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RESUMO

As inflamagfes do figado provocadas pelos virus hepatotropicos atingem milhSes de
pessoas e representa significativo problema de saulde publica em todo o mundo.
Existem interacfes entre viroses hepatotrépicas e o sistema imunoldgico do hospedeiro
que podem influenciar na patogenicidade da agressdo hepética. O objetivo deste
trabalho foi investigar a freqiiéncia de auto-anticorpos em pacientes portadores do virus
da hepatite C, e sua correlacdo com os genotipos encontrados. Foram estudados 51
pacientes com diagndéstico confirmado pelo PCR de infeccao pelo virus da hepatite C e
um grupo de 100 doadores de sangue com todos os exames soroldgico para doencas
infecto-contagiosas negativos. Os 51 pacientes portadores do virus C apresentavam
idade média de 43 anos, +/- 11,3, em fase pré-tratamento, 34 (66,7%) eram do género
masculino e 17 (33,3%) do género feminino. Desses 13 (25,5%) apresentaram FAN
positivo, 45 (88,2%) eram gendtipo tipo 1 e 11,8% genotipo tipo 3. Os pacientes que se
apresentaram com anticorpos detectaveis ndo apresentavam niveis de AST, ALT,
AST/ALT, y-GT e fosfatase alcalina significativamente diferente daqueles com auto-
anticorpos negativos. Desta forma, conclui-se que 0s anticorpos presentes na amostra
do estudo sdo independentes da evolucdo da doenca e do progndstico do paciente,

entretanto parece estar ligada ao genatipo tipo 1.

Palavras-chave: Hepatite C, Auto-anticorpos, Genotipo.



ABSTRACT

Inflammation of the liver caused by hepatotropic viruses affect millions of people and
represents a significant public health problem worldwide. There are interactions between
hepatotropic viruses and the host immune system that can influence the pathogenesis of
liver injury. The objective of this study was to investigate the frequency of autoantibodies
in patients with hepatitis C virus, and its correlation with the genotypes found. We
studied 51 patients diagnosed by PCR of infection with hepatitis C and a group of 100
blood donors with all serological tests for infectious diseases negative. The 51 patients
with virus C had an average age of 43 years, + /- 11.3, in the pre-treatment, 34 (66.7%)
were male and 17 (33.3%) were female. Of these 13 (25.5%) were ANA positive, 45
(88.2%) were with genotype 1 and 11.8% with genotype 3. Patients who presented with
antibodies had no detectable levels of AST, ALT, AST / ALT, y-GT and alkaline
phosphatase significantly different from those with negative antibody titers. Thus, we
conclude that the antibodies present in the study sample are independent of disease
progression and patient prognosis, though seems to be linked with genotype 1.

Keywords: Hepatitis C, Auto-antibodies, genotype.
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1 INTRODUCAO

1.1 HEPATITE C (VHC/HCV)

1.1.1 Consideracbes Gerais

As hepatites virais sdo doencas causadas por diferentes agentes
etiolégicos, de distribuicdes universais, que tém em comum o hepatotropismo.
Possuem semelhancas do ponto de vista clinico-laboratorial, mas apresentam
importantes diferencas epidemiolégicas quanto a sua evolucdo (FERREIRA,;
SILVEIRA, 2004). Desde a descricédo e definicho em 1989 (CHOO et al., 1989 apud
RIBEIRO et al. 2007), tornou-se evidente sua associagdo com uma grande
variedade de manifestacdes extra-hepaticas, desordens reumaticas e auto-imunes
(ALMEIDA, 2010).

A infeccdo pelo VHC/HCV acarreta inflamacdo hepética e esteatose,
podendo evoluir para fibrose hepética e cirrose em individuos cronicamente
infectados, estes com grande risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
(RIBEIRO et al. 2007). Essas complicacfes tardias ocorrem em um periodo, em
geral, superior a 20 anos apOs o inicio da infeccdo. A avaliacdo filogenética das
sequéncias do VHC/HCV investigadas em varias regides geograficas sugere que
existam pelo menos seis gendtipos principais, designados pelos nimeros de 1 a 6, e
pelo menos 30 subtipos, designados por letras mindsculas. Nos Estados Unidos,
prevalecem os gendtipos la (60%) e 1b (20%). Os tipos 5 e 6 sdo mais encontrados
no sudeste e sul da Africa. O tipo 4 é predominante na Africa Central e no Oriente
Médio. No Brasil, predominam os gendétipos 1la e 1b (63%), e 3a (31,3%) (BASSIT et
al., 1999 apud RIBEIRO et al. 2007). As informacbes sobre as causas que
determinam o curso evolutivo da doenca s&do pouco conhecidas, apesar dos
progressos que ha no campo do diagnéstico da infec¢cdo pelo VHC/HCV. Uma
questao intrigante diz respeito a relacdo gendtipo versus replicacao viral e graus de
lesédo histologica. Assim, por exemplo, o gendtipo 1 (1b) cursa com lesbes
histol6gicas mais graves.

As Ultimas décadas foram de notaveis conquistas no que se refere a
prevencdo e ao controle das hepatites virais. Entre as doencas endémico-
epidémicas, que representam problemas importantes de saude publica no Brasil,
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salientam-se as Hepatites Virais, cujo comportamento epidemioldgico, no nosso pais
e no mundo, tem sofrido grandes mudancas nos ultimos anos.

Antes da selecdo rigorosa dos doadores de sangue, em 1991, o
VHC/HCV era a maior causa de hepatite pds-transfusional. Atualmente permanece
como tal em casos esporadicos (CONTE, 2000). Os grupos considerados de risco
sdo pessoas que receberam transfusdo de sangue antes de 1992, usuarios de
drogas injetaveis, profissionais de saude que lidam com sangue, pacientes de
hemodialise e, com menor risco, pessoas tatuadas ou com piercings (CLEMENTE;
ONO-NITA, 2007).

A melhoria das condi¢des de higiene e de saneamento das populacdes, a
vacinagao contra a Hepatite B (HBV) e as novas técnicas moleculares de diagndstico
do virus da Hepatite estao entre esses avangos importantes (BRASIL, 2008).

1.1.2 Agente Etioldgico

O VHC/HCV, um virus acido ribonucléico (RNA) da familia Flaviviridae,
representa a principal causa da previamente denominada hepatite ndao-A, nao-B
(SANTOS, 2009). Foi identificado e isolado a partir de um clone derivado de um
genoma NANBH, semelhante aos togaviridae ou flaviviridae, (SAADE, 2008) e
visualizado a imunoeletromicroscopia como particula de 55 a 65 nm de diametro,
com projecdes espiculares e de morfologia muito semelhante aos flaviviridae. Além
disso, estas particulas reagiram especificamente com anticorpos mono e policlonais
do conteudo protéico do envelope do VHC. (HIRANUMA et al., 1994 apud CONTE,
2000).

O agente etiologico do HCV néo € uma particula homogénea e apresenta
uma taxa alta de mutacdo, levando-o a uma heterogeneicidade gendmica, cujo
resultado € um grande namero de gendtipos (la, 1lb, 2a, 2b, 3a, 3b, 4, 5, 6)
(AUGUSTO; LOBATO, 2003). Nao ha evidéncias de variantes ndo patogénicas. O
genotipo 1b é o que apresenta maior viruléncia e pior resposta ao tratamento
(LAUER; WALKER, 2001 apud SOUZA, 2007). No Brasil, dados obtidos a partir de
casos isolados e estudos de pequenas amostragens indicam que o gendtipo 1b
ocorre em cerca de 30% a 40% dos casos; 0 1a em cerca de 20%; 1a e 1b em 20%;
0 3a em cerca de 28% (FOCACCIA, 2004).
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1.1.3 Epidemiologia

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a HCV é uma
questdo de saude publica e também a principal causa de transplante de figado no
Brasil (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEPATOLOGIA, 2005). E estimada uma
prevaléncia em torno de 1,0% para a infeccdo pelo VHC na populacdo mundial
(KILLEMBERG, 2000). Nos Estados Unidos, cerca de 2,7 milhdes de pessoas estao
infectadas pelo virus (BRASIL, 2006).

De acordo com Ferreira e Silveira (2004), no Brasil o nimero de pacientes
infectados é incerto, relacionado geralmente a alguns estados e municipios, e 0
esclarecimento dos agentes causadores das hepatites, cuja identificacdo requer
técnicas laboratoriais complexas de biologia molecular, € realizado de maneira
insuficiente. Por outro lado, "a progressiva integracdo entre as instancias gestoras
dos programas de vigilancia e controle das doengcas com grupos de pesquisa e
desses com os servigos" (FERREIRA; SILVEIRA, 2004, p. 473), e a disponibilidade
dos bancos de dados nacionais mais confiaveis apontam para novos e melhores
caminhos. (BRASIL, 2005b).

A OMS alerta que o Pais deve se preparar para uma “explosdo” da
epidemia a partir de 2011 (BRASIL, 2005b). Outra preocupacao € que as pessoas
gue receberam sangue antes de 1992 tém mais chances de estarem infectadas; na
época, o sangue destinado as transfusdes ndo era analisado para deteccdo da HCV
porque o virus ndo era conhecido e ndo havia exames especificos (BRASIL, 2005b).
A prevaléncia da infec¢cdo nos doadores de sangue sadios varia de 0,01%-0,02% no
Reino Unido e no norte da Europa, 1%-1,5% no sul da Europa, 6,5% na Africa
equatorial e de até 20% no Egito (CONTE, 2000).

De acordo com a OMS, a cada grupo de 50 pessoas no Brasil, uma tem
hepatite e de dez portadores, apenas um sabe (STRAUSS, 2001). S&o dois milhdes
de infectados no Pais. Denominada epidemia silenciosa, calcula-se que 170 milhdes
de individuos no mundo estejam contaminados pelo virus C, a forma mais grave da
doenca Ainda de acordo com a OMS, o numero de brasileiros vitimas da
enfermidade € bem maior do que o estimado pelo Ministério da Saude (TRINDADE,
2005).



18

Por ocasido da Conferéncia Internacional de Consenso sobre HCV, em Paris
(LEUROPEAN ASSOCIATION, 1999), concluiu-se que a hepatite crbnica por virus
C é um problema grave de saude publica, sendo sua prevaléncia mundial estimada
em 3% (de 0,1% a 5%, segundo os varios paises) por tanto, havendo no mundo
todo, cerca de 150 milhdes de portadores crénicos do VHC/HCV: 4 milhdes nos EUA

e 5 milhdes na Europa Ocidental. Na Europa Oriental a prevaléncia é maior ainda.

1.1.4 Modo de Transmissao

A HCV é transmitida pelo sangue. Nao ha comprovacao de contagio por
meio de fluidos corporais como saliva, suor, lagrimas, sémen ou leite materno.
Também deixa de ocorrer por meio de abracos, beijos, uso dos mesmos copos ou
roupas. Especialistas afirmam que a contaminacdo através de relacbes sexuais é
possivel, mas rara. Quando detectada de maneira precoce, a enfermidade tem
tratamento, inclusive gratuito, além de cura (BRASIL, 2006).

Dentre os fatores de risco para transmissao outros além da transfuséo de
sangue, o uso de drogas ilicitas, 0 comportamento sexual de alto risco e variaveis
socioeconb6micas representadas pelo grau de escolaridade e renda familiar. Nao foi
observada associacdo entre o risco de infeccdo e as variaveis demograficas
designadas por género, idade e raca (ALTER, 2007). O risco de transmissao sexual
do VHC/HCV é minimo, A contaminacdo intrafamilial ndo-sexual € consideravel,
particularmente quando um dos enfermos tem hepatopatia grave e ou carga viral
elevada (risco 1:10). (CONTE, 2000)

A prética de tatuagem fornece dados conflitantes, sabendo-se que o0s
"liquidos” usados para "esterilizar" os instrumentos usados séo ineficazes.

Karmochkine et al. (1998 apud CONTE, 2000) observaram que
aproximadamente 80% dos pacientes contraem o virus através da toxicomania
intravenosa ou transfusdes de sangue ou de derivados. Os restantes meios de
transmissdo e de contagio sdo a hemodialise, os transplantes de oOrgaos, picadas
acidentais profissionais e transmissdo vertical mae-crianca. Em 20% a 40% dos
casos nao se consegue determinar o modo de contaminagdo, A transmissdo da
hepatite crénica por virus C pode ser prevenida (KARMOCHKINE et al., 1998 apud
CONTE, 2000).
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As duas fontes de contaminacdo sdo a toxicomania endovenosa e a
administracdo de produtos de origem sanglinea. Esta Ultima praticamente
eliminada, desde 1991, com a introdugcdo dos testes ELISA 2, na selecdo
aprimorada de doadores de sangue. (BRASIL, 2005a; KARMOCHKINE et al., 1998
apud CONTE, 2000).

A transmissdo sexual € rara, com menos de 3% em parceiros estaveis e,
ocorre principalmente em pessoas com multiplos parceiros e com pratica sexual de
risco (sem uso de preservativo) — para os individuos com parceiros multiplos, o uso
de preservativos € indicado (BRASIL, 2005a; KARMOCHKINE et al., 1998 apud
CONTE, 2000).

A gravidez ndo estd contra-indicada nas mulheres infectadas pelo
VHC/HCV. A transmissao vertical mae-crianca € rara (menor de 6%). O tipo de parto
(natural ou cesarea) nao tem influéncia. O aleitamento € permitido. A transmissao
nosocomial € prevenida eficazmente, de modo convencional. (KARMOCHKINE et
al., 1998 apud CONTE, 2000).

