1 INTRODUCAO

A infeccdo crbnica pelo virus da hepatite C (Hepatitis C Virus ou HCV)
constitui um dos maiores problemas de saude publica no mundo. A prevaléncia da
infeccdo pelo HCV vem sendo estimada com base na andlise de resultados da
freqUéncia do marcador sérico anti-HCV, principalmente em individuos pré-doadores
de sangue. Em 1997, segundo estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
3% da populagao mundial foram infectados pelo HCV, representando mais de 170
milhées de individuos com risco de desenvolvimento de cirrose hepatica e cancer de
figado (carcinoma hepatocelular). A prevaléncia da infecgdo variou entre valores
inferiores a 0,1% em paises como Suécia, Finlandia, Noruega e Reino Unido, até
18,1% no Egito. Neste dltimo, foram registradas as maiores taxas de
soroprevaléncia, em grande parte devida a administragdo de medicamentos
injetaveis realizada em campanhas de tratamento da esquistossomose realizadas no
periodo 1961-1986 (Frank et al., 2000). A estimativa mais recente da OMS revelou
uma taxa global de soroprevaléncia de anticorpos anti-HCV de aproximadamente
2%, representando uma reducdo para 123 milhdes de individuos infectados em todo
o0 mundo na ultima década. Além disso, levando-se em consideracdo uma estimativa
de 70 — 85% como a propor¢ao de individuos que evoluem com infeccao crbnica, a
OMS estimou em 86 a 104 milhdes o niumero de individuos que podem estar com
infecgcéo crénica pelo HCV (Perz et al., 2004).

O Ministério da Saude (MS) do Brasil criou, em 5 de fevereiro de 2002, o
Programa Nacional para a Prevencdo e o Controle das Hepatites Virais (PNHV),
visando ao aprimoramento de um conjunto de agdes de salude relacionadas as
hepatites virais, com agdes de prevencgao e assisténcia aos pacientes com hepatites
virais. No entanto, a real prevaléncia da infecgcdo pelo HCV permanece ainda
imprecisa em nosso Pais. A OMS (1997) estimou que 2,60% da populacao brasileira
ja foram expostos ao HCV. Através de inquérito de carater nacional sobre o perfil
epidemiologico da infeccao pelo HCV no Brasil, foi elaborado um relatério pelo
Grupo de Estudo da Sociedade Brasileira de Hepatologia, no qual a freqiéncia do



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



marcador anti-HCV em pré-doadores de sangue foi estimada em 1,23%,
representando mais de 2,1 milhées de individuos (Fonseca, 1999). Com base em
dados da rede de hemocentros de pré-doadores de sangue, a freqiéncia do
marcador anti-HCV variou entre as macro-regides brasileiras: 0,28% no Centro-
Oeste, 0,43% no Sudeste, 0,46% no Sul, 0,55% no Nordeste e 0,62% no Norte (MS,
2002). Para estimar a frequéncia das hepatites virais (A, B e C) nas diversas
macro-regides brasileiras e identificar fatores de risco associados a essas infecgdes,
o MS em convénio com a Universidade de Pernambuco e Organizacao
Panamericana de Saude vem realizando, desde 2004, inquérito soroepidemiolégico,
de base populacional, nas capitais do Pais. A fase de pesquisa de campo ja foi
concluida em algumas macro-regides, e resultados preliminares mostraram taxa de
prevaléncia de anti-HCV variando entre 0,94 e 1,89% na faixa etaria compreendida
entre 10 e 69 anos (MS, 2008). Andrade et al. (2006) estimaram em 0,90% a
prevaléncia da infec¢do pelo HCV com base na deteccao de anticorpos anti-HCV em
pré-doadores de sangue no Estado do Rio de Janeiro (Brasil).

Em termos de saude publica, a grande importancia da infeccao pelo HCV nao
se restringe apenas ao enorme numero de individuos acometidos. Tanto a infecgao
aguda como a cronica pelo HCV sao geralmente assintomaticas, conferindo carater
silencioso a infeccdo. Esse fato, aliado a alta taxa de cronicidade da infeccao,
contribuem a longo prazo para o desenvolvimento de complicacbes graves como
cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (Ascione et al., 2007). Embora seja um
virus essencialmente hepatotropico, a presenca do RNA viral ja foi demonstrada em
sitios extra-hepéticos, como diferentes subpopulacbes de células do sangue
periférico: linfécitos B, linfécitos T, mondcitos, células dendriticas e plaquetas (Lerat
et al.,, 1998; Ramos-Casals e Font, 2005). A interacdo do HCV com plaquetas do
sangue periférico, bem como a destruigdo imunoldgica das mesmas parecem
constituir dois dos principais mecanismos envolvidos na patogénese da
trombocitopenia (reducdo da contagem de plaquetas do sangue periférico)
associada ao HCV (Hamaia et al., 2001; Kajihara et al., 2003). Essa alteracao
hematologica se destaca dentre as diversas manifestacées extra-hepaticas da
infeccéo pelo HCV devido suas implicacbes terapéuticas (Dieterich e Spivak, 2003;
Afdhal et al., 2008).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

O reconhecimento da transfusdo sanglinea como procedimento de risco para
as hepatites virais adveio de estudos que descreveram séries de casos novos de
hepatites pods-transfusionais (HPT), incluindo alguns casos fatais, dentre os
individuos que haviam recebido transfusdo sangtiinea nos ultimos seis meses. Além
disso, maiores taxas de incidéncia de HPT foram registradas dentre os individuos
que receberam multiplas transfusées (Kunin, 1959; Allen e Sayman, 1962; Grady e
Chalmers, 1964; Hampers et al., 1964).

Na década de 60, o Instituto Nacional da Saude (National Institutes of Health
ou NIH), dos Estados Unidos da América (EUA), iniciou uma série de trés estudos
prospectivos sobre HPT em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca. O primeiro
estudo (jan 1965 a out 1968) teve como objetivo determinar a incidéncia das HPT e
sua associacdo com a procedéncia das unidades de sangue transfundidas. Esse
estudo demonstrou freqiéncia total de 38% de casos de HPT, porém 42 (51%) dos
82 pacientes que receberam transfusdo de sangue proveniente de doadores
remunerados apresentaram HPT, sendo a maioria dos casos pertencentes a forma
anictérica (29/42), ao passo que nenhum caso de HPT foi registrado no grupo
constituido por 28 pacientes que receberam transfusdo de sangue proveniente de
doadores voluntarios (Walsh et al., 1970). O segundo estudo (set 1968 a fev 1970)
teve como objetivo investigar a incidéncia de HPT em 92 pacientes, estratificados de
acordo com a positividade ou nao para o antigeno de superficie do virus da hepatite
B (Hepatitis B Surface Antigen ou HBsAgQ) nas unidades de sangue transfundidas, e
demonstrou freqiéncia total de 33% de casos de HPT. Esse estudo também
revelou que 11 (69%) dos 16 pacientes que receberam pelo menos uma unidade de
sangue com positividade para o HBsAg apresentaram HPT, uma proporcéao



significantemente superior aquela observada no grupo dos 76 pacientes que
receberam transfusdo de sangue proveniente de doadores com sorologia negativa
para o HBsAg, no qual 19 (25%) apresentaram HPT. Além disso, 73% dos casos de
HPT registrados no grupo com positividade para o HBsAg apresentavam ictericia,
em contraste aos 26% de casos ictéricos registrados no grupo com sorologia
negativa para o HBsAg (Holland et al., 1973). O terceiro estudo (fev 1970 a mar
1971) demonstrou que 9 (7%) dos 126 pacientes estudados apresentaram HPT, dos
quais trés foram da forma ictérica, apds instituicdo de medidas preventivas como a
exclusao de doadores de sangue remunerados e doadores com positividade para o
HBsAQ, o0 que representou uma drastica redugéo (79%) do numero de casos novos
de HPT em relacéo ao estudo anterior (Alter et al., 1972).

Apesar da exclusao desses dois principais fatores de risco para as hepatites
virais, casos residuais de HPT néo relacionados aos virus da hepatite A (Hepatitis A
Virus ou HAV) e da hepatite B (Hepatitis B Virus ou HBV) continuaram a ser
notificados. Contudo, as evidéncias disponiveis ndo suportavam ainda a hipo6tese de
outra forma de hepatite viral, “hepatite tipo C” (Purcell, 1974, p.532). Prince et al.
(1974) relataram a ocorréncia de 51 casos de HPT em 204 pacientes submetidos a
cirurgia cardiovascular no Hospital da Universidade de Nova lorque, EUA, dos quais
36 casos (71%) nao apresentavam evidéncias epidemiolégica e clinica para hepatite
A, bem como sorolégica para hepatite por HBV e citomegalovirus (CMV) e
postularam a existéncia de um (ou mais) virus da hepatite tipo C como provavel
agente causal dessas formas de HPT. Feinstone et al. (1975) publicaram uma série
de 22 casos de HPT néo relacionados a esses agentes, bem como a outros agentes
hepatotropicos conhecidos, como o virus Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus ou EBV),
e sugeriram a participacdo de um (ou mais) agente viral, ainda nao identificado, na
etiologia das HPT. Knodell et al. (1975) registraram a ocorréncia de 34 casos (21%)
de HPT em 162 pacientes submetidos a cirurgia cardiaca em dois hospitais do
Exército dos EUA, dos quais 30 casos (88%) nao foram relacionados aos agentes
hepatotropicos conhecidos. O termo “hepatite ndo-A, ndo-B” (HNANB) foi introduzido
para descrever essa forma de hepatite (Alter et al., 1975a; Alter et al., 1975b).

A auséncia de marcador sorolégico associado a infeccao pelo(s) agente(s)
das HNANB, bem como de um modelo animal apropriado para a infeccao



experimental, dificultou a investigacao etiolégica das HNANB. A partir do final da
década de 70, diferentes grupos de pesquisadores demonstraram ser possivel a
transmissdo experimental do(s) agente(s) das HNANB aos chimpanzés pela
administracdo parenteral de diferentes materiais infecciosos de origem humana
(soro, plasma, fatores anti-hemofilicos — fator VIII, fator IX), tanto de individuos
hemotransfundidos que desenvolveram HPT, como de doadores implicados nos
casos de HPT (Hollinger et al., 1978; Alter et al., 1978; Tabor et al., 1978; Wyke et
al., 1979; Bradley et al., 1979; Bradley et al., 1981; Yoshizawa et al., 1982; Hollinger
et al., 1984; Bradley et al, 1985a; Prince et al., 1985). O acumulo de evidéncias
epidemioldgicas, clinicas, histopatoldgicas e ultra-estruturais, obtidas a partir de
estudos envolvendo chimpanzés e pacientes com HNANB, sustentou a hipbétese
inicial de haver mais de um agente causal para as HNANB (Prince et al., 1974; Alter
et al, 1978; Hollinger et al., 1978; Tabor et al, 1978; Wyke et al., 1979; Bradley et al.,
1979; Shimizu et al., 1979; Bradley et al, 1980; Hollinger et al., 1980; Dienstag,
1983a; Dienstag, 1983b; Bradley, 1985b).

Com o sucesso da infeccao experimental de chimpanzés, estudos posteriores
forneceram dados fisico-quimicos e ultraestruturais que tornaram evidente a
natureza viral do(s) agente(s) etiologico(s) das HNANB (Bradley et al., 1979; Bradley
et al, 1980; Bradley et al., 1981; Yoshizawa et al., 1982; Feinstone et al., 1983;
Hollinger et al., 1984; Bradley et al., 1985a; Bradley, 1985b; Prince et al., 1985; He et
al., 1987).

A partir de 1986, foi observado mais um declinio na incidéncia das HNANB
em decorréncia da adocdo, na triagem sorolégica dos doadores de sangue, da
dosagem da alaninoaminotransferase (Alanine aminotransferase ou ALT) e da
deteccdo de anticorpos contra o antigeno core do virus da hepatite B, como
marcadores associados ao risco aumentado de transmissdo dessa forma de hepatite
(Antibody to Hepatitis B Core Antigen ou anti-HBc) (Koziol et al., 1986).

Por mais de uma década, as tentativas de caracterizacdo do(s) agente(s)
etiolégico(s) das HNANB foram dificultadas, dentre outros fatores, devido sua
presenca em baixas concentragées no plasma e em amostras de figado humano e
de chimpanzés, bem como pela falta de um sistema eficiente de replicacao in vitro
(Shih et al., 1986).



Choo et al. (1989), utilizando-se de diferentes técnicas de biologia molecular,
relataram a clonagem e o seqienciamento genético parcial de amostra viral isolada
do plasma de chimpanzés infectados cronicamente pelo(s) agente(s) das HNANB.
Dessa forma, o agente causal das HNANB passou a ser denominado virus da
hepatite C (Hepatitis C Virus ou HCV). Os pesquisadores também demonstraram
que o genoma viral era constituido de uma molécula de RNA de polaridade positiva,
com aproximadamente 10.000 nucleotidios. Estudos anteriores ja haviam indicado
que esse agente viral apresentava envelope devido sua sensibilidade aos solventes
organicos, e diametro inferior a 80 nm (Bradley et al., 1985a; He et al., 1987). A
partir da identificagdo do genoma viral e do desenvolvimento de testes soroldgicos
utiizando antigeno recombinante (c100-3), estudos de soroprevaléncia
demonstraram que a grande maioria dos casos clinicos de HPT-NANB e HNANB
esporadica (adquirida em comunidade) tinha como agente etiolégico o HCV (Alter et
al., 1989; Choo et al., 1990; Alter et al., 1992). A detecgéo de anticorpos anti-c100-3,
produzidos mais tardiamente no curso da infeccao pelo HCV, foi associada a taxa de
soroprevaléncia de anticorpos anti-HCV mais baixa nos pacientes em fase aguda de
HPT-NANB (Kuo et al., 1989). Com a implementacao de ensaios imunoenzimaticos
de segunda geracao foi possivel incrementar a taxa de detecgédo de anticorpos anti-
HCV em doadores de sangue e pacientes com HPT (Aach et al., 1991).

2.2  Estrutura e organizacao genéomica do HCV

O HCV é um virus envelopado cujo genoma é formado por um filamento
simples de RNA, linear, de polaridade positiva, contendo aproximadamente 9.600
nucleotidios. O envelope viral € formado por uma camada bimolecular de natureza
lipidica derivado da membrana plasmatica da célula hospedeira, na qual séo
ancoradas as duas glicoproteinas do envelope codificadas pelo genoma viral, E1 e
E2. Internamente ao envelope, encontra-se o nucleocapsideo formado por varias

copias da proteina core que envolve o RNA viral (Penin et al., 2004) (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Representacdo esquemdtica
da estrutura da parficula do virus da
hepatite C. Disponivel em:
URL:http://www.trugene.com/Labs/HCV/P
age_1_HCV_Tech_Bulletin.pdf.(Acesso em:
25 mar. 2003). (Figura adaptada para o
portugués).

O genoma do HCV apresenta uma unica e longa fase de leitura aberta (Open
reading frame ou ORF) que abrange quase que todo o genoma viral e codifica uma
poliproteina precursora de cerca de 3.000 aminodcidos. Na extremidade 5’ dessa
fase de leitura, esta localizado o cdédon de iniciacdo AUG para metionina e, na
extremidade 3’, encontra-se o coédon de finalizacdo UGA. Mais de 10 proteinas
diferentes sao formadas como resultado do processamento proteolitico co- e pés-
traducional da poliproteina precursora, processamento esse dependente de
proteases codificadas pelo genoma viral (proteinases NS3 e NS2-NS3) e da célula
hospedeira (signalase ou peptidase sinal). As proteinas estruturais — proteinas do
nucleocapsideo ou core (C), glicoproteinas do envelope 1 (E1) e envelope 2 (E2) e
P7 estao localizadas na extremidade aminoterminal (N-terminal), e as proteinas nao-
estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) estdo localizadas na



extremidade carboxiterminal (C-terminal) da poliproteina (Figura 2.2) (Choo et al.,
1991; Houghton et al., 1991; Grakoui et al., 1993).
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Figura 2.2. Representacdo esquemdtica da organizacdo das proteinas derivadas da
poliproteina precursora codificada pelo genoma do virus da hepatite C.

Durante o processo de traducao da poliproteina precursora do HCV, a cadeia
polipeptidica em extensdo € dirigida para o interior do reticulo endoplasmético
rugoso (RER) através do seu dominio E1. Na extremidade C-terminal da proteina
core, ha uma pequena regido (de aproximadamente 20 aminoacidos) que funciona
como uma sequéncia sinal (peptideo sinal) necesséria a destinacao da glicoproteina
E1 ao interior do RER. A clivagem dessa sequéncia pela peptidase sinal presente no
interior do RER permite a liberacao da proteina core a partir da cadeia polipeptidica
em formacao. A proteina core imatura (com a seqiéncia sinal de E1) € composta de
191 aminoacidos e seu peso molecular € de aproximadamente 21 kDa.
Posteriormente, a seqiéncia sinal de E1 é removida por outra peptidase (Signal
peptide peptidase ou SPP) com atividade proteolitica ao nivel da camada
bimolecular de lipidios da membrana do RER, terminando a proteina madura
préxima do aminoacido da posicdo 179. A proteina core é rica em residuos de
arginina e lisina, o que Ihe confere um carater mais béasico. Essa caracteristica,
aliada a presenca de outra seqiéncia sinal (representada pelos aminoacidos das
posicbes 1-75), propicia sua interacdo com o RNA viral. Alem disso, na sua
extremidade N-terminal também foram descritos alguns dominios com potencial de
sinalizagdo para uma localizag&o intranuclear e para ligagdo ao DNA da célula. A
proteina core esta entre as proteinas mais conservadas do HCV (van Doorn, 1994;
Forns e Bukh, 1999; Major et al., 2001; Roingeard e Hourioux, 2008).

Embora uma pequena quantidade da proteina core seja encontrada no
nucleo, a maior quantidade dessa proteina esta presente no citoplasma, associada
as membranas do RER ou as goticulas lipidicas. A principal fungdo da proteina core



€ estrutural e esta ligada a formacao do nucleocapsideo viral. Contudo, devido a sua
capacidade de se associar com diferentes componentes celulares foram atribuidas a
essa proteina diversas outras funcdes, tais como: modulagcédo da transcricao génica,
na sinalizagdo, proliferacdo e morte celular, bem como sua interferéncia no
metabolismo lipidico, na oncogénese do carcinoma hepatocelular e na supressao da
resposta imune do hospedeiro (Penin et al., 2004).

Recentemente, foi descrita a descoberta de nova proteina, chamada proteina
F, de 17 kDa, de fungcao ainda desconhecida e sintetizada a partir do desvio da fase
de leitura (processamento por frame-shift) das seqiéncias da proteina core da
poliproteina precursora (Xu et al., 2001). Esse desvio constitui a fase de leitura
alternativa (Alternate reading frame ou ARF), sendo responsavel pela geracao de
proteinas quiméricas contendo segmentos da proteina core ligados covalentemente
a outros codificados pela ARF. As proteinas da ARF sdo produzidas durante a
infeccdo pelo HCV e sdo capazes de estimular respostas imunes especificas.
Embora o papel das proteinas da ARF na replicacdo viral ndo seja ainda conhecido,
especula-se que tais proteinas possam ser responsaveis por alguns dos efeitos
atribuidos a proteina core, como a inducado do cancer de figado e alteragbes da
resposta imune do hospedeiro (Branch et al., 2005).

As proteinas do envelope E1 e E2 sao proteinas transmembranas, com
dominios de 160 a 334 aminoacidos, respectivamente, localizados na extremidade
N-terminal voltados para a luz do RER, e um curto dominio transmembrana de
aproximadamente 30 aminoacidos na extremidade C-terminal. As proteinas do
envelope E1 e E2 formam heterodimeros ancorados a superficie da membrana
através do segmento transmembrana que contém uma sequiéncia sinal. Ambas as
proteinas sao sintetizadas a partir da clivagem enzimatica promovida pela peptidase
sinal do RER e sofrem glicosilacao ainda nas cisternas do RER. As glicoproteinas do
envelope E1 e E2 possuem pesos moleculares de aproximadamente 35 kDa e 70
kDa, respectivamente. As glicoproteinas E1 e E2 exibem alto grau de variabilidade
genética em suas sequéncias quando comparadas entre diferentes genétipos do
HCV, e mesmo entre subtipos do mesmo gendtipo. Na extremidade N-terminal da
proteina E2, ha uma regidao composta de 27 aminoacidos, das posi¢cées 1-27 da
glicoproteina E2 (correspondendo as posicdes 384—410 da poliproteina), que é
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caracterizada por extrema variabilidade na seqiéncia de aminoacidos e denominada
regidao hipervariavel 1 (Hypervariable region 1 ou HVR1). A regiao HVR1 contém um
importante epitopo para anticorpos neutralizantes produzidos durante a infec¢do
pelo HCV. A glicoproteina E2 de isolados do subtipo 1b do HCV apresenta outra
regiao hipervariavel, denominada HVR2, composta dos sete aminoacidos das
posicdes 91-97 da glicoproteina E2 (correspondendo as posi¢coes 461-480 da
poliproteina) (Kato, 2001). Recentemente, foi descrita uma terceira regido
hipervariavel, chamada HVR3, abrangendo os aminoacidos das posicoes 431-466
da glicoproteina E2 (Troesch et al., 2006).

As glicoproteinas do envelope possuem papel essencial no processo de
ligacdo do HCV ao receptor da célula e posterior inducao da fusao entre o envelope
viral e a membrana plasmatica da célula hospedeira. O sitio de ligacao ao receptor
CD81 esta localizado em uma regido do ectodominio da glicoproteina E2
compreendendo seqUéncias descontinuas entre os aminoacidos das posi¢coes 384 a
661. Owsianka et al. (2006) identificaram residuos de aminoacidos conservados
(W420, Y527, W529, G530 e D535) na glicoproteina E2 de todos os gendtipos do
HCV com papel critico na ligacdo do HCV a molécula CD81. Drummer et al. (2006)
estudaram o papel de residuos de aminoacidos localizados em uma regiao
conservada e continua (G**WLAGLFY) localizada entre as HVR1 e HVR2 da
glicoproteina E2 e demonstraram ter essa regiao papel funcional na ligacdo de E2 a
molécula CD81 e nos estagios subseqlentes do ciclo replicativo do HCV como a
fusédo do envelope viral as membranas celulares.

Além disso, a glicoproteina E2 € capaz de interagir com a proteina quinase R
(Protein kinase R ou PKR), cuja expressdo é induzida pelo interferon (IFN),
tornando-se ativa em presenga de RNA fita dupla. A proteina PKR associa-se ao
fator eucariotico 2 de iniciacao da tradugéo (Eukaryotic translation initiation factor 2
ou elF2) durante a sintese protéica. A proteina E2 possui importante dominio
formado por 12 aminoacidos com homologia para sitios de fosforilacao na proteina
PKR e do elF2 (PKR/elF2alpha phosphorylation homology domain region ou E2-
PePHD), sendo capaz de bloquear a atividade inibitéria da PKR sobre a replicagéo
viral. Assim, a interagdo E2-PKR parece constituir um dos mecanismos de
resisténcia viral ao interferon (Drazan, 2000).
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A proteina p7 é uma proteina composta de 63 aminoacidos, com dois
dominios transmembrana (N-terminal e C-terminal). Na extremidade C-terminal do
segmento transmembrana, existe um peptideo que funciona como seqiéncia sinal,
resultando da clivagem enzimatica do precursor E2-p7 pela peptidase sinal do RER.
A proteina p7 € uma proteina integral da membrana, sendo capaz de formar
hexameros envolvidos na formacao de canais para passagem de ions. Uma funcéo
moduladora sobre a permeabilidade da membrana foi atribuida a proteina p7, sendo
considerada uma virosporina com papel importante na maturacdao e liberacdo da
particula viral (Penin et al.,, 2004; Brass et al.,, 2006). A Figura 2.3 ilustra o
processamento das proteinas estruturais a partir da poliproteina precursora
codificada pelo genoma do HCV.
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Figura 2.3. Representacdo esquemdtica do processamento
das proteinas estruturais a partir da poliproteina precursora.
Locais de clivagem pelas peptidases de sinal localizadas na
luz do reticulo endoplasmdtico (RE) sé&o indicados por figuras
de pequenas tesouras: core/ET1, E1/E2, E2/p7, p7/NS2. Local de
clivagem por outra peptidase (Signal peptide peptidase ou
SPP) é indicado pela figura de pequena tesoura ao nivel da
bicamada lipidica da membrana do RE. Fonte: Roingeard P e
Hourioux C. (2008, p.1588). (Figura adaptada para o
portugués).

