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RESUMO

Pacientes com doenca renal cronica tem alto risco de adquirir o virus da hepatite C
(VHC). A prevaléncia de hepatite C em unidades de hemodialise é elevada. O estudo teve por
objetivo avaliar a presenca do VHC e seus diferentes gendtipos em portadores de doenca renal
crbnica que realizaram hemodialise em Belém e regido metropolitana, no Estado do Para,
Brasil, determinando a prevaléncia do virus, gendtipos e as caracteristicas epidemioldgicas
dos portadores da doenca renal cronica. Foi realizado um estudo transversal, em sete unidades
de hemodialise das cidades de Belém e regido metropolitana, no periodo de outubro de 2011 a
abril de 2012. Foi aplicado um questionario com dados sociais, epidemioldgicos e sobre a
presenca de fatores de risco para hepatites virais. Material biologico foi coletado dos
pacientes para os exames ELISA e PCR VHC. Os pacientes com presenca de RNA viral
foram avaliados quanto aos genotipos. A prevaléncia dos anticorpos para VHC entre 0s
individuos estudados foi de 8,4%, enquanto 5,4% apresentaram RNA viral, com 0,1% entre 0s
ndo reagentes. O genotipo 1 foi o mais prevalente, com 86,1%, seguido do tipo 2, com 11,6%.
O tipo 3 teve somente 2,3%. A analise epidemiolégica mostrou predominio do sexo
masculino, faixa etéria de 49 anos, casados ou em unido estavel, com baixo nivel de
escolaridade e renda familiar de até 2 salarios minimos. A principal causa da doenca renal
crénica foi o diabetes mellitus (34,4%), sequida de glomerulonefrites (18,6%) e hipertensédo
arterial (17,1%). O tempo de hemodidlise foi significativamente importante fator de risco para
aquisicdo do VHC (p=0,012), com a maioria dos portadores do VHC que adquiriram a doenca
durante hemodialise estava acima de 5 anos de tratamento (p= 0,0001). Outro fator de risco
associado ao VHC foi transplante de érgdo prévio. Conclui-se que, em Belém e regido
metropolitana, a prevaléncia de VHC em hemodialise foi elevada e o genétipo mais frequente
é 0 mesmo da populacéo geral no norte do Brasil.

Palavras-chaves: Hepatite C, Gendtipos, Hemodialise, Doencas Renais



ABSTRACT

Patients with chronic kidney disease are at high risk of acquiring hepatitis C virus
(HCV). The prevalence of hepatitis C in hemodialysis units is high. The study aimed to assess
the presence of HCV and its different genotypes in patients with chronic kidney disease who
underwent hemodialysis in Belém and metropolitan area in the state of Pard, Brazil,
determining the prevalence of the virus genotypes and epidemiological characteristics of
patients with chronic kidney disease. We conducted cross-sectional study, hemodialysis units
in seven cities of Belém and metropolitan area in the period from October 2011 to April 2012.
A questionnaire was applied to social data, epidemiological and on the presence of risk factors
for viral hepatitis. Biological material was collected from the patients for HCV PCR and
ELISA tests. Patients with the presence of viral RNA were evaluated for genotypes. The
prevalence of antibodies to HCV between the groups was 8.4%, while 5.4% had viral RNA,
with 0.1% among those who were negative. Genotype 1 was the most prevalent, with 86.1%,
followed by type 2, with 11.6%. The type 3 was only 2.3%. Whereas epidemiological analysis
showed male predominance, age 49, married or in a stable, low education level and family
income of up to two minimum wages. The main cause of CKD was diabetes mellitus (34.4%),
followed by glomerulonephritis (18.6%) and hypertension (17.1%). The duration of
hemodialysis was significantly important risk factor for acquiring HCV (p = 0.012), with the
majority of HCV patients who acquired the disease during hemodialysis were above 5 years
of treatment (p = 0.0001). Another risk factor associated with HCV was prior organ
transplant. We conclude that, in Belém and the metropolitan area, the prevalence of HCV in
hemodialysis was high and the most frequent genotype is the same as the general population

in northern Brazil.

Keywords: Hepatitis C, Genotypes, Hemodialysis, Kidney diseases
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1 INTRODUCAO

Pacientes com Doenga Renal Cronica (DRC) em diélise tem alto risco de adquirir o
virus da Hepatite C (VHC), tendo como fatores mais importantes o tempo de dialise e a
modalidade (OLIVEIRA et al., 2009).

A prevaléncia do VHC nas unidades de hemodialise € alta, 5,8% (SESSO et al., 2011),
com variagdes regides e locais de 7,6 a 63% (OLIVEIRA et al.,, 2009). A maioria dos
soropositivos apresenta viremia e tem risco elevado de progressdo para a cronicidade, com
aumento das taxas de cirrose e carcinoma hepatocelular. Frequentemente cursa sem sintomas,
com marcadores virais inconclusivos e por vezes tendo que se usar a bidpsia hepatica como
meio de diagnostico da infeccdo (OLIVEIRA et al, 2009; CAMPOS E SILICIANO, 2010).

Foi observada uma maior associacdo com mortalidade por todas as causas e por
doencas cardiovasculares em todos 0s pacientes renais cronicos em hemodidlise com anti-
VHC soropositivo, que naqueles anti-VHC negativo (KALANTAR-ZADETH et al., 2007;
PERICO et al., 2009).

A hemodiélise tem potencial risco de transmissdo da infeccdo. A transmissdo
nosocomial é relevante entre pacientes em hemodidlise, através de pungdes frequentes e
compartilhamento de equipamentos. Profissionais de saude também tém risco de
contaminagéo ambiental (MORALEZ E CAMPISTOL, 2000; OLIVEIRA et al., 2009).

O periodo de incubacdo da infeccdo pelo VHC € longo, em média 3 a 12 semanas, e 0s
anticorpos surgem somente 4 a 20 semanas ap0s o contagio. As formas anictéricas e a alanina
aminotransaminases (ALT) sdo frequentemente normais. Sem o conhecimento da infecgéo,
pode haver intensa transmissdo parenteral nesse periodo; o melhor marcador de deteccédo
precoce do virus é a determina¢do do RNA-VHC (STRAUSS, 2001).

Os exames para triagem de hepatite C nas unidades de hemodialise, segundo protocolo
do Ministério da Saude no Brasil, incluem o teste sorolégico anti-VHC semestralmente ou na
elevacdo de ALT, que deve ser realizada mensalmente (BRASIL, 2004). Existem variacOes de
0,8 a 2,3% de resultados falso-negativos para o anti-VHC, enquanto os testes de biologia
molecular permitem identificar o VHC em imunodeprimido em até trés semanas, sendo
importante para detectar viremia nesses pacientes (OLIVEIRA et al. 2009).

As consequéncias clinicas da infecgdo viral em pacientes com DRC em hemodiélise sdo
especialmente relevantes apds o transplante renal. Nao existe contraindicacdo para transplante
renal em portadores cronicos de hepatite B e C, entretanto, a evolugéo clinica da hepatopatia e

a sobrevida do enxerto sdo piores que nos ndo infectados. A imunossupressédo acelera a
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infeccdo, com aumento da replicacdo viral e progressdo mais répida da doenca hepética
(DESCAMPS-LATSCHA et al., 1999; GONCALVES et al., 2006).

Alguns estudos brasileiros tém mostrado a prevaléncia do virus e dos genotipos em
unidades de hemodialise, nas diversas regides do pais (KARHOL et al., 1995; LAZARINI et
al., 2000; MEDEIROS et al., 2004; FARAH et al., 2007; AMORIM et al., 2010). O
conhecimento sobre a transmissdo nosocomial nas unidades de hemodialise foi permitido com
0 uso dos testes de genotipagem, que identificaram semelhangas entre as sequéncias de
isolados de pacientes contaminados (FUROSYO et al., 2004; AMORIM et al., 2010).

Medidas de precaucdo universal de prevencéo de infeccdo implantadas nas unidades de
hemodialise foram fundamentais no controle ambiental da transmissdo do virus da hepatite C
(VHC) em hemodialise, mas as taxas de prevaléncia continuam muito acima das observadas
na populagéo geral (CARNEIRO et al., 2005; KARKAR et al., 2006).

Estudos para detectar o VHC na populagdo de portadores de DRC em hemodidlise e
identificar as caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e bioldgicas especificas nesse grupo
poderdo contribuir para 0 manejo da infeccao, diagnostico e tratamento precoce e controle das
complicacdes, além de permitir o controle de disseminacdo da doenca nas unidades. O uso de
técnicas mais apuradas permite a deteccdo precoce, mesmo com niveis baixos de viremia,
principalmente em pacientes assintomaticos e com exames sorolégicos e aminotransaminases

normais.



17

2 JUSTIFICATIVA

Aproximadamente 130 milhGes de pessoas foram infectadas com o VHC no mundo
todo, sendo que a maioria € assintomatica e importante fonte de transmissdo da doenca. Os
portadores cronicos tém alto risco de desenvolver doenca hepética cronica, cirrose e
hepatocarcinoma (ALTER, 2007).

A hepatite C é a principal causa de doenca hepatica crbnica em pacientes em
hemodialise. A prevaléncia do virus varia muito, de acordo com a regido geografica e as
unidades de hemodialise. Em alguns casos, os testes para detec¢do de anticorpos apresentam
falso negativos, o que contribui para transmissdo. Para esses pacientes sdo recomendados oS
testes de biologia molecular, a fim de identificar o RNA viral (SILVA et al., 2006).

Alguns estudos apontaram para a relagéo entre os aspectos clinicos da doenga hepética,
resposta ao tratamento e gendtipo, o que desperta o interesse em identificagdo dos tipos em
grupos de risco nas diferentes regides do Brasil (SILVA et al., 2006).

Com relacdo & hemodialise, as rotas de transmissdo apontam para a grande influéncia
do ambiente na disseminagdo do virus. Compartilhamento de méaquinas e equipamentos,
pouco conhecimento e comprometimento da equipe de saude sdo os vildes dessas taxas
expressivas (AGARWAL, 2011). A biologia molecular teve papel importante na identificacao
desses fatores, ao observar o0 RNA viral e caracterizar os genotipos e subtipos presentes no
ambiente.

No Par, é o primeiro estudo extenso de identificacdo de gendtipos e caracterizacdo de
sua presenca nos diversos servigcos que atendem pacientes em terapia substitutiva renal no
Estado. O estudo é importante para verificar a prevaléncia da hepatite C e seus gendtipos
nesse grupo, a fim de entender os padrbes de infeccdo que ocorrem nas unidades de
hemodialise da regido.

Os resultados terdo impacto epidemioldgico na transmissdo da doenca nas unidades de
hemodialise, porque permitirdo melhorias no controle da infec¢do, principalmente nos
servicos mais afetados, corrigir falhas nas medidas de prevencgéo e diminuir a prevaléncia da

doenca nessa populacédo, além de servir como base de dados sobre o tema.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 BIOLOGIA DO VIRUS DA HEPATITE C

3.1.1 Consideragdes gerais

O virus da Hepatite C (VHC) foi identificado em 1989, por Choo e colaboradores,
quando foi responsabilizado por aproximadamente 90% das hepatites pds-transfusionais néo-
A, ndo-B (BARONE, 2010). A sequéncia de nucleotideos s6 foi possivel devido técnica de
clonagem de DNA (CHOO et al., 1992: KATO, 2001).

A caracterizacdo do genoma mostrou que o VHC é um membro do género Hepacivirus,
da familia Flaviviridae, na qual também estdo incluidos o virus da dengue, da febre amarela e
pestivirus (MORADPOUR et al., 2007; SUZUKY et al., 2007).

Embora tenha algumas semelhangas na sua estrutura molecular com flavivirus e
pestivirus, o VHC tem natureza incomum aos outros virus, com muitas diferengas na sua
organizacdo genémica e grande diversidade genética. Diferente do grupo dos virus de RNA, o
VHC é capaz de manter infecgdo persistente na maioria dos individuos infectados (CHOO et
al., 1992; SIMMONDS, 2004; SUZUKY et al., 2007).

3.1.2 Caracteristicas morfoldgicas do virus da hepatite C

3.1.2.1 Estrutura e organizacdo gendmica

O VHC (Figura 1) consiste em um envelope composto de duas camadas lipidicas,
constituido de RNA de fita simples de polaridade positiva, medindo aproximadamente 50 nm
de didmetro (KATO, 2001; GOMES E NIEL, 2008; NOORALI et al., 2011). O genoma
(Figura 2) tem uma longa matriz de leitura aberta (ORF - open reading frame) constituido de
aproximadamente 9500 nucleotideos (nt), que codificam uma poliproteina de cerca de 3000
aminoacidos (BARTENSCHLAGER E LOHMANN, 2000; SIMMONDS, 2004; SUZUKY et
al., 2007; TANG E GRISE, 2009).

A proteina precursora do VHC é processada co- e pos-traducionalmente por protease
celular e viral codificada para produzir as proteinas estruturais e nao estruturais (ASHFAQ et
al., 2011; NOORALI et al., 2011).
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Em cada extremidade do genoma, distinguem-se duas regides nao traduzidas (RNT) 5’
e 3’, altamente estruturadas e importantes sitios de controle da transcricdo e traducdo
(GOMES E NIEL, 2008; VISO E VASCONCELOS, 2010). Partindo da RNT 5’ estdo as
proteinas estruturais do core(C) ou proteina do capsideo e proteinas do envelope E1 e E2, esta
com duas regides hipervariaveis — HVR 1 e 2, e a regido p7. (MORADPOUR et al., 2007;
TIMM E ROGGEENDORF, 2007; GOMES E NIEL, 2008; CRAWFORD E LIU, 2010). Nas
proximidades de RNT 3’ sdo observadas as proteinas ndo estruturais (NS): NS2, NS3,
NS4A/B, NS5A e NS5B, estas ultimas responsaveis pela replicagdo viral. (GOMES E NIEL,
2008, VISO E VASCONCELOQOS, 2010).

- pratainas do envalopa

. proteinas do capsidio

- RMAviral

Figura 1. Virus da hepatite C, com 50 nm de didmetro.
Fonte: STRAUSS, 2001

Recentemente, foi adicionada a estrutura, uma proteina codificada por uma fase de
leitura alternativa no core, chamada proteina F ou ARFP (alternative Reading frame protein),
com 160 residuos de aminodcidos, cuja funcdo é desconhecida (TIMM E ROGGEENDORF,
2007; POLYAK E MELO, 2010; NOORALLI et al., 2011). Embora seja uma proteina com
funcdo desconhecida, anticorpos contra a proteina F foram detectados durante infeccdo pelo
VHC (NOORALI et al., 2011).

A RNT 5’ tem aproximadamente 341 nt de comprimento, produzindo 04 (quatro)
dominios altamente estruturados, nomeados de | a IV, que contém um sitio interno para

entrada ribossomal (IRES), essencial para a tradugdo cap-independente do RNA viral
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(SIMMONDS, 2004; SUZUKY et al., 2007; POLIAK E MELO, 2010; NOORALI et al.,
2011). Acredita-se que a RNT 5’ possua elementos determinantes da traducdo viral, como o
cis-acting (SIMMONDS, 2004; SUZUKY et al., 2007). E a regido mais conservada do
genoma entre as cepas virais (NOORALI et al, 2011).

A RNT 3’ com comprimento de 200 a 235 nt possui uma pequena regido variavel de 80
nt, a sequéncia poli U/polipirimidinas e uma sequéncia invariavel, com 98 nt, conhecida como
X-tail, esta altamente conservada entre os gendétipos, e ambas as regides tendo importante
papel na replicacéo viral. (SUZUKY et al., 2007; POLYAK E MELO, 2010).

Protease

5 RNT ¢ -
27 helizase RNA polimerase

Figura 2: Representagdo da glicoproteina codificada do genoma do virus da hepatite C.
Fonte: Adaptado de CRAWFORD & LIU, 2010.

3.1.2.2 Proteinas virais

Core (C) é uma proteina ligante do RNA, presumivelmente formadora do
nucleocapsideo viral. Sua sequéncia de aminoacidos (191 aa.) é altamente conservada entre as
diferentes cepas de VHC. Provavelmente essa proteina & fundamental na replicagéo,
maturacdo e patogénese do VHC, estando envolvida na formagdo do virion, em fungdes
regulatérias como a modulagdo da sinalizacdo de vias, na expressdo génica viral e celular, na
transformacdo celular, na apoptose e no metabolismo lipidico viral. Em ratos transgénicos
induz carcinoma hepatocelular (SUZUKY et al., 2007; POLYAK E MELO, 2010; NOORALI
et al, 2011)

As duas proteinas do envelope, E1 e E2, representam importante papel na entrada do
virus na célula do hospedeiro (SUZUKY et al., 2007; ASHFAQ et al., 2011). E1 serve como
subunidade fusogénica e E2 age como receptor ligante do envelope do VHC. As duas regides
hipervaridveis de E2, HVR 1 e HVR 2, estdo em constante selecdo por provavel mutacéo, por
isso sdo alvos de anticorpos neutralizantes. Estudos mostraram alta heterogeneidade genética
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de HVR 1, que pode permitir que o VHC escape do sistema imune do hospedeiro e estabeleca
infeccdo cronica (ASHFAQ et al., 2011).

A p7 é um pequeno polipeptideo de 63 aminoécidos com fungdes pouco elucidadas, que
separa as proteinas estruturais das proteinas ndo estruturais. Foi observado que sdo essenciais
para produzir virions infecciosos in vivo. Pode pertencer a uma pequena familia de proteinas,
as viroporinas, que aumentam a permeabilidade da membrana, o que explicaria sua funcéo de
canal ibnico (SUZUKY et al., 2007; NOORALI et al., 2011).

A proteina NS2 é uma proteina transmembrana, com 96 residuos N-terminal altamente
hidrofébico formando 3-4 hélices transmembranas responsaveis pela insercdo viral no reticulo
endoplasmatico (RE). Apresenta atividade de protease zinco-dependente, junto com o
dominio amino-terminal da NS3, formando protease NS2-3, que cliva o sitio entre as duas
proteinas. A protease NS2-3 é essencial para replicacdo in vivo (POLYAK E MELO, 2010,
NOORALI et al., 2011).

