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Resumo

O virus da hepatite C € uma das principais causas de doenca hepética no mundo inteiro.
O estudo histopatolégico é de grande importancia no progndstico e indicacdo de
tratamento. A coinfeccdo com o virus da hepatite B oculta pode agravar a lesao hepatica
e diminuir a resposta ao tratamento. As citocinas IL-2, y INF, TNF-a induzem lesao
hepatica e fibrose. A IL-10 apresenta atividade antiinflamatéria e o TGF-f induz o
desenvolvimento e depdsito de matriz extracelular causando fibrose. Este estudo
avaliou, em pacientes com HCC, a presenca da hepatite B oculta, a dosagem das
citocinas IL-2, vy INF, TNF a, TGF B e IL-10, correlacionando com o estdgio de fibrose
em pacientes tratados e ndo tratados com interferon, comparando também com
individuos sauddveis.

Foram estudados 55 pacientes com HCC cronica, atendidos na Faculdade de Medicina
de Botucatu, excluindo-se pacientes imunossuprimidos e gestantes. O grupo controle foi
constituido de 20 individuos doadores de sangue. O virus da hepatite B oculto foi
pesquisado por de PCR in house, segundo técnica de Kaneno, com limite de deteccao
menor que 100 copias/ml. A dosagem de citocinas foi determinada por método de Elisa.
A avaliacdo da fibrose hepdtica seguiu aquela proposta pela Sociedade Brasileira de
Patologia. Os resultados mostraram predominancia do género masculino, adulto jovem,
36,4% foram usudrios de drogas endovenosas e 41,8% haviam sido hemotransfundidos.
Nenhum paciente apresentou coinfec¢do pelo virus da hepatite B oculto. Na bidpsia
hepatica predominou fibrose leve ou auséncia de fibrose (47,2%).

As citocinas analisadas ndo discriminaram o grau de fibrose nos individuos com HCC
cronica, mesmo quando separados em pacientes que foram submetidos ao tratamento e
pacientes que ndo receberam o tratamento. Nao houve também discrimina¢do das
citocinas dosadas, quando os portadores de VHC foram separados em grupo que
recebeu tratamento e grupo nao tratado com interferon o. Em todos os casos, no entanto,

as citocinas estiveram significativamente aumentadas em relagdo ao grupo controle.



Summary:

The Hepatitis C virus is one of the major causes of hepatic diseases worldwide.
Histopathological analyses play a leading role in determining disease outcome and
treatment. Co-infection with occult Hepatitis B can aggravate liver injury and diminish
treatment response. Cytokines such as IL-2, y INF and TNF-a induce liver injury and
fibrosis. IL-10 has an antiinflamatory action and TGF-B induces extracellular matrix
development and deposition causing fibrosis. In this study, the presence of occult
Hepatitis B and the expression of IL-2, y INF, TNF a, TGF B and IL-10 were assessed
in HCC patients and correlated with fibrosis stage in patients treated and non-treated
with interferon, as well as healthy individuals.

A total of 55 patients with chronic HCC seen at Botucatu Medical School were
included. Immunosuppressed or pregnant patients were excluded. The control group
consisted of 20 blood donors. The occult Hepatitis B virus was detected by in-house
PCR according to the technique of Kaneno with a detection limit < 100 clones/ml.
Cytokine levels were determined by the Elisa method. Hepatic fibrosis was assessed as
proposed by the Brazilian Society of Pathology. The results showed a predominance of
male young adults of whom 36.4% had used endovenous drugs and 41.8% had been
hemotransfused. No patient showed occult Hepatitis B co-infection. Hepatic biopsy
revealed that fibrosis was either absent or mild in most cases (47.2%).

The cytokines under study did not correlate with fibrosis stage in individuals with
chronic HCC no matter whether they had or not received treatment. In addition, no
correlations with cytokine levels were observed when VHC patients were separated into
groups of individuals treated and non-treated with interferon a. However, cytokine

expressions were significantly increased in all cases in comparison with the control

group.
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Introducao

Os virus das hepatites B e C s@o os agentes que mais frequentemente causam
doenca hepitica cronica no mundo inteiro . Apés infeccdo aguda por esses agentes,
pode haver evolucdo para a forma crdnica, para cirrose que, ainda, se complica com
carcinoma hepatocelular. Pacientes que tenham infec¢do concomitante por esses
agentes apresentam risco elevado de doenga hepética mais grave, e maior probabilidade
de evolucdo para cirrose e hepatocarcinoma. Tais pacientes constituem um grupo
diverso, com replicacdo viral e perfil imune varidveis ‘.

Segundo estimativas da Organizacio Mundial de Saidde (OMS),
aproximadamente dois bilhdes de pessoas adquirem, em algum momento da vida, o
virus da hepatite B (VHB), sendo que mais de 350 milhdes apresentam a forma cronica
da infeccao @ Aproximadamente 75% dos portadores cronicos vivem na Asia e no
Oeste do Pacifico Y. O Ministério da Satde estima que, no Brasil, pelo menos 15% da
populacdo ja esteve em contato com o VHB e que 1% da populagao apresenta doenca
cronica relacionada a este virus 4.

A prevaléncia da infec¢do cronica pelo VHB varia nas diferentes partes do
mundo, podendo ser classificada como alta, intermedidria e baixa ©

Prevaléncia baixa € encontrada na América do Norte, Europa Ocidental e
Austrélia. Nessas regides, a infeccio por VHB ocorre em 5% a 7% da populacdo e
somente meio por cento a 2% sdo portadores cronicos. A infec¢do ocorre geralmente
em adolescentes, adultos jovens e pacientes com comportamento de risco, incluindo
usudrios de drogas, homossexuais masculinos, profissionais da sadde, pessoas que
necessitam de transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos e hemodiélise ©

Em paises da Europa Ocidental e Meridional, Japdo, em parte da América do
Sul e no Oriente Médio, tém-se a prevaléncia intermedidria, em que a evidéncia de
infec¢do pelo VHB corresponde a 10%- 60% da populacdo e, os portadores cronicos, a
2%-T%. A populacdo afetada é representada por adolescentes e adultos, sendo que o
alto risco de infecgdo cronica é mantido principalmente por infecgdes na infancia .

Prevaléncia alta € o que se tem no Sudeste Asidtico, na China, Africa e Bacia
Amazonica. Nessas regides, 70%-95% da populacdo t€m evidéncia soroldgica de

infecgdo pregressa pelo VHB e no minimo 8% da populacdo sdo portadores cronicos.

Grande parte das infec¢Oes ocorre na infancia e na pré-adolescéncia, a maioria das



criancas € assintomdtica. A ocorréncia de doenga aguda € baixa, contudo, o risco de
hepatite cronica e hepatocarcinoma é alto nos adultos ®.

A incidéncia mundial de hepatite C nao € tdo bem estabelecida, uma vez que a
infeccdo aguda € geralmente assintomadtica. Calcula-se que aproximadamente 3% da
populacdo mundial tém infec¢cdo pelo virus da hepatite C (VHC), o que corresponde a
cerca de 200 milhdes de pessoas ©_ As maiores taxas sdo encontradas no Egito e nos
Estados Unidos, 1,8% da populac@o apresentam anticorpos para VHC @ Na Europa,
essa taxa passa a ser de cinco a 10 milhdes de pessoas e, na India, 12 milhdes de
pessoas, sendo que a maioria delas desconhece ter a infec¢do. Cerca de 150 mil casos
novos de infeccao ocorrem anualmente nos EUA e na Europa e, no Japao, sao 350 mil.
Desses, 25 % sao assintomaticos, 60%-80% podem progredir para hepatopatia cronica e
20% podem desenvolver cirrose. Aproximadamente 5% a 7% podem morrer em
conseqiiéncia da infeccao ® No Brasil, com base em dados da rede de hemocentros de
pré-doadores de sangue, em 2002, a distribuicdo do virus variou entre as regides
brasileiras: 0,62% no Norte, 0,55% no Nordeste, 0,28% no Centro-Oeste, 0,43% no
Sudeste e 0,46% no Sul ©®. Um dos poucos estudos de base populacional realizados no
Pais revelou 1,42% de portadores de anticorpos VHC na cidade de So Paulo *-

A taxa de coinfec¢io por VHB e VHC é desconhecida . Nos pacientes com
infeccdo cronica pelo VHC, estima-se que o risco de coinfec¢do com VHB pode variar
de 9% a 30%, dependendo da regido geogrifica . Esses nimeros podem estar
subestimados, primeiramente porque ndo hd estudos feitos em larga escala com este
objetivo; outro motivo seria a existéncia da hepatite B oculta, isto é, pacientes com
antigeno de superficie do VHB (AgHBs) ausente, porém, carga viral detectdvel .

Os virus B e C sao transmitidos por vias comuns, o que facilita a coinfeccao,
principalmente em &4reas endémicas e entre pessoas com risco aumentado de adquirir
infeccOes parenterais, por exemplo, usudrios de drogas. Este estudo realizado em
Baltimore, Estados Unidos, com usudrios de drogas injetaveis, sabidamente portadores
cronicos do VHC, mostrou que a maioria (96%) apresentava marcador anti-HBc

positivo, e apenas 4 % tinham AgHbs presente '
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Virus da Hepatite C

O VHC € um virus pequeno, de aproximadamente 50nm, com envelope, que
pertence a familia Flaviviridae, assim como os virus da hepatite G, da Febre Amarela e
da Dengue. Seu genoma € constituido por uma molécula de RNA que contém
aproximadamente 9.500 nucleotideos. O VHC apresenta helicase virus especifica,
protease e polimerases, que mantém o ciclo viral, e sdo alvos para a terapia antiviral @,

Ha seis genotipos distintos do VHC relatados e multiplos subtipos tém sido
identificados por bases moleculares. Nos EUA e na Europa Ocidental, os gen6tipos la e
1b sdo os mais comuns. O gendtipo 4 é encontrado no Egito, o genétipo 5 na Africa do
Sul e 0 6 no Sudeste Asiatico. O conhecimento do gendtipo € importante para o
prognéstico e a escolha do tratamento a ser instituido. .

A transmiss@do do VHC ocorre principalmente por via parenteral, como nos
usudrios de drogas injetdveis e transfundidos até 1990, quando foi possivel realizar
triagem soroldgica nos bancos de sangue. Em um percentual significativo de casos, ndo
€ possivel identificar a via de infeccdo, mas a transmissdo sexual € menos freqiiente e
ocorre principalmente em pessoas com multiplos parceiros e com pratica sexual de
risco, como, por exemplo, sem usar de preservativo. A transmissdo vertical é rara,
quando comparada a de hepatite B, mas gestantes com carga elevada do VHC ou co-
infectadas pelo HIV apresentam maior risco de transmissao da infeccao para os recém-
nascidos. Em adultos, a cronificacdo da doenga, isto €, a hepatite C crénica ocorre em
80% a 85% dos casos, sendo que um terco deles evolui para formas graves em periodo
de 20 anos. O restante evolui de forma mais lenta e talvez nunca desenvolva
hepatopatia grave @

A infeccdo aguda é raramente diagnosticada. As manifestacdes clinicas podem
ocorrer cerca de oito semanas apds a exposi¢do ao virus, no entanto, com freqiiéncia
ndo hé sintomas. A infeccdo, que se torna cronica na maioria dos casos, evolui por um
periodo longo, geralmente assintomadtico. A viremia € persistente em 74% a 86% das
pessoas, sendo que complicacdes e morte ocorrem entre 15% a 20% de todos os
infectados .

A presencga de linfécitos dentro do parénquima hepético parece indicar que a
lesdo € imunomediada. A eliminagd@o viral estd associada com o desenvolvimento de

imunidade especifica T dependente forte e persistente. Resposta mediada por linfécitos
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T citotoxicos, insuficiente para conter a viremia pode, ainda, ter outros efeitos, pela
liberagdo de citocinas inflamatérias no figado 2.

O diagnéstico de infeccdo pelo VHC se faz com testes sorolégicos, para
deteccdo de anticorpos, e testes moleculares, para pesquisa de particulas virais 2. O
rastreamento inicial € feito pelo teste imunoenzimatico, de segunda e terceira geragdes,
que contém proteina do core e proteinas ndo estruturais 3 e 4 (o de terceira geragcdao
apresenta também proteina nao estrutural 5), e podem detectar anticorpos dentro de
quatro semanas a 10 semanas apds a exposicdo ao virus' O método do imunoblot
recombinante pode confirmar o teste imunoenzimadtico, contudo, pode ser substituido
pela demonstracdo de antigenos por métodos moleculares @,

Os testes de detec¢ao molecular do RNA-VHC classificam-se como qualitativos
e quantitativos. Testes qualitativos sdo baseados em técnicas de PCR (rea¢do em cadeia
da polimerase), apresentando limite baixo de deteccdo, geralmente menor que 100
copias/ml). Sao métodos de escolha para confirmacdo da viremia e avaliacdo do
tratamento .

A genotipagem viral ajuda a predizer a evolucdo e a terapéutica a ser utilizada.

A genotipagem € realizada por diferentes métodos, a maioria dos quais se baseia em

amplificacdo com método PCR @12

Virus da Hepatite B

O virus da hepatite B é um virus DNA da familia Hepadnaviridae que infectam,
preferencialmente, células hepaticas. O VHB pode ser classificado em sete genotipos
(A-G) que variam geograficamente. O genétipo H foi recentemente identificado na
América Central . Na China, hé prevaléncia do gendtipo B ao norte (85,1%) e C ao sul
do pais (55%). Os gendétipos A e D sdo encontrados em outras regides da China ®

A infec¢do primaria pelo VHB pode ser assintomdtica, a apresentagdo mais
comum, ou sintomdtica. A maioria das infeccdes, assintomdticas ou nado, sao
autolimitadas, havendo eliminagdo viral do sangue e do figado e desenvolvimento de
imunidade contra reinfeccao 13 Contudo, cerca de 5% das infeccdes em adultos ndo se
resolvem, desenvolvendo-se a infeccdo persistente, cronica. Nesses casos, ha
manutencao da replicacao viral no figado e viremia continua, embora os titulos da carga

viral no tecido hepético e no soro sejam varidveis '?. Caso a infec¢io ocorra durante a
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gestacdo, parto ou amamentacdo, o risco de cronificagdo € de cerca de 85% e a
manifestagdo da hepatopatia cronica bem mais precoce. Metade dos casos cronicos
evolui para doenca hepitica avancada cirrose e carcinoma hepatocelular .

