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INFECCAO POR CITOMEGALOVIRUS EM PACIENTES PORTADORES DE HEPATITE C
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Luciana Abdalla Rosa Gasparoni
Sao amplamente discutidas na literatura as a¢des do virus da hepatite C no organismo

humano, em especial, sua atividade no tecido hepético, que gera um processo de
agressao, destruicao celular e cicatrizacdo a longo prazo culminando com extensas
areas de fibrose hepatica e ainda podendo contribuir para o surgimento de carcinoma
hepatocelular. Por outro lado, em estudos realizados em pacientes submetidos a
transplante hepético foi observado que pacientes com o citomegalovirus (HCMV)
tiveram um estadgio mais alto de fibrose. A vitamina D tem um importante papel
imunomodulador e esta associada a varias doencas infecciosas. Este estudo teve
como objetivo avaliar a presenca do citomegalovirus em portadores do virus da
hepatite C (HCV), avaliar os niveis de enzimas hepaticas e fibrose hepética nos
pacientes monoinfectados e coinfectados, verificando se a coinfec¢ao poderia piorar
o dano hepdtico,e verificar a associacdo com os niveis de vitamina D. Para isto foi
realizado um estudo observacional que incluiu 113 pacientes com infec¢do crénica
pelo virus da hepatite C, recrutados em ambulatorio ou hospitais publicos do Rio de
Janeiro. Foram realizadas anamnese, analise de prontuarios médicos, PCR
quantitativo para detec¢do do citomegalovirus, dosagens de enzimas hepéticas,
afericdo do grau de fibrose hepatica, dosagem de vitamina D. A analise estatistica
comparativa foi realizada entre os grupos com pacientes monoinfectados pelo HCV e
coinfectados HCV/HCMV. Entre o0s pacientes analisados 18,58% estavam
coinfectados com HCV e HCMV, a maioria (52,4%) era do sexo feminino. Na analise
das variaveis continuas observou-se que a mediana dos niveis de carga viral do HCV
e vitamina D foram maiores nos pacientes coinfectados. Nao foi possivel encontrar
significdncia estatistica nos resultados referentes as enzimas hepaticas e fibrose
hepética. Dados na literatura comprovam que a coinfeccdo HCV/HCMV pode afetar a
progressdo da doenca hepatica, portanto, € importante monitorar 0s pacientes
portadores de HCV para a infecgéo pelo HCMV.

Palavras -chave: Virus da hepatite C, Citomegalovirus, coinfeccéo, hepatite, fibrose
hepatica, HCV, HCMV.
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CYTOMEGALOVIRUS INFECTION IN PATIENTS WITH HEPATITIS C
ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE

Luciana Abdalla Rosa Gasparoni

The actions of the hepatitis C virus in the human body are widely discussed in the
literature, in particular, its activity in the liver tissue, generating a process of aggression,
cell destruction and long-term healing culminating in extensive areas of liver fibrosis
and the appearance of hepatocellular carcinoma. On the other hand, studies carried
out in patients undergoing liver transplantation, showed that patients with
cytomegalovirus (HCMV) had a higher stage of fibrosis. Vitamin D has an important
immunomodulatory role and is associated with several infectious diseases. This study
aimed to evaluate the presence of cytomegalovirus in patients with hepatitis C virus
(HCV), to evaluate the levels of liver enzymes and liver fibrosis in mono-infected and
coinfected patients, verifying whether coinfection could worsen liver damage, and to
verify the association with vitamin D levels. For this, an observational study was carried
out that included 113 patients with chronic hepatitis C virus infection, recruited from an
outpatient clinic or public hospitals in Rio de Janeiro. Anamnesis, analysis of medical
records, quantitative PCR for detection of cytomegalovirus, measurements of liver
enzymes, measurement of the degree of liver fibrosis, measurement of vitamin D were
performed. Comparative statistical analysis was performed between groups with HCV
mono-infected and HCV coinfected patients. / HCMV. Among the patients analyzed,
18.58% were co-infected with HCV and HCMV, the majority (52.4%) were female. In
the analysis of continuous variables, it was observed that the median levels of HCV
and vitamin D viral load were higher in co-infected patients. It was not possible to find
statistical significance in the results regarding liver enzymes and liver fibrosis. Data in
the literature prove that HCV-HCMV co-infection can affect the progression of liver
disease, so it is important to monitor patients with HCV for HCMV infection.

Keywords: Hepatitis C virus, Cytomegalovirus, coinfection, hepatitis, liver fibrosis,
HCV, HCMV.
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1.INTRODUCAO

Sdo amplamente discutidas na literatura as acfes do virus da hepatite C no
organismo humano, em especial, sua atividade no tecido hepatico, que gera um
processo de agressao, destruicdo celular e cicatrizagao a longo prazo culminando com
extensas areas de fibrose hepatica, podendo contribuir para o surgimento de
carcinoma hepatocelular. A maioria dos virus da hepatite [virus da hepatite C (HCV),
virus da hepatite B (HBV), virus da hepatite D (HDV)] e virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), estabelecem infecgcbes crénicas em que ocorre replicacao
constante. Isso leva a inflamacao crénica, muitas vezes resultando em grave dano

tecidual do 6rgao infectado(1).

InfeccBes virais persistentes podem ser latentes ou cronicas. A infecgdo latente €
caracterizada por longos periodos de inatividade viral, sem replicacdo ou producao de
novos virions, embora os estimulos de estresse possam desencadear episédios de
reativacfes. Exemplos de virus que estabelecem infeccao latente sao os virus herpes
[citomegalovirus (HCMV), virus herpes simplex (HSV), virus Epstein-Barr (EBV), virus
varicela-zoster (VZV)]. A infeccdo pelo HCMV é bastante prevalente na populacéo
geral, mas em pacientes higidos ndo costuma cursar com significativa
morbimortalidade, porém, tem sido bastante estudada a atividade de doenca hepéatica
pelo HCMV em pacientes transplantados hepaticos, mostrando reativacdo de doenca

latente e hepatite no enxerto por tal virus (2-4).

Em estudos preliminares, pacientes com doenca por HCMV tiveram um estagio
mais alto de fibrose e tendéncia a um maior indice de atividade de hepatite e carga de
HCV apo6s o transplante de figado. Desta forma, ha evidéncias de que a patogénese

do HCV ¢ influenciada por sua interagdo com o HCMV (5).

1.1 Histoérico da hepatite C

Na década de 70, dois tipos virais causadores de hepatites haviam sido
identificados: o HBV, membro protétipo de uma nova familia de virus de DNA,
Hepadnaviridae; seguido do HAV, um picornavirus designado para um novo género:
Hepatovirus. Com o desenvolvimento de novos testes de diagndstico soroldgico

observou-se que diversos casos de infec¢des pos transfusionais ndo eram causados
20



por HBV ou HAV, surgindo, entdo, o termo hepatites ndo-A ndo-B (NANB) para
classificar esse novo agente (6). A partir de 1980, foi possivel a deteccdo e
identificacdo de diversos patdgenos infecciosos através das técnicas de biologia
molecular, tal como a identificagdo e caracterizacdo viral em clones de DNA
complementar (cDNA). Em 1989, um clone de cDNA, 5-1-1 proveniente de amostras
de plasma e figado derivados de chimpanzés infectados, foi isolado por Choo e
colaboradores (7) através do uso do método de triagem imunoldgica randémica,e
através de comparacao em biblioteca de cDNA, onde os anticorpos provenientes de
pacientes com diagnéstico de hepatite NANB foram usados. Foi possivel identificar
um clone de cDNA codificando um epitopo imunodominante dentro da proteina nao-
estrutural 4 do virus. ApOs seis meses de analises extensas o clone 5-1-1 foi

identificado e recebeu 0 nome de virus da hepatite C (7) (6)

1.2 Virus da hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) pertence ao género Hepacivirus, familia Flaviviridae.
E um virus envelopado, seu nucleocapsideo contém uma Unica fita de RNA de
polaridade positiva de aproximadamente 9,6 kb. A particula viral tem formato esférico
e mede aproximadamente 50 nm de diametro (8). O nucleocapsidio é icosaédrico e

tem diametro de aproximadamente 30 nm (Figura 1.1).

Proteina do
capsideo g

Glicoproteina
do envelope _—~

RNA

Figura 1.1: Modelo da estrutura da particula do HCV (fonte: Ministério da Saude,
2020)
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O HCV-RNA é flanqueado por duas regides nao traduzidas altamente conservadas que
apresentam importante fungéo na regulacao da ativacéo e replicacao viral denominadas
5'UTR e 3'UTR. Apresenta apenas uma fase de leitura aberta capaz de codificar para
uma poliproteina precursora com cerca de 3.000 aminoécidos (7, 9). Sob acado conjunta
de proteinases do hospedeiro e codificadas pelo préprio virus, a poliproteina é clivada
em, pelo menos, 10 proteinas virais maduras, as quais estdo arrumadas como segue
(da terminacdo amino para carboxi ): NH2-C-E1-P7-E2-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-
NS5B-COOH(9) (Figura 1.2). Essas proteinas apresentam fun¢des distintas: estruturais
(C, E1 e E2) e ndo-estruturais (p7, NS2 a NS5) (10).

2"UTR JUTR
C || E1 || E2/P7 NS2 NS3 || NS4A/B || NS5A/B

Figura 1.2 Esquema da organizagédo gendmica do HCV. Fonte: Adaptado (CLARKE,
1997).

A proteina C corresponde a proteina do core, enquanto as proteinas E1 e E2
constituem as glicoproteinas do envelope viral. As proteinas ndo-estruturais NS3,
NS5A e NS5B, por exemplo, tém funcédo enzimatica, protease viral e RNA polimerase,
respectivamente (11) Alguns dos genes do HCV foram associados a sua natureza
quasiespécie e escape do sistema imunoldgico do hospedeiro, cronificacdo da doenca

e resposta terapéutica (12).

1.2.1 Diversidade gendmica

Ao longo da historia da investigacao e estudo do virus da hepatite C, recorreu-se
amplamente ao estudo das variacdes gendmicas do mesmo. Através da analise
filogenética das sequéncias dos diversos espécimes isolados em todo mundo, foi
estabelecido um sistema de classificacdo dos genétipos (1 a 7) e subtipos (a, b, c...)
(13). A genotipagem do HCV tornou-se imprescindivel para a definicdo do esquema
terapéutico, ja que ha evidéncias que os gendtipos do HCV estéo relacionados com
maior ou menor sensibilidade aos diferentes tratamentos medicamentosos, tendo em
vista que cada subtipo apresenta singularidades que possibilitam o surgimento de

mutacdes primarias de resisténcia aos mesmos. Além disso, a definicdo dos genotipos
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é valida para o estudo da epidemiologia da doenca, pois a distribuicdo dos genaotipos
varia de regido para regido (figura 1.3) (14-18). De acordo com um artigo de reviséao
de 2019 (19), globalmente, as infecgcbes mais comuns sdo com os genétipos do HCV
1 (44% dos casos), 3 (25% dos casos) e 4 (15% dos casos) (18, 19).

No Brasil, sdo encontrados, principalmente, os genotipos 1, 2 e 3, com
predominéancia do gendtipo 1 sobre os gendtipos 2 e 3, com distribuicdo de 60% para
0 primeiro e taxas aproximadas de 40% entre os dois outros gendétipos comumente
encontrados ( figura 1.3)(20, 21).

O HCV como outros virus de genoma RNA é caracterizado por um alto grau de
heterogeneidade genética. Isto é decorrente de erros provocados pela RNA
polimerase durante a replicacéo viral (10). Além disso, muitos virus RNA possuem a
capacidade de tolerar a substituicdo de mais de 50% dos seus nucleotideos sem perda
de viabilidade. Estas caracteristicas determinam a existéncia no sangue do
hospedeiro de grupos heterogéneos proximamente relacionados denominados
guasiespécies (22). A natureza quasispécie do HCV confere uma vantagem para o
estabelecimento do virus, uma vez que a presenca simultanea de multiplas variantes
gendmicas e a alta taxa de replicacdo permitem rapida sele¢cdo dos mutantes melhor

adaptados as novas condi¢cdes no hospedeiro (12, 22, 23).