1.1.5 Evolucéo Clinica

A infeccdo aguda pode passar clinicamente despercebida ou evoluir para
hepatite fulminante. Aproximadamente 85,0 % das pessoas infectadas agudamente
vao desenvolver uma viremia persistente, tornando-se, dessa forma, individuos
infectados crénicos. Depresséo, irritabilidade, dores no corpo, mal-estar, febre,
nauseas, e falta de apetite sdo alguns dos sintomas mais freqlientes, embora a
maioria dos casos ndo apresente nenhum sintoma (ALTER, 2007).

A cirrose € pouco observada em pessoas que apresentam niveis
persistentemente baixos das transaminases, mas a elevacdo destas nao é
representativa do grau de fibrose hepatica. Dessa forma, a bidpsia hepatica
representa 0 melhor indicador do estagio de evolucdo da doenca, uma vez que
gradua os componentes inflamatoérios e o estagio de fibrose (AGMON-LEVIN et al.,
2009; BLOCK; SCHIANO, 1999).

Alter et al. (1992) dizem que em 82% de 130 pacientes seguidos durante
muitos anos, apos surto agudo de hepatite ndo-A ndo-B, apresentam anti-VHC/HCV
ou VHC/HCV RNA, sendo que 62% deles desenvolveram hepatite crénica e

concluem que os pacientes que adquiriram HCV tiveram alto grau de hepatite
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cronica, sendo que o VHC/HCV pode ser a maior causa de doenca crbénica de figado
nos EUA e que na maioria dos pacientes a infec¢cao pelo VHC/HCV parece persistir
por muitos anos, mesmo na auséncia de doenca hepatica ativa.

Almeida et al. (1999) determinaram a prevaléncia da infeccdo em
doadores de sangue, assim como avaliaram o grau de comprometimento hepatico
numa populacédo, de 37.335 doadores, durante o biénio 93-94, em Porto Alegre - RS,
utilizando o teste anti-VHC ELISA 2. Selecionaram 60 deles para a biopsia hepatica,
com agulha de Menghini, encontrando prevaléncia de 1,74% com comprometimento
hepatico e 39 deles apresentavam cirrose hepatica. Sendo a hepatopatia crénica de
graus variaveis observadas em 80% deles, na sua grande maioria com les@es leves
e minimas. Foi observada forte associacdo entre elevacdo de alanina
aminotransferase (ALT) e a presenca de hepatopatia cronica, embora a intensidade
desta elevacdo néo se correlacione com a gravidade da leséo histologica.

J& na experiéncia de Mutimer et al. (1995) cerca de 80% dos doadores
soro-positivos, analisados exaustivamente, inclusive com biopsia de figado,
mostraram evidéncias de alteracbes histologicas e ou viroldgicas de infeccéo
persistente sem, no entanto, atingir graus mais avancados de hepatopatia cronica,
guase todos permanecendo na categoria moderada.

Nos paises industrializados, a HCV é responsavel por 20% dos casos de
hepatite aguda, 70% dos casos de hepatite cronica, 40% dos casos de cirrose
descompensada, 60% dos carcinomas hepatocelulares e 30% dos transplantes
hepaticos (L'EUROPEAN ASSOCIATION, 1999).

Cerca de 40% do total de pacientes curam-se ou tém doencga cronica de
natureza benigna. Os restantes 60% cursam com atividade aumentada de
aminotransferase, denotando evolucdo cronica da doenca. Dentre estes, a maioria
tem lesdes necro inflamatérias discretas e fibrose minima ou ausente. O progndstico
em longo prazo é mal conhecido, no entanto, provavelmente a maioria deles néo vira
a falecer da doenca hepatica em curso. Cerca de 20% deles, depois de 10-20 anos
de evolucdo, desenvolverdo cirrose hepatica, passivel de transplante. Assim, a
hepatite cronica por virus C é doenc¢a que ocasiona a morte de um pequeno nidmero
de pacientes sem, no entanto, afetar a duracdo da vida média da maioria deles.
(CONTE, 2000; FERREIRA; SILVEIRA, 2004).

Apoés infeccdo aguda, somente 10% dos pacientes desenvolve doenca

clinica com ictericia. A infeccdo sub-clinica € a regra e, assim, passa despercebida.
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Cerca de 25% deles tém infeccdo crbnica sintomatica, com aminotransferases
normais e lesées inflamatérias histolégicas minimas. (RESENDE et al., 2010).

A remissao espontanea acontece em cerca de 15% dos casos. Na grande
minoria dos casos, a progressdo da doenca aguda pode levar a insuficiéncia
hepatica aguda.

Observacbes feitas pelo irlandés Kenny-Walsh (1999), comprovam a
natureza e a evolucéo clinica da afeccdo em causa. O autor acompanhou durante 17
anos, 376 mulheres que receberam injecbes de imunoglobulinas anti-D,
contaminadas com VHC, provenientes de doador uUnico num programa de
isoimunizacdo Rh. Destas, 81% apresentaram sintomatologia, mais freqientemente
fadiga (66%), ALT ligeiramente elevada (de 40 a 99 U/L) em 47% e igual ou maior de
100 U/L em 8%. A biopsia hepatica mostrou inflamacédo em 98% delas, na maioria
das vezes, leves (41%) e moderadas (52%); fibrose presente em 51%, no entanto,
somente em sete pacientes (2%) houve sinais de cirrose provavel ou definitiva. Em
uma delas havia acentuado alcoolismo.

A hepatite crbnica por virus C é doenca de evolucdo variavel. De maneira
geral, sua evolucéo ¢ lenta, insidiosa e progressiva.

Os pacientes que nao apresentam evidéncias bioquimicas de leséo
hepatica podem constituir em subgrupo de casos "mais benignos", no curso natural
da doenca. Muitos co-fatores tém papel importante no desenvolvimento da cirrose
nesses pacientes, como por exemplo, a idade no momento da infeccdo (os
contaminados de idade mais avancada tém evolucdo mais rapida da doenca,
enquanto que os mais jovens a tém mais lenta); o alcoolismo (é de consenso geral
que o abuso de alcool favorece o aparecimento da cirrose) e a co-infeccdo com o
Virus da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e da HVB.

A incidéncia anual de carcinoma hepatocelular (CHC) é de 1% a 4% nos
pacientes cirroticos, o que justifica plenamente o controle ecografico do figado e a
dosagem sérica de alfa-fetoproteina nesses pacientes, a cada 1-2 anos. Por outro
lado, nos pacientes com hepatite cronica por virus C sem cirrose, o CHC é muito
raro (LOPES, 2010).

Nos casos de cura, a atividade das transaminases cessa e 0sS Virus nao
sdo detectados (VHC RNA) no soro. Nos casos de cronificagdo, acontece o
contrario, ou seja, as altera¢des bioquimicas existem, com flutuacdes, e os virus sado

detectaveis, na grande maioria dos casos. Fazem excecdo agueles pacientes com
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viremia baixa que, por isso mesmo, fogem aos limites dos métodos de deteccéo viral
ou devido as flutuacdes proprias desses niveis virémicos (HAYDON et al., 1998).

Nos pacientes anti-VHC positivos, com enzimas circulantes normais, a
falta de VHC RNA no soro tem sido interpretada como sinal de cura completa. No
entanto, Haydon et al. (1998) alteraram essa interpretacdo. Estes autores
demonstraram a presenca de VHC RNA no figado desses pacientes que eram
negativos no soro, independente das alteracdes bioquimicas positivas ou negativas
do soro, ou seja, mesmo naqueles casos anteriormente considerados como curados.
Assim, o0s niveis de virus intra-hepaticos ndo sdo determinados pelos fatores
hospedeiro (idade, modo e duracdo da infeccdo) ou virais (VHC gendtipos), pois,
mesmo as repetidamente Reacdo de polimerase em cadeia-em tempo real (RT-
PCR) negativos para VHC RNA no soro podem ter virus da HCV albergados no
figado. Entretanto, existem limitacdes metodologicas que devem ser consideradas
nessa interpretacdo, como por exemplo, as limitacdes do RIBA 3 e do RT-PCR.

Mais importante é o seguimento dos pacientes ao longo do tempo. Assim,
Seef et al. (1992), em 568 pacientes de hepatite pds-transfusional e dois grupos
controles pareados que receberam transfusées sem desenvolver hepatite, apés 18
anos de seguimento, encontraram 3,3% de mortalidade no grupo 1 e 1,5% no grupo
controle, sendo que a maioria das mortes ocorreu nos pacientes com alcoolismo
associado. Evidenciando que a maioria dos que desenvolve doenca cronica o faz
muito lentamente.

Existem ainda, no curso natural da doenca, flutuacfes intensas e muito
frequentes que dependem dos virus e dos hospedeiros, a saber: niveis da viremia,
gendtipos 1b, graus de diversidade genética dos virus, vias de transmissdo (0s
inoculados via transfusdo apresentam lesGes hepatocelulares mais ativas)
(GORDON et al.,, 1993; GORDON; BAYATI; SILVERMAN, 1998), deficiéncias
imunes, alcoolismo e co-infecgdo com HBV e delta ou o Virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). (LOPES, 2010). Nestes ultimos casos, a co-infeccdo com mudltiplos
virus das hepatites esta associada com mais graves lesdes histologicas do figado do
gue nos casos de VHC isoladas.

Importa saber se os resultados obtidos com os controles feitos se mantém
por longos periodos. Ou seja, como exemplos, a atividade da ALT persistentemente
normal, a variabilidade do RT-PCR, a deteccdo de VHC RNA pela técnica Reacao

de polimerase em cadeia (PCR) que pode ser negativa, devido a inadequada
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armazenagem das amostras, a contaminacdo do soro com substancias que
interferem na leitura, entre outras causas de erro.

As informacdes sobre as causas que determinam o curso evolutivo da
doenca sdo pouco conhecidas, apesar dos progressos havidos no campo do
diagnéstico da infeccdo pelo VHC. Uma questdo intrigante diz respeito a relacdo
genotipo versus replicacao viral e graus de leséo histologica. Assim, por exemplo, o
genotipo 1 (1b) cursa com lesBes histologicas mais graves, independentemente da
carga viral. Ainda mais, os VHC RNA negativos no soro, mesmo apdés anos de
"cura”, podem recair, pois neles persistem os virus no figado, em regime de
replicacdo muito baixa, indetectavel pelos métodos atuais. Ao contrario, 0s negativos
no soro e no figado, tém demonstrado respostas boas e sustentadas, inclusive no
sentido de se fazer prognéstico de cura real e verdadeira, infelizmente na grande

minoria dos casos.

1.1.6 Diagndstico

Quanto mais cedo o diagndstico, maiores as chances de detectar a
doenca. Por isso é importante que as pessoas facam o exame especifico porque s6
esse exame é que detecta a HCV. E as mulheres tém que ter uma atengdo em
especial. Tempos atrds o Correio Braziliense (2003) publicou uma grande matéria
sobre a quantidade de mulheres que vém sendo infectadas com a HCV. Cuja causa
estava na esterelizacdo mal feita dos equipamentos das manicures. Uma solucao
pratica € as mulheres terem seu préprio material pra fazer as unhas e nao deixar
mais ninguém utilizar (nem mae, nem irma, etc). Bem, e quem tiver passado por
transfusdo, dentistas, manicures, operacbes, etc deve fazer o exame
(KARMOCHKINE et al., 1998 apud CONTE, 2000; KEER et al., 1997).

A HCV nado é como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS),
gue possui drogas com grande tecnologia e o doente pode viver por muitos e muitos
anos. Com a HCV, o paciente s0 tem chance de ficar bem se a doenca for
diagnosticada e tratada antes dela se manifestar. Atualmente, o tratamento usa uma
associacédo de duas drogas — o Interferon e a Ribavirina. “As chances de cura, em
média, sdo de 50%".

Barbaro et al. (1999) verificaram que os pacientes VHC gendtipos 1b,

freqientemente apresentavam alteracfes ultraestruturais das mitocondrias com
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deplecdo do mtDNA, podendo comprometer o processo de fosforilizagdo oxidativa.
Sendo assim, a producdo aumentada de radicais livres nos pacientes VHC gendétipos
1b, poderia atuar de modo negativo na evolucdo da doenca hepética, aumentando o
efeito citopaticos do VHC. Nesses pacientes, haveria, portanto, aumento de
hiperoxidacédo, com consequente resisténcia a acao dos interferons e pior evolugao
da doenca hepatica. A ser confirmado este fato, novas estratégias terapéuticas
poderéo vir a ser desenvolvidas no combate a essa doencga.

Agnello et al. (1998) acreditam que a infeccéo persistente nessa doenca
poderia ser devida a baixa percentagem de replicacéo viral nos hepatdcitos. Esses
autores usaram nova técnica de hibridizacéo in situ para detectar VHC RNA, seis
vezes mais especifica do que a do RT-PCR. Concluem que a extensdo da infeccéo
hepatocitica varia inversamente ao indice de atividade histologica (IAH), ou seja,
quando esta for minima, aquela sera maxima. No entanto, nesses casos, a
concentracdo de VHC nos hepatécitos sera muito baixa. Esses achados levam a
hipotese de que a infeccdo persistente no figado pode ser causada, a0 menos em
parte, por essa mesma baixa replicacao viral (AGMON-LEVIN et al., 2009.).

Dos fatos acima expostos, decorrem implicacdes, tais como as respostas
CD8-CTL aos antigenos VHC, restritas aos complexos de histocompatibilidade
principais (MHC 1), com inibicdo ou mesmo insuficiente producdo de complexo
peptideo VHC-MHC, inibicdo direta das células CTLK e a falta de resposta as
citoquininas, entre outras, dos varios mecanismos de escape existentes. Dentro
desse contexto, o nivel de morte celular ndo seria alcancado e a lesdo hepatocelular
consequente seria, portanto, minima.

