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“O bambu que se dobra é mais forte que o carvalho que resiste.”

Provérbio japonés



<

Normalugagm adotado

C%@\—)“D



Esta dissertacdo esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no
momento desta publicacao:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors
(Vancouver).

Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e
Documentacdo. Guia de apresentacdo de dissertacbes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F.
Crestana, et al. Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de
Biblioteca e Documentacdo. 3a ed. S&do Paulo: Divisdo de Biblioteca e

Documentacao; 2011.

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in

Index Medicus.






SUMARIO

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUGAOD ..ottt 1
1.1 Virusda Hepatite E......cccoooiiiiiiiiece e 1
1.2  Epidemiologia mMundial ... 2
1.3 Epidemiologia NO BrasSil ......ccooooeeiiiieeeiiie e 5
1.4 Marcadores do virus da hepatite E ...........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiieiieecee e 7
RIS (0] (0] g T (0] (oo T SRR 8
1.6 Tratamento Para HEV ......... e 10
1.7 Hepatite C cronica e coinfeCCOES VIraiS ..........ceeviieeeiiiiiiiiiiiiiiee e 11

PN 10 1S I 1 N I 14

3. OBUIETIVOS ... 14
K 0 I T2 = T L 14
I 1< Lol o = U (o L PP 14

A, METODOS ..ottt tete ettt ettt sttt et e e et e e et ne et e se e tene b enenene 15
v R D TS EY=T o o o (oI =T U o o T 15
4.2  CaracterizaGao da AMOSIIA ..........uuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeebbeee e 15
4.3  Procedimentos realizad0s N0 StUdO ..........uuvvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 16
4.3.1 Coleta e andlise para o virus da Hepatite E............cccccceeeeiieeiiiiiiiicee e, 17
4.3.1.1 Pesquisa dos marcadores SOrolOgiCOS .........oivuuviiiiiiieeeieiiiiiiiieeee e e e 17
4.3.1.2 Diagnastico por técnicas de biologia molecular...............ccccoevvvvvviieneeeennn. 17
R T R T 1 = Tot= T I 0 [ {1 17
4.3.1.4 Deteccdo do HEV RNA ..o 18
4.3.1.5 PCR quantitativo €m tempo r€al...............uuuuuuuuiimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiineeeennns 18
4.3.1.6 SEQUENCIAMENTO......cciiiiiiiiiiiie et eeee e e e e e e e e e e e e e e e e e 18
4.3.1.7 ANAlISe das SEQUENCIAS .....cceiieiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e 19
4.3.1.8 PCR quantitativo com 0 Kit EUFODIO® ............cccooviiiiiiiiiiieeieeereicee e, 19
4.3.2 Avaliag8o HiStOIOGICA ... ...uueeiiiiieeeieiiiieee e 20
4.3.4 Métodos néo invasivos para analise de fibrose hepatica..............ccccceeeeeee. 23
4.4 Analise estatiStiCa..........ocoiiiiiiii 24
4.5 ASPECIOS ELICOS ..oovviieiiiii et e e e 25

5  RESULTADOS ... .ot e e e e e e e e e e e e eanans 26
5.1 Casuistica da populagao geral............cuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 26
5.2 Perfil sorolégico do virus da Hepatite E ... 28
5.2 Perfil demMOQrafiCO.......uuuiiii e 29
5.3 Dados clinicos € 1aboratoriaiS ..........iieeeeiiieeiiicie e 32

5.4 Andlise da histologia hepatiCa .........ccceeeeiiiiiiiiiii e 34



5.4 Andlise do seguimento dOS PACIENLES ........ccvvveiiiiiieeieeeeeee e 36

5.4.1 Seguimento dos pacientes com anti-HEV IgM............ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 36
5.4.2 Tratamento da hepatite C CroNICaA............ccuuuuiiiiie e 36
5.4.3 Fibrose e curva de SOBrevida...........cooeeeviiiii i 38
B.  DISCUSSOES.......coiiiiitiiieiiieee ettt sttt ettt eb e nens 41
6.1  ASPECLOS GEIAIS ..eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 41
6.2 Diabetes MellitUS € HEV ......cooooiiiiiiiiie e 43
6.3 HEV e complicacfes da doenga hepatiCa...........cuuveeeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeee e 44
6.4 HEV e histologia hepAtiCa ..........coovieiiiiiiieicc e 46
6.5  TratAmMENTO ... 47
7 CONCLUSOES ..ottt sttt 50
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt sttt re e, 51

ANEXOS .o 56






LISTA DE FIGURAS

Figura 1. DiagnOstico dO HEV .........uuiiiiiiiiiiiiieiieecee e 8

Figura 2. Infeccdo HEV. Aparecimento do RNA do virus da hepatite E, periodo de
incubacéo e anticorpos durante a infeccdo por HEV. IgG. imunoglobulina G; IgM.
IMUNOGIODUIING M ..o 9

Figura 3. Tratamento do HEV em pacientes transplantados de figado........ 11

Figura 4. Concordancia entre medidas de elastografia em unidades kPa e graus de
fibrose hepética. (A) Virus C; (B) Co-infeccdo virus C e HIV; (C) Virus C poés
transplante; (D) Virus B; (E) Doenca hepatica colestatica; (F) Cirrose alcoolica; (G)

Doenca gordurosa ndo-alcodlica. Fonte: de Lédinghen et. al, 2010. ........... 23
Figura 5 . Diagrama de fluxo de inclusdo dos pacientes..............cccceevvvvnnnnn. 26
Figura 6. Gréfico com a distribuicdo da frequéncia pelos marcadores para o virus da
[ (=T 0= L) (= S 28
Figura 7. Diagrama de fluxo da andlise histologica............ccceeeeeieeiiiiiiinnnee. 34

Figura 8. Curva de sobrevivéncia de pacientes HEV positivos e negativos com
desfeChO ODItO ......ccceeeee e 39

Figura 9. Curva de sobrevivéncia de pacientes HEV positivos e negativos com
desfecho Obito € transSplante ...........oocueiiiiiiiiii e 40



Lvsta/ de/mbelaw

B < s T



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - CARACTERISTICAS GENOTIPICAS DA INFECGAO PELO HEV...ucereveeresenreeereenseennes 2
TABELA 2 - POSITIVIDADE DE HEPATITE E EM DOADORES DE SANGUE......cccccvneerieerieerinnenns 3
TABELA 3 — PREVALENCIA DO ANTI-HEV IGG EM POPULAGAO GERAL EM DIFERENTES
REGIOES DO BRASIL w.ucveueereureeasesessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 6
TABELA 4 — PREVALENCIA DO ANTI-HEV IGG EM POPULAGAO DE RISCO EM DIFERENTES
REGIOES DO BRASIL wucvrueereureseueesessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 7