Na infeccdo primdria, o AgHBs torna-se detectavel no sangue depois do periodo
de incubacdo de quatro semanas a 10 semanas, seguido do aparecimento do anticorpo
contra o antigeno core VHB (anti-HBc), que na infeccdo inicial é representado
principalmente pela IgM “¥. A viremia estd bem estabelecida no momento em que o
AgHBs ¢ detectdvel e a carga viral frequentemente & alta, de 10°- 10'° virus/ mL. Nessa
fase h4 alto risco de transmissdo vertical e horizontal !,

Os niveis de alanina aminotransferase (ALT) somente aumentam quando a
infeccdo viral estd bem estabelecida. Isso se d4 quando a resposta imune mediada por
células T ja estd estabelecida e se inicia a lesdo hepatica. Uma vez a resposta montada,
a quantidade de virus no sangue comeca a declinar, ocorrendo eliminacdo viral
virtualmente de todos hepatdcitos, sem destruicdo exagerada do tecido. Com a
eliminacdo viral, os antigenos do VHB, AgHBs e antigeno ¢ (AgHBe) desaparecem da
circulagdo e os anticorpos anti-HBs se tornam detectaveis, definindo a infecc@o auto-
limitada '?.

O estado de portador cronico do VHB se caracteriza pela manutencdo do Ag
HBs por periodo superior a seis meses, € ocorre em aproximadamente 5 % dos
pacientes adultos infectados pelo virus . Durante a infeccdo cronica e aguda do VHB,
anticorpos contra o antigeno core (anti-HBc), da classe 1gG, sd@o encontrados a0 mesmo
tempo que o AgHBs, contudo, na resolucdo da infeccdo o anti-HBc € encontrado
juntamente com o anti-HBs “'¥. Aproximadamente 10% a 20% de todos os individuos
com hepatite B tém apenas o anti-HBc positivo, como marcador da infec¢do pelo VHB
(9 Em aproximadamente 10% desses individuos, o DNA-VHB pode ser detectado pela
PCR Y. A infeccdo pelo VHB pode também ocorrer em pacientes com AgHBs
ausente, que tém somente marcadores de infeccdo pregressa (anti-HBc) A
ocorréncia de infec¢do pelo VHB em pacientes que ndo apresentam AgHBs é chamada
de infec¢do oculta pelo virus B, e os niveis séricos de DNA-VHB sdo geralmente
menores que 10* cOpias/ ml 15

A hepatite cronica pelo VHB estd associada a altos niveis séricos de DNA-
VHB; de grandes concentragdes de AgHBe, antigeno que indica replicag¢do viral, no

sangue periférico, exceto nos casos de virus mutantes, que perderam a expressao deste
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antigeno; alto risco de transmissao; elevacdo de enzimas hepdticas; inflamacao hepatica
e aumento do risco de cirrose e hepatocarcinoma. 13,15

Por outro lado, o portador assintomdtico do VHB apresenta AgHBs detectével,
mas baixos niveis séricos de DNA-VHB, o anti-AgHBe presente, o AgHBe ausente e as

. . . (13
enzimas hepéticas normais .

O anti-HBc isoladamente positivo

O “anti-HBc isolado™, ou seja, anti-HBc presente na auséncia do AgHBs e do
anti-HBs, é compativel com infeccdo aguda e resolvida, mas pode, também, indicar
infeccdo cronica pelo VHB.

Em dreas de baixa prevaléncia do VHB, como em paises da Europa e nos
Estados Unidos, o “anti-HBc isolado” é encontrado em 10% a 20% de todos os
individuos com marcadores do VHB, isto é, em 1 % a 4% da populagdo. Em 10%
desses individuos, o DNA-VHB ¢ detectado pela PCR. E possivel que a prevaléncia do
“anti-HBc isolado” e a proporcao dos individuos com DNA VHB detectado pela PCR
seja maior em dreas de média e alta endemicidade ®. H4 grande variagdo da presenga
de DNA-VHB: 34,6% China, 0% China, 9,6% Holanda, 60% Japio e 8,3% Brasil - '*~

17,18, 19, 20)

No Brasil, a prevaléncia do “anti-HBc isolado” varia de acordo com a regido
estudada; 50% na Amazonia, 1% em Campinas, 16,4% no Rio de Janeiro 21.22.23)

Desde 1978, observa-se que a transfusdao de sangue com presenga de anti-HBc,
mas sem o Ag-HBs e anti-HBs, pode levar 2 infeccdo pelo VHB nos receptores .
Posteriormente descobriu-se que o DNA- VHB também pode ser detectado em
pacientes com resultado negativo para AgHBs, mas com anti-HBs presente 1),
Percebeu-se, enfim, que os perfis soroldgicos de rotina ndo sdo sempre confidveis para
se determinar o estddio da infec¢do pelo VHB, e que a infec¢do oculta pelo virus é uma
verdadeira entidade clinica .

Os individuos com esse perfil sorolégico podem ser classificados em trés
categorias: fase de janela, observada em infeccdo aguda em resolugcdo, quando o
AgHBs desaparece, surgindo o anti-HBs semanas apds; imunidade tardia, em infeccdes
ocorridas ha muitos anos, que podem ter concentracdes do anti-HBs indetectaveis. Os
individuos assim classificados possuem protecdo contra reinfeccdo, em virtude de

mecanismos celulares imunoldgicos, com acentuada memoria; infeccao cronica, em que
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a presenca de “anti-HBc isolado” pode indicar infec¢do cronica de baixa atividade,
confirmada pela PCR, devido a carga viral baixa, raramente superior a 10* cOpias/ml’
12)

A infeccdo oculta pelo VHB tem sido frequentemente relatada nas seguintes
situacOes: em pacientes com anti-HBc como unico marcador sorolégico; em pacientes
sem nenhum marcador viral; em pacientes na fase de convalescenca de uma hepatite
aguda benigna; em pacientes com carcinoma hepatico primdrio; em pacientes com
hepatite cronica pelo VHC .

Os motivos para o desaparecimento do AgHBs, ou de todos os marcadores do
VHB, sdo, ainda, desconhecidos, mas hd hipéteses de que o rearranjo do genoma viral,
particularmente do gene S, poderia ser responsavel pela ndo detec¢do do antigeno de
superficie do virus *”. A PCR demonstra DNA viral no figado, no soro e em células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com AgHBs ausente, muito tempo
apos recuperagdo clinica (1525 'No soro, o nivel viral é em torno de 10* cOpias/ml, o que
é significativamente mais baixo do que nos pacientes com AgHBs detectdvel . Além
disso, observa-se que a viremia tende a flutuar, durante o seguimento de individuos
com infeccdo oculta pelo VHB 1 0 método preferencial para o diagndstico deste
perfil sorolégico € o “in house PCR”, cujo limite de deteccao viral estd entre 10 cOpias
e 100 copias/ml, pois os testes automatizados detectam carga viral acima de 400

cépias/ml"™ .

Co-infeccio HBV e VHC

A co-infeccdo por VHB e VHC pode ocorrer e se associar a diferentes
manifestacdes clinicas, como hepatite fulminante, hepatite aguda e cronica e carcinoma

hepatocelular “#**

. A atividade histologica e os niveis de alanina-aminotransferase
(ALT) também parecem maiores nos co-infectados (3 Qutra caracteristica encontrada
nesses pacientes, incluindo aqueles em que a infec¢do por VHB € oculta, € a tendéncia
em ndo responder ao tratamento com Interferon !,

A co-infec¢io VHB e VHC pode levar a vdrias situagdes: hepatite aguda pelos
dois agentes, infeccao oculta pelo VHB em pacientes com HCC, superinfeccao por um
desses virus em individuos com hepatite cronica pré-existente W,

Existem, hoje, poucos estudos sobre hepatite aguda por infeccdo simultanea

pelo VHB e VHC, mas parece que esses agentes interagem nas infeccdes agudas da
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. ~ A . 26
mesma forma que na infecgdo croénica . Mimms et al

estudaram pacientes com
infec¢do aguda pelo VHB e VHC e, comparando-os com pacientes com VHB somente,
notaram diminuicao nos niveis de ALT e retardo no aparecimento e menor duragdao do
AgHBs nos pacientes coinfectados, comparados aos monoinfectados, sugerindo que o
VHC suprime a atividade do VHB.

Em éareas de alta prevaléncia da infec¢do pelo VHB, como paises asidticos, o
fendmeno de superinfeccdo pelo VHC é bem discutido . A superinfec¢io com VHC
pode resultar em supressao da replicagdo VHB e também finalizar o estado de portador
(AgHBs presente) (1.26) Ap06s a superinfeccdo e a soroconversao do AgHBs, a infec¢ao
por VHC pode persistir e resultar em hepatite cronica permanente . Por outro lado, a
interacdo entre os virus VHB e VHC também pode resultar em doenca hepdtica mais
grave e aumentar o risco de hepatite fulminante. O risco de mortalidade na
superinfeccao pelo VHC, em pacientes com VHB cronica pode ser maior que 10% W,

A superinfeccdo com VHB em pacientes com HCC € menos comum, mas o
risco de desenvolver hepatite fulminante pode aumentar. A eliminagdo viral, em alguns
casos estudados, sugere que o VHB pode ter um papel dominante na supressao do VHC
(1).

Virios estudos mostram que o VHB e o VHC interagem entre si e alteram a
resposta imune. Pacientes com hepatite B cronica, co-infectados com VHC, tém
supressdo da atividade da DNA polimerase do VHB, o que demonstra supressao deste
virus pelo VHC. Além disso, a superinfeccio do VHC em paciente com hepatite B
cronica pode levar a soroconversao do AgHBe e AgHBs @8,

Sheen et al *” conduziram estudo longitudinal com um grande nimero de
pacientes com hepatite cronica pelo VHB e encontraram incidéncia anual de
soroconversao do AgHBs de 2,08% nos pacientes coinfectados pelo VHC, comparados
com 0,43% nos pacientes monoinfectados’

Virios mecanismos de interferéncia na replicacio do VHB pelo VHC tém sido

propostos; Shih et al ®?

relataram que a proteina core do VHC suprime o VHB. Estudo
posterior mostrou que essa proteina suprime a atividade do VHB, afetando a
transcri¢cdo, inibicdo que parece ser mais pronunciada com o genétipo 1 do VHC in
vivo e in vitro. ®V A replicacdo do VHB € inibida mais eficientemente pelo genétipo 1
do VHC do que pelo genétipo 2, enquanto que a carga viral do gendtipo 2 € usualmente

mais sensivel a interferéncia do VHB ©V.



16

O oposto também pode ocorrer, isto é, o VHB pode inibir a replicacdo do VHC
() Nos pacientes co-infectados, hd diminui¢io do RNA do VHC na presenca de
replicacdo ativa do DNA VHB ®®. Pontisso et. al ®** mostraram que 71% dos pacientes
co-infectados com VHB/VHC eliminaram o VHC, comparados com 14% dos
pacientes infectados apenas com VHC. Pacientes coinfectados t€ém demonstrado
menores niveis de DNA-HBV e RNA-HCV que os controles monoinfectados,
indicando que a supressdo de ambos os virus também pode ocorrer V. A cronologia da
infeccdo tem papel na determinagdo do virus com efeito dominante, contudo, esse

efeito parece ser da supressao do VHC sobre o VHB 3,349)

Anatomia Patoldgica

O estudo histopatolégico do figado € de grande importancia para o progndstico
e para a indicacdo e controle da terapia medicamentosa. Na HCC, assim como nas
outras hepatites por virus, encontram-se vdrios tipos de lesdo, desde infiltrados
inflamatorios, lesdes de dreas portais, lesdes ductais, até necrose e fibrose em vérios
estagios ©7.

O depdsito de tecido fibroso ocorre de maneira varidvel e depende de cada
paciente. A fibrose € um componente progressivo na doenca, que deforma a arquitetura
hepdtica. Ela € determinada pela deposicdo de coldgeno e “capilarizagdo” dos
sinusodides, que sobressaem com aumento da inflamacdo e da necrose. A contracdo dos
septos fibrosos, junto com a regeneracao na forma de nédulos, produz uma distor¢ao da
arquitetura hepdtica e, quando esses nddulos, regenerativos, estdo completamente
formados, rodeados por septos fibrosos, diz-se que ha cirrose @8

O ritmo de progressdo para fibrose varia bastante de individuo para individuo.
Em alguns pacientes, a progressdo € rdpida para cirrose, em outros, a fibrose nao
acontece ou progride muito lentamente, ao longo de décadas de infeccdo. Uma vez
estabelecida a cirrose, o risco de carcinoma hepatocelular é de aproximadamente 25%
ao ano .

Alguns fatores tém sido estudados como marcadores de progressao da fibrose.
Entre eles, os mais importantes sdo: género masculino, a idade em que se adquire a

infeccdo, o abuso de bebidas alcodlicas por periodo prolongado, maior tempo de

infeccao viral, imunossupressdo de longa data, por HIV ou transplantes de 6rgdos e a
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co-infeccdo  VHB/VHC ®_ Esteatose hepdtica, obesidade e diabetes sdo outras
condi¢des que contribuem para progressdo mais acelerada da doenga hepética (3738)

A fibrose encontada na HCC inicialmente € peri-portal e se estende aos espagos
vizinhos e até a veia centro lobular pela formagao de septos e pontes fibréticas. O
estdgio final da fibrose € a cirrose, caracterizada pela presenca de tecido fibrético que
permeia a maior parte das estruturas mesenquimais portais € centrolobulares, e nddulos
isolados de células hepaticas ©.

Alguns estudos observam que a inflamagdo parece ser a chave para a
fibrogénese. Nesses estudos, os fatores que induzem a atracdo de células inflamatorias e
a lesdo celular sdo os responsaveis pela fibrose. Essas substincias indutoras seriam
citocinas, quimiocinas, moléculas pré-inflamatérias e superdxidos, modulados por
leucécitos infiltrados, células estreladas e células de Kupffer “0)

Alguns estudos mostram que pacientes co-infectados apresentam maior risco de
cirrose com descompensacio clinica . Fong et al*" encontraram maiores taxas de
cirrose, 44% versus 21%, em paciente co-infectados e infectados cronicamente apenas
pelo VHB, respectivamente.

Na Ardbia Saudita, pacientes co-infectados, comparados aos pacientes
infectados somente pelo VHC, tiveram mais freqiientemente doenga hepatica
descompensada, com alta progressao para cirrose (95% x 48,5%) e classificagdo Child
C (37% x 0%) 2.