Outra implicacdo resultante consiste na inducdo de resposta imune
celular, T Helper mediadas, a partir de peptide vacinas contra o VHC. Estas novas
vacinas tém a capacidade de gerar linfécitos T citotdéxico os CTLs contra o VHC, em
camundongo imunizados com peptideos CTL e células HT epitomes do core VHC.
Esses estudos recente, em animais de laboratério, vém progredindo rapidamente,
esperando-se em breve, novos recursos no tratamento dessa doenca (AGNELLO et
al., 1998).
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1.2 DETERMINACAO DO GENOTIPO DO VHC

O VHC constitui-se em uma familia heterogénea de virus, com no minimo
seis gendtipos e inumeros subtipos (BARBOSA; SILVA; MARTINS, 2005; BASSIT,;
SANTOS; SILVA, 1999). Embora o método de maior acuracia para a determinacao
do gendtipo do VHC seja a identificacdo completa da sequéncia dos 9.500
nucleotideos e a constru¢cdo de uma arvore filogenética, esse método sé pode ser
utilizado em laboratérios de pesquisa (BARBOSA; SILVA; MARTINS, 2005), e ndo
em laboratorios clinicos. Assim, foram desenvolvidos métodos para genotipagem
utilizando apenas as regibes mais conservadas do genoma, como a proteina do
envoltério (E1), a proteina core e a proteina ndo estrutural NS5B. A seqUéncia dos
nucleotideos dentro dessas regides relativamente conservadas € gendtipo-
especifico, e os isolados podem ser genotipados, independentemente da regido que
for utilizada para andlise (BARBOSA,; SILVA; MARTINS, 2005; BASSIT; SANTOS;
SILVA, 1999). Para uso em laboratérios clinicos foram desenvolvidas basicamente
duas metodologias que se valem de técnicas de biologia molecular (genotipagem)
ou citolégicas (serotipagem).

Os métodos que adotam técnica de biologia molecular para genotipagem,
utilizando porgbes do genoma, incluem a PCR aninhada (nested PCR) (BASSIT,;
SANTOS; SILVA, 1999), a técnica de restriction fragment length polymorphism
(RFLP) (BARBOSA; SILVA; MARTINS, 2005; BASSIT; SANTOS; SILVA, 1999), a
hibridizacdo reversa (BASSIT; SANTOS; SILVA, 1999), (INNO-LIPA, Innogenetics,
Bélgica; Gen. Eti DEIA HCV, Sorin Biomedica, Itdlia) e o seqienciamento direto da
regido ndo-codificante 5 (TruGene, Visible Genetics, Canada). Suas principais
vantagens sdo a informacao direta sobre sequéncia dos nucleotideos do genoma
viral, a alta sensibilidade, por se basearem na PCR, e a possibilidade de identificar o
subtipo viral (BARBOSA,; SILVA; MARTINS, 2005).

Os métodos para determinacdo do gendtipo que utilizam serotipagem
baseiam-se na deteccdo de anticorpos genotipos-especificos contra epitopos do
VHC (por exemplo, proteinas da regido do core) (BLOCK; SCHIANO, 1999). Os
testes comercializados utilizam diferentes técnicas, ELISA competitivos ou
immunoblot (Murex-HC1-6, Murex Diagnostics Ltd, Reino Unido; RIBA HCV
Serotyping Assay, Chiron Diagnostics, Estados Unidos). As principais vantagens da

técnica de serotipagem sdo o baixo custo e maior facilidade de realizacdo, em
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comparacdo com os testes de biologia molecular (BLOCK; SCHIANO, 1999; De
LARANAGA et al., 2000).

A determinacdo do gendtipo, anteriormente utilizada em pesquisas, mas
sem maior utilidade na préatica médica, atualmente é recomendada para uso clinico.
Como ja mencionado, os pacientes infectados pelo gendtipo 1 do VHC devem ser
tratados por 12 meses enquanto os demais, por 6 meses (BASSIT; SANTOS; SILVA,
1999).

A determinacdo do gendtipo do VHC pode ser feita por PCR ou
serotipagem. A primeira técnica é mais sensivel e possibilita a identificacdo de
subtipos do VHC. Contudo, a segunda é de mais facil realizacdo e mais barata,
razao pela que é importante que a técnica seja aprimorada.

Oliveira et al. (1999) investigaram os padroes de distribuicdo dos
genotipos do VHC, estudando 250 pacientes anti-VHC positivos, através da
deteccdo VHC RNA pelo RT-PCR e encontraram prevaléncia de 72% para o VHC 1,
25,3% para o tipo 3, 2% para o0 2 e 0,7% para o 4, semelhantes aos das vérias

regides mundiais.

1.3 MANIFESTACOES EXTRA-HEPATICAS DA INFECCAO PELO VHC

As manifestacBes extra-hepaticas da infeccdo pelo VHC sdo as mais
variadas possiveis. A diversidade de resposta do hospedeiro ao agente infeccioso,
variando desde quadros assintomaticos até aqueles com evolucao grave, fatal ou
incapacitante, tem estimulado a busca por justificativas de tais discrepancias
clinicas, sobretudo na imunomodulacdo. Dentre as infeccbes mais bem estudadas
destacam-se aquelas pelos Virus da hepatite C, Virus da imunodeficiéncia humanal
(HIV-1), pelo Herpes virus humano 4 (virus do Epstein Baar) e pelo Mycobacterium
leprae (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

A agressao hepatica por auto-imunidade € um fendmeno reconhecido em
varias doencas do figado, inclusive nas de etiologia viral. Além do agente agressor e
de sua interacdo com o sistema imunologico do hospedeiro, fatores ambientais ou
hormonais estdo aparentemente envolvidos no surgimento de auto-imunidade
hepéatica, como se supde acontecer na hepatite auto-imune em individuos

geneticamente suscetiveis. (CODES et al., 2002).



27

A lesdo hepatocelular relacionada a infeccéo pelos virus hepatotropicos e
pelos herpes virus (citomegalovirus e Epstein-Barr) é secundaria a uma resposta
auto-imune do hospedeiro. Estes virus ndo parecem ser diretamente citopaticos,
mas desencadeiam lesdo hepatica através da resposta imune do hospedeiro contra
células hepaticas infectadas (MALOY; POWRIE, 2001).

Existem estudos que focalizam alteracdes imunolégicas em hepatites
virais, entretanto a maioria deles mostra resultados pontuais, sem seguimento na
fase aguda da doenca (BLOCK; SCHIANO, 1999; McFARLONE et al. 1990). Além
disso, ainda ndo se estabeleceu uma associacdo entre as reacdes auto-imunes
transitorias induzidas por viroses hepatotrépicas e agravamento do dano tecidual na
hepatite viral.

A infeccdo cronica esta fortemente associada a crioglobulinemia mista
essencial, glomerulonefrite membrano-proliferativa e porfiria cutadnea tardia. De
forma menos impressiva, encontra-se também associada a Ulcera corneana de
Mooren, liquen plano e fibrose pulmonar (KILLENBERG, 2000; WENER et al., 1996).
A ocorréncia de anticorpos antitireoidianos e hipotireoidismo tem sido relatada em
associacdo com a infeccédo crénica pelo VHC em mulheres (KILLENBERG, 2000;
CACOUB et al., 1999).

A associagao entre a infec¢ao cronica pelo VHC, a presenca do fator
reumatoide e do anticorpo antinuclear (FAN), o fenbmeno de Raynaud e doencas
difusas do tecido conjuntivo (DDTC), como artrite reumatoide, llpus eritematoso
sistémico, sindrome de Sjogren e vasculites sistémicas, é relatada em alguns
trabalhos (CACOUB et al., 1999; LOVY; STARKEBAUM; UBEROI, 1996; STAUB,
1998; WENER et al., 1996).

1.4 A ASSOCIACAO ENTRE DOENCAS INFECCIOSAS E AUTOIMUNIDADE

A associacao entre doencgas infecciosas e autoimunidade, apresentando-
se com manifestacdes clinicas ou detectadas apenas pelo desenvolvimento de auto-
anticorpos, tem sido amplamente documentado. InfeccBes virais, bacterianas e
parasitarias podem estar envolvidas no desenvolvimento, recidivas e até mesmo na
prevencao de doengas auto-imunes (KIVITY et al., 2009; PORDEUS et al., 2008).

Ribeiro e Proietti (2004) avaliaram a frequéncia de FR, anticorpos

antipeptideo citrulinado ciclico (anti-CCP), AAN, anticorpos anti-citoplasma de
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neutréfilos (ANCA), anticorpos anticardiolipina (aCL) e anticorpos anti-p2
glicoproteina | (anti-B2GPIl) em pacientes com hanseniase. Existe estudo
demonstrando pacientes que apresentavam manifestacdes articulares, comparados
aos que ndo apresentavam envolvimento articular e um grupo controle de individuos
saudaveis com idade e género semelhantes aos dos pacientes estudados e que
residiam na mesma area geogréfica. A maioria dos pacientes nos dois grupos (com
e sem envolvimento articular) apresentava hanseniase generalizada. Entretanto
observaram uma baixa frequéncia, que nao foi significativamente diferente, de FR,
anti-CCP, AAN e ANCA em pacientes com hanseniase (nos dois grupos) e normal
dos controles. Mas a prevaléncia de anticorpos aCL e anti-B2GPI estava
significativamente elevada nos pacientes com hanseniase quando comparados com
0 grupo controle, apesar de ndo haver associacao significativa com o envolvimento
articular. O isétopo predominante dos dois autoanticorpos foi a IgM, (48.7%) dos
pacientes com hanseniase apresentava pelo menos um anticorpo antifosfolipide.
Além disso, os autores observaram uma associacao entre a positividade para aCL e
as manifestacfes clinicas, jA que os pacientes com anticorpos aCL apresentavam
doenca Hanseniase generalizada (VV) com mais frequéncia (p= 0.002). Ndo houve
associacdo entre a presenca de anticorpos aCL ou anti-B2GPl e episddios
reacionais; porém, entre 0os pacientes com esses episddios, aqueles com anticorpos
aCL apresentavam eritema nodoso hansénico (ENH) em 100% dos casos, enquanto
entre os pacientes negativos para aCL, 57% apresentavam ENH. Apesar de uma
alta taxa de concordancia para a presenca de anticorpos aCL e anti-B2GPI ter sido
observada, manifestacées tromboembdlicas ndo foram observadas (RIBEIRO;
PROIETTI, 2004, 2005).

Horimoto e Costa (2009) avaliaram pacientes com Leishmania
(leishmaniose visceral e leishmaniose cutanea) para a presenca de anticorpos anti-
Leishmania, assim como FR, AAN, anti-DNA, anti-Sm, anti-RNP, anti-Ro, anti-La,
aCL e complemento (C3 e C4). Como esperado, 0s pacientes com leishmaniose
visceral apresentava anticorpos anti-Leishmania. Titulos significativamente elevados
de AANSs, na maioria dos pacientes, o anti-DNA, foi detectado em poucos pacientes
com doenca visceral, assim como titulos elevados de anticorpos aCL (isotipo 1gG),
quando comparados com 0s pacientes com leishmaniose cutdnea. Niveis reduzidos
de complemento também sdo evidentes na doenca visceral assim como niveis

significativamente reduzidos de C3. Outros estudos comparam e discutem o0s
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resultados em relacdo a crescente evidéncia na literatura da presenca de
autoanticorpos em ambas as doencas. Em geral, a prevaléncia variavel de auto-
anticorpos relatada, assim como relatos prévios na literatura, podem estar
relacionados a diferencas metodolégicas, como o tipo de ensaio utilizado, a
definicdo dos pontos de corte, inativacdo dos soros pelo calor, selecdo de pacientes
e variacdes étnicas e geogréficas nos grupos de pacientes. Mas um dos resultados
consistentes foi a frequéncia significativamente mais elevada de anticorpos
antifosfolipide, aCL e anti-B2/GPl, em pacientes com hanseniase enquanto
anticorpos AAN e aCL foram detectados com mais freqiiéncia nos pacientes com
leishmaniose visceral. A incidéncia aumentada de anticorpos AAN e aCL nos
pacientes com leishmaniose visceral € compativel com outros estudos (OSSADRON
et al.,, 2006; SAKKAS et al, 2008; VOULGARI et al., 2004) e demonstra
semelhancas das manifestacbes clinicas e laboratoriais entre a leishmaniose
visceral e o lUpus eritematoso sistémico (LES). Além disso, a reatividade cruzada
entre AAN e anticorpos anti-Leishmania ja foi também relatada (GRANEL et al.,
2000).

Diversos grupos documentaram niveis elevados de anticorpos
antifosfolipide (aCL, anti-B2GPI e anti-protrombina) em diversas doencas
infecciosas, como a sifilis, doengas virais (incluindo a hepatite C, Parvovirus B19 e
HIV), malaria e hanseniase, sem as manifestacdes clinicas da sindrome
antifosfolipide (SAF) (ZANDMAN-GODDARD; BLANK; SHOENFELD, 2002). Os
titulos elevados geralmente sao transitorios, diminuindo e desaparecendo apos a
resolucdo da infeccdo (LOIZOU et al., 2003; ZANDMAN-GODDARD; BLANK;
SHOENFELD, 2002). Mas, em uma minoria dos pacientes, a associacdo entre
doencas infecciosas e anticorpos antifosfolipide pode levar a complicacdes severas,
freqientemente fatais, ou seja, "SAF catastrofica” (ZANDMAN-GODDARD; BLANK;
SHOENFELD, 2002).