PARA ANALISAR MINUCIOSAMENTE OS ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DAS BIOPSIAS
HEPATICAS, ALEM DA FIBROSE HEPATICA, FORAM ANALISADAS OUTRAS
CARACTERISTICAS COMO SISTEMA DE SCORE HISTOLOGICO PARA ESTEATOHEPATITE
HEPATICA NAO ALCOOLICA (EHNA) NA TABELA 6, AS ALTERACOES COLESTATICAS COM
AVALIACAO DE REAGAO DUCTULAR E ESTASE BILIAR, A PRESENCA DE CELULAS
INFLAMATORIAS LOBULARES E GRAU DE SIDEROSE EM HEPATOCITOS E CELULAS DE

KIUPPER. «eteeeteeeeeeeeeeeteeeetesssessssessasesssssessssetsssetessasessssetssstessasessssntsssntessssessssntsssstessastsssntsssstensaneesssntsannsens 20
TABELA 5 - CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DAS HEPATITES VIRAIS DE ACORDO COM A
SBHISBP.. .eeeeeeeeteeeeeeeeteteeeeteseeteseetessssetsssetessstesessatsssstesstes e et s et eseates e st s st easset e st seteseaneeeaaetsaeteannennnnt 21
TABELA 6 - SISTEMA DE SCORE HISTOLOGICO PARA A CLASSIFICACAO DE EHNA
(ESTEATOHEPATITE HEPATICA NAO ALCOOLICA) .cciiierercrerereresessssssssessssssssssssssssssssssssssssssens 22
TABELA7. FREQUENCIA RELATIVA DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO PORTADORES DO
VIRUS DA HEPATITE Couvetevereerreeesestsseeesssessssestsssstesssssssssssssestessstosssssssssstsssstosssssssnsnssssntesssssssssssssnsossnsans 27
TABELA 8 - FREQUENCIA DE PACIENTES COM DIFERENTES COMBINACOES DOS
RESULTADOS DE TESTES PARA HEV eeviteeiitenetssetssesisssssssssestssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnsons 29
TABELA 9. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DA COMPARACAO DOS
PACIENTES HEV NEGATIVOS COM OS PACIENTES HEV POSITIVOS. c.ueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesseeesseenens 30
TABELA 10. VALORES P PARA O EFEITO DE DIFERENTES VARIAVEIS EM MODELOS DE
REGRESSAQO LOGISTICA et e eeeeeeeeeeseeeteseeseessseesssesessasessssessssessssasessssessssessssaseesssessssessessseesssesssssens 30
TABELA 11. PERFIL DO VIiRUS DA HEPATITE C ENTRE OS GRUPOS MONOINFECTADOS E
COINFECTADOS PELO HEV.cuouiietietietsseieessestsssstssessssssssssssssesssssssssssssssssssssassnssssssstessnsssssssssnsssssssssssens 31

TABELA 12. CARACTERISTICAS LABORATORIAIS DE PACIENTES HEV POSITIVOS COM 0OS
PACIENTES HEV NEGATIVOS RELATIVAMENTE AS MEDIAS DAS VARIAVEIS CONTINUAS....32

TABELA 13. COMPARACAO DE PACIENTES HEV POSITIVOS COM OS PACIENTES HEV

NEGATIVOS RELATIVAMENTE AS COMPLICACOES DA DOENGCA DO FIGADO. ...cocveeeereeerrerenns 33
TABELA 14. COMPARAGCAO DE CHILD-PUGH PARA OS CIRROTICOS. ....ceevrverrererresessessassssassneans 34
TABELA 15 — ANALISE HISTOLOGICA ENTRE GRUPOS CASO-CONTROLES DE

COINFECTADO HCV E HEV E MONOINFECTADOS. .....ueiiiiiitinireisieiseeissrsssnesssesssessssesssssessssesnne 35
TABELA 16. CARACTERIZAGAO DOS PACIENTES COM ANTI-HEV IGM POSITIVO.....ccoevvurererenee 36
TABELA 17. DISTRIBUIGAO DE FREQUENCIAS DE USO DE RIBAVIRINA .....ocoevurereresreseasesessesenns 37

TABELA 18: FREQUENCIA DE OBITOS PARA PACIENTES QUE TOMARAM RIBAVIRINA.......... 37
TABELA 19. FREQUENCIA DE OBITOS OU TRANSPLANTE DE FIGADO PARA PACIENTES QUE

TOMARAM RIBAVIRINA «.coouuveemnssesssesssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssasessssssassssssessssans 37
TABELA 20. MEDIDAS RESUMO PARA A VARIACAO DAS MEDIDAS DO FIBROSCAN (INICIAL -
ATUAL) coveerreeesnessssssessssssesssssssssssssssssssssesssssssassssssssssssssssssssasssssssassssssesssssssasssssssesssssssessssasessssssasssssssessssans 38

TABELA 21: MEDIDAS RESUMO PARA O TEMPO (MESES) ENTRE A COLETA DO HEV E A
OCORRENCIA DE HCC .uouitveeueereseersssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasns 38



Lista de abreviaturas

- G eSS Sy



ALT
APRI
AST
CHC
DLP
DM
EHNA
HAS
HAV
HBV
HCV
HDV
HEV
HIV
IAH
IC
19G
IgM
INR
MELD
NA
Ndo A-C
ORFs
OR
PCR
RNA
RT
RVS

STROBE

LISTA DE ABREVIATURAS

Alanina aminotransferase

AST to Platelet Ratio Index
Aspartato aminotransferase
Carcinoma hepatocelular
Dislipidemia

Diabetes mellitus

Esteatose hepatica ndo alcodlica
Hipertenséo arterial sistémica
Virus da hepatite A

Virus da hepatite B

Virus da hepatite C

Virus da hepatite D

Virus da hepatite E

Virus da imunodeficiéncia humana
indices de Atividade Histoldgica
Intervalo de confianca
Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Razao Normalizada Internacional
Model for End-stage Liver Disease
N&o se aplica

N&o Hepatite A, Bou C

Open reading frames

Odds Ratio

Reacgéo de polimerase em cadeia
Acido ribonucleico

Transcrigéo reversa

Resposta virologica sustentada
Strengthening the Reporting of Observational Studies in
Epidemiology



e

S

Resumo-



RESUMO

Zitelli PMY. Estudo sobre a influéncia do virus da hepatite E na infec¢ao crbnica pelo
virus da hepatite C, em pacientes virgens de tratamento antiviral [dissertacdo]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2019.