NS3-NS4A ¢é um complexo molecular bifuncional, essencial para a replicagdo viral,
responsavel pela clivagem das demais proteinas ndo estruturais. NS3 é uma proteina
hidrofobica de 54 aa. com atividade serino-protease e helicase/NTPase. E sugerido que a
atividade enzimatica da NTPase/helicase da NS3 é desenrolar RNA intermediarios dupla fita
replicados, eliminando estruturas secundarias no RNA ou separando o genoma das proteinas
ligantes de &cidos nucléicos (SUZUKY et al., 2007; POLYAK E MELO, 2010).

NS4A é uma proteina integral de membrana, com papel essencial na formacdo do
complexo de replicacdo viral, atuando como estrutura de fixagdo na membrana do RE
(POLYAK E MELO, 2010). A regido central da NS4A age como cofator de atividade NS3
protease, que facilita sua estabilizacdo e localizagdo na membrana do RE (NOORALI et al.,
2011).

A protease NS3-NS4 é essencial para o ciclo de vida do VHC, sendo um dos mais
importantes alvos da terapéutica antiviral. In vitro antagoniza o mediador da indugdo do
interferon na resposta a infeccdo viral. O virus C pode utilizar a protease NS3-NS4 para
contornar a resposta imunoldgica inata a infeccdo (NOORALI et al., 2011).

NS4B é uma proteina com funcdo de fixacdo do complexo de replicacdo viral ao RE,
tendo também propriedade de inibi¢do da sintese celular, modulagdo da atividade do NS5B
RdRp, transformacdo de células NIH3T3 e inducdo da interleucina 8 (TIMM E
ROGGEENDORF, 2007; POLYAK E MELO, 2010; NOORALI et al., 2011). Tem papel
importante na formagdo da membrana e se pressupde que sirva de esqueleto na montagem do
complexo de replicagéo (TIMM E ROGGEENDOREF, 2007).
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NS5A €é uma zinco-melatoproteina fosforilada, com papel pouco esclarecido,
provavelmente na replicacdo viral e regulacédo das vias celulares (TIMM E ROGGEENDORF,
2007; POLIAK E MELO, 2010; NOORALI et al., 2011). NS5B é uma proteina com uma
sequéncia de RNA-dependente RNA polimerase (RdRp), enzima-chave da replicagéo viral,
que promove a sintese de novos genomas de RNA. E importante alvo para o desenvolvimento
de drogas antivirais (SUZUKY et al., 2007; POLYAK E MELO, 2010, NOORALI et al,,
2011).

3.1.3 O Ciclo de vida do virus da hepatite C

O ciclo de vida do VHC (Figura 3) inicia com a entrada do virus na célula do
hospedeiro, e segue com liberacdo do genoma viral, tradugdo das proteinas virais, replicacdo
do genoma viral, montagem dos componentes virais e liberagdo do virion (CHEVALIEZ E
PAWLOTSKY, 2007; POLYAK E MELO, 2010).
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Figura 3. Ciclo de vida do VHC.
Fonte: POLIAK, S. J. In ARAUJO, E, S, A, 2010.
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O VHC entra no hospedeiro, localizando-se no hepatdcito e em outras células sensiveis.
O virus é hepatotropico e o figado € o principal sitio de replicacio (TANG E GRISE, 2009;
VISO E VASCONCELOS, 2010). O RNA do VHC pode se replicar também nos linfocitos B,
células dendriticas e células mononucleares do sangue periférico (VISO E VASCONCELOS,
2010).

Na entrada da célula do hospedeiro existem receptores para 0 VHC como o CD81 e 0
receptor de lipoproteinas de baixa densidade (LDLR, receptor low-density lipoprotein). Apos
a entrada, a particula perde o envelope e libera 0 genoma no citoplasma para iniciar a traducao
e a replicacdo (TANG E GRISE, 2009; POLIAK E MELO, 2010; VISO E VASCONCELOS,
2010; ASHFAQ et al., 2011; NOORALI et al., 2011).

A traducéo comeca pela ligagdo da RNT 5’ao ribossoma, que ocorre no RE, seguido da
producdo de uma poliproteina clivada por protease viral e celular, para formar as proteinas
estruturais e ndo estruturais. Na transcricdo do genoma viral, a fita positiva de RNA serve de
molde para formar uma fita negativa, intermediaria no processo de replicacdo e é sintetizada
pelo NS5B RNA-dependente RNA polimerase. A fita negativa vai servir de molde para a
sintese de varias fitas de polaridade positiva (POLIAK E MELO, 2010; ASHFAQ et al.,
2011).

Na fase final do ciclo, a particula viral é montada e o virion liberado. Pouco é
conhecido sobre esse processo. Foi sugerido que a montagem do virion é iniciada pela
interacdo da proteina core com 0 RNA genémico. Uma vez formado o nucleocapsideo no
citoplasma, as particulas sdo liberadas através da célula por via secretéria (SUZUKY et al.,
2009; POLIAK E MELO, 2010; NOORALI et al., 2011). O processo infeccioso pelo VHC é
altamente dinamico, com um ciclo de vida que ocorre em poucas horas, com producéo e
clearence estimado de 10*? virions por dia (MORADPOUR et al., 2007; ASHFAQ et al.,
2011).

3.1.4 Genotipos e variabilidade genética do virus da hepatite C

Seis tipos de gendtipos do VHC (Figura 4) foram caracterizados pela andlise
filogenética de sequéncias genémicas, designados de 1 a 6, tendo sido identificado inimeros
subtipos (1a, 1b, 2a, 2b...) (GOMES E NIEL, 2008; ARAUJO et al., 2011). Os gendtipos do
VHC diferem na sequéncia dos nt de 31-34% e na sequéncia de aminoéacidos de
aproximadamente 30% (MORADPOUR et al., 2007; SUZUKY et al., 2007). As sequéncias
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de aminodcidos de E2, regido muito varidvel, podem variar em até 51% (BUSEK E
OLIVEIRA, 2003).

A maior variabilidade genética esta concentrada nas proteinas E1 e E2. Em E2, HVR1
tem elevada diversidade, que resulta da grande resposta imune local por anticorpos
especificos virais (TIMM E ROGGEENDORF, 2007; IRSHAD et al., 2010). Enquanto que a
mais conservada é a RNT 5’, onde estruturas secundarias de RNA e sequéncias especificas
séo requisitadas para a traducdo e replicacdo viral (SIMMONDS, 2004).
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Figura 4. Arvore filogenética do genoma completo do VHC, representando os 6 gendtipos (1 a 6) e
seus subtipos (representados pelas letras). Fonte: Timm e Roggeendorf, 2007.

Possiveis mutagdes em uma mesma posicdo do genoma podem ser geradas em um
hospedeiro infectado. As variagdes do VHC dentro do genoma e seus subgrupos, por
replicacdo imperfeita do virus, leva ao surgimento de pequenas e constantes mutacdes,
designadas quasispecies (MORADPOUR et al., 2007; SUZUKY et al.,, 2007; TIMM E
ROGGEENDOREF, 2007; GOMES E NIEL, 2008).

A andlise clonal de HV1 mostrou que a populagdo viral de um mesmo individuo é
altamente varidvel, entretanto, as sequéncias gendmicas permanecem filogeneticamente

relacionadas. As quasispecies podem ter papel importante no evento de transmisséo.



25

Dependendo da rota, 0 numero de cdpias de RNA pode esta limitado e ndo expor a verdadeira
complexidade da diversidade do doador. Esse fendmeno foi descrito na infeccdo por
transmissdo sexual e em chipanzés (TIMM E ROGGEENDOREF, 2007).

As quasispecies estdo relacionadas a diversidade clinica da infeccdo pelo VHC, a
incapacidade de eliminacdo viral, a resisténcia as drogas e a impossibilidade do
desenvolvimento de vacina contra o virus (MORALEZ E CAMPISTOL, 2000; STRAUSS,
2001; GOMES E NIEL, 2008; NOORALI et al., 2011).

A identificacdo dos genotipos é importante para caracterizacdo clinica e epidemiolégica
da doenca. A severidade e progressdo diferem entre as cepas. A eficiéncia da resposta ao
interferon também depende do tipo de genotipo. Gendtipos 2 e 3 tém melhor resposta que o
genodtipo 1. O tipo 4 também tem baixa resposta ao interferon, que como o tipo 1 deve ter
tempo prolongado de tratamento. Esta bem definida a influéncia da distribuicdo mundial e das
rotas de transmissdo dos diversos genotipos (SIMMONDS, 2004; GONZAGA et al., 2008;
CAVALHEIRO, 2010; IRSHAD et al., 2010, ARAUJO et al., 2011).

3.2 EPIDEMIOLOGIA DO VIRUS DA HEPATITE C

3.2.1 Transmissao do virus da hepatite C

A principal forma de contaminacdo pelo VHC é a via parenteral. Até 1992 ocorria
predominantemente por transfusdes sanguineas e de hemoderivados. Depois do controle
rigoroso de VHC nas doagGes sanguineas, transfusdo como via de contaminacgéo foi reduzida
consideravelmente (KRUG et al., 2002; CHEN E MORGAN, 2006). Estima-se que 0 risco
anual de infeccdo pelo VHC nos Estados Unidos apds transfusao, seja de um em cada 130.000
individuos (KRUG et al., 2002).

Apo6s o uso de medidas eficazes de controle nos bancos de sangue, predominaram
outros meios de transmissdo parenteral, principalmente por uso de agulhas e seringas
contaminadas por usuarios de drogas (MORALEZ E CAMPISTOL, 2000; STRAUSS, 2001;
KRUG et al., 2002; TENGAM E FOCACCIA, 2010). Hepatite C foi observada em 60% de
usuarios de drogas nos Estados Unidos (KRUG et al., 2002). A inalagdo de drogas é outra
forma de contaminacéo entre os usuarios (TENGAM E FOCACCIA, 2010).

Outras formas de transmissdes parenterais observadas sdo procedimentos médicos
invasivos, odontoldgicos, acupuntura e tatuagem, além de outros meios compartilhados que

possam servir de veiculo transmissor de uma pessoa a outra (alicate de unha, lamina de
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barbeiro e escova de dente) (MORALEZ E CAMPISTOL, 2000; KRUG et al., 2002,
TENGAM E FOCACCIA, 2010).

As formas ndo parenterais de transmissdo sdo a materno-fetal e a sexual. A transmissao
de mée para filho tem pouco risco e parece ndo haver diferenca geografica ou temporal na sua
frequéncia. A transmissdo esta associada a presenca de RNA viral na gestante por ocasido do
parto. Em mdes com co-infeccdo pelo VHC e HIV a proporgdo aumenta para 17%. As
relagdes sexuais tem baixo risco de transmissdo (TENGAM E FOCACCIA, 2010).

Disseminacdo intrafamiliar € importante quando existe compartilhamento de material
cortante e exposicdo de ferimentos, como uso de alicates de unha (MORALEZ E
CAMPISTOL, 2000; KRUG et al., 2002, TENGAM E FOCACCIA, 2010).

Profissionais de salde e cbnjuge de individuos infectados, alcodlatras, pessoas
infectadas pelo HIV, presidiarios, prostitutas, estdo incluidos entre os grupos de risco. Foi
observada alta prevaléncia entre presidiarios (46,2%), perdendo apenas para hemofilicos
(51,57%) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEPATOLOGIA, 1999).

Individuos que realizam hemodialise ou foram submetidos a transplante de 6rgaos,
estdo incluidos nos grupos de risco. A transmissdo em hemodidlise esta relacionada as
maltiplas transfusdes sanguineas, préaticas inadequadas de controle de infec¢cdo no ambiente
de dialise e por compartilhamento de maquinas entre os pacientes (TENGAM E FOCACCIA,
2010). Os receptores de 6rgdos podem adquirir a infecgdo pelo VHC por recorréncia de
infeccdo prévia, transfusdo sanguinea e de derivados no ato cirlrgico ou por infeccdo no
doador (TENGAM E FOCACCIA, 2010).

Os padrGes de transmissdo da doenca estdo relacionados as caracteristicas
epidemioldgicas da infec¢do pelo VHC no mundo. Na maioria dos paises desenvolvidos a via
de transmissdo predominante nas Ultimas décadas foi o uso de drogas injetaveis. Nos paises
em desenvolvimento, terapéuticas injetaveis inseguras e transfusdes por sangue sem triagem

foram os principais meios de transmissdo (SHEPARD et al., 2005).

3.2.2 Prevaléncia do virus da hepatite C

A infeccdo pelo VHC é considerada um problema de saude publica. Estima-se que 3%
da populagdo mundial estejam contaminadas pelo virus, ou seja, em torno de 170 milhGes de
pessoas, com expressiva porcentagem de portadores que desconhecem seu estado. A doenca

tem alta cronicidade, com potencial evolutivo para cirrose e carcinoma hepatocelular e é a
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principal causa de indicacio de transplante hepatico (BRANDAO et al., 2001; STRAUSS,
2001; AQUINO et al., 2008; MARTINS, et al., 2011; RABIH E AGUDO, 2011).

Existe uma grande variabilidade geografica na distribuicdo do virus entre as diversas
regibes do mundo. Os estudos estdo baseados em estimativas regionais e em grupos
individuais de risco e principalmente em doadores de sangue (ALTER, 2007; TENGAM E
FOCACCIA, 2010; MARTINS et al., 2011). A Figura 5 mostra a distribuicdo geogréfica de
acordo com as regides do mundo.
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Figura 5. Estimativa da distribuicdo geogréfica da prevaléncia da infecgdo pelo Virus da hepatite C.
Fonte: Adaptado de CDC, http://wwwnc.cdc.gov. Reproduzido por Pertz et al, 2004, apud SHEPARD,
2005.

As maiores taxas de prevaléncia sdo relatadas na Asia e Africa, enquanto as menores
vém de nacdes industrializadas da América do Norte, Norte e Ocidente europeu e Austrélia.
Prevaléncias muito baixas foram observadas no Reino Unido e Escandinévia (0,01 a 0,1%).
As prevaléncias consideradas baixas sdo de alguns paises das Américas, Europa ocidental,
Australia e Africa do Sul (SHEPARD et al., 2005; ALTER, 2007; TENGAM E FOCACCIA,
2010).

Paises de prevaléncia intermediaria estdo no Leste europeu, Mediterraneo, Oriente
Médio e a India. O Brasil é considerado de prevaléncia intermediaria. No Egito foram
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registradas as maiores taxas de prevaléncia (17 a 26%) (SHEPARD et al., 2005; ALTER,
2007; TENGAM E FOCACCIA, 2010).

O Brasil possui grandes variagdes demogréficas e os estudos de prevaléncia sdo
restritos as reas regionais ou em populacées especificas (MARTINS et al., 2011). Em estudo
realizado pela Sociedade Brasileira de Hepatologia (1999), no Brasil, foi observado
prevaléncia de 0,65-2,12, em pré-doadores de sangue, sendo as maiores taxas da regido norte
(2,12%) e as menores no sul (0,65%). Centro-oeste teve 1,04%, nordeste 1,19%, e regido
sudeste, 1,43% (Figura 6).

No Pard a prevaléncia de anti-VHC positivo na populacdo atendida no Laboratorio
Central foi de 3,6%, predominando em individuos acima de 50 anos, com frequéncias maiores
que muitos estados brasileiros. Entre doadores de sangue estd em torno de 0,5 a 2%
(AQUINO et al, 2008).
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Figura 6. Distribuicéo da prevaléncia do VHC nas diversas regides do Brasil.
Fonte: Sociedade Brasileira de Hepatologia (1999).

Existem diferentes padrbes epidemioldgicos de prevaléncia, estimados de acordo com
diferencas geogréfica, temporais e de transmissdo da infeccdo pelo VHC (Figura 7). No
primeiro padrédo, representado pelos Estados Unidos e Austrélia, a prevaléncia total é baixa. O
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pico de prevaléncia esté entre 30-49 anos de idade, onde a maior transmissao ocorreu mais
recentemente, 10-30 anos atrds, em adultos jovens. Nestes, 0 uso de drogas injetaveis é o
modo de transmissdo mais predominante. (ALTER, 2007; TENGAM E FOCACCIA, 2010,
MARTINS et al., 2011).

O segundo padrdo de prevaléncia foi observado em paises como lItéalia e Japdo. Nesses
paises a prevaléncia aumenta com a idade. Pessoas maiores de 50 anos sdo as mais
acometidas, sugerindo um risco de infeccdo maior a 40-60 anos passados. Em alguns desses
paises, como China e Japdo, existem areas hiperendémicas, com prevaléncias muito maiores
em idosos, que em outras areas dos paises (ALTER, 2007: ESTEBAN et al, 2008; TENGAM
E FOCACCIA, 2010). Procedimentos relacionados a saude, como a pratica de tratamentos

populares, podem ter contribuido para esse padréo de transmissdao (TENGAM E FOCACCIA,
2010).
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Figura 7. PadrBes de prevaléncia do VHC por faixa etéria, segundo paises selecionados.
Fonte: Adaptado de ALTER, 2007 apud TENGAM E FOCACCIA, 2010.

As prevaléncias mais altas do mundo ocorrem no Egito, exemplo do terceiro padréo.
Neste, a prevaléncia aumenta com a idade, com altas taxas de infeccdo em todas as faixas
etarias. Este padrdo apresenta alto risco de adquirir infeccdo em todas as regifes e em
qualquer faixa etéria (ALTER, 2007; TENGAM E FOCACCIA, 2010). Existem varios modos

de transmissdo atribuidos, como a administragdo ndo segura de medicamentos por via
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parenteral, com reutilizacdo de seringas de vidro em campanhas de tratamento em massa, que
permitem perpetuar o processo. (TENGAM E FOCACCIA, 2010).

O reconhecimento dos padrdes epidemioldgicos € importante para determinar a carga
futura de complicacbes pelo VHC, haja vista ser dificil avaliar a incidéncia (casos novos) de
infeccdo pelo VHC, porque a maioria dos casos agudos € assintomatica, mesmo em paises que
tenha um sistema de vigilancia bem estabelecido (ALTER, 2007; MARTINS et al., 2011).