Os resultados de Ribeiro e Proietti (2005) mostrando um aumento da
incidéncia de anticorpos anti-B2-GPIl em pacientes com hanseniase, associados aos
dados de outros grupos (De LARANAGA et al., 2000; FIALLO et al., 1998; HOJNIK
et al., 1994; LOIZOU et al., 2003), que também documentaram niveis elevados de
anticorpos anti-2BGPI, langam duvidas sobre a nogédo de que os anticorpos aCL
associados a infeccbes sao independentes dos anticorpos anti-p2GPI, e nao

dependentes desses anticorpos, como nas doencas auto-imunes. Em conjunto,
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esses resultados apdiam a nocdo de que, na presenca de infec¢cdes, anticorpos aCL
sdo heterogéneos em relacdo a sua dependéncia da 2GPI (De LARANAGA et al.,
2000; FIALLO et al., 1998; HOJNIK et al., 1994; LOIZOU et al., 2003), e as infec¢des
podem desencadear a indugdo de anticorpos antifosfolipide "patogénicos" em
individuos predispostos (LOIZOU et al., 2003).

A producdo de autoanticorpos na hanseniase e leishmaniose pode ser
explicada por diversos mecanismos. Na forma mais generalizada dessas doencgas
(hanseniase VV e leishmaniose visceral), 0s pacientes apresentam
hipergamaglobulinemia difusa semelhante a vista em outras infeccbes, como
Schistosoma mansoni, T. cruzi e Plasmodium. A inducdo de autoanticorpos pode ser
atribuida a ativacdo policlonal e proliferacdo das células B, algumas com auto-
reatividade, pertencentes a biblioteca de anticorpos naturais em individuos normais
(ARGOV et al., 1989). Na leishmaniose, antigenos soluveis derivados da L. major e
L. donovani sdo mitogénicos e desencadeiam a producdo de imunoglobulinas com
auto-reatividade (ARGOV et al., 1989). Crioglobulinemia mista induzida pelo HCV é
outro exemplo de ativacdo policlonal persistente levando a uma mistura de
autoanticorpos policlonais e monoclonais, 0s quais causam doencas auto-imunes
(AGMON-LEVIN et al., 2009).

Mimetismo molecular ou homologias estruturais entre infeccbes e
componentes do hospedeiro podem ser a base da producdo de autoanticorpos,
como no caso da febre reumatica, onde o componente M da membrana do
estreptococo apresenta homologia com peptideos cardiacos, cerebrais e sinoviais. A
associacdo da sindrome de Guillain-Barré com a infeccdo pelo Campylobacter
jejeuni representa outro exemplo de mimetismo molecular como base de uma
manifestacdo auto-imune. A reatividade cruzada entre agentes infecciosos e auto-
antigenos ja foi demonstrada para o M. leprae (McADAM; MUDD; SHOENFELD,
1984) e M. tuberculosis (SHOENFELD et al., 1986), e a inibicdo de anticorpos anti-
Sm, anti-RNP e anti-SSB por promastigotas intactas de Leishmania apodia a
homologia entre antigenos nucleares e a Leishmania (ARGOV et al., 1989).

A disseminacdo de epitopos, a emergéncia de novos anticorpos ou a
resposta de células T a um novo epitopo (subdominante ou criptico) no mesmo
antigeno ou em outro antigeno foi demonstrada em modelos experimentais e na
doenca humana, alguns autores demonstraram a disseminacdo molecular do

antigeno Sm para reatividade anti-RNP (STAUB, 1998), no LES, enquanto na febre
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reumatica, o estado de autoimunidade crénica que afeta as valvulas cardiacas pode
resultar em uma resposta imunoldgica contra o colageno e laminina. (KIVITY et al.,
2009; PORDEUS et al., 2008). As infec¢cbes também podem desempenhar um papel
importante na inducdo da autoimunidade através da liberacdo de antigenos
sequestrados, apoés lesao tecidual, ou aumentando a exibicdo de epitopos cripticos,
no meio inflamataorio, apresentando, assim, novos antigenos ao sistema imunoldogico.
(KIVITY et al., 2009; PORDEUS et al., 2008).

1.5 FREQUENCIA E IMPLICACOES DOS AUTO-ANTICORPOS EM HEPATITES
AGUDAS VIRAIS

O conceito de auto-imunidade induzida por virus ndo é exclusivo para
doencas hepaticas. O virus Coxsackie do grupo B € responsavel por mais de um
terco dos casos clinicos de miocardite infecciosa e esta implicado nas miocardites
auto-imunes, reagindo contra a miosina cardiaca (GIST; BELL, 1974). Niwa et al.
(1984) encontraram elevacdo transitéria de auto-anticorpos, incluindo fator
reumatoide, fator antinucleo, anticorpo anti-DNA (titulos acima de 1:40) em doencas
virais comuns como: varicela, sarampo, influenza, caxumba, herpes zoster e
exantema subito.

A patogénia da infeccdo viral inclui pelo menos trés tipos de interagdes
com o hospedeiro vertebrado; 1) o efeito do agente sobre as células; 2) a maneira
de dissemina¢do do agente no organismo infectado; 3) a resposta imunolégica e a
sua influencia no processo infeccioso. Destacam-se dois tipos principais da
interacdo: a destruicdo celular e a resposta imunolégica (FIGUEIREDO, 1999;
CATALAN-SOARES; PROIETTI; CARNEIRO-PROIETTI, 2006). O virus Coxsackie
do grupo B é responséavel por mais de um terco dos casos clinicos de miocardite
infecciosa e esta implicado nas miocardites auto-imunes, reagindo contra a miosina
cardiaca (GERSHON; KONDO, 1971). Niwa et al. (1984) encontraram elevacao
transitoria de auto-anticorpos, incluindo fator reumatéide, fator antindcleo, anticorpo
anti-DNA (titulos acima de 1:40) em doencas virais comuns como: varicela, sarampo,

influenza, caxumba, herpes zoster e exantema subito.
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1.6 ANTICORPOS ANTINUCLEARES - FATOR ANTINUCLEAR - FAN

De acordo com o Il Consenso Brasileiro de FAN em HEp 2
(DELLAVANCE et al.,, 2003), os AAN sao encontrados comumente em uma
variedade de doencas reumaticas auto-imunes. Sao uteis na investigacdo dessas
doencas, auxiliando no diagnostico de patologias como LES, esclerose sistémica
progressiva (ESP), doenc¢a mista do tecido conjuntivo (DMTC), sindrome de Sjégren
(SS), polimiosite e dermatomiosite.

Eles podem estar presentes em um pequeno percentual da populacao
aparentemente sadia; essa frequéncia € maior em mulheres e aumenta com a idade.
Segundo a literatura, a positividade entre 20 a 60 anos varia entre percentuais mais
altos (13,3%) para titulos baixos e mais baixos (3,3%) para titulos mais elevados
(DELLAVANCE et al., 2003).

A pesquisa dos anticorpos antinucleares pode ser realizada por diferentes
técnicas; a imunofluorescéncia indireta é a mais utilizada, por sua sensibilidade,
reprodutibilidade e facilidade de execugdo. A sensibilidade aumenta
significativamente quando se utiliza como substrato laminas com células Hep 2
(células de carcinoma de laringe humana), por causa da maior expressao de
antigenos na superficie dessas células comparados aos expressos nas células de
figado ou de rins de camundongos, que se utilizavam anteriormente.

Em geral, € possivel detectar melhor a presenca de AAN por associacao
de trés anti-soros isotipos especificos (anti-lgG, anti-lgA e anti-lgM). A pesquisa
realizada por essa técnica serve de triagem inicial para a presenca de AAN. E
normalmente denominada pesquisa de FAN ou AAN.

A realizacdo de outras metodologias, tais como as imunoenzimaticas,
permite uma avaliacdo isolada dos diferentes auto-anticorpos, sugeridos pelos
padrdes de fluorescéncia encontrados no FAN. A identificagdo desses AAN permite
um diagnostico mais preciso, e eles podem ser utilizados, em muitos casos, como
marcador para uma das diferentes doencas reumaticas auto-imunes. Muitas dessas
patologias apresentam um perfil distinto de auto-anticorpos que auxilia o diagndstico.

A presenca de FAN positivo em pessoas aparentemente sadias pode ser
devida a algumas situagoes:

— Doenca auto-imune precoce ainda n&o expressa clinicamente;



33

— distarbio imunolégico transitério causado por doenca nao-imune,
tais como infecgdes, principalmente virais;

— uso de medicamentos e neoplasias;

— manifestacdo incompleta de uma sindrome, ou seja, 0 paciente
sintetiza o anticorpo, porém esse quadro néo evolui para doenca;

— fendmeno auto-imune fisiolégico.

O resultado do FAN é expresso em titulo e padréo, uma vez que ambos
0s parametros tém importancia para a avaliacdo do significado clinico do exame. O
titulo do FAN corresponde a maior diluicAo capaz de demonstrar fluorescéncia
inequivoca e didaticamente, pode ser dividido em:

— Baixo: menor 1/80;

— Moderado: 1/160;

— Moderadamente elevado: 1/320;
— Alto: maior 1/640.

Nas pesquisas realizadas por imunofluorescéncia indireta, os resultados
s&0 expressos em titulos, segundo as diluicbes empregadas. E possivel trabalhar
utilizando-se como limite titulos de 1/40, que permitem maior sensibilidade, ou de
1/80, que permitem maior especificidade, ou seja, um menor numero de falso-
positivos.

Na préatica clinica, sdo considerados significativos titulos superiores a
1/160. Os resultados com titulos positivos sdo acompanhados pela descricdo do
padrédo de fluorescéncia encontrado, que serve como orientacao da presenca de um
antigeno especifico e, em alguns casos, como padrdo diagnostico. Em determinadas
situacdes, em especial no LES em atividade, pode ocorrer & observagédo de mais de
um padrao de fluorescéncia.

O padrao do FAN, a seu turno, aponta uma probabilidade maior ou menor
de doenca auto-imune e até mesmo sugere o antigeno nuclear envolvido e, por
consequéncia, a afeccdo com ele mais relacionada. Os padrées homogéneo,
centromérico e pontilhado grosso sdo o0s mais indicativos de processos de
autoimunidade, uma vez que se associam a diversas condicbfes reumaticas,
especialmente ao LES e a esclerose sistémica, e também a enfermidades hepaticas,

tais como a cirrose biliar priméria e a hepatite auto-imune (KILLENBERG, 2000).
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Ja o pontilhado fino, o pontilhado grosso reticulado e a membrana nuclear
tém maior significado quando encontrados em titulos altos, uma vez que podem
estar presentes em titulos baixos em individuos higidos. Por sua vez, o pontilhado
fino denso, mesmo quando elevado em pessoas assintomaticas, s6 guarda relacdo
com alguma doenca em cerca de 20% dos casos (DELLAVANCE et al., 2003).

O padrao pontilhado pode também ser referido como padréo salpicado.
Outros padrdes de fluorescéncia podem ser encontrados em menor freqiéncia. Os
pontilhados citoplasmético grossos ou reticulares, associados a presenca de
anticorpos antimitocondrias em pacientes com cirrose biliar primaria; o
citoplasmatico homogéneo, relacionado a proteinas ribossémicas em pacientes com
LES; e o padrdo pontilhado fino citoplasmatico, que pode estar associado a
presenca de anticorpos anti-JO-1, anti-PCNA e proteinas da membrana celular, em
pacientes com LES, outras patologias do tecido conjuntivo e hepatopatias auto-

imunes (DELLAVANCE et al., 2003).

Quadro 1 - Padrdes de fluorescéncia encontrados em maior freqiéncia e patologias
relacionadas

Padrfes de Fluorecéncia Antigenos Patologias Relacionadas

DNA de dupla hélice ou de

Periferico hélice Unica, histona e RNA LES
Homoaéneo DNA de dupla hélice ou de LES, AR, lupus induzido por
9 hélice Unica, histona e RNA drogas
e ~ DNA de dupla hélice ou de
Periférico/homogéneo hélice Unica, histona e RNA LES
Pontilhado grosso SM, RNP LES, DMTC
Pontilhado fino nuclear SS-A (RO) SS-B (La) SS, LES
Nucleolar Proteinas Nucleolares ESP
Centromérico Proteinas de centrdmeros Sindrome de CREST

Fonte: Dellavance et al., 2003.

Quadro 2 - Anti-ena - auto-anticorpos contra antigenos extraidos do nucleo e relevancias
clinicas mais freglientes

Padrbes Nucleares Patologias Relacionadas

SM LES

RNP DMTC, LES, ESP, AR e Polimiosite

SS-A (Ro) SS, LES, lupus neonatal e forma cutanea
subaguda

SS-B (La) SS, LES, lapus neonatal e forma cutanea
subaguda

Scl 70 ESP

Jo-1 Polimiosite e dermatomiosite

Fonte: Dellavance et al., 2003.
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Quadro 3 — Padrbes de FAN nuclear e relevancias clinicas mais freqientes

Padrdes Nucleares

Relevancia Clinica por Auto-Anticorpos

Nuclear Pontilhado Centromérico

Nuclear homogéneo

Nuclear tipo membrana nuclear continua

Nuclear pontilhado pleomorfico/PCNA

Nuclear pontilhado fino denso

Nuclear pontilhado tipo pontos isolados com
menos de dez pontos

Nuclear pontilhado tipo pontos isolados com
menos de dez pontos

Nuclear pontilhado grosso

Nuclear pontilhado fino

Anticorpo anti-centrdmero: Esclerose Sistémica
forma CREST; Cirrose Biliar Primaria.