N @
\_’( ~-'*\.,

Proporcéo de genétipos do HCV
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Figura 1.3 : Distribuicao global dos genétipos do virus hepatite C (adaptado de Messina
J.P, 2015)
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1.2.2 Patogénese viral

O ciclo replicativo do HCV esta relacionado com o metabolismo lipidico da célula
do hospedeiro: sua entrada na célula esti associada ao receptor da lipoproteina de
baixa densidade (LDL), aumentando sua expressédo e inibindo sua degradacéao,
levando a um aumento da concentracéo intracelular de lipidios necessaria a formacao
da particula viral (com grande quantidade de conteudo lipoproteico) (24). A replicacéo
do RNA viral ocorre na face citosélica da membrana do reticulo endoplasmatico e,
apos a maturacao, as particulas virais sdo liberadas no lumen do reticulo, onde séo
associadas a lipidios, formando as particulas lipovirais e entdo exportadas do
hepatocito. Menos de 25% dos infectados experimenta um quadro agudo que pode
cursar com ictericia, elevagdo de transaminases, mal estar, nausea e dor no quadrante
superior direito do abdome, o que pode persistir por até 12 semanas. Ha normalizacao
das transaminases em aproximadamente 40% dos casos e 75-100% permanece com
o virus C podendo evoluir para hepatite C cronica (25). Fatores relacionados ao virus
e ao hospedeiro podem influenciar na progressao da doenca. Com relagéo ao virus,
podem ser citados carga viral e genétipo. Ha divergéncia nas publica¢cdes quanto a
relacdo da carga viral plasmatica do virus C e o grau de lesédo hepatica, ja que isso
pode néo refletir a proporcao de hepatécitos infectados e, ainda, pelo dano citopatico
ser determinado principalmente pela resposta imune do hospedeiro (19) Ja Referente
ao genodtipo viral, é sabido que portadores de infeccdo pelo genétipo 3 podem
apresentar progressdo mais rapida para cirrose, e aqueles ja cirréticos infectados
pelos gendtipos 1b ou 3 sdo mais propensos a desenvolver carcinoma hepatocelular
(CHC) (26). A cronificacédo da infec¢do pelo HCV (persisténcia de replicacéo viral por
mais de seis meses a partir de sua identificacéo) esta principalmente relacionada a
imunidade celular, visto que pode haver eliminagédo espontanea do virus em 15% a
35% dos casos (19). A exemplo de fatores associados ao hospedeiro e relacionados
a progressao da doenca hepética pelo virus C podemos citar: sexo (progride mais
rapidamente em homens), idade (criancas e individuos infectados com menos de 40
anos tem melhor prognéstico) e etnia (caucasianos apresentam melhor evolucéo) e
coinfeccdo com outros virus como HIV e virus da hepatite B. Individuos com doenca
gordurosa do figado (esteatose) ndo alcodlica, obesidade, resisténcia insulinica,
transplantados de 6rgaos, bem como aqueles com estagio de fibrose mais avancado

e 0S que mantém consumo de alcool (ndo ha doses seguras para consumo de alcool
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nessa populacdo) experimentam maior probabilidade de evoluir para cirrose
hepatica(27, 28).

1.3 Epidemiologia hepatite C

1.3.1 Aspectos epidemiolégicos no mundo

De acordo com o Relatério sobre as hepatites virais da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) publicado em 2018, as hepatites virais causaram 1,34 milh&o de mortes
em 2015, numero comparavel as mortes causadas por tuberculose e HIV. Entretanto,
ao mesmo tempo em que a mortalidade por tuberculose e HIV tem diminuido, as
mortes por hepatites estdo aumentando. Aproximadamente 1,75 milh&o de pessoas
foram infectadas com o HCV em 2015, elevando o nimero total de pessoas vivendo
com hepatite C no mundo para 71 milhdes. O relatério observa que apenas 20% de
todas as infeccdes pelo HCV foram diagnosticadas em 2015. Uma fracao ainda menor
— 7% dos diagnosticados com infeccdo pelo virus da hepatite C (1,1 milhdo de
pessoas) haviam iniciado tratamento durante esse ano(29).

A prevaléncia da hepatite C nas regides da OMS ¢é de 2,3% da populacao (15
milhdes) na regido do Mediterraneo Oriental,1,5% da populacdo (14 milhdes) na
regido Europeia, 1% da populacdo (11 milhdes) na regidao Africana, 1% da populacdo
(7 milhdes) na regido das Américas, 1% da populacédo (14 milhdes) na regido do
Pacifico Ocidental, e de 0,5% da populacdo (10 milhdes), na regido do Sudeste
Asiatico(29).(figura 1.4)
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Figura 1.4: Distribuicdo de infec¢cdes por HCV prevalentes e incidentes, por regido
da OMS, 2015, ( adaptado OMS 2018).

De acordo com o relatério do CDC sobre a prevalénica das hepatites virais,
publicado em julho de 2020(30) no ano de 2018, nos Estados Unidos foram
notificados 3.621 casos de hepatite C aguda ao CDC, resultando em 50.300
infeccbes estimadas. A contagem de casos de hepatite C aguda relatada em
2018,corresponde a uma taxa de 1,2 casos por 100.000 habitantes, representando
um aumento de mais de 71% da taxa de incidéncia relatada de 0,7 casos por 100.000
habitantes em 2014( figura 1.5). Mais de 65% dos casos de hepatite C aguda
relatados ao CDC em 2018 estavam entre pessoas de 20 a 39 anos. A taxa de
mortalidade ajustada por idade para hepatite C em 2018 foi 3,72 mortes por 100.000
habitantes, representando uma reducao de quase 26% da taxa de mortalidade em
2014 (5,01 mortes por 100.000 habitantes). Apesar dessa melhora, as taxas de
mortalidade associadas a hepatite C aumentaram em 15 jurisdicbes de 2017 a
2018 A classificagcéo dos grupos afetados pela hepatite C em 2018 por idade foi: De
20 a 29 anos: 3,1 casos por 100.000 pessoas, de 30 a 39 anos: 2,6 casos por
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100.000 pessoas, de 40 a 49 anos: 1,3 casos por 100.000 pessoas( figuras 1.6 e
1.8).Quando analisada a distribuiccdo por sexo, a maioria acometeu homens: 1,3
casos por 100.000 pessoas. Os homens em geral apresentaram taxas mais altas de
hepatite C do que as mulheres. Homens e mulheres mostraram um padréo bifasico
de novas infec¢des, com infec¢cdes aumentando no final da adolescéncia e inicio dos
20 anos, diminuindo até os 20 e 30 anos, aumentando novamente no final dos 40
anos até o inicio dos 60 anos e diminuindo nos anos restantes(30) ( figuras 1,7 e
1,8). Houve 214 casos de hepatite C perinatal notificados ao CDC em 2018, que foi
0 primeiro ano em que a vigilancia padronizada para hepatite C perinatal foi
conduzida pelos estados americanos e as notificacdes de casos foram enviadas ao
CDC.
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Figura 1.5 : Namero de casos de hepatite C aguda relatados e infec¢des estimadas
Estados nos Unidos, 2011-2018 ( adaptado de CDC 2018)
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Figura 1.6 Taxas de hepatite C aguda relatadas, por faixa etéria - Estados Unidos
, 2003-2018 ( adaptado CDC 2018)
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Figura 1.7 Taxas de hepatite C aguda relatada, por sexo - Estados Unidos, 2003-
2018( adaptado CDC 2018).
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Figura 1.8 Numero de casos de hepatite C crbnica recém-notificados por sexo e
idade - Estados Unidos, 2018 (N = 137.713) ( adaptado de CDC 2018)
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Figura 1.9: Prevaléncia global da Hepatite C. ( adaptado CDC,2020)
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1.3.2 Aspectos epidemioldgicos no Brasil

Segundo o Boletim epidemiologico de 2018 das hepatites virais , da secretaria de
vigilancia em saude, do Ministério da saude, no periodo de 1999 a 2017, foram
notificados no Sistema de Informag&o de Agravos de Notificagdo (Sinan) 587.821
casos confirmados de hepatites virais no Brasil. Destes, 200.839 (34,2%) de hepatite
C (Tabela 1). A distribuicdo proporcional dos casos varia entre as cinco regifes
brasileiras. Na regido Sudeste verificam-se as maiores proporcdes do virus C 60,9%(
figura 1.10). As taxas da hepatite C mostraram tendéncia de aumento,em especial a
partir de 2015, quando da mudanca de definicdo dos casos para fins de vigilancia
epidemioldgica. Em 2017, as taxas foram de 11,9 casos por 100.000 habitantes para

o agravo (31).(figura 1.11)
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Figura 1.10. Proporcao de casos de hepatites virais notificados segundo as regides.
Brasil, 1999 a 2017.Ministério da saude, 2019.

30



16,0

14,0 -

-
g
=)

-
e
=]

6,0 -

Taxa de incid éncia/ detecgio
{x100 mil hab.)
o
=3

40

20 -

0,0 v =

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Ano de notificacio
H te A Hepatite 8 ———Hepatite C ~———Hepatite D

Fonte: Sinan/SVS/MS.

Figura 1.11.Taxa de incidéncia/deteccdo de hepatites virais segundo agente
etioldgico e ano de notificagdo. Brasil, 2007 a 2017. Ministério da saude, 2019.

De 2000 a 2016, foram identificados, no Brasil, pelo Sistema de Informacéo de
Mortalidade (SIM), 66.196 6bitos por causas basicas e associadas as hepatites virais
dos tipos A, B, C e D. Desses, 75,8% a hepatite C(31). (Figura 1.12)

1,1% 1,7%

W Hepatite & W Hepatite 8 W Hepatite C W Hepatite D

Fonte: SIM/SVE/MS.

Figura 1.12. Distribuicao dos Obitos por causa basica e associada as hepatites virais
segundo agente etiolégico. Brasil, 2000 a 2016. Ministério da saude, 2019
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De 1999 a 2017, foram notificados no Brasil 331.855 casos de hepatite C com
um dos marcadores — antiHCV ou HCV-RNA - reagente, ou detectavel,
respectivamente. Considerando-se 0s casos que possuiam ambos os marcadores
antiHCV reagente e HCV-RNA detectavel, foram notificados 160.105 casos. Esses
dois critérios devem ser considerados devido a mudanca da regra de notificacdo de
casos de hepatite C ocorrida em 2015: os casos, que previamente eram notificados
com dois marcadores reagentes, passaram, entéo, a ser notificados com apenas um
deles. Dito isso, observam-se 200.839 casos notificados de hepatite C — até 2014
segundo o critério antigo (ambos os marcadores) e a partir de 2015 mediante 0 novo
critério (qualquer um dos marcadores). Assim, pode-se observar uma tendéncia de
elevacdo na taxa de deteccdo em todas regides a partir de 2015, quando a definicao
de caso se tornou mais sensivel. Na analise da distribuicdo dos casos com antiHCV
reagente e HCV-RNA detectavel (160.105) por regides, 63,2% destes ocorreram no
Sudeste, 25,2% no Sul, 5,9% no Nordeste, 3,2% no Centro-Oeste e 2,5% no Norte.
Em 2017, a taxa de deteccao da regido Sul foi a maior, com 24,3 casos para cada
100 mil habitantes, seguida pelo Sudeste (15,6), Norte (6,3), Centro-Oeste (5,9) e
Nordeste (3,2). A tendéncia da taxa de deteccéo por hepatite C por regido e ano de

notificacdo, segundo os respectivos critérios de notificacao (31).( figura 1.13)
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Figura 1.13. Taxa de deteccédo de casos de hepatite C segundo regido de residéncia
e ano de notificacdo. Brasil, 2007 a 2017. Ministério da saude, 2019.

32



Em 2017, o ranking das capitais com as maiores taxas de deteccdo de hepatite C
apresentou 11 capitais com taxas superiores a nacional (11,9 casos por 100 mil
habitantes). Destaca-se Porto Alegre-RS (90,7 casos por 100 mil habitantes) com a
maior taxa entre as capitais, seguida de Sao Paulo-SP (36,1), Florianopolis-SC (33,7),
Rio Branco-AC (27,8), Curitiba-PR (23,6), VitoriaES (21,4), Porto Velho-RO (16,0),
Boa Vista-RR (15,6), Belo Horizonte-MG (15,3), Cuiaba—MT (13,0) e Manaus-AM
(12,0). A menor taxa entre as capitais foi observada em Brasilia-DF, com 4,2 casos
para cada 100 mil habitantes (31). (figura 1.14 )
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Figura 1.14. Taxa de incidéncia de casos de hepatite C segundo UF e capital de
residéncia. Brasil, 2017. Ministério da saude, 2019.

Desde 1999, entre os 200.839 casos confirmados de hepatite C, 116.512 (58,0%)
ocorreram em individuos do sexo masculino e 84.245 (42,0%) em individuos do sexo
feminino. Apesar de o nimero de casos entre homens ser superior, observou-se ligeira
diminuicdo da razdo de sexos ao longo dos anos analisados — em 2007, a razéo de

sexos foi de 1,5, passando para 1,3 no ano de 2017(31). ( Figura 1.15)
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Figura 1.15. Taxa de deteccédo de casos de hepatite C segundo sexo, razéo de sexos
e ano de notificacdo. Brasil, 2007 a 2017. Ministério da saude, 2019.

Em todo o periodo, observa-se que os casos notificados de hepatite C ocorreram,
em sua maioria, na faixa etaria acima de 60 anos (20%); quando da andlise
estratificada por sexo, essa tendéncia também é observada em ambos 0s sexos. Em
2017, as maiores taxas de deteccao foram observadas, em ambos os sexos, na faixa
etaria de 55 a 59 anos, chegando a uma taxa de deteccéo de 42,4 casos por 100 mil
habitantes entre homens e 25,2 entre mulheres. Em relacdo as pessoas mais jovens
(até 34 anos de idade), as taxas de deteccdo observadas foram similares entre os
sexos(31).( Figura 1.16).
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Figura 1.16. Taxa de deteccao de casos de hepatite C segundo faixa etaria e sexo.
Brasil, 2017. Ministério da saude, 2019.

