ser um marcador indireto de doenca hepética mais avancada (Silva ISS et al,
2004).

O aumento da atividade da GGT € encontrada em hepatdcitos e em
varias outras células presentes no tecido hepatico de pacientes com infecgdo cronica
pelo VHC, como nas células biliares, células endoteliais e células inflamatorias
(Paolicchi et al, 2005). Entretanto, somente a GGT derivada dos hepatécitos €
encontrada no soro, enquanto que as outras formas de GGT, ndo associadas com
lipoproteinas ou albumina, sdo rapidamente removidas do sangue e nao contribuem
dessa forma para a atividade sérica da GGT (Huseby NE, 1981, 1982 e 1993). O
aumento da atividade intra-hepética da GGT modula diversos mediadores inflamatorios
como leucotrienos, éxido nitrico e interleucinas podendo estar envolvida no progndstico
da hepatite pelo VHC (Paolicchi et al, 2005).

Ha evidéncias recentes sugerindo a GGT como marcador bioquimico
para o desenvolvimento de aterosclerose (Paolicchi et al, 2004). O estudo de
Framingham realizado em 3451 individuos, relaciona aumento dos niveis séricos da
GGT como fator de risco para doenca cardiovascular e metabdlica (Lee et al, 2007).
Outros estudos também encontraram evidéncias da GGT como marcador de doenca
cardiovascular, como infarto do miocardio (Whitfield JB, 2001; Emdin et al, 2001;
Ruttmann et al, 2005; Lee et al, 2006) e acidente vascular cerebral (Jousilahti et al,

2000). A GGT elevada também esta associada com desenvolvimento de diabetes tipo 2
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(Perry et al, 1998; Meisinger et al, 2005) e hipertensdo arterial (Lee et al, 2003), que
sao importantes fatores que contribuem para doencas vasculares e renais (Ryu S et al,
2007). Tem sido sugerido associacao entre estresse oxidativo com deplecdo do
estoque de glutation e aumento compensatério dos niveis da GGT (Whitfield JB, 2001;
Lee et al, 2004).

A maioria dos pacientes que iniciam didlise, ja apresentam sinais de
aterosclerose avangada, uma vez que a inflamacao cronica, presente nestes pacientes,
€ amplamente conhecida como fator patofisiologico no desenvolvimento e progresséo
da aterosclerose (Pecoits-Filho et al, 2002; Stompor et al, 2006). M& nutricao,
inflamacédo e aterosclerose sdo comuns em pacientes com insuficiéncia renal cronica
em didlise e estas condices sdo associadas a doencas cardiovasculares (Tonbul et al,
2006). Portanto, o aumento da GGT observado no presente estudo poderia estar
relacionado aos fatores descritos acima, agravado pela agressdo hepética do VHC.
Porém, outros estudos sdo necessarios para verificar se esse efeito pré-oxidante do
catabolismo do glutation desta enzima hepatica nos pacientes com doencga renal
infectados pelo VHC, possa ser considerado um bom marcador de progressdo da
doenca hepatica ou de risco cardiovascular.

Na populagdo geral, a utilidade clinica da alfa-fetoproteina como
marcador de carcinoma hepatocelular é controversa. Farinati e col (2006) encontraram
baixa sensibilidade (54%) (Farinati et al, 2006), e Peng e col ndo encontraram diferenca
dos valores da AFP entre pacientes com anti-VHC positvo com e sem
hepatocarcinoma, e ndo consideram bom marcador diagnoéstico (Peng et al, 1999).
Pequenas elevagbes da AFP tem sido associadas com fibrose hepéatica avancada em
pacientes sem doenca renal com o VHC (Hu K-Q et al, 2004). No presente estudo,
todos os pacientes evoluiram com AFP dentro dos valores normais de referéncia. Nesta
populacdo ha poucos estudos que avaliam o valor da AFP.

Hu e col (Hu K-Q et al, 2005) encontraram alta prevaléncia de
hipoalbuminemia em pacientes com hepatite crénica pelo virus C e insuficiéncia renal
cronica, provavelmente relacionada a combinacdo de sindrome nefrética subjacente e

ma nutricdo. No presente estudo, contrariamente ao observado por Hu e col, os valores
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médios da albumina sérica estavam dentro dos limites normais, tanto nos pacientes em
dialise quanto nos transplantados renais.