Introducéo: No Brasil, a hepatite E € rara, com prevaléncia variando de 1% a 12,9%
em individuos saudaveis. Sabe-se que, em pacientes com hepatite crénica C (HCV),
pode haver a exacerbacdo da lesdo hepatica pela coinfeccdo com o virus da
hepatite A (HAV) ou com o virus da hepatite B (HBV). Porém, poucos estudos
avaliaram a coinfeccdo do HCV com o HEV. Desta forma, avaliamos esta coinfec¢ao
para que, se comprovado uma maior progressao da doenca, possam ser tomadas
no futuro medidas preventivas e/ou curativas em relacdo ao virus E. Objetivos:
Determinar a prevaléncia da infeccdo pelo HEV entre os pacientes com infeccao
cronica pelo virus da hepatite C, avaliando o impacto da coinfec¢cdo na doenca do
figado. Métodos: Estudo observacional e transversal. As coletas de amostras foram
realizadas no periodo de 2013 a 2016. Os critérios de inclusdo foram: a) Idade
acima de 18 anos; b) virgem de tratamento antiviral para hepatite cronica C; e d)
concordancia do paciente em participar do estudo. Os critérios de exclusdo foram:
pacientes portadores do virus HBV e/ou HIV e pacientes hepatopatas com etiologia
nao HCV. Utilizamos os kits para os testes para anticorpos IgG e IgM - ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (recomWell HEV I1gG e IgM, Mikrogen, Neuried |,
Alemanha) e, RNA HEV por testes QIAamp® MinElute® Virus Spin (Qiagen, Estados
Unidos da América). Analisamos a histologia hepéatica com pareamento de 1:2 dos
pacientes coinfectados e monoinfectados. Resultados: Anti-HEV IgG foi positivo em
22/181 (12,0%), anti-HEV IgM foi positivo em 3/181 (1,6%) pacientes e 0 RNA HEV
em tempo real foi inconclusivo em 9/181 (4,9%) pacientes. Quando comparamos
pacientes com e sem coinfec¢do por HEV, observamos que 0s casos positivos para
HEV apresentaram uma maior gravidade da doenca hepética, determinada pelos
seguintes parametros: fibrose hepatica 23 vs <2 (p <0,001), elastografia hepatica
transitoria > 9,5 kPa (p=0,020) e ascite (p=0,025). Adicionalmente, pacientes HEV
positivos tiveram uma razao de chance 2,84 (IC95% 1,22-6,64) vezes para diabetes
mellitus que em pacientes HEV negativos (p=0,0158). Utilizamos a técnica de
Kaplan-Meier para comparar as curvas de sobrevida de pacientes com HEV
positivos e negativos, a partir da data de coleta do HEV e como desfecho: i) morte
ou ii) morte ou transplante. Em ambos o0s casos, 0s pacientes positivos para HEV
apresentaram desfechos significativamente piores do que o0s pacientes negativos
para HEV (p=0,002 para morte e p=0,008 para morte ou transplante). Foi realizado
um grupo controle de 2 pacientes monoinfectados para cada 1 coinfectado,
pareando quanto a idade, género, genétipo do HCV e grau de fibrose hepéatica na
biépsia hepética. No entanto, ndo observamos nenhuma caracteristica histolégica do
virus da hepatite E, sem nenhuma diferenca estatistica. Conclusdes: A prevaléncia
de IgG anti-HEV (12,0%) na infeccdo crbénica pelo HCV néo foi maior do que na
populacao geral. A infeccéo pelo HEV teve um impacto importante na gravidade da
doenca hepética em nossos pacientes com HCV. Ao parear bidpsias hepéticas com
0 mesmo grau de fibrose, ndo pudemos observar nenhuma caracteristica especifica
da coinfecgcao por HEV. Apesar da infecgéo pelo HCV possa aumentar a chance de
o individuo desenvolver DM2, o fator de coinfeccao pelo HEV parece ser um fator de
risco aumentado para DM2



Descritores: Hepatite E; Hepatite C crénica; Diabetes Mellitus tipo 2; Cirrose
hepética; Taxa de sobrevida; Histopatologia.



ABSTRACT

Zitelli PMY. Study on the influence of hepatitis E virus on chronic hepatitis C virus
infection in virgin antiviral patients [dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2019.

Introduction: In Brazil, hepatitis E (HEV) is rare, with a prevalence ranging from 1%
to 12.9% in healthy subjects. It is known that in patients with chronic hepatitis C
(HCV), hepatic lesions may be exacerbated by coinfection with hepatitis A virus
(HAV) or hepatitis B virus (HBV). However, few studies have evaluated HCV
coinfection with HEV. Therefore, we evaluated the impact of HEV infection on the
disease severity of chronic HCV infection. Aims: To determine the prevalence of
HEV infection among patients with chronic hepatitis C virus, assessing the impact of
coinfection on liver disease severity. Methods: Observational and cross-sectional
study. Samples were collected from 2013 to 2016. Inclusion criteria: a) Age above 18
years, b) Consecutive chronic HCV adults; c) naive for HCV treatment, d) patient's
agreement to participate in the study. Exclusion criteria: HBV or HIV infection and
patients with non-HCV liver disease. HEV serology was performed with IgG and IgM
antibody assays (ELISA, Mikrogen, Germany) and, HEV RNA by QlAamp®
MinElute® Virus Spin (Qiagen, United States of America). Liver histology was
analyzed with a 1:2 pairing of coinfected and monoinfected patients. Results: Anti-
HEV IgG was positive in 22/181 (12.0%) patients, anti-HEV IgM was positive in 3/181
(1.6%) patients and real time HEV RNA was inconclusive in 9/181 (4.9%) patients.
When comparing patients with and without HEV coinfection, We observed that HEV-
positive cases had a higher severity of liver disease, determined by the following
parameters: liver fibrosis 23 vs <2 (p<0.001), transient hepatic elastography> 9.5 kPa
(p = 0.020) and ascites (p = 0.025). Additionally, HEV positive patients had an odds
ratio of 2.84 (95% CI 1.22 - 6.64) times for diabetes mellitus than in HEV negative
patients (p = 0.0158). We used the Kaplan-Meier technique to compare survival
curves of positive and negative HEV patients, starting with the date of collection of
the HEV and as an outcome, i) only death or ii) death or transplantation. In both
cases, HEV-positive patients perform significantly worse than HEV-negative patients
(p=0.002 for death and p=0.008 for death or transplant). A control group of 2
monoinfected patients for each 1 coinfected was performed, matching age, gender,
HCV genotype and degree of liver fibrosis on liver biopsy. However, we did not
observe any histological characteristic of hepatitis E virus, without any statistical
difference. Conclusions: Prevalence of anti-HEV 1gG (12.0%) in chronic HCV
infection was not higher than in the general population. HEV infection had an
important impact on severity of liver disease in our chronic HCV patients. When
paring liver biopsies with same amount of fibrosis we could not observed any
particular characteristic of HEV coinfection. Although HCV infection may increase an
individual's chance of developing T2DM, HEV co-infection factor appears to be an
increased risk factor for T2DM.