3.2.3 Distribuicéo geografica dos gendtipos virais

Existe grande variabilidade geogréafica e temporal dos tipos e subtipos do VHC. Esse
conhecimento permite entender a origem e a dindmica da infecgdo viral. Existem
peculiaridades na distribuicdo geografica dos genoétipos, relacionadas ao modo de
transmissdo, como no Egito, onde o tipo 4 é predominantemente epidémico, associado a
transmissdo parenteral em tratamento para esquistossomose (CAMPIOTTO et al., 2005;
TIMM E ROGGENDORF, 2007; IRSHAD et al., 2010).

Os gendtipos 1, 2 e 3 tém distribui¢do universal, com predominéncia relativa variando
de uma area geografica a outra. O gendtipo 4 é encontrado predominantemente no Oriente
Médio e Norte da Africa. Genétipos 5 e 6 na Africa do Sul e Asia, respectivamente
(ESPIRITO-SANTO et al., 2007).

No Brasil, dados de frequéncia de gendtipos nas diferentes regiées tém mostrado como
mais frequente o tipo 1, enquanto os tipos 4 e 5 séo raros, tendo sido detectados no Sudeste do
pais. O tipo 4 teve recente descri¢cdo no nordeste do Brasil (GONZAGA et al., 2008).

Em estudo sobre genotipagem (Figura 8), Campiotto et al. (2005), observou uma
variabilidade genética estatisticamente significativa nas diversas regifes brasileiras. Entre 0s
genotipos, o mais frequente foi 1 (64,9%), seguido de 3 (30,2%), 2 (4,6%), 4 (0,2%) e
5(0,5%).

Em relacdo as regides brasileiras, o gendtipo 1 teve maior prevaléncia em todas as
regides (51,7 a 74,1%), com taxas maiores na regido norte. O tipo 2 foi mais prevalente no
centro-oeste (11,4%), com maiores taxas no Estado de Mato Grosso (25,8%). O genétipo 3
teve predominancia no sul, enquanto 4 e 5 foram raros e somente encontrados em Sao Paulo
(CAMPIOTTO, et al., 2007).

No Estado do Amazonas, Araujo et al. (2011) observou genotipol em 54,2%, tipo 2 em
20,8% e 0 3 em 25%, enquanto, Fecury (2011), encontrou em Belém-PA, 90,6% de gendtipo
1 e 9,4% do tipo 3.
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Figura 8. Distribuicéo dos genotipos do VHC nas diferentes regides do Brasil.
Fonte: Adaptado de Campiotto et al, 2005.

3.3 IMUNOPATOGENIA DO VIRUS DA HEPATITE C

3.3.1 Patogénese do virus da hepatite C

O VHC pode causa lesdo hepatocelular aguda, que na maioria dos casos € assintomatica,
porém poucos pacientes conseguem eliminar o virus, evoluindo frequentemente para infeccéo
cronica. Esta pode permanecer estavel, ou ter evolucdo lenta ou répida para cirrose. A
resposta a infeccdo depende da cinética do virus, da lesdo causada e de fatores proprios do
hospedeiro, como, idade, sexo, consumo de &lcool, associagdo com outras doencas virais e
principalmente o estado imunolégico (VISO E VASCONCELOS, 2010).

O virus persiste utilizando estratégias de escape do sistema imune do hospedeiro, entre
as quais, a proteina do core inibe o interferon alfa e o Fas (CD95), enquanto a proteina E2 é
capaz de inibir apoptose. O Fas é um receptor de morte celular programada (apoptose) e
apoptose é importante na eliminacao de células infectadas por virus, prevenindo a replicacédo e
proliferacdo viral. A ligacdo de E2 ao receptor CD81 pode inibir a acdo de células Natural
Killer (VISO E VASCONCELOS, 2010).
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Quando o virus entra no hospedeiro susceptivel, ocorre estimulo aos linfécitos B que
liberam anticorpos neutralizantes especificos. O VHC pode escapar desses anticorpos devido
0 aparecimento de mutacfes das proteinas do envelope, levando a cronicidade da doenca
(VISO E VASCONCELOS, 2010). A resposta humoral é especifica e dirigida contra os
epitopos das proteinas C, E, NS3 e NS4 (GOMES E NIEL, 2008).

Acredita-se que a resposta celular tenha papel importante na defesa contra a infecgéo.
Na hepatite aguda, a qualidade da resposta imunolégica celular pode ser importante para a
eliminacdo do virus. A presenca de agregados linfoides intra-portais estd associada a reacéo
imune. A infiltracdo de células mononucleares, principalmente CD4 e CD8 no parénquima
hepéatico causa destruicdo dos hepatocitos e necrose. A liberacdo de citocinas estimula a
sintese de colageno pelos fibroblastos e a formagdo de fibrose (VISO E VASCONCELOS,
2010).

Os linfécitos T CD4 apresentam respostas distintas de Thl e Th2; Thl secreta
interleucina 2 e interferon gama, que estimulam a resposta antiviral do hospedeiro e Th2
produz interleucinas 4 e 10, que estimulam a formagdo de anticorpos e inibem Thl. O
desequilibrio entre essas respostas pode ser responsavel pela incapacidade de eliminar o virus
e pela gravidade da lesdo. A resposta celular estd envolvida nos danos teciduais hepaticos,
ocorrendo lesdo necro-inflamatdria, com participacéo de linfocitos T CD4 e CD8, linfdcitos B
e células Natural Killer. (GOMES E NIEL, 2008; VISO E VASCONCELOQOS, 2010).

3.3.2 Alteracdes anatomopatoldgicas da hepatite C

Os aspectos histoldgicos da hepatite crénica sdo variaveis. A inflamacdo varia de
formas mais leves, limitada ao espaco-porta, até formas mais extensas, mostrando atividade
de interface ou atividade peri-portal, chamada de necrose em “saca-bocado”, caracterizada por
infiltrado além do espago-porta e destruicdo de hepatocitos circunjacentes. Essas lesdes séo
variaveis em extensdo e intensidade, estando relacionadas ao desenvolvimento de fibrose e
cirrose (Figura 9) (MELLO E ALVES, 2010; WIDMAN E CAPPACCI, 2010).

A esteatose é mais prevalente nas infeccdes pelo gendtipo 3. Hepatite de interface e
necrose em ponte entre 0s tratos portais e veias hepaticas terminais significam leséo
progressiva. Depdsito fibroso é caracteristico das lesGes hepaticas crénicas, conferindo
aspecto irregular no contorno dos espacos, evoluindo em septos fibrosos com distor¢do da
arquitetura. A perda continua de hepatocitos e aumento da fibrose resulta em cirrose,
caracterizada por nodulos irregulares, separados por cicatrizes variaveis e amplas (STRAUSS,



33

2001; CRAWFORD E LIU, 2010; MELLO E ALVES, 2010; WIDMAN E CAPPACCI,
2010).

Figura 9. Aspecto histopatoldgico da hepatite C cronica. Necrose hepatocelular seguida de reparacéo
sob a forma de fibrose em ponte (seta), que pode se estender de um trato portal (1) a outro (2).
Fonte: Pathpedia LCC

3.4 ASPECTOS CLINICOS DA HEPATITE C

3.4.1 Historia natural da hepatite C

O VHC provoca doenca assintomética na maioria dos casos, levando a progresséo lenta
do dano hepéatico, com manifestacGes clinicas que podem surgir ap6s muitos anos do inicio da
infeccdo, decorrentes de complicagdes graves devido a doenca hepética cronica. As
resolucdes esponténeas, com eliminacéo viral sdo raras e mais associadas aos quadros de
infecgBes agudas sintomaticas (STRAUSS, 2001; CAMPOS E SILICIANO, 2010).

O periodo de incubagdo permanece impreciso, estimado entre 3 a 12 semanas. O quadro
agudo, quando presente, cursa com sintomas inespecificos de astenia, mialgia, febre baixa,
nauseas e vomitos, e dor no hipocondrio direito. As formas anictéricas e de ALT normal séo
frequentes no inicio, o que dificulta o reconhecimento da doenca. A evolucdo para a
cronicidade ocorre em 85% dos casos (STRAUSS, 2001; GOMES E NIEL, 2008; CAMPOS
E SILICIANO, 2010).
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A Hepatite C cronica é progressiva lentamente, frequentemente assintomatica ou com
manifestacdes inespecificas variaveis. Fadiga é o sintoma mais comum entre os pacientes. Os
sintomas aparecem na hepatopatia crénica, devido fibrose hepética avancada e cirrose
descompensada, com quadros de sangramentos gengivais, epistaxes e hematomas, edema de
membros inferiores e aumento do volume abdominal (CAMPQOS E SILICIANO, 2010).

3.4.2 Diagndstico da hepatite C

A ALT, apesar de ser indicador sensivel de dano do parénquima hepatico, ndo €
especifica para hepatite, mas pode aumentar a suspeita de infec¢do pelo VHC. Geralmente
surgem apods 4 a 20 semanas apds o contagio, entretanto, 25% dos individuos infectados com
0 VHC tém ALT normal (STRAUSS, 2001).

Os exames de diagnosticos usados para identificacdo de hepatite C sdo o0s testes
sorolégicos para detectar anticorpos especificos contra o antigeno (ELISA) e os testes de
biologia molecular (MORALEZ E CAMPISTOL, 2000; STRAUSS, 2001).

A especificidade do ELISA é de 99%, enquanto sua sensibilidade é mais dificil
precisar, mas pode ser bem utilizado em pacientes imunocompetentes (CHEVALIER E
PAWLOTSKY, 2007). Estd recomendado em rastreamento de rotina para suspeitos de
infeccdo pelo VHC. Indica contato prévio com o virus, mas ndo define se a infeccdo é aguda,
se curada espontaneamente ou se existe doenga cronica (MORALEZ E CAMPISTOL, 2000;
STRAUSS, 2001; OLIVEIRA et al., 2009).

As técnicas de biologia molecular sdo necessarias para confirmar o diagnéstico, sendo
Uteis na comprovacdo da viremia nas fases iniciais da doenca aguda, em imunossuprimidos e
em pacientes com risco de reativacdo do anti-VHC e ALT normal. Os testes sdo utilizados
para detectar a presenga do RNA do virus. Podem ser qualitativos (detectam a presenga do
virus), quantitativo (indicam a carga viral) ou de genotipagem (indica o gendtipo do virus). A
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma das técnicas mais utilizadas, sendo
extremamente sensivel. (MORALEZ E CAMPISTOL, 2000; STRAUSS, 2001; OLIVEIRA et
al., 2009).

A biopsia hepatica tem grande valor para avaliar a gravidade da infecgdo crénica.
Avalia o grau de fibrose e atividade necro-inflamatoria. O estudo histolégico é importante
para a indicagéo terapéutica. As alteragdes tém um amplo espectro ao longo da evolucéo da
infeccdo, sendo observada, desde alteragdes leves reacionais, hepatite aguda, hepatite cronica,
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com inflamacdo e fibrose, até cirrose e hepatocarcinoma (MELLO E ALVES, 2010;
WIDMAN E CAPPACCI, 2010; RABIH E AGUDO, 2011).

Os sistemas de classificacdo anatomopatoldgicos estdo baseados no estadiamento que
mede a atividade inflamatoria, fibrose e a distorcdo da arquitetura hepatica. Duas
classificagdes sdo usualmente utilizadas. A classificacdo proposta por Ishak em 1995 e o
escore METAVIR (Quadro 1), existindo similaridade entre os escores (MELLO E ALVES,
2010; WIDMAN E CAPPACCI, 2010; RABIH E AGUDO, 2011).

Quadrol. Estadiamento histolégico das hepatites cronicas. Escore METAVIR.

Atividade Inflamatoria Fibrose
A0 — Sem atividade FO — Sem fibrose
Al - Atividade leve F1 — Fibrose portal, sem septo
A2 — Atividade moderada F2 — Fibrose portal com pouco septo
A3 - Atividade grave F3 — Fibrose portal com numerosos septos
F4 — Cirrose

3.4.3 Tratamento da Hepatite C

N&o existe vacina contra 0 VHC, embora varias tentativas fossem feitas. A prevencao
da infeccdo do VHC consiste na adocdo de medidas que evitem a exposi¢cdo ao sangue
contaminado. A triagem do sangue de doacGes para transfusdo € realizada rotineiramente, o
que reduziu consideravelmente a infeccdo por essa via de transmissdo. O foco principal é o
combate ao uso de drogas endovenosas e outras formas nosocomiais (GOMES E NIEL,
2008).

O tratamento da hepatite C objetiva deter a progressdo da doenca hepética pela inibicdo
da replicacdo viral. Os medicamentos disponiveis sdo o Interferon-a, que age na sintese de
proteinas virais e na resposta imunoldgica do hospedeiro; Interferon Peguilado é a Gltima
geracgdo e possui menores efeitos colaterais, e a ribaviridina, andlogo da guanosina, usado em
combinagdo com o primeiro (STRAUSS, 2001; GOMES E NIEL, 2008).

Existem condicGes especificas para tratar a infeccdo: niveis elevados de ALT, por mais
de seis meses, anticorpos anti-VHC e RNA viral detectaveis, e bidpsia hepatica demonstrando

algum grau de fibrose, inflamacdo e necrose; ndo devem ser tratados usuérios de alcool ou
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drogas nos ultimos seis meses e portadores de carcinoma hepatocelular (STRAUSS, 2001;
GOMES E NIEL, 2008).

3.5 HEPATITE C EM PORTADORES DE DOENCA RENAL CRONICA

3.5.1 Disfung¢do imunoldgica na doenca renal cronica

A doenca renal cronica (DRC) é a lesdo renal com perda lenta e progressiva e
irreversivel da funcdo dos rins, de modo que, em estagios avangados, 0 paciente precisara de
terapia renal substitutiva, dialise ou transplante renal. Para efeito epidemiolégico e clinico,
divide-se a DRC em 5 estagios, de acordo com o grau de lesdo e a perda funcional (Quadro 2)
(ROMAO JUNIOR, 2004).

A infeccdo é uma das principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes com
DRC em estdgio 5. A susceptibilidade da DRC é descrita como um estado de
imunodeficiéncia associado a uremia. Isso fica evidente pela alta incidéncia de tumores
malignos nesse grupo de pacientes, pela presenca de anergia as reacfes de hipersensibilidade
tardia a antigenos comuns e por resposta pobre a vacinas para antigenos dependentes de
células T, como na Hepatite B (DESCAMPS-LATSCHA et al., 1999).

Quadro 2. Estadiamento e classificagdo da doenga renal cronica.

Estégio Grau Filtracdo glomerular
1 Leséo renal sem disfungéo = 90 mL/min
2 IR leve 60 — 89 mL/min
3 IR moderada 30 — 50 mL/min
4 IR grave 15 - 29 mL/min
5 IR terminal (dialitica) < 15mL/min

IR = insuficiéncia renal

A hemodialise contribui para esse estado de imunodeficiéncia, tendo como alguns
fatores as membranas biocompativeis usadas como filtros, os componentes da solugdo de
diélise e a contaminacdo da 4gua usada para o procedimento por endotoxinas, parecendo estar
ligado a ativacdo de complemento e outros fatores que sdo marcantes nos estados
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imunodeprimidos. Desnutricdo e deplecdo de ferro também contribuem para o estado de
imunodepressdo (DESCAMPS-LATSCHA et al., 1999; HAUSER et al., 2008).

As disfungdes do sistema imune na uremia resultam de alterag0es tanto na imunidade
inata, quanto na adaptativa. As células imunocompetentes em pacientes com DRC em
hemodialise apresentam defeitos nas respostas para a maioria de antigenos e patdgenos e
produzem titulos baixos de anticorpos neutralizantes contra antigenos de superficie,
aumentando o risco de infeccdo pelo VHC (KATO et al., 2008; RAHNAVARDI et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2009).

A implicagdo clinica desse estado de imunodeficiéncia da uremia na evolugdo da
hepatite C ndo estd bem definida. Estudos indicam que a mortalidade por doencas hepéticas e
cardiovasculares é maior em pacientes infectados pelo VHC que em ndo infectados. Outro
dado importante é que as taxas de sobrevida em seis anos para pacientes portadores de VHC
com anti-VHC positivo em hemodialise, sdo significativamente menores que nos
soronegativos (VECCHI et al., 2007).

Entretanto, estudos realizados por Trevisoli et al. (2008), em portadores do VHC,
mostraram que os pacientes em hemodialise tém menor grau de atividade inflamatéria e
menos fibrose hepética, que pacientes com fungdo renal normal, sugerindo o papel protetor da
uremia contra a progressdo da doenca hepatica pelo VHC. De fato, em estudo realizado por
Miranda, (2008), foi observado que a maioria dos pacientes em hemodialise tinha hepatite

crbnica, porém com baixas taxas de cirrose.

3.5.2 Hemodialise e o risco de infeccéo

Diélise é um processo onde a composi¢cdo de uma solugdo, neste caso 0 sangue, €
alterada quando exposta a uma segunda solucdo, através de uma membrana semipermedvel
(DAUGIRDAS, 2001). A hemodidlise (Figura 9) usa como aparato técnico um circuito
extracorporeo de sangue, um circuito de solucdo, com agua purificada e o concentrado,
chamado dialisato, que circulam através do dialisador, que possui membrana porosa
(AHMAD et al., 2001).

Apdls o seu uso, o dialisador pode ser quimicamente limpo, desinfetado e reusado,
desde que esteja de acordo as normas de biosseguranca para sua pratica (CDC, 2001;
BRASIL, 2004). Nos Estados Unidos isso ocorre em cerca de 60 a 80% dos tratamentos
(KAUFMAN et al., 2001; LUGON et al., 2010). No Brasil, a pratica de reuso é comum,
amparada pela RDC n° 154 (BRASIL, 2004).
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Figura 10. Esquema representativo do procedimento de hemodiélise.