1.4 Transmissao do HCV

A hepatite C é transmitida pelo sangue (via parenteral, percutanea e vertical),
esperma e secrecdo vaginal (via sexual). A transmissdo pode ocorrer pelo
compartilhamento de objetos contaminados, como laminas de barbear e de depilar,
escovas de dente, alicates e acessoérios de manicure e pedicure, materiais para
colocacao de piercing e para confec¢ao de tatuagens, materiais para escarificacdo da
pele para rituais, instrumentos para uso de substancias injetaveis, inalaveis (cocaina)
e pipadas (crack). Pode ocorrer a transmissao também em acidentes com exposi¢éo
a material biolégico, procedimentos cirdrgicos, odontolégicos, hemodidlise,
transfusdo, endoscopia, entre outros, quando as normas de biosseguranca nao séo
aplicadas. A transmisséo vertical pode ocorrer no momento do parto, porém para
hepatite C, a transmisséo vertical € menos frequente(31).

De acordo com o Boletim epidemiologico de 2019, do Ministério da
Saude,informacdes quanto a provavel fonte ou mecanismo de infecgdo, ressalta-se
gue ocorreu a falta de informacédo em 53,7% dos casos notificados, tornando dificil a
caracterizacao das provaveis fontes de infeccdo. Verificou-se que o maior percentual
de provavel fonte de infeccao foi referente ao uso de drogas (13,2%), seguido de
transfusdo sanguinea (11,4%) e de relacdo sexual desprotegida (8,9%). Em 2017, a
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proporcao de infec¢des por via sexual (9,2%) foi superior ao percentual de infeccdes
relacionadas ao uso de drogas (8,1%), e a proporcdo de infeccbes por via
transfusional foi de 6,8% (31). (figura 1.17).
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Figura 1.17. Proporcdo de casos de hepatite C segundo provavel fonte ou
mecanismo de infec¢do e ano de notificagdo. Brasil, 2007 a 2017. Ministerio da
saude, 2019

1.5 Manifestac¢@es clinicas hepatite C

Apds entrar em contato com o virus, o individuo pode desenvolver hepatite aguda
oligo/assintomatica ou sintomatica. Esse quadro agudo pode ocorrer na infeccao por
qualquer um dos HCV e possui seus aspectos clinicos e viroldgicos limitados aos

primeiros 6 meses.

1.5.1. Hepatite aguda

A hepatite C aguda pode ser classificada em duas fases: (a) Periodo prodrémico
ou preé-ictérico: ocorre ap0s o periodo de incubacdo do agente etioldégico e
anteriormente ao aparecimento da ictericia. Os sintomas séo inespecificos: anorexia,
nauseas, vomitos, diarreia ou, raramente, constipacao, febre baixa, cefaleia, mal-
estar, astenia e fadiga, aversao ao paladar e/ou olfato, mialgia, fotofobia, desconforto

no hipocdndrio direito, urticaria, artralgia ou artrite e exantema papular ou
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maculopapular; (b) Fase ictérica: com o0 aparecimento da ictericia, em geral, ha
diminuicdo dos sintomas prodromicos. Observa-se hepatomegalia dolorosa, com
ocasional esplenomegalia; A fase de convalescenca segue-se ao desaparecimento
da ictericia. A recuperacao completa ocorre apos algumas semanas, mas a fraqueza

e 0 cansaco podem persistir por varios meses(32).

1.5.2.Hepatite cronica

A cronicidade da hepatite C € caracterizada pela deteccdo de material genético
ou de antigenos virais por um periodo de 6 meses ou mais, ap6s o diagnadstico inicial.
A infeccdo cronica pode cursar de forma oligo/assintomatica ou sintomatica,
normalmente com agravamento da doenca hepatica a longo prazo. Nesses casos,
os individuos apresentam sinais histolégicos de lesdo hepatica (inflamacao, com ou

sem fibrose) e marcadores soroldgicos ou virolégicos de replicacéo viral(32).

1.5.3.Hepatite fulminante

Termo utilizado para designar a insuficiéncia hepatica aguda, caracterizada pelo
surgimento de ictericia, coagulopatia e encefalopatia hepéatica em um intervalo de
até 8 semanas. Trata-se de uma condicao rara e potencialmente fatal, cuja letalidade
€ elevada (40 a 80% dos casos). A fisiopatologia esté relacionada a degeneracao e
necrose macica dos hepatdcitos. O quadro neuroldgico progride para o coma ao

longo de poucos dias ap0s a apresentacao inicial(20).

1.6 Diagnéstico laboratorial da hepatite C

De acordo com as diretrizes da OMS, publicadas em 2017, para o diagndstico da
hepatite C, recomenda-se o uso de um uUnico teste soroldgico de qualidade, ou seja,um
imunoensaio baseado em laboratério (enzima imunoensaio ou imunoensaio de
quimiluminiscéncia) ou teste de diagnostico rapido (RDT) para detectar o anticorpo
do HCV. RDTs usados devem atender ao minimo padrdes de desempenho, e ser
entregues no ponto de atendimento para melhorar o acesso aos cuidados médicos e
tratamento. Para a confirmacéo da infeccéo virémica e monitoramento da resposta ao
tratamento apos um resultado de teste sorolégico de anticorpo reativo para HCV, um
quantitativo ou O RNA NAT qualitativo € recomendado como a estratégia de teste para
diagnosticar infec¢éo virémica. Detecgéo do antigeno do core do HCV, onde o ensaio

tem sensibilidade clinica comparavel as tecnologias NAT, pode ser considerado como
37



uma alternativa (33, 34).

1.6.1Diagnéstico laboratorial inespecifico

Exames inespecificos * Aminotransferases (transaminases) — a aspartato
aminotransferase (AST/TGO) e a alanino aminotransferase (ALT/TGP) sé&o
marcadores de agressao hepatocelular. Nas formas agudas, chegam a atingir,
habitualmente, valores até 25 a 100 vezes acima do normal, embora alguns
pacientes apresentem niveis mais baixos, principalmente na hepatite C. Em geral,
essas enzimas comecam a elevar-se uma semana antes do inicio da ictericia e se
normalizam em cerca de 3 a 6 semanas de curso clinico da doenca. Nas formas
cronicas, na maioria das vezes, elas ndo ultrapassam 15 vezes o valor normal e, por
vezes, em individuos assintoméaticos, € o Unico exame laboratorial sugestivo de
doencga hepatica. * Bilirrubinas — elevam-se apds o0 aumento das aminotransferases
e, nas formas agudas, podem alcancar valores 20 a 25 vezes acima do normal.
Apesar de haver aumento tanto da fracdo ndo conjugada (indireta), quanto da
conjugada (direta), essa Ultima apresenta-se predominante. Na urina, pode ser
detectada precocemente, antes mesmo do surgimento da ictericia (20).( figura 1.18)

Titulo

0 | 2 3 4 5 6 | 2 3 -
Meses Anos

Periodo apos exposicao

Figura 1.18 Evolucdo dos marcadores soroldgicos no diagndstico da hepatite C
(adaptado MS)
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1.6.2 Métodos sorologicos

Os dois principais testes sorolégicos sao 0s ensaios imunoenzimaticos (EIE) e os
testes rapidos, que se baseiam na deteccéo de anticorpos dirigidos contra antigenos
virais, estruturais e nao-estruturais, no soro ou plasma, ou fluidos orais de individuos
infectados. Por meio de diversos métodos, dentre eles o EIE, os anticorpos anti-HCV
séo revelados. Os anticorpos anti-HCV séo detectaveis de 4 a 10 semanas apos o
contato com o virus, persistindo uma vez que a infec¢do tende a seguir para um curso
cronico. A janela imunoldgica foi reduzida significantemente com a introducgéo dos EIE
de quarta geracao. A quarta geracao de testes pode detectar anticorpos a partir 14 a
20 dias de infeccao, comparados com 28 a 70 dias da terceira, 82 dias da segunda e
150 dias da primeira geracdo. Os testes que detectam antigeno e anticorpo
apresentam sensibilidade de 100% e especificidade igual ou maior que 99,5%(35).

Nos testes de diagndstico rapido (RDTs) do HCV Ab, a sensibilidade e
especificidade combinadas dos testes foram de 98% (95% CI 98-100%) e 100% (95%
Cl1100-100%) em comparacdo com um padrdo de referéncia de ensaio
imunoenzimatico (EIA). Alta sensibilidade e especificidade de RDTs de Ab HCV foram
observados nas populacdes de triagem (populacdo em geral, populagdes de alto risco
e pacientes hospitalares) usando padrdes de referéncia diferentes (EIA, teste de acido
nucleico, imunoblot) (36, 37).

Recentemente foram desenvolvidos, ainda, testes rapidos de anticorpos em fluido
oral, o0s mesmos demostraram sensibilidade e especificidade comparaveis aos testes
rapidos de soro, com a vantagem de serem relativamente ndo invasivos, econémicos,
e mais convenientes do que aqueles que requerem coleta sanguinea, sendo muito
bem indicados para triagem e rastreio de infeccdo por HCV, em especial em

populacées com baixo acesso ao sistema de saude (38).

1.6.3Técnicas moleculares de amplificacdo de &cidos nucleicos

A deteccdo do RNA viral é baseada na amplificacdo de regifes especificas do
genoma do virus, podendo ser qualitativa ou quantitativa. As técnicas mais
empregadas para esta finalidade sdo baseadas em reacdo em cadeia da polimerase

(Polymerase chain reaction ou PCR), PCR em tempo real, DNA ramificado (bDNA) e
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amplificacdo mediada por transcricdo (TMA) (39). O HCV é um virus de RNA.
Portanto, uma transcricao reversa é sempre um pré-requisito a amplificacédo por PCR,

qgue requer um modelo de DNA (16).

1.6.3.1 Métodos de amplificacdo néao isotérmica

1.6.3.1.1 RT-PCR

A reacdo em cadeia da polimerase de transcricdo reversa (RT-PCR) converte
moléculas de RNA em seus sequéncias de DNA complementar (cDNA) com o auxilio
da transcriptase reversa, seguido de amplificacdo do cDNA recém-sintetizado em um
PCR padrédo,o RT-PCR é usado em biologia molecular para detectar expressédo de
RNA e clonagem de genes expressos(16, 40). Warkad et al demonstraram o limite de
deteccéo (LOD) de 38,99 IU / mL com especificidade e sensibilidade significativas (16,
41).

1.6.3.1.2 PCR em tempo real

Apds sua invencao em 1984 por Kary Mullis, o PCR encontrou muitas aplicacées
na area qualitativa e analise quantitativa de materiais genémicos. A reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa (Q-PCR) é vital para a determinacédo da carga viral em
amostras clinicas. O RT-PCR automatizado é uma técnica difundida para a anélise
qualitativa e quantitativa de acidos nucléicos virais. RT-PCR é amplamente usado
como um método padrdo para comparacd0 cCOom 0S NOovOS ensaios e para
monitoramento da terapia (16, 42)
A PCR em tempo real € um método que apresenta alta sensibilidade e preciséo, sendo
aplicada no diagnoéstico de grandes demandas. Nessa metodologia, a fluorescéncia
emitida pela clivagem da sonda especifica € detectada por um sensor anexado ao
termociclador. A quantidade de fluorescéncia € proporcional do DNA (ou c-DNA)
presente na amostra inicial. A sensibilidade desse teste é relatada como sendo de
cerca de 10 Ul/mL. Por ser um método quantitativo, tem importancia para definir tipo
e tempo de tratamento a ser iniciado e para avaliar a resposta terapéutica ao mesmo
(43).

1.6.3.2 Métodos de amplificacdo isotérmica (IMA)

As aplicacdes dos métodos de amplificacao isotérmica tém crescido
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significativamente nos ultimos anos, pois sdo simples e altamente aplicaveis para

diagndsticos moleculares rapidos (16).

1.6.3.2.1 Amplificacdo baseada em sequéncia de acido nucleico (NASBA)

Apos ser descrita por Compton J., a amplificacdo baseada na sequéncia de acido
nucleico (NASBA) tornou-se popular no campo do diagndstico molecular para alvos
de RNA. E uma tecnologia dependente de primer usada para a amplificagcdo continua
de acidos nucleicos em um Unico tempo, a uma temperatura, sendo um método
sensivel, isotérmico, de amplificacdo baseada na transcricdo que superou as
desvantagens do RT-PCR ja que utiliza um processo de amplificacdo especifico de
RNA isotérmico de etapa Unica, sendo um método rapido, simples e de detecc¢édo direta
do RNA viral, porém , possui a desvantagem, em relacdo ao RT-PCR de nédo fazer a
genotipagem viral, que é essencial, na préatica clinica do manejo da hepatite C,

portanto, esse método acaba ndo sendo utilizado na pratica (16, 44).

1.6.3.2.2 Transcricdo mediada por amplificacéo

A transcricdo mediada por amplificacdo (TMA) é um método isotérmico que se
baseia em um ciclo continuo de sintese de DNA a partir de RNA e da transcri¢do
desse DNA para RNA. Ao final da reacédo, multiplas cépias de RNA sao produzidas.
Trata-se de um método molecular que apresenta elevada sensibilidade (limite inferior
de deteccdo de cerca de 5 a 10 Ul/mL), desta forma, pode detectar os niveis de viremia

abaixo dos niveis detectados por métodos de PCR (16, 45).