Descriptors: Hepatitis E; Chronic hepatitis C; Diabetes mellitus type 2; Liver
cirrhrosis; Survival rate; Histopathology.



1. INTRODUCAO
1.1Virus da Hepatite E

Foi primeiramente descrita a infec¢do pelo virus da hepatite E (HEV) em
1980, através da analise de uma amostra sanguinea de um paciente infectado
por uma hepatite aguda endémica durante o ano de 1955 e 1956 na India,
Nova Deli, por consumo de agua contaminada. Foi assim denominada “E” por
ter caracteristicas de causar epidemias e ser transmitida de forma entérica,
sendo assim identificada em 1983 por Balayan et al, como “Hepatite ndo-A,
ndo-B de transmisséo entérica”. (1, 2)

O HEV pertence a familia Hepeviridae, e € um virus RNA de cadeia
simples de prevaléncia variavel. O seu genoma viral possui cerca de 7,2 mil
bases nitrogenadas, capsuladas pela extremidade 5’ e 3’ da fita de RNA, sendo
dividido em 3 Open reading frames (ORFs) ou fase de leitura aberta, ORF1,
ORF2 e ORF3 e cercado por regiées nao-codificadas.(3-6)

ORF1 codifica as atividades nao-estruturais, enzimaticas, necessarias
para o processo de replicacdo viral e a ORF2 codifica as proteinas estruturais,
ou seja, o capsideo viral, que é essencial para fixacdo e entrada na célula
hepética e, assim, estimular a resposta imunolégica do hospedeiro. A funcéo
do ORF3, a qual € a menor regido codificante do genoma, € a de producao de
uma pequena fosfoproteina que se associa ao citoesqueleto e € responsavel
pela liberagcdo do virus, além de interagir com fatores celulares do hospedeiro,
sendo, portanto, essencial a infectividade do virus. (1, 4)

Sao descritos oito gendtipos principais do HEV, sendo que 4 sédo os de
maior importancia para a infec¢cdo viral em humanos, conforme descrito na
Tabela 1. (7) Os gendtipos 1 e 2 sdo virus que causam epidemia aguda em
paises em desenvolvimento, onde ha uma precariedade das condicOes
sanitarias, pois sua transmissdo € via fecal-oral, de agua ou alimentos
contaminados. A taxa de mortalidade é descrita em mulheres gravidas em

torno de 15% - 25% com relatos de casos mencionando o desenvolvimento de



insuficiéncia hepatica fulminante, principalmente, no Ultimo trimestre de
gravidez. (8)

Ja o consumo de carne suina ou de animais selvagens (exemplo: veado,
coelho, bafalo, etc.), crua ou malcozida € um dos mecanismos de transmisséo
deste virus, sendo correlacionado as cepas virais dos gendtipos 3 e 4,
caracterizando-se como zoonose. Inicialmente, em paises desenvolvidos,
foram descritos como transmissao através de viajantes em regides endémicas,
tais como Asia, Africa e Oriente Médio. A cronificacdo desta cepa viral
geralmente ocorre em pessoas com o sistema imunolégico comprometido. Para

tanto, a importancia de ressaltar a investiga¢cao do HEV nesta populagéo.

Tabela 1 - Caracteristicas genotipicas da infeccéo pelo HEV

Genotipos 1 e 2 Epidemia Genotipos 3 e 4 Autdctone

Distribuicéo Paises em desenvolvimento Paises desenvolvidos e em

geografica desenvolvimento

Padré&o de propagacdo Epidemia e esporadica Esporadica

Espécies Humana Suina, humana

Modo de propagacéo Fecal-oral, aquaviario Alimento

Ictericia Comum Incomum

Distribuicdo de idade  Adolescentes e adultos jovens Idosos

Distribuicdo de sexo Similar em homens e mulheres ~ Superior em homens

Mortalidade Superior em mulheres gravidas  Superior em idosos

Caracteristicas Poucas Complicacdes neuroldgicas

extrahepaticas

Infecgéo crbnica Nenhum Comum em pessoas
imunocomprometidas

Terapia Nenhum conhecido Ribavirina, peginterferon

Prevencéo Vacina Vacina

1.2 Epidemiologia mundial

A soroprevaléncia do HEV é maior em paises em desenvolvimento, tais
regides como no sul, central e sudeste da Asia (25%), Africa (50%) e Oriente
Médio (15% - 20%), onde esta infeccdo é responsavel pelas hepatites agudas.
9)

Estudos realizados em paises do Oriente Médio e Norte da Africa,
observou-se uma taxa de Anti-HEV de 84,0% em adultos no Egito, por
exemplo, j& em popula¢des gerais do Ird e Arabia Saudita, a prevaléncia varia
entre 4% e 8%, ndo excedendo 14%. A carga viral do HEV foi detectada em

pacientes pediatricos com hepatite aguda no Egito (23%), em pacientes com



hepatite C cronica na Turquia (55%) e em gestantes nos Emirados Arabes
Unidos (30%). (9)

Em um estudo de revisdo sistematica em paises africanos foi encontrada
uma taxa de mortalidade que variou de 17,8% no Sudéo a 1,5% em Uganda,
considerando populacdo em geral. Entre as gestantes, esta taxa de
mortalidade foi consideravelmente alta com o percentual de 42,1% durante o
ano de 1988 na Etiopia e de 12,5% em um campo de refugiados em Dadaab,
no Quénia, em 2012. (10)

Os surtos de HEV foram relatados em 12 paises asiaticos com cerca de
29.000 casos suspeitos notificados: Indonésia, Myanmar, Vietna, Japéo, China,
Bangladesh, Paquistdo, Nepal, Iraque, Uzbequistdo, Turquemenistdo e india.
(11)

Muitos casos de infeccdo aguda pelo HEV ocorrem em paises
desenvolvidos por estarem relacionados com viagens as areas endémicas, ou
com individuos que receberam transfusdo sanguinea e em alguns paises
europeus onde ha o habito de consumir carne suina crua. (12) A Tabela 2 lista
a soroprevaléncia do anticorpo anti-HEV 1gG e do HEV RNA em doadores de
sangue de diversos paises.