Considerando a presenca do VHB oculto em pacientes com HCC, os estudos
sdo conflitantes. Alguns correlacionam o desenvolvimento de cirrose a presenca de
niveis baixos de DNA-VHB em pacientes com HCC, como o estudo de Cacciola et al
(24), na Itdlia, que mostraram pacientes com HCC e AgHBs ausente, 46% com DNA-
VHB detectidvel. Nesse mesmo estudo, a cirrose hepdtica foi diagnosticada em 33 %
dos pacientes com HCC e presenca de DNA-VHB e em 19% dos pacientes com VHC
presente € DNA-VHB ausente.

Estudo brasileiro, realizado em Campinas, encontrou cirrose em 20% dos
pacientes com HCC e VHB oculto e em 12% nos pacientes somente com HCC,
diferenga que ndo foi significante. No mesmo estudo, demonstrou-se que as lesdes
histopatolégicas hepdticas ndo foram mais intensas nos pacientes co-infectados *”.

Estudo realizado em Taiwan, igualmente, ndo mostrou relacdo da infeccdo
oculta pelo VHB, em pacientes portadores de HCC, gravidade da doenca hepitica e

com o tempo de desenvolvimento de hepatocarcinoma @) A discrepancia desse estudo
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com os demais ocorre pela exposi¢cdo da populacdo de Taiwan, desde a infancia, ao
VHB. Essa exposicdo, tdo precoce, pode induzir tolerdncia ao VHB e, como

conseqiiéncia, arrefece seu papel na indugdo da lesdo hepatica. .

Imunologia

O figado € um orgdo vital que é enriquecido por células da resposta imune
inata, como as natural killer (NK), células natural killer T (NKT) e uma populagao
especial de macréfagos, as células de Kupffer. Essas células sao capazes de
rapidamente secretar um conjunto de citocinas pré-inflamatdrias, que exibem efeito
antiviral direto, ativam e mantém a resposta imune inata, iniciam a resposta imune
antigeno-especifica e recrutam e ativam células linfomononucleares antigeno-
especificas das proximidades “¥.

Em qualquer infecclo viral, a primeira linha de defesa é mediada pelas proprias
células infectadas. A maioria das células rapidamente reconhece a presenca do agente e
responde com a producao de interferon (o/f). O interferon (o/p) inibe a replicacao de
muitos virus, incluindo o VHB e VHC, pela inibicdo da sintese protéica viral. Para
ajudar nesses efeitos antivirais, o interferon (a/f) recruta e ativa macrdfagos que,
ativados, secretam citocinas e quimiocinas “4)

A resposta imune celular resulta da atividade de linf6citos T CD4 helper (Th) ou
T auxiliares, e linfécitos T CD8 ou T citotéxicos (Tc). Células de Kupffer ativadas por
linfécitos T CD4 podem ativar células NK, levando a lise inespecifica de células
infectadas do hospedeiro. Elas também produzem citocinas que regulam linfécitos B,
produtores de anticorpos, e aumentam a atividade de células @9 As células CD4 helper
reconhecem peptideos virais por moléculas MHC II e células apresentadoras de
antigenos.

Estudos demonstram que uma resposta forte e sustentada de células Th esta
correlacionada com a eliminacdo viral. Outra evidéncia é de que a atividade de células
Tc pode ser inversamente proporcional a carga viral. Esses achados sugerem que a
funcdo das células citotoxicas seja a de controlar a infec¢do viral no estdgio agudo e
precoce da doenca. “h

A resposta imune envolve, além da proliferacdo celular, a producdo de fatores

soluveis, as citocinas, as quais regulam o funcionamento do sistema imune. De acordo



19

com o padrdo das citocinas produzidas por linfécitos Th, a resposta imune pode ser
dividida em ThO, Thl e Th2. As células Thl produzem interferon — gama (IFN-y) e
interleucina 2 (IL2). As células Th2 produzem as interleucinas 5 (IL-5), 10 (IL-10) e 4
(IL-4). As células ThO sao precursoras das células Thl e Th2, por isso produzem um
padrdo misto de citocinas Thl e Th2®.

O IFN e a IL-2 sdo citocinas relacionadas com funcdes editoras da resposta
imune, responsaveis por ativacdo e proliferacdo celular. A IL-2 € uma das principais
citocinas relacionadas com a indugdo da proliferacao de linfécitos T, Tc e B e células
NK. Também € o principal fator de crescimento para células T CD4, com fenétipo Thl.
O INF- y tem a funcdo de ativar as células NK; os macréfagos, para exercer fungdao
microbicida, por meio da producdo de 6xido nitrico (NO), e de modular a resposta
imune, suprimindo a atividade das células Th2. Em associacdo com o fator de necrose
tumoral (TNF-a), o y IFN induz ativacdo de macréfagos e granuldcitos para destruir
células infectadas “°.

A IL-10 relaciona-se com a desativacdo de células envolvidas na resposta
imune, estando ligada a funcdes das células Th2. Apresenta propriedade
antiinflamatdria e supressora da resposta imune, induz a producdo de anticorpos, ao
mesmo tempo em que inibe a fun¢do dos macréfagos para destruir patdgenos e a sintese
de vdrias citocinas, tais como IL-1, IL-8, IL-6, TNF-a e IL-12 “°.

Durante a infec¢do aguda, a maioria das células que infiltram o figado tem
atividade Thl, com funcdo de destruir o patogeno. Essas células liberam IL-2 e y IFN,
que podem ativar efeitos antivirais, mas também causam inflamacdo e necrose.
Citocinas do perfil Th2, como a IL-10, inibem a atividade Thl logo ap6s a infec¢ao
aguda, e quando a infeccdo é persistente, seu papel pode ser de proteger contra os
potenciais efeitos danosos da células Th1 “>*7.

Tem sido demonstrado que na HCC, pacientes que apresentam diminui¢do da
viremia tém uma potente resposta tipo Thl, com moderada atividade Th2. Os doentes
que tém resposta Thl mais vigorosa mostram-se capazes de eliminar o virus e se
recuperam na fase aguda. Por outro lado, a infeccdo persiste na maioria dos pacientes

com resposta Th1 fraca, porque o alto nivel de mutacdo do virus permite o escape viral
(48,49)
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Fibrose Hepatica e Citocinas

A fibrose hepdtica resulta de uma resposta bioldgica frente ao dano hepatico
cronico e subseqiiente remodelacdo hepdtica. Inicialmente, a fibrogénese ¢ um processo
dindmico, que visa reparar uma agressao ao tecido, e se caracteriza pela sintese de
moléculas da matriz extracelular, proteinas (coldgeno, elastina), glicoproteinas (
fibronectina e laminina) e proteoglicanos organizados e interconectados numa estrutura
tridimensional. Essa sintese € compensada por mecanismos de fibrindlise, que visam
limitar uma agressdo externa exacerbada. No entanto, isso geralmente resulta num
equilibrio entre fibrogénese e fibrindlise, em favor da fibrogénese, e conseqiiente
acimulo de matriz extracelular, que leva a desorganizacdo da arquitetura hepdtica.
Virios fatores tém sido envolvidos na fibrogénese hepdtica, entre eles citocinas,
receptores da matriz extracelular, moléculas de adesdo, endotelinas, norepinefrina,
metaloproteinases, inibidores das metaloproteinases, fatores de crescimento, entre
outros ©?),

Na presencga de producdo excessiva de citocinas Thl e pré-inflamatdrias, como
IL-2, IFN-y e TNF-a, predominam os efeitos pro-inflamatoérios, havendo maior lesdao
hepética, com grande quantidade de necrose celular e fibrose ®. A IL-10, inibindo a
expressao de IL-2, IFN-y e TNF-a, também modula os efeitos indutores de fibrose
daquelas citocinas. A IL-10, pela sua proeminente atividade anti-fibrética, pode levar a
diminui¢do de expressao do coldgeno tipo I, enquanto induz aumento do coldgeno
intersticial. Pacientes com formas moderadas da HCC tém alta expressdao de IL-10,
enquanto aqueles com doenga hepatica progressiva t€m menor quantidade de IL-10 =0

O TGF-P € a citocina responsavel pela reparacdo e regeneracdo dos tecidos,
depois da lesdo, promovendo quimiotaxia de mondcitos e linfécitos, induzindo
angiogénese e controlando a produgdo de citocinas e outros mediadores inflamatérios
para o tecido lesado ©'*?. Nesse sentido, estimula a sintese de componentes da matriz
extracelular, incluindo fibronectina, coldgeno e proteoglucanas, aumenta a expressao de
integrinas sobre a superficie das células o que facilita a adesdo para a matriz
extracelular ©*~%. Entretanto, a producdo excessiva de TGF - B pode ser responsavel
pela cicatrizagdo de feridas, caracterizada pela exuberante formagdo e deposicdo da

matriz, podendo levar a fibrose.
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Tratamento

Pacientes com HCC, sem tratamento prévio, com RNA de VHC detectavel pela
PCR, sdo candidatos a 24 semanas ou 48 semanas de terapéutica, dependendo do
gendtipo vira"). Dois grandes estudos demonstraram que a combinagio de interferon a
com ribavirina aumenta a porcentagem de resposta viroldgica sustentada (RVS),
definida como RNA de VHC indetectavel pela PCR apds seis meses do término do
tratamento, de 16% com interferon a somente, para 40%, na associacdo com ribavirina
3336 Ambos os estudos também demonstraram que infeccdes com gendtipo 2 € 3 , a
duracdo do tratamento de 24 semanas ¢é suficiente, enquanto que para o genétipo 1 o
tempo ideal de tratamento € de 48 semanas.

Quando a carga viral, medida pelo RNA-VHC, passa a ser indetectdvel, a
inflamacao hepatica diminui, prolongando a evolucio da doenca hepética(57) . Arif et. al.
©% avaliaram 56 pacientes submetidos 2 biGpsia hepética, antes do tratamento e ap6s
seis meses de tratamento com interferon e ribavirina. Desses pacientes, 27 obtiveram
RVS e 29 ndo conseguiram. Significante melhora na atividade inflamatéria foi
observada nos pacientes que apresentaram RVS, o que ndo ocorreu nos pacientes sem
RVS. Por outro lado, ambos os grupos tiveram melhora na fibrose hepdtica, o que
permite concluir que a fibrose, que se julgava irreversivel, pode sofrer mudancas
dindmicas em resposta ao tratamento combinado.

Outro estudo realizado por Heathcote et al. ©n

comparou o tratamento em
pacientes que ja apresentavam na bidpsia hepatica cirrose e pontes de fibrose.
Obtiveram melhora histopatolégica 31% dos pacientes tratados com interferon alfa/2 a,
449 dos tratados com Peginterferon alfa 2 (80ug) e 54% dos pacientes tratados com
Peginterferon alfa -2b (180ug). Nesse estudo, um ter¢co dos pacientes que ndo
conseguiram a resposta virologica sustentada obteve melhora histopatoldgica,
sugerindo que tais pacientes podem se beneficiar com o tratamento.

O interferon € uma medicagdo imunomoduladora com efeitos antiviral e
antiproliferativo. O interferon o (IFN o) é aprovado para o tratamento de ambas
hepatites B e C V. A adicdo de polietilenoglicol no interferon a (peginterferon) extende
a meia vida e a duracdo da atividade terapéutica. O tratamento com peginterferon
aumenta a resposta terapéutica®.

Resposta reduzida ao tratamento com interferon tem sido descrita em individuos

com HCC e marcadores soroldgicos de infeccdo pelo VHB resolvida (AgHBs
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ausente/Anti-Hbc presente), talvez pela infeccdo inaparente pelo VHB®?. Mais
recentemente, alguns autores tém observado que a infec¢do oculta pelo VHB pode levar

C @390 Cacciola et al.®¥

a pior resposta ao tratamento nos individuos com HC
detectaram resposta viroldgica em 21% e 42% nos pacientes com HCC que tinham ou
ndo infeccdo oculta pelo VHB, respectivamente. Estudo brasileiro ndo encontrou
diferencas significativas quanto a resposta ao tratamento em pacientes com HCC com
ou sem infec¢do oculta pelo VHB (37,5% e 20,5%) respectivamente, quando esses
pacientes foram tratados com interferon, sozinho ou combinado com ribavirina CLNe)
mesmo foi observado em um estudo em Taiwan, com 110 pacientes com hepatite C
cronica. A prevaléncia da infeccdo oculta pelo VHB ndo influenciou a gravidade da

doenca hepitica e nem a resposta ao tratamento'*”.

Justificativa do Estudo

A perspectiva de lesdo hepdatica importante no portador cronico do VHC pode ,
pode ser portador oculto do VHB. A presenca de co-infeccio VHB-VHC pode, ainda,
influir na resposta ao tratamento com interferon o/f3 , sendo um fator complicador. A
atividade de células T helper e T citotdxica nos tecidos hepdticos tem, a par de seus
efeitos protetores, papel importante na lesdo celular. Isso se d4 principalmente pela
secrecdo de substancias como y IFN, TNF-o, TNF-B. Na presenca da co-infeccio
VHB-VHC, esses eventos podem ocorrer com ainda ser agravada pela presenca de co-
infeccdo com VHB. No entanto, essa co-infeccao s6 se caracteriza claramente quando é
detectado o AgHBs do VHB. Por outro lado, sabe-se que o individuo que tem outros
marcadores do VHB, como anti-HBc com anti-HBs, e até o anti-HBc isolado maior
intensidade.

No ambulatério de Hepatites Virais Cronicas, da Disciplina de Moléstias
Infecciosas, pacientes com VHC cronica, com e sem tratamento com interferon o/f3 e
ribavirina, sdo atendidos sem que se saiba ao certo se tém co-infeccio com VHB, a
menos que tenham o AgHBs detectado juntamente com o anti-VHC. A descoberta de
infec¢do oculta pelo VHB, por meio da procura do DNA viral, por técnica sensivel,
como a in house PCR poderia ser de grande valia, permitindo que se tentasse

posteriormente promover a eliminacdo do VHB, por meio da vacinacdo especifica. Esse
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fato seria importante, tanto para remover um outro fator de indu¢do da inflamacao, que

z

€ o VHB, como para garantir melhor resposta ao tratamento pelos pacientes com

doenca cronica pelo VHC.
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Objetivos

Geral

1) Avaliar a relagdo dos niveis das citocinas YIFN, TNF-a, IL-10, IL-12 e TGF-

B com as alteragdes inflamatérias hepaticas, em portadores cronicos com VHC;

2) Avaliar a influéncia do tratamento com Interferon o/ e ribavirina e da co-

infec¢do do VHB nessa relagao.

Especificos

1) Determinar a presenga do VHB oculto em portadores cronicos do VHC, pela

utilizagdo da técnica da in house PCR.