1.6.3.2.3 Amplificacéo isotérmica mediada por loop de transcricdo reversa
(RT-LAMP)

LAMP amplifica DNA com alta especificidade, eficiéncia e rapidez sob condicdes
isotérmicas. LAMP, quando combinado com a etapa de transcricdo reversa, permite a
deteccdo de RNA e o método € chamado de amplificacao isotérmica mediada por loop
de transcricao reversa (RT-LAMP). O LAMP tem uma ampla gama de aplicagdes,
incluindo testes de ponto de atendimento, testes genéticos e teste rapido de alimentos
e amostras ambientais. Kargar et al. desenvolveu um ensaio baseado em LAMP para
a deteccdo de RNA de HCV e comparou-o0 com o convencional nested-PCR (16, 46).
Eles relataram que a sensibilidade do ensaio baseado em LAMP, foi comparavel ao

ensaio de nested-PCR e ambos o0s ensaios mostraram um LoD de 10 cépias / mL. O
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ensaio LAMP foi considerado superior para amplificacao rapida, operacao simples e

facil deteccao (16).

1.6.3.2.4 Método de Rolling Circle Amplification (RCA)

RCA é um método de amplificacdo enzimatica isotérmica em que um curto primer
de DNA ou RNA é amplificado para formar um DNA ou RNA de fita Unica longa usando
um DNA circular molde e polimerases de DNA ou RNA particulares. RCA foi usado
para o desenvolvimento de ensaios de diagndéstico altamente sensiveis para Vvarios
alvos incluindo DNA, RNA, pequenas moléculas, proteinas e células, possui elevada
sensibilidade, maior do que a do RT-PCR, e elevada especificidade. Além dessas
aplicacbes, RCA tem atraido atencdo substancial em nanotecnologia e
nanobiotecnologia (16, 47).

1.6.4 Tecnologias de transdutor
1.6.4.1 Ensaio de reconhecimento bioelétrico (BERA)

O ensaio de reconhecimento bioelétrico (BERA) usa um sistema de biossensor que
detecta a mudanca no sinais elétricos de células cultivadas em matriz de reagéo, para
varios ligantes que podem se ligar a célula. O BERA tem sido usado para a deteccéo
de virus por medicdo da mudanca do sistema elétrico potencial. Os ensaios BERA
mostraram alta correlacdo com RT-PCR e ELISA, porém, devido ao uso de células
vivas,esse método nao é utilizado de rotina (16, 48).

1.6.5 Nanotecnologia
Branched-DNA
No teste de amplificacédo de sinal (branched-DNA), ao contrario da PCR, n&do ha
reacdo enzimatica para amplificacdo da molécula a ser detectada. O método utiliza
sucessivos ciclos de hibridiza¢des por sondas, sendo que o limite minimo de deteccao
do HCV-RNA encontra-se na faixa de 615 Ul/mL (16, 49).

1.6.6 Genotipagem
O teste de genotipagem viral caracteriza parte do material genético do virus
através de técnicas moleculares de amplificacdo do RNA viral. Esses testes tém sido
empregados para determinacdo dos genotipos e identificacdo de mutacdes

relacionadas a resisténcia a drogas. Consiste em um método de alta complexidade, o
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que restringe seu emprego aos centros diagnosticos de referéncia. Dentre os
diferentes métodos de genotipagem, o de referéncia para a identificacdo e
classificacdo de isolados do HCV é o sequenciamento nucleotidico direto do genoma
viral, seguido de sua andlise filogenética (50).

O sequenciamento em tempo real molecular Unico, também chamado de
sequenciamento de terceira geracdo, € uma nova técnica de sequenciamento capaz
de gerar leituras de sequéncias contiguas extremamente longas. Embora o
sequenciamento de leitura curta convencional ndo possa avaliar a ligacdo de
substituicdes de nucleotideos distantes umas das outras, o sequenciamento de SMRT
pode demonstrar diretamente a ligacao de alteracdes de nucleotideos em um intervalo
de mais de 20 kbp e, portanto, pode ser aplicado para examinar diretamente 0s
haplétipos de virus ou bactérias cujas estruturas do genoma estdo mudando em
tempo real. As vantagens do sequenciamento de leitura longa permitem a
determinacao precisa dos haplotipos de clones virais individuais. Tal sequenciamento
tem sido aplicado em varios estudos de genomas virais, incluindo a determinacao da
sequéncia completa do genoma do virus da hepatite C, sequenciamento profundo
direcionado do gene NS5A do HCV e avaliagdo da heterogeneidade entre as

populacdes virais (51).

1.7 Métodos laboratoriais ndo invasivos para avaliacdo da fibrose hepatica

E amplamente discutido na literatura sobre a fisiopatologia da hepatite C, e seu
importante papel no desenvolvimento da fibrose hepatica, através da ativagdo da
resposta imune do hospedeiro, repetidos processos de agressao e cicatrizacao do
tecido hepatico. Desde meados da década de 1960, a bidpsia hepéatica tem sido
considerada o padrdo ouro para o estadiamento da fibrose hepéatica. O exame
histopatolégico do tecido hepético fornece visualizacdo direta das alteracdes
arquitetbnicas do parénquima hepatico com informacdes diagndsticas sobre a fibrose
e outras caracteristicas histologicas, incluindo necroinflamacdo, esteatose e
depdsitos hepaticos de ferro ou cobre. Porém, a bidpsia hepatica é acompanhada de
varias desvantagens cruciais, incluindo acessibilidade variavel, alto custo,
possibilidade de erros de amostragem e imprecisao devido a variabilidade inter e intra-

observador de interpretacdes patolégicas (52).Posteriormente, o exame de
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elastografia hepatica surge para se equiparar e até substituir a maioria das indicacdes
de bidpsia hepatica, devido a sua alta acuracia na avaliagdo e acompanhamento de
fibrose hepatica , sendo um método n&o invasivo.

Nos ultimas décadas, houve grande interesse em identificar e descrever a fibrose
hepatica usando marcadores substitutos ndo invasivos. Os marcadores séricos de
fibrose hepatica oferecem uma alternativa atraente e econémica a bidpsia hepatica, e
a elastografia hepatica, na indisponibilidade desta. Além de serem menos invasivos,
eles praticamente nao apresentam complicagbes, poucos ou nenhum erro de

amostragem e pequena variabilidade relacionada ao observador (53).

1.7.1 APRI, FIB-4, indice de Forns

Métodos laboratoriais para o estadiamento da fibrose hepatica tem sido cada vez
mais estudados e validados, uma vez que ndo envolvem os riscos inerentes a bidpsia
e tem maior disponibilidade e menor custo em comparacdo com a elastografia
transitoria hepatica. Os indices APRI, FIB-4, por exemplo, envolvem exames simples
e de baixo custo como a medida das aminotransferases (aspartato, AST e alanina,
ALT) e contagem de plaquetas (54-56) (figura 1.19).

AST
AST(Limite superior de normalidade)

APRI = 100

Contagem de Plaquetas (103 /mm3)

Figura 1.19 Célculo do APRI, Adaptado de: www.hepatitisc.uw.edu

O escore FIB4 é um teste ndo invasivo que combina valores bioquimicos padrdo
(plaquetas (PLT), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST)
com a idade. Foi originalmente desenvolvido para uso na coinfeccdo HCV / virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (57). E um método pratico, de facil aplicabilidade e de
baixo custo, apresentando sensibilidade de 74% e especificidade de 80% para excluir
fibrose significativa quando abaixo de 1,45. Valores acima de 3,25 tem 98% de
especificidade na confirmacdo de fibrose avancada, porém, valores intermediarios

requerem um metodo auxiliar para determinar o grau de fibrose (54) (figura 1.20).
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Idade (anos) X AST (U/E)

Contagem de Plaquetas (109 / l) X [ALT (U/l)

Figura 1.20 Célculo do FIB 4. Adaptado de: www.hepatitisc.uw.edu

FIB —4 =

J& o indice de Forns, calcula em funcido da idade, contagem de plaquetas,
transaminase ALT (TGO), idade e colesterol. Foi desenvolvido pela primeira vez em
uma coorte de pessoas nao tratadas com doencas cronicas hepatite C (58) (figura
1.21).

indicede Forns : (7.811 - 3.131.In (contagem de PLT) + 0.781.In (gama glutamil
- transferase (GGT)) + 3.467.In (idade) - 0.014. (Colesterol))

Figura 1.21 Calculo do indice de Forns

Tanto o indice FIB4 quanto o indice de Forns sdo marcadores séricos indiretos
de fibrose. Existem ainda, outros métodos néo invasivos descritos, como o FibroTest,
e método de elastografia transitoria (59-62), porém os mesmo tem um maior custo e

menor acessibilidade do que os métodos laboratoriais descritos.

1.8 Histdrico do Citomegalovirus (HCMV)

Em 1881, cientistas alemaes notaram, pela primeira vez, Inclusdes tipicas de
infec¢des por citomegalovirus, através da visualizacdo de inclusdes intracelulares por
histopatologistas em tecidos de pacientes infectados. Essas inclusdes, foram
atribuidas inicialmente a um protozoario, sendo descrito pela primeira vez, por Ribbert
no mesmo ano (63) (figural.22). Posteriormente, em 1920, foi aventada a
possibilidade de se tratar de uma infeccdo viral, ja que a mesma apresentava

semelhanca com aspectos encontrados nas inclusdes por varicela (64). Depois que
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0S virus passaram a ser cultivados em culturas de células, Weller, Smith e Rowe
isolaram e cultivaram independentemente o HCMV do homem e dos camundongos
em 1956-1957. O virus foi nomeado pelo seu efeito citopéatico, causador de

citomegalia (65-67).

Figura 1.22- Células infectadas por HCMV com inclusdes intranucleares com halo
(adaptado de Med Microbiol Immunol,2008)

1.9 O Citomegalovirus

O Citomegalovirus pertence a familia Herpesviridae, subfamilia
betaherpesvirinae e género Herpesvirus. S8o conhecidos oito tipos de herpes virus
humanos (HHV), que sao divididos em 3 subfamilias: alfaherpesvirinae,
betaherpesvirinae e gamaherpesvirinae, que se diferenciam pela estrutura de seus
genomas e propriedades biologicas. A subfamilia alfaherpesvirinae, inclui o virus da
herpes simplex 1 e 2, e o virus da varicella zoster; a subfamilia betaherpesvirinae
inclui o HCMV, HHV-6 e HHV-7, e a subfamilia gamaherpesvirinae, o virus Epstein-
barr e o HHV-8 (68, 69) (figura 1.23, Tabela 1.1). Os betaherpevirus séao
caracterizados por terem reproducdo mais lenta do que outras subfamilias
Herpesvirus (aproximadamente sete dias), além de causarem um efeito citopatico
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(CPE) de citomegalia nas células que séo infectadas (6). Os virus da subfamilia
betaherpesvirinae permanecem latentes em glandulas secretoras, células

linforeticulares, rins e outros tecidos.

Subfamilia Género Virus
a-herpesvirinae Simplexvirus Herpes simples tipo 1 e 2 (HHV-1 e HHV-2)
Varicellovirus Virus da varicela-zoster (HHV-3)
B-herpesvirinae Cytomegalovirus Citomegalovirus (HHV-5)
Roseolovirus Virus do exantema stbito 2';|V 6-A, 6-B
y-herpesvirinae  Lymphocryptovirus Virus Epstein-Barr (HHV-4)
Rhadinovirus Virus do sarcoma de Kaposi (HHV-8)

Tabela 1.1 - Divisdo dos Herpesvirus em subfamilias e géneros com seus respectivos
virus representativos (Modificado de BRENNAN, 2001).
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Tegumento
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Figura 1.23 Esquema estrutural do Citomegalovirus (Adaptado de TOMTISHEN, 2012).

1.10 Epidemiologia do HCMV

1.10.1 Aspectos epidemiol6gicos do HCMV no mundo

Os dados soroepidemioldgicos de diferentes regiées do mundo demonstram que
a infeccao pelo HCMV é frequente em comunidades de baixo nivel socioecondémico.
As maiores taxas de soroprevaléncia para o HCMV ocorrem em populacdes
procedentes de paises em desenvolvimento, cujos indices variam entre 80-100%, e
em populacBes de paises desenvolvidos entre 40-60%. A elevada frequéncia de
anticorpos na populacdo economicamente menos favorecida esta relacionada aos
maus habitos de higiene ,falta de saneamento basico, e educacao de tais populacdes.
O conjunto desses fatores, associados a biologia viral e a deficiéncia imunolégica,
contribuem para a manutencédo do perfil epidemiol6gico do virus na populacdo (70,
71) (figura 1.24). A infeccé@o é universalmente endémica e sua prevaléncia aumenta
com a idade. As taxas de incidéncia, baseadas em estudos soroldgicos, mostram duas
faixas de maior transmisséo da infeccdo: no primeiro ano de vida (36-56%) e na fase
sexualmente ativa. Estudos mostram que a prevaléncia de anticorpos I1gG anti-HCMV
em paises desenvolvidos aumenta em 1% ao ano desde a puberdade até a meia-
idade (64). A maioria dos individuos imunocompetentes infectados desenvolve um
curso assintomatico de doencga (64).