Anticorpo anti-DNA nativo: Lupus Eritematoso
Sistémico (LES).

Anticorpo anti-Histoma: LES induzido por drogas:
LES idiopético.

Anticorpo anti-cromatina (DNA/Histona,
Nucleossomo): Artrite Reumatdide (AR); Artrite
Idiopatica Juvenil , importante associagdo com
uveite na forma oligoarticular; Sindrome de Felty;
Cirrose Billar Primaria.

Anticorpo anti-lamin e contra envelope nuclear -
lamins: Hepatites auto-imunes; Raramente
associado a doencas reumaticas (algumas
formas de LES e esclerodermia linear).

Anticorpo contra nicleo de células em
proliferagdo: LES

Anticorpo anti-proteina p 75 kDa: pode ser
encontrado em individuos saudaveis, processos
inflamatdrios inespecificos, doencas reumaticas
auto-imunes, Cistite Intersticial, Dermatite
Atdpica, Psoriase e Asma.

Anticorpo anti-p80 coilina: ndo apresenta
associacao clinica definida.

Anticorpo anti-Sp100 (anti-p95): Cirrose Biliar
Priméria; pode ocorrer em diversas outras
condicdes clinicas.

Anticorpo anti-Sm: LES.

Anticorpo anti-RNP: critério obrigatério no
diagnostico da doenca mista do Tecido
conjuntivo (DMTC); também ocorre no LES,
Esclerose Sistémica (ES) e AR.

Anticorpo anti SSA/Ro: Sindrome de Sjogren
Primaria (SS); LES; Lupus neonatal e Lupus
Cutaneo Subagudo.

Anticorpo anti-SSB/La: Lupus neonatal; LES; SS.
Anticorpo anti-Mi-2: Dermatomiosite, embora
raramente ocorra na polimiosite do adulto.

Fonte: Dellavance et al., 2003.
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Quadro 4 - Padrbes de FAN citoplasmaticos e relevancias clinicas mais freqiientes

Padrdes Citoplasmaticos e
Relacionados ao Aparelho Mitético

Relevancia Clinica por Auto-Anticorpos

Citoplasmatico Fibrilar Linear

Citoplasmatico Fibrilar Segmentar

Citoplasmatico Pontilhado Polar

Citoplasmatico Pontilhado Fino

Citoplasmatico Pontilhado com Pontos
Isolados

Citoplasmatico Pontilhado Reticulado

Citoplasmatico Pontilhado Fino Denso

Citoplasmatico Fibrilar Filamentar

Aparelho mitotico Tipo Centriolo

Aparelho mitético Tipo ponte
Intercelular

Aparelho mitético Tipo NuMaz2

Anticorpo anti-actina: Hepatite auto-imune, Cirrose.
Anticorpo anti-miosine: Hepatite C, Hepatocarcionoma,
Miastenia Gravis. Quando em titulos baixos ou moderados
podem n&o ter relevancia clinica definida.

Anti actinina, anti--vinculina e anti-tropomiose: Miastenia
Gravis, Doenca de Crohn e Colite ulcerativa. Quando em
titulos baixos ou moderados podem néo ter relevancia
clinica definida.

Anticorpo Anti-golginas (cisternas do aparelho de Golgi):
raro no LES, SS e outras doencas auto-imunes sistémicas.
Relato na Ataxia Cerebelar Idiopatica, Degeneracao
Cerebelar, Paraneoplasica, infec¢bes virais pelo Epstein
Barr (EBV) e pelo virus da imunodeficiéncia Humana (HIV).
Quando em titulos baixos ou moderados podem nao ter
relevancia clinica definida.

Anticorpo anti-Histidill t RNA sintetase (Jo-1): anticorpo
marcador de Polimiosite no adulto. Descrito raramente na
Dermatomiosite.

Anticorpo anti-EEA1 e anti-fosfatidilserina: ndo ha
associac¢des clinicas bem definida.

Anticorpo anti-GWB:SS; também encontrado em diversas
outras condicdes clinicas.

Anticorpo anti-mitocéndria: Cirrose Biliar Priméaria;
Esclerose Sistémica. E relativamente comum o encontro
deste padrédo na auséncia de anticorpos anti-mitocéndria.

Anti PL7/PL12: Raramente associado a Polimiosite.
Anticorpo P-ribossomal: Este padrdo ocorre no LES se a
associacao € com anti-proteina P ribossomal.

Anticorpo anti-vimentina e anti-queratina: Anti-queratina é o
anticorpo mais importante em doenca hepética alcodlica.
Descritos em varias doencgas inflamatodrias e infecciosas.
Quando em titulos baixos ou moderados podem nao ter
relevancia clinica definida.

Anticorpo anti-enolase: em baixos titulos ndo tem
associacao clinica definida. Em altos titulos é sugestivo de
Esclerose Sistémica.

Anticorpo anti Tubulina: Pode ser encontrado no LES e na

DMTC. outros anticorpos ainda ndo bem definidos podem
gerar o mesmo padrao.

Anticorpo anti-HsEg5: diversas condi¢cfes auto-imunes com
baixa especificidade

Fonte: Dellavance et al., 2003.
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Quadro 5 - Padrbes de FAN mistos e relevancias clinicas mais freqientes

Padrdes Mistos Relevancia Clinica por Auto-anticorpos
Misto do tipo nucleolar homogéneo e nuclear Anticorpo anti-Ku: Superposicéo, Polimiose e
pontilhado grosso com placa metafasica Esclerose Sistémica. Podem ocorrer no LES e
decorada em anel (cromossomos negativos) Esclerodermia.

Misto do tipo nuclear e nucleolar pontilhado com  Anticorpo anti-topoisomerase (Scl-70): ES forma

placa metafasica positiva. difusa. Mais raramente pode ocorrer na
Sindrome CREST e superposi¢éo
Polimiosite/Esclerodermia.

Misto do tipo Citoplasmatico pontilhado fino Anticorpo anti rRNP: LES; freqientemente
denso e homogéneo e nucleolar homogéneo relacionado a Psicose Lupica.

Misto do tipo nuclear pontilhado fino com Anticorpo anti-NuMAL:SS; pode ocorrer também
fluorescéncia do aparelho mitético em outras condi¢fes auto-imunes ou

inflamatorias crénicas.

Fonte: Dellavance. et al., 2003.

Quadro 6 - Padrées de FAN nucleolares e relevancias clinicas mais frequentes

PadrBes Nucleolares Relevancia Clinica por Auto-anticorpos

Anticorpo anti-Fibrilarina (U3-nRNP): Esclerose
Sistémica (ES), especialmente com
comprometimento visceral grave , entre eles a
hipertensao pulmonar.

Nucleolar Aglomerado

Anticorpo anti-NOR-90: ES; também descrito em
outras doencas do tecido conjuntivo, porém sem
relevancia clinica definida.

Anticorpos anti-RNA polimerase I: ES de forma
difusa com tendéncia para comprometimento
visceral mais frequiente e grave.

Nucleolar Pontilhado

Anticorpo anti-PM/Scl: Sindrome de
Superposicdo de Polimiosite com Esclerose
Sistémica. Raramente encontrado em casos de
Polimiosite ou Esclerose Sistémica sem
superposicao clinica. Outros auto-anticorpos
mais raros podem apresentar esse padrao.

Nucleolar Homogéneo

Fonte: Dellavance et al., 2003.

De acordo com o 3° Consenso (DELLAVANCE et al.,, 2009), foram
comunicados dois novos padrdes de fluorescéncia por participantes. Varios outros
membros testemunharam ja haver observado esses padrdes. O primeiro trata-se de
um padrdo nuclear pontilhado fino, aproximando-se da textura homogénea, e com
placa metafasica corada da mesma forma. Sua associacdo clinica e identidade
imunoldgica ndo estdo definidas. Sua importancia deriva do fato de que pode ser
facilmente confundido com o padrdo pontilhado fino denso e com o padréo
homogéneo. O segundo trata-se de um padrdo citoplasmatico em forma de

pequenos bastdes (rods) e circulos (rings) que, aparentemente, esta associado a
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infeccdo pelo HCV. Ha estudos em curso por alguns grupos de pesquisa com a
finalidade de estabelecer sua identidade imunologica.

Como ainda n&o estdo definitivamente caracterizados, esses dois novos
padrbes foram considerados preliminares e o 3° Consenso recomendou que 0S
mesmos fossem completamente caracterizados e apresentados na proxima versao
do Consenso. (DELLAVANCE et al., 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

As inflamag@es do figado provocadas pelos virus hepatotropicos atingem
milhBes de pessoas e representam significativos problemas de salde publica em
todo o mundo. No Brasil, a Regido Norte responde por um significativo percentual
dos portadores de hepatite C. Dentre as manifestacdes extra-hepaticas da infeccdo
pelo virus C, as doencas autoimunes tém significativo impacto na evolucao clinica
desses pacientes. A presenca de anticorpo antinticleo é um marcador importante de
autoimunidade e, apesar de existirem trabalhos relatando a pesquisa desse fator em
portadores de virus C, tais estudos ainda ndo foram realizados na nossa regiao,
sobretudo correlacionando-se com o genotipo do virus responséavel pela infeccao,
considerando que o genétipo € um marcador de resposta ao tratamento ou
considerando que pacientes portadores do genétipo 1 ndo respondem

satisfatoriamente ao tratamento instituido pelo protocolo atual.

2.1 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa a ser realizada apresenta relevancia social e ndo perde o
sentido de sua destinagdo socio-humanitaria (justica e equidade).

Este trabalho adequa-se aos principios cientificos que o justificam e
apresenta possibilidade concreta de responder a incertezas tais como: FAN e o
genotipo viral em pacientes com infeccdo pelo virus da hepatite C “estédo
relacionados”.

Segue rigorosamente os procedimentos descritos na Resolucdo 196/96-
CNS/MS (BRASIL, 1996), assegurando a confidenciabilidade e protecdo da
identidade do sujeito da pesquisa, no momento da afericdo dos dados e sua
posterior utilizagao.

Por tratar-se de um estudo que fard somente revisdo de soroteca, 0s

participantes ndo serdo submetidos a riscos de origem organica e/ou quimica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer associacdo entre a presenca de teste de FAN e o gendtipo

viral em pacientes portadores de infeccdo pelo HCV.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Identificar o padrdo de fluorescéncia do FAN em pacientes com diagndstico
laboratorial de infecgéo pelo HCV;
[I. Distribuir a prevaléncia de FAN e o Genotipo viral em pacientes infectados
pelo HCV de acordo com o género e a idade;
[ll. Identificar a prevaléncia de FAN em pacientes infectados pelo HCV e nao
infectados;
IV. Distribuir a prevaléncia de FAN e o Gendtipo viral em pacientes infectados

pelo HCV de acordo com as alteracdes bioguimicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 GRUPOS POPULACIONAIS ESTUDADOS (POPULAGCAO DO ESTUDO)

Foi realizado um estudo transversal analitico no Servico do Nuacleo de
Medicina Tropical da Universidade Federal do Para (NMT/UFPA), utilizando-se
pacientes oriundos da Fundacdo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para
(HEMOPA) e Plano de Assisténcia ao Servidor (PAS/IASEP) com coleta de material
biolégico para reconfirmacéo do diagnostico de hepatite C no periodo de janeiro de
2009 a maio de 2010.

4.1.1 Pacientes com diagnostico laboratorial de Hepatite C

A populacao de estudo consistiu de 51 pacientes admitidos no NMT/UFPA
para reconfirmacao diagnostica, tratamento clinico e acompanhamento ambulatorial
de ambos os géneros e independente da idade, sem exclusédo dos pacientes com a
presenca de patologias associadas a condicdo maior (motivadora da pesquisa),
oriundos da Fundacdo HEMOPA e PAS.

A amostra do grupo foi selecionada a partir da relagdo dos prontuarios
catalogados no laboratério de patologia do NMT/UFPA.

Os dados foram coletados através dos resultados dos exames realizados
no soro de cada paciente. O protocolo de coleta teve enfoque na identificacdo

individual do paciente, bem como a avaliacao clinica dos resultados.

4.1.2 Grupo de néo infectados

Foi utilizado um grupo controle de 100 amostras de soro de individuos
doadores de sangue, com sorologias negativas para: HIV 1 e 2, HTLV 1 e 2, Sifilis,
Doencas de Chagas, Hepatite B e para Hepatite C, procedentes da fundacao
HEMOPA.
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4.2 METODO

4.2.1 Obtencdo do material biol6gico

Foram colhidos em frasco sem anticoagulante 10ml de sangue periférico
dos 51 pacientes participantes da pesquisa. A amostra sanguinea de cada paciente
foi centrifugada, o soro foi separado e colocado em frasco estéril devidamente
identificado, armazenado e resfriado de 2 a 8°C.

Foi realizada no Laboratorio de Patologia Clinica das Doencas Tropicais a
pesquisa sorologica de anticorpos IgG anti-HCV por teste imunoenzimatico (ELISA)
e 0S pacientes que apresentaram positividade tiveram seus resultados confirmados
através de técnicas moleculares (RT-PCR), e com identificagdo do gendtipo viral
(genotipagem).

Foi realizado no Laboratoério de Patologia Clinica Amaral Costa a pesquisa
de FAN dos 51 pacientes selecionados, utilizando as amostras existentes na
soroteca.