2) Determinar os niveis séricos das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-12 e
TGF— em individuos sauddveis do grupo controle e em doentes com infeccdo pelo
VHC, com e sem co-infec¢do pelo VHB oculto, ainda ndo tratados com interferon o/} e

ribavirina e em pacientes apos seis meses de tratamento.
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Casuistica e Métodos

Casuistica

Neste trabalho, foram estudados 55 pacientes atendidos no Ambulatério de
Hepatites Virais do Departamento de Doencas Tropicais e Diagndstico por Imagem, da
Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, no periodo de Janeiro de 2006 a marco de
2007. A maioria desses pacientes foi encaminhada para o ambulatdrio, principalmente
pelo Hemocentro do Hospital das Clinicas de Botucatu, apds triagem soroldgica de
doadores de sangue.

Todos os pacientes apresentavam HCC, confirmada por sorologia (presenca de
anti-VHC) por método imunofluorimétrico em microparticulas (MEIA) e RNA de VHC
detectdvel pela PCR, com genotipagem e bidpsia hepdtica realizadas antes do
tratamento e apds seis meses deste. Todos os pacientes apresentavam resultado de
pesquisa do marcador para hepatite B, AgHBs, negativo.

Dos 55 pacientes com HCC, 38 nunca haviam sido submetidos ao tratamento
para hepatite e 17 pacientes ja haviam sido tratados com Interferon e ribavirina, tendo
finalizado o tratamento seis meses antes da coleta de dados deste estudo.

Além dos pacientes, também foram estudados 20 doadores de sangue do
Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp,
que ndo eram portadores do VHC, e foram usados como grupo controle, representando
individuos saudaveis.

As dosagens de citocinas e a pesquisa de DNA do VHB pela PCR foram
realizadas no Laboratério de Pesquisa na Area de Doengas Tropicais, da Faculdade de
Botucatu, Unesp.

Os pacientes eram acompanhados no Ambulatério de Hepatites Virais, e todos
os tratados apresentavam gendtipo tipo 1 e foram submetidos a 48 semanas de da
associacdo de interferon peguilado e ribavirina.

Todos os individuos da casuistica concordaram em participar do estudo,

mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
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Métodos

1) Formacao dos Grupos
A partir dos 55 doentes e dos 20 doadores de sangue, foram formados trés grupos, a
saber:
Grupo 1 (G1): 38 pacientes HCC, que ainda ndao haviam sido tratados com interferona
e ribavirina.
Grupo 2 (G2): 17 pacientes HCC, no momento da realizacdo da bidpsia hepdtica de
controle, seis meses apds o término do tratamento com interferon o e ribavirina.
Grupo 3 (G3): Grupo controle, constituido de 20 individuos, provenientes do
Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp, doadores de sangue,
considerados sadios, que apresentavam sorologias negativas para HIV, VHC, VHB,
Treponema pallidum e Trypanossoma cruzi. O grupo controle teve a finalidade de
definir os valores considerados normais para as citocinas IL-2, IL-10, TGF-B. y- IFN e
TNFa.
Os critérios de inclusdo para os G1 e G2 foram:
e Apresentar sorologia com resultado positivo para VHC e pesquisa de RNA do
VHC positiva.
e Apresentar pesquisa de AgHBs com resultado negativo, para excluir pacientes
com hepatite cronica ou aguda pelo VHB.
e Ter idade maior ou igual a 18 anos, de ambos os sexos.
e Ter critérios clinicos e laboratoriais para realizacdo da bidpsia hepatica
e Nado ser gestante ou puérpera
e Apresentar sorologia com resultado negativo para HIV, HTLV, doenca de
Chagas e sffilis.
e Naio apresentar imunossupressao clinicamente diagnosticada e nao usar drogas
imunossupressoras.

¢ Consentir em participar do estudo
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2) Caracterizagdo da Infeccio pelo VHC

Os pacientes caracterizados como portadores de infeccdo pelo VHC tinham
anticorpos contra o VHC identificados pelo método imunofluorimétrico em particulas e
tinham também pesquisa de RNA do VHC pela PCR positiva e Genotipagem para VHC

realizada.

3) Coleta de sangue

Foram coletados 4,0 ml de sangue de veia periférica de cada paciente para a
realizacdo do PCR in house para pesquisa do virus oculto em todos os pacientes.
Simultaneamente, foram coletados 7,0 ml de sangue de veia periférica para dosagem de
citocinas séricas IL-2, TNF- a, TGF-B, IFN-y, IL10. O soro foi estocado em aliquotas
que permaneceram sob refrigeracdo a —80°C até a determinac¢@o dos niveis das citocinas

e realizacdo da PCR.

4) Realizacdo da in house PCR, segundo a técnica de Kaneno modificada (HBV-Virus
oculto, Regidao Core).

Extracdo de DNA:

A extragdo do DNA do VHB foi realizada por desnaturacao inicial com 2,5 NaOH
0,5M adicionados a 10 ul de soro e incubagdo a 37° C por 60 minutos, seguida por

neutralizacdo com 2,5 ul de HCL 0,5M.

PCR Qualitativa

Foram utilizados primers descritos por Kaneno et al ©®>~%

, que amplificam 270 pares de
bases (pb) de comprimento.

Cada tubo da reacdo de 0,2 ml recebeu 10 pl de tampao de PCR (500 mM KCl,
100 mM Tris-HCI pH 8.3), 4,0 ul de MgCl12 (50mM), 200umol/L. dNTPs (6,0ul), 1
pumol/L do primer 2032-R (5°-CTGACTACTAATTCCCTGGATGCTGGGTCT —3’) e
1 pmol/L do primer 1763 (5°-GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCCGTA TAA -3°),
2,5U de tag-polimerase (0,5ul), 25,0ul do produto de extragdo do DNA da amostra
testada e 62,5ul de &dgua ultra-pura. A reacdo foi amplificada em termociclador

conforme as seguintes condi¢des: 25 ciclos, sendo 94°C por 1 minuto (desnaturagdo das

moléculas de cadeias duplas do DNA alvo), 42°C por 1 minuto (anelamento do primer
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com sua respectiva cadeia de DNA) e 72°C por 3 minutos (extensdo da cadeia de
DNA), e para a extensdo final, 1 ciclo a 72°C por 3 minutos

Ao final da primeira reacdo da PCR, 10,0ul do produto amplificado foram
submetidos a um novo ciclo de amplifica¢do, de acordo com a técnica descrita acima
(nested-PCR), substituindo-se apenas os primers anteriores pelos primers 1778-E (5°-

GACGAATTCCATTGACCCGTATAAAGAATT- 3%) e 2017-RB.

Eletroforese em gel de agarose

Foram retirados 7,0ul do produto final de cada amostra, corados com 2,0ul de
azul de bromofenol e submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 1,8%
corado pelo brometo de etidio. Apds a corrida eletroforética, o gel foi visualizado sob
luz ultravioleta.

Amostras de 5,0ul de 100pb DNA foram utilizadas como padrdo de peso
molecular. Uma aliquota de 4gua foi utilizada como controle negativo da reacdo e o
soro de um individuo reagente para VHB pela reacdo de ELISA foi utilizado como

controle positivo, garantindo o resultado da PCR.

5 — Determinagdes das citocinas séricas

Os niveis séricos de TNF-a, IFN-y, TGF-f3, IL-2, IL10 foram determinados por
método ELISA, utilizando Kits comerciais (R & D Systems), de acordo com as
especificacdes do fabricante.

Para aplicagdo do método, inicialmente, microplacas de 96 orificios foram
sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-citocina a ser dosada (IL-12, TNF-aq,
IFN-y, TGF-B, IL10). A seguir, foram adicionados soros dos doentes (dilui¢do 1:2) e
soros controles positivos e negativos, com posterior incubacdo em temperatura
ambiente, por diferentes periodos que variaram de 2 a 3 horas, na dependéncia da
citocina dosada. Depois, foram feitas quatro lavagens com soluc@o detergente contendo
2- cloroacetamida (0,1%). Esse processo foi repetido até a fase anterior a adi¢do do
substrato. Posteriormente, as placas foram incubadas em temperatura ambiente com
anticorpo policlonal anticitocina humana dosada, marcada com biotina, sendo colocada,
a seguir, estreptovidina ligada a peroxidase. Apds o periodo de incubagdo, foi
adicionado, aos orificios das placas, o substrato formado por peréxido de hidrogénio

(0,02%) e tetrametilbenzina (2%). A interrupcado da reagdo foi realizada em temperatura
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ambiente, utilizando-se 4cido sulfirico 1M. Os resultados foram avaliados por leitura
optica (DO) em leitor automatico de ELISA (Titertek Multiskan), em comprimento de
onda de 450nm. As concentragdes das citocinas, medidas em pg/ml, presentes no soro
foram calculadas a partir dos resultados obtidos na curva padrdo, realizada com a
citocina recombinante humana dosada no ensaio.

A determinagdo dos niveis das citocinas foi realizada no Laboratério de Pesquisa

da Area de Doencas Tropicais, da Faculdade de IMedicina de Botucatu- Unesp

6 — Bidpsia Hepatica.

A Dbidpsia hepdtica foi realizada por profissional médico da Secdo de
Radiodiagnostico do Hospital das Clinicas. Com o paciente colocado no diva clinico,
em posicao de decubito dorsal horizontal, foi marcado o ponto de introducdo da agulha
de bidpsia entre os arcos costais, a direita, realizando-se antissepsia do local com
Clorohexidina alcodlica. Anestesia foi feita com cerca de 10 ml de Lidocaina a 2% sem
vaso constritor, no ponto marcado para a bidpsia. A agulha da bidpsia foi introduzida
até atravessar a musculatura intercostal. Em seguida, foi disparado o dispositivo de
bidpsia, tipo ‘“revélver”, que extraiu o fragmento hepatico. Esse fragmento foi
armazenado em frasco contendo formol.

As amostras de tecido hepdtico foram processadas na rotina do Laboratério de
Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas. As amostras foram classificadas e
estadiadas de acordo com a classificacdo da Sociedade Brasileira de Patologia (SBH).
Os pacientes submetidos a bidpsia foram internados e mantidos em observacdo por
periodo de 12 a 24 horas, na Enfermaria de Moléstias Infecciosas e Parasitdrias do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Durante a internagio,
realizaram-se medidas de pulso periférico, pressdo arterial e exame fisico de abdomen, a
cada hora. O paciente recebeu alta quando, apds todos estes cuidados, ndo foi verificado

nenhum sintoma ou altera¢do do exame fisico.

Métodos de Classificacao das Alteragdes Histologicas Hepaticas

Nas hepatites virais cronicas, a classificacdo das alteracdes histopatolégicas do
figado mais adotada no pais € aquela proposta pela Sociedade Brasileira de Patologia
(SBH) e observa os seguintes parametros:

AlteracOes estruturais- fibrose: estadiamento de 0 a 4(zero a quatro).
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Atividade Necro-Inflamatoéria
Portal: de zero a 4.
Peri-portal: de zero a 4.

Lobular: de zero a 4.

7) Andlise Estatistica

Os dados foram analisados seguindo a seguinte estratégia:

Etapa 1) Andlise exploratéria para estudar a forma da distribui¢do probabilistica
dos niveis séricos das citocinas estudadas entre os grupos em comparacdo. Com base no
teste de Shapiro-Wilk, ndo houve evidéncias para concluir que a forma da distribuicao
dos niveis séricos das citocinas era, a0 menos, simétrica para permitir o emprego de
técnicas paramétricas que comparassem grupos e estimassem efeitos em relacdo a média
dos grupos.

Etapa 2) Comparagio entre grupos por meio dos testes ndo paramétricos Mann-

Whitney e Kruskal-Wallis para amostras independentes.

8) Aprovagio no Comité de Etica
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Botucatu, em maio de 2006.
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Resultados

1) Distribui¢do dos 55 doentes com HCC de acordo com género, faixa etdria e cor da
pele.

Neste estudo de 55 pacientes com HCC, predominou o sexo masculino, com 34
(62%); participaram da pesquisa 21(38%) mulheres participantes (Figura 1). Quanto a
distribuicao etéria, 15 pacientes estavam entre 18 e 30 anos, 11 entre 31 e 40 anos, 10
entre 51 e 60 anos, quatro entre 61 e 70 anos e apenas um paciente tinha idade superior
a 70 anos (Figura 2). Em relacdo aos fatores de risco avaliados, 20 eram usudrios de

drogas (36,4%) e 23 receberam transfusdo de sangue (42%) (Figuras 3 e 4).

O homens

W mulheres

62%

Figura 1 — Distribuicao dos 55 pacientes com HCC, em relacdo ao género.
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18-30 31-40 41-50 51-60 61-70 >70

Figura 2 — Distribuicao dos 55 pacientes com HCC, de acordo com a faixa etdria.
Quanto a cor da pele, houve predominio de brancos, com 44 (80%), seguidos de

sete (13 %) pardos e quatro (7% ) negros ( Figura 5) .

fator de risco

O Usuario de Drogas

B Nao usuério de drogas

Figura 3 — Distribui¢do dos 55 pacientes com HCC com uso de drogas como fator de

risco.
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42%

O Hemotransfusao

W Sem hemotransfusao

58%

Figura 4 — Distribui¢do dos 55 pacientes com HCC com hemotransfusao como fator de

risco.

13%

7%\

O Branca
| Negra
O Parda

80%

Figura 5 — Distribuicao dos 55 pacientes com HCC com a cor da pele.

Nos 55 pacientes estudados, apenas nove apresentavam marcador de infeccao
prévia pelo VHB, representado pelo anti-HBc; desses nove pacientes, quatro também
apresentavam anti-HBs, indicando controle da infec¢do. Dos 46 pacientes com anti-HBc
ausente, 18 tinham anti-HBs, como resultado da vacinacdo contra Hepatite B,
recomendada na rotina do acompanhamento dos pacientes com HCC. A presenca de co-
infec¢do oculta pelo VHB, pesquisada pela PCR in house, nao se confirmou em todos

os 55 pacientes avaliados.

2) Distribuic¢ao dos 55 doentes com HCC de acordo com o grau de fibrose e sua relacao

com as citocinas estudadas.
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A bidpsia hepdtica, realizada nos 55 pacientes, mostrou fibrose ausente ou leve
(FO e F1) em 26 (47,2 %), moderada (F2) em 25 (45,5%), grave (F3) em trés ( 5,5%), e
um paciente ( 1,8%) apresentava cirrose (F4). Para a andlise estatistica, esses dois
ultimos grupos foram reunidos em um s6, o de pacientes com fibrose grave e cirrose.