Fonte: Adaptado de http://pt.wikipedia.org/

Contra o reuso de dialisadores, os principais argumentos sdo as possibilidades de
contaminacgéo bacteriana e transmissdo de doencas virais (LUGON et al., 2010). Entretanto,
existem evidéncias da reducdo da carga viral pelo procedimento dialitico. As caracteristicas
da membrana do capilar de dialise, que permitiriam a passagem de particulas virais para o
dialisato, podem estar envolvidas no processo (NOIRI et al., 2001; FABRIZI et al., 2009;
MARTINS et al., 2012).

As membranas mais modernas tem maior reducdo da carga. Apos a sesséo, a carga viral
retorna aos valores pré-dialiticos em 48 horas. Condigdes mediadas pelo hospedeiro também
podem estar envolvidas na reducdo da viremia. Foi demonstrado que a circulagdo
extracorporea que ocorre na hemodialise estd associada com a ativagdo de leucdcitos e
liberacdo de citocinas e substancias endégenas com propriedades antivirais. Em pacientes
transplantados a carga viral tem elevacdo significativa (FABRIZI et al., 2003; FABRIZI et al.,
2009; MARTINS et al., 2012).
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3.5.3 Epidemiologia do virus da hepatite C em hemodiélise

O VHC tem alta prevaléncia nos pacientes com doenca renal cronica em hemodialise,
muito maior que na populagdo em geral. E a principal causa de doenca hepética cronica nessa
populacdo. Na década de 90, quando o virus passou a ser testado em unidades de hemodidlise,
essa prevaléncia variou de 10,8%, observado na Inglaterra a 80% na Arabia Saudita (VECCHI
et al., 2007). No Brasil, foram observadas taxas de 47 a 82% (VANDERBORGHT et al.,
1995).

A prevaléncia vem diminuindo nos Gltimos anos, consequente a utilizagdo de testes
sanguineos de controle para VHC rotineiramente nas unidades de hemodialise, a reducédo no
uso de transfusdo de sangue devido ao uso de eritropoietina sintética e pela implantacéo de
medidas de controle na transmissdo ambiental. Entretanto, ainda tem altas taxas, e essa
populacdo constitui grupo de risco importante para a transmissdo. O tempo de dialise €
considerado o principal fator de risco (ESPINOSA et al., 2004; JADOUL et al., 2004,
MARTIN E FABRIZI, 2008; PEREZ E FERRAZ, 2010; MARTINS et al., 2011).

Existem diferencas demogréficas e de unidades de dialise na prevaléncia de
soropositivos. Em estudo multicéntrico, realizado nos Estados Unidos, Europa e Japdo, a
prevaléncia do VHC variou de 2,6 a 22,9% nos servicos de hemodialise estudados (FISSELL
et al., 2004). Estudo realizado por Espinosa et al. (2004), mostrou uma reducédo da prevaléncia
de 24% para 9,2%, entre os anos de 1992 e 2002, sendo que as principais causas dessa
reducdo foram falecimento, transplante de 6rgdos e transferéncia para outra modalidade de
didlise.

No Brasil, em 10 anos de observagdo, houve declinio significativo entre os anos de
1999 e 2002, com taxas médias de 37,2% e 11,7%, respectivamente (CARNEIRO et al.,
2005).

O Censo da Sociedade Brasileira de Nefrologia de 2010 (SESSO et al., 2011), observou
que a prevaléncia de hepatite C foi de 5,8% entre a populacdo em hemodialise de todo o pais,
verificando redugdes anuais entre 2000-2010, como observado na figura 10.

A identificacdo dos genotipos do VHC é importante para avaliar a resposta a
medicamentos antivirais. A prevaléncia dos genotipos em unidades de hemodialise tem
diferencas geogréficas mundiais de acordo com a prevaléncia na populacdo geral, com
variagfes nos diversos paises (ESPIRITO-SANTO et al., 2007). O estudo de genotipagem &
importante para identificar rotas de transmissdo entre pacientes nas unidades de hemodialise,
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principalmente em surtos de hepatite C nesses locais (CARNEIRO et al., 2007; ESPIRITO-
SANTO et al., 2007; AMORIM et al., 2010).

Alguns estudos regionais de pacientes em hemodiélise tém mostrado maior prevaléncia
do sorotipo 1, seguido do 3, semelhantes ao observado entre doadores de sangue (ESPIRITO-
SANTO et al., 2007; AMORIM et al., 2010). Silva et al. (2006), observou em 7% dos
pacientes estudados infeccdo mista de sorotipos 1 e 3, que pode estar relacionado a

transmissao nosocomial nas unidades de hemodialise.
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Figura 11. Prevaléncia de pacientes com sorologia positiva para hepatite B, C e HIV, em
unidades de hemodidlise brasileiras, 2000-2010.

Fonte: Sociedade Brasileira de Nefrologia, censos 2000-2010, (www.sbn.org.br).

3.5.4 Fatores de risco da transmissao do virus C em hemodialise

Entre os fatores de risco associados a infec¢do em pacientes submetidos a terapia renal
substitutiva, os mais significativos sdo o nimero de transfusbes sanguineas, principalmente
antes de 1992, o tempo de dialise e a modalidade. (MOREIRA et al., 2005; LEAO et al.,
2010, PATEL et al., 2010). O emprego de testes soroldgicos ELISA de 32 geracdo na triagem

de doadores de sangue e 0 uso rotineiro de eritropoietina sintética para tratamento da anemia
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crbnica afastaram a transfusdo sanguinea de principal fator de risco (FABRIZI et al., 2007;
TEGAM E FOCACCIA, 2010).

A rota nosocomial como meio de transmissdao do VHC entre os pacientes que realizam
hemodialise tem sido um achado importante em estudos epidemiolégicos, que apontam a alta
frequéncia de infeccdo pelo virus entre os pacientes, comparados aqueles que dispdem de
didlise peritoneal ou hemodidlise residencial. Outro indicador da possivel difusdo do VHC
entre 0s pacientes é a homogeneidade dos gendtipos identificados no mesmo ambiente de
tratamento (MOREIRA et al., 2005; FABRIZI et al., 2007; TEGAM E FOCACCIA, 2010).

A transmissdo nosocomial se d& pela contaminagdo na reutilizacdo de dialisadores, nas
maquinas de hemodiélise e nas mdos dos membros da equipe de satde. A aplicacdo rigorosa
de precaucgdes universais de prevencdo de infeccdo diminuiu muito a difusdo. Para muitos é a
melhor forma de prevencdo da doenca (JADOUL, 2000; FABRIZI et al, 2007; TEGAM &
FOCACCIA, 2010).

No ambiente de hemodialise, o preparo de medicamentos em areas contaminadas,
limpeza inadequada das superficies ambientais, inclusive maquinas e poltronas da estacdo de
tratamento, estdo implicadas na rota de transmissdo. A analise das sequéncias gendmicas, de
RNA viral de coleta de amostras ambientais, de mdos dos membros da equipe de salde e de
sangue dos pacientes contaminados, comprovaram essa forma de transmissdo. O VHC
persiste em estado infeccioso por cerca de 16 horas, em temperatura ambiente (KARKAR et
al., 2006; PATEL et al., 2010).

Outro fato que reforga a transmissdo ambiental nas unidades de hemodialise é que,
soroconversao nas unidades tem ocorrido em individuos que nunca receberam transfusao
sanguinea (ALAVIAN, 2009; AGARWAL, 2011).

Como prética de precaugdes universais de prevencdo de infeccdes € recomendado a
limpeza e desinfeccdo adequada do ambiente e estacdo de tratamento, inclusive maquinas e
poltronas, o preparo adequado dos medicamentos, uso de luvas e material descartaveis, a
conscientizacdo e treinamento recorrente da equipe de salude e emprego de rotinas de
monitoramento de infeccGes na unidade. A prética de isolamento de maquinas e/ou salas €
ainda questionada (RAHNAVARDI et al., 2008; THOMPSON et al., 2009; AGARWAL,
2011).

As diretrizes do CDC (Center for Disease Control and Prevention), (1998; 2001),
recomendam implantacdo de rotina de triagem para VHC com ELISA 32 geracdo, nas
unidades de hemodialise, para o controle da infec¢do. No Brasil, a adogdo de medidas de
controle de infeccdo em hemodidlise pelo Ministério da Saude em 1996, contribuiu para a
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diminuicdo do VHC. A partir de 2000 foram praticadas medidas de isolamento dos portadores
de VHC que realizam hemodialise (CARNEIRO et al., 2005).

Em 2004, foi publicada a Resolugdo 154 da ANVISA, que regulamenta os servigos de
dialise no pais, recomendando triagem na admissao e trimestralmente de VHC com ELISA 32
geracgdo, tratamento de VHC soropositivos em méquina ou turno separado e reprocessamento
de capilares em sala separada (BRASIL, 2004).

3.5.5 Transplante renal e hepatite C

O transplante renal é o tratamento de escolha para portadores de DRC em estagio 5,
mesmo para pacientes com histérico clinico de infec¢do pelo VHC. A prevaléncia de hepatite
C entre transplantados renais varia de 7 a 40%, com variagdes demogréficas e geogréficas.
Entretanto, o transplante necessita do uso de drogas imunossupressoras, para prevencao e
manejo de rejeicdo do enxerto. A imunossupressdo no pos-transplante acelera a progressao da
doenca hepética (VECHI et al., 2007; RABIH E AGUDO, 2011).

Durante o seguimento no pdés-transplante de paciente anti-VHC positivo é observado
alta incidéncia de replicacdo viral e deterioracdo das alteracfes histologicas em 25% dos
casos. Existe também prejuizo para o 6rgédo transplantado, com alta incidéncia de rejeicdo do
enxerto (VECCHI et al., 2007). A cirrose € importante fator de risco para disfungdo renal e
morte apods transplante renal isolado ou nos transplantes rim-figado (MARTIN E FABRIZI,
2008).

Pacientes sem replicacdo viral podem ser liberados para transplante renal, indicando-se,
pelo menos, uma determinagdo do RNA-VHC, para afastar viremia e caracterizar a auséncia
de replicacdo. Pacientes com replicacdo viral devem ser tratados antes de indicar o transplante
renal, e para os cirréticos compensados as decisdes devem ser consideradas individualmente.
Na doenca hepética avancada, deve-se considerar a possibilidade de transplante rim-figado
(PEREZ E FERRAZ, 2010).

O KDIGO (Clinical Practice Guidelines for the Prevention, Diagnosis, Evaluation, and
Treatment of Hepatitis C in Chronic Kidney Diseases — Kidney international org) recomenda
transplante rim-figado na presenca de cirrose, mesmo em estados compensados (MARTIN E
FABRIZI, 2008).

Doadores de rim com sorologia VHC positiva podem transmitir a infeccdo para os
receptores do rim transplantado. Foi observa taxa de 4,2% de VHC entre doadores cadaveres.

A utilizacdo de rim de doadores com VHC positivo para pacientes em hemodiélise também
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VHC positivo é tema de debate. Por um lado é alegado que isso diminuiria a imensa fila de
espera por 6rgdos, entretanto, estudos mostraram a possibilidade de superinfeccdo por hepatite
C aguda e a transmissdo de gendtipos diferentes ao dos receptores (MARTIN E FABRIZI,
2008).

3.5.6 Caracteristicas clinicas da hepatite C na DRC

A infeccdo pelo VHC em pacientes com DRC em fase dialitica tem historia natural de
curso indolente e longo, por varios anos, geralmente assintomatica ou subclinica, embora
essas caracteristicas sejam comuns em ndo urémico. (GOUVEIA et al., 2004; VECCHI et al.,
2007; MARTIN E FABRIZI, 2008; PERES E FERRAZ, 2010).

Carcinoma hepatocelular e cirrose sdo mais frequentemente causa de morte em
pacientes em diélise com VHC do que aqueles no tratamento dialitico sem a infeccéo
(ALAVIAN et al., 2007; FABRIZI et al., 2007). Recente associagcdo de risco da infeccdo
VHC em pacientes em dialise com mortalidade por doenca cardiovascular tem sido relatada
(MARTIN E FABRIZI, 2008; PERICO et al., 2009).

Os testes bioquimicos sdo pobres indicadores da infeccdo (MARTIN E FABRIZI, 2008;
RAHNAVARDI et al., 2008). Os niveis de transaminases sdo geralmente mais baixos em
portadores de DRC, independentemente da existéncia ou ndo de virus hepatotrdpicos,
podendo mascarar a elevacdo induzida por lesdo hepética viral. Varias sdo as hipoOteses para
essa depressdo, entre as quais a deficiéncia de vitamina B6, em particular a piridoxina e a
supressdo da sintese de ALT no hepatdcito, inibicdo das suas liberagdes na corrente sanguinea
ou clearence acelerado da circulagédo (FABRIZI et al., 2001, 2002; GOUVEIA et al., 2004;
VECCHI et al., 2007; PEREZ E FERRAZ, 2010).

Os limites superiores de normalidade das aminotransaminases estdo reduzidos em
portadores de DRC em hemodialise em 60% dos seus valores convencionais. Entretanto,
apesar dos niveis mais baixos, podem ser mais elevados, mesmo dentro da normalidade, em
renais cronicos com anti-VHC positivo, que nos negativos (GOUVEIA et al., 2004).

Pacientes com DRC em estagio pré-dialitico tem niveis maiores de ALT e AST que
aqueles em dialise, mas inferiores a individuos saudaveis. A monitorizacdo dos niveis de
aminotransaminase em pacientes com DRC é (til para acompanhar a gravidade da doenca
hepética em portadores do virus C (FABRIZI et al., 2001; ALAVIAN et al., 2007).

Os testes soroldgicos sdo bons artificios para diagnosticar hepatite C nos pacientes com
DRC. A soroconversdo ocorre geralmente de 7 até 12 semanas apés a infeccdo. Entretanto,
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anti-VHC falso negativo (variacéo de 0,8 a 2,3%) tem sido observado. A utilizacdo de kits de
ELISA de 3?2 geracdo aumentou a sensibilidade e diminuiu essa ocorréncia (OLIVEIRA et al.,
2009; PEREZ E FERRAZ, 2010). O ELISA é recomendado para ser utilizado em triagem
soroldgica de pacientes em unidades de hemodialise, com realizagdo semestral ou na presenga
de ALT elevada (CDC, 2001; BRASIL, 2004; KDIGO, 2008).

Os métodos de biologia molecular podem detectar viremia no periodo prévio ha sete
semanas (OLIVEIRA et al., 2009; PEREZ E FERRAZ, 2010). O beneficio potencial do uso
dos testes de deteccdo do RNA-VHC, para triagem periddica em terapia renal substitutiva, é a
possibilidade de identificar paciente com anti-VHC falso negativo e para diagndstico precoce
de hepatite C, condigdo essencial para o controle da transmissdo nas unidades de hemodidlise.

A frequéncia de RNA viral detectavel com anti-VHC negativo pode chegar a 12%
(RAHNAVARDI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009). Mas ainda ndo pode ser considerado
como rotina no protocolo de controle de infecgéo, devido seus custos elevados (OLIVEIRA et
al., 2009). Entretanto, 0 RNA-VHC qualitativo deveria ser realizado pelo menos uma vez ao
ano em cada paciente para identificar testes soroldégicos com baixa sensibilidade (KES E
BASIC-JUKIC, 2007; MOREIRA et al., 2005).

Em estudos epidemioldgicos, as técnicas de genotipagem tém contribuido para o
entendimento da disseminagdo do VHC nas unidades de dialise. Sdo importantes para a
caracterizagcdo das cepas circulantes, tendo sido detectado similaridades na sequéncia de
nucleotideos, em E2, HVR1 e NS5B, confirmando a transmissdo nosocomial do VHC em
pacientes em hemodialise (MOREIRA et al., 2005; THOMPSON et al., 2009).

A bidpsia hepética sofre algumas restricdes quanto a realizagdo sistemética para
portadores de DRC infectados pelo VHC. Os riscos de complicacdes hemorragicas por
defeitos plaquetarios devido & uremia, ao uso crénico de anticoagulacdo no procedimento
dialitico e a coagulopatias secundérias a disfuncdo hepatica limitam seu uso (PEREZ E
FERRAZ, 2010; RABIH E AGUDO, 2011). Farah et al. (2007), observou 13,2% de
complicacdes por biopsia hepatica em pacientes que realizavam hemodiélise.

As diretrizes KDIGO recomendam biopsia na doenca hepética para pacientes candidatos
a transplante renal. As diretrizes AASLD (Americam Association for the Study of Liver
Disease) limitam o procedimento para os genotipos 1 e 4 (KDIGO, 2008; RABIH E AGUDO,
2011). Na indicacao de bidpsia, cuidados devem se tomados, como a avaliacdo cuidadosa dos
pacientes, corre¢do de hemostasias prévias, suspensdo do uso da heparina no periodo anterior
e posterior ao procedimento. Ha necessidade de ambiente hospitalar para a sua realizagéo,
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tendo como via preferencial a transjugular ou transfemoral, guiado por ultrassonografia
(PEREZ E FERRAZ, 2010; RABIH E AGUDO, 2011)

Os achados histoldgicos tém mostrado a presenca de cirrose em torno de 25% e grau
avancado de fibrose frequente. A severidade histologica ndo apresentou qualquer relacdo com
a carga viral ou genotipo e foi observada mesmo sem atividade aminotransferase (MARTIN E
FABRIZI, 2008).

Foi observada maior erradicacdo da infeccdo pelo VHC pela terapia antiviral em
pacientes em hemodiélise que naqueles com funcdo renal normal, provavelmente pelos
elevados niveis plasméticos da droga antiviral devido a redugédo do clearence renal (FABRIZI
et al.,, 2009; PERICO et al., 2009). Entretanto, o tratamento de hepatite C nesse grupo de
individuos é mais dificil, por existir maior possibilidade de efeitos graves e adversos pelos
medicamentos em uso. A terapéutica antiviral est baseada nos mesmos critérios histolégicos
para pacientes sem DRC, devendo-se levar em consideracdo a possibilidade de transplante
renal (KES E BASIC-JUKIC, 2007; PEREZ E FERRAZ, 2010).