Tabela 2 — Positividade de Hepatite E em doadores de sangue

Pais Prevaléncia de HEV RNA Soroprevaléncia de HEV IgG
positivo (%)
Australia 1 por 14.799 6
Austria 1 por 8.416 13,5
China 1 por 1.493 32,6
Dinamarca 1 por 2.330 NA
Inglaterra 1 por 2.848 12,0
Franca 1 por 2.218 NA
Alemanha 1 por 1.200 29,5
Irlanda 1 por 5.000 5,3
Japéo 1 por1.781 NA
Escocia 1 por 14.520 4.7
Espanha 1 por 3.333 19,9
Suécia 1 por 7.986 NA
Holanda 1 por 2.671 27,0

Estados Unidos
da América

1 por 9.500

9,5




A alta taxa de prevaléncia nos paises desenvolvidos, principalmente em
paises europeus, pode estar associada a cultura e aos habitos alimentares da
regido, onde ha um consumo maior de alimentos crus ou embutidos de carnes
suinas e selvagens. Assim como o fato da exposicdo ocupacional dos
individuos a porcos (matadouros, inspetores de carne, veterinarios e
produtores de suinos) justifica a alta soroprevaléncia, por exemplo, na
Alemanha (29,5%). (12, 13)

Em um estudo de meta-andlise em paises desenvolvidos, realizado em
doadores de sangue, foi demonstrada a soroprevaléncia dos anticorpos IgG
anti-HEV utilizando-se o kit Wantai HEV I1gG ELISA, apresentando
porcentagens de 52,5%, 39,1%, 34% e 22,4% em diferentes regides da Franca,
seguida de 49,6% na Polbnia, 49% na lItalia e 31% na Holanda. Com esta
meta-analise, através da prevaléncia levantada em doadores de sangue e
populacdo geral, conseguiram classificar os paises em 3 categorias: alto risco
(Franca, Holanda e Polénina), médio risco (Austria, Dinamarca, Noruega,
Espanha, Reino Unido e Estados Unidos da América) e baixo risco (Canada,
Escécia, Irlanda, Austrdlia e Nova Zelandia). Foram descritas como as
principais caracteristicas associadas a alta soroprevaléncia a idade avancada,
0 sexo masculino, contato com animais (trabalhadores de fazenda de porcos
OU pessoas com exposicdo ocupacional com suinos), o consumo de carne
suina crua ou malcozida, o consumo frequente de carne bovina, carnes
defumadas e ostras. Assim como, a associagdo da baixa prevaléncia com o
consumo de agua engarrafada. (14)

E, mais recentemente, um numero crescente de casos de HEV
autoctones foi relatado em paises desenvolvidos. (15, 16) Em um estudo na
Escécia, foi descrita uma proporcédo de 43% de infeccdo autoctone pelo virus
da hepatite E com gendtipo 3. (17)



1.3 Epidemiologia no Brasil

A infeccao pelo virus E (HEV) no Brasil é rara, com variacdo de 1% a
12,9% em individuos saudaveis, conforme apresentada na Tabela 3. (18)

Os primeiros estudos de HEV no Brasil foram relatados por Pang et al.
em 1995 que identificaram soroprevaléncia para HEV em 6% em trabalhadores
de mina de ouro no Estado do Amazonas e de 4,9% de 61 sujeitos adultos em
Sao Paulo. (19, 20) Em 1997, Parana et al. identificaram 3% de anti-HEV IgG
em doadores de sangue e casos de hepatites agudas em Salvador.(21)

Estudos mais recentes apresentaram resultados semelhantes em
doadores de sangue com 9,8% e 4,3% de positividade Anti-HEV IgG no Rio de
Janeiro e em Sao Paulo, respectivamente.(22, 23)

Pandolfi et al. apresentaram uma alta prevaléncia de Anti-HEV IgG em
individuos do banco de sangue de 40,25% (n=314 de uma amostral total de
780) (Tabela 3), sendo justificada por utilizar um método novo indireto in house
IELISA que possui uma sensibilidade de 91,4% e especificidade de 95,9%
guando correlacionado com um ensaio comercial RecomWell, Mikrogen®.

No Brasil, também ha um relato do primeiro caso de HEV autdctone. O
paciente ndo possuia nenhum fator de risco e nenhuma histéria prévia direta ou
indireta para a infec¢é@o pelo virus da hepatite E. No entanto, por se tratar de
um paciente imunocompetente houve a soroconversao do Anti-HEV IgM e IgG,
o HEV-RNA foi amplificado, analisada a sequéncia genética no ORF1 com
deteccdo do gendtipo 3. A cepa descrita neste individuo foi igual a detectada
em suinos em um estudo brasileiro e em ser humano no Japdo associada ao

consumo de carne malcozida de veado ou javali. (24, 25)



Tabela 3 — Prevaléncia do anti-HEV IgG em populacdo geral em diferentes

regioes do Brasil

Anti-
o
Populacéo Regiéo N° de HEV. I.gG Estudo
casos positivo
(%)
Mineradores Bacia amazébnica 97 6,1 Pang et al (19)
Populacéo geral Eifr'%:g;iz(o&%a’ Sul, 299 3,3 Souto e Fontes (26)
Populacéo geral (B:C(::;a amazonica, Acre 388 12,9 Vitral et al (27)
Doador de sangue Nordeste, Salvador (BA) 200 2,0 Parana et al (21)
Doador de sangue (S;%este, Rio de Janeiro 93 43 Trinta et al (22)
Doador de sangue Sudeste, Séo Paulo (SP) 500 9,8 Passos-%za;)tllho etal
Bﬁlal_(;or de sangue (ALT<2 Sudeste, Campinas (SP) 165 3,0 Gongcales et a [(28)
BKIaLc)ior de sangue (‘ALT>2 Sudeste, Campinas (SP) 40 7,5 Gongales et al (28)
Doador de sangue Londrina, Parana (PR) 996 2,3 Bortoliero et al (29)
Passo Fundo, Rio '
Doador de sangue Grande do Sul (RS) 780 40,25 Pandolfi et al (30)
Gestante ?;%este, Rio de Janeiro 304 1,0 Trinta et al(22)
Individuos de arearural ?;%este, Rio de Janeiro 145 21 Trinta et al (22)
Individuos de area urbana (S,Ru\?)este, Rio de Janeiro 260 0 Trinta et al (22)
Individuos que habitam em . .
comunidade com ?;%este, Rio de Janeiro 699 2,4 Santos et al (31)
socioecondmico baixo
Bacia amazobnica,
Criancas (2-9 anos de idade)  Peixoto de Azevedo 487 4,5 Assis et al (32)

(MT)