Cada uma das citocinas, IL-10, IFN-y, TNF-a, TGF-$ e IL-2, dosadas nos 55
pacientes do estudo, foram relacionadas ao estdgio de fibrose apresentado pelos doentes.
Desse modo, nos pacientes com auséncia de fibrose (FO) ou fibrose leve (F1), a mediana
dos niveis séricos de IL-10 encontrados foi de 21,5pg/ml (var: 17,7pg/ml; 31,2pg/ml,
entre os percentis 25 e 75); nos pacientes com fibrose moderada (F2), os niveis séricos
encontrados tiveram mediana de 26,0pg/ml (var: 18pg/ml ;34,5pg/ml, entre os percentis
25 e 75) e nos pacientes com fibrose grave (F3) ou cirrose (F4), a mediana dos niveis
séricos de IL-10 foi de 25pg/ml(var: 16,5pg/ml; 54,5pg/ml, entre os percentis 25 e 75)
com p =0,88. (Tabela 1)

Nos pacientes com auséncia de fibrose ou fibrose leve, a mediana dos niveis
séricos de IFN y encontrados foi de 369,0pg/ml (var: 297,5pg/ml; 414,0pg/ml, entre os
percentis 25 e 75); nos pacientes com fibrose moderada (F2), os niveis séricos
encontrados tiveram mediana de 377,0pg/ml (var; 256,0pg/ml ; 511,5pg/ml, entre os
percentis 25 e 75) e nos pacientes com fibrose grave ou cirrose, a mediana dos niveis
séricos de y IFN foi de 317,5pg/ml(var:233,5pg/ml; 471,2pg/ml, entre os percentis 25 e
75); p=0,79. (Tabela 1)

A dosagem de TNF o nos pacientes com auséncia de fibrose ou fibrose leve,
mostrou mediana dos niveis séricos de 320,0pg/ml (var: 210,0pg/ml: 417,0pg/ml, entre
os percentis 25 e 75); nos pacientes com fibrose moderada (F2), os niveis séricos
encontrados tiveram mediana de 333,0pg/ml (var: 264,0pg/ml;417,0pg/ml, entre os
percentis 25 e 75) e nos pacientes com fibrose grave ou cirrose, a mediana foi de
282,5pg/ml(var:210,5pg/ml ;378,5pg/ml, entre os percentis 25 e 75); p = 0,584. (Tabela

Nos pacientes com auséncia de fibrose (FO) ou fibrose leve (F1), a mediana dos
niveis séricos de TGF- B encontrados foi de 411,5pg/ml (var: 299,2pg/ml; 485,5 pg/ml,
entre os percentis 25 e 75); nos pacientes com fibrose moderada (F2), os niveis séricos
encontrados tiveram mediana de 404,0pg/ml (var: 325,0pg/ml; 501,0pg/ml, entre os
percentis 25 e 75) e nos pacientes com fibrose grave (F3) ou cirrose (F4), a mediana dos
niveis séricos de TGF-B foi de 373,5pg/ml(var:265,5pg/ml ; 453,0pg/ml, entre os
percentis 25 e 75); p =0,781. (Tabela 1)
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A mediana dos niveis séricos de IL-2 encontrados nos pacientes com auséncia de
fibrose (FO) ou fibrose leve (F1) foi de 141,5pg/ml (var: 110,0pg/ml; 192,0pg/ml, entre
os percentis 25 e 75); nos pacientes com fibrose moderada (F2), os niveis séricos
encontrados tiveram mediana de 129,0pg/ml (var; 108,0pg/ml;205,5pg/ml, entre os
percentis 25 e 75) e nos pacientes com fibrose grave (F3) ou cirrose (F4), a mediana dos
niveis séricos foi de 95,5pg/ml(var: 84,0pg/ml ;164,7pg/ml, entre os percentis 25 e 75);
p=0,155. (Tabela 1)

Tabela 1 — Comparagdo entre diferentes graus de fibrose (FO, F1, F2, F3 e F4) em

relac@o aos niveis séricos das citocinas estudadas.

Sem fibrose ou Fibrose Moderada
Citocina Fibrose leve (n=26) (n=25) Fibrose Grave ou Cirrose (n=4) p(*)
IL10 (pg/ml) 21,5 (17,7 ;31,2) 26,0 (18,0 ; 34,5) 25,0 (16,5 ; 54,5) 0,886
IFN (pg/ml) 369 (297,5 ;414,00 377,0(256,0;511,5) 317,5(233,5;471,2) 0,798
TNF (pg/ml) 320,0 (210,0; 417,0) 333,0 (264,0;417,0) 282,5(210,5; 378.5) 0,584
TGF (pg/ml) 411,5(299,2 ;485,5) 404,0 (325,0;501,0) 373,5(265,5 ; 452,0) 0,781
IL2 (pg/ml) 141,5(110,0; 192,0) 129,0 (108,0 ; 205,5) 95,5 (84,0 ; 164,7) 0,155

(*) Teste de Kruskal-Wallis. Resumo descritivo dos valores de citocinas apresentados em medianas e quartis 25 e 75.

3) Distribui¢dao dos 38 doentes com HCC nao tratados com interferon o e ribavirina e

dos 17 tratados, de acordo com o grau de fibrose hepdtica.

Os 55 pacientes com HCC foram separados em dois grupos: o grupo formado
por pacientes que haviam sido submetidos previamente ao tratamento com interferon
alfa e o grupo virgem de tratamento. O grupo de pacientes ndo tratados com interferon o
contou com 38 individuos; desses, 20 (52,6%) ndo apresentavam fibrose (F0) ou
apresentavam fibrose leve (F1), 15 pacientes (39,4%) apresentavam fibrose
moderada(F2) e trés pacientes(7,8%) apresentavam fibrose avangada (F3) ou cirrose
(F4). O grupo de pacientes submetidos ao tratamento contou com 17 individuos, sendo
que seis (35,3%) ndo apresentavam fibrose ou tinham fibrose leve, dez (58,8%)
apresentavam fibrose moderada (F2), um paciente (5%) apresentava fibrose avangada

(F3). Nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados e ndo tratados com
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interferon o em relacdo a distribuicao dos pacientes segundo o grau de fibrose ( p=
0,806: teste de qui quadrado) e ndo houve, portanto, discriminacdo da fibrose pela
dosagem das citocinas, isto €, os grupos foram homogéneos em relacdo a intensidade de

fibrose.

4) Distribui¢do dos 35 pacientes com HCC ndo tratados com interferon a e ribavirina,
de acordo com a relagao entre as citocinas estudadas e o grau de fibrose hepatica.

Considerando o grupo dos 35 pacientes com HCC e fibrose leve ou moderada,
excluindo os pacientes com fibrose grave, ndo tratados com interferon o, a mediana para
IL-10 nos pacientes com auséncia de fibrose (FO) ou fibrose leve (F1) foi de 21,5pg /ml
(var: 18,75pg/ml ; 36,5pg/ml, entre os percentis 25 e 75), e a mediana para fibrose
moderada (F2) foi de 26,0pg/ml (var: 18,0pg/ml; 38,0 pg/ml, entre os percentis 25 e
75): p= 0,640. (Tabela 2). A mediana para IFN y nos pacientes com auséncia de fibrose
(FO) ou fibrose leve (F1) foi de 389,0pg /ml (var: 322,5pg/ml;426,7pg/ml, entre os
percentis 25 e 75), e a mediana para fibrose moderada (F2) foi de 406,0pg/ml (var:
220,0pg/ml ;480,0 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p= 0,920. (Tabela 2). A mediana
para TNF-a nos pacientes com auséncia de fibrose (FO) ou fibrose leve (F1) foi de
308,0pg /ml (var:208,0pg/ml; 428,5pg/ml, entre os percentis 25 e 75), e a mediana para
fibrose moderada (F2) foi de 333,0pg/ml (var: 284,0pg/ml; 436,0 pg/ml, entre os
percentis 25 e 75): p= 0,395 (Tabela 2). A mediana para TGF-B nos pacientes com
auséncia de fibrose (FO) ou fibrose leve (F1) foi de 382,5pg /ml (var: 295,7pg/ml ;
486,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75), e a mediana para fibrose moderada (F2) foi de
411,0pg/ml (var: 330,0pg/ml :496,0 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p= 0,405.
(Tabela 2). A mediana para IL-2 nos pacientes com auséncia de fibrose (F0O) ou fibrose
leve (F1) foi de 161,5pg /ml (var: 119,0pg/ml; 195,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75), e
a mediana para fibrose moderada (F2) foi de 129,0pg/ml (var: 108,0pg/ml ; 211,0
pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p=0,947. (Tabela 2).

Tabela 2 — Comparagao entre graus de fibrose hepatica em relagio aos niveis séricos das
citocinas estudadas, apresentados em mediana, dos 35 pacientes que ndo foram
submetidos ao tratamento com interferon alfa e ribavirina, com fibrose leve ou

moderada.
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Sem fibrose ou

Citocina Fibrose leve (n=20) Fibrose Moderada (n=15) p(*)

IL10 (pg/ml) 21,5 (18,7 ; 36,5) 26,0 (18,0 ; 38,0) 0,640
IFN (pg/ml) 389,0 (322,5 ; 426,7) 406,0 (220,0 ; 480,0) 0,920
TNF (pg/ml) 308,0 (208,0 ; 428,5) 333,0 (284,0 ; 436,0) 0,395
TGF (pg/ml) 382,5 (295,7 ; 486,0) 411,0 (330,0 ; 496,0) 0,405
IL2 (pg/ml) 161,5 (119,0 ; 195,0) 129,0 (108,0 ; 211,0) 0,947

(*) Teste de Mann-Whitney. Resumo descritivo dos valores de citocinas apresentados em medianas e quartis(25 €75).

Pacientes com fibrose leve ou moderada, excluindo pacientes com fibrose grave.

5) Distribui¢do dos 16 pacientes com HCC com fibrose leve ou moderada, tratados com
interferon o e ribavirina, de acordo com a relacao entre as citocinas estudadas e o grau

de fibrose hepatica.

No grupo de 16 pacientes submetidos ao tratamento com interferon o e
ribavirina, a mediana para IL-10 nos pacientes com auséncia de fibrose (FO) ou fibrose
leve (F1) foi de 24,0pg /ml (var: 10,7pg/ml ;28,7pg/ml, entre os percentis 25 e 75), e a
mediana para fibrose moderada (F2) foi de 23,5pg/ml (var: 17,5pg/ml; 33,7 pg/ml, entre
os percentis 25 e 75): p= 0,550. (Tabela 3). A mediana para IFN y nos pacientes com
auséncia de fibrose (FO) ou fibrose leve (F1) foi de 318,0pg /ml (var: 279,0pg/ml;
389,5pg/ml, entre os percentis 25 e 75), e a mediana para fibrose moderada (F2) foi de
363,0pg/ml (var: 292,2pg/ml; 553,7,0 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p= 0,416.
(Tabela 3). A mediana para TNF-a nos pacientes com auséncia de fibrose (FO) ou
fibrose leve (F1) foi de 387,0pg /ml (var: 333,7pg/ml; 405,5pg/ml, entre os percentis 25
e 75), e a mediana para fibrose moderada (F2) foi de 312,0pg/ml (var: 237,0pg/ml;
407,2 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p= 0,448 (Tabela 3). A mediana para TGF-3
nos pacientes com auséncia de fibrose (FO) ou fibrose leve (F1) foi de 473,5pg /ml (var:
386,5pg/ml; 497,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75), e a mediana para fibrose
moderada (F2) foi de 355,0pg/ml (var: 316,0pg/ml; 526,5 pg/ml, entre os percentis 25 e
75): p= 0,448. (Tabela 3). A mediana para IL-2 nos pacientes com auséncia de fibrose
(FO) ou fibrose leve (F1) foi de 118,5pg /ml (var: 108,5pg/ml ; 145,7pg/ml, entre os
percentis 25 e 75), e a mediana para fibrose moderada (F2) foi de 132,5pg/ml (var:
105,5pg/ml; 187,5 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p= 0,625. (Tabela 3).
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Tabela 3 — Comparacgdo entre graus de fibrose hepatica em relacio aos niveis séricos das
citocinas estudadas, apresentados em mediana, dos 16 pacientes que foram submetidos

ao tratamento com interferon o e ribavirina,

Sem fibrose ou

Citocina Fibrose leve (n=6) Fibrose Moderada (n=10) p(*)

IL10 (pg/ml) 24,0 (10,7 ; 28,7) 23,5 (17,5 ; 33,7) 0,550
IFN (pg/ml) 318,0 (275,0 ; 389,5) 363,0 (292,2 ; 553,7) 0,416
TNF (pg/ml) 387,0 (333,7; 405,5) 312,0 (316,0 ; 526,5) 0,448
TGF (pg/ml) 473,5 (386,5 ; 497,0) 355,0 (316,0 ; 526,5) 0,448
IL2 (pg/ml) 118,5 (108,5 ; 145,7) 132,5(105,5; 187,5) 0,625

(*) Teste de Mann-Whitney. Resumo descritivo dos valores de citocinas apresentados em medianas e quartis(25 e€75)

Pacientes com fibrose leve ou moderada, excluindo pacientes com fibrose grave.

6) Comparacao dos niveis séricos da citocinas estudadas entre 38 doentes com HCC ndo

tratados com interferon a e ribavirina e 17 tratados.

Quando comparados os niveis das citocinas estudadas do grupo dos pacientes
ndo tratados e do grupo de pacientes tratados com interferon o e ribavirina, sem levar
em consideracdo o estdgio de fibrose, observou-se que a mediana para IL-10 no grupo
ndo tratado foi de 25,5 pg/ml (var: 18,0pg/ml; 38,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75)e
no grupo tratado foi de 21,0 pg/ml (var: 16,0pg/ml ; 29,5 pg/ml, entre os percentis 25 e
75): p=0,625. Ja para o IFN vy, a mediana correspondeu a 389,0 pg/ml (var: 303,2pg/ml;
433, 7pg/ml, entre os percentis 25 e 75) no grupo ndo tratado e 349,0pg/ml (var:
279,0pg/ml ;390,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p= 0,330. A mediana do TNF a do
grupo nao tratado foi de 308,0pg/ml (var: 237,2pg/ml; 423,5 pg/ml, entre os percentis
25 e 75) e para o grupo nao tratado foi de 380,0 pg/ml (var: 228,0pg/ml; 403,0 pg/ml,
entre os percentis 25 e 75): p= 0,792. A mediana do TGF B no grupo de pacientes nao
tratados foi de 394,5 pg/ml (var: 316,7pg/ml; 487,7 pg/ml, entre os percentis 25 e 75),
para o grupo tratado a mediana foi de 406,0pg/ml (var: 312,0pg/ml; 495,0 pg/ml, entre
os percentis 25 e 75): p= 0,899. A mediana para IL-2 nos pacientes ndo submetidos ao
tratamento foi de 141,0pg/ml (var: 108,0pg/ml; 198pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e
para os pacientes submetidos ao tratamento a mediana foi de 127,0pg/ml (var:

106,0pg/ml; 176,5 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p= 0,244. (Tabela 4)



39

Tabela 4— Comparacao dos niveis séricos de citocinas estudadas entre 17 pacientes com

HCC tratados e 38 nao tratados com interferon o e ribavirina.