A infeccdo apresenta elevada morbidade em individuos imunossuprimidos, e
gestantes, devido a infec¢cdo congénita, que € causa importante de malformacdes
fetais. O HCMV é a causa mais comum de infec¢do congénita mundial, uma revisdo
epidemioldgica sisteméatica de dados obtidos de varios estudos realizados, entre o
periodo de 1978 a 2011, demonstrou que as taxas de infec¢cédo congénita por HCMV
em populacdes de paises em desenvolvimento variam entre 0,6% e 6,1% (72).
Estudos tém documentado que até 90% das criancas infectadas no periodo intraltero
sdo assintomaticas, desenvolvendo os sintomas dentro de alguns meses ou mesmo

anos.
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Figura 1.24 Distribuicéo global da frequéncia de anticorpos IgG anti-HCMV (adaptado
de Pannuti C, 2009)

Devido a correlacéo direta encontrada entre a taxa de infecgdo congénita por HCMV
e a taxa de soropositividade de HCMV,estimou-se que dos cerca de 30.000 casos de
HCMV que ocorrem anualmente nos EUA, trés quartos sado devido a infeccbes
maternas ndo primarias (73, 74) enquanto a propor¢éo de infecgbes por HCMV devido
a infecgbes ndo primarias em paises em desenvolvimento pode ser ainda maior (74,
75).

1.10.2 Aspectos epidemiolégicos do HCMV no Brasil

Em 2009, Serra et al compilaram dados de soroprevaléncia de anticorpos IgG e
IgM anti-HCMV de 4.620 amostras de gestantes e puérperas de todos os estados
brasileiros, Os indices de soroprevaléncia variaram entre 50% e 100% nos diferentes
estados (figura 1.25) (70, 76).Tais numeros sdo compativeis com os dados da
literatura mundial, sobre a soroprevaléncia em paises em desenvolvimento.
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Figura 1.25 Soroprevaléncia do HCMV nos estados brasileiros (adaptado de Serra et
al, 2009).

Estudos recentes que determinem a prevaléncia global de infec¢cdo por HCMV séo
escassos. Porém, diversos estudos analisam a soroprevaléncia em mulheres
gestantes (77), devido ao impacto na saude fetal da transmisséo vertical do HCMV, e
entre pacientes transplantados renais (78), 0 que pode trazer uma correlacéo para a
prevaléncia na populacdo como um todo. Os mesmos estudos demostram elevada

prevaléncia, em especial, nos paises em desenvolvimento, como o Brasil (77).

1.11 Transmissdo do HCMV

A transmissao do virus ocorre por diversas vias, dentre elas: saliva, urina, contato
sexual, via transplacentaria, amamentacao, via sanguinea, e por transplantes de
orgaos e de células hematopoiéticas (79). Os periodos de maior predisposicdo ao
contagio com o virus sdo o periodo da infancia quando a transmissao ocorre
basicamente por contato de urina e saliva de outras criancas ou na idade adulta, onde
a transmissao pode acontecer através do contato sexual (64).

A infeccdo pode ser classificada em congénita, perinatal, infeccdo adquirida e a
de transmissdo iatrogénica, que seria através, principalmente, de transfusao
sanguinea e transplante de 6rgaos. Dentre todas as vias de infec¢cdo, uma das mais
temidas, a transmissdo congénita, que ocorre em até 1% das gesta¢fes globais, via
placentaria, podendo ocorrer em todo o periodo gestacional. Entretanto, o maior risco
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de transmissdo ocorre até a 202 semana de gestacao (80). A maioria dos recém
nascidos infectados € assintomatica. Porém, com o passar do tempo podem surgir
alteracbes, como perda auditiva, déficits cognitivos e outras sequelas neuroldgicas
graves, sendo o HCMV a principal causa infecciosa de alteragdes do sistema nervoso
central em recém nascidos.

Além da infeccdo congénita, a transmissdo do HCMV por transplante de érgaos
tem grande importancia. Ja foi descrita em diversos tipos de enxertos, como figado,
coracdo, pulméo, rim e células hematopoiéticas. Constitui importante causa de
morbidade, no periodo pés transplante. Sua prevaléncia varia de acordo com o tipo
de transplante realizado, sendo em torno de 50-75% em transplantes de coracéao-
pulmao, 22-29% em transplantes de figado, 30% de células hematopoiéticas e 8-32%
em transplantes de rim. No periodo anterior a implementacao da rotina profilatica, a
maioria das infec¢bes causadas pelo HCMV tinham inicio até os 3 primeiros meses
apos o transplante. Entretanto, atualmente uma das maiores preocupacoes é
reativacao tardia, que pode ocorrer ap6s o término da profilaxia, em pacientes
submetidos a transplante de 6rgdo de doador soropositivo, onde o receptor € negativo
(D+/R-) (81-83).

1.12 Patogenia e reativacéo da infec¢céo pelo HCMV

A infec¢do primaria por HCMV em individuos imunocompetentes geralmente é
assintomatica. Porém, em alguns casos evolui para um quadro semelhante a
mononucleose infecciosa, com sintomas como febre, dor, linfoadenopatia e
hepatomegalia (84)

Apés a infecgdo primaria, o HCMV permanece de forma latente no organismo, ou
como uma infec¢do crénica de baixo grau, sem causar sintomas, na maioria das
vezes. Foram descritos achados de material genético de HCMV em mondcitos e
macrofagos, neutrofilos, linfécitos e células endoteliais A infeccdo pode ser reativada
em casos de imunodepressao, levando a disseminacao do virus e ao desenvolvimento
da doenca (85). A infecgcéo pelo HCMV pode resultar tanto em efeitos diretos como o
desenvolvimento da doenca, quanto indiretos devido a resposta imune estimulatoria

e ao estimulo antigénico desencadeado pelo virus, gerando um aumento no risco de
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rejeicdo e disfuncdo do Orgdo transplantado (86). Aliado a isso, o tratamento
imunossupressor diminui a capacidade do sistema imune em controlar a replicacao
viral. A imunidade especifica ao HCMV tem um papel importante no desenvolvimento
e na severidade da infeccdo, sendo o controle da replicacdo viral mediado por
respostas CD4+ e CD8+, pelas células natural killer e anticorpos que reconhecem as
glicoproteinas do envelope viral. Dessa forma, sabe-se que individuos que possuem
resposta imune de células T comprometida, apresentam maior risco de desenvolver
doenca grave pelo HCMV (63, 85).

1.13 Hepatite por HCMV

Entre os virus classicamente hepatotrépicos, estao os virus das hepatites com via
de transmissédo entérica como o virus da hepatite A (HAV) e virus da hepatite E (HEV)
gue podem estar associados com casos de hepatite fulminante com faléncia hepatica
(87). Contudo, formas agudas e fulminantes de hepatite também podem estar
associadas aos virus da familia Herpesviridae (88). Os virus da familia Herpesviridae
que estao relacionados a casos de hepatites sao o Citomegalovirus Humano (HCMV)
ou Herpesvirus Humano 5; Virus do Epstein-Barr (EBV) ou Herpesvirus Humano 4;
Herpes virus simples (HSV) ou Herpesvirus Humano 1 e 2; virus varicela-zoster (VZV)
ou Herpesvirus Humano 3 e Herpesvirus Humano 6 (HHV-6). Todos sao virus de DNA
que induzem doenca por destruicdo direta dos tecidos, causando uma resposta
imunoldgica e patoldgica, e/ou facilitando a transformacéao neoplasica (89). A hepatite
€ causada principalmente pelo efeito citopatico direto do Herpesvirus. Os Herpevirus
tém tropismo celular especifico. Os hepatocitos ndo séo células-alvos, a hepatite nao
€, por conseguinte, uma manifestacdo caracteristica de infeccdo por essa familia.
Todos os Herpesvirus, apos a infecgdo primaria, geram no hospedeiro uma infec¢ao
latente por toda vida. Por se manter no organismo do hospedeiro, os Herpesvirus
podem desencadear doencas, incluindo hepatite. O tipo de infeccdo e o estado
imunoldgico do paciente determinam a incidéncia e gravidade das manifestacdes
clinicas da doenca. A morbimortalidade da hepatite € mais elevada na infec¢éo
primaria e em pacientes imunodeprimidos (89).

A hepatite causada por HCMV é uma manifestacdo comum de mononucleose, a
causa mais comum da infeccdo por HCMV primaria na populacao imunocompetente.

Essa infeccao autolimitante que afeta adultos jovem (faixa de 18-66), se manifesta por
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febre prolongada e hepatite leve. A Hepatite por HCMV também afeta criancas com
um curso autolimitado (90). Em pacientes imunocomprometidos a infeccéo por HCMV
causa aumento da morbidade, especialmente em receptores de transplantes de
orgados. Nestes pacientes, a hepatite por HCMV ocorre de trés formas principais:

hepatite leve, aguda e hepatite em transplante hepatico (89).

1.14 Diagnéstico HCMV

1.14.1. Sorologia

Os testes soroldgicos sdo Uteis para determinar se um paciente teve a infeccéo
por HCMV, no passado, determinada pela presenca ou auséncia de IgG anti-HCMV.
Muitos ensaios diferentes foram descritos e avaliados para a detecgéo de anticorpos
IgG. Entre estes estdo o de fixacdo do complemento, ensaio imunoenziméatico
(ELISA), imunofluorescéncia, anticomplemento, radioimunoensaio, e hemaglutinacéo
indireta (91). A deteccao de anticorpos IgM tem sido utilizado como um indicador de
infeccdo aguda ou recente. Os ensaios de captura de IgM sao largamente utilizados
e baseiam-se na ligacao seletiva de anticorpos IgM para a fase sélida. Os ensaios de
IgM anti-HCMV utilizando proteinas e peptideos recombinantes tém sido
desenvolvidos na tentativa de padronizar testes soroldgicos (92). Os ensaios para o
anticorpo IgM carecem de especificidade para a infeccdo primaria por causa de
resultados falsos positivos, uma vez que o IgM pode persistir por meses apos a

infec¢d@o primaria, e porque pode ser positivo em infec¢des por HCMV reativadas (92).

1.14.2 Cultura celular

O método tradicional para a detec¢do de HCMV é por meio de cultura celular
convencional. Esta abordagem utiliza amostras clinicas que s&o inoculados em
células de fibroblastos humanos incubados e observados por um periodo de tempo
variando de 2 a 21 dias. No ensaio de cultura celular, o HCMV exibe um CPE,
caracterizado por focos de células planas, inchadas onde o CPE esta diretamente
relacionado com titulagcdo do virus. No entanto, este método é lento e requer 2-3

semanas até que um resultado pode ser classificado como negativo (93)
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1.14.3. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método rapido e sensivel
amplamente disponivel de detec¢do para HCMV baseada na amplificacdo de &cidos
nucleicos. As técnicas geralmente tém como alvo principal suas regies bem
conservadas. O DNA pode ser extraido a partir de sangue total, leucécitos, no plasma,
ou qualquer outro tecido (amostras de bidpsia de tecido) ou liquido (urina, liquido
cefalorraquidiano, lavado broncoalveolar) (94). A PCR para detec¢cdo do HCMV-DNA
pode ser qualitativa ou quantitativa, quando a quantidade de virus DNA na respectiva
amostra € medida. A PCR quantitativa (PCR em tempo real ou gPCR) permite o
monitoramento continuo de individuos imunocomprometidos para identificar pacientes
de risco para a terapia preventiva e para determinar a resposta ao tratamento. Este
método, em comparacdo com o ensaio de antigenemia, € mais rapido, pois pode ser
automatizado e € o mais utilizado atualmente. Os resultados sédo geralmente relatados

como numero de copias/mL (93).

1.15. Vitamina D

A vitamina D é um importante horménio secosteréide com efeitos pleiotrépicos e
€ conhecido para desempenhar um papel fundamental na homeostase 6ssea e do célcio.
A maioria da vitamina D é convertida de 7-desidrocolesterol na pele através da luz solar
e, em seguida, metabolizado no figado a 25-hidroxivitamina D, que é mediada por
enzimas 25-hidroxilases. Finalmente, o agonista biologicamente ativo para o receptor de
vitamina D, 1,25-dihidroxivitamina D3 ou calcitriol, € produzido a partir de circulacao renal
ou extra-renal 25 (OH) D por la-hidroxilase. O calcitriol também é altamente ligado a
proteina de ligacdo a vitamina . Recentemente, surgiram evidéncias de que a vitamina D
teria propriedades antifibréticas, antiinflamatérias e imunomoduladoras (95,96). Esses
efeitos extraesqueléticos sdo relevantes na patogénese e tratamento de doencas
hepaticas. Estudos recentes descobriram que a deficiéncia de vitamina D também esta
relacionado a progressao da doenca hepatica pelo HCV (95,96) e a resposta a terapia
medicamentosa, desempenhando um papel como um preditor da resposta viroldgica
sustentada ao tratamento (95,97). No entanto, a compreensdo dos mecanismos
patogénicos subjacentes a alta prevaléncia de deficiéncia de vitamina D nos pacientes
com hepatite C, e a explicacdo de seus efeitos na hepatite C crbnica ainda sao

inconclusivos.
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2. JUSTIFICATIVA

A hepatite C apresenta grande impacto na saude publica, devido a sua elevada
taxa de morbimortalidade e elevados custos ao sistema de saude. Diversos estudos
descrevem a infeccao isolada pelo HCV, e analisam suas consequéncias imediatas e
a longo prazo para o tecido hepatico. Dados da literatura comparam as diversas
terapias medicamentosas e seus resultados na carga viral e supresséo da atividade
de doenca hepética. A infec¢do pelo HCMV é bastante prevalente na populagdo em
geral, mas em pacientes higidos ndo costuma cursar com significativa
morbimortalidade, porém, tem sido bastante estudada a atividade de doenca hepéatica
pelo HCMV em pacientes transplantados hepéaticos, mostrando reativacdo do virus
gue estava latente.