*ALT: alanina aminotransferase

Além disso, a prevaléncia de anti-HEV Ig G em populacdo de risco, tais

como Hepatite aguda Nao Hepatite A, B ou C variou de 2,1% a 29% conforme

as regibes estudadas no Brasil (Tabela 4). Sendo que, em populacdes

imunocompetentes, tais como em Hepatite C aguda e esquistossomose,

apresentaram soroprevaléncia de 0 e 18%, respectivamente, com uma alta

prevaléncia no segundo grupo. Apesar de estes estudos demonstrarem uma

alta taxa de prevaléncia sao poucos os estudos citados sobre a sua coinfeccao
com o HCV (Tabela 3)(18)



Tabela 4 — Prevaléncia do anti-HEV 1gG em populacédo de risco em diferentes

regioes do Brasil

. Nede | ANIHEV
Populacéo Regido IgG positivo Estudo
casos (%)
Hepatite aguda NaoA-N&o Parana et al
B-N&o C Nordeste, Salvador (BA) 17 12 (33)
Nordeste, Salvador (BA) 12 17 Lyra (34)
(SF;‘;eSte’ Rio de Janeiro 1,057 2.1 Trinta et al (22)
Bacia amazonica, Sul, Souto et al
Cotriguagu (MT) 16 12,5 .(35)
Goiania, Goias (GO) 379 5,3 Fre“gg)et al
Hepatite aguda Nao A-Nao Bacia amazo6nica, Sul, 66 10.6 Souto et al
B-N&o C relativos Cotriguacu (MT) ’ (35)
Hepatite aguda esporadica Parana et al
N0 A, N&o B Nordeste, Salvador (BA) 43 12 21)
Hepatite aguda A Nordeste, Salvador (BA) 24 25 Para(gi)et al
ordeste, Salvador yra
Nord Salvador (BA 50 38 L 34
Hepatite aguda B Nordeste, Salvador (BA) 26 11 Parag:il)et al
Nordeste, Salvador (BA) 42 10 Lyra (34)
Hepatite aguda C Nordeste, Salvador (BA) 12 0 Parazgi\)et al
Portadores de Parana et al
Esquistossomose Nordeste, Salvador (BA) 30 10 1)
Portadores de . Castilho et al
Esquistossomose Recife, Pernambuco (PE) 80 18,8 37)
Paciente em hemodidlise Nordeste, Salvador (BA) 392 0 Parag:il)et al
Prostitutas Sudeste, Campinas (SP) 21 14,2 Gongalg)s etal
Mulheres consideradas . Gongales et al
fisco para HIV Sudeste, Campinas (SP) 193 18,1 (28)
Profissionais de saude Sudeste, Campinas (SP) 117 2,6 Gon(;zazkse)s etal
Trabalhadores de limpeza Sudeste, Campinas (SP) 53 13,2 Gongflzlg)s etal
Usuérios de drogas Sudeste, Rio de Janeiro 102 11,8 Trinta et al (22)

injetaveis

(RJ)

1.4 Marcadores do virus da hepatite E

A avaliacdo da prevaléncia do HEV tem sido determinada pela detecc¢éo

do anti-HEV IgG. No entanto, variacbes acentuadas na sensibilidade e

especificidade dos kits de analise comerciais disponiveis dificultam a

interpretacdo dos estudos soroepidemiolégicos e faz com que resultados

devam ser avaliados com atencédo. Dessa forma, a avaliagdo molecular através

da pesquisa do HEV-RNA pela técnica PCR (Reacéo de polimerase em cadeia)

é fundamental para o diagnéstico da HEV.



No guia pratico para o virus da hepatite E da Associacdo europeia para
estudo do figado (European Association for the Study of the Liver) esta descrito

como realizar o diagnostico da hepatite pelo virus E (Figura 1)

| Enzimas hepaticas elevadas |
]

' .
Imunocompetente I | Inmunocomprometido l
Anti-HEV IgM (e IsG) e . -
S S HEV RNA * sorologia
HEV RNA | soros |
Positivo | | Positivo |
Hepatite Aguda E - Mamfest?g-a.o -
extra-hepitica?
Doenga hepatica cronica previa? | | HEV RNA +ve =3 meses?
Insuficiéncia hepatica aguda Hepatite E crénica
sobre crénica
¥

Centro de transplante?
Ribavirina?

EASL Clinical Practice Guidelelines on hepatitis E virus infection. 2018

Figura 1. Diagndstico do HEV

1.5 Sintomatologia

Na maioria dos doentes, a infec¢do pelo virus da hepatite E resulta em
uma hepatite aguda e autolimitada, que dura algumas semanas. Um periodo de
incubacéo inicial de 2 a 6 semanas geralmente precede a resposta de IgM de
curta duracdo que € detectado aproximadamente no mesmo momento em que
0s niveis das enzimas hepéticas, tais como a alanina aminotransferase
(marcador de inflamacgéo ou injaria), estardo elevadas e que podem persistir
por até 6 a 9 meses. (1, 7) Neste periodo, o paciente desenvolve sintomas de
hepatite, com febre e nauseas seguidas por dor abdominal, vémitos, anorexia,
mal-estar e hepatomegalia. Ictericia ocorre em cerca de 40% dos pacientes. O
nivel sérico da bilirrubina total também é aumentado durante a fase da ictericia.
A resposta do IgG pode ser prolongada, podendo persistir por varios anos,
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sendo que esta duracdo exata de positividade € incerta. Os parametros da
funcdo hepéatica devem ser monitorados durante a infeccédo aguda.(7)

Periodo de Ictericia

{ubeicBs Hepatite Fasede Cf)nvalescenga

— HEVRNA
& — Anti-HEV IgG
= Anti-HEV IgM
- ~ Nivel da alanina aminotransferase
@
T
=
=
T T 1 L] T T
0 1 16 14 18, 20 22 24 26 28 30 32

=
pa o,
Semanas pos infeccdo

Figura 2. Infeccdo HEV. Aparecimento do RNA do virus da hepatite E, periodo de
incubacdo e anticorpos durante a infeccdo por HEV. IgG. imunoglobulina G; IgM.
imunoglobulina M

E importante ressaltar que em pacientes imunocompetentes, a hepatite
E aguda, normalmente, resolve-se espontaneamente sem necessidade de se
utilizar medicamentos antivirais. (38)

No entanto, em pessoas com o sistema imunoldgico comprometido, tais
como agueles em imunossupressao, transplante de 6rgéo sélido, infeccdo por
HIV, hemodialise, malignidades hematoldgicas e gravidas, os sintomas da
infeccdo pelo HEV e a viremia podem ser prolongados, com anti-HEV 1gG e
RNA detectaveis. (39) Desta forma, pode se tornar a causa de 30% de
mortalidade em mulheres gravidas infectadas no terceiro trimestre ou
transformar-se em uma doencga cronica.