4.2.2 Diagndstico sorolégico da hepatite C

Foram empregados testes sorolégicos de ELISA (Ensaio
Imunoenzimatico) de 32 geracao, utilizando-se de kits comerciais (kit ETI-AB-HCVK-
4, DiaSorin, Italia) para deteccdo de anticorpos especificos anti-HCV no soro dos
pacientes.

As tiras (pogos) necessérias para as reacdes foram retiradas da geladeira
com antecedéncia de uma hora e deixadas a temperatura ambiente, e 0os reagentes
homogeneizados rapidamente no vortex.

O primeiro pocgo da placa ficou o branco da reacdo, na sequéncia da
microplaca de ELISA, foi dispensado 200 pL do controle negativo em triplicata (trés
pocos), 200 uL do calibrador em duplicata (dois poc¢os) e 200 pL do controle positivo
em amostra unica (um poco).

Adicionou-se 200 pL do Diluente de Amostra em todos 0s pogcos que
continham as amostras dos pacientes a serem dosadas, na placa de ELISA,

tomando cuidado para ndo contaminar os pocos adjacentes.
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Dispensou-se 50 pL do Diluente do Reagente em todos os pocos de
controles, calibradores e amostras; cobrimos com adesivo para evitar evaporacéo e
contaminagao das amostras; e incubamos a microplaca de ELISA por 45 min a 37°C.

Apés incubacdo, lavou-se cada poco da microplaca de 4 a 5 vezes com
300 pL da Solucao de Lavagem diluida.

Pipetou-se 100 pyL de Conjugado Enzimatico, exceto no poco do branco, e
incubou-se a microplaca de ELISA por 45 min a 37°C. ApOs incubacéo, lavou-se
cada poc¢o da microplaca de 4 a 5 vezes com 300 pL da Solucdo de Lavagem
diluida.

Pipetou-se 100 pL de Cromogeno/Substrato em todos 0s pocos.
Incubamos a microplaca, protegendo-a de luz intensa e direta, a temperatura
ambiente (18-24°C) por 15 min.

Pipetou-se 100 pL de Acido Sulfirico em todos os pocos, para “parar” a
reacao enzimatica e mediu-se a absorbancia da solucao obtida em leitor de ELISA
com filtro de 450 nM.

O teste foi validado de acordo com os valores do controle de qualidade
preconizados pelo fabricante e que devem tanger os valores para o branco da
reacao < 0.100; controle negativo < 0.050, controle positivo = 1.000, e calibrador =
1.100. Para as amostras testadas, os valores reagentes e ndo reagentes para
pesquisa de anticorpos anti-HCV séo interpretados da seguinte maneira: nao
reagentes com valores < 0.9; reagentes com valores = 1.1; e indeterminados entre

os valores 0.9 -1.1.

4.2.3 Deteccado dos acidos nucléicos do virus da hepatite C por biologia

molecular

Nas amostras positivas pela sorologia (ELISA) realizou-se extragdo do
RNA viral presente no soro do paciente, utilizando kit comercial (QIAmp Viral RNA
kit, Quiagen, Alemanha), seguindo a técnica adaptada no Laboratério de Patologia
Clinica das Doencas Tropicais.

Pipetou-se 560 pL de tampéao AVL (lise) contendo RNA em tubo de
centrifuga de 1.5 ml identificado, adicionou-se 140 uL da amostra e homogenizou-se
em vortex por 15s; incubando a temperatura ambiente (15-25°C) por 10 min. Apés

incubacéo, centrifugou-se rapidamente o tubo para remover particulas dispersas.
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Adicionou-se 560 pL de etanol (96-100%) na amostra e homogenizou-se
no vortex por 15s, centrifugando-se rapidamente para remover particulas dispersas.
Depois, cuidadosamente, transferiu-se 630 pL para as colunas devidamente
identificadas, centrifugou-se a 14.000 rpm por 1 min e descartou-se a parte de baixo,
ficando s6 com a coluna para encaixar em outro tubo.

Colocou-se o resto das amostras nas colunas devidas, centrifugou-se a
14.000 rpm por 1 min e descartou-se a parte de baixo, ficando s6 com a coluna para
encaixar em outro tubo. Lavou-se com 500 pL de tamp&o da lavagem (AW1) e
centrifugou-se por 1 min, mantendo-se a coluna e descartando-se a parte de baixo.
Lavou-se com 500 puL de tampédo da lavagem (AW2) e centrifugou-se por 4 min,
mantendo-se a coluna e descartando-se a parte de baixo.

Identificados os tubos para RNA, colocou-se as colunas. Adicionou-se 60
UL de tampédo para eluir (AVE) em cada amostra e centrifugou-se por 1 min,
descartando a coluna e ficando com o tubo. Colocou-se em banho-maria por 10 min
a 65°C, centrifugado rapidamente e colocado no gelo. As amostras extraidas foram
congeladas e armazenadas em freezer a -20°C.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado de acordo com a técnica de
RT-PCR qualitativa, com adaptacdes feitas no Laboratorio de Patologia Clinica das
Doencas Tropicais, da seguinte maneira para o Mix de uma amostra: Tampéo: 12
WL; primer ou iniciador k10: 1pL; primer ou iniciador k11: 1uL; agua ultrapura livre de
DNAse e RNAse: 5 pL; Enzima Taq polymerase One-Step (Invitrogen): 1 uL. O
primer k10 constitui-se da sequéncia GGC GAC ACT CCA CCA TRR e o primer k11
da sequéncia GGT GCA CGG TCT ACG AGA CC.

O volume do mix por amostra é de 20 uL e o volume da amostra (produto
da extracdo) de 5 L, perfazendo um volume total por tubo de 25 pL. As amostras
foram colocadas em termociclador e a reacao é realizada a 42°C por 45 minutos,
temperatura inicial de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos, com
temperatura de desnaturacédo a 94°C por 30 segundos, de anelamento a 54°C por 30
segundos, de extensao a 72°C por 45 segundos e temperatura de extensao final de
72°C por 7 minutos, e um hold de 4°C.

Para visualizagcdo do produto dessa 12 PCR (RT-PCR), € feito um gel de
agarose a 1% (1g de agarose para 100mL de tampéo TEB 1X e 3 pL de brometo de
etidium), que migrou na cuba de eletroforese com 100V, 500A por 60 minutos. Os

resultados foram visualizados através de luz ultravioleta (UV). Os pacientes
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positivos, que apresentarem “banda”’, devem continuar os procedimentos e 0s
negativos, que ndo apresentarem “bandas” deverdo ser liberados como
indetectaveis por este método.

A 22 PCR (RFLP) foi responsavel por fazer a amplificagdo do cDNA,
produto da 12 PCR. Para esta etapa, também com adaptacdes feitas no Laboratorio
de Patologia Clinica das Doencas Tropicais, foram necessarios para o Mix de uma
amostra: Tampé&o 10X: 2,5 pL; DNTP: 4 uL; MgCI2: 1,5 pL; primer ou iniciador k15: 1
uL; primer ou iniciador k16: 1 pL; agua ultrapura livre de DNAse e RNAse: 12,5 pL;
Enzima Taq platinum (Invitrogen): 0,5 pL. O primer k15 constitui-se da sequéncia
ACC ATR RAT CAC TCC CCT GT e o primer k16 da sequéncia CAA GCA CCC TAT
CAG GCA GT.

O volume do mix por amostra foi de 23 pL e o volume da amostra
(produto da 12 PCR) de 2 L, perfazendo um volume total por tubo de 25 uL. As
amostras séo colocadas em termociclador e a reacao se realiza a temperatura inicial
de desnaturacédo a 94°C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos, com temperatura de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, de anelamento a 55°C por 45 segundos, de
extensdo a 72°C por 1 minuto e temperatura de extensdo final de 72°C por 7
minutos, e um hold de 4°C.

O produto da 22 PCR € observado através de um gel de agarose a 1% (1g
de agarose para 100 mL de tampao TEB 1X e 3 uL de brometo de etidium), que
migrou na cuba de eletroforese com 100V, 500A por 60 minutos. Os resultados
foram visualizados através de luz UV (ultravioleta). Os pacientes positivos, que
apresentaram “banda” (fragmento amplificado), se continuou os procedimentos e 0s
negativos, que nao apresentaram “bandas” foram repetidos para o procedimento da
22 PCR.

4.2.4 Determinacdo do gendtipo do virus (genotipagem)

Os pacientes positivos para a 22 PCR foram submetidos a genotipagem
do virus através do método de RFLP, utilizando um par de enzimas de restricéo,
AVA Il e RSA |. Essa técnica também foi adaptada no Laboratério de Patologia
Clinica das Doencgas Tropicais.
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Na determinacdo do gendtipo, cada amostra € utilizada duas vezes,
sendo uma reacao para AVA Il e uma para RSA |, portanto cada amostra teve dois
tubos correspondentes.

Para a preparagcdo do mix de uma amostra para a enzima de restricao
AVA Il (Promega), foram utilizados: Buffer C X 30: 2 pL; agua ultrapura livre de
DNAse e RNAse: 12,5 uL; AVA II: 0,5 pL. Para o mix de uma amostra de RSA |
(Invitrogen), sdo necessarios: React 1 10X: 2 pL; agua ultrapura libre de DNAse e
RNAse: 11 pL; RSA I: 2 pL.

O volume do mix por amostra foi de 15 pL e o volume da amostra
(produto da 22 PCR) de 5 pL, perfazendo um volume total por tubo de 20 pL para
cada frasco correspondente a sua enzima de restricdo. As amostras formao “pares”
de tubos AVA Il e RSA | e séo colocadas em banho-maria a 37°C overnight para
digerir (cortar) os fragmentos.

Para visualizacdo do produto da digestdo (RFLP) e verificacdo dos
genotipos, foi preparado um gel de agarose a 2% (2g de agarose para 100 mL de
tampéo TEB 1X e 3 pL de brometo de etidium), que migrou em cuba de eletroforese
com 100V, 500A por 60 minutos. Os resultados foram visualizados atraves de luz UV
(ultravioleta). Os pacientes positivos apresentam “bandas” (fragmentos) de
tamanhos diferentes. O numero de bandas e sua disposicdo no gel formaram
padrdes de combinac¢des correspondentes a cada genatipo viral.

4.2.5 Técnica da pesquisa de auto-anticorpos antinucleares (FAN) em células
HEp-2

A pesquisa de auto-anticorpo contra antigenos celulares foi realizada no
Laboratério de Patologia Clinica Amaral Costa, pela técnica de imunofluorescéncia
indireta que os identifica através da ligacdo destes auto-anticorpos aos antigenos do
substrato, sendo esta ligacdo revelada pela adicdo de um soro com atividade Anti-
IgG conjugado a fluoresceina.

As amostras foram testadas utilizando-se um conjunto diagndstico
comercial Antinuclear Antibody HEp-2, da Hemagen Diagnostics.

Na primeira fase da reagéo, os soros diluidos 1/40 colocados em contato
com o substrato durante 20 minutos, seguido de lavagem com solucdo salina

tamponada por 10 minutos. Na segunda fase, aplicacou-se a substancia
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fluorescente, sendo o conjugado diluido 1/30, deixando-se por 10 minutos seguida
de nova lavagem de 10 minutos e montagem da lamina com glicerina tamponada.
Em cada lamina foram utilizados controle positivo e controle negativo.
A leitura das laminas foi realizada em microscépio de imunofluorescéncia,
marca Nikon, modelo Eclipse E-200.
Os critérios morfolégicos observados durante a leitura foram:
a) aspecto da matriz nuclear;
b) aspecto do nucléolo;
c) observacdo de todos os estagios de divisdo nuclear;
d) aspecto do fuso mitotico;

e) aspecto do citoplasma.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram estruturados em um banco de dados, no qual
também foram confeccionadas tabelas e graficos para representacdo dos dados.
Posteriormente foram analisados no programa Bioestat 5.0 para a geracdo de
resultados estatisticos que comprovassem a associa¢ao de variaveis pertinentes ao
estudo, considerando o intervalo de confianga (IC) 95% e nivel a 5% (p-valor < 0,05),
isto €, um achado sera considerado estatisticamente significante se valor de “p” for
menor ou igual a 0,05 e sera considerado sem significancia estatistica se esse valor
de “p” for maior que 0,05.

Nas varidveis quantitativas foram realizadas as medidas de tendéncia
central, sendo calculado a média e a mediana com seus respectivos desvios
padrdes. O teste t foi usado para comparar as idades entre as amostras.

O teste do Qui-quadrado e o teste G foram aplicados nas comparacdes de
n amostras independentes, cujas propor¢cdes observadas nas diversas modalidades
estiveram dispostas em tabelas de contigéncia | x ¢, onde se determinou as
proporcdes observadas nas diferentes categorias e se estas tinham alguma

associacao.
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5 RESULTADOS

O Padrédo de FAN em 100% dos 51 pacientes infectados pelo HCV e em
2% dos ndo infectados pelo HCV, ocorreu Citoplasmaético.

Com relacéo a distribuicdo dos pacientes por género, observou-se uma
predominancia do género masculino (66,7%). A faixa etaria predominante foi a de 30
a 50 anos de idade (62,8%), seguida da faixa etaria compreendida entre 51 e 60
anos (19,6%). No que diz respeito a naturalidade, houve uma predominancia de
paraenses em 92,2% da amostra. A maioria dos pacientes incluidos no estudo foi
proveniente da Fundacdo HEMOPA (98%) por se tratarem de candidatos a doacao

de sangue (Tabela 1).