No grupo de receptores de transplante renal a proteinaria foi maior
nos pacientes com o VHC quando comparado aos nao portadores. A literatura mostra
associacao significante entre proteinuria e a infec¢cdo pelo VHC (Huang et al, 2006).
Véarios estudos descrevem a presenca de crioglobulinemia e glomerulonefrite
membranoproliferativa nestes pacientes, sendo que a patogénese ndo é bem conhecida
(Johnson et al, 1993; Sens et al, 2005; Roccatello et al, 2007).

Cruzado e col (2001) avaliaram biépsias renais de receptores de
transplante renal com e sem infec¢do pelo virus da hepatite C, e observaram que
45,4% dos pacientes com a infeccdo apresentavam  glomerulonefrite
membranoproliferativa comparado com somente 5,8% dos pacientes sem a infecgédo. A
prevaléncia de glomerulopatia crénica do enxerto foi semelhante entre os pacientes
com ou sem a infec¢cdo, entretanto o prognaostico foi pior nos receptores de transplante
renal com o VHC. Mahmoud e col (2004) acompanharam receptores de transplante
renal por 9 anos, e verificaram que a presenca de infeccéo pelo VHC foi associada com

maior risco de proteindria e nefropatia crénica do enxerto.
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6. CONCLUSOES

Em pacientes com insuficiéncia renal crénica em dialise e receptores

de transplante renal com infeccao pelo virus da hepatite C observou-se que:

1- A prevaléncia da infeccao foi elevada e a distribuicdo dos gendétipos foi

semelhante, sendo mais freqiente o gendtipo 1a.

2- Entre os possiveis fatores de risco para a infec¢do, observou-se maior tempo de
dialise em ambos os grupos. O numero de transfusdes sanguineas foi maior em
receptores de transplante renal portadores do VHC, comparado com aqueles

sem infeccgéo.

3- Nas duas populagdes a sensibilidade e especificidade do teste sorolégico para o
diagnostico da infeccao foram altas.

4- A gama glutamiltransferase foi o marcador mais sensivel dentre os parametros
bioguimicos estudados de atividade da doenca hepética, nos dois grupos de

estudo.
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ANEXO 1: Avaliacdo da sensibilidade e especificidade, VPP e VPN dos
testes sorologicos(Elisa 32 geracdo) para diagnéstico do VHC, utilizando
como padréo ouro o RT-PCR.

Grupo n Sensibilidade Especificidade VPP VPN
Total de Exames 430 95,9% 97,0% 90,3% 98,8%
Grupo D (Diélise) 187 100,0% 95,4% 83,7% 100,0%
1° Exame 69 100,0% 96,5% 85,7% 100,0%
2° Exame 52 100,0% 95,1% 84,6% 100,0%
3° Exame 49 100,0% 95,0% 81,8% 100,0%
4° Exame 17 100,0% 92,3% 80,0% 100,0%
Grupo T (Transplante) 243 93,4% 98,4% 95,0% 97,8%
1° Exame 81 94,7% 98,4% 94,7% 98,4%
2° Exame 80 95,2% 98,3% 95,2% 98,3%
3° Exame 79 95,0% 98,3% 95,0% 98,3%

4° Exame 3 0,0% 100,0% 0,0%0 66,7%




ANEXO 2: Resultados estatisticos da comparacdo dos parametros
bioguimicos entre os subgrupos de estudo.

D-vs.D+ T-vs. T+ D-vs.T- D+vs. T+

p* p* p* p*
ALT (UIL) <0,0001 <0,0001  0,1646  0,0867
AST (UIL) 0,0001  <0,0001  0,0084  0,0037
GGT (U/L) 0,0003  <0,0001 <0,0001 0,1268
AFP (Ul/mL) 0,0606  <0,0001 08721  0,0860
ALBUMINA (g/dL} 0,1328  <0,0001 09156  0,9759
CREATININA (mg/dL) 0,1172 0,3046

P*<0,05. Teste de Mann-Whitney.
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RESUMO