Nosso grupo realizou um estudo com pacientes transplantados de figado
gue apresentaram positividade para algum marcador sorolégico anti-HEV 1gG
em 24 (8,2%) casos, anti-HEV IgM em 6 (2%) casos, ou virologico, HEV RNA
em 17 (5,8%) casos, dos quais em apenas um foi detectado marcador
sorologico (anti-HEV 1gG), concomitante. (40) Outro grupo investigou em
portadores de HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e demonstrou uma
soroprevaléncia de anti-HEV IgG e IgM de 10,7% (38/354) e 1,4% (5/354),
respectivamente. (41)
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Corroborando com dados acima mencionados, outros estudos,
avaliaram uma prevaléncia de anti-HEV IgG de 3,7% em transplantados renais,
7,4% em transplantados hepaticos sem cirrose e 32,1% em pacientes que
evoluiram com cirrose pos transplante de figado (p<0.01). E em pacientes
portadores de HIV demonstrou-se que a taxa de anti-HEV IgG foi de 9,2%,
portanto, mais alta quando comparada com pacientes nédo portadores de HIV
(p<0.03). (42)

1.6 Tratamento para HEV

Relatos de casos isolados tém demonstrado que o tratamento com
ribavirina ou interferon-a pode resultar na erradicacdo viral do HEV. Uma
revisdo sistematica com 24 estudos demonstrou que 64% dos 105 pacientes
tratados com ribavirina e 2 dos 8 pacientes tratados com Interferon peguilado
obtiveram resposta virologica sustentada (RVS) em 6 meses. No entanto, por
ser um estudo que avaliou pacientes transplantados, ou seja,
imunocomprometidos, o interferon peguilado levou a rejeicdo aguda do
transplante em 2 dos 8 pacientes. (43, 44)

Pischke et al. observaram em uma série prospectiva de casos que a
cura espontanea a infeccdo HEV sintomatica aguda em individuos
imunocompetentes foi de 10/11. Sendo, entdo, realizada a terapia com
ribavirina em um paciente com infeccdo aguda grave, tendo uma recuperacao
imediata da fungdo hepatica com eliminacdo do HEV. Ja em 15 receptores de
transplante de 6rgaos com viremia HEV prolongada, a reducdo da
imunossupressao levou a depuracdo de HEV em trés pacientes. E em outros
11 individuos foi iniciado o tratamento com ribavirina. Uma resposta rapida com
HEV RNA indetectavel ocorreu em nove deles. Um paciente morreu por um
avanco virologico associado a redugéo da dose de ribavirina devido a anemia
grave.(45) Desta forma, ficou demonstrado que o tratamento antiviral com
ribavirina seria o tratamento de escolha para hepatite E crbnica nesta

populacao.
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Infeccio crémica por HEV

!

Redugio de imunossupressio
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EASL Clinical Practice Guidelelines on hepatitis E virus infection. 2018

Figura 3. Tratamento do HEV em pacientes transplantados de figado

1.7Hepatite C crbnica e coinfecc¢des virais

No mundo, atualmente, estima-se que 80 a 150 milhdes de pessoas
possuem a hepatite crénica C (HCV), sendo que no Brasil sao
aproximadamente 1,4 e 1,7 milh&o de pacientes infectados. Por ndo apresentar
nenhum sintoma especifico durante varios anos, a maioria desta populacdo se
torna crénico, evoluindo para uma cirrose hepatica ou carcinoma hepatocelular,
apresentando uma acentuada morbi-mortalidade devido as suas
descompensacbes. Em concomitancia, o surgimento de novas terapias
antivirais faz com que haja a diminuicdo da progressao da fibrose e do risco de
desenvolvimento de hepatocarcinoma em individuos que atingem resposta
virolégica sustentada (RVS).(46)

Em pacientes com hepatite crénica C, pode haver a exacerbacdo da
manifestacdo hepatica pela coinfeccdo com o virus da hepatite A (HAV), virus
da hepatite B (HBV), HBV mais o virus da hepatite D (HDV), virus da hepatite E
(HEV) ou até mesmo pela superinfecc¢éo pelo citomegalovirus. (47)

Um estudo realizado pelo nosso grupo demonstrou que dos 1.000
pacientes com Hepatite C cronica em seguimento ambulatorial, 7,7%
apresentaram anti-HAV IgG negativo, ou seja, sdo susceptiveis a infeccéo pelo
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virus da Hepatite A. E que também 24% da populacdo estudada tinha sorologia
anti-HBc total positivo, demonstrando o contato prévio para a Hepatite B.(48)

Em um estudo de revisado, foi demonstrado que a coinfeccao pelo HAV e
pelo HBV em pacientes com HCV esta associada a altas taxas de mortalidade
e também esta associada a uma acelerada progressdo da doenca cronica do
figado para cirrose, descompensacdo hepética e carcinoma hepatocelular
(CHC). Pacientes com hepatite A aguda em associacdo com hepatite C cronica
tém um maior risco de evoluir para hepatite fulminante e morte. (49, 50)

Ha estudos também que sugerem que o HCV e o HEV podem partilhar
de uma via comum de transmissdo, sendo um deles por transfusdo sanguinea.
Um estudo da Austria demonstrou que a cada 1 de 8.416 doadores de sangue
tem o HEV RNA positivo.(51) Por este motivo, recomendou-se que fosse feita
uma prevencdo contra o virus E entre pacientes portadores de hepatite C
cronica, uma vez que a superinfeccdo com o HCV poderia ocasionar um
guadro mais grave na progressao da doenca.

Um estudo realizado na Turquia, em 2007, avaliou a coinfec¢cdo do HEV
com HBV e HCV, demonstrando que, entre os 190 pacientes portadores do
HBV, 174 pacientes com HCV e 178 individuos sadios, 26 pacientes (13,7%)
tiveram o anticorpo Anti-HEV 1gG positivo com HBYV, 94 pacientes (54%) com
HCV e 28 individuos sadios (15,7%), respectivamente. Sendo que a
associacdo entre a HEV e HCV sugere a presenca de meios comuns de
transmissdo e infeccdo, por isso que, em regides endémicas, € altamente
importante tomar medidas preventivas contra a infeccdo pelo HEV em
pacientes com HCV. (52)

Em outro estudo realizado na Inglaterra, foi analisada a presenca do
anticorpo Anti-HEV IgG e IgM em 164 pacientes, dos quais 15 (9,1%) eram
positivos. Destes pacientes, 6 ja tinham uma doenca cronica do figado, sendo
que 3 eram cirréticos (1 por alcool e virus da hepatite C e 2 por cirrose
alcodlica), 2 com esteatohepatite ndo alcodlica e 1 paciente com colangite
autoimune. Nestes 6 pacientes, a sorologia positiva para o HEV foi apontada
como causa de agudizagao e/ou descompensacéao da doenca adjacente. (53)