As proteinas ndo-estruturais apresentam grau variavel de heterogeneidade,
sendo mais conservadas as proteinas NS3 e NS5B (Bukh et al., 1997). A proteina
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NS2 €& uma proteina transmembrana, de aproximadamente 23 kDa, com a
extremidade C-terminal voltada para o interior do RER e a extremidade N-terminal
para o citossol. A sua Unica funcdo bioldégica conhecida € a participacdao na
composicdo do complexo proteolitico NS2-NS3, responsavel pela clivagem
autocatalitica da juncao NS2-NS3 da poliproteina precursora (Forns e Bukh, 1999;
Drazan, 2000). Essa protease dependente de zinco compreende toda a extenséo de
NS2 e um dominio localizado na extremidade N-terminal de NS3 (Penin et al., 2004;
Suzuki et., 2007).

A proteina NS3, de aproximadamente 70 kDa, € constituida de 631
aminoacidos. Trata-se de uma proteina multifuncional, uma vez que possui um
dominio constituido de 189 aminoacidos em sua extremidade N-terminal com
atividade de serino-protease, e outro dominio de 442 aminoacidos em sua
extremidade C-terminal com atividades de RNA-helicase e nucleotidio-trifosfatase
(NTPase). A proteina NS4A, de aproximadamente 8 kDa, € composta de 54
aminoacidos e forma com NS3 um complexo heterodimérico estavel, agindo como
um cofator necessario a atividade proteolitica de NS3. Nessa forma, a protease NS3
€ ativada, sendo capaz de promover tanto a clivagem no sitio de juncao NS3-NS4A
(acé@o cis) como a clivagem nos sitios de juncao de NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e
NS5A/NS5B (acao trans), resultando na sintese das proteinas NS3, NS4A, NS4B,
NS5A e NS5B.

A proteina NS4B ¢é uma proteina intrinseca da membrana, de
aproximadamente 27 kDa, composta de 261 aminoacidos, com as extremidades N-
terminal e C-terminal orientadas para o citossol. Embora pouco conhecida, a funcao
biolégica da NS4B parece estar relacionada a inducdo de modificagdes nas
membranas derivadas do reticulo endoplasmatico (RE), denominadas rede
membranosa, que servem de estrutura para a formacao do complexo de replicagéo
do HCV (Drazan, 2000; Kato, 2001; Penin et al., 2004; Brass et al., 2006).

A proteina NS5A, de aproximadamente 56 kDa, é uma fosfoproteina
composta de 447 aminodcidos. Foi atribuido a proteina NS5A papel na
determinacdo da resisténcia das células infectadas pelo HCV a terapia com IFN
devido a presenca de uma sequéncia de aminoacidos na extremidade N-terminal

(correspondente as posicoes 2209-2248 da poliproteina), conhecida como regiao
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determinante de sensibilidade ao interferon (/FN-sensitive determining region ou
ISDR). Inicialmente, muta¢cées no gene NS5A foram associadas a resposta ao IFN
em pacientes com infecg¢do cronica pelo HCV 1b (Enomoto et al., 1995; Enomoto et
al., 1996). Posteriormente, demonstrou-se que 0os mecanismos relacionados a essa
acao biologica da proteina NS5A envolvem a sua interagcdo com a proteina PKR por
meio do dominio de ligacdo a PKR (PKR binding domain ou PKRBD) — uma proteina
quinase que funciona como mediador intracelular da resisténcia antiviral induzida
pelo IFN pela inibicdo da fosforilagdo do elF2, interrompendo, assim, a sintese
protéica — bem como a inducdo da expressao de interleucina 6, uma citocina com
reconhecida acado inibitdria sobre a atividade antiviral do interferon. O dominio
PKRBD corresponde aos aminoacidos das posi¢des 2209—-2274 da poliproteina viral.
Ha, ainda, uma regiao dentro da NS5A, com alto grau de variabilidade genética,
chamada regidao variavel 3 (Variable region 3 ou V3), correspondendo aos
aminoacidos das posicées 2356—2379 (Gretch, 2001; Fane et al., 2005). Estudo
recente sobre a variabilidade genética da regido NS5A, em amostras de soro de
pacientes infectados com genétipo 1, revelou que a presenca de quatro ou mais
mutacdes no dominio PKRBD foi um fator preditivo de resposta virolégica ao final e
24 semanas apds o término do tratamento antiviral com IFN peguilado e ribavirina
(Munoz de Rueda et al., 2008).

A proteina NS5B, de aproximadamente 68 kDa, € constituida de 591
aminoacidos e apresenta o dominio Gly-Asp-Asp (correspondente aos aminoacidos
das posicoes 2737-2739 da poliproteina), que é totalmente conservado nas RNA-
polimerases dependentes de RNA encontradas em diferentes isolados do HCV e
outros virus com genoma RNA, sendo conferida a mesma uma atividade de RNA-
polimerase dependente de RNA. A Figura 2.4 ilustra o processamento das proteinas
nao estruturais a partir da poliproteina precursora codificada pelo genoma do HCV.

Selby et al. (1993) conseguiram expressar o0 genoma completo do HCV e,
com o uso de soro humano anti-HCV positivo e anticorpos monoespecificos contra
as proteinas codificadas pelo genoma do HCV, identificaram as diferentes proteinas
virais, além de determinarem a sua localizacdo intracelular pela técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFl). Os padrdes de IFI obtidos foram consistentes com

uma localizacado essencialmente extranuclear dessas proteinas, as proteinas NS3 e
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NS5B apresentando localizagéo citoplasmatica e as demais proteinas localizadas no
RE.

Citossol

Figura 2.4. Representacdo esquemdtica do
processamento das proteinas ndo-estruturais a partir
da poliproteina precursora. Observar a acdo
autocatalitica de NS2-NS3 e sitios de clivagem (setas)
do complexo NS3-NS4: NS3/NS4A, NS4A/NS4B,
NS4B/NS5A e NS5A/NS5B. RE = reticulo
endoplasmdadtico; NS2 = proteina ndo-estrutural NS2;
NS3 = proteina ndo-estrutural NS3; NS4B = proteina
ndo-estrutural NS4B; NSS5A = proteina ndo-estrutural
NS5A; NS5B = proteina ndo-estrutural NS5B. Fonte:
Penin F et al (2004, p.6). (Figura adaptada para o
portugués).

O genoma do HCV apresenta também duas regides nao-codificantes, nas
extremidades 5’ (5’NC) e 3’ (3'NC), que flanqueiam a unica fase de leitura aberta do

genoma viral (Figura 2.5).

F'NC

L

v

REGIAD REGIAD
ESTRUTURAL MAOQ ESTRUTURAL

Figura 2.5. Organizacdo gendmica do virus da hepatite C (HCV).
Regides 5 ndo-codificante (6'NC) e 3' ndo-codificante (3'NC)
flangueiom a Unica fase de leitura aberta do genoma do HCV,
composta de duas regides que codificam para proteinas estruturais e
nd&o-estruturais. IRES = infernal ribosome entry site. Fonte: Penin F et al
(2004, p.6). (Figura adaptada para o portugués).
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A regido 5’NC apresenta aproximadamente 341 nucleotidios, cuja sequéncia
€ altamente conservada entre os diferentes isolados do HCV, sugerindo importante
papel funcional na replicacao viral e expressao génica, além de ser considerada
apropriada para a selecao de oligonucleotidios iniciadores (ou primers) utilizados
nos testes de deteccao do HCV-RNA pela reacdo em cadeia da polimerase apos
sintese de DNA complementar por transcricdo reversa (Reverse transcriptase-
polymerase chain reaction ou RT-PCR) (Han et al., 1990; Choo et al., 1991;
Houghton et al., 1991; Bukh et al., 1992). Ao longo da regidao 5’NC e de um pequeno
trecho da extremidade 5’ da regido codificante (24 a 40 nucleotidios da regiao core),
o genoma do HCV apresenta uma série descontinua de quatro dominios com
estruturas secundarias (Internal ribosome entry site ou IRES) numerados de | a IV,
que desempenham papel importante na ligagdo do RNA viral a subunidade 40S do
ribossomo da célula hospedeira e na iniciacdo da sintese da poliproteina viral
(Figura 2.6). A subunidade 40S é posicionada de tal forma a entrar em contato com
0 codon de iniciacdo AUG através dos dominios Il e Ill. A ligacdo da proteina elF3
(Eukaryotic translation initiation factor 3 ou fator eucaridtico 3 de iniciagdo da
traducao) ao IRES e a subunidade 40S forma um complexo que permite o contato
do codon de iniciagdo AUG com o anticédon do RNA-t acoplado a metionina. A
ligacdo do IRES é capaz de induzir a alteracdo conformacional da subunidade 40S
que requer o dominio Il, indicando que o IRES do HCV possui papel regulador da
maquinaria envolvida no processo de traducao de proteinas da célula hospedeira
(Lytle et al., 2001; Penin et al., 2004). Na extremidade da regidao 5’NC, o genoma
viral apresenta ainda uma pequena seqiéncia com estrutura secundaria em forma

de grampo (Han et al., 1991).
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Figura 2.6. Representacdo esquemdtica das regides 5'ndo codificante (6’'NC) e parte do
core do HCV, contendo o sitio interno de entrada ribossomal (Internal ribosome entry site
ou IRES) e seus 4 dominios principais (, II, lll e IV). Em azul, as regides do IRES protegidas por
sitios de ligacdo no ribossomo. Em vermelho, as regides do IRES com papel crucial na
iniciacdo da traducdo. O cddon de iniciacdo AUG estd presente na estrutura secundadria
(adlca) do dominio IV. Fonte: Lytle JR et al. (2001, p.7634). (Figura adaptada para o
portugués).

A regido 3'NC do genoma do HCV apresenta estrutura tripartida, sendo
constituida por trés regides, dispostas no sentido 5—3’ na seguinte ordem: uma
regido de cerca de 40 nucleotidios, pouco conservada entre os diferentes isolados
do HCV e contendo estruturas secundarias; um trato de polipirimidina (poli-U ou poli-
UC) de extensao variavel; e uma seqiéncia de aproximadamente 98 nucleotidios,

altamente conservada e contendo estruturas secundarias, chamada cauda X ou 3'X.
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(Figura 2.7). A amostra protétipo do HCV (HCV-1) apresenta, entretanto, um trato de
poliadenina (poli-A) substituindo o trato de poli-U/UC (Choo et al., 1991; Han et al.,
1991). A presenca de delecbes ou substituicdes na regido 3'NC parece nao alterar a
estabilidade do RNA ou a traducao, porém ocasiona perda do potencial infectante,
sugerindo assim papel muito importante dessa regido na replicacdo viral (Forns e
Bukh, 1999; Drazan, 2000; Friebe e Bartenschlager, 2002).
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Figura 2.7. Representacdo esquemdtica da regido 3'ndo-codificante de um isolado do
HCV (HCV Conl; n® de acesso na base de dados EMBL, AJ238799) e sua estrutura
fripartida composta das regides varidvel, trato poli-U/UC e cauda 3'X. Presenca de duas
estruturas secunddrias ou alcas na regido varidvel e frés na cauda 3'X. A primeira alca
da regido varidvel é antecedida do cédon de finalizacdo UGA destacado em caixa.
Fonte: Friebe P e Bartenschlager R (2002, p.5327). (Figura adaptada para o portugués).

2.3 Classificacao taxonomica

O HCV compartilha similaridades de organizacdo genémica e estrutura da

poliproteina precursora com os pestivirus e flavivirus. As analises comparativas das
sequUéncias nucleotidicas das regides 5’NC e NS3, bem como o teor de sitios
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glicosilados na regido do envelope revelaram um grau maior de identidade molecular
com os pestivirus (Han et al., 1991; Choo et al., 1991; Bukh et al., 1992). Contudo, a
poliproteina do HCV apresenta perfil hidrofébico similar ao dos flavivirus. Por outro
lado, a comparacao entre sequiéncias de aminoacidos ao longo da poliproteina
desses virus revelou um grau limitado de identidade molecular em relagdo as dos
pestivirus e flavivirus (Takamizawa et al., 1991). Dessa forma, de acordo com o
Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus (/nternational Committee on
Taxonomy of Viruses ou ICTV), o HCV foi classificado como um novo género
(Hepacivirus) dentro da familia Flaviviridae, tendo HCV-1 como protétipo da espécie
(Robertson et al., 1998; Fauquet e Fargette, 2005).

Os agentes GBV-A, GBV-B e GBV-C/HGV foram incluidos também como
membros desta familia (Simons et al., 1995; Muerhoff et al., 1995; Linnen et al.,
1996). Analises filogenéticas indicaram que, entre os membros da familia
Flaviviridae, os virus GB estdo mais relacionados ao HCV. A comparagao entre as
sequéncias nucleotidicas das regides nao-codificantes do genoma viral revelou
relacdes mais estreitas do HCV com o GBV-B (Bukh et al., 1997). Atualmente, os
virus HCV e GBV-B sao incluidos como membros do género Hepacivirus (Thiel et
al., 2005).

2.4 Aspectos morfoldgicos e caracteristicas fisico-quimicas das particulas
do HCV

O virus da hepatite C foi o primeiro virus cuja identificacdo baseou-se quase
que integralmente na caracterizacdo de sua sequUéncia genbmica, antes da
descricao de sua caracterizacao morfoldgica por microscopia eletronica. Abe et al.
(1989) demonstraram a presenca de particulas semelhantes a virus (Virus-like
particles ou VLPs), esféricas, de 36 a 62 nm, com projecdes superficiais, em
amostras de soro humano e de chimpanzés com HNANB crénica, bem como no
citoplasma de hepatdocitos de chimpanzés com HNANB crénica. Além disso, os
autores reproduziram HNANB em dois chimpanzés inoculados com a fracdo do
gradiente de sacarose contendo VLPs. Takahashi et al. (1992) monstraram a
presenca de VLPs esféricas de 55 nm em amostras de plasma de doadores
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infectados pelo HCV. Contudo, esses estudos fracassaram em demonstrar a
reatividade das VLPs com anticorpos anti-HCV especificos contra a proteina do
envelope viral. Katio et al. (1994), por imunomicroscopia eletrbnica utilizando
anticorpos monoclonal e policlonal especificos contra a proteina do envelope do
HCV, detectaram a presenca de particulas (virions) com distribuicdo heterogénea
quando analisadas em gradiente de densidade de sacarose, provavelmente
relacionada a presenca de imunocomplexos circulantes nos individuos com infec¢ao
pelo HCV (Figuras 2.8 e 2.9). Os titulos virais mais elevados foram encontrados em
fracbes de 1,12 — 1,17 g/mL de gradiente de densidade de sacarose (Kaito et al.,
1994).

Figura 2.8. Micrografia eletrénica da particula
viral, de 855 a 65 nm de didmetro, com
projecdes finas de 6 nm de comprimento,
detectada em gradiente de densidade de
sacarose de 1,16 g/mL, de doador de sangue
anti-HCV +/HCV-RNA +. A barra de escala
representa 100 nm. Fonte: Kaito M et al (1994,
p.1756).
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Figura 2.9. Micrografia eletrénica da particula
do virus da hepatite C, de 55 a 65 nm de
diGmetro, visualizada através de
imunomicroscopia eletrénica com anticorpos
policlonais contra a proteina do envelope
viral, em fragdes de gradiente de densidade
de sacarose de 1,12 - 1,16 g/mL, de doador
de sangue anti-HCV  +/HCV-RNA  +,
Agrupamento de particulas de ouro coloidal
(indicado com seta) conjugadas com
anficorpo secunddrio na superficie revelando
a regido intferna (core) da particula viral. A
barra de escala representa 100 nm. Fonte:
Kaito M et al (1994, p.1757).

As particulas do HCV sédo esféricas, de 65 a 75 nm de didmetro, contendo
projecoes superficiais de aspecto espiculado e de 8 a 15 nm de extensao,
caracteristicas muito semelhantes aquelas dos flavivirus (Li et al., 1995). Ishida et al.
(2001), aplicando a técnica de rotacdo Optica associada a imunomicroscopia
eletrdnica, demonstraram que particulas do core possuem densidade de 1,22 — 1,25
g/mL em gradiente de sacarose, de 33 a 40 nm didmetro e morfologia semelhante a
de um icosaedro de simetria hexagonal, cada lado da simetria apresentando

aproximadamente 20 nm (Figura 2.10).
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Figura 2.10. Micrografia eletrénica da particula
core do virus da hepatite C, de 33 a 40 nm de
di@metro, visualizada através de
imunomicroscopia eletrébnica com anticorpos
policlonais contra a proteina do
nucleocapsideo viral, em fragdo de gradiente
de densidade de sacarose de 1,23 g/mL, de
plasma de doador de sangue HCV-RNA +.
Agrupamento de particulas de ouro coloidal
conjugadas com anficorpo secunddrio na
superficie revelando a regido interna (core)
da particula viral, de simetria hexagonal,
através da rotacdo optica. A barra de escala
representa 100 nm. Fonte: Ishida S et al (2001,
p.342).

Devido a presenca do envelope, as particulas do HCV mostram-se sensiveis
aos solventes lipidicos como o cloroformio, o que resulta na perda de sua
infecciosidade (Feinstone et al., 1983; Bradley et al., 1985a). Também podem ser
inativadas por formol em concentracdo 1:1000 durante 96 horas a 37°C (Tabor e
Gerety, 1980), por aquecimento a 1002 C por 5 minutos (Yoshizawa et al., 1982) ou
60° C por mais de 10 horas (Hollinger et al., 1984), por B-propiolactona e radiacao

ultravioleta (Prince et al., 1984; Prince et al., 1985).
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2.5 Diversidade genética do HCV

A grande diversidade genética do HCV é resultante de varias mutacdes que
ocorrem durante a replicacdo viral e tem implicacdes epidemioldgica, clinica,
diagnéstica, terapéutica e progndstica (Houghton et al., 1991; Bukh et al., 1995;
Bréchot, 1996; Bukh et al., 1997; Zein, 2000). Essa diversidade pode ser
demonstrada em diferentes regiées do genoma do HCV, sendo mais significativa
nas regides E1 e E2, e, freqlentemente, é acompanhada de alteracdes na
sequéncia de aminoacidos das glicoproteinas do envelope. As alteracdes
encontradas no genoma viral, principalmente na regido HVR1, durante o curso da
infeccdo, propiciam a emergéncia de variantes (quasispecies) nao reconhecidas por
anticorpos neutralizantes pré-existentes. Portanto, em um individuo infectado pode-
se detectar certo grau de heterogeneidade genética entre seqiéncias de um mesmo
gendtipo infectante do HCV (Bukh et al., 1995).

Com base na analise filogenética das seqtiéncias nucleotidicas de parte da
regiao NS5 (nucleotidios das posicoes 7975 a 8196 da amostra protétipo HCV-1,
pertencente ao genétipo 1a) do genoma viral, Simmonds et al. (1993) propuseram a
classificacdo do HCV em seis gendtipos principais, designados por numeros
arabicos (em ordem de descoberta) de 1 a 6, cada qual podendo ter varios subtipos
designados por letras minusculas (também em ordem de descoberta) a, b, ¢ etc.
Todos os gendtipos principais podem também ser identificados pelo seqlenciamento
nucleotidico da regido 5’NC, embora nessa regidao apenas poucas diferencas na
sequUéncia nucleotidica sdo observadas entre os gendtipos, 0 que nao permite a
diferenciagao precisa entre os subtipos. De acordo com o grau de similaridade das
seqUéncias da regiao NS5, as variantes do HCV foram assim classificadas:
diferentes isolados do mesmo genétipo apresentam 88 — 99% de similaridade,
diferentes subtipos do mesmo genoétipo possuem 74 — 86% de similaridade, e
diferentes isolados de gendtipos distintos possuem 56 — 72% de similaridade nas
seqUéncias nucleotidicas (Simmonds, 1995). Todavia, com base na porcentagem de
identidade de seqUéncia nucleotidica obtida a partir de sequéncias inteiras do
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genoma viral, o HCV foi distinguido em termos de gendtipos (65,7-68,9%), subtipos
(76,9-80,1%) e isolados (90,8-99,0%) (Bukh et al., 1995).

A recombinacdo homéloga entre os gendtipos do HCV é descoberta recente
que traz implicacbes para a classificacdo do HCV. Tal recombinacdo poderia ser
facilmente facilitada por alguns fatores como: sobreposicdo de distribuicdo
geografica dos gendtipos do HCV em diferentes partes do mundo, natureza do
comportamento de risco (por exemplo, o compartilhamento repetido de utensilios
entre usuarios de drogas endovenosas) e falta de imunidade protetora durante a
infeccao cronica pelo HCV. Atualmente, a frequéncia da recombinagcédo entre
diferentes genoétipos do HCV pode estar sendo subestimada, uma vez que poderia
ser dificil a sua caracterizagdo quando da ocorréncia entre isolados do mesmo
subtipo. Além disso, a analise comparativa entre as seqiéncias do HCV é
freqientemente realizada pelo estudo de regides subgenbmicas, ao invés do
genoma inteiro (Simmonds et al., 2005).

2.6 Distribuicao geografica dos genétipos e subtipos do HCV

Os genotipos do HCV apresentam diferencas significativas na distribuicdo em
todo o mundo, sendo os gendtipos 1, 2 e 3 com distribuicdo mundial e, os demais,
restritos a certas areas. Os subtipos 1a, 1b, 2b e 3a sdo os mais comuns dentre
isolados dos EUA e Europa ocidental, ao passo que os subtipos 1b, 2a e 2b séo
mais freqlentes no Japdo e Taiwan (McOmish et al., 1994; Zein et al., 1996). No
Oriente Médio (Kuait e Ardbia Saudita), no Egito, e na Africa Central (Republica
Democratica do Congo e Gabao) ha predominancia do genétipo 4. Na Africa do Sul,
0 genodtipo 5 é o mais prevalente, e o gendtipo 6 predomina em paises como China,
Taiwan, e do sudeste asiatico como Cingapura, Malasia, Vietna e Tailandia (Nguyen
e Keeffe, 2005).

No Brasil, os estudos referentes a distribuicdo dos gendétipos foram realizados
em individuos pré-doadores de sangue ou de base hospitalar. Na Regidao Centro-
Oeste, os gendtipos 1 (60,9% a 67,9%) e 3 (29,1% a 39,1%) foram os mais
prevalentes em pré-doadores de sangue (Martins et al., 1998; 2000; 2006; Amorim
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et al., 2004). Na Regido Sudeste, estudos prévios demonstraram maior prevaléncia
para os gendtipos 1 e, em menor proporgdo, o genotipo 3 (Stuyver et al., 1993;
Holland et al., 1996; Martins et al., 1998). Recentemente, Oliveira et al. (2007)
estudaram a prevaléncia dos genétipos do HCV em uma coorte de 3670 pacientes
em programa de avaliagdo pré-terapéutica em unidades de referéncia do Rio de
Janeiro, durante o periodo de 2000-2007, e observaram prevaléncia mais alta para
0s genotipos 1 (82,2%) e 3 (15,9%). Em Sao Paulo, os gendtipos mais prevalentes
foram 1 e 3, subtipos 1b (33,8%), 3a (30,8%) e 1a (21,5%) (Bassit et al., 1999a). Em
Minas Gerais, a distribuicdo dos genétipos do HCV em grupo de pacientes com
doencas hematoldgicas, a maioria representada por hemofilicos, revelou que 84,1%
e 13,6% dos pacientes apresentavam genétipos 1 e 3, respectivamente (Oliveira GC
et al., 1999). Os gendtipos 1 e 3 (subtipos 1a, 1b e 3a) foram os mais prevalentes
em Salvador, Bahia. Contudo, prevaléncia considerada mais alta para o subtipo 3a
(21,7% a 35,3%) foi registrada em relacdo aos dados da Regido Sudeste (Martins et
al., 1998; Silva et al., 2000; Parana et al., 2000; Code et al. 2003). Na Regido Sul,
também foi observada freqtiéncia mais elevada para o genétipo 3 em comparacao
aos dados da Regidao Sudeste. No Rio Grande do Sul, os genétipos 1 (47,5 %), 3
(44,5 %) e 2 (8 %) foram os mais prevalentes (Krug et al., 1997). Em Santa Catarina,
0s genotipos mais freqientemente encontrados foram 1 (51 %), 3 (46,1 %) e 2 (2,9
%) (Silva et al., 2007). A presenca dos gendtipos 4 (Bassit et al., 1999b; Oliveira ML
et al.,, 1999; Carmo et al., 2002; Lampe et al., 2002; Zarife et al., 2006) e 5 foram
raramente relatadas no Brasil (Levi et al., 2002).

Estudo retrospectivo foi realizado no periodo de setembro a outubro de 2002,
com base na revisdao de prontuarios médicos de 4996 pacientes com hepatite C
cronica, atendidos em 14 instituicdes publicas e privadas do Pais. A anélise dos
dados dos 27% (1348) pacientes que dispunham de informagdes sobre genotipagem
revelou a seguinte distribuicdo: 64%, 33% e 3% para os gendtipos 1, 3 e 2,
respectivamente (Focaccia et al., 2004). Recentemente, Campiotto et al. (2005)
estudaram 1688 amostras de soro pela técnica de seqlenciamento nucleotidico,
provenientes de pacientes infectados pelo HCV de todas as cinco macro-regides
geograficas do Brasil. Esse estudo demonstrou que os genétipos mais prevalentes
foram 1 (64,9%), 3 (30,2%), 2 (4,6%), 4 (0,2%) e 5 (0,1%). Além disso, a distribuicao
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dos gendtipos foi significantemente diferente entre as macro-regides. O gendtipo 1
foi 0o mais prevalente em todas as areas estudadas e o gendétipo 3 foi mais
prevalente na Regido Sul do Pais, ratificando resultados de estudos anteriores (Krug
et al., 1997; Bassit et al., 1999a; Silva et al., 2007).