Tabela 1- Distribuicdo dos pacientes, portadores de HCV, segundo as caracteristicas
demogréficas, janeiro 2009 a maio 2010, Belém — Para

Caracteristicas demogréficas n % Teste estatistico
Género
Masculino 34 66.7 Qui-quadrado
Feminino 17 33.3 p =0.0251
Total 51 100.0

Idade (anos)

<30 6 11.8 Qui-quadrado
30a40 16 314 p =0,0094
41 a50 16 314
51 a 60 10 19.6

> 60 3 5.9

Total 51 100.0

Naturalidade

Paraense 47 92.2 Qui-quadrado
Macapaense 1 2.0 p < 0,0001
Maranhense 1 2.0

Pernambucano 1 2.0
Gaucho 1 2.0
Total 51 100.0
Procedéncia Qui-quadrado
HEMOPA 50 98.0 p < 0,0001
IASEP 1 2.0
Total 51 100.0

Fonte: Protocolo da pesquisa.



49

Identificou-se no estudo a predominéncia do gendtipo viral do tipo 1

(88,2%) estando o gendtipo 3 presente em 11,8% dos casos. Em 25,5% dos

pacientes foi observado uma positividade para FAN, sendo que todos apresentaram
0 padréo citoplasmaético (Tabela 2).

Tabela 2 - DistribuicBo dos pacientes, portadores de HCV, conforme os resultados

laboratoriais de FAN citoplasmatico e genotipagem, janeiro 2009 a maio 2010,

Belém — Para
Exames laboratoriais n % Teste estatistico

Gendtipo viral - HCV

Tipo 1 45 88.2 Qui-quadrado
Tipo3 6 11.8 p <0.0001
Total 51 100.0
FAN Qui-quadrado
Positivo (citoplasmatico) 13 25.5 p = 0.0008
Negativo 38 74.5
Total 51 100.0

Fonte: Protocolo da pesquisa.

Observou-se uma baixa positividade para o FAN, tanto no género
masculino (29,4%), quanto no género feminino (17,6%). Nao houve diferenca
estatistica significante entre os géneros e a andlise do FAN (p = 0,5652). Isto é,
independendo do género do paciente, nada se podera inferir se 0 mesmo tera maior

ou menor chance de possuir um FAN positivo ou negativo (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo do FAN citoplasmatico de acordo com o género dos pacientes,
janeiro 2009 a maio 2010, Belém — Para

Género
FAN (citoplasmatico) Masculino Feminino Test(_e}eesstt:ltésitico
N % N %
Positivo 10 29.4 3 17.6
Negativo 24 70.6 14 82.4 p = 0,5652
Total 34 100.0 17 100.0

Fonte: Protocolo da pesquisa.

Dentre os pacientes infectados o gendtipo viral tipo 1 e o tipo 3
predominaram no género masculino, embora ndo havendo diferenca significativa

entre os grupos (p=0,6376).(Tabela 4).
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Tabela 4 - Relacdo da genotipagem de acordo com o0 género dos pacientes, janeiro 2009 a
maio 2010, Belém — Para

Grupos estudados

Teste estatistico

Género Genotipo 1 Genotipo 3 (Teste G)
n % n %
Masculino 29 64.4 5 83.3 p=0,6376
Feminino 16 35.6 1 16.7
Total 45 100.0 6 100.0

Fonte: Protocolo da pesquisa.

Na faixa etaria de 30 a 50 anos foi observada uma maior proporcéo (66,7%)
do gendtipo viral do tipo 3 enquanto que para o gendtipo tipo 1 foi de 62,8%, nao

tendo essa diferenca significancia estatistica (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com o gendtipo viral e faixa etaria - janeiro
2009 a maio 2010, Belém — Para

Grupos estudados

Teste
Idade (anos) Genotipo 1 Genotipo 3 estatistico
n % n % (Teste G)
<30 04 11.8 0 0,0
30 a 40 15 31.4 3 50,0 p = 0,6401
41 a50 15 31.4 1 16,7
51 a 60 08 19.6 2 33,3
> 60 03 5.9 0 0,0
Total 45 100.0 6 100.0

Fonte: Protocolo da pesquisa.

A andlise descritiva das idades dos pacientes demonstrou que a média e
a mediana foi de 43 anos, para aqueles com gendétipo viral tipo 1, no entanto para o
genotipo viral tipo 3 a média foi de 44 e a mediana de 42 anos. Observou-se que a
idade minima dos pacientes com genoétipo viral-HCV do tipo 1 e 3 foi
respectivamente de 20 e 32 anos e a maxima foi de 68 e 57 anos, perfazendo uma
amplitude total de 48 e 25 anos respectivamente. Ndo houve significancia estatistica
entre as idades encontradas nos genoétipos 1 e 3. (Tabela 6 ).

De acordo com o FAN citoplasmatico a idade minima dos pacientes com
FAN positivo e negativo foi respectivamente de 30 e 20 anos e a maxima foi de 53 e
68 anos, perfazendo uma amplitude total de 23 e 48 anos respectivamente. As
idades média e mediana foram, respectivamente, 43,5 e 46 anos nos pacientes com

o FAN positivo e média de 43 anos e mediana de 42 anos nos pacientes com o FAN
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negativo. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as idades

encontradas nos pacientes com FAN positivo e negativo (Tabela 6).

Tabela 6 - Estudo descritivo da idade dos pacientes de acordo com o gendtipo viral e
presenca do FAN citoplasmético, janeiro 2009 a maio 2010, Belém — Para

Genotipo viral - HCV Auto anticorpo
Grupos Estudados Gendtipo 1 Genétipo 3 FAN (+) FAN (-)
IDADE
Tamanho da amostra 45 6 13 38
Idade minima 20 32 30 20
Idade méaxima 68 57 53 68
Amplitude Total 48 25 23 48
Média Aritmética 43 44 43.5 43
Mediana 43 42 46 42
Desvio Padréo 10.7 9.3 7.8 11.3
Teste t p =0,8363 p = 0,8809

Fonte: Protocolo da pesquisa.

Com relacdo aos parametros bioquimicos, em que foram analisados AST,
ALT, AST/ALT, y-GT e fosfatase alcalina, identificou-se uma distribuicdo
semelhantes dos achados entre os pacientes com genotipo viral tipo 1 e 3, néo
atestando significancia estatistica quando realizada as comparagdes entre 0s grupos
(Tabela 7).

Tabela 7- Distribuicdo dos gendétipos dos pacientes de acordo com 0s parametros
bioguimicos, janeiro 2009 a maio 2010, Belém — Para

Genétipo viral - HCV

Teste estatistico

Parametros bioquimicos Genotipo 1 Gendtipo 3 (Teste t)
u = DP u = DP
AST 35.3+21.9 32.8+13.7 p = 0,7907
ALT 37.2+321 28.8+13.6 p =0,5355
AST/ALT 1.2+0.7 1411 p=0,6110
y-GT 40.3 £ 38 30.2+13.8 p =0,2194
Fosfatase alcalina 112.6 +44.3 108.7 + 37.6 p =0,8349

Fonte: Protocolo da pesquisa.

Com relacdo aos parametros bioquimicos de AST, ALT, AST/ALT, y-GT e

fosfatase alcalina identificou-se uma distribuicdo semelhante dos achados entre os
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pacientes com FAN positivo e negativo, ndo sendo observada significancia

estatistica quando realizada as comparacdes entre os grupos de FAN (Tabela 8).

Tabela 8 - Distribuicdo do FAN citoplasméatico dos pacientes de acordo com 0s parametros
bioquimicos, janeiro 2009 a maio 2010, Belém — Para

Auto anticorpos

Teste estatistico

Parametros bioquimicos Positivo Negativo (Teste t)
u+DP u+DP
AST 419238 32.6 £19.7 p=0,1704
ALT 40.8 £ 29 346+31.2 p = 0,5347
AST/ALT 1.3+0.38 1.2+0.7 p=0,5732
y-GT 34+21 40.9 +40 p = 0,4369
Fosfatase alcalina 107.3+34.5 113.8 £46.2 p =0,6431

Fonte: Protocolo da pesquisa.

Na comparacdo entre resultados positivos e negativos do FAN
citoplasmatico observou-se uma maior prevaléncia da negatividade tanto em
pacientes nao infectados (98%) como em pacientes infectados (74,5%) pelo HCV,
sendo essa diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001), o que representa
uma nao associacdo entre positividade de FAN citoplasmatico e infeccdo pelo HCV
(Tabela 9).

Tabela 9 - Distribuicdo do FAN citoplasmatico segundo a presenca ou auséncia de infeccdo
por HCV, janeiro 2009 a maio 2010, Belém — Paré

Pacientes Teste
FAN (citoplasmaético) Infectados N&o infectados estatistico
N % n % (Teste G)
Positivo 13 25,5 2 2
Negativo 38 74,5 98 98 p < 0,0001
Total 51 100.0 100 100.0

Fonte: Protocolo da pesquisa.

Comparando-se os resultados do FAN citoplasmatico entre os genétipos
viras observa-se que o0 resultado negativo € superior ao positivo em ambos 0s
genotipos virais, sendo 71,1% para o gendtipo viral 1 e 100% para o gendtipo viral 3.
No entanto esta diferenca observada ndo é estatisticamente significativa (p=0,2573)
(Tabela 10).
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Tabela 10 - Distribuicdo do FAN de acordo com o gendtipo viral, janeiro 2009 a maio 2010,
Belém — Para

Grupos estudados Teste
FAN Genotipo 1 Genotipo 3 estatistico
(citoplasmatico) N % N % (Teste G)
Positivo 13 28.9 0 0.0 p=0,2573
Negativo 32 71.1 6 100.0
Total 45 100.0 6 100.0

Fonte: Protocolo da pesquisa.
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6 DISCUSSAO

Desde o primeiro marcador sorologico para diagndstico do Lupus
Eritematoso Sistémico (LES), a célula LE descrita por Hargraves (1948), varios
substratos antigénicos foram utilizados para o estudo dos auto-anticorpos, 0s quais
terminaram amplamente substituidos pelas células HEp-2. Estas apresentam
significativas vantagens sobre os demais, pela sua sensibilidade, variedade de
antigenos presentes e pelas facilidades morfologicas para o seu estudo.

O uso da imunofluorescéncia indireta para a visualizacdo dos anticorpos
antinucleares nas células HEp-2 permite o reconhecimento de mais de 30 diferentes
padrdoes de fluorescéncia, como: nucleares, nucleolares, da membrana nuclear, do
aparelho mitético e citoplasmatico, todos sao proporcionados por diferentes auto-
anticorpos.

A partir do 1° Consenso Brasileiro para Padronizacdo dos Laudos de FAN
(HEp-2), os critérios para o preparo, interpretacdo da fluorescéncia e nomenclatura
dos resultados, passaram a ser normatizados. Alguns padrdes de fluorescéncia séo
relativamente inespecificos, outros sdo ocasionados por uma gama restrita de auto-
anticorpos, e outros, ainda, por um unico auto-anticorpo. (DELLAVANCE et al.,
2002), Os virus podem ainda modificar proteinas do hospedeiro, de forma a torna-las
imunogénicas, ativando o sistema imunolégico e causando auto-reacdo (DE
LARANAGA et al., 2000).

Apesar do padrao de fluorescéncia, na maioria das vezes, ndo se pode
identificar o anticorpo presente, ele pode sugerir ao clinico qual o préximo passo a
ser dado na investigacdo da sua especificidade. Os resultados encontrados devem
estar em associacdo com a clinica os padrbes de fluorescéncia e os titulos
alcancados com a diluicédo prévia. (DELLAVANCE et al., 2003).

No presente estudo a analise de 51 pacientes com Infeccao pelo Virus da
Hepatite C, esteve presente o anticorpo-antinuclear (ANA / FAN) em 13 (25.5%) dos
pacientes, e todos eram padrdo citoplasmatico, corroborando com outros estudos
encontrados na literatura como:

Bichara (2009) analisou a prevaléncia de ANA-Hep-2 em 3 grupos de
pacientes infectados pelo virus HIV, com Hanseniase e co-infectados com
Hanseniase / HIV. Ela obteve, respectivamente as seguintes taxas de prevaléncias:

32%, 33,3% e 47,8%. Em todos o0s grupos, neste estudo, houve predominio do
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padrdo citoplasmaético, e o padrédo nuclear s6 foi observado entre os pacientes com
hanseniase (9,1%) e co-infectados (23,7%).

Bichara (2009) analisou a prevaléncia de ANA-Hep-2 em 3 grupos de
pacientes infectados pelo virus da Dengue e virus linfotrépico de células T humanas,
HTLV-1/2 e controle Normais e obteve, respectivamente as seguintes taxas de
prevaléncias: 40%, 40% e 2%. Em todos os grupos houve predominio do padrao
citoplasmatico, e o padrao nuclear foi observado entre os pacientes com dengue
(6,7%) e HTLV 1/2 (13,3%).

Segundo Andrade et al. (2002); Dellavance et al. (2005); Dellavance e
Andrade et al. (2007), o predominio do padrédo de FAN do tipo citoplasmatico indica
que determinados padrdes de fluorescéncia sdo mais especificos de doenca auto-
imune, enquanto outros ocorrem em individuos com enfermidades ndo auto-imunes,
por ser o citoplasma celular rico em proteinas para as quais auto-anticorpos naturais
apresentam afinidade moderada, € comum observar positividade para FAN em
individuos sadios, cujo significado ainda ndo é entendido completamente.