Citocina Grupo ndo tratado (n =38)  Grupo Interferon —a (n =17) p(*)

IL10 (pg/ml) 25,5 (18,0 ; 38,0) 21,0 (16,0 ; 29,5) 0,254
IFN (pg/ml)  389,0 (303,2 ; 433,7) 349,0 (279,0 ; 390,0) 0,330
TNF (pg/ml) 308,0 (237,2 ; 423,5) 380,0 (228,0 ; 403,0) 0,792
TGF (pg/ml) 394.,5 (316,7 ; 487,7) 406,0 (312,0 ; 495,0) 0,899
IL2 (pg/ml)  141,0 (108,0 ; 198,0) 127,0 (106,0 ; 176,5) 0,244

(*) Mann-Whitney para amostras independentes. Resumo descritivo me mediana e quartis (25 e

75).

7) Comparacdo dos niveis séricos das citocinas estudadas entre os 20 individuos do

grupo controle e os 38 pacientes com HCC néo tratados com interferon o e ribavirina.

No grupo controle, a mediana para IL-10 foi de 10,0 pg/ml (var: 5,0pg/ml;
10,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes com HCC néo tratados, foi
de 25,5pg/ml (var: 18,0pg/ml: 38,0 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. No
grupo controle, a mediana para IFN vy foi de 207,0 pg/ml (var: 151,3pg/ml; 256,2pg/ml,
entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes ndo tratados, a mediana correspondeu
a 389,0pg/ml (var: 303,3pg/ml; 433,8 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p < 0,001.
Quanto ao TNFa, no grupo controle a mediana correspondeu a 103,0 pg/ml (var:
82,0pg/ml ; 120,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes com HCC
ndo tratados, a mediana foi de 308,0pg/ml (var: 237,3pg/ml ; 423,5 pg/ml, entre os
percentis 25 e 75): p < 0,001. A mediana para o TGF § no grupo controle foi de 129,0
pg/ml (var: 106,3pg/ml; 180,8pg/ml, entre os percentis 25 e 75) enquanto no grupo dos
doentes nao tratados, foi de 394,5pg/ml (var: 316,8pg/ml ; 487,8 pg/ml, entre os
percentis 25 e 75): p < 0,001. A mediana para IL-2 no grupo controle foi 109,0 pg/ml
(var:91,2pg/ml; 131,7pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes sem
tratamento, foi de 141,pg/ml ( var 108,0 pg/ml; 198,0pg/ml) p<0,001. (Tabela 5)
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Tabela 5 —Comparag@o dos niveis séricos das citocinas estudadas entre os 20 individuos

do grupo controle e 38 doentes com HCC e ndo tratados com IFN « e ribavirina.

Citocina n Controle n Doente s/ Interferon - o p(*)

IL10 (pg/ml) 11 10,0(5,0; 10,0) 38 25,5(18,0; 38,0) < 0,001
IFN (pg/ml) 20 207,0(151,3 ; 256,2) 38 389,0(303,3 ; 433,8) < 0,001
TNF(pg/ml) 20 103,0(82,0 ; 120,0) 38 308,0(237,3 ;423,5) < 0,001
TGF(pg/ml) 20 129,0(106,3 ; 180,8) 38 394,5(316,8 ; 487,8) < 0,001
IL2(pg/ml) 20 109,091,25; 131,75) 38 141,0(108,0 ; 198,0) <0,001

(*) Mann-Whitney para amostras independentes. Resumo descritivo em mediana entre os

quartis (25 e 75).

8) Comparagdo dos niveis séricos das citocinas estudadas entre os 20 individuos do

grupo controle e os 17 pacientes com HCC tratados com interferon o e ribavirina.

No grupo controle, a mediana dos niveis séricos de IL-10 foi de 10,0pg/ml (var:
5,0pg/ml; 10,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes com HCC
tratados, foi de 21,0pg/ml (var: 16,0pg/ml ; 29,5 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p <
0,001. No grupo controle, a mediana para IFN vy foi de 207,0 pg/ml (var:151,3pg/ml;
256,2pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes com HCC tratados, foi de
349,0pg/ml (var: 279,0pg/ml ; 390,0 pg/ml, entre os percentis 25 e 75) p < 0,001. Para o
TNFa, no grupo controle, a mediana dos valores encontrados correspondeu a 103,0
pg/ml (var:82,0pg/ml; 120,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes
com HCC tratados, a 380,0pg/ml (var:228,0pg/ml;403,0pg/ml, entre os percentis 25 e
75)p < 0,001. A mediana para os valores de TGF  no grupo controle foi de 129,0 pg/ml
(var: 106,3pg/ml ;180,8pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes com
HCC tratados, foi de 406,0pg/ml (var:312,0pg/ml ; 495,0pg/ml, entre os percentis 25 e
75)p < 0,001. A mediana dos niveis séricos encontrados para IL-2 no grupo controle foi
de 109,0 pg/ml (var: 91,2 pg/ml ;131,7pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de
doentes com HCC tratados, de 127,0pg/ml (var: 106,0pg/ml ;176,5pg/ml, entre os
percentis 25 e 75) p < 0,085. (Tabela 6)
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Tabela 6 — Comparagdo dos niveis séricos das citocinas estudadas entre 20 individuos

do grupo controle e 17 doentes com HCC tratados com interferon a e ribavirina.

Citocina n  Controle n  Doente c/ Interferon - a p(*)

IL10 (pg/ml) 11 10,0(5,0; 10,0) 17 21,0(16,0 ; 29,5) < 0,001
IFN (pg/ml) 20 207,0(151,3 ;256,2) 17 349,0(279,0 ; 390,0) < 0,001
TNF(pg/ml) 20 103,0(82,0 ; 120,0) 17 380,0(228,0 ; 403,0) < 0,001
TGF(pg/ml) 20 129,0(106,3 ; 180,8) 17 406,0(312,0 ; 495,0) < 0,001
IL2(pg/ml) 20 109,0(91,25; 131,75) 17 127,0(106,0 ; 176,5) < 0,085

(*) Mann-Whitney para amostras independentes. Resumo descritivo em mediana entre

quartis 25 e 75.

9) Comparacdo dos niveis séricos das citocinas estudadas entre os 20 individuos do
grupo controle e os 20 pacientes com HCC nao tratados com interferon o e ribavirina e

com fibrose ausente (FO) ou leve (F1).

No grupo controle, a mediana para IL-10 foi de 10,0pg/ml (var: 5,0pg/ml;
10,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes ndo tratados e com FO ou
F1, a mediana correspondeu a 21,5pg/ml (var: 18,8pg/ml ; 36,5pg/ml, entre os percentis
25 e 75): p < 0,001. No grupo controle a mediana para IFN vy foi de 207,0 pg/ml (var:
151,3pg/ml; 256,2pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo com HCC ndo tratados
e com FO e F1, a mediana correspondeu a 389,0pg/ml (var: 322,5pg/ml ; 426,8pg/ml,
entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. Para TNFa, no grupo controle a mediana dos
valores encontrados foi de 103,0 pg/ml (var: 82,0pg/ml ; 120,0pg/ml, entre os percentis
25 e 75) e no grupo dos doentes ndo tratados e com FO e F1, a mediana correspondeu a
308,0pg/ml (var: 208,0pg/ml : 428,5 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. A
mediana dos niveis séricos de TGF [ do grupo controle foi de 129,0 pg/ml (var:
106,3pg/ml; 180,8pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes com HCC
nio tratados e com FO e FI, a mediana correspondeu a 382,5pg/ml (var:
295,8pg/ml;486,0 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. A mediana para os
valores encontrados de IL-2 no grupo controle foi de 109,0 pg/ml (var: 91,2pg/ml;
131,7pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo dos doentes com HCC nio tratados e
com FO e FI, a mediana correspondeu a 161,5pg/ml (var: 119,0pg/ml ;195,0 pg/ml,
entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. (Tabela 7)
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Tabela 07 —Comparacdo dos niveis séricos das citocinas estudadas entre 20 individuos
do grupo controle e vinte doentes com HCC ndo tratados com interferon o e ribavirina e

sem fibrose (F0), ou com fibrose leve (F1).

Citocina n Controle n Doente s/ Interferon - a  p(*)

IL10 (pg/ml) 11 10,0(5,0 ; 10,0) 20 21,5(18,8; 36,5) < 0,001
IFN (pg/ml) 20 207,0(151,3;256,5) 20 389,0(322,5 ; 426,8) < 0,001
TNF (pg/ml) 20 103,0(82,0 ; 120,0) 20 308,0(208,0 ; 428,5) < 0,001
TGF (pg/ml) 20 129,0(106,3 ;180,8) 20 382,5(295,8 ; 486,0) < 0,001
IL2(pg/ml) 20 109,0(91,25;131,75) 20 161,5(119,0; 195,0) <0,001

(*) Mann-Whitney para amostras independentes. Resumo descritivo em mediana entre quartis

25 e75).

10) Comparacdo dos niveis séricos das citocinas estudadas entre os 20 individuos do
grupo controle e os 15 pacientes com HCC nao tratados com interferon o e ribavirina e

com fibrose moderada (F2).

No grupo controle, foi encontrada a mediana para os niveis séricos de IL-10 de
10,0pg/ml (var:5,0pg/ml ; 10,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes
com F2 ndo tratados, a mediana correspondeu a 26,0pg/ml (var:18,0pg/ml; 38,0pg/ml,
entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. No grupo controle, a mediana dos niveis séricos
de IFN v foi de 207,0 pg/ml (var:151,3pg/ml ;256,2pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e
no grupo com HCC ndo tratados e com F2, a mediana correspondeu a 406,pg/ml (var:
220,0pg/ml; 480,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. Para TNFa, no grupo
controle a mediana dos valores encontrados correspondeu a 103,0pg/ml (var:
82,0pg/ml;120,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes com HCC nao
tratados e com F2, a 333,0pg/ml (var:284,0pg/ml; 436,0 pg/ml, entre os percentis 25 e
75): p < 0,001. A mediana dos niveis séricos de TGF B do grupo controle foi de 129,0
pg/ml (var:106,3pg/ml ;180,8pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes
com HCC, nao tratados e com F2 de 411,0pg/ml (var: 330,0pg/ml ;496,0 pg/ml, entre os
percentis 25 e 75): p < 0,001. A IL-2 apresentou mediana dos niveis séricos no grupo
controle de 109,0 pg/ml (var:106,3pg/ml ; 180,8pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no
grupo de doentes ndo tratados e com F2 , essa mediana foi de 129,0pg/ml

(var:108,0pg/ml ;211,0 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. (Tabela 8)
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Tabela 08 —Comparacao dos niveis séricos das citocinas estudadas entre 20 individuos
do grupo controle e 15 doentes com HCC ndo tratados com interferon a e ribavirina e

com fibrose moderada (F2).

Citocina n Controle n Doente s/ Interferon - a p(*)

IL10 (pg/ml) 11 10,0(5,0 ; 10,0) 15 26,0(18,0 ; 38,0) < 0,001
IFN (pg/ml) 20 207,0(151,2;257,0) 15 406,0(220,0 ; 480,0) < 0,001
TNF (pg/ml) 20 103,0(82,0 ; 120,0) 15 333,0(284,0 ; 436,0) < 0,001
TGF (pg/ml) 20 129,0(106,2 ; 181,0) 15 411,0(330,0 ; 496,0) < 0,001
IL2(pg/ml) 20 109,0(91,25;131,75) 20 129,0(108,0;211,0) <0,012

(*) Mann-Whitney para amostras independentes. Resumo descritivo em mediana entre os

quartis 25 e 75.

11) Comparacdo dos niveis séricos das citocinas estudadas entre os 20 individuos do
grupo controle e os seis pacientes com HCC tratados com interferon o e ribavirina e

com fibrose ausente (FO) ou leve (F1).

No grupo controle, a mediana para os niveis séricos de IL-10 foi de 10,0pg/ml
(var:5,0pg/ml; 10,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes com HCC
com FO ou F1 j4 tratados, foi de 24,0pg/ml (var:10,8pg/ml; 28,8pg/ml, entre os
percentis 25 e 75): p < 0,001. Para IFN vy, no grupo controle a mediana dos valores
séricos foi de 207,0 pg/ml (var:151,3pg/ml ; 256,2pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e
no grupo com HCC tratado e com FO ou F1, de 318,0pg/ml (var: 275,0pg/ml;
389,5pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. Para TNFa, no grupo controle a
mediana dos niveis séricos correspondeu a 103,0 pg/ml (var: 82,0pg/ml ;120,0pg/ml,
entre os percentis 25 e 75) e no grupo de doentes tratados e com FO ou F1, a mediana
correspondeu a 387,0pg/ml (var:338,0pg/ml; 405,5 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p
< 0,001. A mediana dos valores séricos para o TGF B, no grupo controle, foi de 129,0
pg/ml (var: 106,3pg/ml;180,8pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo dos doentes
tratados com FO ou F1, a mediana correspondeu a 473,5pg/ml (var: 386,5pg/ml; 497,0
pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. Para a IL-2, no grupo controle a mediana
encontrada para os niveis séricos da citocina foi de 109,0 pg/ml (var:
91,2pg/ml;131,7pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo dos doentes tratados e
com FO ou F1, foi de 118,5pg/ml (var: 108,5pg/ml; 145,7 pg/ml, entre os percentis 25 e
75): p < 0,273. (Tabela 9)
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Tabela 09 —Comparacdo dos niveis séricos das citocinas estudadas entre 20 individuos
do grupo controle e seis doentes com HCC, sem fibrose (FO) com fibrose leve (F1), e ja

tratados com interferon a e ribavirina

Citocina n Controle n Doente c/ Interferon - a p(*)

IL10 (pg/ml) 11 10,0(5,0; 10,0) 6 24,0(10,8 ; 28,8) < 0,001
IFN (pg/ml) 20 207,0(151,3 ; 256,5) 6 318,0(275,0 ; 389,5) < 0,001
TNF (pg/ml) 20 103,0(82,0; 120,0) 6 387,0(33,8 ;405,5) < 0,001
TGF (pg/ml) 20 129,0(106,3 ; 180,8) 6 473,5(386,5 ; 497,0) < 0,001
IL2(pg/ml) 20 109,0091,25;131,75) 6 118,5(108,5 ; 145,7) <0,273

(*) Mann-Whitney para amostras independentes. Resumo descritivo em mediana entre os

quartis 25 e 75.