2.7 Mecanismos de replicacao do HCV

A falta de um sistema eficiente de replicagdo in vitro que permita a
propagacdo do HCV em cultivo celular, por periodo prolongado, bem como a
presenca de baixos titulos virais no soro vem dificultando o conhecimento sobre as
diferentes etapas de sua replicacdo. Os sistemas mais utilizados requerem infeccao
de linhagens celulares derivadas de células mononucleares do sangue periférico ou
de origem hepatica pelo HCV, ou transfeccdao de linhagens celulares com
sequUéncias gendmicas clonadas do HCV (Bartenschlager e Lohmann, 2000; Drazan,
2000). Os mecanismos que controlam a adsorcao da particula viral e possibilitam a
entrada do HCV na célula hospedeira humana sédo pouco conhecidos (Favre e
Muellhaupt, 2005). Contudo, diversas moléculas de superficie celular foram
sugeridas como provaveis receptores para o HCV no processo de adsorcdo da
particula viral a célula hospedeira, tais como:

a) CD81

A molécula CD81 €& uma proteina transmembrana da superfamilia das
tetraspaninas, com quatro dominios transmembrana, dois dominios extracelulares
com estruturas secundarias em forma de alcas, e dominios N-terminal e C-terminal
intracelulares (Figura 2.11). A molécula CD81 € uma proteina nao-glicosilada, de
aproximadamente 26 kDa e expressa em varios tipos celulares, incluindo
hepatécitos, linfécitos B e T, mondcitos, fibroblastos e células endoteliais; plaquetas,
no entanto, ndo expressam o fenétipo CD81 (Levy et al., 1998; Kipps et al., 2001). A
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funcédo da molécula CD81 como ligante do HCV esta fundamentada na interacdo do
seu principal dominio extracelular (alga maior) com a glicoproteina do envelope (E2),
interacdo que pode ser bloqueada por anticorpos neutralizantes anti-E2 (Pileri et al.,
1998; Drummer et al., 2002). O polimorfismo da molécula CD81 parece contribuir,
pelo menos parcialmente, para maior ou menor suscetibilidade ao HCV (Flint et al.,
2007). A ligacao da glicoproteina E2 do HCV a molécula CD81 parece variar em
eficiéncia em relacdo aos diferentes isolados dos subtipos 1a e 1b do HCV, e
envolver uma complexa interacdo entre as duas regides hipervariaveis (HVR1 e
HVR2) da proteina E2 (Roccasecca et al., 2003).

Citossol

Figura 2.11. Representacdo esquemdtica do modelo
estrutural da molécula CD81, com dois dominios
extracelulares e suas extremidades N-terminal (NH2) e C-
terminal  (COOH) no citossol.  Aminodcidos  sdo
apresentados como unidades circulares designados por
letra Unica em seu interior. Fonte: Levy S et al. (1998, p.
91). (Figura adaptada para o portugués).
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b) RECEPTOR DA LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE (Low density
lipoprotein ou LDL).

Observacgdes anteriores demonstraram que as particulas circulantes do HCV
poderiam estar complexadas as lipoproteinas plasmaticas (Kaito et al., 1994; Li et
al., 1995). Estudos subsequientes (Agnello et al., 1999; Monazahian et al., 1999)
evidenciaram que a endocitose das particulas do HCV poderiam ser mediadas por
sua ligacdo ao receptor para LDL de diferentes linhagens celulares cultivadas in
vitro. Contudo, Triyatni et al. (2002), em experimentos com linhagens celulares
distintas (HepG2 e Molt-4), demonstraram ser a adsor¢do e a internalizagdo de
particulas virais semelhantes ao HCV eventos iniciais independentes dos
mecanismos ligados a molécula CD81 e ao receptor de LDL.

c) SR-BI (Scavenger receptor class B type |)

A molécula SR-Bl é composta de 509 aminoacidos e apresenta 60% de
similaridade da seqliéncia de aminoacidos com a molécula CD36, sendo membro da
superfamilia CD36, que inclui moléculas de superficie celular que se associam aos
diferentes ligantes, incluindo lipoproteinas. Contudo, ambos os receptores possuem
distribuicao distinta em diferentes tipos celulares: SR-Bl é altamente expresso em
hepatécitos e tecidos envolvidos no metabolismo lipidico, enquanto que CD36 é
expresso principalmente em plaquetas, macrofagos e células endoteliais.
Experimentos utilizando linhagens celulares derivadas de hepatoma humano
(HepG2) — que nao expressam CD81 em sua superficie —, identificaram o SR-BI
como receptor responsavel pela ligacdo da glicoproteina E2 do HCV a célula
(Scarselli et al., 2002). Assim como nos hepatécitos humanos, células dendriticas
também apresentam niveis elevados de expressdo da molécula SR-Bl em sua
superficie. O SR-BI possui papel importante na entrada do HCV, bem como na
apresentacao de antigenos virais pelas células dendriticas (Barth et al., 2008).
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d) FIBRONECTINA

A deteccao do HCV em plaquetas do sangue periférico foi demonstrada pela
RT-PCR em diferentes estudos (Silva et al., 1992; Nagamine et al., 1996; Hamaia et
al., 2001). A fibronectina (FN) é uma proteina de aproximadamente 240 kDa,
composta de duas subunidades, podendo ser detectada no plasma, na matriz
extracelular subendotelial e nos granulos-alfa presentes no interior das plaquetas.
Apoés ativagao plaquetaria, a FN € liberada a partir dos granulos-alfa, o que facilita
sua ligagéo a diferentes proteinas. A FN apresenta a sequéncia RGD (Gly-Arg-Gly-
Asp-Ser), que funciona como sitio de ligacdo para integrinas (allop3 e a5B1) —
proteinas transmembrana que participam da ligacdo do citoesqueleto com a matriz
extracelular —, permitindo assim a adesado das plaquetas (Parise et al., 1999).
Pugliese et al. (2004) demonstraram que a adicdo do oligopeptideo RGD as
plaquetas utilizadas para ensaios de adsorcao viral foi capaz de inibir a infeccao de
linhagens celulares susceptiveis ao HCV como a THP-1, sugerindo que a FN pode
estar envolvida na interacao entre HCV e plaquetas.

e)  GLICOPROTEINA PLAQUETARIA (GP) VI

A GPVI, de aproximadamente 60 kDa, € uma proteina que esta diretamente
envolvida na interacdo colageno-plaquetas durante a ativacdo plaquetaria, sendo
expressa exclusivamente em plaquetas e seus precursores (megacariécitos). A
GPVI é uma proteina transmembrana da superfamilia das imunoglobulinas e possui
dois dominios extracelulares tipo imunoglobulina (D1D2) na extremidade N-terminal
da cadeia (Jandrot-Perrus et al., 2000). Zahn et al. (2006) demonstraram que entre 2
— 7% das particulas do HCV podem se ligar de forma especifica, através da
glicoproteina E2, aos dominios D1D2 da GPVI humana, ligacdo essa que pode ser
inibida pela presengca de anticorpos especificos anti-D1D2. Além disso, foi
observado que esses dominios sdo necessarios para uma ligacdo mais eficiente da

GPVI humana com particulas do HCV.
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Outras moléculas potencialmente envolvidas na entrada do HCV na célula
hospedeira foram estudadas. As lectinas tipo C (Liver and lymph node-specific
intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin ou L-SIGN, e Dendritic cell-
specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin ou DC-SIGN) sao
proteinas transmembrana formadas de homotetrameros, com uma regiao C-terminal
extracelular que contém um dominio que reconhece sitios de glicosilacao. Além de
constituirem receptores de adesao intercelular, as lectinas tipo C podem funcionar
como receptores capazes de se ligar e, subsequentemente, internalizar uma
variedade de patoégenos, incluindo virus, bactérias, fungos e parasitos. Também foi
atribuido as glicosaminoglicanas presentes na superficie das células um papel inicial
na adsorcao do HCV a célula hospedeira, ap6s o que particulas virais seriam
transferidas para um segundo receptor, de maior afinidade, resultando na
internalizacao do HCV (Barth et al., 2006; Bartosch e Cosset, 2006; Cocquerel et al.,
2006; Diedrich, 2006).

Estudos mais recentes sugerem que a entrada do HCV em hepatdcitos
depende da sua interagédo com o receptor CD81 e um provavel segundo receptor. A
proteina claudina-1, um componente presente nas juncdes oclusivo e altamente
expresso em células hepaticas, foi identificada como co-receptor necessario na
etapa mais tardia do processo de internalizacdo da particula viral em linhagens
celulares derivadas de hepatoma humano. Também foi demonstrado que a
expressao de claudina-1 em linhagens celulares nao-hepaticas foi capaz de conferir
suscetibilidade ao HCV (Evans et al., 2007; Harris et al., 2008).

A internalizacdo do HCV apds sua ligagdo ao receptor celular requer a
formacao de vesiculas cobertas por clatrina, com subseqUente transferéncia para
endossomos precoces (Meertens et al.,, 2006). Por mecanismos ainda pouco
conhecidos, a acidificacdo do meio endossomal contribui para o processo de fuséo
entre o envoltorio viral (via glicoproteinas) e as membranas celulares, resultando na
liberacdo do nucleocapsideo para o citossol da célula hospedeira (Moradpour et al.,
2007; Pawlotsky et al., 2007; Tellinghuisen et al., 2007).

Presume-se que, apos a dissociacao do nucleocapsideo, o genoma viral seja
exposto no citossol e liga-se aos ribossomos para a sintese da poliproteina que é
clivada por proteases, fornecendo pelo menos 10 proteinas, incluindo a NS5B, uma
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RNA-polimerase dependente de RNA. A replicagdo do HCV procede via sintese de
fitas simples de RNA complementar, de polaridade negativa, designadas replicativos
intermediarios. Em seguida, os replicativos intermediarios servem de molde para a
sintese de fitas positivas que constituirdo novos RNAs, os quais serdo incorporados
as novas particulas virais. A enzima responsavel por essas duas etapas é a NS5B,
que tem atividade de RNA-polimerase dependente de RNA (Moradpour et al., 2007).
A sintese do RNA do HCV pela NS5B ocorre na auséncia de uma sequéncia inicial
de RNA ou primer (de novo). A NS5B é uma proteina ancorada a membrana por
uma cauda que apresenta seqiiéncia de 21 aminoacidos na sua extremidade C-
terminal (Forns e Bukh, 1999; Drazan, 2000; Penin et al., 2004).

Recentemente, foi descrito um complexo replicativo do HCV associado as
membranas do RE da célula hospedeira situadas na area justanuclear, chamado
rede membranosa, composto de membranas com modificagdes morfoldgicas nas
quais podem ser identificadas diferentes proteinas virais e moléculas de RNA em
processo de replicacao (Figura 2.12) (Penin et al., 2004; Brass et al., 2006).

Figura 2.12. Micrografia eletrbnica da rede
membranosa (complexo replicativo do virus da
hepatite C) em linhagens celulares derivadas de
hepatoma humano (Huh-7). A barra de escala
representa 500 nm. N, ndcleo; RE, reticulo
endoplasmdadtico; M, mitocdndria. Fonte: Penin F
et al (2004, p. 15). (Figura adaptada para o
portugués).
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As etapas finais do ciclo replicativo do HCV (formacao do nucleocapsideo, a
montagem e a liberacdo de virions infecciosos) ndo sao bem conhecidas. A
formacao da particula viral pode ser iniciada pela interacdo da proteina core com o
RNA viral. Essa proteina também se associa as outras moléculas core e as
seqUiéncias necessarias para essa interacao estao localizadas em um trecho de 115
aminoacidos da extremidade N-terminal, onde foi identificado um dominio rico em
tript6fano entre os residuos das posicdes 82 e 101 (Bartenschlager e Lohmann,
2000). Em relagcao ao(s) sitio(s) presumido(s) de montagem das particulas virais,
sabe-se que, no interior do RER, as proteinas E1 e E2 podem formar heterodimeros
por meio de ligagdes ndo-covalentes. A presenca de sinal de retencéo representado
pelos ultimos 29 aminoacidos da extremidade C-terminal na proteina E2 sugere que
a montagem inicial dos virions possa ocorrer nesse compartimento celular. Além
disso, ambas as proteinas apresentam dominios em sua extremidade C-terminal que
permitem sua ancoragem as membranas celulares (Forns e Bukh, 1999). As
proteinas estruturais também foram detectadas no complexo de Golgi, sugerindo
que ambos os compartimentos celulares (RE e complexo de Golgi) podem estar
envolvidos na maturacao das particulas virais. Os mecanismos de liberagcdo dos
virions a partir das células infectadas, embora obscuros, provavelmente envolvem a
via secretora constitutiva (por exocitose). O envelope viral é formado por uma
bicamada lipidica derivada do sistema de membranas celulares, contendo proteinas
apenas codificadas pelo genoma viral (Favre e Muellhaulpt, 2005; Diedrich, 2006;
Moradpour et al., 2007; Pawlotsky et al., 2007; Tellinghuisen et al., 2007).

O conhecimento pormenorizado sobre as diferentes etapas do ciclo replicativo
do HCV torna-se mais relevante na medida em que diferentes alvos podem ser
encontrados para o desenvolvimento de novos medicamentos antivirais (Pawlotsky

et al., 2007). A Figura 2.13 ilustra as principais etapas da replicacdo do HCV.
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Nucleo

Figura 2.13. Representacdo esquemadtica das principais etapas da replicacdo do virus da
hepatite C. ®, adsorcdo da particula viral, @, internalizacdo da particula viral via
endocitose; @, disassociacdo do capsideo viral; @, sintese da poliproteina precursora
apds tfraducdo do RNA viral; ®, clivagem da poliproteina precursora; ®, replicacdo do
RNA viral; @, montagem da particula viral; ®, maturacdo e exocitose da particula viral.
Fonte: Pawlotsky JM e Gish RG (2006, p.6). (Figura adaptada para o porfugués).

2.8 Mecanismos de persisténcia da infeccao pelo HCV

O genoma do HCV apresenta elevado grau de heterogeneidade genética
decorrentes de mutagdes que ocorrem durante a replicacdo viral, resultando no
aparecimento de variantes distintas, porém muito relacionadas, em um mesmo
individuo infectado, denominadas quasispecies, que favorecem o seu escape da
resposta imunolégica do hospedeiro. As regides E1 e E2 do genoma viral exibem as
maiores taxas de mutacdo, bem como as seqUéncias de aminoacidos
correspondentes (Bukh et al., 1995). Entretanto, 0 acimulo de mutac¢des na regido
HVR1 decorrente da pressao imunolégica do hospedeiro provoca alteracbes de
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epitopos reconhecidos por linfocitos B e células T durante o curso da infecgédo pelo
HCV, e parece assumir papel preponderante no escape dos anticorpos
neutralizantes e das células T citotdxicas (Kato, 2000). A expressao das proteinas
E1 e E2 na superficie celular € muito limitada, o que pode também explicar o escape
das células infectadas do reconhecimento pelas células do sistema imune (Pavio e
Lai, 2003). Outro fator que contribui para essa alta taxa de mutagéo é o fato de a
RNA-polimerase dependente de RNA ndo ser enzima dotada de alta fidelidade no
processo de replicacdo, ja que é capaz de adicionar bases nitrogenadas que
pareiam incorretamente sem que haja reparo molecular (Bukh et al., 1995; Forns e
Bukh, 1999; Drazan, 2000).

Outro mecanismo proposto que poderia desempenhar papel importante na
persisténcia da infeccdo seria a permanéncia do HCV em locais extra-hepaticos,
como varias células do tecido hematopoético, que funcionariam como reservatoérios,
sitios de replicagdo ou ambos (Hadziyannis, 1997; Alter, 2001). A
compartimentalizagdo do HCV é definida como a distribuigdo ndo-randémica de
quasispecies entre os diferentes locais de deteccao do HCV, principalmente
hepatécitos, células mononucleares do sangue periférico e plasma, caracteristica
que também pode contribuir para a persisténcia da infecgédo viral (Roque-Afonso et
al., 1999; Ducoulombier et. al, 2004; Roque-Afonso et al., 2005; Zehender et al.,
2005; Di Liberto et al., 2006). Hamaia et al. (2001) estudaram a dinamica da ligacao
do HCV as plaquetas e a duas linhagens de células mononucleares (Molt-4 e U937),
demonstrando que apenas 5% das particulas do HCV circulam como particulas ndo-
complexadas. A maior parte dos virions circula ligada a IgG e apenas 1% dos virions
circulantes encontram-se ligados as células. As particulas livres e complexadas do
HCV ligam-se em proporcdes aproximadamente iguais as plaquetas. A interacao do
HCV com a fragédo plasmatica da LDL parece exercer papel importante na replicagéo
e persisténcia viral em virtude da captacdo das moléculas de LDL pelos hepatocitos
via receptor de LDL (Drazan, 2000). Além das lipoproteinas e imunoglobulinas, as
particulas do HCV podem circular de forma complexada a outras moléculas como
crioglobulinas, desempenhando papel importante no transporte e subseqiente
captacao de particulas virais pelos tecidos, bem como na persisténcia viral (Hilgard
et al., 2005).
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A interacdo de proteinas do HCV com citocinas também vem sendo alvo de
pesquisas. A proteina core, por exemplo, € capaz de interagir com a cauda
citoplasmatica do receptor da linfotoxina beta — uma proteina da familia do fator de
necrose tumoral e envolvida em uma das vias de sinalizagdo da apoptose —,
sugerindo fungdo imunomoduladora no processo de persisténcia do HCV (Drazan,
2000). A infeccao de células mononucleares do sangue periférico pelo HCV pode
resultar em alteracdes imunoldgicas relacionadas as funcdes de células dendriticas,
células T, células NK e células B, inclusive levando ao desenvolvimento de doencas

linfoproliferativas malignas (Pavio e Lai, 2003; Landau et al., 2007).

2.9 Modos de transmissao

A principal via de transmissdao do HCV é a parenteral, embora possa ser
detectado em varios fluidos corporais humanos, como saliva, urina, liquido ascitico,
lavado broncoalveolar, leite materno, suor, sémen e secrec¢des vaginais (Liou et al.,
1992; Ackerman et al., 1998; Idiiman et al., 2002; Ortiz-Movilla et al., 2002). Na
atualidade, grande parte dos individuos infectados é representada por usuarios de
drogas ilicitas injetaveis e/ou intranasal, e receptores de sangue, componentes ou
derivados. Cerca de 65% dos usuarios de drogas ilicitas injetaveis sao infectados
pelo HCV no primeiro ano a partir do inicio do uso das drogas (Lo Re e Kostman,
2005). O estudo de Mathei et al. (2006) forneceu evidéncias que suportam papel
importante do compartilhamento da parafernalia — que ndo agulhas e seringas — na
disseminagéo da hepatite C entre usuarios de drogas injetaveis.

A transmissdo do HCV por procedimentos transfusionais apresenta
importancia historica, ja que a instituicdo de medidas visando a mudanca de perfil
dos doadores de sangue como a exclusdo de doadores remunerados ou com
histéria de promiscuidade sexual, e a incorporacdo de marcadores soroldgicos
substitutos (como ALT e anti-HBc) como testes de exclusédo em bancos de sangue
durante as décadas de 70 e 80, e, principalmente, a implantacédo do teste anti-HCV
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como teste de triagem soroldgica rotineira nos bancos de sangue a partir de 1989,
contribuiu para reducdo drastica na taxa de incidéncia de hepatite C pos-
transfusional ao longo da ultima década (Alter et al., 1998; Yen et al., 2003). Assim,
o risco de HPT relacionada ao HCV pdde ser estimado em 9,7 casos por 1.000.000
unidades transfundidas quando a testagem baseia-se na deteccdo de anticorpos
anti-HCV (ensaios imunoenzimaticos de 22 geracdo), e 2,7 casos por 1.000.000
unidades transfundidas quando é utilizada a metodologia de amplificacdo de &cidos
nucléicos (Nucleic acid tests ou NAT) na maioria dos paises desenvolvidos
(Schreiber et al., 1996). Esse risco parece ser menor quando se trata de transfusdes
de produtos celulares, sendo estimado em 1 caso para 100.000 transfusdes (van der
Poel, 1999). Como resultado da adogdo de medidas de prevengcdo primaria na
populagdo em geral e da aplicagdo de métodos mais sensiveis em bancos de
sangue, observou-se reducdo ainda maior da taxa de risco residual de HPT
associada ao HCV, sendo inferior a 1 caso por 1.000.000 de doagbes de sangue na
maioria dos paises desenvolvidos (Prati, 2006).

No Brasil, por meio da Portaria n® 1376, de 19 de novembro de 1993, o MS
tornou obrigatéria a realizacdo do teste anti-HCV na triagem sorologica para
pesquisa do HCV em todas as unidades de sangue coletadas. Com o objetivo de
reduzir ainda mais o risco de transmissao do HCV por transfusdao de sangue e
hemoderivados, o MS, por meio da Portaria n® 262, de 5 de fevereiro de 2002,
tornou obrigatéria a incorporacao de técnicas de amplificacdo de acidos nucléicos —
NAT — para HCV em todas as amostras de sangue de doadores, e fixou prazo de
seis meses a partir da data dessa Portaria, para a implantagdo do NAT nos
hemocentros coordenadores de referéncia do Sistema Unico de Salde e nos
servicos privados. Essa Portaria foi revogada em 1°de agosto de 2002, por meio da
Portaria n® 1407, e um novo prazo de seis meses a partir da data dessa ultima foi
fixado para a testagem pelo NAT em todas as amostras de sangue de doadores.
Contudo, considerando a impossibilidade da implantacdao simultanea e imediata do
NAT em todos os servicos de hemoterapia, o0 MS, por meio da Portaria n® 79, de 31
de janeiro de 2003, fixou prazo de 12 meses a partir da data dessa ultima, para que
todo o sangue coletado para uso transfusional no Pais seja testado pelo NAT. A
Portaria n? 112, de 29 de janeiro de 2004, determinou a implantacao gradativa do
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NAT para HCV, no ambito da Hemorrede Nacional, nas amostras de sangue de
doadores, a primeira etapa ocorrendo em numero restrito de Servicos de
Hemoterapia. A partir da sua implantacdao, essa primeira etapa devera ser
monitorada e avaliada para que, ao final de 12 meses, forneca dados suficientes
para definir estratégias subsequientes para utilizacdo da tecnologia. Recentemente,
por meio da Portaria n® 463, de 30 de junho de 2004, foi instituido o Grupo Técnico
para estabelecimento de critérios necessarios a obtencao de autorizacdo temporaria
para realizagdo de NATs ndo-comerciais para HCV na rotina dos Servigos de
Hemoterapia.

Individuos que receberam transplante de 6rgdaos de doadores anti-HCV
positivos representam um grupo de risco bem definido (Pereira et al., 1991).

Em pacientes hemodialisados foi encontrada prevaléncia aumentada da
infeccdo pelo HCV, variando de 10% a 52% entre diferentes unidades de
hemodialise (HD). A deteccdo do HCV-RNA pode ser demonstrada em 5% dos
pacientes anti-HCV negativos que estdo em hemodidlise. Os niveis de
aminotransferases podem ser normais em aproximadamente 70% dos pacientes em
hemodialise, incluindo aqueles com viremia detectavel. A freqiéncia e duragdo em
anos das sessdes de HD parecem aumentar o risco de transmissdo nosocomial do
HCV, particularmente em unidades onde praticas inadequadas de controle de
infeccdo ainda persistam (Vanderborght et al., 1995; Heintges e Wands, 1997;
Memon e Memon, 2002; Souza et al., 2003; Lampe et al., 2008). A transmissao
nosocomial do HCV também foi registrada em clinicas de Hematologia/Oncologia
onde técnicas assépticas nao foram rigorosamente adotadas pelos profissionais de
saude. A adocao de medidas de controle de infeccdo mostrou ser efetiva em reduzir
a transmissao nosocomial desse virus em tais ambientes (Silini et al., 2002; Macedo
Carneiro et al., 2005; de Oliveira et al., 2005).