Dados sobre a presenca dos citomegalovirus em pacientes com hepatite C séo
escassos, contudo estudos comprovam o0 acometimento hepatico em pacientes
transplantados previamente infectados pelo citomegalovirus. E importante também
avaliar os pacientes nao transplantados , portadores de hepatite ¢ , comparando-os
com os portadores de coinfec¢cao, fazendo um paralelo com o comportamento da
coinfeccao nos individuos pés transplante, verificando se a coinfeccdo tem a mesma
importania nesse grupo de individuos.

Diante deste contexto, o estudo da coinfeccdo entre o virus da hepatite C e
citomegalovirus é importante para avaliar o grau de acometimento hepatico, fibrose
hepética e elevacdo de enzimas hepaticas. Além disso, é importante avaliar outros
fatores que poderiam ter influéncia neste cenario, como a dosagem de vitamina D
Sérica, ja que estudos investigam sua influéncia na relacdo com a imunidade, com a

resposta ao tratamento para a hepatite c e evolugéo para fibrose hepatica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a presenca do citomegalovirus em pacientes com hepatite C crénica.

3.2 Objetivos Especificos

i. Detectar a infeccéo por citomegalovirus em pacientes portadores do virus da hepatite
C (HCV);

ii. Comparar os dados clinicos e sociodemograficos dos pacientes co-infectados

HCV/HCMV com pacientes monoinfectados pelo HCV;,

iii. Comparar os niveis de enzimas hepaticas entre os pacientes co-infectados

HCV/HCMV e os pacientes monoinfectados pelo HCV;,

iv. Comparar os indices de fibrose hepatica entre os pacientes co-infectados
HCV/HCMV e os pacientes monoinfectados pelo HCV;,

v. Comparar a carga viral para o HCV nos pacientes co-infectados HCV/HCMV com
pacientes monoinfectados pelo HCV;

vi. Avaliar a influéncia da vitamina D na presenca da coinfeccao HCV/HCMV e na fibrose
hepética.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo:

Trata-se de um estudo observacional que incluiu 113 pacientes com HCV e
residentes no Rio de Janeiro recrutados no Ambulatério de Hepatites Virais
(Laboratério de Hepatites Virais, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ), Unidade de
Hepatologia (Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, UFRJ), Departamento de
Medicina Geral (Gaffrée Guinle). Hospital Universitario, UNIRIO), e Unidade de
Hepatologia (Hospital Universitario Antonio Pedro, UFF). O recrutamento foi ndo

probabilistico e realizado de janeiro de 2011 a dezembro de 2012.
Critérios de incluséo:

Os pacientes incluidos neste estudo tinham a hepatite C confirmada através do
diagnéstico sorolégico e molecular (resultados reagentes para anti-HCV e HCV-RNA).
Tinham resultados de genotipagem do HCV conhecidos e dosagem de vitamina D.
Além de, alanina aminotransferase (ALT) persistentemente anormal por pelo menos

menos 6 meses e idade superior a 18 anos.
Critérios de exclusao:

No estudo foram excluidos os pacientes positivos para o antigeno de superficie
da hepatite B (HBsAgQ) ou anticorpo anti-virus da imunodeficiéncia (anti-HIV) ou que
apresentassem outras causas de lesdo hepatocelular nao viral (historico de
alcoolismo, hepatite auto-imune, cirrose avancada ou tratamento com medicamentos
hepatotdxicos) e uso concomitante de drogas que afetam a concentragdo sérica de
vitamina D e o0 uso de drogas intravenosas. Esses fatores foram excluidos devido a

potencial fonte de viés.
4.2 Exames laboratoriais:
Detecc¢éo anti-HCV:

Todas as amostras de soro foram testadas para o anti-HCV usando kit comercial EIA
HCV Ab (Radim, Pomezia, Itdlia), onde todas as amostras reativas ao anti-HCV foram

retestadas em duplicata.
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Deteccédo do HCV RNA

A carga viral de HCV-RNA foi determinada utilizando o Teste de HCV
CobasTagMan (Roche Molecular Systems, Inc, Basileia, Suica) ou o Abbott Real
Time HCV m2000sp (Abbott Laboratories, IL) e expressos como IU
/mL. Genotipagem do HCV foi realizada utilizando INNO-LIPA kit HCV I
(Innogenetics, Zwijnaarden, Bélgica) ou Abbott real T ime m2000sp HCV (Abbott

Laboratories) de acordo com as instru¢des do fabricante.
Deteccédo HCMV

Para a deteccdo dos Citomegalovirus foi utilizada a técnica de PCR em tempo
real. Foram utilizadas sondas (CCGTATTGGTGCGCGATCTGTTCAA- NFQ-MGB) e
oligonucleotideos sense 5 GGCCGTTACTGTCTGCAGGA 3 e anti-sense
5 GGCCTGGTAGTGAAAATTAATGGT 3'para regido conservada UL54 de acordo

com o protocolo de Raposo (98).
Dosagem AST e ALT

Uma amostra de sangue em jejum de 12 horas foi colhida para determinar os niveis
séricos de ALT, AST. Foram usados o equipamento LABMAX PLENO, e os reagentes
AST/GOT Liquiform Labtest e ALT/GPT Liquiform Labtest.

Avaliacao da fibrose hepatica

A fibrose hepatica foi avaliada por métodos néo invasivos, utilizando o calculo do
Fib-4 e o indice de Forns, conforme método descrito por Melo-Vilar, em 2013, de modo
gue quando o Fib-4 foi menor que 1,45, o individuo foi considerado como fibrose
minima, e se o Fib-4 foi 21,45, o indice de Forns foi utilizado. O indice de Forns abaixo
de 4,2 foi considerado como fibrose minima, e indice acima ou igual a 4,2 foi

considerado fibrose avancada (99).
Dosagem vitamina D

O nivel sérico basal de vitamina D foi avaliado medindo os niveis séricos de 25
(OH) D usando ensaio imunoquimioluminométrico automatizado (ICMA) (Liason 25

(OH) Vitamina D, Diasorina, Varceli, Italia) sendo 30 ng / mL considerado o valor limiar.
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Coleta de dados clinicos e sociodemogréficos

Além dos exames laboratoriais, dados clinicos e sociodemogréaficos foram

coletados simultaneamente de todos os pacientes.

4.3 Considerac0des éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da FIOCRUZ (CAAE
41269015.3.0000.5248) numero de aprovagcdo 41269015.3.0000.5248. Todos o0s
pacientes incluidos no estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.
O protocolo do estudo foi realizado de acordo com as diretrizes éticas da portaria
466/12.

4.4 Andlise estatistica

A estatistica descritiva das variaveis qualitativas foi determinada pela distribui¢éo

de frequéncias e variaveis quantitativas por medianas e intervalos interquartis (IQR).
Posteriormente, o teste do qui-quadrado foi utilizado para variaveis categéricas e o
teste U de Mann-Whitney (mediana) para variaveis continuas, ambos com intervalo
de confianga de 95% (ICs) e valor de p < 0,05.
Devido ao tamanho reduzido da amostra, néo foi possivel realizar a regresséao logistica
multipla para identificar se nivel de vitamina D influenciava na coinfec¢ao controlando
por outros fatores. Entdo optou-se por realizar o método de pareamento, baseado nos
escores de propensao, que emerge como uma opc¢ao para lidar com diferencas entre
0S grupos em razao de um desenho nao experimental. Como néo é possivel medir o
efeito da vitamina D para 0 mesmo paciente e comparar situagcdes em que ela possui
ou ndo um dado desfecho, propde-se uma comparagao entre pacientes similares para
varias caracteristicas que podem influenciar no desfecho (AUSTIN, 2011), exceto para
o nivel de vitamina D, buscando-se a associacdo entre nivel de vitamina D e
coinfeccdo. Assim, o escore de propensao pelo método da ponderacdo, mostrara a
probabilidade predita de um caso receber um determinado tratamento vs. um controle,
condicionada as covariaveis observadas: idade, tratamento, ALT e AST.
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Primeiro calculou-se o0 peso que cada tratado e cada controle passou a ter na amostra
ap0s 0 pareamento por ponderacdo, em seguida calculou-se as diferencas
padronizadas absolutas nas médias das variaveis preditoras do tratamento, entre 0s
grupos tratado e controle, e das razbes de variancia. Diferenga padronizada absoluta
nas médias (standardized diferences weighted) < 0,10 desvio padrdo e razdo de

variancias (variance ratio weighted entre 0,80 e 1,20 indicam balanceamento.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas demograficas e epidemioldgicas da popula¢édo do estudo

A tabela 5.1 mostra as caracteristicas da populacéo estudada e os dados clinicos
e laboratoriais em relacdo a infeccdo pelo virus da hepatite C. Entre os pacientes
analisados, a maioria era do sexo feminino (59,3%), 52,8% né&o eram tratados para
HCV, e 38,9% dos pacientes apresentavam grau de fibrose alto (> F3), e 45,1 %
apresentavam niveis de vitamina D inferiores a 20. A mediana das idades foi 57 anos.
Em relacdo a dosagem de vitamina D, esta foi 22,50, enquanto que as dosagens de
enzimas hepéticas foi AST 75, ALT 39.

Tabela 5.1 Andlise descritiva dos individuos portadores de hepatite C

Variaveis categoricas N=113 %
Sexo

Feminino 67 59,3
Masculino 46 40,7
Coleta

Jejum 74 65,5
Sem jejum 39 34,5
Tratamento*

Sem tratamento 57 52,8
Tratado 51 47,2
indice de fibrose*

Minima 28 24,8
Avancada 44 38,9
Missing 41 36,3
Vitamina D

<30 90 79,6
230 23 20,4
Variaveis continuas mediana P25-P75
Idade 57,00 50,00-63,00
Vitamina D pré-Liason 22,50 14,65-28,60
HCV RNA Ul/ml log 5,68 4,54-6,30
Gendtipo HCV codificado 1,00 1,00-1,00
AST (U/L) 75,00 58,00-95,00
ALT (U/L) 39,00 27,00-63,00
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Proporgdo entre os sexos

m sexo feminino = sexo masculino

Gréfico 5.1 Proporcao entre os sexos de todos 0s pacientes portadores de hepatite
C.

Proporgdo entre os graus de fibrose nos pacientes
portadores de hepatite C
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Grafico 5.2 Proporcédo entre os graus de fibrose nos pacientes portadores de
hepatite C.



Dosagem vitamina D
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Grafico 5.3 Proporcao entre os pacientes portadores de hepatite C com dosagem de
vitamina D abaixo e acima de 30 ng / mL.

5.2 Analise dos fatores associados a coinfeccao hepatite C e citomegalovirus

A tabela 5.2 mostra os fatores associados a coinfeccdo HCV e HCMV. Entre 0s
pacientes analisados 18,58 % estavam coinfectados com HCV e HCMV (grafico5.4).
A maioria dos pacientes coinfectados (52,4%) era do sexo feminino (gréafico 5.5).

Entre as varidveis categodricas analisadas nenhuma foi estatisticamente
significativa. Na andlise das variaveis continuas observou-se que a mediana dos
valores de vitamina D e carga viral do HCV foram maiores nos pacientes coinfectados.
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Tabela 5.2. Fatores associados a coinfeccdo hepatite C e citomegalovirus

Qui-

Coinfeccao negativa (N=92) Coinfeccéo positiva (N=21) quadrad
o]
Varla\{e!s n % n % p-valor
categoricas X2
Sexo 0,475
Feminino 56 60,9 11 52,4
Masculino 36 39,1 10 47,6
Tratamento*
Sem tratamento 49 55,7 08 40,0 0,205
Tratado 39 44,3 12 60,0
indice de fibrose* 0,151
Minima 26 28,3 02 9,5
Elevada 34 37,0 10 47,6
Missing 32 34,8 09 42,9
Vitamina D 0,036
<30 77 83,7 13 61,9
=30 15 16,3 08 38,1
Coinfeccdo  Negativa Coinfeccgéo Positiva
Variaveis . . p-valor
. mediana P25-P75 mediana P25-P75 Mann
continuas )
whitney
Idade 57,00 50,00- 54,00 50,25-62,75 0,730
63,00
Vitamina D 21,15 14,02-26,57 28,60 16,85-37,70 0,030
pré-Liason
HCV RNA (Ul/mL 5,62 4,28-6,19 6,51 5,55-6,75 0,019
log)
Gendtipo HCV 1,00 1,00-1,00 1,00 1,00-1,00 0,536
codificado
AST (U/L) 69,50 58,00- 84,00 60,00- 0,134
90,00 108,50
ALT (U/L) 39,00 25,00- 37,00 32,50-72,50 0,554
63,00
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Infeccao

= HCV = HCV-CMV =

GRAFICO 5.4- Proporgéo entre monoinfeccao e coinfeccdo nos pacientes portadores
de hepatite C.
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Grafico 5.5- Proporcao entre os sexos feminino e masculino nos grupos de coinfeccao
positiva e negativa HCV-HCMV.
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Dosagem vitamina D > 30 ng/ml

Coinfecgdo Negativa
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Grafico 5.6- Proporgdo entre os pacientes com dosagem de vitamina D acima de

30,00% 35,00% 40,00%

30ng/ml nos grupos de coinfeccao positiva e negativa HCV-HCMV.