Como condicdo mais segura para 0s pacientes, a medicacdo de escolha para tratamento
é o interferon, em monoterapia (FABRIZI et al., 2007; KES E BASIC-JUKIC, 2007; PEREZ
E FERRAZ, 2010). A ribaviridina esta contraindicada pelo risco de anemia grave e refrataria.
Interferon perguilado tem mostrado maior eficiéncia na terapia da infec¢do pelo VHC que o
interferon padrdo, com semelhante clearence daqueles com funcédo renal normal, mas os dados
de eficécia e seguranca no paciente em hemodiélise sdo limitados (KES E BASIC-JUKIC,
2007; BERENGUER, 2008; MARTIN E FABRIZI, 2008; WECLAWIAK et al., 2010).

O uso de interferon em monoterapia levou a uma maior resposta viral sustentada (41%)
que em paciente com funcéo renal intacta (WECLAWIAK et al., 2010). A justificativa estd na
evidéncia de que alguns pacientes em hemodialise tem menor carga viral, a doenca hepética
pode ser leve nesse grupo e devido a ocorréncia de liberacdo de interferon na circulagdo
durante a sessdo de hemodialise. Por outro lado, o clearence do interferon esta prejudicado
nesses pacientes e a tolerancia & droga é baixa, levando a interrupcdo do tratamento na
maioria dos casos (MARTIN E FABRIZI, 2008).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca do VHC e dos diferentes genotipos virais em portadores de doenca

renal cronica em hemodialise de unidades de dialise, na regido metropolitana de Belém.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a soroprevaléncia do VHC em portadores de doenca renal cronica em

hemodialise nas unidades de dialise estudadas.

e Determinar a prevaléncia dos gendtipos do VHC em portadores de doenca renal

cronica em hemodiélise.

e Comparar as metodologias soroldgica e biologia molecular no diagnéstico do VHC de

portadores de doenca renal crénica em hemodiélise.

e Determinar o perfil epidemioldgico dos pacientes portadores de doenca renal cronica

em hemodialise.

e Correlacionar os resultados do exame soroldégico para o VHC com os dados
epidemioldgicos, ressaltando os fatores de risco para transmissao destes virus.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CASUISTICA

5.1.1 Desenho do estudo

Esse é um estudo analitico transversal, envolvendo a popula¢do de individuos com
doenca renal cronica, em programa regular de hemodidlise nas cidades de Belém e
Ananindeua, no Estado do Para, no periodo de outubro de 2011 a abril de 2012, tendo sido
avaliada as informacdes epidemiolégicas de dados obtidos em questionario (APENDICE A) e
determinado o estado soroldgico, presenca viral e gendtipos do virus da hepatite C.

5.1.2 Local do estudo

Os pacientes foram abordados nas clinicas de hemodialise, com aplicacdo de
questionério epidemioldgico e realizacdo de coleta de material para desenvolvimento da
pesquisa. Trata-se de trés unidades ambulatoriais de hemodialise em dois hospitais publicos e
um filantrépico, Hospital Ofir Loyola (HOL), Hospital de Clinicas Gaspar Viana (HCGV) e
Hospital da Beneficiéncia Portuguesa (Pro-rim), respectivamente.

Participaram do estudo outras quatro unidades satélites (unidades exclusivas para
hemodialise, fora da abrangéncia hospitalar) de natureza privada, prestando atendimento
particular, convénios de salde e suplementar ao SUS, sendo em Belém, Nefroclinica Ltda,
Clinica do Rim e CCI nefro (Centro de Clinicas Integradas), e em Ananindeua a UDI nefro
(Unidade de Diagndstico de imagem).

Todas as unidades funcionam segundo a RDC 154/2004 da Agéncia de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Saude (ANVISA), tendo obrigatoriedade de possuir responsavel
técnico nefrologista com titulo de especialista em nefrologia, tratamento de agua e servigo de
reprocessamento de capilares na reutilizacdo pelo mesmo paciente, com sistema de
esterilizacdo quimica. De acordo com a RDC 154/2004 n&o existe obrigatoriedade de sala
separada para hepatite C, mas ha necessidade de sala de reprocessamento de capilares préopria
para esse grupo e deve-se separar a maquina e/ou turno.

As unidades HOL, Clinica do Rim, CCI e UDI possuem salas exclusivas para pacientes
portadores de hepatite C. HCGV e Pré-rim fazem segregacdo de pacientes com anti-VHC
positivo em turnos. Todas as unidades, em cumprimento a RDC 154, fazem dosagem mensal
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para aminotransferases, trimestral para detec¢do soroldgica do VHC e na admissdo para
ambos. Pesquisa viral ndo é realizada de rotina.

Os testes diagnosticos sorologicos e de biologia molecular foram realizados no
Laboratério de Patologia Clinica das Doencas Tropicais no Nucleo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Para, em Belém, Estado do Para.

5.1.3 Aspectos éticos

O projeto deste estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Nucleo de
Medicina Tropical da Universidade Federal do Para, sob protocolo n° 006/2011 (ANEXO A).
Todos os individuos foram esclarecidos sobre a pesquisa e foi solicitada sua permissao para
participacdo através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE B). A pesquisa foi desenvolvida respeitando as Normas de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Conselho Nacional de Saude (Res. CNS 196/96).

5.1.4 Caracterizagdo da Amostra

A amostra constituiu 798 pacientes adultos, de ambos 0s sexos, procedentes das
unidades de hemodialise. Foi formada de 731 individuos com sorologia negativa e 67
positiva.

5.1.5 Critérios de Incluséo e Excluséo

5.1.5.1 Critérios de Inclusdo

e Pacientes portadores de doenca renal cronica, estagio 5, em hemodialise, em unidades
de Belém ou Ananindeua que fazem parte do estudo.

5.1.5.2 Critérios de Exclusdo

e Portador de doenga hepética avancada.
e Pacientes com co-infec¢cdo com VHB e HIV.
e Pacientes em dialise peritoneal.

e Pacientes que tenham iniciado o procedimento de hemodialise com menos de 3 meses.
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e Individuos que ndo aceitaram participar da pesquisa e ndo assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

5.2 METODOS

5.2.1 Obtencéao dos dados epidemiolégicos

O dados epidemioldgicos foram obtidos por aplicacdo de questionario (APENDICE A)
com variaveis faixa etéria, sexo, causa da insuficiéncia renal cronica, tempo de hemodialise,
estado marital, escolaridade, renda familiar, ocupacgéo, presenca de fatores de risco de adquirir
a hepatite C como wuso de preservativos, historia de doencas transmissiveis sexualmente e
varios parceiros sexuais. Incluidos também como fatores de risco, condigdes clinicas como
transfusdo sanguinea até 1992 e apds esse periodo, transplante de 6rgdos solidos, internacéo
hospitalar e realizacdo de endoscopia digestiva. Historia de alcoolismo, tabagismo e uso de
drogas foram questionados. O questionario foi aplicado aos individuos que constituiram a

amostra da pesquisa, em suas respectivas clinicas, durante a sessdo de hemodialise.

5.2.2 Obtencéo do material bioldgico

Foram colhidos pela equipe de enfermagem, 10 ml de sangue periférico, em frasco sem
anticoagulante, dos individuos participantes da pesquisa. Esse material foi colhido na clinica
de origem do paciente, em momento que antecede imediatamente a primeira sessdo de
hemodialise da semana, extraidos da fistula arteriovenosa ou do cateter de duplo lumen
utilizados para o procedimento dialitico.

As amostras sanguineas foram encaminhadas imediatamente, em recipientes adequados,
para 0 Laboratorio de Patologia Clinica das Doengas Tropicais, do Nucleo de Medicina
Tropical da Universidade Federal do Para, passaram por processo de centrifugacéo, o soro foi
separado e colocado em frasco estéril devidamente identificado. Os soros foram armazenados
e resfriados de 2 a 8° por até 3 dias.

Foram realizados os testes para pesquisa soroldgica dos anticorpos anti-VHC por
método imunoenzimatico (ELISA) e técnicas moleculares para identificagdo viral (RT-PCR) e

genotipagem.
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5.2.3 Diagnastico soroldgico da hepatite C

Foram empregados testes soroldgicos de ELISA de 32 geragdo, 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) necessarias para as reacOes foram retiradas da geladeira com
antecedéncia de uma hora e deixadas a temperatura ambiente, e 0s reagentes homogeneizados
rapidamente no vortex.

O primeiro poco da placa ficou para o branco da reagéo, na sequéncia da microplaca de
ELISA, foram dispensados 200 pL do controle negativo em triplicata (3 pogos), 200 pL do
calibrador em duplicata (2 pogos) e 200 pL do controle positivo em amostra Unica (1 pogo).

Adicionou-se 200 pL do Diluente de Amostra em todos 0s pogos que continham as
amostras dos pacientes a serem dosadas, depois, dispensou-se 10 pL do soro do paciente no
poco correspondente, homogeneizando cuidadosamente a placa de ELISA, a fim de retirar
eventuais bolhas, porém tomando cuidado para ndo contaminar 0s po¢os adjacentes.

Dispensou-se 50 pL do Diluente do Reagente em todos os pogos de controles,
calibradores e amostras; cobrindo as tiras com adesivo para evitar evaporagao e contaminagao
das amostras; e realizou-se a incubagédo da microplaca de ELISA por 45 min a 37°C.

Apos incubacdo, o liquido foi desprezado nos pocos e cada pogo da microplaca lavado
de 4 a 5 vezes com 300 pL da Solucdo de Lavagem diluida, sempre homogeneizando
cuidadosamente, desprezando o contedo dos pocgos e tirando o excesso de liquido (residual)
dos pogos vertendo a placa de ELISA sobre papel absorvente até completar o nimero de
lavagens necessarias.

Foi pipetado 100 pL de Conjugado Enzimatico, exceto no po¢o do branco, coberta
novamente a microplaca de ELISA com adesivo e incubada por 45 min a 37°C. Apo0s
incubacdo, desprezou-se o liquido nos pogos e ocorreu a lavagem de cada poco da microplaca
de 4 a 5 vezes com 300 pL da Solucdo de Lavagem diluida, sempre homogeneizando
cuidadosamente, desprezando o conteldo dos pocos e tirando o excesso de liquido (residual)
dos pogos vertendo a placa de ELISA sobre papel absorvente até completar o nimero de
lavagens necessarias.

Foi acrescentado por pipetacdo 100 uL de Cromdgeno/Substrato em todos 0s pocos e
homogeneizado. A microplaca foi incubada e protegida da luz intensa e direta, a temperatura
ambiente (18-24°C) por 15 min. Pipetou-se 100 pL de Acido Sulfurico em todos os pogos, na
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mesma ordem em que foi pipetado o cromodgeno, para “parar” a rea¢do enzimatica e medir a
absorbéancia da solucéo 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 reagdo < 0.100; controle
negativo < 0.050, controle positivo > 1.000, e calibrador > 1.100. Para as amostras testadas,
0s valores reagentes e ndo reagentes para pesquisa de anticorpos anti-HCV tiveram
interpretacdo da seguinte maneira: ndo reagentes com valores < 0.9; reagentes com valores >

1.1; e indeterminados entre os valores 0.9 — 1.1.

5.2.4 Deteccao dos acidos nucléicos do virus da hepatite C por biologia molecular

Foi realizada extracdo do RNA viral presente no soro dos pacientes, utilizando kit
comercial (QIAmp Viral RNA kit, Quiagen, Alemanha).

Foram pipetados 560 pL de tampdo AVL (lise) contendo RNA em tubo de centrifuga
de 1,5 ml identificado, adicionados 140 puL da amostra e homogeneizado em vortex por 15s;
incubando a temperatura ambiente (15-25°C) por 10 min. Apos incubacdo, centrifugou-se
rapidamente o tubo para remover particulas dispersas.

Adicionou-se 560 pL de etanol (96-100%) na amostra que posteriormente foi
homogeneizada no volrtex por 15s, e centrifugada rapidamente. Depois, cuidadosamente,
foram transferidos 630 pL para as colunas devidamente identificadas, centrifugadas a 14.000
rpm por 1 min e descartada a parte de baixo, ficando s6 com a coluna para encaixar em outro
tubo.

O resto das amostras foi colocado nas colunas devidas, centrifugadas a 14.000 rpm por
1 min e descartada a parte de baixo, ficando s6 com a coluna para encaixar em outro tubo.
Lavou-se com 500 pL de tampéo da lavagem (AW1) e houve nova centrifugacdo por 1 min,
mantendo a coluna e descartando a parte de baixo. Lavou-se com 500 pL de tampédo da
lavagem (AW2) e realizada centrifugagé@o por 4 min, mantendo a coluna e descartando a parte
de baixo.

Os tubos para RNA foram identificados para colocar as colunas. Adicionou-se 60 pL de
tampédo para eluir (AVE) em cada amostra, que depois foram centrifugadas por 1 min,
descartando a coluna e ficando com o tubo. Colocou-se em banho-maria por 10 min a 65°C,
depois ocorrendo breve centrifugacdo e armazenamento imediato no gelo. As amostras

extraidas foram congeladas e armazenadas em freezer a -20°C.
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A RT-PCR permite amplificar os trechos codificantes diretamente a partir de moléculas
de RNAm. Apds a extracdo do RNA, sintetiza-se uma fita Unica de DNA complementar ao
RNAmM (DNAc) empregando-se a enzima transcriptase reversa de origem viral. A fita de RNA
do hibrido RNA/DNA ¢ digerida com RNAse, e a fita de DNACc é replicada por uma DNA
polimerase. A partir do DNAc, emprega-se o método de PCR usual para amplificacéo.

Neste estudo, 0 DNA complementar (cDNA) foi sintetizado de acordo com a técnica
de RT-PCR qualitativa, utilizando-se a regido conservada 5’NTR do virus. A metodologia foi
adaptada no Laboratdrio de Patologia Clinica das Doencas Tropicais a partir da técnica obtida
no Laboratério de Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, da seguinte
maneira: a reagdo para uma amostra continha Tamp&o: 12 pL; iniciador k10: 1uL; iniciador
k11: 1uL; agua ultrapura livre de DNAse e RNAse: 5 pL; Enzima Tagpolymerase One-Step
(Invitrogen): 1 pL. O iniciador k10 constitui-se da sequéncia 5"GGC GAC ACT CCA CCA
TRR3" e o iniciador k11 da sequéncia 5’GGT GCA CGG TCT ACG AGA CC3".

O volume da reacdo por amostra foi de 20 puL e o volume do produto da extracéo foi
de 5 pL, perfazendo um volume total por tubo de 25 pL. As amostras foram colocadas em
termociclador e a reagéo realizada a 42°C por 45 minutos, temperatura inicial de desnaturacéo
a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos, com temperatura de desnaturagéo a 94°C por 30
segundos, de anelamento a 54°C por 30 segundos, de extensdo a 72°C por 45 segundos e
temperatura de extensdo final de 72°C por 7 minutos, mantendo a reagéo a 4°C.

Para visualiza¢do do produto dessa 12 PCR (RT-PCR), foi feito um gel de agarose a
1% (1g de agarose para 100mL de tampdo TEB 1X e 3 pL de brometo de etidio), 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 apresentarem “banda” com
fragmento de 279 pb, continuaram os procedimentos e 0s negativos, que ndo apresentaram
“bandas” foram liberados como indetectaveis por este método. A figura 12 apresenta um
modelo laboratorial para classificar os pacientes reagentes dos nao reagentes.

A 22 PCR (RFLP) é responsavel por fazer a amplificacdo do cDNA, produto da 12 PCR.
Para esta etapa, também com adaptacdes feitas no Laboratorio de Patologia Clinica das
Doencas Tropicais, foram necessarios para a reagdo de uma amostra: Tampdo 10X: 2,5 pL;
dNTP: 4 pL; MgClp: 1,5 pL; primer ou iniciador k15: 1 pL; primer ou iniciador k16: 1 pL;
agua ultrapura livre de DNAse e RNAse: 12,5 pyL; Enzima Tagplatinum (Invitrogen): 0,5 pL.
O primer k15 constitui-se da sequéncia 5’ACC ATR RAT CAC TCC CCT GT3" e o primer
k16 da sequéncia 5"CAA GCA CCC TAT CAG GCA GT3",
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Peso Indetectavel Detectavel Indetectavel Detectdvel Detectavel Indetectavel Detectavel

w | [[JITTLTL]L]]

Figura 12. Visualizacdo de “bandas” do produto da PCR em gel de agarose observado em luz
ultra-violeta. (protocolo da pesquisa).

O volume da reacdo por amostra foi de 23 pL e o volume do produto da 12 PCR foi de 2
pL, perfazendo um volume total por tubo de 25 pL. As amostras foram colocadas em
termociclador e a reacdo realizada a temperatura inicial de desnaturagéo a 94°C por 4 minutos,
seqguida de 35 ciclos, com temperatura de desnaturagdo 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, mantendo a reagéo a 4°C.

O produto da 22 PCR foi observado através de um gel de agarose a 1% (1g de agarose
para 100 ml de tampdo TEB 1X e 3 pyL de brometo de etidio), 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),
continuaram 0s procedimentos e 0S negativos, que ndo apresentarem “bandas” foram

repetidos para o procedimento da 22 PCR para confirmar o resultado.

5.2.5 Determinacao do gendtipo do virus C

Os pacientes positivos para a 22 PCR foram submetidos a genotipagem do virus através
do método de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), utilizando um par de
enzimas de restricdo, AVA Il e RSA |. Essa técnica também foi adaptada no Laboratorio de
Patologia Clinica das Doencas Tropicais a partir da técnica obtida no Laboratorio de Hepatites
Virais do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

Na determinacdo do gendtipo viral, cada amostra foi utilizada duas vezes, sendo uma
reacdo para AVA Il e uma para RSA |, portanto cada amostra possuiu dois tubos

correspondentes.
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Para a preparagdo do mix de uma amostra para a enzima de restricdo AVA 1l
(Promega), foram utilizados: Buffer C X30: 2 uL; &gua ultrapura livre de DNAse e RNAse:
12,5 pL; AVA II: 0,5 pL. Para o mix de uma amostra de RSA | (Invitrogen), foram
necessarios: Reactl 10X: 2 uL; agua ultrapura libre de DNAse e RNAse: 11 uL; RSA I: 2 uL.