Contudo, 15% a 40% dos individuos infectados ndo apresentam fatores de
risco parenteral identificados na sua histéria epidemiolégica, configurando casos
esporadicos da infecgao e, nesses, a transmissdo do HCV pode estar relacionada a
transmissdo perinatal, sexual e/ou intrafamilial por meio de varios fluidos corporais
(Ackerman et al., 1998; Karmochkine et al., 2006). A transmissdao perinatal,

provavelmente, ocorre com maior freqiéncia, durante o trabalho de parto ou no
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momento da expulsédo do feto. A taxa de infeccao apds a exposicao perinatal € baixa
(0 % a 7 %), porém pode chegar a 22% se houver coinfec¢cdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (Human immunodeficiency virus ou HIV) e titulos elevados
de HCV-RNA no sangue materno. Embora a deteccdo de HCV-RNA no leite materno
tenha sido reportada, ndo ha evidéncias que garantam aumento do risco de
transmissdo vertical do HCV pelo aleitamento materno, exceto quando houver
fissuras ou sangramentos nos mamilos (Heintges e Wands, 1997; Oliveira, 2001; Dal
Molin et al., 2002; Roberts e Yeung, 2002).

A transmissdo sexual desempenha papel de menor importancia na
epidemiologia da infeccdo, em média 2,4% a 5% naqueles individuos sem outros
fatores de risco independentes (Alter et al., 1998; Herrine e Weinberg, 1999;
Cavalheiro, 2007). O risco de transmissdo sexual do HCV aumenta para 9% em
parceiros heterossexuais se houver coinfecgao pelo HIV. Também parece ser maior
em individuos com multiplos parceiros sexuais, pratica sexual de risco acrescido
como intercurso sexual anal receptivo, desprotegido ou com trauma, e histéria de
doenca sexualmente transmissivel (Heintges e Wands, 1997; Memon e Memon,
2002). A transmissao sexual da mulher para o homem parece ser menos eficiente do
que a transmissdo do homem para a mulher (Thomas et al., 1995; Herrine e
Weinberg, 1999).

Outras vias de exposicao percutdnea ou de mucosa ao sangue e/ou
secregdes, de individuos com infeccdo pelo HCV, foram sugeridas na literatura,
embora apresentem importancia epidemiolégica menos evidente do que as vias de
transmissdo por hemotransfusdo ou uso de drogas injetaveis, devido a sua baixa
prevaléncia ou devido a presenca de fatores de risco adicionais. Assim, foram
descritas as seguintes: compartilhamento de escovas de dente, laminas de barbear
e alicates de cuticulas n&o-esterilizados em individuos infectados com HCV e
aqueles nao-infectados; utilizacao de instrumentos ou equipamentos contaminados
durante a realizagdo de procedimentos como ritos religiosos, tatuagem, piercing ou
acupuntura; e acidentes com agulhas ou laminas contaminadas com HCV
envolvendo profissionais da area de saude (Heintges e Wands, 1997; Alter et al.,
1998; Cheney e Graham, 2000; Memon e Memon, 2002; Lock et al., 2006; Ciorlia e
Zanetta, 2007; De et al., 2008).
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Também foi descrito risco em ex-atletas de futebol, que entre as décadas de
50 e 80 compartilharam agulhas e seringas ndo-descartaveis e contaminadas com
HCV, para aplicagdo de “energéticos” ou complexos vitaminicos injetaveis antes,
durante e/ou apds os treinamentos ou jogos oficiais (Silva et al., 2001; Souto et al.,
2003).

Risco maior para a aquisicdo da infeccao pelo HCV também pode ocorrer em
individuos que vivem em situagdes socioeconémicas precarias, assim como aqueles
confinados em instituicbes sociais, de saude ou prisionais onde aglomeragdes,
habitos de higiene inadequados ou compartilhamento de objetos perfurocortantes
contaminados pelo HCV contribuem para o contagio (Guimaraes et al., 2001).

2.10 Manifestacoes clinicas e historia natural da infeccao pelo HCV

O conhecimento mais aprofundado sobre a historia natural da infec¢ao pelo
HCV em seres humanos vem sendo dificultado por varios fatores, dentre os quais o
pequeno numero de estudos prospectivos de longa duracado, carater presumido do
inicio da infeccdo em numero significativo de casos e a presenca de variaveis de

confusdo como etilismo e coinfeccao pelo HIV (Liang et al., 2000; Seeff, 2002).

2.10.1 Infeccao aguda

O periodo de incubacao da hepatite C varia de 2 a 26 semanas, com média
de 6 a 7 semanas. Geralmente, os individuos acometidos sdo assintomaticos, ou
apresentam sintomas leves e inespecificos, como mal estar, fadiga, nauseas,
anorexia, perda ponderal e dor em quadrante abdominal superior direito (lrwing et
al., 2008; Santontonio et al., 2008). Tais sintomas, quando presentes, ndo permitem
estabelecer a distincdo entre a hepatite C aguda e outros tipos de hepatites virais
agudas como as causadas pelo HAV e HBV, aparecem logo apds o pico sérico de
aminotransferases (entre a 62 e 122 semanas) e tém duragcédo de 2 a 12 semanas.
Achados fisicos anormais como hepatomegalia e esplenomegalia ocorrem em
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pequeno percentual de pacientes. Ictericia pode ser observada em até 30% dos
individuos sintomaticos (Hoofnagle, 1997; Alter et al., 1998; Cheney et al., 2000;
Bonkovsky e Mehta, 2001; Craxi et al., 2008; Kamal, 2008; Maheshwari et al., 2008;
Modi e Liang, 2008).

O periodo que se inicia apds o contato com o HCV e antecede a deteccao de
anticorpos anti-HCV no sangue (soroconversdao) € conhecido como janela
imunoldgica (Cossart, 1999). Os anticorpos anti-HCV, em geral, podem ser
detectados entre 12 e 26 semanas a partir do contagio, quando sao empregados
ensaios imunoenzimaticos de 32 geracao (Erensoy, 2001). Contudo, a pesquisa de
anticorpos anti-HCV em receptores de 6érgaos transplantados, pacientes em
hemodialise e com infecgédo pelo virus da imunodeficiéncia humana ou sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Human immunodeficiency virus/Acquired
immunodeficiency syndrome ou HIV/AIDS) pode gerar resultados falso-negativos
durante esse periodo. Resultados falso-negativos também podem ocorrer em
individuos que se encontram no periodo de janela imunolégica ou em pacientes com
crioglobulinemia (Boyer e Marcellin, 2000; Cheney et al., 2000; Kamal, 2008). Por
outro lado, o HCV-RNA pode ser detectado no soro ou plasma a partir da 12 semana
apds a exposicao experimental ou transfusional ao HCV, constituindo-se na melhor
ferramenta para diagnéstico precoce da infecgdo aguda (Houghton, 1996; Boyer e
Marcellin, 2000).

A hepatite C aguda apresenta curso evolutivo variavel: a) um numero
significativo de pacientes apresenta padrdo caracteristico de elevagéo flutuante dos
niveis séricos de aminotransferases (Colombo, 1996; Alter et al., 1998; Cheney et
al., 2000; Bonkovsky e Mehta, 2001); b) aproximadamente 15% dos individuos
infectados evoluem naturalmente para cura; a resolucao espontdnea da infeccéao
ocorre na maioria dos pacientes por volta do 3° ao 4° més da infeccdo aguda, os
demais permanecem com HCV-RNA circulante em niveis detectaveis por um
periodo maior do que 6 meses, caracterizando a infecgao crénica (Alter et al., 1998;
Cheney et al., 2000; Kamal, 2007); c) raramente, a infeccdo pelo HCV foi associada
a quadro de hepatite fulminante, porém formas graves de hepatite C aguda foram
relatadas em receptores de 6rgaos transplantados, pacientes com doenca hepatica
cronica subjacente ou coinfectados com HBV (Colombo, 1996; Farci et al., 1996;
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Hoofnagle, 1997; Gish e Lau, 1997; Alter et al., 1998; Booth et al., 2001; Lauer e
Walker, 2001; Heller e Rehermann, 2005).

2.10.2Infeccao cronica

A resposta imune humoral e celular contra o HCV, na maioria dos casos, nao
€ capaz de promover a eliminacdo do HCV do organismo. Dessa forma, cerca de
85% dos individuos com hepatite C aguda evoluem para infeccao crénica, que
compreende um amplo espectro de alteragdes: a) um numero significativo (30%) de
individuos permanece por um periodo de varios anos sem qualquer evidéncia
bioquimica de hepatite, embora a maioria desses individuos ja tenha alteracdes
histoldégicas compativeis com hepatite crdnica; b) outros apresentam niveis séricos
persistente ou intermitentemente elevados de aminotransferases, na auséncia de
sintomas de hepatite, e, juntamente com o0s primeiros, constituem o0s casos
considerados “portadores sadios do HCV”; c) porém, um grande nUumero de
individuos infectados desenvolvera, ao longo de varios anos, evidéncias clinica,
laboratorial e/ou histoldgica que indicam a progressao da doenca para estagios mais
avancados de fibrose hepatica, bem como para complicacdes da doenca hepatica
cronica como cirrose hepatica descompensada e carcinoma hepatocelular. Cerca de
20% a 30% dos pacientes com hepatite C crénica evoluem para cirrose hepatica
apos intervalo de 10 a 30 anos (Figura 2.14) (Hoofnagle, 1997; Alter et al., 1998; Di
Bisceglie, 1998; Liang et al., 2000; Chen e Morgan, 2006; Ascione et al., 2007). Uma
vez estabelecida a infeccdo crbnica, apenas raramente se observa o0

desaparecimento espontaneo e definitivo da viremia (Lauer e Walker, 2001).
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Figura 2.14. Representacdo esquemdtica da histéria natural da infeccdo pelo HCV.
Fonte: Seeff LB (1999, p. 14S). (Figura adaptada para o portugués).

Assim, o quadro clinico da infecgdo crénica pelo HCV mostra-se bastante
variavel, compreendendo desde formas assintomaticas a quadros constituidos por
sintomas leves e inespecificos, dos quais a fadiga € o mais comum. Outros sintomas
referidos pelos pacientes compreendem nausea, anorexia, perda ponderal, artralgia
e desconforto no quadrante abdominal superior direito. No entanto, o quadro torna-
se clinicamente mais exuberante quando da presenca de manifestacées extra-
hepaticas e/ou complicacdes da doenca hepatica crénica (Di Bisceglie, 1998).

Embora o curso clinico da infeccdo crénica seja insidioso na maioria dos
pacientes, fatores como consumo excessivo de alcool, imunossupressao, idade
avancada durante o contagio, e coinfecgdo com HIV ou HBV foram identificados
como fatores associados a progressao da hepatite C crbénica para doenca hepatica
cronica descompensada (Alter et al., 1998; Cheney et al., 2000; Bonkovsky e Mehta,
2001; Lauer e Walker, 2001; Poynard et al., 2003; Lo Re e Kostman, 2005; Thomson
e Finch, 2005; Chen e Morgan, 2006; Ascione et al., 2007; Modi e Liang, 2008). Na
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atualidade, a cirrose hepatica descompensada associada ao HCV representa a
principal indicacao de transplante de figado em varios paises (Costa e Schiff, 1999).

Com base em estudos soroepidemiologicos, demonstrou-se associacao entre
carcinoma hepatocelular e infeccéo pelo HCV. O intervalo entre infeccdo presumida
e desenvolvimento do carcinoma hepatocelular esta em torno de 30 anos. A
ocorréncia de carcinoma hepatocelular em pacientes com hepatite C crénica sem
evidéncia de cirrose hepatica € rara. Contudo, o risco estimado de desenvolvimento
dessa neoplasia maligna nos pacientes com cirrose hepatica ja estabelecida parece
aumentar de 1% a 4% ao ano (Lauer e Walker, 2001).

As causas mais comuns de Obito em pacientes com cirrose hepatica sédo
decorrentes de hemorragia digestiva causada por ruptura de varizes esofagianas
e/ou gastricas, ou de carcinoma hepatocelular (Colombo, 1996).

Do ponto de vista da vigilancia epidemiol6gica, todos os casos devem ser
notificados e investigados para a correta adocdo de medidas de controle. Séao
considerados “casos suspeitos” todos os individuos que apresentam ictericia aguda
e coluria, acompanhado ou nao de niveis séricos de aminotransferases iguais ou
maiores que trés vezes o valor normal; histéria de exposicdo percutanea ou de
mucosa a sangue e/ou secrecoes de pessoas portadoras ou com suspeita de
infeccdo pelo HCV; exames soroldgicos de triagem (anti-HCV) reagentes para
hepatite C ou individuo que desenvolveu ictericia subitamente e evoluiu para 6bito,
sem outro diagnostico confirmado. Os “casos confirmados” sdo constituidos por
individuos que preenchem as condi¢des de suspeitos, com detecgédo do anti-HCV e
do HCV-RNA por método de biologia molecular, ou detec¢édo do antigeno ou HCV-
RNA em amostras de tecido, quando nao for possivel a coleta de soro ou plasma em

casos que evoluiram para o 6bito (MS, 2006).

2.10.3 Manifestacoes extra-hepaticas

O quadro clinico da infeccdo pelo HCV também compreende diversas
alteracoes extra-hepaticas, dentre as quais as anormalidades imunoldgicas sao
freqientemente detectadas no soro de pacientes com hepatite C crbénica (Palekar e
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Harrison, 2005). Crioglobulinas e fator reumatéide estdo dentre as anormalidades
imunoldgicas mais comumente detectadas (40 — 70%) (Vassilopoulos e Calabrese,
2005).

A prevaléncia das manifestacdes extra-hepaticas em pacientes com infeccéao
cronica pelo HCV nao é bem conhecida, porém sua freqiiéncia € maior naqueles em
estagios mais avancados da infeccdo (Mayo, 2003). Entretanto, algumas
manifestacdes extra-hepaticas podem aparecer como primeira evidéncia da infeccao
pelo HCV (Galossi et al, 2007). A freqiéncia de trombocitopenia em pacientes com
infeccao crénica pelo HCV foi estimada em 17% a 41% (Nagamine et al., 1996;
Caccoub et al., 2000).

Estudo transversal, de base hospitalar, monocéntrico, realizado na Franca,
envolvendo 1614 pacientes com infeccao crénica pelo HCV, revelou que 70% dos
pacientes estudados apresentavam pelo menos uma manifestacdo clinica extra-
hepatica, sendo as mais freqlentes: artralgia (23%), parestesia (17%), mialgia
(15%), prurido (15%) e sindrome sicca — xeroftalmia ou xerostomia — (11%). Esse
estudo também revelou como alteragdes imunolégicas freqlentes: crioglobulinas
(40%), anticorpos antinucleares (10%), e anticorpos antimusculo liso (7%). Os
fatores associados a presenca de manifestacfes extra-hepaticas e alteracdes
imunoldgicas foram idade avancada, sexo feminino e fibrose hepética acentuada
(Cacoub et al, 1999). A prevaléncia de alteracdes extra-hepaticas também foi
determinada por outro estudo francés, com delineamento transversal, de base
hospitalar, multicéntrico, envolvendo 321 pacientes com infec¢ao crénica pelo HCV.
Neste estudo, 38% dos pacientes estudados apresentaram pelo menos 1
manifestacdo extra-hepatica, sendo as mais comuns: artralgia (19%), alteracoes
cuténeas (17%), xerostomia (12%), xeroftalmia (10%) e neuropatia sensorial (9%).
Além disso, as principais alteragbes imunoldégicas foram: crioglobulinas (56%),
anticorpos antinucleares (41%), fator reumatoéide (38%), anticorpos anticardiolipina
(27%) e anticorpos antitireoglobulinas (13%) (Cacoub et al., 2000). Pawlotsky et al.
(1994) realizaram estudo de caso-controle, prospectivo, envolvendo 61 pacientes
com hepatite C cronica e relataram taxa de 41% de detecgé@o de anticorpos contra
diferentes  componentes  teciduais, como anticorpos  antitireoglobulina,

antitireoperoxidase, antimitocondria, antimusculo liso, antinucleares, dentre outros.
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Em geral, tais anormalidades laboratoriais ocorrem com freqtiéncia maior do que as
sindromes clinicas resultantes da sua presenca (Pyrsopoulos e Reddy, 2001).

As manifestagcdes extra-hepaticas sao, em geral, autolimitadas quando
presentes durante a infeccdo aguda. Contudo, as manifestacbes que ocorrem
durante a infeccao crénica freqientemente sao persistentes e podem alterar o curso
evolutivo da infeccao (Willson, 1997).

As manifestagcdes extra-hepaticas parecem resultar da presenca e/ou
replicacdo viral nos sitios extra-hepéticos, bem como de mecanismos imunol6gicos
(Hadziyannis, 1996; Dickson, 1997). Diversos grupos de pesquisadores obtiveram
éxito em demonstrar a presenca de sequéncias gendmicas do HCV pelas técnicas
de RT-PCR ou de hibridizagcdo molecular, em sitios extra-hepéaticos, particularmente
nas células mononucleares do sangue periférico e nas células hematopoéticas de
individuos infectados (Taliani et al., 1995; Lerat et al., 1998; Crovatto et al, 2000;
Ramos-Casals e Font, 2005). Com relagdo aos principais mecanismos
imunopatogénicos, pelo menos quatro foram sugeridos para explicar a presenca de
manifestacoes extra-hepaticas em pacientes com hepatite C crénica, mediadas por:
a) imunocomplexos, como na crioglobulinemia mista; b) autoanticorpos ou ativacao
de linfécitos T especificos, como na tireoidite autoimune; c) processo
linfoproliferativo monoclonal ou policlonal em determinados sitios, como na sindrome
de Sjogren secundaria; d) e efeitos indiretos de citocinas liberadas durante o
processo inflamatoério, como na tireoidite autoimune (Pawlotsky et al., 1995; Dickson,
1997).

Sao descritas duas caracteristicas imunolégicas relacionadas a infeccéao pelo
HCV que predispbem ao desenvolvimento das alteragdes extra-hepaticas. Primeiro,
a capacidade do virus de escapar do sistema imune do hospedeiro, levando a
infecgcdo crénica, com acumulo de imunocomplexos circulantes e a fenémenos
autoimunes — aspectos associados com infec¢des virais crénicas. Segundo, o0 virus
€ capaz de estimular a producdo de fator reumatdide monoclonal, caracteristica
associada a crioglobulinemia tipo Il ou crioglobulinemia associada ao HCV que
constitui a principal alteragdo extra-hepatica relacionada a infecgéo pelo HCV devido
a morbidade e mortalidade que acompanham essa ultima (Agnello e De Rosa,
2004).
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Em sindromes como a crioglobulinemia mista (tipo Il), a associacao
patogenética com a infec¢ao pelo HCV ja esta bem estabelecida. Em outras, como a
trombocitopenia associada ao HCV, a associacdo é mais fraca, necessitando de
estudos mais aprofundados para sua confirmacao (Séne et al., 2004; Sterling e
Bralow, 2006). Zignego et al. (2007) classificou as manifestacoes extra-hepaticas em
categorias (A, B, C e D) de acordo com o grau de associacado estabelecida entre
alteragdo extra-hepatica e infeccdo pelo HCV. Na primeira categoria (A), foram
inseridas doencas cuja associacdo patogenética € mais forte como a
crioglobulinemia mista; na categoria B, estdo as manifestacdes que tem associacao
significativa com a infeccédo pelo HCV; na categoria C, foram alocadas doencas que
requerem confirmacao e caracterizagdo pormenorizadas; e na categoria D, foram
incluidas doencas com evidéncias epidemiologicas e patogenéticas ainda nao

fundamentadas (Quadro 2.1).
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Quadro 2.1. Classificacdo das alteragdes extra-hepaticas associadas a infecgao pelo virus

da hepatite C*

A: Associagao definida com base na alta prevaléncia e patogénese:

+ Crioglobulinemia mista (tipo 1)

B: Associacao definida com base na prevaléncia mais alta do que nos controles:

* Linfoma ndo-Hodgkin de células B
» Gamopatias monoclonais

* Porfiria cutanea tarda

* Liquen plano

» Trombocitopenia

C: Associacao que necessita ser confirmada:

* Tireoidite autoimune

» Cancer de tiretide

* Sindrome sicca

* Fibrose pulmonar

* Diabetes mellitus

* Nefropatia ndo-crioglobulinémica
» Aterosclerose adrtica

D: Observagdes ndo fundamentadas.

* Psoriase

 Neuropatia periférica/central
* Poliartrite crénica

* Artrite reumatoide

* Poliarterite nodosa

* Sindrome de Behget

» Dermatopolimiosites

* Fibromialgia

* Urticaria crénica

* Prurido crénico

» Pseudo-sarcoma de Kaposi
* Vitiligo

+ Cardiomiopatias

« Ulcera corneana de Mooren
* Disfuncao erétil

 Eritema acronecrolitico

* Fonte: Modificado de Zignego et al. (2007, p.3). (Quadro adaptado para o porfugués).
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Dentre as sindromes extra-hepaticas predominam as doencas de natureza
nao-neoplasica. Entretanto, prevaléncia mais alta de linfoma nao-Hodgkin,
principalmente de células B e de baixo grau de malignidade, foi relatada em
pacientes com infeccao pelo HCV e crioglobulinemia (Ferri et al., 1994; Pozzato et
al., 1994; Silvestri et al., 1997). A infeccao de células B e o estimulo crbénico do
sistema imune pelo HCV parecem desempenhar papel na fisiopatologia dos
processos linfoproliferativos em pacientes com infecgéo pelo HCV, desde sindromes
subclinicas como a crioglobulinemia mista até sindromes caracterizadas por
proliferacdo maligna como linfoma nao-Hodgkin (Ferri et al., 2007; Landau et al.,
2007; Zignego et al., 2007a; 2007b).

Recentemente, foi identificada outra forma de infecgcdo pelo HCV,
denominada infeccdo oculta, que pode se apresentar em duas situacoes distintas
principais: pacientes anti-HCV e HCV-RNA séricos negativos, com valores anormais
de transaminases séricas; ou anti-HCV positivo e HCV-RNA negativo no soro, com
valores normais de transaminases séricas. Nestes casos, a presenca do HCV foi
demonstrada no figado, em locais extra-hepaticos como células mononucleares do

sangue periférico ou ambos (Castillo et al, 2004; Carreno, 2006).

2.11 Achados histopatolégicos hepaticos

Ha evidéncias de que a doenca hepatica associada ao HCV possa ser
mediada, pelo menos em parte, pela resposta imune do hospedeiro, embora um
efeito citopatico direto do HCV sobre os hepatdcitos ndo possa ser descartado.
Embora nao sejam patognoménicas, as alteracoes histopatoldégicas hepaticas mais
caracteristicas da infeccdo pelo HCV sédo aquelas observadas na forma crénica da
infeccédo (Gerber, 1995; Kumar et al., 2002).

Originalmente, De Groote et al. (1968) propuseram uma classificacao simples
para as hepatites cronicas, baseada fundamentalmente em critérios histologicos,
tendo como critério principal a integridade da camada de hepatécitos situada na
interface entre o lébulo e o espacgo-porta chamada placa limitante. Assim, as
hepatites cronicas foram classificadas em dois tipos: hepatite crénica persistente,
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onde a agressao a placa limitante mostrava-se ausente ou discreta, e hepatite
cronica agressiva (ativa), caracterizada por maior grau de lesdo da placa limitante.
Posteriormente, outro tipo, chamado hepatite crénica lobular, foi adicionado a
classificacao das hepatites crénicas (Popper e Schaffner, 1971).

Knodell et al. (1981) propuseram um indice de atividade histologica para
melhor avaliar, de forma semiquantitativa, a intensidade da atividade
necroinflamatéria, a partir de critérios como necrose periportal, necrose intralobular,
inflamacéo portal e fibrose, em pacientes assintomaticos com hepatite crénica ativa.
Esse sistema de escore, com algumas modificacdes, serviu de base para as
classificagbes de hepatite crbnica, posteriormente, adotadas (Desmet et al., 1994;
Ishak et al., 1995; Bedossa e Poynard, 1996).

Como resultado de mais de duas décadas de investigacao, diferentes agentes
virais (HBV, HCV, dentre outros) e nado-virais (medicamentos, autoimune) foram
atribuidos a etiologia das hepatites crénicas, e um volume maior de informagdes
com relagdo a historia natural das hepatites virais foi obtido, tornando evidente a
necessidade de reavaliacdo da classificacdo das hepatites virais cronicas. Foi
sugerido que a nova classificacao deveria ndo s6 abordar os principais componentes
da atividade necroinflamatéria e as alteragbes da arquitetura lobular como também a
etiologia das hepatites crénicas (Schauer, 1991; Ludwig, 1993).