A prevaléncia de infeccdo cronica pelo virus da hepatite C (VHC) e
seus genotipos diferem nos diversos paises e grupos étnicos. Nos pacientes com
insuficiéncia renal cronica (IRC) em didlise e nos receptores de transplantes renais, a
apresentacao clinica e a evolug¢do da doenca hepatica € atipica e ndo esta esclarecida.
O presente estudo se propds a comparar pacientes com IRC em dialise e receptores de
transplante renal quanto a prevaléncia e a distribuicdo genotipica do VHC, a
especificidade e sensibilidade do teste soroldgico e o comportamento dos marcadores
bioquimicos de atividade hepética da infec¢do pelo VHC. Coletaram-se amostras de
sangue, no inicio da avaliacdo e apdés o 3° 6° e 9° més para realizacdo do teste
sorolégico (ELISA de 32 geracdo), RNA-VHC qualitativo (RT-PCR), genotipagem do
VHC e dosagens séricas de alanino aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT), alfa fetoproteina (AFP),
albumina, creatinina e urina de 24h para dosagem da proteinuria. Foram avaliados 87
pacientes com IRC em didlise e 105 receptores de transplante renal, com idade média
de 46 + 15 vs. 40 £+ 12 anos, respectivamente (p<0,05), e ndo houve diferenga entre os
grupos com relacéo ao sexo ou etnia. A prevaléncia do VHC em pacientes com IRC em
dialise foi similar a dos receptores de transplante renal (19.5% vs. 25.7%, p=NS) e o
genotipo mais frequente foi 1 a. O teste soroldgico utilizado no presente estudo,
mostrou alta sensibilidade e especificidade no diagnostico da infeccdo utilizando como
padrdo ouro o RT-PCR. Nos pacientes com infeccdo pelo VHC, ndo houve diferenca
entre os valores meédios de ALT, GGT, AFP e albumina sérica entre os grupos, exceto a
AST que foi maior nos receptores de transplante renal. Os valores médios das
aminotransferases foram pouco elevados em relagéo aos valores normais de referéncia.
Nos dois grupos de estudo, a freqiéncia de pacientes com infeccdo pelo VHC que
evoluiram com estes parametros persistentemente normais foi ao redor de 50%. Por
outro lado, os valores médios da GGT foram 3 a 4 vezes acima do limite superior de
referéncia nos pacientes com infeccdo pelo VHC e foi alta a frequiéncia de pacientes

gue evoluiram com estes parametros persistentemente elevados. Conclusdes: a
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prevaléncia da infeccdo pelo VHC foi elevada e semelhante entre os dois grupos de
estudo, e em ambos o gendtipo mais freqiente foi 1 a. A sensibilidade e especificidade
dos testes soroldgicos utilizados para o diagnostico da infeccao pelo VHC foram altas.
Entre os parametros bioquimicos de atividade de doenca hepatica, a GGT foi o
marcador mais sensivel da doenca, tanto nos pacientes com IRC em dialise quanto nos

receptores de transplante renal.
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ABSTRACT

The prevalence of chronic infection by the hepatitis C virus (HCV) and
its genotypes vary among countries and ethnic groups. In patients with end-stage renal
disease (ESRD) and renal transplant recipients (RTR), the evolution of hepatic disease
is atypical and has not been established. This study compares the prevalence, HCV
genotypical distribution in ESRD patients on dialysis and RTR. Moreover, it aims to
periodically evaluate the specificity and sensitivity of the serological test and compare
the behavior of the biochemical markers of hepatic activity of the HCV infection in both
groups. ESRD patients on dialysis and RTR with functioning grafts were chosen
randomly and prospectively studied. Blood samples were taken at the beginning of the
evaluation and after 3, 6 and 9 months to perform the serological test (3" generation
ELISA), qualitative RNA-HCV (RT-PCR), genotyping (nested RT-PCR) of HCV and
serum dosages of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST),
gama-glutamyltransferase (GGT), alpha-fetoprotein (AFP), albumin and creatinine. A
24h urine test was performed. Eighty-seven ESRD and 105 RTR patients were
evaluated, mean age 46 £ 15 vs. 40 + 12 years, respectively (p<0,05), and there was no
difference between the groups as to gender or ethnicity. The prevalence of HCV in
ESRD patients was similar to that of the RTR ones (19.5% vs. 25.7%, p= NS) and the
most frequent genotype was 1 a. The periodic evaluation of specificity and sensibility,
positive and negative predictive values of 3" generation ELISA test were elevated,
utilizing RNA-HCV by RT-PCR as the gold standard. In the patients with HCV infection,
there was no difference among the mean values of ALT, GGT, AFP and serum albumin
between ESRD patients (D+) and the RTR (T+) ones, except that AST was higher in the
group of renal transplant recipients (T+). The mean values of ALT and AST were little
elevated in relation to the normal reference values, and the frequency of patients who
evolved with these parameters persistently normal were: ALT (D+) 56.3% and (T+)
48.1%; AST (D+) 68.8% and (T+) 51.9%. On the contrary, the mean values of the GGT
were 3 or 4 times over the superior reference limit and a larger frequency of the patients

evolved with values persistently elevated in the two groups [(D+) female 84.6% and
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male 66.7%, (T+) female 93.3% and male 91.7%]. It can be concluded that in the two
groups studied the prevalence of HCV infection was elevated and similar. For both
groups the most frequent genotype was 1 a. The sensibility and specificity of the
serological test for the diagnosis of HCV were high. Among the biochemical parameters,
GGT was the most sensitive HCV disease maker, both in ESRD patients on dialysis and

renal transplant recipients.
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APENDICE

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Santa Isabel, 305 — 4° Andar Santa Cecilia CEP 01221-010 S3o Paulo —-SP
Fone Fax: 3337-0188 E-mail: eticamed@santacasasp.org.br

S3o Paulo, 10 de maio de 2007.