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 microtubo correspondente
a sua enzima de restricdo. As amostras formaram “pares” de microtubos AVA Il e RSA | e
foram colocadas em banho-maria a 37°C durante a noite (12 a 16 horas) para digerir (cortar)
os fragmentos.

Para visualizagdo do produto da digestdo (RFLP) e verificacdo dos gendtipos, foi
preparado um gel de agarose a 2% (2g de agarose para 100 ml de tampédo TEB 1X e 3 pL de
brometo de etidio), que migrou em cuba de eletroforese com 100V, 500A por 60 minutos. Os
resultados foram visualizados através de luz UV (ultravioleta). Os pacientes positivos
apresentaram “bandas” de tamanhos diferentes. O nimero de bandas e sua disposi¢cdo no gel
formaram padrdes de combinacdo correspondentes a cada gendtipo viral (Figura 13).

Peso

moleculargongtipor  Gendtipo  Gendtipo1  Genodtipo1

AVAIl RSAT AVAIl RSAI AVAIl RSAI AVAHN RSAl

Figura 13: Visualizagcdo da combinacgéo dos “cortes” feitos pelas enzimas de restricdo AVA
Il e RSA I. Nesta figura é possivel observar o gen6tipo 1 (protocolo da pesquisa).
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5.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no projeto de pesquisa foram inseridos em planilha no programa
Excel 2007 e transportada para analise através de testes estatisticos adequados para cada
variante, utilizando o programa BioEstat 5.0 (AYRES, 2008). Teste qui-quadrado e Teste G
foram usados para comparar frequéncia entre os grupos. Os fatores de riscos foram estimados
pelo odds ratios (OR) em analise univariada. O nivel de significancia adotado foi de 95%
(p=0.05).
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6 RESULTADOS

O estudo incluiu sete unidades de hemodidlise, sendo seis do municipio de Belém e
uma de Ananindeua. O nimero total de 803 pacientes estava em terapia renal substitutiva no
periodo de realizacdo deste trabalho. Destes, cinco pacientes foram excluidos da pesquisa
porque ndo assinaram o TCLE ou apresentavam co-infec¢cdo com o VHB ou HIV, totalizando

798 pacientes que participaram deste estudo.

6.1 DADOS DA PREVALENCIA DO VHC ENTRE PACIENTES EM HEMODIALISE

A prevaléncia do VHC em hemodialise em Belém/Ananindeua-PA foi 8,4%
(67/798), com maior taxa na unidade D (14,7%) e menor em B (4,1%), como observado na

tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo do resultado do teste imunoenzimético para pesquisa de

anticorpos para VHC especificos nas unidades de hemodiélise.

Unidade N°daamostra Anti-vHC
Reagente (%) N&o Reagente (%)
A 157 16 (10,2) 141 (89,8)
B 122 5 (4,1) 117 (95,9)
C 64 4 (6,2) 60 (93,8)
D 75 11 (14,7) 64 (85,3)
E 179 18 (10,1) 161 (89,9)
F 113 7 (6,2) 106 (93,8)
G 88 6 (6,8) 82 (93,2
Total 798 67 (8,4) 731 (91,6)

X?particdo: 2:2 = 3.52 p=0,04 e 2:4 = 3.26 p=0,05

Quando comparado o periodo de aquisigdo da infeccdo pelo HCV entre as diferentes
clinicas estudadas ndo foi observado diferenca entre elas. Vale ressaltar que, o
encaminhamento para as clinicas de dialise dos pacientes portadores do virus antes de iniciar

o tratamento ocorre de maneira aleatoria.
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Tabela 2. Periodo de aquisicdo do VHC relacionado as unidades de

hemodialise.
) Periodo de aquisi¢do do VHC
Unidade Total
Antes da HD (%) Durante HD (%) Na&o sabe

A 7 (44) 8 (50) 1(6) 16
B 2 (40) 3 (60) -

C 1(25) 3 (75) - 4
D 3(27) 7 (64) 1(9) 11
E 11 (61) 7 (39) - 18
F 3(43) 4 (57) - 7
G 3 (50) 3 (50) - 6
Total 30 (44,8) 35 (52,2) 2(3) 67(100)

HD= hemodialise; G= 2,88 p= 0,82

Comparando os resultados obtidos pelos dois métodos de diagnostico utilizados
nesse estudo: o teste imunoenzimatico (ELISA) para pesquisa de anticorpos HCV especificos
e 0 método da PCR, pesquisa do RNA viral, foi observado 8,4% (67/798) foram reagente pelo
método Elisa e 5,4% (43/798) foi detectado o RNA viral. Somente um paciente (0,1%) néo

reagente no Elisa, apresentou RNA viral na circulagdo (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacdo dos métodos sorolégicos e de
biologia molecular no diagnostico do VHC em pacientes

submetidos a hemodiélise.

PCR VHC
SOROLOGIA Total
Detectéavel(%) Indetectavel(%)
Reagente 42 (62,7) 25 (37,3) 67
N&o Reagente 1(0,1) 730 (99,9) 731
Total 43 (5,4) 755 (94,6) 798

G=224.25 p= 0,001
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Analisando os geno6tipos do VHC, o mais frequente foi o tipo 1 (86,1%), em todas as
unidades estudadas. O tipo 2 foi encontrado em 5 (11,6%) pacientes, todos na mesma unidade
de hemodialise. O tipo 3 foi encontrado em somente 1 paciente (2,3%), conforme mostrado na
tabela 4.

Tabela 4. Distribuicdo dos gendtipos do VHC relacionados as
unidades de hemodialise.

Unidade N°de Genotipos
amostras 1 (%) 2 (%) 3 (%)

A 9 9 (100,0) - -

B 2 2 (100,0) - -

C 3 3 (100,0) - -

D 5 5 (100,0) - -

E 15 9 (60,0) 5(33,3) 1(6,7)
F 3 3 (100,0) - -

G 6 6 (100,0) - -
Total 43 37 (86,1) 5 (11,6) 1(2,3)

6.2 CARACTERIZACAO  SOCIO-EPIDEMIOLOGICA DOS  INDIVIDUOS

ESTUDADOS.

Na tabela 5 foram analisadas as caracteristicas sécio-epidemioldgicas dos individuos
estudados. Observou-se que houve predominio do sexo masculino, dos casados ou em unidao
estavel. Em relacéo a escolaridade dos individuos foi observado baixo nivel de instrugéo,
onde 51,9% cursaram até o ensino fundamental. A renda familiar predominante foi de até 2

salarios minimos.



Tabela 5. Caracterizacdo sécio-epidemioldgica dos individuos

estudados.

Variavel N° da amostra (%) X
(P valor)

Género
Masculino 526 (65,9) 80,21
Feminino 272 (34,1) (0,001)
Estado Marital
Solteiro 211(26,4) 67,43
Casado e unido estavel 495(62,0) (0,001)
Divorciado 43(5,4)
Vilvo 49(6,2)
Escolaridade
Analfabeto 25(3,1) 48,88
Ensino fundamental incompleto 291(36,4) (0,001)
Ensino fundamental completo 99(12,4)
Ensino médio incompleto 161 (20,2)
Ensino médio completo 142 (17,8)
Ensino superior incompleto 6 (0,8)
Ensino superior completo 74 (9,3)
Renda Familiar
Até 1 salario minimo 223 (27,9) 10,72
2 salarios minimos 247 (31,0) (0,001)
3-5 salarios minimos 254 (31,8)

> 5 salarios minimos

74 (9,3)
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A idade média dos individuos estudados foi 49 anos, com faixa etaria entre 18 a 88

anos, conforme tabela 6.

Tabela 6. Distribuicao por faixa etéaria dos

individuos estudados.

Faixa etaria (anos) N°daamostra %
18-25 95 7
26-35 111 13,9
36-45 87 10,9
46-55 216 27,1
56-65 192 24
> 65 137 17,1
Total 798 100

X?=14.33 p=0,001

As principais causas da doenca renal crénica nos individuos estudados foram
diabetes mellitus com 34,1% (272/798), seguido de glomerulonefrite, 18,6% (149/798) e
hipertenséo arterial 17,1% (137/798), conforme tabela 7.

Tabela 7. Distribuicdo segundo a causa da doenga

renal cronica.

Causa N° da amostra %

Diabetes mellitus 272 34,1
Hipertensdo arterial 137 17,1
Glomerulonefrite 149 18,6
Doenga renal policistica 74 9,3
Nefrite intersticial cronica 62 7,8
Desconhecido 74 9,3
outros 30 3,8
Total 798 100
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Quanto a ocupacao dos individuos estudados, a &rea de comércio e servicos foi a mais

contemplada com um total de 42,6% como observado na tabela 8.

Tabela 8. Distribuicdo por ocupacao/atividade

profissional por classes ou areas de atuagao.

Classe ocupacional N°daamostra %

Area administrativa 99 12,4
Comeércio e servicos 340 42,6
Construcao civil 74 9,3
Educacéo 31 3,9
Estudante 62 7,8
Saude 25 3,1
Seguranga 31 3,9
Servigos Gerais 136 17,0
Total 798 100,0

X2=76.33 p=0,001

6.3 FATORES DE RISCO PARA AQUISICAO DO VHC

O tempo dos individuos em programa de hemodialise variou de menos de um ano a
15 anos. 11,8% (94/798) possuiam até um ano de tratamento, 48,5% (387/798) possuiam mais
de um ano ou até 5 anos de tratamento, 26,9% (215/798) mais de 5 anos e ou até 10 anos e
12,8% (102/798) mais de dez anos de tratamento. Comparando o tempo de hemodialise com a
pesquisa de anticorpos VHC especificos foi observado uma tendéncia crescente (A > 0),

quanto maior o tempo de tratamento maior a prevaléncia do VHC (Tabela 9).
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Tabela 9. Tempo de hemodialise dos individuos estudados.

Sorologia Total Tempo de hemodidlise (anos)

< 1(%) >1-5(5) >5-10(%) > 10 (%)
Reagente 67 9(13,4) 24 (35,8) 15 (22,4) 19 (28,4)
Né&o reagente 731 85 (11,6) 363 (49,6) 200 (27,4) 83 (11,4)
Total 798 9 387 215 102

X?= 6,21 p= 0,012

Em relacdo ao periodo de aquisicdo da infeccdo pelo VHC, 44,8% (30/67) dos
pacientes sabidamente adquiriram antes do inicio da hemodialise e 52,2% (35/67) adquiriram
ja em programa dialitico (Tabela 9). Daqueles que adquiriram a infeccdo durante o periodo de
hemodialise, 74,2% (26/35) possuem mais de 5 anos de terapia substitutiva renal, enquanto
que 76,6% dos que ja estavam infectados antes de iniciar a hemodialise apresentavam até 5
anos de tratamento, confirmando que a infecgdo pelo VHC nesses pacientes ocorre durante o
tratamento (Tabela 10).

Tabela 10. Periodo de aquisi¢cdo do VHC informado pelo paciente relacionado
ao tempo de hemodialise.

Tempo de Periodo da Aquisi¢do do VHC Total (%)
Hemodialise ~ Antes da HD (%) Durante HD (%) Né&o sabe

<1lano 8 (88,8) 1(11,2) - 9 (13,4)

>1-5anos 15 (62,5) 8 (33,3) 1(4,2) 24(35,8)
>5-10 anos 5(33,3) 10 (66,7) - 15 (22.4)
> 10 anos 2 (10,5) 16 (84,2) 1(5,3) 19 (28.4)
Total 30 (44,8) 35 (52,2) 2(3) 67 (100)

G=21,14 p= 0,0001
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A andlise dos dados referentes a fatores de risco quanto ao comportamento sexual

com o resultado do teste Elisa demonstrou que fatores como: o uso do preservativo durante as

relagbes sexuais, relato anteriores de doengas sexualmente transmissiveis e o nimero de

parceiros sexuais ndo diferiram nos grupos reagentes e ndo reagentes para o VHC (tabela 11).

Tabela 11. Comparacéo entre os fatores de risco para aquisi¢do da infeccéo pelo VHC

relacionados ao comportamento sexual e o resultado do Elisa para pesquisa de anticorpos

VHC especificos.

Elisa VHC
Fatores de risco Reagente(%) NAO OR (IC) P valor
reagente(%o)
Uso de Preservativo
Sempre 18 (27) 205 (28) 1,06 0,94
Eventual e Nunca 49 (73) 526 (72) (0,60-1,86)
Historia de DST
Sim 14 (20) 128 (17,5) 1,24 0,59
Néo 53 (80) 603 (82,5) (0,67-2,31)
N° parceiros sexuais
nos ultimos 2 anos
Até 2 60 (89,5) 677 (92,6) 1,46 0,50
>3 7 (10,5 54 (7,4) (0,63-3,36)

Avaliados os fatores de risco por procedimentos médicos ou condi¢des clinicas,

observou-se que 95% (760/798) dos individuos estudados realizaram transfusdo de sangue,

sendo que 3% do grupo positivo nunca receberam transfusao.

96% (767/798) relataram

internacdo hospitalar anterior. Quanto ao procedimento de endoscopia digestiva alta, 67%

(526/798) ja haviam realizado o exame. HistOria de transplante de 6rgdos foi identificada em
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7% (58/798) dos individuos, sendo que a presenga da infecgdo pelo VHC foi maior nos
transplantados (Tabela 12).

Tabela 12. Comparagéo entre os fatores de risco para aquisi¢cdo da infeccéo
pelo VHC relacionados as condic¢des clinicas e procedimentos e o
resultado do Elisa para pesquisa de anticorpos VHC especificos.

Elisa VHC
Fatores de risco OR (IC) Pvalor
Reagente(%) Na&o reagente(%o)
Transfusdo sanguinea
Sim 65 (97) 695 (95) 1,68 0,67
Néo 2 (3) 36 (5) (0,39-7,15)
Transplante de orgdo
Sim 11 (16,4) 47 (6,5) 2,85 0,00
Néo 56 (83,6) 684 (93,5) (1,40-5,81)
Internacao hospitalar
Sim 65 (97) 702 (96) 1,34 0,94
Néo 2 (3) 29 (4) (0,31-5,75)
Endoscopia digestiva
Sim 50 (74,6) 476 (65) 1,57 0,15
Néo 17 (25,4) 255 (35) (0,89-2,78)

Quanto aos dados do Tabagismo, Etilismo e consumo de drogas ilicitas foi observado

entre todos os individuos estudados, 3,9% usam ou usaram drogas ilicitas, 58,1% consomem

alcool frequente ou eventualmente e 37,9% séo tabagistas (Tabela 13).



Tabela 13. Comparacéo entre os fatores de risco para aquisi¢do da
infecgdo pelo VHC relacionados ao habito de vida e o resultado

do Elisa para pesquisa de anticorpos VHC especificos.

Elisa VHC
Fatores de risco OR (IC) Pvalor

Reagente(%) Na&o reagente(%o)

Uso de drogas ilicitas

Sim 3(5) 28 (3) 1,17 0,94
Né&o 64 (95) 703 (97) (0,34-3,97)
Etilismo

Frequente 10 (15) 95 (13) 1,18 0,79
Eventual e nunca 57 (85) 636 (87) (0,57-2,37)
Tabagismo

Frequente 12 (18) 130 (17) 1,00 0,88

Eventual e nunca 55 (82) 601 (83) (0,52-1,93)
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7 DISCUSSAO

A infeccéo pelo virus C tem sido considerada uma endemia mundial, com taxas de até
3% de individuos contaminados (MARTINS et al., 2011). Entretanto, alguns grupos
especificos exibem niveis considerados muito elevados, como pacientes em hemodialise, que,
somando-se ao risco de contaminacdo parenteral, as condigdes nosocomiais favorecem a
transmisséo viral (MOREIRA et al., 2005; VECCHI et al., 2007; PATEL et al., 2010)

Em estudo realizado por Miranda (2008), a hemodialise esteve presente como fator de
risco em 31,2% dos pacientes atendidos com hepatite C cronica no Ambulatorio de
Hepatopatias Cronicas do Hospital Santa Casa de Misericérdia do Para. Cartagenes (1998),
encontrou prevaléncia 37,6% de anticorpos VHC especifico em pacientes de uma unidade de
hemodialise de Belém, Para.

A triagem para anti-VHC nos bancos de sangue e a ado¢do de medidas especificas de
prevencdo e controle em unidades de hemodialise, com legislacdes federais e mundiais de
controle e prevencdo de hepatites virais em dialise, foram fundamentais para o declinio da
prevaléncia nas Ultimas décadas. Entretanto as taxas persistem em niveis maiores que o0s da
populacéo geral (CARNEIRO et al., 2005).

Este estudo observou uma prevaléncia de VHC de 8,4% em hemodialise, taxa superior
a encontrada pelo Censo Brasileiro de Dialise, de 5,8% (SESSO et al., 2011), que representa a
média nacional da infeccdo nessa populagdo. Valores de 8,4% também foram observados na
cidade de Recife, Pernambuco (MELLO et al., 2007). Recentemente, Silva (2012), observou
uma taxa de prevaléncia 7,2% em Imperatriz, no Maranh&o.

Entretanto, estudos recentes demonstraram taxas de prevaléncias superiores a estas, em
unidades de hemodialise de vérias regides do Brasil: 10,5% em Salvador, na Bahia (SILVA et
al., 2006), 16,8% no municipio de Tubardo, Santa Catarina (BALDESSAR et al., 2007),
16,4% no Estado de Goias (CARNEIRO et al., 2007), 13,9% em Manaus, Amazonas (MAIA
et al., 2009) e 14,8% em Juiz de Fora, Minas Gerais (LEAO et al., 2010).

Mundialmente, taxas inferiores foram observadas no Canada (TU et al.,, 2009) e na
Inglaterra (GHAFUR et al., 2007), 5,4% e 3,3%, respectivamente, enquanto prevaléncias
maiores foram identificadas por Kalantar-Zadeth et al. (2007) nos Estados Unidos (12%) e
Khan et al (2011), no Paquistéo (29,2%).