12) Comparacdo dos niveis séricos das citocinas estudadas entre os 20 individuos do
grupo controle e os 10 pacientes com HCC tratados com interferon o e ribavirina e com

fibrose moderada (F2).

No grupo controle, a mediana para os niveis séricos encontrados para IL-10 foi
de 10,0pg/ml (var:5,0pg/ml ;10,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo de
doentes com HCC e com F2, tratados, de 23,5pg/ml (var:17,5pg/ml; 33,7pg/ml, entre
os percentis 25 e 75): p < 0,001. Quanto ao IFN vy, no grupo controle a mediana dos
valores encontrados no soro foi de 207,0 pg/ml (var:151,3pg/ml ;256,2pg/ml, entre os
percentis 25 e 75) e no grupo com HCC tratado e com F2, de 363,0,0pg/ml (var:
292,2pg/ml ;553,7pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. Para TNFa no grupo
controle a mediana dos niveis séricos encontrados correspondeu al03,0 pg/ml (var:
82,0pg/ml ;120,0pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo dos tratados e com F2, a
312,0pg/ml (var: 237,0pg/ml ; 407,2 pg/ml, entre os percentis 25 e 75): p < 0,001. A
mediana dos niveis séricos de TGF B no grupo controle foi de 129,0 pg/ml
(var:106,3pg/ml ;180,8pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo dos doentes
tratados e com F2, de 355,0pg/ml (var:316,5pg/ml; 526,5 pg/ml, entre os percentis 25 e
75): p < 0,001. A mediana encontrada para os valores séricos de IL-2 no grupo controle
foi de 109,0 pg/ml (var:91.5pg/ml ;131,7pg/ml, entre os percentis 25 e 75) e no grupo
de doentes tratados, com F2, de 132,5pg/ml (var:105,5pg/ml; 187,7 pg/ml, entre os
percentis 25 e 75): p < 0,001. (Tabela 10)
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Tabela 10 — Comparacdo dos niveis séricos das citocinas estudadas entre 20 individuos
do grupo controle e dez doentes com HCC tratados com interferon o e ribavirina e com
fibrose (F2).

Citocina n Controle n Doente c/ Interferon - a p(*)

IL10 (pg/ml) 11,0 10,0(5,0 ; 10,0) 10 23,5(17,5;33,7) < 0,001
IFN (pg/ml) 20 207,0(151,2;257,0) 10 363,0(292,2 ; 553,7) < 0,001
TNF (pg/ml) 20 103,0(82,0; 120,0) 10 312,0(237,0 ; 407,2) < 0,001
TGF (pg/ml) 20 129,0(106,2 ; 181,0) 10 355,0(316,0; 526,5) < 0,001
IL2(pg/ml) 20 109,0091,25;131,75) 6 132,5(105,5 ; 187,7) <0,055

(*) Mann-Whitney para amostras independentes. Resumo descritivo em mediana entre os

quartis 25 e 75.



46

Discussao

A maioria dos portadores do VHC sdo assintomdticos, apesar de a doenca
crOnica ocorrer em mais de 85% das pessoas infectadas. Consequentemente, € freqiiente
que a hepatite C seja diagnosticada em estdgios mais avancados da doenca ou, como
ocorre com grande ndmero de portadores, em individuos assintomadticos, descobertos
quando realizam doac¢do de sangue.

Os pacientes estudados nesta pesquisa, atendidos no ambulatério de Hepatites
Virais, da Area de Doencas Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu, foram
encaminhados do Hemocentro da Faculdade e, como tal, eram, na sua grande maioria,
assintomdticos. Os casos com doenca hepdtica descompensada, isto €, com diagndstico
tardio, geralmente sdao encaminhados para outro Ambulatério, da mesma Faculdade.
Este, certamente, foi uma dos motivos de se ter encontrado tdo poucos casos com
fibrose avangada nesta casuistica.

Entre os 55 pacientes com hepatite cronica pelo VHC de nosso estudo,
predominou o sexo masculino, na faixa etaria do adulto jovem. Isso ocorreu em virtude
de esses pacientes terem sido triados, na sua maioria, entre os doadores de sangue do
Hemocentro que, em geral, sdo do sexo masculino, na faixa etdria do adulto jovem. Os
fatores mais associados com a infec¢ao que encontramos em nosso estudo foram uso de
drogas injetaveis e transfusdo de sangue antes de 1990. Assim, dos 55 pacientes
estudados, 20 (36,4%) eram usudrios de drogas e 23 (41,8%) sofreram transfusdo de
sangue.

O estudo NHANES (Nacional Health and Nutrition Examination Survey), que
avaliou aproximadamente 40.000 americanos ndo institucionalizados no periodo de
1988 a 1994 ©Y associou um aumento da prevaléncia de infec¢ido pelo VHC em
individuos com histéria de uso de drogas ilicitas, e esta prevaléncia aumentava com a
freqiiéncia do uso destas drogas. Também houve prevaléncia aumentada em individuos
com inicio precoce da atividade sexual, nimero grande de parceiros e infeccdo pelo
virus herpes tipo 2. Nesse mesmo estudo, foram encontrados taxas maiores de infec¢do
em individuos afro-americanos(86%), comparados aos caucasianos (68%). No presente
estudo, tais resultados foram discordantes, pois pacientes com cor da pele branca
predominaram em relacdo aos demais (80%). Um fator que pode explicar essa diferenca

¢ a grande miscigenac¢do de etnias que deu origem a populagdo brasileira. No Brasil, fica
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dificil definir a etnia pela cor da pele, pois, um individuo considerado branco pode, na
verdade, ser um produto da miscigenagdo do europeu com o negro e o indio.

Os virus VHB e VHC sdo transmitidos por vias comuns, o que facilita a
coinfecc¢do, principalmente em 4reas endémicas e entre pessoas com risco aumentado de
adquirir infec¢Oes parenterais. No presente estudo, encontramos 36,4% de pacientes que
podem ter sido infectados pelo VHC por uso de drogas endovenosas. Torbenson et al (n
avaliaram, em Baltimore, uma populacao de 188 usudrios de drogas injetdveis com
VHC, encontrando 96% desses individuos também com presen¢a de anti-HBc,
indicando infec¢do prévia pelo VHB. No nosso estudo, provavelmente por ndo ter
pesquisado apenas usudrios de drogas, encontramos apenas nove pacientes com
infeccdo prévia pelo virus B. Por outro lado, no estudo realizado por Cacciola et al®,
que excluiram pacientes usudrios de drogas endovenosas, na Itdlia, um ter¢co dos
pacientes, isto €, 66 individuos com HCC tinham DNA-VHB detectdvel, sem a presenca
do AgHBs, sendo que 46 apresentavam anti-HBc positivo e 20 ndo apresentavam
nenhum marcador para VHB, caracterizando a presenca de VHB oculto.

No nosso estudo ndo encontramos paciente algum com VHB oculto, mesmo
utilizando método cujo limite de deteccdo de DNA-VHB € de menos que 100

copias/ml. Resultados bem diferentes foram encontrados por Pereira et al.®®

, que
realizaram um estudo em Campinas, envolvendo 100 pacientes com resultado
sorolégico negativo para anti-VHC e pesquisa de anti-HBc positiva e 50 individuos
portadores de VHC e pesquisa de anti-HBc com resultado positivo. Esses autores
observaram a infeccdo oculta pelo VHB, detectando o DNA de VHB pela técnica de
PCR, em 24% dos pacientes com hepatite C, percentual quatro vezes mais alto do que o
encontrado no grupo dos nido infectados pelo VHC (6%). Essa diferenca entre o estudo

de Pereira et al.®?

e 0 nosso pode ser atribuida ao menor nimero de pacientes com
infeccdo prévia pelo VHB entre os 55 pacientes deste estudo, pois, apenas nove
apresentavam pesquisa do anti-HBc positiva, e quatro desses tinham presenca de anti-
Hbs. Entre os pacientes sem infeccdo prévia pelo VHB neste estudo, 18 tinham
presenca de anti-Hbs, resultado de vacinacdo. No estudo de Pererira et al 62 também
se avaliou o resultado da vacinacdo dos pacientes com DNA-VHB detectdvel. Entre os
doentes vacinados, desenvolveram anti-HBs todos aqueles sem infec¢do pelo VHC e
que tinham DNA do VHB detectavel pela PCR, sendo que o DNA do virus nao mais foi
demonstrado. Nos infectados pelo VHC e com DNA do VHB detectavel pela PCR, o

anti-HBs foi desenvolvido por 90% dos vacinados, em 89,4% nio mais se detectou o
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DNA do VHB pela PCR. Os resultados do estudo sugerem que a vacinagdo pode
eliminar a infec¢do oculta pelo VHB e este pode ser outro motivo para ndo se ter
encontrado o VHB oculto nos pacientes de nossa pesquisa.

Relato pelos diversos autores da presenca de infeccdo VHB oculta em pacientes
com HCC ¢é varidvel. Estudo grego, com 187 pacientes com VHC presente ¢ AgHBs
ausente, encontrou 25% desses pacientes com DNA-VHB detectavel por técnicas de
PCR. ©®¥- O estudo avaliou também pacientes com doenca hepdtica de causa ndo viral,
tendo encontrado presenca de infeccdo VHB oculta em 6% deles; no grupo controle,
constituido por pacientes sauddveis, os autores ndo encontraram o VHB oculto. Vale
ressaltar que a regido da Grécia central, palco do estudo acima, apresenta prevaléncia
intermedidria para a infeccao pelo VHB, semelhante ao que ocorre na regiao sudeste do

(32)

Brasil, onde foi realizada a presente pesquisa. Pontisso et al. ~“, na Itdlia, ndo

conseguiram, assim como ocorreu em nesse estudo, detectar DNA-VHB sérico e em
tecido hepdtico em 20 pacientes VHC positivo e AgHBs ausente.Koike et al. 6
encontraram DNA-VHB detectdvel em mais de 90% de japoneses infectados pelo VHC,
em regido asidtica com prevaléncia elevada para o VHB. Essas diferencas podem ser
atribuidas a sensibilidade do método aplicado, ao nimero de pacientes de cada estudo, e
as diferencas geogréficas de prevaléncia da infec¢do pelo VHB.

Pacientes com ambas as infec¢des podem apresentar doenca hepdtica mais grave
e aumento do risco de evolucdo para cirrose e hepatocarcinoma”. Estudo de Fong et
al“’ encontrou maiores taxas de cirrose (44% versus 21%) e doencga hepatica
descompensada (24% versus 6%) em pacientes co-infectados, quando comparados aos
pacientes com infec¢do apenas pelo VHC. Na Ardbia Saudita, foram encontrados
resultados semelhantes, isto €, quando foram comparados individuos com infeccao por
VHC e VHB com os infectados apenas pelo VHB, os piores parametros foram
encontrados nos primeiros: maior incidéncia de doenca hepética descompensada com
maiores taxas de cirrose (95% versus 48,5%) e maior freqiiéncia de Classificacdo de
Child-Pugh classe C (37% versus 0%)“?. Cacciola et al *” demonstraram que, quando
a co-infecc@o € com VHB oculto, em que a carga viral VHB-DNA ¢ baixa, hd aumento
significante na freqiiéncia de cirrose nos pacientes com VHC cronica, a cirrose foi
diagnosticada em 33% dos pacientes com HCC e VHB oculto e em 19 % dos pacientes
com HCC sem a presenca do virus oculto. Como a cirrose é um importante fator de

risco para desenvolvimento de hepatocarcinoma, esses autores concluiram que a

presenca do VHB representaria um risco maior, pela propriedade oncogénica direta do
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virus. Outros estudos, contudo, como o de Georgiadou et al (63), nao encontraram
relacdo entre a presenca do VHB oculto em pacientes com HCC cronica com o grau de
alteracdes histoldgicas hepdticas. Esses autores justificam os resultados pelo curto
periodo de seguimento dos pacientes. Outro estudo, realizado em Campinas®”, Brasil,
encontrou cirrose hepatica em 20% dos pacientes HCC com DNA do VHB detectavel
pela PCR e em 12 % sem DNA do virus detectavel, no entanto, a diferenca nao foi
significante entre os grupos. Neste mesmo estudo também ndo se observou diferenca da
resposta ao tratamento da HCC, em individuos com e sem DNA do VHB detectdvel
pela PCR. Cacciola et al @ detectaram resposta virolégica em pacientes HCC e VHB
oculto em 215 dos pacientes e em 42% dos pacientes com HCC sem VHB oculta.

Talvez, aqui, resida outra razao para nao se ter encontrado o VHB oculto em
nosso estudo. Nossos pacientes ndo procuravam o ambulatério por doenca hepadtica,
mas, sim, eram encaminhados do banco de sangue, quando detectados por triagem
soroldgica aplicada aos candidatos a doador.

Quando avaliamos a fibrose pela histopatologia hepdtica de nossos pacientes,
notamos que predominaram aqueles com fibrose leve ou auséncia de fibrose (47,2%).
Mais uma vez, € viélido ressaltar que estes individuos foram predominantemente
encaminhados pelo hemocentro, e portanto, apresentavam-se assintomdticos. A
evolucdo para cirrose pode acontecer apds aproximadamente 20 anos de infeccdo pelo
VHC, podendo acelerar esse processo idade mais avancada quando da aquisicdo da
infeccdo, género masculino e uso abusivo de dlcool ou presengca de doencas
Imunossupressoras como a Aids®¥. Fatores relacionados com o virus, como gendtipo do
tipo 1 e carga viral elevada também se correlacionam com estigios de fibrose mais

1. “® propdem que fibrose promoveria mais fibrose, mas também

avangados . Ryder et a
ha a hipotese de a inflamagdo ser a chave para a fibrogénese. Nesse sentido, citocinas,
moléculas pré-inflamatérias e superdxidos sdo fatores que induziriam a atragdo de
células inflamatérias que, juntamente com o dano celular que ocasionam, seriam

G9 apresentam vdrios fatores

responsaveis pela fibrose . Aguilera e Berenguer
envolvidos na fibrogénese hepdtica, dentre eles: citocinas, receptores da matriz
extracelular, moléculas de adesdo, endotelina, metaloproteinas, inibidores das
metaloproteinas, fatores de crescimento.