O padréo Citoplasmatico Fibrilar Linear Anticorpo anti-actina que pode ser
encontrado em: Hepatite auto-imune, Cirrose, Hepatite C, Hepatocarcionoma, entre
outros. Quando em titulos baixos ou moderados podem nao ter relevancia clinica
definida. Um resultado positivo pode estar ou ndo associado a uma patologia, assim
como podera ou ndo vir a apresentar uma doenca auto-imune, com o passar do
tempo. (DELLAVANCE et al., 2003). Neste estudo néo foi feito avaliacdo prospectiva
dos resultados, embora todos sejam FAN citoplasmaticos.

Os achados de FAN positivo em populagdes sadias ou sem doencgas auto-
imunes também ja observado por Leser et al. (2004) que em 394 pacientes com
FAN-HEp-2 positivo ndo encontraram nenhum paciente com doenca auto-imune.

Outro exemplo esta no padrdo citoplasmatico de pontos isolados,
estudado por Laurino et al. (2006), presente em individuos sem evidéncia de auto-
imunidade, mas também em individuos com acometimento de doencas auto-imunes
sistémicas e néo-especificas.

Os dados apresentados corroboram com este estudo, em que foi
observado a presenca do auto-anticorpo em 2 (2% ), dos 100 individuos sadios do
grupo controle, todos com padréo citoplasmatico.
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Os virus podem ainda modificar proteinas do hospedeiro, de forma a
torna-las imunogénicas, ativando o sistema imunologico e causando auto-reacéo
(DE LARANAGA et al., 2000).

Nas Infec¢cOes agudas, espera-se que a resposta auto-imune diminua a
medida que os virus séo eliminados. Entretanto, alguns trabalhos sugerem que em
individuos geneticamente susceptiveis, as reacdes auto-imunes possam persistir
apesar do clareamento viral uma vez que o gatilho imunoldgico foi ativado e ndo
houve desativacdo (DE LARANAGA et al., 2000; SAKKAS et al., 2008).

Ramos-Casals et al. (2009) no estudo Doencas Sistémica Auto-Imunes
em Pacientes com Infeccédo pelo (72%) dos pacientes eram do género feminino e
(28%) do masculino,(ANA/ FAN) em 61% dos pacientes, o que se diferem deste
trabalho é que dos 51 pacientes com Infeccdo pelo (66,7%), eram do género
masculino e (33,3%) eram do género feminino, com média de idade de 43,0 (£10,7)
anos, com presenca de anticorpo-antinuclear em 13 (25.5%), com média e mediana,
respectivamente, de 43,5 e 46 anos nos pacientes com o FAN positivo e média de
43 anos e mediana de 42 anos nos pacientes com o FAN negativo.

Alter (1995) em sua pesquisa ndo observou associacdo entre o risco de
infeccdo e as variaveis demograficas designadas por género, idade e raca. Na
referida pesquisa foram estudados 51 pacientes com idade média de 43,0 (+- 10,7)
anos, 34 (66,7%) eram do género masculino e 17 (33,3%) do género feminino, todos
em fase pré-tratamento, assintomaticos, ndo permitindo avaliar os risco da
infeccdo.Segundo Pordeus et al. (2008) a ocorréncia destes auto-anticorpos
indicaria um prognostico desfavoravel. Perperas, Mcfarlane e Mcsorley (1986)
sugeriram que 0s auto-anticorpos poderiam estar envolvidos na progressao ou no
desenvolvimento de hepatites cronicas, possivelmente por um distarbio no controle
da auto-reatividade. Outros estudos questionam a participacdo dos auto-anticorpos
no processo de transicdo para cronicidade das hepatites agudas virais, porém 0s
resultados ndo séo convincentes (SHOENFELD; ROSE, 2004).

Lopez, Seia e Roy (1998) demonstraram a presenca de anticorpo anti-
actina, em baixos titulos, em criancas com hepatite aguda, por curto periodo de
tempo, porém nenhuma associagdo com gravidade da agressdo hepética foi
descrita.

Neste estudo, a presenca dos auto-anticorpos em (25.5%) dos pacientes

com infeccao pelo HCV, ndo puderam ser relacionada com a gravidade da doenca,
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pois este estudo foi realizado em pacientes recém diagnosticados, entdo seria
necessario um acompanhamento destes por um periodo maior de tempo com a
finalidade de concluir esta afirmativa. Apesar da presenca transitéria de auto-
anticorpos ja ter sido descrita em doengas virais comuns a associacdo entre a
presenca de auto-anticorpos e a gravidade das doencas necessita de comprovagao.

Passaleva, Massai e Leoncini (1983) avaliaram 302 pacientes com
hepatites agudas virais e encontraram complexos imunes circulantes (CIC) em
51,6% dos pacientes, com frequéncia significativamente maior em hepatite aguda.
Nenhuma associacdo entre a presenca de imuno-complexos e o nivel de
aminotransferases ou bilirrubina foi encontrada. Segundo Andrade et al. (2002),
Dellavance et al. (2005), Andrade et al. (2007), nos pacientes do estudo, foi feita a
relagdo entre a presenca dos auto-anticorpos e niveis de aminotransferases, e as
elevacbes, nao tiveram significancia, porém houve associacdo do genotipo viral 1.
Nos parametros bioquimicos analisados em relacdo aos gendtipos houve uma
distribuicdo semelhante dos achados entre os pacientes com gendétipo viral tipo 1 e
3, ndo atestando significancia estatistica quando realizada as comparacdes entre 0s
grupos.

Segundo Wilson (1997), trés estudos mostraram correlacdo entre niveis
altos de alanina aminotransferase e atividade histologica da doenca hepatica.
Porém, nos pacientes, considerados individualmente, o valor preditivo dessa
associacao foi baixo, enquanto muitos deles com enzimas normais apresentavam
graves alteracdes histolégicas.

No presente estudo ndo foi observada associacdo entre os niveis de
aminotransferases, e a cronificacdo da hepatite viral, pois nem todos os pacientes do
estudo, apresentavam resultado de bidpsia hepética.

Alter et al. (1999) afirmam que no Brasil predominam os genotipos 1a e 1b
(63%), e 3a (31,3%), em estudo realizado em Goiania, onde foi observada uma
maior prevaléncia do gendétipo 1, seguida do gendtipo 3 em doadores de sangue e
hemofilicos. (DELLAVANCE; ANDRADE et al.,, 2007). Estando esses dados em
acordo com esta pesquisa que com genotipagem do virus da hepatite C que,
identificou o genoétipo 1 em 45 (88.2.%), seguidos pelo gendtipo 3, que foi
identificado em 6 (11,8%) dos pacientes com infeccao pelo HCV.

Em um estudo realizado na Franca, com 13 pacientes lupicas infectadas

pelo virus C, 8 apresentavam o RNA viral, sendo o genétipo 1 presente em cinco
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(62,5%) casos, seguido do gendtipo 3 (37,5%) (PERLEMUTER et al., 2000), dados
gue se assemelham aos do presente estudo, embora o estudo nédo tenha incluido
pacientes com outras infec¢cbes associadas ao HCV. E importante ressaltar que
estudos sobre genotipagem do HCV em individuos com doencas reuméaticas sao
raros.

No presente estudo houve uma freqtiéncia baixa de positividade para o
FAN nos pacientes com gendétipo 1 e gendtipo 3. Nao havendo significancia
estatistica entre os pacientes com genétipo 1 e 3.

E possivel que o predominio do gendtipo 1 nesta popula¢do possa ter
implicacdes clinico-terapéuticas, visto que este gendtipo tem sido associado a menor
resposta a terapia antiviral (BRUNO et al.1997), o que néo foi avaliado neste estudo,
pois apesar de (88.2%), dos pacientes serem gendétipo 1 todos estavam em fase de
reconfirmacéo diagndstica seja pré- tratamento.

Agnello et al. (1998) acreditam que a infeccdo persistente nessa doenca
poderia ser devida a baixa percentagem de replicacdo viral nos hepatécitos. Esses
autores usaram nova técnica de hibridizacdo in situ para detectar VHC RNA, seis
vezes mais especifica do que a do RT-PCR. Concluem que a extensdo da infeccéo
hepatocitica varia inversamente ao indice de atividade histolégica (IAH), ou seja,
guando esta for minima, aquela sera maxima. No entanto, nesses casos, a
concentracdo de VHC nos hepatécitos sera muito baixa. Esses achados levam a
hipotese de que a infeccédo persistente no figado pode ser causada, a0 menos em

parte, por essa mesma baixa replicacao viral (AGMON-LEVIN et al., 2009).
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7 CONCLUSOES

— O padréo dos auto-anticorpos contra antigenos celulares encontrados nos
dois grupos estudados; foi o citoplasmatico,

— A prevaléncia de auto-anticorpos contra antigenos celulares no grupo com
infeccdo pelo VHC foi significativamente maior do que no grupo controle;

— Nos resultados de FAN citoplasméatico h4 uma maior prevaléncia da
negatividade, em pacientes infectados pelo HCV, e néo infectados sendo
essa diferenca estatisticamente significativa, conferindo a ndo associacéo
entre positividade de FAN citoplasmatico e infec¢ao pelo HCV;

— Os resultados negativos do FAN citoplasmatico entre os gendtipos viras €
superior aos positivos em ambos 0s gendtipos virais, entretanto esta diferenca
nao é estatisticamente significativa;

— Houve diferenca entre a prevaléncia de auto-anticorpos contra antigenos
celulares entre o grupo infectado com VHC e o grupo dos néo infectado;

— Na&o houve diferenca entre a prevaléncia de auto-anticorpos contra antigenos
celulares entre o grupo infectado com VHC e o grupo dos néo infectado, com
relacéo ao género, onde predominou o0 género masculino, nos dois grupos;

— E possivel que o predominio do gendtipo 1 nesta populacdo possa ter
implicacdes clinico-terapéuticas, visto que este gendtipo tem sido associado a
menor resposta a terapia antiviral, o que nédo foi avaliado neste estudo, pois
0S pacientes estavam em fase pré tratamento, sugerindo que estes pacientes
sejam avaliados futuramente;

— A formacgdo dos auto-anticorpos parece ser mais uma consequéncia do que
uma causa da agressao hepatica;

— A negatividade do FAN — Hep 2 foi maior que a positividade, mas todos os
FAN positivos pertenciam ao genotipo viral tipo 1 nos pacientes infectados
pelo HCV;

— Nesta pesquisa os resultados de PCR, o RNA-HCV de reconfirmacao foi
positivo para o anti-HCV em todos os soros analisados, mostrando, assim,
que estes pacientes eram portadores de infec¢cdo por virus C, ou seja, ndo
houve falso positivo anteriormente, porém todos eram assintomaticos

dificultando a concluséo de ser ou ndo uma infecgéo persistente.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado para fazer parte de uma pesquisa, que esta sendo desenvolvida pela
Universidade Federal do Pard, no Nucleo de Medicina Tropical intitulada, AUTOANTICORPOS
CONTRA ANTIGENOS CELULARES E SUA CORRELAGCAO COM O GENOTIPO VIRAL EM
PACIENTES COM INFECCAO PELO VIRUS DA HEPATITE C (HCV).

O Objetivo da pesquisa € fazer uma correlacdo do anticorpo antinicleo (FAN) e o gendtipo viral em
pacientes com hepatite C e o estdgio da doenca hepética a partir da histologia, sempre que
permitidos, e correlacionar ao diagnéstico.

Caso vocé participe da pesquisa sera necessario que forneca uma amostra de sangue (2ml)

O Unico inconveniente que vocé podera experimentar é a dor provocada pela agulha na hora da coleta
de sangue, bem como pequenos hematomas que possam vir a ocorrer, € que ndo causam danos;

Essa pesquisa ndo oferece riscos; as praticas sdao de uso rotineiro e serdo utilizados materiais
esterilizados e descartaveis, como agulhas, seringas, etc.

Esta garantido a vocé todas as informacgBes que vocé queira, antes, durante e depois da pesquisa;

A sua participacdo neste estudo € voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar participar da pesquisa a
qualquer momento

As informacdes relacionadas a pesquisa poderdo ser inspecionadas pelos pesquisadores que
executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informacéo for divulgada em
relatdrio, publicacdo ou qualquer outro meio, isto seré feito de forma codificada, para manter o carater
confidencial;

Todas as despesas necessarias para a realizagdo do estudo nédo séo de sua responsabilidade, assim
como a sua participacdo na pesquisa na sera remunerada, (vocé ndo recebera qualquer valor em
dinheiro);

Quando os resultados forem divulgados, ndo aparecera seu nome e sim um codigo.

Assinatura do Pesquisador Responséavel
Nome:Ana Maria Almeida Souza
End:Rodovia Mario Covas, 1426 —
Cond. Green Garden, casa 41
Fone:(91) 32352665 / 81197217
Reg.Conselho:CRM 1508
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APENDICE B - CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacbes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido sobre o conteldo da mesma, assim como seus riscos e
beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa

cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, 1

Assinatura do sujeito da pesquisa ou do

responsavel
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PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANQS

1. Protocolo: N°050/2009-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: CORRELACAO DO ANTICORPO ANTINUCLEO(FAN) E O
GENOTIPO VIRAL EM PACIENTES COM HEPATITE C.

)

FPARECER

Pesquisador Responsével: Ana Maria Aimeida Souza.
Instituicdo / Unidade: NMT/UFPA.

Data de Entrada: 1°/12/2009.

Data do Parecer: 07/04/2010.

G Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o profocolo em tela

e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugdo 196/96-CNS/MS.
Portanto, manifesta-se pela sua aprovacéo.

Parecer: APROVADO.

14
/
Prof® Tejicl! Olkawa
Coordenador do %—NMTIUFPA.

*
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