Vaérios estudos destacam que falhas nas medidas de prevencédo e controle de infecgdes
na unidade de hemodialise explicariam as diferencas geogréficas na prevaléncia de hepatite C
(KARKAR et al., 2006; AGARWAL et al., 2009; THOMPSON et al., 2009; SAUNE, et al.,
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2011). Entretanto, a diminuicdo da entrada em dialise de novos pacientes com anti-HCV
reagentes e o aumento da mortalidade podem favorecer o declinio nas taxas (ESPINOSA et
al., 2004). Pacientes em hemodialise com HCV positivo tem maior risco de morte que com
HCV negativo (NAKAYAMA et al., 2000; KALANTAR-ZADETH et al., 2005) Portanto, as
diferencas regionais podem ser explicadas tanto pela utilizagdo de medidas eficientes de
controle de infeccdo viral, quanto pela sobrevida dos pacientes.

Diferencas significativas de prevaléncias também foram descritas entre diversas
unidades de dialise em uma mesma regido (ARENAS et al., 2001; BUSEK E OLIVEIRA,
2002; MEDEIROS et al., 2004; SILVA et al., 2006). Resultado similar foi observado nesse
estudo, onde prevaléncia de anticorpos VHC especificos nas sete clinicas analisadas variou de
4 a 14%. Carneiro et al. (2007), encontrou variacdes de 0 a 47,7% de prevaléncia entre as
unidades estudadas.

As principais causas das diferencas de prevaléncias estédo relacionadas a falhas nas
aplicacbes de medidas de precaugdes universais para o controle de infeccdes nas unidades de
maiores prevaléncias (MEDEIROS et al., 2004; SILVA et al., 2006; SANTOS E SOUTO,
2007).

Quando comparado os métodos diagndsticos, foi observado que pelo ELISA 8,4% dos
pacientes apresentavam anticorpos VHC especificos na corrente sanguinea. Porém, o RNA
viral sé foi detectado em 5,4% destes pacientes. Somente em um paciente foi detectado o
RNA viral sem presenca de anticorpos (ELISA néo reagente). A deteccdo de anticorpos VHC
especificos com auséncia de RNA viral também foi observado por Dotta et al. (2003),
Albuguerque et al. (2005) e Silva et al. (2006).

A presenca de ELISA reagente com RNA viral indetectavel pode ser devido ao
desaparecimento do RNA por eliminagdo viral e infeccdo passada, ou porque o virus estd
localizado em tecidos diferentes da corrente sanguinea, ou a carga viral € muito baixa, abaixo
do limite detectado pelo PCR ou ainda porque o nivel de viremia esta oscilante e ausente da
circulagdo no momento da coleta (DOTTA et al., 2003).

A deteccdo de RNA viral com auséncia de anticorpo VHC especifico pode estar
relacionada a janela imunolégica no inicio de infeccdo aguda, haja vista as técnicas de
biologia molecular detectar mais precocemente a infeccdo. Entretanto, pode-se também
atribuir a esses resultados o estado de imunossupressdao de portadores de doencas renais
cronicas em hemodialise, com prejuizo na producdo de anticorpos circulantes, nestes casos,
com prolongada janela imunoldgica (DOTTA et al., 2003; SOUZA et al., 2003; OLIVEIRA
et al., 2009).
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A presenca de RNA viral, com anti-VHC néo reagente foi observado por Dotta et al.
(2003) em 2,3% dos casos, Souza et al. (2003), em 3,4%, Oliveira et al. (2009) em 0,2% e Li
e Wang (2010) em 2,1%. Ghafur et al. (2007), identificou precocemente RNA viral em 0,06%
de casos que depois apresentaram soroconversdao. Resultados semelhantes foram observados
por Sauné et al. (2011). A presenca de viremia com auséncia de anticorpos VHC especificos
na circulacdo representa um grande risco para a disseminacéo do virus no ambiente de diélise,
considerando que, os testes de biologia molecular ndo s@o utilizados de rotina para essa
populagéo (SILVA et al., 2006).

O virus da hepatite C tem grande diversidade genotipica, com pelo menos seis tipos
conhecidos (GOMES E NIEL, 2008; ARAUJO et al., 2011). Neste estudo, o gendtipo 1 teve a
maior prevaléncia (86,1%). O tipo 2 foi o segundo mais prevalente (11,6%), todos da mesma
unidade de hemodialise e o tipo 3 teve 2,3%. A maioria dos estudos brasileiros e europeus
identificaram prevaléncias semelhantes para o gendtipo 1, sendo o mais encontrado, enquanto
que o genotipo 3 foi 0 segundo mais frequente (ARENAS et al., 2001; SILVA et al., 2006;
ESPIRITO-SANTO et al., 2007; FREITAS et al., 2008; TREVISOLI et al., 2008; AMORIM
et al., 2010). Gonzaga et al. (2008), relatou que a distribuicdo genotipica no Brasil e em
muitos paises europeus tem padrdes similares com prevaléncia dos tipos 1 e 3.

Farah et al. (2007), identificou no Estado de Minas Gerais resultados semelhantes a este
estudo, onde o genoétipo 1 tinha 86,1%, o tipo 2 com 11,1% (8 pacientes), sendo cinco da
mesma unidade de hemodialise e o tipo 3 com 1,4%, além de 14% do tipo 4, este Ultimo raro
no Brasil. Na populacéo geral da regido norte o gen6tipo 1 é o mais prevalente, seguido pelo
gendtipo 3 (CAMPIOTTO et al., 2005; ARAUJO et al., 2011; FECURY, 2011).

A distribuicdo genotipica pode sugerir transmissdo nosocomial nas unidades de
hemodialise. Genotipos raros para determinada regido podem ser implantados e disseminados
através das maos da equipe de saude, de superficies e equipamentos contaminados. Nesse
estudo foi observado uma elevada prevaléncia do gendtipo 2 (11,6%) e todos o0s pacientes
portadores desse genotipo pertenciam a mesma clinica de dialise.

O gendtipo 2 é muito raro na regido Norte do pais, sendo mais frequente nas regides
centro-oeste, sudeste e sul (CAMPIOTTO et al., 2005). Sua existéncia exclusivamente em
uma unica unidade reforgou a possibilidade da transmissdo nosocomial do virus, importado de
outra regido e transmitido no ambiente devido ao uso inadequado das medidas de prevencao
de infeccéo.

Os individuos estudados tiveram como caracteristicas socio-epidemioldgicas o

predominio do sexo masculino, casados ou em unido estavel, com baixo nivel de escolaridade
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e renda familiar de até 2 salarios minimos. A faixa etaria de maior frequéncia foi entre 46-65
anos.

Estudos tém demonstrado que homens sdo mais prevalentes entre 0s pacientes com
DRC em unidades de hemodialise, com ou sem hepatite C (ALBUQUERQUE et al., 2005;
PENIDO et al., 2008; LEAO et al., 2010; SESSO et al., 2010; MATOS et al, 2011).
Resultados semelhantes foram observados entre portadores do VHC, com ou sem DRC
(BEZERRA et al., 2007; TREVISOLI et al., 2008; FECURY, 2011).

Baixos niveis sdcio-econdmicos sdo fatores de risco para DRC, explicado pelo menor
acesso aos servicos de salde e pouca adesdo ao tratamento de doencas renais primérias, as
quais levam a doenca renal terminal, como hipertensédo e diabetes mellitus (ZAMBONATO et
al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009). A doenga renal crbénica tem curso prolongado e nos
estagios finais 0 paciente depende de terapia renal substitutiva, o que justifica a idade mais
acometida.

Neste estudo, a doenca renal priméaria mais prevalente foi diabetes mellitus (34,1%),
seguida de glomerulonefrite (18,6%) e hipertensdo arterial (17%), diferente de varios estudos
brasileiro que encontraram como causa principal a hipertensdo e em segundo diabetes
mellitus, aparecendo em terceiro glomerulonefrite (BALDESSAR et al., 2007; PENIDO et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2009; SESSO et al., 2010). Porém, estudo recente de Matos et al.
(2011) e Zambonato et al. (2008), observaram diabetes mellitus como primeira causa de DRC
em hemodialise.

Sesso et al. (2010), embora tenha encontrado como principal causa a hipertensdo
arterial, observou que a populagdo de diabéticos entre pacientes que realizam hemodiélise no
Brasil vem aumentando, enquanto os hipertensos se mantem estaveis. Os censos brasileiros de
didlise de 2008, 2009 e 2010 encontraram taxas de diabetes mellitus de 26%, 27% e 27,5%
respectivamente e para hipertensdo arterial 36%, 35% e 35,2% respectivamente. Nos Estados
Unidos a principal causa de DRC em diélise é o diabetes mellitus (USRDS, 2011).

Quanto a presenca de glomerulonefrite como segunda causa de DRC, a explicacéo é que
foram incluidas as doengas glomerulares primarias e secundarias, nestas Ultimas a nefrite
lipica, 0 que aumentaram as taxas de prevaléncias dessas patologias como causa da doenca
renal. Outra possivel justificativa foi pela melhoria no diagndstico dessas doencas, com
realizacdo de biopsias renais para identificagdo das lesdes, que favorecem o seu
reconhecimento.

Considerando os fatores de risco, o tempo de didlise foi estatisticamente significante
(p=0,012), com tendéncia crescente (A> 0), quanto maior o tempo de tratamento, maior o
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risco de contaminacdo por hepatite C nas unidades de hemodiélise. Praticamente todos os
estudos envolvendo fatores de risco de hepatite C tem descrito essa relagdo com significancia
estatistica, sugerindo a transmissdo nosocomial do virus (MEDEIROS et al.,, 2004;
CARNEIRO et al., 2007; SANTOS E SOUTO, 2007; PENIDO et al., 2008; YABAR E
ZEVALLOS, 2009; LEAO et al., 2010; SAUNE et al., 2011).

Neste estudo foi observado que 44,8% iniciaram hemodialise como portadores do VHC.
Destes, a maioria tinha até 5 anos de tratamento, enquanto que entre 0s pacientes que
adquiriram o VHC durante o tempo de dialise, a maioria tinha mais de 5 anos no
procedimento, o que foi altamente significativo estatisticamente (p=0,0001), confirmando a
relacdo do tempo de diélise com o risco de infec¢do. Maia et al. (2009) observou que em
78,2% dos pacientes que foram contaminados durante o periodo de hemodialise, isso ocorreu
apos os 4 anos de tratamento.

Com relagdo aos fatores de risco relacionados ao comportamento sexual, ndo foi
observado diferencas entre 0s grupos reagentes e ndo reagentes, concordando com dados de
Santos e Souto (2007) e Silva (2012). Em estudo na populagdo geral, Bezerra et al. (2007)
observou associacdo entre doencas sexualmente transmissiveis e multiplos parceiros com
infecgéo pelo VHC.

Transfusdo de sangue, considerada na literatura com fator de risco, foi observada
igualmente, com elevada prevaléncia, nos grupos reagentes e nao reagentes, diferindo de
outros estudos onde esse procedimento teve significancia (MEDEIROS et al., 2004; FARAH
et al., 2007; FREITAS et al., 2008; LI E WANG , 2010; SAUNE et al., 2010). Dados
semelhantes a este estudo foram observados por Ledo et al. (2010).

Transfusdes sanguineas foram fatores de risco para tratamentos realizados até 1992
(FREITAS et al., 2008; CARNEIRO et al., 2001). Pacientes com DRC em hemodidlise tem
anemia cronica por deficiéncia de eritropoietina, que levaram as transfusdes excessivas nessa
populacdo. Nas Ultimas decadas a utilizacdo de eritropoietina sintética tem diminuido
consideravelmente a necessidade de transfusdes (FREITAS et al., 2008).

Transplante de érgdo foi altamente significativo (p= 0,000), sendo fator de risco para
infeccdo pelo VHC entre os pacientes. Esses dados concordam com outros estudos que
mostraram relacdo significativa entre transplante de 6rgdos e a presenca se anti-VHC (TU et
al., 2009; YABAR E ZEVALLOS, 2009; LI E WANG, 2010; SAUNE et al., 2011). Botelho
et al (2008), observou associagdo significativa de anti-VHC positivo em individuos com
transplantados renais, tendo como fatores de risco transfusdo de sangue sem triagem, maior

tempo em hemodidlise e transplantes realizados antes de 1994.
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Uso de drogas, etilismo e tabagismo ndo tiveram significancia estatistica entre os grupos
reagente e ndo reagente, o que difere de Farah et al. (2007) e Kalantar-Zadeth et al. (2007), e
concorda com os estudos de Santos e Souto (2007) e Ledo et al. (2010). Na populacgao geral,
uso de drogas € o principal fator de risco para VHC e mostrou associa¢do significante com
infeccdo em pacientes que realizam hemodialise (BEZERRA et al., 2007; GALPERIM et al.,
2010).

Tabagismo foi frequente, em 17,8% dos individuos estudados. Uso de tabaco constitui
fator de risco para o aumento da mortalidade por doenca cardiovascular nessa populagéo.
Cravo et al. (2011) encontrou 34,5% tabagista e 17,2% de etilistas nos doentes renais crénicos
estudados.

O impacto da presenga de VHC na unidade de hemodidlise se estende a equipe de
salde, equipamentos, uso de capilares e agua tratada para 0 consumo no procedimento. Em
estudo realizado por Lazzarini et al, que consistia na avaliagdo da incidéncia de soroconversao
para 0 VHC apds a implantacdo de programa de prevencdo de infeccdo em unidade de
hemodialise, observou uma reducédo significativa dos casos novos de VHC. Essas medidas
visavam principalmente o treinamento da equipe e revisdo de normas e rotinas com aplicagéo
de medidas preventivas.

Este estudo enfatiza a importdncia de estratégias de controle de hepatite C em
hemodialise e a utilizagdo de medidas adequadas de precaugdes e prevencao de contaminagdo
nas unidades, alertando os servi¢os quanto a necessidade de revisdo periddica das rotinas, dos
protocolos e do comportamento da equipe.

Com a triagem de doagOes de sangue, a transmissdo nosocomial € a principal via de
contagio do virus C nessa populacdo. Os métodos de biologia molecular precisam ser
implantados nas unidades de hemodialise, pelo menos na admissdo, para subsidiar o controle
da infeccdo pelas doencas virais de transmissdo sanguinea.
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8 CONCLUSAO

A prevaléncia de anticorpos VHC especificos entre os pacientes que realizam
hemodialise em Belém-Para no periodo estudado foi 8,4 %, maior que a média

nacional de unidades de dialise no Brasil, porém inferior a varios estados brasileiros.

O RNA viral foi detectado em 5,4% dos pacientes estudados sendo o gendtipo 1 o
mais frequente com 86,1%, seguido pelo gendtipo 2, com 11,6% e o genotipo 3 com
2,3%. Diferindo do que é descrito na populacdo geral da regido Norte (1, 3 e 2). A
elevada prevaléncia do gendtipo 2 nos renais crénicos sugere transmissao nosocomial

nas clinicas de dialises.

A pesquisa de anticorpos VHC especificos pelo método Elisa foi significativamente

mais eficiente para o diagnostico do VHC entre os pacientes em hemodialise.

O estudo apresentou predominio de individuos do sexo masculino, com faixa etaria
46-65 anos, casados ou em unido estavel, com baixo nivel de escolaridade e renda
familiar até 2 salarios minimos, com ocupacdo concentrada na area do comércio e

Servigos.

A principal causa da doenca renal cronica foi diabetes mellitus, seguida de
glomerulonefrite. Hipertenséo arterial apareceu em terceiro lugar. Similar ao descritos

em outros estudos realizados no Brasil.

O tempo de diélise foi significante fator de risco para aquisicdo do VHC, sendo que a

maioria dos reagentes para VHC tinha mais de 5 anos de tratamento.

Histdria de transplante de 6rgdos foi mais frequente nos reagentes para o0 VHC que nos

ndo reagentes, com significancia estatistica.
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APENDICE A - QUESTIONARIO DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
Pesquisa e Genotipagem do Virus da Hepatite C em portadores de Doencas Renais
Cronicas Submetidos a Hemodialise

I - IDENTIFICACAO

Nome: Idade:
Sexo: ( )Masc. ( )Fem. Peso Altura Cor:
Naturalidade: Data de nascimento / /

Residéncia atual

Tempo de residéncia:

Telefones:

Unidade de Hemodialise

Data do inicio de Hemodialise:
Il - ESTILO DE VIDA

Estado Marital: ( )Solteira  ( )Casada ( )Unido estavel

Opcdo sexual:

Uso de preservativo: ( )Sempre ( )Algumas vezes ( )Nunca

Uso de anticoncepcional: ( )Sim ( )Néo Qual?

Uso de alcool: ( )Frequentemente ( )Eventualmente ( )Nunca

Fumo: ( )Freqiientemente  ( )Eventualmente ( )Nunca

Uso de drogas: ( )Sim ( )Néo Qual?

Idade da primeira relacdo sexual N° de parceiros nos Gltimos dois anos
Ja teve alguma DST? ( )Sim ( )Nao Qual?

i - CONDI(;AO DE SAUDE
Causa da DRC :

Jé realizou exame de endoscopia? ( )N&o ( )Sim Quando e quantas vezes?

Transfusdo sanguinea? ( )Ndo ( )Sim Quando e quantas vezes?

Transplantes de 6rgdos? ( )Nd&o ( )Sim Quando e quantas vezes?

Hemodialise ( )Ndo ( )Sim tempo de hemodialise(em meses)?

Internacdo hospitalar ~ ( )Ndo ( )Sim Quando e quantas vezes?
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Doencas : Diabetes ( )Ndo ( )Sim
Hipertensdo ( )Ndo ( )Sim
Cardiopatas ( )N&o ( )Sim
Distarbios renal ( )Nao ( )Sim

Doencas infecciosas ( )Ndo ( )Sim Qual?

Outras?

Toma algum medicamento controlado? ( )N&o ( )Sim Qual?

IV- ANTECEDENTES FAMILIARES:
1- Algum familiar j& teve hepatite? ~ Sim () Né&o (

Quem e qual ?