Um comité da Associacdo Internacional para o Estudo do Figado
(International Association for the Study of the Liver ou IASL), formado por
patologistas e hepatologistas experientes dos Estados Unidos e Europa, formulou
nova proposta para classificacdo das hepatites crénicas, na qual foi dada énfase a
classificacao etiolégica das hepatites crbnicas e a determinacdo das alteracdes
histopatolégicas. De acordo com a nova proposta, as hepatites cronicas foram
classificadas como hepatite crénica B, hepatite crénica C, hepatite crénica D,
hepatite autoimune e hepatite crénica causada por medicamentos; a intensidade da
atividade necroinflamatéria foi estratificada em quatro tipos — minima, discreta,
moderada e acentuada — e o estadiamento foi definido em diferentes escores (0 =
auséncia de fibrose, 1 = fibrose discreta, 2 = fibrose moderada, 3 = fibrose
acentuada, e 4 = cirrose) (Desmet et al., 1994).
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Reconhecendo a importancia do grau de atividade necroinflamatéria e do
estagio de fibrose hepatica na avaliacdo terapéutica e prognoéstica, Ishak et al.
(1995) formularam um indice numeérico, a partir de modificagdes do indice de
atividade histoldgica de Knodell et al. (1981), que permitiu avaliar melhor a gravidade
e 0 estagio de progressao das hepatites cronicas, além de possibilitar uma melhor
comparagcdo entre os resultados obtidos a partir de diferentes protocolos
terapéuticos. Assim, valores numéricos, variando de 0 a 4, foram atribuidos as
alteracdes histolégicas pertencentes a uma das trés categorias do escore de
atividade necroinflamatéria: A = inflamacao periportal ou perisseptal; C = necrose
focal, inflamacao focal e apoptose; D = inflamacédo portal. No entanto, valores
variando de 0 a 6 foram atribuidos as alteracées da categoria B (necrose confluente)
do escore de atividade necroinflamatéria, e do estagio de fibrose (alteracbes da
arquitetura, fibrose e cirrose hepatica). Também sugeriram que outras alteracdes
histologicas, como presenca de foliculos linféides, esteatose e lesdo de canaliculos
biliares, caracteristicas da hepatopatia cronica associada ao HCV (embora néo-
diagnésticas), fossem apenas descritas separadamente desse sistema numérico. No
entanto, recomendaram que, na pratica diagnéstica de rotina, tais alteracdes
histoldgicas fossem registradas por meio de laudo descritivo.

O Grupo de Estudo Cooperativo METAVIR utiliza outro sistema de escore
para avaliar a atividade histolégica tendo como critérios principais a necrose lobular
focal, a inflamacéao portal, a inflamacgao periportal e a necrose em ponte, e também
para determinar o grau de fibrose hepatica onde Fy = auséncia de fibrose, Fi =
fibrose portal sem formacao de septos, F» = fibrose portal com formacao de raros
septos, F3 = fibrose portal com numerosos septos, e F4 = cirrose. Com base nos
critérios de inflamacao periportal e necrose lobular, o grupo francés METAVIR
estabeleceu um algoritmo para avaliagdo da atividade histologica, que resultou no
seguinte sistema de escore: Ay = auséncia de atividade, A = atividade discreta, Az =
atividade moderada, e Az = atividade acentuada) (Bedossa e Poynard, 1996).

A proposta do Clube de Patologia Hepatica da Sociedade Brasileira de
Patologia (SBP), aprovada pela Sociedade Brasileira de Hepatologia, resultou na
classificacao histopatologica de consenso nacional das hepatites crénicas. Nesta, os
critérios propostos para semiquantificacdo das alteracées histolégicas variaram em
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uma escala de 0 a 4, tanto para o estadiamento (alteragcbes estruturais) como para a
avaliacdo da atividade necroinflamatéria (infiltrado inflamatério portal/septal,
atividade periportal/perisseptal e atividade parenquimatosa) (Gayotto et al., 2000).

No Brasil, por meio da Portaria n® 34 de 28 de setembro de 2007, o MS
decidiu aprovar o protocolo clinico e as diretrizes terapéuticas para hepatite viral C,
no qual achados de atividade necroinflamatéria e presenca de fibrose hepatica foram
descritos de acordo com as classificacées propostas pelo grupo francés METAVIR
ou pela SBP.

A bibpsia hepatica representa importante ferramenta na avaliacao da doenca
hepatica associada ao HCV. Pelo estudo histolégico do figado, informacdes
relevantes a respeito da gradacado da atividade necroinflamatéria e do estagio de
fibrose podem ser obtidos. Além disso, permite a deteccdo ou exclusdo de outras
causas de lesdo hepatocelular. Esse procedimento cirdrgico constitui o método mais
preciso para avaliar a possivel redugdo das alteracdes histoldégicas apos a terapia
antiviral. Entretanto, sua natureza invasiva, seus custos elevados e 0s riscos a
saude decorrentes da realizacdo da bidpsia hepatica fizeram com que este
procedimento nao fosse realizado rotineiramente no manejo clinico dos pacientes
infectados pelo HCV (Rosemberg, 2001; Saadeh et al.,, 2001; Bain et al., 2004;
Kleiner, 2005).

Consequentemente, diversos marcadores bioldgicos foram sugeridos como
marcadores substitutos de fibrose hepatica, particularmente discriminando estagios
mais avancgados, como a cirrose, de estagios iniciais. Tais marcadores parecem ser
mais uteis na pratica clinica quando envolvem decisbes terapéuticas em pacientes
com contra-indicacao para ou que se recusam a fazer a biépsia hepatica. Ono et al.
(1999) avaliaram a correlagdo entre uma série de parametros basicos utilizados
rotineiramente em laboratoério de analises clinicas e o estagio de fibrose hepatica em
435 pacientes com hepatite C cronica. Os autores identificaram niveis séricos de
albumina, fosfatase alcalina e desidrogenase lactica, tempo de protrombina (TP) e
contagem de plaguetas como marcadores significantemente associados ao estagio
de fibrose hepética. Correlagdo negativa entre contagem de plaquetas e estagio de
fibrose hepatica foi observada no estudo de Karasu et al (2007), onde a reducao

progressiva da contagem de plaquetas foi assinalada na medida em que havia
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progressao do estagio de fibrose hepatica. A combinagdo de contagem de plaquetas
inferior a 150.000/mm*® com a relagdo aspartato aminotransferase (Aspartate
aminotransferase ou AST)/alanina aminotransferase (Alanine aminotransferase ou
ALT) = 1,0 mostrou ser fator preditivo positivo do grau de fibrose hepatica (Fs-F4,
METAVIR) em uma parcela dos pacientes com infeccao crénica pelo HCV (Pohl et
al., 2001). O indice definido pela relacdo AST x TP expresso em INR (International
normalized ratio)/Contagem de plaguetas x 100 parece estar associado a cirrose
hepatica em pacientes com infecgdo crénica pelo HCV, e ficou conhecido como
GUCI (Géteborg University cirrhosis index) (Westin et al., 2008).

Imbert-Bismut et al. (2001) estudaram prospectivamente 11 marcadores
biogquimicos em 205 pacientes infectados pelo HCV e demonstraram o valor
preditivo para diagnéstico de fibrose clinicamente significante (F.-F4, METAVIR) a
partir de um indice de fibrose caracterizado pela combinacdo de alguns dos
seguintes marcadores: ag-globulina (oe-macroglobulina e haptoglobina), y-glutamil-
transpeptidase (y-GT), +y-globulina, bilirrubina total e apolipoproteina A;.
Posteriormente, esses parametros constituiram o FIBROTEST (Thabut et al., 2003).
A inclusdo de parametros como sexo, idade no momento da exposicdo ao HCV,
idade no momento da biépsia hepatica e consumo de alcool ao indice formado pelos
cinco marcadores nao contribuiu para aumentar o valor preditivo para fibrose
clinicamente significante (Fo-F4, METAVIR) (Myers et al., 2002). Forns et al. (2002)
avaliaram prospectivamente o estagio de fibrose hepatica em 351 pacientes com
hepatite C crbnica utilizando varios parametros e identificaram idade e marcadores
laboratoriais (y-GT, colesterol e contagem de plaquetas) como fatores independentes
preditivos de fibrose discreta (Fo-F1, METAVIR), com acuracia de 96%. O indice
definido pela relacdo AST/Contagem de plaquetas (AST to platelet ratio index ou
APRI) x 100 com valores acima de 1,5 e 2,0 também se mostrou eficiente em
identificar pacientes com hepatite C crénica com fibrose significante (=Fs, Ishak et
al., 1995) e cirrose, respectivamente, com elevado grau de acuracia (Wai et al.,
2003).

Os niveis de imunoglobulinas séricas, particularmente IgG, encontram-se
elevados em pacientes com hepatite C crdnica, inclusive em pacientes com doenca
hepatica minima ou discreta (Gonzalez-Quintela et al., 2003). Outro estudo revelou
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correlagcdo positiva entre niveis séricos de IgG, IgA e estagios de fibrose hepatica
(Watt et al., 2004).

Outros marcadores nao-invasivos apresentaram valor discriminador entre
fibrose clinicamente significante e fibrose ausente ou discreta, e foram validados em
estudos apropriados: marcadores séricos da matriz extracelular (acido hialurdnico,
oz-macroglobulina e inibidor tecidual da metaloproteinase-1; FIBROSpect II°V) (Patel
et al., 2004; Christensen et al., 2006).

O numero limitado de bidpsias hepaticas realizadas em cada paciente ao
longo do curso da infeccao pelo HCV dificulta a determinacdo mais precisa, nao
apenas da progressao, mas também da reducéao induzida pelo tratamento, da fibrose
hepatica. Deuffic-Burban et al. (2002) aplicaram com sucesso um modelo
matematico (Markov) para quantificar com precisao a progressao da fibrose hepatica
e avaliar o impacto da terapia antiviral com interferon alfa sobre essa progressao em
pacientes com hepatite C cronica submetido a, pelo menos, duas bidpsias hepaticas.
Dentre pacientes com idade de 40 anos durante o contdgio e com duragcdo da
infeccdo igual a 10 anos, foi possivel predizer por meio desse modelo que os
pacientes virgens de terapia antiviral apresentavam risco maior (27,4% versus 4,2%)
de progredir do estagio auséncia de fibrose ou fibrose leve para o estagio fibrose
acentuada ou cirrose (de acordo com o sistema METAVIR), em um periodo de cinco
anos, quando comparados aos pacientes tratados.

Embora a necessidade de realizacdo de bidpsia hepatica possa ser reduzida
em até 70% dos pacientes quando sao utilizados marcadores séricos nao-invasivos,
a biopsia hepatica é considerada método padrao-ouro na avaliacdo do grau de
fibrose hepatica de pacientes em avaliagao pré-terapéutica (Sebastiani et al., 2006).
Contudo, o uso racional dos marcadores substitutos de fibrose hepatica parece ter
seu lugar na prética clinica (Leroy e Zarski, 2008; Sebastiani e Alberti, 2008).

2.12 Abordagem diagnodstica

Com base apenas nos aspectos clinicos da infeccao nao é possivel identificar
o agente etioldégico da hepattite C, sendo necessaria a realizagdo de exames
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complementares. Os exames laboratoriais inespecificos incluem as dosagens
séricas de aminotransferases — ALT (Transaminase glutéamicopiravica ou TGP) e
AST (Transaminase glutamico oxalacética ou TGO) — que indicam lesdo do
parénquima hepatico, e o nivel de ALT pode estar trés vezes ou mais acima dos
valores de referéncia para normalidade. As bilirrubinas séricas podem estar
elevadas e o TP pode estar alargado (TP > 17s ou INR > 1,5), indicando,
geralmente, doenga hepatica mais grave. Na infecgdo crbnica, o padrdo ondulante
dos niveis séricos de aminotransferases, especialmente a ALT, diferentemente da
hepatite B, apresenta-se entre seus valores normais e valores mais altos.

Entretanto, a investigacédo laboratorial que permite o diagndstico da infeccao
pelo HCV baseia-se na realizacdo de testes imunossorolégicos e moleculares
(Herrine, 2002; Chevaliez e Pawlotsky, 2007). Os primeiros visam a detecgcdo de
anticorpos anti-HCV no soro ou plasma de pacientes infectados e, para tanto, varios
ensaios imunoenzimaticos (EIE) ja estdo disponiveis na pratica laboratorial. A
deteccdo de anticorpos anti-HCV nao permite a diferenciacdo entre infeccao
pregressa e atual, bem como entre infecgcdo aguda e crénica, significando apenas
contato prévio com o agente. Resultados falso-positivos, como em pacientes com
hiperglobulinemia, e falso-negativos, como em pacientes hemodialisados ou com
imunodeficiéncia, ocorrem menos freqlientemente quando sdo aplicados testes
imunoenzimaticos de 32 geracao que utilizam uma mistura de antigenos virais (core,
NS3, NS4 e/ou NS5) (Cossart, 1999), ou de 42 geragao para detecgcao simultanea de
antigenos do HCV e anticorpos anti-HCV em amostras de soro ou plasma (Lambert,
2007). A deteccao de anticorpos anti-HCV em amostras de sangue coletadas em
papel de filtro (Dried blood spots ou DBS) revelou taxas de sensibilidade e
especificidade de aproximadamente 100% quando comparadas com amostras
pareadas de plasma. O uso de eluatos de DBS parece constituir uma alternativa
confidvel para deteccéao de anticorpos anti-HCV em estudos epidemiolégicos, sendo
particularmente atrativo para trabalhos de campo (Parker et al., 1997; McCarron et
al., 1999; Judd et al., 2003; Croom et al., 2006).

Recomenda-se a confirmagdo de resultados positivos para pesquisa de
anticorpos anti-HCV por ensaios imunoenzimaticos através da realizagdo de

imunoensaios como Recombinant Immunoblot Assay (RIBA) e Line immunoassay



54

(LIA), considerados testes suplementares e dotados de maior especificidade. Tais
ensaios baseiam-se na reatividade dos anticorpos anti-HCV circulantes com
peptidios sintéticos e proteinas recombinantes dispostas em tiras de néilon. Com o
emprego de testes de 32 geracao pode-se identificar o tipo de anticorpo anti-HCV
(anti-core, anti-E2, anti-NS3, anti-NS4 e anti-NS5) detectado por ensaios
imunoenzimaticos (Cossart, 1999; Erensoy, 2001). Entretanto, resultado anti-HCV
positivo obtido por esses imunoensaios nao indica necessariamente infec¢do atual,
ja que individuos que se recuperaram da infeccao, naturalmente ou apds terapia,
podem permanecer ainda anti-HCV positivos por periodo prolongado (Houghton,
1996).

A deteccado do antigeno core do HCV (Hepatitis C Virus Core Antigen ou
HCVcAQ) pode ser realizada no soro pelo ensaio imunoenzimatico qualitativo ou
quantitativo. Seus niveis no sangue apresentam forte correlacdo com a carga viral,
sendo considerado marcador indireto da replicacdo viral. Foi estabelecido que 1
picograma por ml (pg/mL) do antigeno core equivale a aproximadamente 8.000
Ul/mL de HCV-RNA. O ensaio apresenta limite de sensibilidade de 1 a 2 pg/mL,
porém sua sensibilidade diminui quando ha evidéncia de baixa atividade replicativa
do virus, isto €, nos casos em que a carga viral varia de 10.000 a 20.000 Ul/mL
(Couroucé et al., 2000; Pawlotsky, 2003a).

O diagnéstico precoce da infeccao pelo HCV pode ser feito pela deteccao
combinada de antigeno (core) do HCV e anticorpos anti-HCV (anti-core, anti-NS3)
em amostras de soro ou plasma. Os testes que empregam essa metodologia (ensaio
imunoenzimatico) ja estdo disponiveis comercialmente e sdo dotados de alta
sensibilidade e especificidade. Além disso, foi possivel obter significativa reducao do
periodo de janela imunoldgica, inferior apenas quando comparados a metodologia
baseada em NAT, em pacientes com infeccdo aguda pelo HCV e que apresentam
sorologia negativa para o marcador anti-HCV (Lambert, 2007; Tuke et al., 2008).

O diagnéstico molecular depende da deteccao do RNA viral no soro, plasma
ou tecido, o que pode ser demonstrado a partir de 1 semana do contato com o HCV,
e constitui teste padrdo-ouro para caracterizagdo de infeccao ativa. Para deteccao
qualitativa e quantitativa (carga viral) do HCV, torna-se necessaria a etapa de
amplificacdo do seu genoma devido a presenca do HCV em pequenas quantidades
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nos fluidos corporais. Tal amplificagdo é baseada em dois métodos principais: 0
primeiro consiste na amplificagcdo do alvo, pela reagcdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) apds sintese de DNA complementar fita dupla por transcricao reversa do
RNA viral, ou pela amplificacdo mediada pela transcricdo (Transcription-mediated
amplification ou TMA), e o segundo na amplificacdo do sinal de luminescéncia, como
na técnica de DNA ramificado (Pawlotsky, 2003b; Chevaliez e Pawlotsky, 2006). A
técnica RT-PCR € muito utilizada em rotina laboratorial para a deteccéo de viremia —
evidéncia direta de replicacao viral —, ja que oferece andlise altamente especifica,
rapida e de facil automacéo, apesar do seu custo mais elevado e quase que
impraticavel em muitas regides do Pais. Testes de RT-nested PCR “in house” foram
empregados em laboratérios de pesquisa em associacdo a rede publica. A técnica
da PCR também permite a quantificagcdo da carga viral — um dos parametros com
valor preditivo para resposta a terapia antiviral (Erensoy, 2001; Scott e Gretch,
2007). Teste negativo para a deteccao do RNA viral no soro ou plasma néao exclui a
eventual presenca de baixa viremia e/ou persisténcia do virus em baixa atividade
replicativa nos sitios de replicacao (Cossart, 1999). Na TMA, os produtos finais da
reacao ou amplicons sao constituidos de fitas simples de RNA. Embora, em geral,
seja menos sensivel que a andlise pela TMA (sensibilidade de 10 Ul/mL), a técnica
RT-PCR vem sendo mais utilizada na pratica laboratorial, principalmente devido ao
seu menor custo (Pawlotsky, 2002a).

Dentre os principais métodos utilizados na determinacdo dos genoétipos do
HCV, destacam-se:
a) Seqguenciamento nucleotidico de parte do genoma do HCV, seguido de analise
filogenética, constitui padrao-ouro para a genotipagem do HCV (Forns e Costa,
2006). A analise por segienciamento direto a partir dos produtos da PCR ou apés
clonagem destes produtos é realizada mais freqientemente a partir das regides
5'NC, core, E1 e NS5B (Okamoto et al., 1992; Germer et al., 1999; Ross et al., 2000;
Ansaldi et al., 2001; Halfon et al., 2001). A genotipagem pela analise das seqiéncias
da regiao NS5 apresenta boa correlacdo com a andlise a partir da regiao 5’NC, com
a vantagem de permitir a determinacao dos subtipos, dado que possui importancia
em epidemiologia molecular. Embora seja bem conservada, a regido 5’NC apresenta
diferencas nucleotidicas suficientes para permitir a distingdo entre os seis genétipos
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principais do HCV, estratégia comumente adotada na pratica clinica e que fornece
informacédo adequada para atender a propdésitos clinicos (Laperche et al., 2005);

b) RT-PCR utilizando-se primers gendtipo-especificos, freqientemente dirigidos para
a regiao core do genoma do HCV (Okamoto et al., 1992; Widell et al., 1994; Ohno et
al., 1997);

c) Analise do polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo (Restriction
fragment lengh polymorphism ou RFLP). A técnica RT-PCR/RFLP é bastante
empregada em estudos epidemiolégicos da infeccao pelo HCV, permitindo a
identificacao precisa dos principais gendétipos virais (Nakao et al., 1991; Davidson et
al., 1995; Buoro et al., 1999);

d) Hibridizagdo reversa com sondas de oligonucleotidios ligadas a membrana de
nitrocelulose e especificas para a regiao 5NC, capaz de identificar os principais
gendtipos do HCV (Line probe assay ou LiPA). Moléculas de DNA biotinilado
geradas por amplificagdo da regido 5’NC pela RT-PCR sé&o hibridizadas com sondas
imobilizadas. Apds a etapa de hibridizagcao, moléculas de DNA n&o hibridizadas séo
removidas por lavagem, e a adicdo de um conjugado (estreptavidina marcada com
fosfatase alcalina) permite sua ligacdo aos hibridos biotinilados. A adicdo de
substrato cromégeno permite a formacao de precipitado ao reagir com o conjugado,
resultando em padrdo caracteristico de bandas para os diferentes gendtipos. O
primeiro ensaio para genotipagem do HCV foi representado pela versao prototipo do
LiPA, que permitiu a identificacdo dos gendtipos 1 a 4, incluindo os subtipos 1b, 2a e
2b (Stuyver et al., 1993). O desenvolvimento de ensaios de 22 geracdo com sondas
para a regido 5’NC permitiu a identificagdo dos gendétipos 1 a 6, incluindo maior
namero de subtipos (1a, 1b, 2a, 2b, 2c, 5a e 6a), sendo também disponibilizada
comercialmente para uso diagnostico na rotina laboratorial (Stuyver et al., 1996).
Recentemente, maior eficiéncia na capacidade de discriminacao dos gendtipos 1 a 6
e seus principais subtipos do HCV foi obtida a partir de nova versdao do LiPA
baseada na hibridizacao reversa simultanea para regiées 5’NC e core (Bouchardeau
et al., 2007);

e) Sorotipagem — método baseado em ensaios imunoenzimaticos que visam a
deteccao de anticorpos séricos gendtipo-especificos contra epitopos do core ou NS4
(Mondelli et al., 1994; Bhattacherjee et al., 1995; Pawlotsky et al., 1997; Sandres et
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al., 2001). A sorotipagem do HCV possibilita a determinacdo do gendétipo do HCV
pela deteccdo de anticorpos tipo-especificos ou “sorotipos” e apresenta sensibilidade
em torno de 90% em pacientes imunocompetentes. Porém, esse percentual torna-se
menor em pacientes imunodeprimidos ou naqueles em HD. A sorotipagem permite
identificar os seis genoétipos principais, entretanto, apresenta como limitacées a
impossibilidade de caracterizagdo de alguns subtipos e a distingdo entre reatividade
cruzada e infeccbes mistas, além de ser dotada de menor sensibilidade e
especificidade quando comparada as técnicas anteriores (Pawlotsky, 2002b).

Dentre os métodos de genotipagem acima citados, o sequienciamento
nucleotidico seguido da andlise filogenética constitui-se no método padrao-ouro para
a determinagéo dos diferentes gendtipos do HCV (Erensoy, 2001).

Solmone et al. (2002) demonstraram que o uso de eluatos de DBS também
mostrou ser método simples e confiavel para detecgao qualitativa e genotipagem do
HCV, com taxas de sensibilidade acima de 99% e especificidade acima de 95%,
devendo ser particularmente atil em trabalhos de campo, onde existam dificuldades
de coleta, processamento, armazenamento e transporte de amostras de sangue sob

temperaturas controladas.

2.13 Abordagem terapéutica

2.13.1 Hepatite C

Atualmente, o tratamento da hepatite C cronica segue as recomendagdes de
consenso estabelecidas pelo NIH, EUA (2002) e o Consenso Internacional de Paris,
Franga (2002). No Brasil, com base nessas recomendagfes e apds consulta ao
Comité Técnico Assessor do PNHV, o MS decidiu aprovar, por meio da Portaria n®
34 de 28 de setembro de 2007, protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para a
hepatite viral cronica C. Esse protocolo é de carater nacional, devendo ser seguido
pelas Secretarias de Saude dos Municipios, dos Estados e do Distrito Federal.
Como critérios gerais de inclusdo foram adotados os seguintes:

a) Ser portador do HCV por teste de biologia molecular (teste qualitativo);
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b) Ter realizado, nos ultimos 24 meses, bidpsia hepatica onde foram
evidenciadas atividade necroinflamatéria de moderada a intensa e presenca de
fibrose de moderada a intensa de acordo com as classificacbes METAVIR ou da
SBP;

C) Ter entre 12 e 70 anos de idade.

Deverao ser excluidos do protocolo terapéutico (tanto com interferon
convencional como com interferon peguilado) todos os pacientes que apresentem
um ou mais das seguintes caracteristicas:

a Tratamento prévio com interferon peguilado (associado ou ndo a ribavirina);

O

Consumo abusivo de alcool nos ultimos seis meses;

o O

)
)
) Hepatopatia descompensada;
) Cardiopatia grave;

)

)

Doenca da tiredide descompensada;
f) Neoplasias;
9) Diabetes mellitus tipo 1 de dificil controle ou descompensada;

h) Convulsées ndo-controladas;

i) Imunodeficiéncias primarias;

j) Homens e mulheres sem adequado controle contraceptivo;
k) Gravidez (beta-HCG positivo); e

1) Nao concordancia com o termo de responsabilidade.