As estimativas das diferencas padronizadas absolutas entre as médias dos
grupos tratamento e controle, ap6s o balanceamento, para a todas as variaveis
atingiram a meta de <0,10 desvio padrdo, entretanto a razdo de variancia s6 foi
satisfeita pela variavel tratamento. Portanto, como néo foi possivel balancear os
grupos para as covariaveis que podem influenciar no desfecho (idade, tratamento,

ALT e AST), nao foi possivel compara-los e ver se a vitamina D interfere na coinfeccao

( Tabela 5.3).

45,00%

Tabela 5.3 Covariate balance summary

Standardized differences
Raw Weighted

Variance ratio
Raw Weighted

Idade .327678 .0710474
Tratamento 391764 .0042124
AST .1099295 .0139261
ALT .1324795 .0664167

.3482486

1.013232

2.873903
1.256984

7636412

1.000825

2.668058
1.271886
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6.DISCUSSAO

A hepatite crénica pelo HCV é uma doenca de carater silencioso, que se
caracteriza por um processo inflamatoério persistente no figado. Aproximadamente
60% a 85% dos casos se tornam crénicos e, em média, 20% evoluem para cirrose ao
longo do tempo. Uma vez estabelecido o diagnéstico de cirrose hepatica, o risco anual
para o surgimento de carcinoma hepatocelular (CHC) é de 1% a 5% (100). O risco
anual de descompensacdo hepéatica € de 3% a 6%. ApGs um primeiro episodio de
descompensacao hepatica, o risco de 6bito, nos 12 meses seguintes, € de 15% a 20%
(100). A forma crénica da doenca é marcada pela evolucao silenciosa, com sinais e
sintomas comuns as demais doencas crbnicas hepaticas, que se manifestam em
fases avancadas, sendo, em sua maioria, diagnosticada décadas apés a infeccéo
(19). As altas porcentagens de cronicidade da doenca, seu potencial evolutivo para
cirrose e hepatocarcinoma, assim como o fato de ser a mais frequente etiologia
diagnosticada em casos de transplante hepatico, fazem com que a doenca constitua
grave problema de saude publica mundial. Em virtude de sua importancia, a OMS
desenvolveu uma estratégia global de hepatite que visa reduzir as novas infec¢cbes
por hepatite em 90% e as mortes em 65% até o ano de 2030 (29).

Além dos virus das hepatites A, B, C, D e E, outros virus foram descritos como
causadores de hepatites. Algumas formas agudas e fulminantes de hepatite foram
associadas aos virus da familia Herpesviridae (88).0s virus da familia Herpesviridae
gue estao relacionados a casos de hepatites sdo o Citomegalovirus Humano (HCMV)
ou Herpesvirus Humano 5; Virus do Epstein-Barr (EBV) ou Herpesvirus Humano 4;
Herpes virus simples (HSV) ou Herpesvirus Humano 1 e 2; virus varicela-zoster (VZV)
ou Herpesvirus Humano 3 e Herpesvirus Humano 6 (HHV-6). Os mesmos sao virus
de DNA que induzem doenca por destruicdo direta dos tecidos, causando uma
resposta imunolégica e patolégica, ou mesmo facilitando a transformacéo neopléasica
destes tecidos (89). A hepatite é causada principalmente pelo efeito citopatico direto
do Herpesvirus. Os Herpevirus tém tropismo celular especifico, os hepatocitos nao
sao ceélulas-alvos, a hepatite ndo €, portanto, uma manifestacdo caracteristica de
infeccdo por essa familia. Todos os Herpesvirus induzem no hospedeiro, apds a
infeccdo primaria, uma infeccéo latente por toda vida, podendo a infecgdo sofrer

reativacao ao longo da vida (78). Como se perpetuam no organismo do hospedeiro,
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0s Herpesvirus podem desencadear doencas, incluindo hepatite. O tipo de infeccéo e
o estado imunologico do paciente sdo determinantes para a incidéncia e gravidade
das manifestagbes clinicas da doenca. A morbimortalidade da hepatite por
Herpesvirus é mais elevada na infeccéo primaria e em pacientes imunodeprimidos
(89).

Analisando-se especificamente o Citomegalovirus, a manifestacdo clinica mais
comum da infeccdo por HCMV priméria na populagdo imunocompetente é a
mononucleose, que tem a hepatite como uma manifestacdo comum desta sindrome.
Tal infeccdo tem carater autolimitado e afeta em sua maioria adultos jovens, se
manifesta por febre prolongada, linfonodomegalia e hepatite leve (101). A Hepatite por
HCMV também pode ocorrer em criangas com um curso autolimitado, nos individuos
imunocompetentes (90).

Ja em pacientes imunocomprometidos a infec¢do por HCMV revela maior morbidade,
especialmente em receptores de transplantes de 6rgéos. Nestes pacientes, a hepatite
por HCMV pode ocorrer de trés formas principais: hepatite leve, aguda e hepatite pos

transplante hepético (89).

Sabe-se que, por exemplo, a coinfec¢ao entre o HCV e o HIV, pode levar a uma

aceleracdo da progressao da doenca hepética,e aumento da mortalidade, sendo
descrito que apds 10 a 15 anos de infeccéo pelo HCV, nos coinfectados pelo HIV, a
evolucdo para cirrose pode ocorrer em 15-25% dos individuos, enquanto que nos
monoinfectados isso ocorre em apenas 2-6% dos casos. Observa-se ainda que a
mortalidade devido a doenca hepatica avancada tende a ocorrer 10 anos mais cedo
em coinfectados (102). Isso corrobora para a hipétese de que a coinfec¢do entre
hepatite C e outros virus que possam cursar com hepatite isoladamente, como é o
caso dos Herpesvirus, em especial o HCMV, possa também colaborar para um
agravamento da doenca hepatica.
Foram encontrados na literatura poucos estudos acerca dos efeitos hepaticos na
coinfeccdo HCV-HCMV, porém, ha evidéncias de que existe interacdo entre a infec¢do
por HCV e HCMV (5). Como a hepatite C € a mais importante causa de hepatite
cronica, cirrose, insuficiéncia hepatica, e sdo descritos na literatura casos de hepatite
por citomegalovirus (3), tornou-se uma questdo importante analisar os dados clinicos
e sociodemograficos dos pacientes co-infectados HCV/HCMV com pacientes
monoinfectados pelo HCV.

O presente estudo analisou dados e amostras sanguineas de pacientes com
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diagndstico confirmado de hepatite C,aferindo a carga viral, testando as mesmas para
HCMV, realizacdo das dosagens de AST, ALT, Vitamina D e do calculo da fibrose
hepatica pelos indices de FIB 4 e Forns, relacionando com analises de dados
sociodemogréficos dos pacientes. Os pacientes foram divididos em dois grupos e
comparados, entre coinfeccdo HCV-HCMYV positiva e negativa.

No presente estudo,a mediana das idades encontradas foi de 57 anos, a maioria
dos pacientes era do sexo feminino. De acordo com dados do ministério da saude,
OMS, CDC e artigos de revisédo atuais sobre dados de prevalancia de hepatite C, a
maioria dos casos de hepatite C notificados foram na faixa etaria entre 55 e 59 anos,
o que foi condizente com a mediana de idade da nossa amostra, porém, a maioria dos
casos ocorre no sexo masculino, o que foi contrario ao encontrado neste estudo (19,
29-32).

Para os resultados das analises de dosagens de enzimas hepéticas e célculo dos
indices de fibrose hepatica, nosso estudo ndo obteve resultados com significancia
estatistica. De acordo com a literatura, varios estudos apresentaram a coinfeccéo
como um fator importante no contexto do estudo das causas da progressao do dano
hepético e consequente fibrose hepética em pacientes portadores de hepatite C (103,
104). Estudos evidenciaram o aumento da ocorréncia de coinfeccdo por HCMV em
pacientes com HCV que respondem mal a terapéutica baseada em IFN21 e em
pacientes virgens de tratamento com CHC (105). Outra evidéncia demonstra que a
coinfeccdo por HCMV impacta profundamente a gravidade das doencas hepéticas
iniciadas pelo HCV (inflamacéo do figado, esteatose e fibrose). Além de comprovar
um aumento notavel da incidéncia de coinfec¢do por HCMV em pacientes com estagio
avancado de fibrose estando esse fato associado a desregulacao da via do IFNa / B
(via JAK-STAT) em seus PBMCs, tal estudo mostra uma relagdo intima entre a
infeccdo por HCMV e a progressao das lesbes hepéticas (inflamagéo, esteatose e
fibrose) de graus precoces a avancados em pacientes infectados com o genotipo 4 do
HCV. Esses dados sugerem um novo determinante para fibrose hepatica acelerada
no cenario de infeccéo por HCV (105). A progressao das lesdes hepaticas associadas
a cronicidade do HCV é um processo multifatorial. Nesse sentido, a coinfeccdo do
HCV com outros virus é considerada um dos fatores de monitoramento mais
importantes. Estudos recentes relataram que pacientes com HCV coinfetados com
HBV ou HIV tém doencas hepaticas altamente progressivas e atingem mais

rapidamente cirrose e CHC do que pacientes monoinfetados com HCV (103, 104,
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106). No entanto, os relatos na literatura sobre a coinfeccdo HCV- HCMV sao
escassos e principalmente voltados ao estudo do papel da infec¢do por HCMV apos
o transplante de figado ou rim. Vérias publicagbes demonstraram gravidade
aumentada do indice de atividade da hepatite e do estado de fibrose em pacientes
coinfetados por HCV / HCMV submetidos a transplante de figado (5, 107, 108). Os
pacientes com HBV e HCV co-infectados com HCMV sofrem de necroinflamacao
grave e fibrose hepatica mais intensamente do que os pacientes mono-infectados
com HCMV(109). Foi descrita, ainda, uma relacao direta entre a coinfec¢cado por HCMV
e a resposta fraca a terapia com IFN21, bem como aumento do risco de
desenvolvimento de CHC (110). O HCMV estabelece uma laténcia vitalicia em
individuos saudaveis; no entanto, apds a imunossupressao, ocorre reativacao devido
ao reinicio do programa de replicagéo litica viral (111). A infec¢&o cronica pelo HCV,
portanto, representa um exemplo ideal para o0 meio de imunossupressao. As células
T regulatérias exibem nimeros aumentados e atividade supressora aprimorada em
pacientes infectados cronicamente pelo HCV em comparacdo com a depuracao
espontanea (112, 113), o que corrobora para as evidéncias de aumento da incidéncia
de reativacdo de HCMV em pacientes infectados pelo HCV, quando comparados a
individuos saudaveis.

No nosso estudo, encontramos niveis de vitamina D mais elevados no grupo dos
pacientes coinfectados (28,6 ng / mL), e a mediana dos niveis de vitamina D nos
pacientes portadores de hepatite C foi de valores acima do valor de corte (20 ng/ mL),
mostrando suficiéncia na dosagem sérica da vitamina em todos 0s pacientes
analisados. Tal fato foi contrario aos relatos descritos na literatura de que a deficiéncia
de vitamina D € comum entre pacientes com doencas hepaticas. Se o status de
vitamina D pode realmente afetar a funcédo hepatica é ainda mal compreendido.
Estudo prévio constatou que a baixa concentracdo de 25 (OH) D foi associado a
valores elevados de AST e colesterol total. Como a avaliacdo da fibrose hepéatica em
nosso estudo nao foi significativa, ndo foi possivel se estabelecer uma correlagéao
entre os niveis séricos de vitamina D e os indices de fibrose hepatica nos pacientes
coinfectados e monoinfectados. Sobre esse assunto, existe evidéncia na literatura de
que fibrose grave foi encontrada em pacientes com menor concentragao de vitamina
D (114). Outro trabalho corrobora para a mesma associacao entre vitamina D e fibrose
hepatica. Nele, a prevaléncia de deficiéncia de vitamina D foi maior em pacientes com

HCV com fibrose mais avancada(115). Posteriormente, outro autor analisou a
70



associacdo entre a dosagem de vitamina D, enzimas hepéaticas e doenca hepatica
em 2.649 individuos e constatou que o risco de ter elevados niveis de ALT, AST ou
GGT foi mais alto para niveis mais baixos de vitamina D(116).