Em nosso estudo, as citocinas analisadas, tanto as que expressam
resposta predominantemente celular - INFy e IL2, quanto aquelas que expressam

resposta humoral - IL-10 e TGF B, além da pré-inflamatéria TNFo, ndo discriminaram
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o grau de fibrose nos individuos com HCC. Isso ocorreu quando a fibrose foi estudada
separando-se os pacientes que foram submetidos ao tratamento com interferon o e
ribavirina daqueles ndo tratados, também, esse foi o comportamento das citocinas
dosadas no grupo estudado antes do tratamento em relagdo aquele estudado apds ser
submetido ao interferon a e ribavirina.

Alguns estudos revelam que individuos com cirrose tém niveis de TNF o bem
aumentados, quando comparados com individuos com auséncia de fibrose ou fibrose
leve, como o estudo de Crespo et al ©”. Como em nosso estudo havia apenas um
paciente com cirrose, ndo pudemos confirmar esse dado.

Entre os fatores indutores de fibrose, o TGF 3 é bem caracterizado como uma
citocina pré-fibrinogénica, pois leva ao aumento da producdo de proteinas da matriz
extracelular e inibe enzimas proteoliticas de degradacdo da matriz. Alguns estudos
demonstram que os niveis de TGF [ se encontram aumentados em pacientes com

hepatite C, como o de Marek et al®

, que também avaliaram o efeito da terapia
antiviral sobre os niveis de TGF B. Assim, no grupo de 34 pacientes que responderam
ao tratamento, os niveis de TGF B diminuiram apds a terapia, no entanto, nos 26 que
ndo responderam, os niveis de TGF [ ndo cairam. Em outro estudo realizado por
Cacciarelli (69), também avaliando citocinas e tratamento, demonstrou-se que a IL-4 e
IL-10 diminuiram significativamente durante o tratamento, concomitantemente com a
queda da carga viral do VHC. Ao contrdrio, a IL-2 apresentou queda transitoria na
décima segunda semana de tratamento e houve também uma discreta queda nos niveis
de IFNy. Apesar de em nosso estudo ndo termos podido propriamente avaliar a resposta
ao tratamento, pois o grupo nao tratado ndo era composto pelos mesmos individuos que
o tratado, essas citocinas se apresentavam igualmente aumentada, tanto nos pacientes
tratados, quanto naqueles ainda ndo submetidos ao tratamento, em relacdo ao grupo
controle.

Bertoletti et al’”

mostraram que a maioria das células T que infiltram o figado
na HCC apresenta perfil Th1l. Assim, segundo os autores, a IL.-2 e o y IFN relacionam-
se com piora da lesdao hepdtica e também com resposta pobre ao tratamento. O y IFN é
um ativador das células endoteliais e potencializa os efeitos do TNF o, como por
exemplo, a adesdo e extravasamento de linfécitos para os sitios de infeccdo, além disso,
estimula a ativacio de células T CD4+. Baroni et al’" também descreveram a

associacdo de y IFN com piora da lesdo hepdtica e processo de ativagdo viral,

observando lesdo hepdtica mais grave na presenca de resposta do padrdao Thl. Em
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nosso estudo, ndo conseguimos relacionar os niveis de citocinas com o gravidade do
padrdao histopatolégico, talvez porque, em nossa casuistica, tenham predominado os
individuos com alteracdes histolégicas hepaticas leves. Um estudo conduzido por

Neuman et al 7

avaliaram 56 pacientes com bidpsia inicial com fibrose leve ou
auséncia de fibrose e atividade inflamatéria leve, nos quais foram determinadas as
citocinas TGF-B e TNF-o no inicio do estudo e apds trés anos de seguimento. Esses
resultados foram comparados com os de 103 individuos com HCC com atividade
inflamatéria moderada. Houve diferenca significativa entre o grau de atividade
inflamatéria do grupo controle e o grupo estudado e paralelamente entre os niveis de
TNF-a dos respectivos grupos. No grupo controle, com atividade inflamatdria e fibrose
moderadas, os niveis de TNF-a estiveram significativamente aumentado em relagdo ao
grupo estudado, mas nao discriminou fibrose grau 1 e 0 com a mesma atividade
inflamatdria. Independentemente da atividade inflamatéria o TGF-f correlacionou-se
com o grau de fibrose. Durante os trés anos de investigacdo, muitos pacientes
apresentaram aumento do grau de fibrose hepdtica, paralelamente ao aumento dos
niveis de TGF-B. Os autores correlacionaram a atividade inflamatéria com TNF-a e a
progressdo da fibrose com aumento dos niveis de TGF-f.

As citocinas pré-inflamatérias, como o TNF a e o IFN vy, responsdveis pela
ativacdo imune e pela lesdao hepatocelular, sofrem inibicdo de outras citocinas anti-
inflamatorias, como a IL-4 e a IL-10. A IL-10 apresenta atividade antifibrética, levando
a diminuicao da expressao de coldgeno tipo I e aumento da colagenase intersticial. No
presente estudo, essa citocina esteve aumentada em relacdo ao grupo controle e, no
entanto, ndo descriminou a intensidade da fibrose hepética(72).Neuman et al
obtiveram resultados semelhantes, ndo encontrando relaciao entre os niveis de IL-10
e as alteracOes histopatoldgicas. No estudo desses autores, os niveis de IL-10 ndo se
mostraram diferentes em relacdo ao tipo de tratamento a que esses pacientes foram
submetidos, mas ficou demonstrado que, nos individuos que obtiveram resposta
virolégica sustentada, houve queda dos niveis de IL-10 ao término do tratamento com
interferon a e ribavirina .

Em nosso estudo, a comparacdo entre os niveis das citocinas IL-10, y INF,
TNFa, TGF B e IL2 do grupo controle, constituido por 20 individuos e do grupo com
HCC nao tratado com interferon a e ribavirina, constituido por 38 doentes, notamos que

todas as citocinas desses pacientes encontravam-se com valores significativamente

elevados em relacdo ao grupo controle. O mesmo ocorreu quando comparamos o0 grupo
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controle com o grupo de pacientes submetidos ao tratamento com interferon o e
ribavirina, constituido por 17 pacientes. Cacciarelli et al ®” também encontraram niveis
aumentados de IL-2, y IFn, IL-10 e IL-4 em pacientes com HCC em relagdo a

(74), nio foi encontrada

individuos sem HCC. Em outro estudo, realizado por Gramenzi
diferenca entre as citocinas do padrao Thl, IL-2 e IFN vy, dosadas em pacientes com
VHC em relagdo aos individuos sadios.

No presente estudo, mesmo quando levamos em consideragdo apenas individuos
com HCC néo tratados, e que apresentavam na bidpsia hepdtica auséncia de fibrose e
fibrose leve, as citocinas estudadas mantinham-se significativamente elevadas em
relacio ao grupo controle. Esses resultados se mantiveram quando comparamos
pacientes com HCC cronica e fibrose moderada sem tratamento prévio.

Nos pacientes com HCC que ja haviam completado tratamento com interferon o
e ribavirina hd pelo menos seis meses desde a coleta das citocinas, essas também se
mantinham significativamente elevadas em relacdo ao grupo controle, tanto nos
pacientes com auséncia de fibrose ou com fibrose leve, quanto em pacientes com
fibrose moderada.

Em nosso estudo, ndo foram encontrados pacientes com VHB oculto, talvez
pelo nimero pequeno de pacientes avaliados, ou pela maioria dos pacientes nao
apresentarem infeccdo prévia pelo VHB, ou mesmo por ja terem sidos submetidos a
vacinagdo para hepatite B. Quanto as citocinas, todos os pacientes, independente do
grau de fibrose ou da presenca ou ndo do tratamento com interferon e ribavirina,
apresentaram niveis aumentados em relagdo aos controles normais. Nao se observaram
diferencas entre os niveis de citocinas apresentados pelos doentes com diferentes graus
de fibrose hepdtica, nem entre os niveis apresentados antes e depois do tratamento.
Estudos futuros, com casuistica maior e com doentes com HCC com graus de fibrose
mais intensos talvez permitam associar citocinas prd e antiinflamatérias com lesdo

hepatica.
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Conclusoes

Este estudo pode nos levar a conclusio que a hepatite B oculta ndo foi
encontrada, primeiramente pelo nimero pequeno de pacientes avaliados, pela maioria
dos pacientes avaliados nao terem sidos expostos previamente ao VHB, apenas nove
apresentavam anti-HBC positivo, e pela realizacdo da vacina para hepatite B, que pode
ter eliminado o virus da hepatite B oculta.

O simples estado de portador do VHC ja determina imunomodulagdo
importante, pois mesmo os doentes sem fibrose apresentavam citocinas pré e
antiinflamatérias significativamente mais elevadas do que os individuos do grupo
controle. Além disso, ndo houve diferenca dos niveis dessas citocinas entre 0s

diferentes graus de fibrose.
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Relacdo Dos Pacientes do Trabalho

Nuimero Inicias RG Vacina Ja realizou Estadiamento de
Tratamento Fibrose
1 VMS 518421 1
2 RCFO 276280 1
3 ASS 420557 2
4 LCR 23058 X 2
5 ADB 158343 X 2
6 1A 194105 2
7 TBM 518140 2
8 IKN 52375 2
9 JHPO 519314 X 4
10 RMD 486539 X 1
11 JAA 453426 2
12 CRB 480855 2
13 VAC 100701 2
14 JRS 466884 0
15 DR 91302 1
16 MPSF 352655 2
17 MO 73336 X 1
18 ADM 424542 X X 2
19 CM 321815 X 2
20 DA 306076 X 2
21 JCOP 56241 X 3
22 JEM 314040 X 2
23 PDO 284066 X 1
24 PVA 165229 X 2
25 LH 481726 X X 2
26 ACS 232766 X 2
27 CFM 478484 X 0
28 FMS 482661 X 2
29 SMSS 490812 2
30 JJS 502003 3
31 CCA 485726 2
32 EBL 493717 X 1
33 MNLP 386149 X 1
34 MRA 398180 X 1
35 MLS 487735 0
36 FRO 95140 1
37 AFR 407122 X 1
38 00 86352 1
39 HDS 496123 X X 1
40 GGA 416742 X 1
41 RCL 195209 X X 1
42 LGB 90348 3
43 AC 529265 1
44 ASM 490105 X 1
45 SO 124377 1
46 AAC 258124 2
47 ICZ 477521 1
48 SCD 389725 X 1
49 CFF 315267 X X 2
50 BVAB 1626 X X 2
51 JRO 194875 X 2
52 MP 149314 X 0
53 TRS 167313 1
54 DDL 292088 1
55 JGR 267950 2




Pacientes Pré tratamento
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numero iniciais RG vacina fibrose IL-10 IFNO TNFa TGF-Beta | IL-2
1] VMS 518421 1 30 340 440 520 98
2 |RCFO 276280 1 18 720 320 388 240
3| ASS 420557 2 42 220 510 487 104
41 LCR 23058 X 2 26 417 246 304 212
5| ADB 158343 X 2 32 116 284 380 99
6(JJ 194105 2 40 820 481 563 241
7| TBM 518140 2 27 320 304 361 128
8 | IKN 52375 2 18 187 436 506 127
9 [ JHPO 519314 X 4 32 518 281 384 184
10 | RMD 486539 X 1 21 210 187 321 204
11 |JAA 453426 2 18 326 301 416 108
12 | CRB 480855 2 26 217 407 496 189
13| VAC 100701 2 18 431 199 231 129
14 | JRS 466884 0 24 211 121 210 94
15| DR 91302 1 21 330 207 294 162
16 | MPSF 352655 2 29 581 647 580 211
17 | MO 73336 X 1 11 411 320 301 102
23 {PDO 284066 X 1 17 404 301 401 196
26 | ACS 232766 X 2 26 480 364 451 129
29 | SMSS 490812 2 38 621 417 404 280
3011JS 502003 3 18 331 284 363 107
31| CCA 485726 2 11 416 333 411 120
34| MRA 398180 X 1 22 389 421 542 118
35| MLS 487735 0 44 401 462 571 190
36 | FRO 95140 21 342 186 244 150
37 | AFR 407122 X 1 16 223 172 261 99
381 00 86352 1 47 442 502 473 122
42 | LGB 90348 3 62 304 410 476 84
43| AC 529265 38 621 431 490 192
441 ASM 490105 X 1 25 320 211 340 238
451S0O 124377 1 38 517 310 441 186
46 | AAC 258124 2 42 406 292 330 204
47|JCZ 477521 1 10 428 306 377 132
48 | SCD 389725 X 1 21 340 280 321 161
52 | MP 149314 X 0 21 301 211 286 122
53| TRS 167313 1 32 423 506 474 208
54 | DDL 292088 43 389 411 492 192
551JGR 267950 2 16 231 206 292 108
média 27,39474 | 386,9474 | 334,3947 | 399,5263 | 157,1053
mediana 25,5 389 308 394,5 141
desvio pad 9,899495 | 77,07464 165,463 | 161,2203 | 7,071068




Pacientes Po6s tratamento
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Numero | Inicias RG Vacina | Estadiamento IL-10 IEND TNFa TGF-Beta | IL-2
de Fibrose
18 | ADM 424542 X 2 36 321 284 349 122
19| CM 321815 2 28 638 340 406 286
20 | DA 306076 2 41 377 417 617 181
21 (JCOP 56241 3 16 210 187 233 84
22 | JFM 314040 2 11 349 210 304 108
24| PVA 165229 2 20 381 282 331 133
25|LH 481726 X 2 18 281 186 210 91
27| CFM 478484 0 31 391 381 484 184
28 | FMS 482661 2 19 586 246 320 207
32| EBL 493717 1 28 287 416 536 127
33 | MNLP 386149 1 11 349 388 466 110
39 |HDS 496123 X 1 10 389 402 481 133
40 | GGA 416742 1 27 269 386 422 110
41 |RCL 195209 X 1 21 277 192 280 104
49 | CFF 315267 X 2 16 180 506 588 98
50 BVAB 1626 X 2 27 543 380 506 132
511JRO 194875 2 33 296 404 361 172
media 23,11765 | 360,2353 | 329,8235 | 405,5294 | 140,1176
mediana 21 349 380 406 127
desvio pad 9,177979 | 125,4689 | 98,23647 | 120,682 | 51,55202




Resultados- citocinas- Grupo Controle
IL-10
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1-66
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3-86
4-109
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7-131
8-121
9-108
10-76
11-93
12-85
13-110
14-81
15-116
16-127
17-80
18-128
19-98
20-135

IFN

108
174
118
211
244
161
284
142
204
226
290
268
179
210
246
260
124
181
148
261

—_ = N
OO

p— p— p—
cCSoocUSocoUnMULO SO

IL-2

104
59
164
83
156
112
71
98
142
108
121
110
89
113
143
98
125
79
108



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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