Na avaliacéo inicial dos pacientes com hepatite C, candidatos ao tratamento
antiviral, devem constar anamnese completa, exame fisico e exames laboratoriais
que incluem: hemograma completo com contagem de plaquetas e tempo de
protrombina; bioquimica sérica; horménio estimulante da tiredide; anti-HIV 1/2;
HBsAg; beta-HCG (para mulheres em idade fértil que usardo ribavirina); biopsia
hepatica e exame anatomopatoldgico realizado nos ultimos 24 meses (salvo para
hemofilicos e cirréticos compensados). Para pacientes infectados com o gendtipo 1,
deve-se realizar também deteccdo quantitativa do acido ribonucléico viral por
tecnologia biomolecular (carga viral).
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Todos os pacientes devem ser monitorados clinica e laboratorialmente
durante o tratamento antiviral. Pacientes infectados com o gendtipo 1 do HCV seréo
candidatos ao tratamento com a combinacéao interferon peguilado alfa-2a ou alfa-2b
e ribavirina desde que apresentem contagens de plaquetas superior a 75.000/mm?® e
de neutréfilos superior a 1.500/mm® em exames antes do inicio do tratamento. Nos
pacientes infectados com o gendtipo 1 que estiverem em uso de interferon peguilado
associado ou nao a ribavirina, devera ser realizado exame de detecgdo quantitativa
do &cido ribonucléico viral na 122 semana de tratamento para avaliar resposta
virologica precoce. Aqueles pacientes que ainda apresentam HCV-RNA detectado
(teste quantitativo) ou que ndo tenham obtido uma reducédo de pelo menos 2 logs
(100 x) no valor da carga viral (em Ul/mL) em relacdo a carga viral pré-tratamento
deverao interromper o tratamento. Ao passo que os pacientes com HCV-RNA nao-
detectado (teste quantitativo) ou que tenham obtido reducéo igual ou superior a 2
logs no valor da carga viral em relacao a carga viral pré-tratamento deverdo manter
o tratamento até a 482 semana quando devera ser realizado o teste qualitativo para
avaliacao da resposta virologica ao final do tratamento. Caso o exame realizado na
48?2 semana mostre a eliminacado do HCV, o exame sera repetido ap6s 24 semanas
para avaliagdo da resposta virologica sustentada (RVS).

O tratamento preconizado para pacientes infectados com os genétipos 2 ou 3
do HCV é feito com a combinacao interferon convencional alfa-2a ou alfa-2b e
ribavirina até completar 24 semanas, porém devem apresentar contagens de
plaquetas superior a 50.000/mm?® e de neutréfilos superior a 1.500/mm?® em exames
antes do inicio do tratamento. Ao final da 242 semana, deve ser realizado exame de
deteccao qualitativa do acido ribonucléico viral para avaliagédo da resposta viroldgica
ao final do tratamento. Caso esse exame indique resultado nao-detectado, o exame
sera repetido apds 24 semanas para avaliagdo da RVS.

A Portaria n® 34 de 28 de setembro de 2007 também contempla o tratamento
de pacientes infectados com gendtipos raros (4 e 5) no Brasil, bem como o
retratamento de pacientes ndo-respondedores ou recidivantes tratados originalmente
com interferon convencional associado ou n&o a ribavirina.

De acordo com a resposta viroldgica, os pacientes sao classificados em:
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a) N&o-Respondedores: Pacientes com HCV-RNA detectado (teste quantitativo)
ou com reducdo inferior a 2 logs no valor da carga viral na 122 semana de
tratamento em relacdo a carga viral pré-tratamento (para aqueles com
gendtipo 1), ou HCV-RNA detectado (teste qualitativo) ao final do tratamento;

b) Recidivantes: Pacientes com HCV-RNA detectado 24 semanas apés o final
do tratamento, apds ter apresentado HCV-RNA néo-detectado (teste
qualitativo) ao final do tratamento;

c) Respondedores (RVS): Pacientes com auséncia de HCV-RNA detectado no
soro pelo teste qualitativo com limite minimo de detecgdo de 50 Ul/mL 24
semanas apos o final do tratamento.

A RVS é o melhor indicador de eficacia terapéutica na hepatite C crénica. As
taxas de RVS variam de acordo com o gendtipo infectante: pacientes infectados com
0 gendtipo 1 quando tratados com a associagdo interferon peguilado e ribavirina
apresentam taxas de RVS variando entre 42 — 46%; aqueles infectados com os
gendtipos 2 ou 3 apresentaram as maiores taxas (76 — 82%) (NIH, 2002; Strader et
al., 2004).

A interrupcao do tratamento antiviral (tanto com interferon convencional como
com interferon peguilado, associado ou ndo a ribavirina) estd associada ndo apenas
a auséncia de resposta virolégica, mas também ao desenvolvimento de intolerancia
aos medicamentos e/ou varios efeitos adversos. Dentre os principais efeitos
adversos, destacam-se sintomas constitucionais como fadiga, cefaléia, febre, mialgia
e artralgia; alterac6es hematolégicas como anemia, leucopenia e trombocitopenia;
sintomas neuropsiquiatricos como alteracdes cognitivas e do humor; alteracdes
tireoidianas, dentre outras (Russo e Fried, 2003).

Os principais fatores definidos como preditivos de boa resposta ao tratamento
antiviral foram: sexo feminino, idade inferior a 40 anos, infeccdo pelos gendtipos 2
ou 3, fibrose hepatica ausente ou discreta e baixa carga viral (<800.000 Ul/mL).
Além disso, resposta virolégica precoce (definida como reducao de pelo menos 2
logs na carga viral determinada durante a 122 semana de tratamento em relacao a
carga viral pré-tratamento) e aderéncia plena ao tratamento antiviral (definida como

a tomada de mais de 80% da dose dos medicamentos antivirais por periodo maior
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que 80% da duracdo completa do tratamento) também constituem fatores preditivos
de RVS. Independentemente da obtencdo ou ndo de resposta virolégica, como
desfechos esperados com o tratamento antiviral, estdo a melhora da funcéo
hepatica, a diminuicdo da evolucao para doenca hepatica terminal e a reducao da
probabilidade de evolucao para o transplante hepatico (Ferrenci, 2004; Hughes e
Shafran, 2006).

2.14 Trombocitopenia

2.14.1 Consideracoes sobre megacariocitopoese e trombocitopoese

As plaquetas ou trombdcitos sdo formadas a partir da fragmentacéao
citoplasmatica de células chamadas megacariocitos — encontradas em pequeno
percentual (0,02% a 0,05% das células nucleadas) na medula éssea (Stenberg e
Hill, 1999). O processo que leva a producao de plaquetas ocorre em duas etapas
sequenciais: a primeira, designada megacariopoese ou megacariocitopoese, tem
inicio em células progenitoras da medula éssea que, por acdo de fatores de
crescimento hematopoético, tornam-se comprometidas com a linhagem
megacariocitica (Unidades formadoras de colénias de megacariocitos ou UFC-Meg),
entram em processo de endomitose (duplicacdo do DNA nao acompanhada de
divisdo nuclear ou citoplasmatica) e diferenciacdo, até alcancar o estagio de
maturacdo correspondente aos megacariocitos; a segunda, denominada
trombopoese ou trombocitopoese, refere-se a formacéao e a liberacao de plaquetas a
partir de prolongamentos citoplasmaticos (pré-plaquetas) dos megacariécitos (Figura
2.15) (Li e Kuter, 2001; Schulze e Shivdasani, 2005; Geddis e Kaushansky, 2007;
Kaushansky, 2008).
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Figura 2.15. Representacdo esquemdtica
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Os megacariocitos maduros mostram-se capazes de atravessar a parede dos
sinusdides medulares, tornando-se células circulantes. Entretanto, mais
freqientemente, essas células expandem seus prolongamentos citoplasmaticos para
dentro dos sinus6ides medulares, onde se fragmentam dando origem as plaquetas.
Ap6s a liberacdo das plaguetas na corrente sangliinea, os megacariocitos
medulares permanecem envoltos por pequena quantidade de citoplasma, sendo
chamados megacariocitos senescentes ou desnudos, 0s quais entram em apoptose
e sao finalmente fagocitados por macrofagos (Figura 2.16) (Kuter, 2001).
Recentemente, De Botton et al. (2002) demonstraram que a ativacdo de proteases
da familia das caspases (caspases 3 e 9) nos megacariocitos exerce papel
fundamental no processo de plaguetogénese. Com relacédo a caspase 3, a formacéao
de pré-plaquetas parece estar relacionada a sua ativacdo em determinados
compartimentos celulares (ativacao localizada), ao passo que a inducao de apoptose
nos megacariécitos parece estar associada a sua ativacdo em todo o citossol

(ativacao difusa).

. M T m
.. L

Figura 2.16. Estagios de maturacdo de megacaridcitos. Megacariécito maduro
(G esquerda) e megacaridcito senescente ou desnudo (4 direita) em
esfregaco de medula éssea de paciente com frombocitopenia associada ao
virus da hepatite C. A barra de escala representa 10 um. (Coloracdo May-
Granwald-Giemsa, 1.000x). Elaborado pelo autor (De Almeida AJ, 2004).

N

A microscopia Optica, estagios distintos de maturagcdo dos megacariécitos
podem ser caracterizados com base em critérios morfolégicos como: relagéo nucleo-

citoplasmatica, forma nuclear, basofilia e granularidade. Os megacariocitos maduros
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sao células de facil identificacdo ja que sao células grandes (de 50 um — 60 um de
didmetro), com pequena relagao nucleo-citoplasmatica e, devido ao processo de
endomitose, poliploides (em meédia 16 N); o nucleo € unico, porém irregular e
polilobulado, e com cromatina densa; o citoplasma € volumoso, rico em granulos e,
com frequéncia, circundado por plaguetas em processo de formacéao
(plaguetogénese). Por outro lado, os megacariécitos imaturos sao células de
dimensoes inferiores (de 20 um — 25 um de diametro), dipldides e com alta relacao
nucleo-citoplasmatica; o ndcleo € unilobulado e o citoplasma escasso, basofilico,
hipogranular e, freqlentemente, nao-plaquetogénico (Kuter, 2001). Os
megacariécitos maduros constituem a maioria dentro da populacdo de
megacariécitos na medula éssea (Stenberg e Hill, 1999).

Do ponto de vista ultra-estrutural, podem ser encontradas no citoplasma dos
megacariécitos e, em menor extensdo, das plaguetas, organelas envolvidas com a
biossintese de proteinas como ribossomos, reticulo endoplasmatico, complexo de
Golgi e mitocdndrias. Além disso, outros componentes que participam de atividades
metabdlicas distintas podem ser encontrados no interior dessas células como
componentes do citoesqueleto (microtubulos e microfilamentos), lisossomos,
microperoxissomos, granulos de armazenamento e complexo sistema de
membranas de demarcacao resultantes de invaginacdes da membrana plasmatica e
que parece funcionar como reservatério de membranas para formagdo de
proplaquetas (George, 2000; Italiano e Hartwig, 2005; White e Krumwiede, 2007). A
maioria das proteinas e granulos presentes nas plaguetas é produzida nos
megacariécitos. A superficie das plaquetas apresenta grande nimero de denteacoes
ou chanfraduras resultantes da organizacdo do sistema de membranas de
demarcacdo. O diametro médio das plaquetas pode variar entre diferentes
individuos, com valores oscilando entre 1,5 um — 3,0 um, o que corresponde a
aproximadamente 1/3 — 1/4 do didmetro dos glébulos vermelhos (Parise et al.,
2001).

As plaquetas constituem pequenos fragmentos citoplasmaticos envoltos por
unidade de membrana plasmatica e apresentam a capacidade de aderir aos locais
de les&o vascular, agregar com outras plaquetas e facilitar a formacao da trombina,
contribuindo assim para a hemostasia. Para tanto, as plaquetas apresentam uma
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variedade de receptores especificos em sua superficie, dos quais varios ocorrem em
forma de complexos funcionais como as glicoproteinas (GP) plaquetarias GP llb/llla,
GP la/lla e GP Ib/IX. Além disso, a presenca de epitopos ao longo das moléculas de
GP contribui para o papel imunogénico das plaquetas (George, 2000; Kuter, 2001;
Kunicki e Nugent, 2005).

Varios fatores de crescimento hematopoético (interleucina [IL] 3, IL-6, IL-11,
dentre outros) apresentam atividade megacariopoética comprovada, sendo o mais
importante é a trombopoetina — uma glicoproteina composta de 332 aminoacidos, de
aproximadamente 95 kDa, e sintetizada principalmente no figado (Figura 2.17). A
molécula da trombopoetina apresenta dois dominios: dominio (aminoacidos 1 — 153)
para a ligagdo ao receptor c-Mpl (cellular-myeloproliferative leukemia) — expresso,
principalmente, em células progenitoras da linhagem megacariocitica,
megacariécitos e plaguetas, com expressao progressivamente menor da forma nao-
funcional do receptor na medida em que ocorre o processo de maturagcdo dos
megacariécitos —, e dominio C-terminal (aminoacidos 154-332) altamente glicosilado
e que mantém a estabilidade da molécula (Kaushansky, 2006; Kuter, 2007;
Kaushansky, 2008). Embora a trombopetina seja sintetizada de forma constitutiva,
0s niveis circulantes de trombopoetina aumentam em resposta a reducao da
quantidade de plaquetas no sangue. Dessa forma, em resposta a necessidade
aumentada de liberacdo de plaquetas, os megacariécitos aumentam em numero,

tamanho e grau de ploidia (Kato et al., 1998; Kuter, 2001; Kuter e Begley, 2002).



66

Figura 2.17. Representacdo esquemdtica do modelo estrutural da frombopoetina
humana, com dois dominios nas regides N-terminal (NH2) — aminodcidos 1-153, e
C-terminal (COOH) - aminodcidos 154-332. Aminodcidos sdo apresentados como
unidades circulares designados por letra Unica em seu interior. Fonte: Kato T et al
(1998, p. 324). (Figura adaptada para o portugués).

As plaquetas apresentam sobrevida na circulagdo sanguinea variando de 8 a
12 dias, com média de 10 dias, a maioria sendo removida apds este periodo pelas
células do sistema mononuclear fagocitario, principalmente do baco, figado e
medula 6ssea; porém, uma fracdo delas é consumida no processo de hemostasia
(Stenberg e Hill, 1999; Lourenco, 2004). Em condigdes nas quais se presume que 0
mecanismo da trombocitopenia esteja relacionado a destruicdo acelerada das
plaguetas — como em diversas infecgdes virais, doencas do colageno, doencas
linfoproliferativas e purpura trombocitopénica idiopatica —, pode-se observar nao
apenas parada ou bloqueio de maturacdo dos megacariocitos, caracterizada pelo
predominio de megacariocitos imaturos na medula 6ssea, como também a presenca
de megacariocitos considerados nao-formadores de plaguetas ou nao-
plaguetogénicos, caracterizados por apresentar citoplasma menos granular,
altamente basofilico, de contornos regulares e sem evidéncia de plaquetas em
processo de formagdo na sua periferia, apesar do seu estagio de maturacao mais
tardio. Entretanto, devido provavelmente a hiperplasia megacariocitica induzida pela
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trombopoetina nessas condigdes, a presenca de tais anormalidades morfolégicas €
acompanhada freqientemente de producdo normal ou mesmo aumentada de
plaguetas (Stenberg e Hill, 1999).

Duas importantes vias de sinalizacao intracelular podem ser moduladas pela
trombopoetina por meio de sua ligacao ao receptor c-Mpl: Jak/Stat (Janus tyrosine
kinase/Signal transducers and activators of transcription) e MAPK (Mitogen-activated
protein kinase), resultando em acdes bioldgicas ja conhecidas da trombopoetina,
como o estimulo ao crescimento de UFC-Meg e a inducdo da maturagdo dos
megacariécitos, contribuindo assim para aumentar nao apenas 0 numero, mas
também as dimensbes e o0 grau de ploidia dos megacaribcitos, respectivamente.
Além disso, regula positivamente a expressdo de marcadores de superficie
especificos da linhagem megacariocitica-plaquetaria, como 0s complexos
glicoprotéicos llb/llla e Ib/IX. Contudo, a trombopoetina apresenta efeito muito
discreto sobre a liberacdo de plaquetas a partir dos megacariécitos mais maduros,
devido provavelmente a regulacado negativa da expressao do receptor c-Mpl nessas
células (Ritchie et al., 1999; Ward et al.,, 2000; Li e Kuter, 2001; Matsumura e
Kanakura, 2002).

2.14.2 Investigacao da trombocitopenia

Durante a avaliagdo de pacientes com trombocitopenia — definida como a
contagem de plaquetas inferior a 150.000/mm® —, particularmente naqueles
assintomaticos, torna-se fundamental excluir, a principio, a hipbtese de
pseudotrombocitopenia, uma anormalidade rara (0,09% a 0,21%) detectada apéds
contagem automatizada de plaquetas e causada mais comumente pela agregacao
plagquetaria in vitro em amostras de sangue total coletadas em tubos contendo acido
etilenodiaminotetracético (Ethylenediaminetetraacetate  ou EDTA) como
anticoagulante (George e Rizvi, 2001).

Uma vez confirmada a trombocitopenia, duas consideragdes a respeito da
avaliacao sistematica do paciente tornam-se importantes: identificacdo da causa da

trombocitopenia e determinacdo da auséncia ou presenca de manifestacdes
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hemorragicas, as duas com valor terapéutico e prognéstico. Para tanto, anamnese e
exame fisico minuciosos, além da realizacdo de exames laboratoriais tornam-se
necessarios (Warkentin e Kelton, 1995).

A partir de estudos de cinética plaquetaria foram determinados trés
mecanismos fisiopatoldgicos principais envolvidos no desenvolvimento de
trombocitopenia: diminuicdo da produgdo de plaquetas, destruicdo plaquetaria
acelerada e hiper-sequestracao esplénica. Em uma boa propor¢cdo dos pacientes
trombocitopénicos, mais de um mecanismo pode estar presente, simultdnea ou
sequencialmente (Levine, 1999). Assim, na pratica hematolégica rotineira, a analise
semiologica da lamina de sangue periférico, o exame de medula 6ssea obtida pela
puncao aspirativa e/ou puncgdo-bidépsia e a avaliacdo das dimensdes esplénicas
fornecem informagdes de grande relevancia para abordagem etioldgica (Warkentin e
Kelton, 1995).

Diversos farmacos podem ser implicados na geragcédo da trombocitopenia por
mecanismos distintos, sendo os principais a diminuicdo da producéo de plaquetas e
a destruicdo imunolégica das mesmas. Farmacos como benzodiazepinicos,
antiinflamatérios nao-hormonais, analgésicos pirazolonicos, heparina, interferon,
dentre outros, sdo descritos como agentes com associacdo comprovada ou muito
provavel com trombocitopenia. Ha, ainda, um grande numero de farmacos cuja
associacao causal com trombocitopenia pode ser considerada pouco provavel
(George et al., 1998; Aster e Bougie, 2007). Trombocitopenia vem sendo relatada
com freqUéncia durante o curso de varias infecgbes virais agudas como rubéola,
dengue, hepatite A, mononucleose infecciosa e citomegalovirose, e crénicas como
hepatites B e C e HIV/AIDS, e outras como infeccao por Helicobacter pylori e sifilis
(George e Rizvi, 2001; Campuzano-Maya, 2007). Pacientes com doenca hepatica
cronica, particularmente naqueles com esplenomegalia congestiva por sindrome de
hipertensdo portal, freqlientemente, apresentam trombocitopenia (Toghill et al.,
1977). Alcoolismo, gestacao, hemopatias malignas, exposicéo a produtos quimicos e
agentes fisicos, politransfusao e deficiéncias vitaminicas (acido folico e vitamina Biy)
também constituem causas de trombocitopenia. Trombocitopenias hereditarias e
aquelas associadas a sindrome hemolitico-urémica ou purpura trombocitopénica

trombotica ocorrem menos comumente (George e Rizvi, 2001).
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Por outro lado, grande numero de individuos trombocitopénicos, mesmo apds
exaustiva investigacao etiolégica, ndo apresenta causa identificada. Com base no
achado de trombocitopenia isolada e purpura de etiologia desconhecida, o
diagnéstico de purpura trombocitopénica idiopatica ou imune (PTI) é estabelecido. A
PTI é disturbio hematolégico adquirido caracterizado, principalmente, por destruicao
imunolégica das plaquetas no sistema mononuclear fagocitario, predominantemente
do baco, mediada por autoanticorpos dirigidos contra diferentes GP plaquetarias,
mais freqientemente GP llb/llla e GP Ib/IX, sendo também denominada purpura
trombocitopénica imune primaria. Alternativamente, uma via de destruicao
plaquetaria na PTI é representada por células T citotdxicas auto-reativas. Tanto a
producdo de autoanticorpos antiplaquetarios como a emergéncia de células T
citotéxicas autorreativas resultam de perda na tolerancia imunolégica aos auto-
antigenos, cujo mecanismo primario permanece desconhecido. Formas secundarias
da purpura trombocitopénica imune estdo relacionadas as doengas do colageno,
doencas linfoproliferativas malignas, infec¢des, dentre outras (Beardsley, 2006;
Cooper e Bussel, 2006; Stasi et al., 2008).

Com o objetivo de uniformizar a abordagem hematolégica de pacientes com
PTI, acompanhados em diferentes centros de referéncia, membros da Sociedade
Americana de Hematologia (American Society of Hematology ou ASH) propuseram
um conjunto de diretrizes praticas a serem adotadas para avaliacao diagndstica e
terapéutica de criancas e adultos com essa enfermidade (George et al., 1996).
Dessa forma, o diagnéstico da PTI passa a se basear, principalmente, na histéria
clinica, no exame fisico, nas contagens de células sangliineas e na analise
semiolégica do sangue periférico, além da exclusdo de outras causas de
trombocitopenia. De acordo com os critérios da ASH, pacientes adultos com
suspeita de PTI devem ser avaliados cuidadosamente em sua histéria clinica e
exame fisico visando as seguintes informacoes:

a) Historia clinica:

- Sintomas de sangramento (tipo, gravidade, duracdo, hemostasia relacionada a
cirurgias prévias e gestacao);

- Sintomas sugestivos de infeccao recente, principalmente de etiologia viral (perda
ponderal, febre, cefaléia);
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- Gestagdo em curso;

- Sintomas sugestivos de doencas autoimunes (artralgias, erupcédo cutanea,
alopécia);

- Uso de medicamentos que possam causar trombocitopenia ou exacerbar
manifestacdo hemorragica;

- Fatores de risco para infecgao por HIV;

- Transfusao prévia;

- Antecedentes familiares de trombocitopenia;

- Comorbidades que possam exacerbar o risco de sangramento (doenca
gastrointestinal, doenga neuroldgica, doenga urolégica);

- Estilo de vida, incluindo atividades fisicas potencialmente traumaticas;

b) Exame fisico:

- Sinais de sangramento (tipo, gravidade);

- Hepatomegalia, esplenomegalia e linfonodomegalia; ictericia e outros sinais de
doenca hepatica;

- Evidéncia de infeccgao;

- Evidéncia de doencga autoimune (artrite, bécio, vasculite cutanea);

- Evidéncia de trombose;

- Evidéncia de disfung¢ao neurolégica;

- Anormalidades esqueléticas.

Ainda de acordo com os critérios da ASH, com relacdo a contagem de células
sanglineas e a analise semiolégica do sangue periférico, os achados de
trombocitopenia isolada e plaguetas de tamanho normal ou macroplaquetas
reforcam a hipétese diagnéstica de PTI. E desnecesséaria a realizagdo, de forma
rotineira, de testes laboratoriais complementares como: deteccdo de anticorpos
antiplaquetarios, contagem de reticulécitos, dosagens hormonais, analise dos
elementos anormais e sedimentoscopia [EAS], teste de Coombs, raios-x de toérax,
teste de sobrevida plaquetaria e deteccao de IgG associada a plaqueta. Exames de
imagem abdominal (ultrassonografia, tomografia computadorizada ou ressonancia

magnética) também sao considerados desnecessarios ou inapropriados. O exame
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de medula 6ssea estd recomendado para investigagdo da PTl em pacientes idosos
ou em pacientes candidatos ao tratamento cirargico (esplenectomia) (George et al.,
1996).

2.14.3 Trombocitopenia associada ao HCV

Com o advento dos testes sorolégicos para deteccao de anticorpos anti-HCV,
observou-se prevaléncia de 9% a 25% de infec¢cdo pelo HCV em pacientes com
diagnéstico prévio de PTI (Silva et al., 1992; Pawlotsky et al., 1995; Linares et al.,
1996; Fabris et al., 1998; Garcia-Suarez et al., 2000; Sakuraya et al., 2002).

A maioria dos autores considera o diagndstico de trombocitopenia associada
ao HCV quando individuos portadores de trombocitopenia apresentam como unico
fator etiologico identificado a infeccdo pelo HCV, sem levar em consideracdo qual
das duas condicdes foi diagnosticada primeiro (Nagamine et al, 1996; Hernandez et
al, 1998; Garcia-Suarez et al, 2000). Contudo, Pockros et al. (2002) sugeriram, como
critério de inclusdo para o diagnéstico da trombocitopenia associada ao HCV, que o
diagnéstico da infeccao pelo HCV deva ser feito antes ou concomitantemente com a
identificac&o da trombocitopenia.