Dentre os resultados obtidos, nosso estudo encontrou niveis mais elevados de
carga viral RNA HCV no grupo de pacientes coinfectados, o que poderia significar
uma maior dificuldade da resposta imunoldgica do hospedeiro a um organismo que
tenta debelar simultaneamente as duas infec¢fes virais. Uma série de estudos
tentaram examinar a relacao da concentracao sérica de RNA do HCV com gravidade
da doenca hepatica, através da observacao de anormalidade histopatologica (26, 117-
121). Alguns estudos identificaram que a carga de RNA do HCV esta correlacionada
com inflamacéo hepatica (26, 119-121), no entanto, outros indicaram que 0s niveis
séricos de RNA do HCV néo foram associados com inflamagédo hepética (117), nem
fibrose(26, 118, 121, 122). Estes estudos foram conduzidos para elucidar a influéncia
do RNA sérico do HCV na predicdo da gravidade das doencas hepaticas usando
desenho transversal, resultando nas limitacbes de causalidade temporalidade. Um
projeto de coorte acompanhou 6.570 usuéarios de drogas por cerca de oito anos e
mostrou que o nivel de RNA do HCV foi um preditor de morte por doenca hepatica,
com razao de risco ajustada e IC de 95% 2,3 (1,5-5,9) - vezes maior por aumento de
log10 IU / mL em carga de HCV (120). No entanto, alguns dos usuarios de drogas
foram co-infectados com HIV, assim, a generalizagdo para a populagdo na
comunidade foi limitada (26).

Limitacdes do estudo

Sabe-se que consumo abusivo de alcool € um fator determinante no
desenvolvimento e progressdo da fibrose hepatica (124). Desta forma, o mesmo
deveria ter sido avaliado por escores ou escalas validadas como AUDIT (Alcohol Use
Disorders Identification Test) (125). Porém, trata-se de um estudo retrospectivo onde
a quantificacdo do consumo alcoolico ndo foi realizada de forma sistematica nas
consultas médicas dos pacientes incluidos, impossibilitando a avaliacdo do impacto
desta variavel na presenca de fibrose.

Outra limitacao foi a auséncia do estadiamento da fibrose por biopsia hepatica ou
fibroscan por indisponibilidade ou dificuldade de realizacdo dos mesmos nos

pacientes do presente estudo, além disso, houve um elevado nimero de “missings”
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nas informacgdes sobre a fibrose hepéatica, o que prejudicou a analise desta variavel.
Devido ao n pequeno da amostra, ndo foi possivel chegar a nenhum resultado
significativamente estatistico nas anélises das variaveis em questao.

Por ser um estudo realizado a partir de dados e banco de amostras sanguineas
de pacientes atendidos no ano de 2012, os tratamentos para hepatite C preconizados
e instituidos a estes pacientes, se tornaram obsoletos, ap6s o surgimento dos
antivirais de agdo direta, que revolucionaram a historia da doenca, e seu curso clinico,
tornando pouco relevante a analise das variaveis relacionadas ao tratamento dos

pacientes em questéo para o contexto atual do tratamento da hepatite C (126-128).
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7. CONCLUSOES

1. Entre os pacientes com hepatite C analisados, em 18,58 % apresentaram
também o HCMV DNA, indicando uma alta prevalencia da coinfeccéo
HCV/HCMV.

2. Nao houve diferenca estatistica entre os dados sociodemograficos dos pacientes
co-infectados HCV/HCMV com pacientes monoinfectados pelo HCV, pelo fato
dos pacientes pertecerem a faixas etarias semelhantes e serem acompanhados

no mesmo ambulatério;

3. Neste estudo, os niveis de AST, ALT ndo foram maiores nos pacientes
coinfectados, ao contrario do que € descrito na literatura.

4. A coinfeccdo HCV/HCMV néo interferiu no grau de fibrose hepatica.

5. Nos pacientes coinfectados, a carga viral do HCV foi maior, o0 que demostra a

importancia de monitoramento das coinfecgoes.

6. A concentracdo de vitamina D, ndo interferiu na coinfec¢do. Os valores de
vitamina D foram maiores no grupo de pacientes coinfectados, mostrando que
sua deficiéncia ndo foi mais frequente nos pacientes coinfectados, alem disso ,
nao foi possivel analisar se a deficiéncia de vitamina D teria relagédo com o indice

de fibrose, pois ndo foram encontrados resultados com significancia estatistica.

7. E importante investigar a coinfeccdo HCV/HCMV, pois a reativacdo dos HCMV

pode ocorrer em pacientes imunocomprometidos e imunossupridos.
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{rs731236], HMGA1 (rs14605267Z), PHNFLAI (rs735£09], Apoc3 (rs2854116 & rs2BE4117), IR2-1
irs1 80278} & IRE-Z (re 1508057 (Feda-Chiked ot al., 2013; Sta@ermayer et &, JZ010; Koziiie = al, 2010;
Chi=far =t al., 2013; Feng =t al, 2013, Baur =tal, 2012, Ramo-Lopez et &, J3007). F'.l'll-l:l-l:l:ﬂ"lnal;iu da
wanabilidxde genétics dos genes core, W35E, K23, E1 & EZ do HCY, o RNA viral serd obtido a partir das
amosTas de som uSlizando-se o ki Qlamp ikl RENA minlkE (GIAGEN, Valencla, Spain). A transcrigio
FEversa ser felia ulzmndo a snsimas Sapsrscrpt | everse ranscripEse (vicgen Corporaton, BUA] om
iniciadones randdmicos (Wartine af al, in press). © DNA complementar serd empregado pars debecclo por
PCR dos genes de imieresse [Chaso-Humg £ al, 20132; Espiriic-Sanio MP ef al., 2007 ; Peres-dy- Shva & et

al., 201Z; Heieh et al., 2012} Os produics amplficados serlo sequendals apds purficacio & guanifcacio.

Crivdrio de= Inchesio:
Fara a hepafite C, serio induldos Individuos gue seguirSio o tralamenio padrio defnido pela PORTARLY Mo
221, DE 12 DE JULHO OE 2011 de atordo com o @emclips 4o virus. Mesis caso, eremos insdivicdecs com

genolipo 1 gue realzam o Tatamento por al 72 sEmanas & Indlviduess com genctipo 3 que realtzam o
fralamenio por abé 48 semanas. Para a hepatite B, serdo Incluldes Individuos com H3sAg reageni= nio
chroticos, onde iodos serdo ratados com nferferon. Bes
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deyem ter ldade maior gue 18 anos, de qualquer SE00, FC ou einla.

Crivdrio de Exclusio:

{1} drrese avangads (Child-Pugh B & C; (2) cacinoma Fepaioceiilar, (35 cincer ou doengas inkestinals
crénicas; (4] infecplo pelo HIV; (5) kerapla com medicamentos conhecidos por afetansm o metabolismo da
wEamina O, iInclulmds suplsmenics minsrals = de viamina; () ratamenio préyvio com i=mapla andviml, dogas
IMUNDSSUPMEsSSora s o S0 regular d= drogas induioms de esiealose; (7)) esudno de drogs Inbreeenosa; (8) e
rédo concorddncla oom o s do corsentimendo Ivee & esciarecido.

DEjedlvo da Pacgulca:

Hpidbese

A concentrapho da vEamira D & o5 polmorfismos de genes recepones da vEamina D estio assodados a
FESEOESS 30 ralamenio antiviral para hepaliles B 2 C.

Ot Frirdrio:

0 objetvo geral deshe eshadc & determinar os nhiels =fricos & pollmaonismas genétioss assocdados com a
wkarmina O e resishincia insulinkca =m pacemies mectsdos peics viFus das hepaties B = C, & fim de fomeoer
subsiics para o desenvoivimenio de esakEglas mals eficazes para o talmenio destas infeogles onde a
suplementapio desta vitamira bem comio 0 confrole da resisiincla irsulinica poderis sar ol par aumenb
i3 resposta &0 tratamenio anihviral.

Ohetivo Secundario:

-Oeterminar cs nivels sérios de 75 OH vEamina O am paclentes infecisdos pelos wines das hepaties B ou ©
anfes & aphs o atamento antiviral, a im de avallar a retaglio entne os pilvels deste pardmeto no SO e 2
respoisiy a0 ratsmenio anbviral;

-Oeferminar as -:un::rh-m;ﬂ:: séricas da IL-&, IL-17, L-23 em padeni=s infeciados p=io HBY = HCW &
comparar estes mlvels com 8 concentracio sérica die 25 O viamina D, para avalar & ubilidsde desies
faiores como marcadores de fimse hepabica;

-Oeterminar cs polimorfismos do gene receplor da vimmina O (VDR Bsmil, Tagl, Apad, CYFZR1 & GC em
paclent=s Infectxdos pelo HBY = HCOY, & fim de werficar se exisb= alguma uss-m:lu;in enire eshes

polimaorflsmos = fars de resposis amtiviFal;
-Dieferminar os pollmofismos dos genes HMGAT, APOC, IRS-1, IR3-Z & FNFLAS em reiaclo 4
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presenca de resisigncla insullnkca em padenies iRfectados pados wirus HBY & HSW & verificer se exishe
algure Hmda-;!n enire eshes polmorfismos & @ faxa de resposis anfviral;
~Oeterminar 3 varnablidsds gersdics dos genes cone, E1, E2, N33 = NS5E do HOW & pasclentes. oom & s=m

A, & f9m de avalar 3 infietncks desk=s Jares na [l;
-Determirar a preval®ncis da reslsi®nca A Insulina mos: paclenies infechsdos oom HBY = HCY & werificar a
n:h-;!l:l enitre & resksbEncks 4 insuling & o perdtips Infecianbs = carga viral;

Awallegdo doc Rleoon & Benaficlon:

Risoos:

05 posshiels riscos sio agueles reacionados com a coleta de sangue, onde complicagles de coleta de
sangue mEneima %o arms = geraments de pequens poris. 5= houver pEquens pera de sangue da wela no
local da pun;lo peralments ha um pagueno desconforio que desaparece &m poucos dias. Os riscos da
cole sario confrolados por uma coleta reallzsds denfro das normas de bicssEguranca.

Eeneficios:

05 benefidos assockxdos ao projeto seria & deleminagio da concentragio da witamiea D & Rsulina sérica,
assm ooma 3 mnapﬁﬁdﬂipﬂmmﬂ peEnticos da vilamina D e da vanablidsds genttics do HCWY
gues poder ser Oisls para mslhor acompanhamento do atamenio destes padenb=s

Comantirios a Concldaraglec cobire a Pacgulca:

O projeto estd sufickeniements clao =m seus propdshos, devidamenis furdameniado, = fem relevdinca
CientEca.

Concideragbes cobre oo Termos de apreceniagdo obrigataria:

Fomam spresenisdos 3 folha de rosio, projeio de pesquisa, oonogaTa stualzsdo, onpamenio da pesquisa,
ferma di consendments (e & esclanechdo & carias de antncla das I'EI:I‘I:I.II-;EEE-

Feromandapiec:

O termo de consandments Ihre = escarecido deyerd seredighido na Ereeia pessos = nfo e primss, o
sefa, vook esid sendo convidado para pariciper deste estudn... As possbildades de retiada da autorizagio
= ge desigamenio da pesquisa devero =star darament mencionadas. & =xpressio "uma oépl deshe
fermo” deverd ser retimada, mendonando gue o i=mo serd assinado em duys viss de pual feor = o wolenbBiio
fcard com ersmpkar assinesdo por s = pela
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Conolucher 0w Penddnolac o Licia de Inedequegiec:

Diante do exposts, am sus 2012 Reuritlo Ordindris, reallzada em 10002.3015, o Comit® d= ESca em
Fesquisa do InsShuto Oswaldo Gz (CEF FEDCRUZNCGC), de acomdo com as atrbuiples definidas na Res.

CHE 46512, manifesta-=e por aguardsr o atercdments &s guesties acka para amissfo de s parecer.

D soordo com & Rescluclo CHE 465012, as perdénciss devem sar respondidas epclusivaments pio
pesquisadion responsAvel no prazo de 30 dias, a partr da dats d= swlo 0o parecer pelo CEF FICCRLUZTOE.
Apds psoe pragzn o probocoln serd arquivadc. SolcEa-ss almda que %S respostas selym enviadas de forma
ordenads, conforme os Hens das consideragles deste parecer, Indicando-se tambem & localzacko das
possivels afieraples no protocoio, IRduskhe no TCLE.

EHuagdo do Pareer:
Fendent=

Meoecciia Aprealaglo du COMEP:
L]

iConclderaghec Finals a ortbdric do CEP:
Apresentar relatorics parcksls (anuaks) & relicro final do projeio de pesquisa & responsabiidade Fdelegdvel
o pesquisador prircipal.

Qualguer modficacio ou emends a0 projeb de pesquisa =m pauta deve ser submetida & apreclapo do
CEF Flooneslos.

O sujelto d= pesguiss ou sEu represenanke, quando for o caso, dessrd nibricar iodas a5 fodhas do Termo de
Corsentimento Livre & Esclarecido -TCLE apondo sua astinatura na ditima pagina do referido Termo.

O pesquisador responsdvel deverd da mesre fonTa, rubicar todss a5 folhas do Tarmo de Consendmento
Livre = Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura ma 0Ema pdgina do neferids Temmo
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RED DE JAKEIRC, 11 de Feversiro de 2015

Cooamiruscha 30 Pearecss BT

Sgcinado por
Jocd Harrigus da Ellva Fllotto
{C-oordenador
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