Projeto n® 156/03
Informe este nimero para
identificar seu projeto no CEP

limo.(a).Sr.(a).
Dr.(a) José Ferraz de Souza

Departamento de Medicina

O Comité de Etica em Pesquisa da ISCMSP, em reuni&o ordinaria, dia 27/08/2003
e no cumprimento de suas atribuigdes, apos revisdo do seu projeto de pesquisa:
“Infecgdo pelo virus da Hepatite C em receptores de transplante renal e em
pacientes com insuficiéncia renal crénica em dialise. Estudo comparativo da
prevaléncia, distribuicdo genotipica e marcadores bioquimicos de doencga
hepatica”, emitiu parecer enquadrando-o na seguinte categoria:

E Aprovado (inclusive o TCLE);

Com pendéncias (ha modificagdes ou informagdes relevantes a serem
I:I atendidas em 60 dias, enviar as alteragdes em duas copias);

D Retirado, (por néo ser reapresentado no prazo determinado);

l__—J N&o aprovado: e

D Aprovado (inclusive TCLE -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido),
e encaminhado para apreciagdo da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
MS -CONEP, a qual devera emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos,
outrossim, que, segundo os termos da Resolugio 196/96 do Ministério da
Saude a pesquisa s6 podera ser iniciada apé6s o recebimento do parecer de

aprovacao da CONEP.
W/
W “

Prof. Dr. Daniel R. Mufioz
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
ISCMSP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
NOME DO PACIENTE.........

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o SEXO:MO FO
DATA NASCIMENTO: ......./l.......[.....
ENDERBCO ot s e i s sasssisiapin s a0 sgsames APTO: ...

CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPAGAO DE UM PACIENTE EM ESTUDOS DE PESQUISA.

TITULO DO ESTUDO: PREVALENCIA, GENOTIPAGEM E CARGA VIRAL SEQUENCIAL DO ViRUS DA
HEPATITE C, EM PACIENTES COM INSUFICIENCIA RENAL CRONICAEM HEMODIALISE, E EM
RECEPTORES DE TRANSPLANTE RENAL.

PESQUISADOR: Dr. José Ferraz de Souza CRM: 77421 CARGO/FUNCAQ: Médico/Segundo Assistente
DEPARTAMENTO DA 1.S.C.M.S.P.: Clinica de Nefrologia do Departamento de Medicina
CO-INVESTIGADOR(ES): Prof.Dra.Yvoty Alves Santos Sens e Prof.Dr.Carlos Alberto Longui

Meu médico me informou sobre a natureza, importancia e conseqiéncias deste estudo, e
os procedimentos com os quais eu terei que concordar. Fui informado(a) que terei que colher uma ou mais amostras
de sangue e urina para analise, no periodo de 18 meses(intervalo de 3 meses para cada coleta sangue), podendo
ocorrer hematoma no local da pungéo. Fui informado(a) também, que minha participagéo neste estudo € inteiramente
voluntéria, podendo me retirar do mesmo em qualquer momento, sem ser afetado qualquer outro tratamento médico; e
que os resultados dos exames serdo me informados e tratados como estritamente conficenciais. Eu li e entendi
esteTermo de Consentimento Informado. E tempo adequado foi dado para decidir-me sobre a participagao no estudo.
Eu também entendi que minha participacéo neste estudo nao tera nenhuma compensacéo financeira. Eu declaro
livremente que dei meu consentimento para participar deste estudo.

Nome do paciente (Letras maidsculas)

Assinatura da paciente Data

Eu, Dr. José Ferraz de Souza, confirmo que o estudo foi totalmente explicado ao paciente.

Assinatura do Investigador Data
Em caso de emergéncia, por favor contacte imediatamente:
Dr. José Ferraz de Souza
Endereco: Rua Cesario Mota Junior, 112 — Santa Casa de Sao Paulo — Prédio Conde Lara(1° andar) ou Unidade
Renal. Telefones. 3224-0122 R= 5870 e 5277
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Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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