A etiopatogénese da trombocitopenia associada ao HCV parece ser de
natureza multifatorial (Giannini e Savarino, 2008; Witters et al., 2008). Diferentes ou
concomitantes mecanismos podem desempenhar papel na patogénese dessa
alteragao hematolégica:

a) Historicamente, a trombocitopenia comumente observada em pacientes com
doenca hepatica cronica foi atribuida a esplenomegalia congestiva secundaria a
hipertenséo portal (Aster, 1966; Toghill et al., 1977) e, nesse contexto, foi proposto o
mecanismo de hiperesplenismo para explicar a trombocitopenia observada na
infeccdo crénica pelo HCV. No entanto, evidéncias clinicas e laboratoriais de
sindrome de hipertensdo portal e/ou esplenomegalia ndo sao obrigatoriamente
encontradas em expressiva proporgcao de pacientes com trombocitopenia associada
ao HCV (Nagamine et al., 1996);

b) Um mecanismo imune foi sugerido para explicar a trombocitopenia observada
nestes pacientes, a partir das seguintes linhas de evidéncias: i) a infeccéo pelo HCV
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estda associada a amplo espectro de manifestagbes extra-hepaticas autoimunes
(Pawlotsky et al., 1994; Czaja, 1997; McMurray, 1998); ii) a presenca de
imunoglobulinas, principalmente da classe IgG, associada as plaquetas (Platelet-
associated immunoglobulin G ou PAIgG) pode ser demonstrada em uma proporcao
dos pacientes com trombocitopenia associada ao HCV, principalmente quando sao
utilizados os testes direto (deteccao de anticorpos ligados as plaquetas) e por
eluicdo (deteccdo de anticorpos eluidos das plaquetas do préprio paciente)
(Nagamine et al., 1996; Fabris et al., 1998; Hernandez et al., 1998; Garcia-Suéarez et
al., 2000); iii) o aumento das cifras plaquetarias observado em alguns pacientes
apds terapia com corticosterdide oral (prednisona) e/ou imunoglobulina endovenosa
(Hernandez et al., 1998; Garcia-Suarez et al., 2000; Sakuraya et al., 2002).

Por outro lado, a presenca de niveis elevados de PAIgG em pacientes com

hepatite viral aguda ou hepatite crénica, sem trombocitopenia, parece demonstrar
que a trombocitopenia associada ao HCV ndo esta estritamente relacionada aos
niveis de PAIgG. De fato, os anticorpos IgG detectados dessa forma nao
representam anticorpos antiplaquetarios especificos (dirigidos contra glicoproteinas
plaguetarias), mas IgG inespecifica presente na superficie plaquetaria e,
principalmente, no interior dos granulos alfa encontrados no citoplasma das
plaguetas (Doi et al., 2002). Os ensaios para deteccdo de anticorpos
antiplaquetarios especificos em doencas de natureza claramente imunolégica, como
a PTI, ndo apresentaram sensibilidade (50%) ou especificidade (80%) suficientes
para estabelecer essa relacdo (De Mattia et al., 2000). Contudo, recentemente, foi
demonstrada a presenca de anticorpos contra GP llb/llla e GP Ib/IX na
trombocitopenia associada ao HCV (Pockros et al., 2002);
c) Um papel patogénico direto do HCV sobre megacariocitos também foi
sugerido com base na deteccdo de sequUéncias gendmicas (fitas positiva e fita
negativa) do HCV, por hibridizagdo in situ, em amostras de medula 6ssea de
pacientes com crioglobulinemia mista tipo Il (Agnello et al., 1995) e com
trombocitopenia associada ao HCV (Bordin et al., 1995). Além disso, alguns estudos
reportaram a deteccdo de seqiéncias gendmicas (fita positiva) do HCV, utilizando-
se a técnica RT-PCR, em plaquetas do sangue periférico (Silva et al., 1992;
Nagamine et al., 1996; Hamaia et al., 2001);
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d) Os niveis séricos de trombopoetina correlacionam-se positivamente com o
grau de disfuncao hepatocelular e inversamente com o estagio de fibrose hepatica.
Dessa forma, a diminuicdo da producdao de trombopoetina parece representar,
juntamente com o hiperesplenismo, 0s mecanismos mais importantes da
trombocitopenia em cirréticos HCV-positivos (Adinolfi et al., 2001; Giannini et al.,
2002).

Os pacientes com trombocitopenia associada ao HCV apresentam
caracteristicas clinicas muito semelhantes aquelas observadas na PTI crbnica, tais
como: freqiiéncia maior entre mulheres, curso clinico estavel e risco minimo para o
desenvolvimento de sangramento grave (Hernandez et al., 1998; Garcia-Suarez et
al., 2000). O risco de sangramento, comprometendo principalmente pele e mucosas,
bem como a sua gravidade, estdo relacionados com o grau de trombocitopenia,
sendo o0s mais graves freqlentemente observados em pacientes com contagens
plaquetarias abaixo de 50.000/mm?® (Bauduer et al., 1998; Hernandez et al., 1998;
Garcia-Suarez et al., 2000; Ramos-Casals e Font, 2005).

Na abordagem diagnostica, a maioria dos estudos enfatiza a adocdo de
critérios recomendados pela ASH (George et al., 1996). Embora nao haja consenso
com relacdo a necessidade de se realizar estudo morfolégico rotineiro da medula
0ssea em pacientes com trombocitopenia associada ao HCV, um numero normal ou
aumentado de megacariécitos pode ser observado nesses pacientes (Durand et al.,
1993; Hernandez et al., 1998).

Do ponto de vista hematoldgico, o tratamento da trombocitopenia associada
ao HCV apresenta resultados pouco animadores. O tratamento de curta duracao a
base de corticosterdide oral (prednisona) ou gamaglobulina intravenosa em doses
convencionais para PTl tem se mostrado ineficaz em produzir elevacdes
sustentadas da contagem de plaquetas em alguns estudos (Durand et al., 1993;
Linares et al., 1996; Bauduer et al., 1998; Fabris et al., 1998; Pockros et al., 2002;
Sakuraya et al., 2002) e parece nao afetar o curso clinico da doenca hepatica
causada pelo HCV (Hernandez et al., 1998). Recentemente, McHutchison et al.
(2007) realizaram ensaio clinico de fase 2, randomizado, duplo-cego, controlado
com placebo, visando a andlise da efichAcia de agonista do receptor da
trombopoetina, como o elirombopague, para o tratamento de pacientes
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trombocitopénicos com cirrose hepatica relacionada ao HCV. Esse estudo revelou
que 95% dos pacientes que receberam 75 mg de eltrombopague por via oral, em
dose diaria Unica, apresentaram resposta plaquetaria acima de 100.000/mm® na
quarta semana de terapia com esse medicamento, tendo a cefaléia como efeito
adverso mais freqliente nas primeiras quatro semanas de terapia. Além disso, a
terapia antiviral (interferon peguilado alfa e ribavirina) poéde ser iniciada em 21/23
(91%) pacientes que receberam essa dose de eltrombopague, e 15/23 (65%)
pacientes conseguiram completar as 12 primeiras semanas de terapia antiviral.

Com relagao a terapia antiviral, hA um numero menor de publicagées na
literatura. Série de seis pacientes tratados com interferon-a2b, trés milhdes de
unidades por via subcutanea, trés vezes por semana, por periodo de 6 a 24 meses,
apenas um apresentou normalizacao da contagem plaquetaria ao final de 24 meses
de seguimento, os demais apresentaram resposta parcial (Garcia-Suarez et al.,
2000). Outro estudo envolvendo oito pacientes tratados com interferon-a2a, trés
milhées de unidades por via subcutanea, trés vezes por semana, por periodo de 6 a
24 semanas, revelou que trés nao apresentaram resposta plaquetaria e cinco
apresentaram resposta plaquetaria parcial (Rajan e Liebman, 2001). Outros grupos
de pesquisadores relataram casos isolados de resposta hematoldgica considerada
satisfatoria apds terapia com interferon-o. (Durand et al., 1994; Uygun et al., 2000) e
com a associacgao interferon-a2b / ribavirina (Lagasse et al., 2001). Por outro lado, o
tratamento com interferon pode contribuir para o agravamento da trombocitopenia
associada ao HCV (Peck-Radosavljevic et al., 2002; Dieterich e Spivak, 2003; Curry
e Afdhal, 2005; Moreno-Otero, 2005).
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3 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A hepatite C crénica constitui grave problema de saude publica, ndo apenas
pelo enorme numero de individuos infectados em todo 0 mundo, mas também pelas
complicagdes, incluindo manifestacbes extra-hepaticas. A trombocitopenia
associada ao HCV é uma das alteracées extra-hepaticas mais freqlentes na
hepatite C cronica. Fatores que determinam o desenvolvimento de anormalidades
extra-hepaticas como trombocitopenia relacionada ao HCV ainda ndo sao
conhecidos. O achado de trombocitopenia associada ao HCV pode comprometer os
resultados do tratamento antiviral que consiste, atualmente, na combinacdo de
interferon com ribavirina, uma vez que esta combinagcdo pode agravar essa
alteracao hematoldgica resultando na interrupcdo do tratamento antiviral. Além
disso, nao existe tratamento eficaz para a trombocitopenia associada ao HCV
(Dieterich e Spivak, 2003; Moreno-Otero, 2005; Curry e Afdhal, 2005).

O tratamento antiviral representa procedimento de custo elevado e associado
a uma gama de efeitos colaterais, além de ser eficaz em menos da metade dos
pacientes com hepatite C crénica. O estudo mais aprofundado dos fatores
relacionados a interacdo do HCV com plaquetas do sangue periférico podera
contribuir para melhor abordagem clinico-terapéutica dos pacientes com
trombocitopenia associada ao HCV.

A infeccao pelo HCV, além de seu hepatotropismo, pode acometer outros
orgaos do corpo humano, gerando diversas alteracoes extra-hepaticas, como a
trombocitopenia. Historicamente, a trombocitopenia associada a doenga hepética
cronica foi atribuida principalmente a esplenomegalia congestiva secundaria a
sindrome de hipertensado portal. Entretanto, esse achado ndo foi observado em
muitos pacientes com trombocitopenia associada ao HCV. Dessa forma, outros
mecanismos foram sugeridos para explicar a trombocitopenia em pacientes com

infeccao crénica pelo HCV. Em estudo retrospectivo realizado durante o periodo de
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novembro de 1994 a novembro de 1997 envolvendo 398 pacientes infectados por
virus hepatotropicos, atendidos no Ambulatorio de Gastroenterologia do Hospital
Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG), da Escola de Medicina e Cirurgia da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO), foram registrados 223
(56%) pacientes anti-HCV positivos (EIE — 22 geragcao), dos quais 38 (17%)
apresentavam alteragdes hematologicas. Dos 38 pacientes com alteragdes
hematoldgicas, 20 (52,6%) apresentavam trombocitopenia (plaquetas <
150.000/mm®) e, desses, oito (40%) ndo apresentavam sinais de hipertenséo portal
(Almeida et al., 1998).

De fato, em nossa experiéncia no Ambulatério de Hematologia do
HUGG/UNIRIO, observamos que a partir de 1997 um numero maior de pacientes
com infecgao crénica pelo HCV, provenientes do Ambulatério de Gastroenterologia
e, posteriormente, do Ambulatério de Doencas do Figado do HUGG, foram
encaminhados para investigacdo dessa alteragdo hematoldgica, nos quais
evidéncias de esplenomegalia e/ou hipertenséo portal estavam ausentes.

Até o presente momento, poucos sado os trabalhos que demonstraram a
presenca de sequéncias genémicas do HCV nas plaquetas, e as implicacoes desses
estudos sao que as plaquetas podem servir como elementos de sequestro de virions
evitando o reconhecimento imunoldgico. Também se postula que as plaquetas
possam representar importantes reservatérios do HCV, responsaveis pela quase
totalidade das re-infeccoes apos transplante de figado (Silva et al., 1992; Nagamine
et al., 1996; Alter, 2001; Hamaia et al., 2001).

A associacao entre gendtipo viral e manifestacao extra-hepatica ndo € bem
conhecida, permanecendo questdo aberta saber se o gendétipo do HCV constitui um
fator determinante de patogenicidade distinta, especificamente a trombocitopenia.
Embora os fatores virais e do hospedeiro associados a resposta terapéutica em
pacientes com infeccao crénica pelo HCV estejam bem documentados na literatura,
nao € conhecida a relacao entre tais fatores e a detec¢cdo do HCV em plaquetas do
sangue periférico, assim como a influéncia desta compartimentalizagdo sobre a
terapia antiviral. A fim de melhor caracterizar o papel da deteccdo do HCV em
plaguetas na patogénese da trombocitopenia associada ao HCV, bem como fatores
virais e do hospedeiro que possam influenciar a taxa de deteccdao do HCV nas
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plaquetas e o resultado do tratamento antiviral, realizamos este trabalho de tese, de
carater multicéntrico, envolvendo duas unidades: Laboratério de Hepatites Virais do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC)/Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e Hospital
Universitario Gaffrée e Guinle, da Escola de Medicina e Cirurgia (EMC)/Universidade
Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

— Estudar a relacdo entre detecgdo qualitativa do HCV-RNA em plaquetas do
sangue periférico e trombocitopenia associada ao HCV, bem como avaliar sua
relacdo com fatores virais e do hospedeiro, e sua influéncia sobre a resposta ao
tratamento antiviral, em um grupo de pacientes com hepatite C crénica atendidos no
Hospital Universitario Gaffrée e Guinle da Escola de Medicina e Cirurgia
(EMC)/Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).

4.2 Objetivos Especificos

— Investigar a presenca do HCV-RNA em plaquetas do sangue periférico e sua
relacdo com a trombocitopenia associada ao HCV;

— Estimar a prevaléncia dos gendtipos do HCV, pela analise por seqlenciamento
nucleotidico da regido core do genoma viral em amostras de soro, bem como
determinar se a trombocitopenia associada ao HCV constitui manifestacdo extra-
hepatica gendétipo-dependente;

— Investigar a relacao entre detecc¢ao qualitativa do HCV em plaquetas do sangue
periférico e fatores virais (genoétipo e carga viral) e do hospedeiro (demograficos,
clinicos e laboratoriais);

— Analisar a influéncia da deteccado do HCV em plaquetas do sangue periférico sobre
a resposta ao tratamento antiviral;

— Descrever as caracteristicas clinicas e laboratoriais, bem como a resposta
terapéutica de uma série de casos de trombocitopenia auto-imune associada ao
HCV.
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5 DESENHO

A coorte de estudo foi constituida de pacientes com infeccdo crénica pelo
HCV. A admissao dos pacientes selecionados na presente pesquisa foi iniciada em
agosto de 2001. A Figura 5.1 ilustra as etapas da pesquisa e seus respectivos
desenhos.

Essa pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em Pesquisa do HUGG
(MEMO CEP / N2 32 /2004, em 30 de agosto de 2004) (Anexo A).

Inicio da

Pesquisa

I I L1 L I [ I I

1 1
Agosto/2008

Agosto /2001 = Dezambros/ 2002,

Estuda transversal,

Agosto/2003 = Dzzambro/ 2004,
Estude transvarsal,

)

Agosto/ 2004 = Outubra /2006,
Estudo lengitudinal.

Agoste/2004 = Agosto/ 2007,
Eztude longitudinal.

Figura 5.1. Representacdo esquemdtica das etapas da pesquisa e seus respectivos
desenhos ao longo do periodo de estudo (2001-2007).
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6 RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta pesquisa sdo apresentados na forma de
manuscritos publicados, aceitos para publicacdo ou submetidos para publicacdo em
revistas cientificas indexadas nas bases de dados PubMed, MEDLINE e ISI Web of
Knowledge [v. 4.2], e listados a seguir na ordem em que os referidos manuscritos
foram discutidos:

a) de Almeida AJ, Campos-de-Magalhdes M, de Melo Marcal OP, Brandao-
Mello CE, Okawa MY, de Oliveira RV, do Espirito-Santo MP, Yoshida CF, Lampe E.
Hepatitis C virus-associated thrombocytopenia: a controlled prospective, virological
study. Ann Hematol 2004 Jul;83(7):434-40.

b) de Almeida AJ, Campos-de-Magalhdes M, Brandao-Mello CE, de Oliveira
RV, Yoshida CF, Lampe E. Detection of hepatitis C virus in platelets: evaluating its
relationship to viral and host factors. Hepatogastroenterology 2007 Apr-
May;54(75):964-8.

c) de Almeida AJ, Campos-de-Magalhdes M, Brandao-Mello CE, de Oliveira
RV, do Espirito-Santo MP, Yoshida CF, Lampe E. Detection of Hepatitis C Virus in
Platelets: Evaluating its Relationship to Antiviral Therapy Outcome. Submetido para
publicacdo na revista Hepato-Gastroenterology em 19 de novembro de 2007. Aceito
para publicacdo na revista Hepato-Gastroenterology em 10 de dezembro de 2007
(Anexo B).

d) de Almeida AJ, Campos-de-Magalhdes M, Antonietti CL, Brandao-Mello
CE, da Silva MLP, de Oliveira RV, do Espirito-Santo MP, Yoshida CF, Lampe E.
Autoimmune thrombocytopenia related to chronic hepatitis C virus infection.
Submetido para publicacdo na revista Hematology em 11 de junho de 2008 (Anexo
C).
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6.1 Artigo 1

de Almeida AJ, Campos-de-Magalhdes M, de Melo Marcgal OP, Brandao-Mello
CE, Okawa MY, de Oliveira RV, do Espirito-Santo MP, Yoshida CF, Lampe E.
Hepatitis C virus-associated thrombocytopenia: a controlled prospective, virological
study. Ann Hematol 2004;83(7):434-40.
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6.2 Artigo 2

de Almeida AJ, Campos-de-Magalhdes M, Brandao-Mello CE, de Oliveira RV,
Yoshida CF, Lampe E. Detection of hepatitis C virus in platelets: evaluating its
relationship to viral and host factors. Hepatogastroenterology 2007;54(75):964-8.

O presente artigo também foi apresentado como tema livre em evento
cientifico de carater nacional, em 2005. Por ocasido do XVIII Congresso Brasileiro
de Hepatologia da Sociedade Brasileira de Hepatologia, realizado em Campos do
Jordao, SP, no periodo de 19 a 22 de outubro de 2005, o trabalho "Influéncia da
carga viral do HCV-RNA na deteccéo do virus da hepatite C (HCV) nas plaquetas do
sangue periférico" foi apresentado em forma de péster (de Almeida AJ et al. GED
Gastroenterol Endosc Dig 2005;24(Supl 2):S67-S68 [PO-259]) e recebeu o titulo de
MENCAO HONROSA.
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6.3 Artigo3

de Almeida AJ, Campos-de-Magalhdes M, Brandao-Mello CE, de Oliveira RV,
do Espirito-Santo MP, Yoshida CF, Lampe E. Detection of hepatitis C virus in
platelets:  evaluating its relationship to antiviral therapy outcome.

Hepatogastroenterology 2008 (no prelo).

O presente artigo também foi apresentado como tema livre em eventos
cientificos de carater nacional, em 2007. Por ocasidao do XVIII Encontro Nacional de
Virologia, realizado em Armacéao dos Buzios, RJ, no periodo de 14 a 17 de outubro
de 2007, o trabalho “Occult hepatitis C virus (HCV)-RNA detection in peripheral
blood platelets from patients receiving antiviral therapy” foi apresentado em forma
oral (de Almeida AJ et al. Virus Rev Res 2007;12(Supl 1):74 [OP-4]) na Mesa
Redonda “Human Virology” e indicado para concorrer ao prémio “Jussara
Nascimento”. O referido trabalho também foi selecionado para apresentacao oral (de
Almeida AJ et al. Rev Bras Hematol Hemoter 2007;29(Supl 3):73 [0171]) no
Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia (HEMO 2007), realizado em
Sao Paulo, SP, no periodo de 7 a 10 de novembro de 2007, e concorreu ao prémio
como melhor trabalho na area de Hemoterapia.
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6.4 Artigo 4

de Almeida AJ, Campos-de-Magalhdes M, Antonietti CL, Brandado-Mello CE,
da Silva MLP, de Oliveira RV, do Espirito-Santo MP, Yoshida CF, Lampe E.
Autoimmune thrombocytopenia related to chronic hepatitis C virus infection.
Submetido para publicagdo na revista Hematology em 11 de junho de 2008.
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7 DISCUSSAO

A infeccdo crbnica pelo HCV pode ser considerada como doenca
multissistémica, uma vez que diversas manifestacdes extra-hepaticas, incluindo a
trombocitopenia, foram descritas em associagdo a infeccao crénica pelo HCV. A
patogénese da trombocitopenia associada ao HCV n&o é completamente conhecida,
porém uma variedade de mecanismos patogenéticos foi descrita na literatura, tais
como: hiperesplenismo, producdo de autoanticorpos antiplaguetarios, producao
insuficiente de trombopoetina, interacéo entre particulas virais e megacariécitos e/ou
plaguetas do sangue periférico. Embora seja virus essencialmente hepatotrépico,
varios estudos revelaram deteccdo do HCV-RNA em sitios extra-hepéaticos como
diferentes subpopulag¢des de células mononucleares do sangue periférico, incluindo
linfécitos B, linfocitos T, mondcitos e células dendriticas, e plaquetas do sangue
periférico (Lerat et al., 1998; Ramos-Casals e Font, 2005; Zehender et al., 2005; Di
Liberto et al., 2006; Januszkiewicz-Lewandowska et al., 2007; Pham e Michalak,
2008).

Com relacao a deteccao do HCV-RNA em plaquetas, diferentes estudos
demonstraram taxas de detecgao variando entre 0% e 100% (Silva et al., 1992; Li et
al., 1994; Takehara et al., 1994; Nagamine et al., 1996; Hamaia et al., 2001). Silva et
al. (1992) analisaram retrospectivamente o soro de 112 pacientes com diagndstico
prévio de PTI, dos quais 21 (18,7%) apresentaram anticorpos anti-HCV em dois
testes imunoenzimaticos de segunda geracdo. Os investigadores também
demonstraram pela primeira vez a presenca de HCV-RNA por PCR em amostras de
soro e plaquetas de quatro pacientes com PTI estudados na sua série. Contudo, a
determinacao da prevaléncia de HCV-RNA em plaquetas de pacientes com
trombocitopenia e sua relagdo com a trombocitopenia foi dificultada por se tratarem
de estudos nao-controlados, de pequeno tamanho amostral e com testagem de
parte do grupo de individuos trombocitopénicos. A fim de investigar a associagao
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entre presenca do HCV-RNA (fita positiva) nas plaquetas e trombocitopenia, bem
como a associagdo entre gendtipos do HCV e essa alteracdo hematoldgica,
realizamos estudo prospectivo em coorte de 106 pacientes com hepatite C cronica,
atendidos no HUGG/UNIRIO (de Almeida et al., 2004). Neste estudo, foi possivel
detectar a presenca de seqiéncias gendmicas do HCV em plaquetas utilizando-se
técnica de transcricdo reversa seguida de amplificacdo mediada pela reacdo em
cadeia da polimerase (RT-nested PCR), com primers dirigidos para regiao 5’NC do
genoma viral, demonstrando que as plaguetas podem representar reservatorios em
potencial para o HCV. Taxa de deteccdo do HCV-RNA significantemente maior
(p=0,017) entre os pacientes trombocitopénicos quando comparados com 0s nao-
trombocitopénicos também foi registrada neste estudo. Durante o seguimento dos
pacientes, seis pacientes do grupo dos nao trombocitopénicos (n=49) tornaram-se
trombocitopénicos, dos quais quatro pacientes apresentavam HCV-RNA detectado
em plaguetas quando da admissdo no estudo. Com relagdo aos outros dois
pacientes que se tornaram trombocitopénicos (com HCV-RNA nao detectado nas
plaguetas coletadas no inicio do estudo), um apresentou HCV-RNA detectado nas
plaguetas coletadas a época em que se tornaram trombocitopénicos. Além disso,
aumento ou mesmo normalizagdo da contagem de plaquetas (resposta plaquetaria)
apds tratamento antiviral de pacientes com hepatite C crbnica (Garcia-Suarez et al.,
2000; Uygun et al., 2000; Lagasse et al., 2001; Rajan e Liebman, 2001; Benci et al.,
2003) constitui evidéncia clinica que reforca a hipotese que o HCV pode estar
envolvido, pelo menos em parte, no processo que leva ao desenvolvimento da
trombocitopenia.