V — CONDICOES SOCIO-ECONOMICAS

Escolaridade Profissdo:

Salario Familiar

() <quelminimo () de 3 a5minimos
() 1 minimo () de5a 10 minimos
() 2 minimos () >que 10 minimos

V1. CONDICOES DE SOROCONVERSAO EM PORTADORES DA INFECCAO PELO VHC:
Quanto tempo é anti-HCV? Data da soroconverséo

Quando foi a soroconversao ? Antes de realizar tratamento dialitico? ( )

Nos exames de admissdo quando iniciou tratamento dialitico? ( )
J& realizava hemodialise algum tempo ( )

V1. Exames realizados anteriormente

EXAMES Data de realizacéo Resultados

ALT de 3 meses

Elisa

PCR

Genotipagem

Histopatoldgico

VII. Tratamentos realizados para HCV:
Medicamento: periodo:
Responséavel pela coleta:
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

n'

(LT
| T\

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PROJETO: Pesquisa e Genotipagem do Virus da Hepatite C em Portadores de Doengas Renais Cronicas
Submetidos a Hemodiélise

Esta pesquisa possui como principal objetivo Avaliar a presenca do HCV e dos diferentes gendtipos virais em

portadores de doenga renal crénica em hemodialise de unidades de Didlise, na regido metropolitana de Belém.
. Para tanto é necessario coletar sangue, com essa finalidade prestamos os seguintes esclarecimentos:
1- Serdo realizados exames de sangue para pesquisar a infecgéo pelos virus HCV.
2- A pesquisa oferece riscos minimos para o participante, referente a coleta de sangue que sera realizada por
profissional treinado.
3- Os exames realizados pela pesquisa serdo gratuitos, ndo necessitando nenhum custo por parte do participante
para sua realizac&o.
4- Os resultados dos exames realizados pela pesquisa serdo usados como dados da pesquisa, omitindo-se a
identidade do participante.
5- Ninguém ¢é obrigado a participar da pesquisa, assim como podera se retirar dela no momento que desejar, sem

qualquer prejuizo pessoal.

Solicitamos assim, a sua autorizacdo para efetuarmos o referido exame e realizarmos uma entrevista, sendo que a
mesma é confidencial; para desenvolvermos o estudo em questao.

CONSENTIMENTO

Declaro que li as informagfes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido sobre o contetdo
do mesmo, assim como seus beneficios. Declaro ainda que por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa
cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, [

ASSINATURA DO PACIENTE

Pesquisador Responsavel: MARIA DE JESUS RODRIGUES DE FREITAS
ENDERECO: RUA MUNDURUCUS 325, BELEM/PARA — TEL91- 32241852 CEL 91-81276601



ANEXO A - Aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em pesquisa envolvendo seres

humanos.

]
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°006/2011-CEP/NMT

. Projeto de Pesquisa: : PESQUISA E GENOTIPAGEM DO VIRUS DA HEPATITE C
EM PORTADORES DE DOENGAS RENAIS CRONICAS
SUBMETIDOS A HEMODIALISE

(39

Pesquisador Responsavel: Maria de Jesus Rodrigues de Freitas
Instituicao / Unidade:NMT/UFPA

Data de Entrada: 03/02/2011.

Data do Parecer: 16/02/2011.

o o bk w

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em tela e,
verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugdo 196/96-CNS/MS.

Portanto, manifesta-se pela sua aprovagéo.

Parecer: APROVADO.
Belém, 11 de abril de 2011.

Prof®. Dr. HéégThais Fuzii

Coordenadora do. CEP-NMT/UFPA.

is Fuzii
\en Thais Fu
Coo}li:uludotl go Gomith de tnca

88



89

PREVALENCIA E GENOTIPAGEM DO VIRUS DA HEPATITE C EM PORTADORES DE
DOENCAS RENAIS CRONICAS SUBMETIDOS A HEMODIALISE.

Maria de Jesus Rodrigues de Freitas, Nephrologist
Amanda Alves Fecury, Biomedical, Msc. Tropical Diseases
Marcella Kelly Costa de Almeida, Pharmaceutical, Msc. Tropical Diseases
Andrei Silva Freitas, Pharmaceutical
Andrea Marinho da Silva, Pharmaceutical
Ygor Fernando Ferreira da Costa, Pharmaceutical
Renata Aparecida Andrade da Costa, Pharmaceutical
Patricia Ferreira, Biomedical

Luisa Caricio Martins. Biomedical, Dr Genetics and Molecular Biology

Nucleo de medicinal Tropical, Universidade federal do Para.

Corresponding author: Professor Dra. Luisa Caricio Martins, Tropical Medicina Center.
Adress: Av. Generalissimo Deodoro, 92, District - Umarizal, Belém-Para-Brazil. Zip Code:
66.000-000.

Phone: (55 91) 3201-6812,E-mail address:caricio@ufpa.br

HCV in hemodialysis patients.



90

BACKGROUND

Hepatitis C virus (HCV) has been recognized to be one of the major causes of chronic
liver disease worldwide [Shepard et al. 2005]. As the transmission of this virus occurs
parenterally via blood and blood products, patients receiving maintenance haemodialysis
(HD) therapy are at increased risk for acquiring these infections and have a higher prevalence
HCV than the general population [Fabrizi et al.2002].

The prevalence of HCV infection among hemodialysis patients varies between countries
and between dialysis units within a single country. In Brazil, a country of continental
dimensions, HCV infection has not been fully investigated among hemodialysis patients.
Studies conducted in different regions of Brazil have described the prevalence of HCV
antibodies from 8.4 to 10.5% in the Northeast [Mello et al. 2007, Silva et al, 2006], 11.7%,
14.8%, 16.4% in the Midwest [Freitas et al. 2008, Ledo et al. 2010, Carneiro et al. 2007].

The HCV prevalence in northern Brazil of general population (Brazilian Amazon) is the
highest among the Brazilian regions (2.2%) [Almeida et al 2012, Sawada et al. 2011]. This
study is the first to investigate the HCV infection prevalence, risk factors, and genotypes in
hemodialysis patients in the city of Belém, the capital of the state of Para in the North region
of Brazil.

HCV is classified into six major genetic groups, designated genotypes 1 to 6, each
comprising multiple subtypes (designated a, b, c, etc). These genotypes have distinct
geographical distributions. Genotype determination is a relevant predictive parameter of the
response to antiviral treatment. Furthermore, the genotyping of HCV isolates is a useful tool
in molecular studies carried out to establish the source of outbreaks in hemodialysis centers
and other nosocomial settings [Savey et al.2005].

The objective of the present study was investigate the HCV infection prevalence and
genotypes the HCV and possible risk factors for acquiring it in patients on maintenance
hemodialysis (HD) in the city of Belém, the capital of the state of Para (Brazilian Amazon).
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MATERIALS AND METHODS

The study was carried out in the seven dialysis units of the Belém- Para, Northern
Brazil (Fig. 1). Between January and December 2011, blood samples were collected from 798
chronic hemodialysis patients (nearly 99% of this population). The study was approved by the
Ethics Committee of the Tropical MedicineCenter (Permit No. 006/2011).

A blood sample (10 ml) was collected from each subject by peripheral venipuncture.
The sample was centrifuged at 7699 for 10 min and serum was separated and stored at -80 C

for subsequent analysis of viral markers.

Detection of Serological Markers
Serological markers for HCV infection, anti-HCV antibodies were investigated using
the ETI-AB-HCVK-4 from Diasorin (Saluggia, Italy).

Identification of HCV Genotypes

RNA was extracted from all samples using the QlAamp Viral RNA kit (Qiagen, Hilden,
Germany). HCV RNA was detected in sera of the subjects by nested PCR using primers that
target the 5°-UTR region. The first reaction consisted of synthesis and amplification of cDNA
in a single step using 1 ml of the k10 (5"-GGC GAC ACT CCA CCA TRR-3") and k11 (5"-
GGT GCA CGG TCT ACG AGA CC-3") primers, 5 ml DNAse-free ultrapure water, 5 ml
RNAse, and 1 ml One-Step Tag DNA Polymerase (Invitrogen, S&o Paulo, Brazil). The
samples were incubated in a thermocycler at 42°C for 45 min. The amplification conditions
consisted of initial denaturation at 94°C for 2 min, followed by 35 cycles of denaturation at
94°C for 30 sec, annealing at 54°C for 30 sec, and extension at 72°C for 45 sec. A final
extension was performed at 72°C for 7 min and the samples were cooled to 4°C. The second
reaction mixture consisted of 2.5 ml 10 X buffer, 4 ml dNTPs, 1.5 ml MgCI2, 1 ml k15 (5°-
ACC ATR RAT CAC TCC CCT GT-3") and k16 (5"-CAA GCA CCC TAT CAG GCA GT-
3") primers,12.5 ml DNAse- and RNAse-free ultrapure water, and 0.5 ml Platinum Tag DNA
Polymerase (Invitrogen, Brazil).

The virus was genotyped by the restriction fragment length polymorphism (RFLP)
technique using Avall and Rsal restriction enzymes. Positive and negative controls were

included in all reactions [Hazari et al., 2004].
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Statistical Analysis

The results were analyzed using the BioEstat 5.0 program [Ayres and Ayres Junior, 2008].
Chi-square test was used to compare frequencies between groups. Risk factors were estimated
by odds ratios (OR) in univariate analysis. A level of significance of 95% was adopted.
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RESULTS

During the period of this work the total number of patients who were on renal
replacement therapy in the seven hemodialysis units participating in the study was 803
patients. Five patients were excluded from the study because they refused to participate in the
study, totaling 798 patients who participated in the study. Of these 66% (526/798) were male,
the mean age was 49 years, with ages between 18 and 88 years.

Of the 798 studied patients, 67 (8.4%) were found to be anti-HCV positive by
ELISA, ranging from 4% to 14% according to the Center. The risk of anti-HCV positivity
was significantly higher at center D compared to dialysis center B (Table 1). None of the new
centers reported seroconversions during the study period.

The viral RNA was detected in 5.4% (43/798) of these 42 also had antibodies anti-
HCV. One patient showed only the viral RNA without antibodies (Table 2). Regarding
genotypes of HCV, the most common type was 1 genotype in 86.1% (37/43) of patients, type
2 was found in 11.6% (5/43) and type 3 in only 1 patient (2.3%). All patients with genotype 2
hemodialysis performed in the center E, as shown in Table 3.

Analysis of risk factors showed that the time on hemodialysis, renal transplantation
and blood transfusion without screening for HCV (before November 1993) were associated
with HCV positivity (Table 4). Regarding knowledge of the vesting period of HCV infection,
45% (30/67) of patients known to have acquired before the start of hemodialysis and 55%
(37/67) already acquired in dialysis program. Of those who acquired the infection during
hemodialysis, 73% (27/37) have more than 5 years of renal replacement therapy (Table 5).
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DISCUSSION

When the hepatitis C virus beginning to be studied in dialysis units, the prevalence
was very high [Karohl et al. 1995, Vanderborght et al. 1995]. The screening of anti-HCV in
blood donors and the adoption of specific measures for prevention and control of viral
infections in the units were fundamental to the decrease in prevalence, however, the rates are
much higher than the general population [Carneiro et al. 2005].

This study found a prevalence of 8.4% for anti-HCV, higher than that observed by
dialysis Brazilian census of 2010, 5.8% [Sesso et al. 2010]. Prevalence of 8.4% was also
observed in the city of Recife, Pernambuco [Melo et al. 2007], however, in hemodialysis units
from various regions of Brazil prevalence was greater than these: 16.8% in the city of
Tubardo, Santa Catarina [Baldessar et al. 2007], 16.4% in the State of Goias [Carneiro et al.
2007] and 14.8% in Juiz de Fora, Minas Gerais [Ledo et al. 2010]. Worldwide, lower rates
were observed in Canada [Tu et al. 2009] and England [Ghafur et al. 2007], 5.4% and 3.3%,
respectively, while higher prevalence was identified by Kalantar-Zadeh et al. 2007 in the
United States (12%) and Khan et al 2011, Pakistan (29.2%).

Several studies point out that gaps in prevention and control of infections in
hemodialysis unit explain geographical differences in the prevalence of hepatitis C [Agarwal
et al. 2009, Thompson et al. 2009, Sauné et al. 2011]. Different prevalence were reported
between the various dialysis units in the same region [Silva et al. 2006, Arenas et al. 2001,
Medeiros et al. 2004]. A similar result was observed in this study (Table 1). Carneiro et al.
2007 found variations from 0 to 47.7% between the units studied. The main causes are related
to inefficient use of measures of universal precautions for infection control [Santos et al.
2007, Medeiros et al 2004].

When compared the diagnostic methods, the viral RNA was detected in only 5.4% of
patients (Table 2). One patient had viral RNA with Elisa nonreactive. HCV-specific
antibodies in the absence of viral RNA were also detected by other authors [Dotta et al. 2003,
Albuquerque et al. 2005]. Detectable viral RNA and anti-HCV negative was observed by
Oliveira et al. 2009 and Li et al.2010. Ghafur et al. 2007 identified early viral RNA without
HCV antibodies, which later seroconverted.

ELISA reagent with undetectable viral RNA could be due to the disappearance of
viral RNA per total elimination, because the viruses are located in different tissues from the
bloodstream because the viral load is below the threshold detected by PCR or because the

viral load was swinging and viral RNA absent from the circulation at the time of collection
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[Dotta et al. 2003]. The detection of viral RNA in the absence of antibody specific HCV may
be related to immune window at the beginning of acute infection. However, you can also
assign the state of immunosuppression in hemodialysis patients, with impaired production of
circulating antibodies [Albuquerque et al. 2005]. The presence of virus in the absence of
HCV-specific antibodies represents a major risk for the spread of the virus in the environment
dialysis, whereas molecular biology tests are not routinely used for this population.

Genotype 1 was the most prevalent (86.1%) in this study (Table 3). Several brazilian
studies found similar results with prevalence of genotypes 1 and 3 [Freitas et. 2008, Silva et
al. 2006, Amorim et al. 2010]. In contrast, the type 2 was the second most encountered in this
study, all in the same hemodialysis unit. Farah et al. 2007, in southeastern Brazil, found
similar results. In the general population of northern Brazil, genotype 1 is the most prevalent,
followed by type 3 [Campiotto et al. 2005, Sawada et al 2011]. This genotype distribution
may suggest nosocomial transmission in hemodialysis units. Rare genotypes for a given
region can be imported and spread by nosocomial route.

Risk factors for acquisition of HCV, with statistical significance (p <0.05) in this
study were duration of dialysis, kidney transplantation and blood transfusion without prior
screening for HCV (which occurred before 1993), as noted in Table 4 . Duration of dialysis
and blood transfusion before screening period for hepatitis C are conventionally considered
the main risk factors for HCV infection in patients on hemodialysis, found in several studies
[Ledo et al. 2010, Carneiro et al. 2007, Sauné et al 2011]. As observed in this study (Table 5),
the longer the treatment the higher the risk for contamination by HCV.

Renal transplantation was also strongly associated with HCV in several studies [Tu
et al. 2009, Li e Wang 2010, Yabar e Zevallos 2009]. Botelho et al 2008 observed a
significant association of anti-HCV positive subjects with renal transplants performed before
1994. Likewise, patients related in this study may have acquired HCV by blood transfusion,
for nosocomial or contaminated donor.

Finally, the findings of this study emphasize the importance of control strategies for
hepatitis C in hemodialysis. The molecular biology methods need to be deployed in

hemodialysis units, at least on admission to subsidize measures of infection control.
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Table 1. Seroprevalence of the anti-hepatitis C virus (HCV) antibody in the dialysis centers in

the city of Belém, North Brazil.

Centers Total Anti-HCV
Positive (%) Negative (%0)
A 157 16 (10) 141 (90)
B 122 5 (4) 117 (96)
C 64 4 (6) 60 (94)
D 75 11 (14) 64 (86)
E 179 18 (10) 161 (90)
F 113 7 (6) 106 (94)
G 88 6 (7) 82 (93)
Total 798 67 (8,4) 731 (91,6)

X?: 2:2 = 3.52 p=0,04e2:4 = 3.26 p=0,05

Table 2.Variations of HCV markers in hemodialysis patients in Belém, Para- Brazil.

PCR VHC
Anti-HCV _ Total
Positive Negative
Positive 42 (62,7) 25 (37,3) 67
Negative 1(0,1) 730 (99,9) 731
Total 43 (5,4) 755 (94,6) 798

G=224.25 p= 0,00
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Table 3. Hepatitis C virus genotypes isolated from hemodialysis patients in the dialysis

centers.
Centers Total Genotypes
1 (%) 2 (%) 3 (%)

A 9 9 (100,0) - -
B 2 2 (100,0) - -
C 3 3(100,0) - -
D 5 5 (100,0) - -
E 15 9 (60,0) 5(33,3) 1(6,7)
F 3 3(100,0) - -
G 6 6 (100,0) - -

Total 43 37 (86) 5(12) 1(2)

Table 4. Risk factors associated with Hepatitis C virus (HCV) infection in hemodialysis

patients.
Risk factor Anti-HCV OR (95% IC) P valor

Pos./total (%)

Lenght of time on hemodialysis

<1 year 5/185 (2.7) -

1abyear 28/329 (8.5) 3.34 (1.27-8.82) 0.01

>5 years 34/250 (13.6) 4.89 (1.87-12.76) 0.00

Transfusion of blood screened for

anti-HCV

Yes 8/9 (88%) 98.98 (12.17-804.88) 0.00

No

Kidney transplantation

Yes 11/58 (29) 1.34 (1.40-5.81) 0.00

No 56/740 (7.6)




Table 5. Period of seroconversion to anti-HCV related to duration of hemodialysis.

. HCV infection Total
Lenght of time on
hemodialysis Before HD (%) During HD (%)
< 1lyear 8 (89) 1(11) 9
>1-5years 15 (62) 9 (38) 24
> 5 years 7 (20) 27 (80) 34
Total 30 37 67

HD= Hemodialysis
G=7.19 p= 0,02
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