Vem sendo sugerido que a presenca de sequéncias genémicas do HCV nas
plaguetas pode refletir apenas adsorcao de particulas virais a superficie plaquetaria
por mecanismo independente do receptor CD81, uma vez que plaquetas nao
expressam fenétipo CD81 em sua superficie (Hamaia et al., 2001). Outras moléculas
candidatas a receptores celulares do HCV como receptor para LDL e SR-Bl também
nao sao expressos na superficie plaquetéaria (Lavillette et al., 2005). Nesse contexto,
a presenca de receptores para a fracdo Fc da imunoglobulina G na superficie
plaguetaria parece representar alternativa viavel (Parise et al., 2001), ja que 95%

dos virions do HCV permanecem no sangue circulante em sua forma complexada a
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lgG (Alter, 2001). E possivel também que algumas caracteristicas da ultraestrutura
plaquetaria, particularmente o seu aspecto espongiforme resultante da existéncia de
sistema canalicular aberto e formado a partir de invaginagbes da membrana
plasmatica, possam permitir adsorcao passiva (inespecifica) de particulas livres e
complexadas do HCV em proporgcdes aproximadamente iguais as plaquetas
(Hamaia et al, 2001; Parise et al., 2001). Como implicacbes dessas descobertas,
plaquetas poderiam transportar particulas virais do HCV para locais de
reconhecimento imunoldgico ou, alternativamente, sequestra-las e, assim, funcionar
como importantes reservatorios do HCV (Alter, 2001). A possibilidade das plaguetas
constituirem sitio extra-hepatico de replicagdo viral foi demonstrada em estudo
preliminar envolvendo a deteccao da fita negativa (replicativo intermediario) do HCV
pela RT-nested PCR em plaquetas do sangue periférico de 17/19 pacientes anti-
HCV+/HCV-RNA+ (Floreani et al., 1996).

Estudos (Mondelli e Silini, 1999; Zein, 2000) demonstraram a importancia da
determinacao dos gendtipos do HCV na avaliacdo da resposta a terapia antiviral,
porém a relacdo de determinados gendétipos do HCV com a patogenicidade,
particularmente com a gravidade da doenca hepatica, permanece como questao
controversa. Com relacdo as manifestacdes extra-hepaticas, um numero limitado de
estudos foi realizado no sentido de esclarecer a associagdo entre determinados
genodtipos e manifestacbes extra-hepaticas relacionadas a infeccao crénica pelo
HCV. Pawlotsky et al. (1995) estudaram prospectivamente 59 pacientes com
hepatite C crénica, na Franca, e relataram alta prevaléncia de anormalidades
imunoldgicas (crioglobulinas, fator reumatdide, anticorpo anti-tireoglobulina,
anticorpo antinuclear, dentre outras) nesses pacientes, porém relacdo de associacao
entre essas anormalidades e os genotipos 1, 2 e 3 ndo foi observada.

A quase totalidade das séries de casos de trombocitopenia associada ao HCV
publicadas na literatura ndo faz mencao a respeito da prevaléncia dos genétipos do
HCV neste grupo de pacientes (Silva et al., 1992; Nagamine et al., 1996; Hernandez
et al., 1998; Garcia-Suarez et al., 2000; Rajan e Liebman, 2001; Sakuraya et al.,
2002). Pockros et al. (2002), com base na andlise retrospectiva dos registros
médicos, relataram sete casos de purpura trombocitopénica imune dentre 3440
pacientes com infeccdo crénica pelo HCV diagnosticados entre 1995 e 1999, em
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uma clinica da Califérnia, EUA, dos quais apenas trés casos tiveram genoétipo
determinado: 1a (1 caso) e 1b (2 casos). No presente estudo, a distribuicao dos
gendtipos mais prevalentes (1a, 1b e 3) nos dois grupos de pacientes com infeccao
cronica pelo HCV néao diferiu significantemente (p=0,891), sugerindo que um ou mais
fatores podem estar interagindo simultaneamente, independente do genétipo viral,
no desenvolvimento de trombocitopenia em pacientes com infeccao crénica pelo
HCV. Entretanto, a participacao de outros genétipos ou subtipos do HCV nao pode
ser descartada e merece investigacao mais aprofundada.

Diversos fatores virais e do hospedeiro podem influenciar a taxa de resposta
virologica sustentada em pacientes com infecgéo crénica pelo HCV, tais como: sexo,
idade, estagio de fibrose hepatica, gendtipo viral e carga viral. Contudo, a andlise
dos fatores virais e do hospedeiro que podem influenciar a taxa de deteccao do
HCV-RNA em sitios extra-hepaticos nao é bem conhecida. Lerat et al. (1998), ao
estudarem a influéncia do gendétipo e da carga viral sobre a taxa de deteccédo do
HCV em células mononucleares do sangue periférico de 38 pacientes infectados
cronicamente por diferentes genétipos do HCV, concluiram ser a detec¢cdo do HCV
em células mononucleares do sangue periférico evento independente do genétipo e
da carga viral do HCV. A fim de determinar a relacdo entre deteccao qualitativa do
HCV-RNA em plaquetas do sangue periférico e diversos fatores virais e do
hospedeiro, realizamos estudo com delineamento transversal, envolvendo coorte de
39 pacientes com hepatite C crénica, atendidos no HUGG/UNIRIO (de Almeida et
al., 2007). Neste estudo, foram analisados fatores como sexo, idade, niveis de
transaminases séricas (TGO e TGP), contagem de plaquetas, fibrose hepética,
gendtipo viral, carga viral, dentre outros. Os resultados obtidos no presente estudo
ndao demonstraram qualquer relacdo (p>0,05) entre tais fatores e deteccao
qualitativa do HCV-RNA em plaquetas, sugerindo que a interacao entre particulas do
HCV e plaquetas parece estar relacionada a outros fatores.

Estudo recente ndo revelou diferencas significantes entre valores de carga
viral no soro quando foram comparados dois grupos de pacientes, trombocitopénicos
(contagem de plaquetas < 150.000/mm?®) e nao-trombocitopénicos (Ida et al., 2005).
Contudo, o referido estudo ndo investigou a deteccédo qualitativa do HCV-RNA nas

plaguetas. Hamaia et al. (2001) sugeriram que, além da possivel existéncia de
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receptores especificos na superficie das plaquetas modulando a ligacdo do HCV a
essas células, a morfologia singular das plaquetas poderia resultar em adsorcéo
inespecifica das particulas virais as plaquetas. Dessa forma, seria esperado que os
valores de carga viral no soro apresentassem correlacdo positiva com a taxa de
deteccdo do HCV-RNA nas plaquetas. De forma surpreendente, no presente estudo
nao foi observada relagéo entre valores de carga viral no soro e taxa de deteccéo
qualitativa do HCV-RNA em plaquetas, uma vez que HCV-RNA foi detectado em
plaguetas de pacientes com baixa carga viral e vice-versa, sugerindo que a
interacao entre HCV e plaquetas parece ocorrer independentemente da quantidade
de particulas circulantes. Estes resultados parecem indicar que, provavelmente, a
ligacdo do HCV as plaquetas pode néo estar relacionada a adsorgéo inespecifica na
superficie das plaquetas. Estudos mais recentes sugeriram que dois receptores de
superficie podem estar envolvidos na interacéo entre HCV e plaquetas: fibronectina
e GP VI (Pugliese et al., 2004; Zahn et al., 2006).

Por outro lado, a influéncia da deteccdo qualitativa do HCV-RNA em sitios
extra-hepaticos, principalmente células mononucleares do sangue periférico, sobre a
resposta ao tratamento antiviral foi analisada em diferentes ensaios clinicos e
permanece controversa (Taliani et al., 1995; Gong et al., 2003; Radkowski et al.,
2005; Januszkiewicz-Lewandowska et al., 2007). Considerando-se que diferentes
estudos demonstraram a presenca do HCV-RNA em plaquetas (Silva et al., 1992; Li
et al.,, 1994; Takehara et al., 1994; Nagamine et al., 1996; Hamaia et al., 2001),
deve-se esperar que o tratamento antiviral seja capaz de eliminar o HCV desses
locais. Além disso, o impacto da deteccdo do HCV-RNA em plaquetas sobre a
resposta terapéutica ndo é conhecido. Com objetivo de investigar a relacao entre
deteccao qualitativa do HCV em plaquetas do sangue periférico e resposta ao
tratamento antiviral, realizamos estudo com delineamento longitudinal, envolvendo
coorte de 48 pacientes com hepatite C crdnica, atendidos no HUGG/UNIRIO (de
Almeida, 2008). Neste estudo, a detec¢cdo do HCV-RNA foi realizada em amostras
pareadas de soro e plaquetas em diferentes periodos do tratamento antiviral (pré-
tratamento, ao final do tratamento e 24 semanas apo6s término do tratamento).

Embora, no presente estudo, a deteccdo do HCV-RNA em plaquetas
coletadas antes do inicio do tratamento antiviral nao foi fator relacionado a resposta
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terapéutica, observamos associagao significante entre taxa de detec¢cao do HCV nas
plaguetas e persisténcia viral no soro ao final do tratamento (p=0,0203), e 24
semanas apos término da terapia (p=0,0016). Além disso, a eliminacao do HCV nas
plaquetas ao final do tratamento foi significantemente associada a resposta
virologica sustentada (RVS) (p=0.0096). Outros fatores relacionados a resposta ao
tratamento antiviral também foram abordados neste estudo, e, com base em critérios
de resposta primaria, observamos que a taxa de resposta virolégica 24 semanas
apdés o término da terapia antiviral (RVS) foi significantemente maior no grupo de
pacientes com idade abaixo de 40 anos, niveis séricos mais baixos de TGP e y-GT,
fibrose hepatica em estagio inicial e contagem plaquetaria > 150.000/mm®. Estes
dados vao de encontro aos citados na literatura atual, ja que pacientes com idade
acima de 40 anos, fibrose acentuada ou cirrose hepatica e presenca de
trombocitopenia foram considerados fatores relacionados a menor taxa de RVS
(Ferrenci, 2004; Hughes e Shafran, 2006; Afdhal e McHutchison, 2007).

As diferencas nas taxas de deteccao do HCV-RNA entre amostras pareadas
de soro e plaquetas, coletadas em diferentes momentos do tratamento antiviral,
parecem refletir o papel dessas células como reservatoérios em potencial para o HCV
e/ou diferentes aspectos da eliminacdo do HCV neste compartimento extra-hepatico
em pacientes que estdo sob tratamento antiviral. Estudos prévios visando a
deteccdo do HCV-RNA em amostras pareadas de soro e células mononucleares do
sangue periférico de pacientes em tratamento para hepatite C crénica demonstraram
que a deteccdo do HCV-RNA no soro nao implica necessariamente na eliminacao ou
persisténcia do HCV-RNA nessas células (Torres et al., 2000; Trimoulet t al., 2000;
Pugnale et al., 2008).

De acordo com as diretrizes de consenso da Associagcdo Européia para o
Estudo do Figado (European Association for the Study of Liver ou EASL) (1999) e do
NIH/EUA (2002), a detecgdo do HCV-RNA em amostras de soro ou plasma constitui
0 método padrdo-ouro para diagnéstico e monitoramento terapéutico da infeccao
pelo HCV. Além disso, a obtencdo de amostra adicional de figado ao final do
tratamento ou a deteccdo do HCV-RNA em sitios extra-hepéaticos durante o
tratamento antiviral ndo foi recomendada como procedimento rotineiro na conduta

diagnéstica e terapéutica da infeccao pelo HCV. Castillo et al. (2004) estudaram
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coorte de 100 pacientes com doenca hepética cronica de etiologia desconhecida,
que apresentavam anti-HCV e HCV-RNA indetectaveis no soro. A presenca de HCV-
RNA (fita positiva) em amostras de figado foi demonstrada pela RT-PCR e/ou
hibridizacao in situ em 57% dos pacientes estudados, e desses, 40 (70%)
apresentaram HCV-RNA detectado em células mononucleares do sangue periférico,
caracterizando nova condicao chamada infecgdo oculta pelo HCV. Posteriormente,
Carrefio (2006) também classificou como infeccdo oculta casos que apresentavam
0s seguintes critérios:

a) Individuos com niveis séricos persistentemente normais de TGO e TGP, e
anti-HCV positivos, porém com viremia indetectavel. Entre 85% e 90% desses
individuos apresentam HCV-RNA intra-hepatico detectado, e aproximadamente 50%
apresentam HCV-RNA detectado em células mononucleares do sangue periférico;

b) Individuos com niveis séricos persistentemente normais de TGO e TGP, e
anti-HCV positivos, que apresentaram resposta viroldgica apds tratamento antiviral
(com base na deteccdo do HCV-RNA no soro), porém evoluiram com recidiva da
infeccéo apds terapia com agente imunossupressor como prednisona;

c) E individuos que apresentaram RVS (com base na deteccao do HCV-RNA no
soro), porem com persisténcia do HCV-RNA em amostras de figado e/ou células
mononucleares do sangue periférico.

De modo interessante, pudemos registrar em nosso estudo dois pacientes
com niveis séricos normais de TGP e que apresentaram HCV-RNA nao detectado
no soro ao final do tratamento, nos quais se pode detectar HCV-RNA em plaquetas
coletadas ao final do tratamento, porém apds 24 semanas de seguimento HCV-RNA
foi detectado no soro destes pacientes. Estes dados sugerem que pacientes com
deteccao oculta do HCV em plaquetas ao final do tratamento parecem apresentar
risco aumentado para recidiva da infeccdo. Recentemente, Maylin et al. (2008)
realizaram estudo longitudinal com o objetivo de investigar a presenga de HCV-RNA
em amostras de soro, figado e células mononucleares do sangue periférico, de
pacientes com hepatite C cronica que apresentaram RVS apds tratamento antiviral.
Nesse estudo, a deteccdo de HCV-RNA, por meio da técnica TMA (com limite de
deteccao inferior a 9,6 Ul/mL), foi observada em 2/114 (1,7%) das amostras de
figado.
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Lerat e Hollinger (2004) sugeriram que esta condi¢cdo deva ser corretamente
reconhecida como detecgéo oculta do HCV, uma vez que o risco de transmissao do
HCV por amostras bioldgicas extra-hepaticas ainda ndo esta bem caracterizado.
Contudo, procurando confirmar esta hipétese, Schiuttler et al. (2000) relataram a
transmissdo do HCV por transfusdo de concentrados de plaquetas obtidos a partir
de doador em periodo de janela imunoldgica para a infeccdo pelo HCV (anti-
HCV/HCV-RNA negativo). Posteriormente, o doador apresentou soroconversao, e a
comparacao das sequiéncias nucleotidicas, obtidas das regides core e HVR 1 do
HCV das amostras do doador e do receptor de concentrados de plaguetas, mostrou
que eram sequéncias idénticas.

Por fim, ha fortes indicios na literatura sugerindo que o mecanismo auto-
imune possa estar envolvido no desenvolvimento de uma variedade de alteracOes
extra-hepaticas, principalmente tireoidite autoimune, sindrome de Sjbégren,
glomerulonefrite proliferativa e artrite (Vassilopoulos e Calabrese, 2005; Garcia-
Carrasco e Escarcega, 2006; Okuse et al., 2007). A deteccdo de anticorpos
antiplaquetarios especificos em pacientes com trombocitopenia associada ao HCV
foi registrada em poucos estudos (Pockros et al., 2002; Kajihara et al., 2003; Panzer
et al., 2006). E importante ressaltar que a investigacdo concomitante de outros
mecanismos patogenéticos propostos nao foi realizada nesses estudos. Com
objetivo de estudar as caracteristicas clinicas, laboratoriais e virolégicas, bem como
resposta terapéutica e curso evolutivo de pacientes com trombocitopenia autoimune
relacionada ao HCV, descrevemos uma série de casos nos quais nenhum outro
mecanismo proposto envolvido na patogénese da trombocitopenia associada ao
HCV foi identificado. No presente estudo, a deteccao de anticorpos antiplaquetarios
circulantes foi realizada utilizando-se um ensaio imunoenzimatico de fase sélida
capaz de detectar a presenca de anticorpos dirigidos contra epitopos presentes em
varias GP plaquetarias como GP llb/llla, GP la/lla e GP Ib/IX. Como resultado desse
estudo, 10 entre 40 pacientes com trombocitopenia associada ao HCV
acompanhados no HUGG/UNIRIO durante o periodo de 2004-2007 apresentaram
evidéncias de destruicdo imunolégica das plaquetas’.

'Artigo submetido para publicagdo na revista Hematology em 11 de junho de 2008 (de Aimeida AJ, Campos-de-
Magalhaes M, Antonietti CL, Brandao-Mello CE, da Silva MLP, de Oliveira RV, do Espirito-Santo MP, Yoshida
CF, Lampe E. Autoimmune thrombocytopenia related to chronic hepatitis C virus infection).
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Apesar da constatacao de que anticorpos antiplaquetarios constituem achado
freqUente na trombocitopenia associada ao HCV, admite-se que a detecgdo desses
autoanticorpos per se nao é suficiente para se estabelecer diagnéstico de
trombocitopenia autoimune relacionada ao HCV, uma vez que pacientes nao-
trombocitopénicos podem apresentar titulos elevados de anticorpos antiplaquetarios
circulantes (Panzer et al, 2006).

Contudo, na série de casos aqui estudados, varias evidéncias corroboram a
participacdo de mecanismo autoimune na trombocitopenia associada ao HCV: (a)
deteccdo de anticorpos antiplaquetarios especificos contra diferentes GP
plaguetarias; (b) infeccdo cronica pelo HCV diagnosticada antes ou
concomitantemente ao achado de trombocitopenia isolada; (c) auséncia de
evidéncias que apontem para outro(s) mecanismo(s) envolvido(s) na patogénese da
trombocitopenia associada ao HCV como hiperesplenismo, producéo ineficiente de
trombopoetina, detecgcdo de HCV-RNA em plaquetas e alteragcbes morfologicas ou
quantitativas dos megacariocitos; e (d) documentacao de resposta plaquetaria apds
tratamento convencional para PTI como corticosteréides e imunoglobulina anti-D.

Os mecanismos pelos quais a infeccao pelo HCV é capaz de levar ao
desenvolvimento de alteragdes auto-imunes sdo pouco conhecidos. A presenca do
HCV em linfécitos B, bem como o estimulo crénico do sistema imunoldgico por esse
virus, parece desempenhar papel na fisiopatologia da proliferacado de células B
encontradas em pacientes com infeccao crénica pelo HCV (Landau et al., 2007;
Zignego et al., 2007b). Estudo de caso-controle, prospectivo, envolvendo 61
pacientes com hepatite C cronica registrou prevaléncia de 41% de deteccédo de
anticorpos contra diferentes componentes teciduais, como anticorpos
antitireoglobulina,  antitireoperoxidase,  antimitocéndria,  antimdsculo  liso,
antinucleares, dentre outros (Pawlotsky et al., 1994). Outro estudo envolvendo 35
pacientes com citopenias autoimunes graves associadas a infeccao crénica pelo
HCV revelou que em 19 (68%) pacientes, incluindo seis pacientes com
trombocitopenia associada ao HCV, foram encontradas alteracdées imunoldgicas
diversas como crioglobulinemia, anticorpos antinucleares e fator reumatoide

(Ramos-Casals et al., 2003). De forma similar, encontramos na série de casos aqui
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estudados, alteragbes imunolégicas como  crioglobulinemia, anticorpos
antinucleares, fator reumatoide e anticorpos anticardiolipina.

A escolha da melhor opcao terapéutica para pacientes que apresentam
trombocitopenia auto-imune associada ao HCV permanece como desafio. Estudos
prévios demonstraram apenas resposta plaquetaria parcial e transitéria ou resposta
plaguetaria completa e de duracao variavel apds tratamento convencional para PTI
(Bauduer et al., 1998; Hernandez et al., 1998; Pockros et al., 2002). Em comum com
esses estudos, observamos resposta plaquetaria variavel nos pacientes tratados
com corticosterbdides e/ou imunoglobulina intravenosa: um paciente (caso 1) nao
apresentou resposta plaquetéria, enquanto que outro paciente (caso 10) apresentou
resposta parcial. Também verificamos resposta plaquetaria em trés pacientes
tratados com imunoglobulina anti-D, dos quais dois apresentaram resposta (parcial)
plagquetaria.

Por outro lado, embora o tratamento antiviral esteja associado ao
desenvolvimento de varios efeitos colaterais, incluindo alteracdes imunoldgicas e
hematolégicas (Russo e Fried, 2003), alguns estudos demonstraram que a
monoterapia com interferon alfa ou a combinacao interferon alfa e ribavirina pode ser
opcéo terapéutica para esses pacientes. Em geral, a resposta plaquetéaria é variavel,
embora alguns casos com resposta duradoura (acima de um ano) tenham sido
relatados (Garcia-Suarez et al., 2000; Uygun et al., 2000; Rajan e Liebman, 2001;
Benci et al., 2003). Iga et al. (2005) observaram aumento significativo da contagem
de plaguetas em pacientes com hepatite C crbénica (entre trombocitopénicos e nao-
trombocitopénicos) que apresentaram resposta viroldgica seis meses apds
tratamento com interferon alfa durante seis meses. No presente estudo, registramos
resposta plaquetaria completa em dois pacientes tratados com associacao interferon
peguilado e ribavirina (casos 2 e 6), indicando que o tratamento antiviral nao
constitui contraindicacdo absoluta em pacientes com trombocitopenia associada ao
HCV, incluindo casos de natureza autoimune.

Dessa forma, uma investigacdo rigorosa com relacdo aos mecanismos
patogenéticos da trombocitopenia deve ser realizada em todos os pacientes com
trombocitopenia associada ao HCV, uma vez que a abordagem terapéutica pode

diferir entre os casos. Devemos ressaltar que a melhor conduta terapéutica ainda
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estd por ser definida em ensaios clinicos mais apropriados, antes que
recomendagdes terapéuticas baseadas em consensos sejam utilizadas na pratica

clinica.
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CONCLUSOES GERAIS

A deteccao de HCV-RNA em plaguetas sugere que as mesmas podem constituir
reservatérios extra-hepaticos do HCV. A taxa de deteccdo de HCV-RNA
significantemente maior em plaquetas de pacientes trombocitopénicos, bem
como a maior freqiéncia do desenvolvimento de trombocitopenia em pacientes
HCV-RNA positivos nas plaquetas em relacao aos que eram HCV-RNA negativos
nas plaguetas, sugerem associacdo patogenética entre deteccao do HCV-RNA
nas plaquetas e trombocitopenia, em pelo menos cerca de 60% dos casos

estudados;

Os genoétipos do HCV mais prevalentes em pacientes com trombocitopenia
associada ao HCV foram 1b (53%) e 1a (35%). A trombocitopenia associada ao
HCV parece nao constituir manifestacdo extra-hepatica gendtipo-dependente;

A interacdo do HCV com plaquetas parece estar relacionada a fatores
independentes do sexo, idade, transaminases, estagio de fibrose hepatica e
gendtipo. Com relagéo a carga viral sérica, a auséncia de associagao entre seus
valores e a taxa de deteccao qualitativa no HCV-RNA em plaquetas sugere,
provavelmente, que a interagdo do HCV as mesmas pode ndo estar relacionada
a adsorcao inespecifica na sua superficie;

A deteccao qualitativa de HCV-RNA em plaquetas antes do tratamento antiviral
parece nao ter valor preditivo para resposta terapéutica. A nado detecgédo do HCV-
RNA em plaquetas ao final do tratamento antiviral foi um fator relacionado a RVS,
ao passo que sua presenca em plaquetas de pacientes com HCV-RNA nao
detectado no soro (deteccéo oculta) foi associada a um maior risco de recidiva da

infecgao viral no soro;
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e) As principais caracteristicas clinicas e laboratoriais da séerie de casos de
pacientes com trombocitopenia autoimune associada ao HCV (n=10), nos quais
nenhum outro mecanismo patogenético da trombocitopenia pbde ser
demonstrado, foram: presenca de outras alteracdes imunoldgicas circulantes,
titulos elevados de anticorpos antiplaquetarios e resposta plaquetaria apds
tratamento convencional para PTI, sugerindo que mecanismo de natureza
autoimune pode desempenhar papel patogenético em uma propor¢cédo de casos
de trombocitopenia associada ao HCV.
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ANEXO A - Memorando emitido pela Comissdo de Etica em Pesquisa do HUGG
(MEMO CEP / N® 32 / 2004, em 30 de agosto de 2004) sobre o projeto de pesquisa

“Avaliacao de fatores virais envolvidos na patogénese da trombocitopenia associada
ao virus da hepatite C”.
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ANEXO B - Carta de aceita¢éo do artigo “Detection of hepatitis C virus in platelets:
evaluating its relationship to antiviral therapy outcome”, de autoria de De Almeida AJ,
Campos-de-Magalhaes M, Brandao-Mello CE, de Oliveira RV, do Espirito-Santo MP,
Yoshida CF, Lampe E, submetido para publicacdgo na revista Hepato-
Gastroenterology em 19 de novembro de 2007. Aceito para publicacdo na revista
Hepato-Gastroenterology em 10 de dezembro de 2007.
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ANEXO C - Carta de submissao do artigo “Autoimmune thrombocytopenia related
to chronic hepatitis C virus infection”, de autoria de De Almeida AJ, Campos-de-
Magalhdes M, Antonietti CL, Brandao-Mello CE, de Oliveira RV, do Espirito-Santo
MP, Yoshida CF, Lampe E, submetido para publicacdo na revista Hematology em 11
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