Portanto, o papel da coinfeccdo do virus E em individuos com doenca

hepatica cronica de outras etiologias ainda ndo esta muito claro e, dessa forma,
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nés propomos a investigacdo da coinfec¢do do virus E em uma populacdo de
individuos portadores de hepatite crénica pelo virus C, tendo como pre-
requisito nunca terem sido submetidos ao tratamento com Peginterferon e
Ribavirina e, também, que ndo sejam imunocomprometidos. Desta forma, €
muito importante avaliarmos o impacto dessa coinfeccdo na doenca adjacente
pelo HCV.
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2. JUSTIFICATIVA

E muito importante avaliarmos o impacto da coinfeccdo do HEV na
progressdo da doenca em pacientes portadores de infeccdo crénica pelo virus
C, para que, se comprovado um agravamento no quadro da doenca, possam

ser tomadas medidas preventivas e/ou curativas em relacdo ao virus E.

3. OBJETIVOS
3.1 Primério

Determinar a prevaléncia da infeccdo pelo HEV entre os pacientes
portadores crénicos do virus da hepatite C, avaliando o impacto da coinfec¢éo

na doenca do figado.

3.2Secundéarios

e Determinar as caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes co-
infectados pelo HCV-HEV em comparagdo aos monoinfectados pelo
HCV;

e Correlacionar co-infeccdo HCV-HEV com a gravidade da doencga.

e Avaliar caracteristicas e parametros histolégicos associados a infeccao
pelo HEV.
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4. METODOS

4.1 Desenho do estudo

Estudo retrospectivo, transversal, prospectivo e observacional avaliando
infecgao pelo HEV entre os pacientes portadores crénicos do HCV, virgens de
tratamento da hepatite C cronica no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, ambulatério de Hepatologia da
Divisdo de Gastroenterologia e Hepatologia Clinica. O estudo se baseou nas
declaracbes de STROBE (Strengthening the Reporting of Observational
Studies in Epidemiology) que é um guia para estudos observacionais e

transversais.

4.2 Caracterizacdo da amostra

Critérios de Incluséo:
a) Idade acima de 18 anos.
b) Portador da infec¢cdo crbnica pelo virus da hepatite C.
C) Virgem de tratamento antiviral da hepatite cronica C.

d) Concordancia do paciente em patrticipar do estudo.

Critérios de Excluséo:
a) Portadores da Hepatite B e/ou HIV
b) Pacientes hepatopatas com etiologia ndo HCV
C) Pacientes que tenham submetido a algum tipo de tratamento

antiviral para o HCV.
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Os participantes da pesquisa foram recrutados de forma sequencial

conforme o seguimento ambulatorial.

4 3Procedimentos realizados no estudo

a)

b)

d)

Convidar os pacientes com critérios de inclusdo para a participagcdo e
assinatura do termo de consentimento, caso haja concordancia.
Consulta de enfermagem para obtencdo de dados demograficos e
clinicos.

Consulta ao prontuario do paciente para analise dos dados clinicos
guanto a gravidade de sua doenca e outros fatores de riscos, assim
como para a investigacdo de tratamentos prévios para a Hepatite C.
Foram analisados também todos os exames solicitados rotineiramente
pelo médico do paciente e que ndo sao especificos deste estudo. Tais
como: a) exames laboratoriais de sangue: anticorpos contra Hepatite A,
Hepatite B e HIV, hemoglobina, leucdcitos, plaquetas, aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gama
glutamil transferase, bilirrubina total, INR, proteinas totais, albumina,
alfafetoproteina e creatinina.

A carga viral com PCR-HCV RNA e genotipagem do virus da Hepatite C
foram analisadas no Laboratério Central da Instituicdo rotineiramente
conforme solicitacdo do assistente médico do paciente, utilizando-se o
PCR em Tempo Real da Abbott Real Time HCV, assim como a
genotipagem do HCV com PCR em Tempo Real (Abbott Real Time HCV
Genotype Il), sendo que o ensaio Abbott RealTime HCV Genotype I
utiliza sondas especificas para os genotipos 1, 1a, 1b, 2, 3, 4, 5 e 6,
sendo necessario que a amostra clinica apresente carga viral minima do
RNA do HCV de 500 Ul/mL para a realizacdo do teste. Este teste pode
detectar infec¢des mistas, com mais de um genotipo de HCV, ainda que

estas sejam infrequentes.
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4.3.1 Coleta e analise para o virus da Hepatite E

Foi realizada a coleta de sangue periférico no ambulatério de
Hepatologia. Foram coletados 3 tubos de sangue (1 seco e 2 com EDTA)
contendo cerca de 4 mL de sangue de cada um.

As amostras foram analisadas conforme descrito a seguir, Laboratério
Investigacdo Médica (LIM7) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, a pesquisadora realizou juntamente com a

biéloga Michele Correa Gomes.

43.1.1 Pesquisa dos marcadores soroldgicos
Todas as amostras de soro foram submetidas a pesquisa quantitativa

de anticorpos anti-HEV das classes IgM e IgG utilizando-se os kits comerciais
in vitro RecomWell HEV IgM/IgG (MIKROGEN , Neuried , Alemanha), que séo
baseados no principio de ELISA sanduiche indireto com antigenos
recombinantes das regibes ORF2 e ORF3 do genoma do HEV expressos em
células de E. coli. Os kits RecomWell para deteccdo e quantificacdo de
anticorpos IgM e IgG séao distintos, entretanto, as orientagcbes para 0s
procedimentos dos ensaios sao idénticas, diferindo apenas na adicdo de
conjugado IgM ou IgG. Os ensaios foram realizados e validados segundo

orientacdes especificas do fabricante.

43.1.2 Diagndstico por técnicas de biologia molecular
Todas as amostras foram também submetidas ao diagndéstico

molecular independentemente do resultado obtido na sorologia.

As boas préaticas para evitar resultados falso-positivos utilizando
técnicas de biologia molecular adotadas para a realizacdo das reacfes, assim
como a introducdo de controles negativos entre as amostras para

monitoramento da qualidade dos resultados, foram aplicadas (54).

4313 Extracdo de RNA

Para extracdo do RNA viral, foi utilizado o kit de extracdo QlAamp®

MinElute® Virus Spin (Qiagen, Estados Unidos da América), conforme

orientacdes do fabricante.
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43.1.4 Deteccédo do HEV RNA
Ap6s o procedimento de extracdo, o material extraido foi, entdo,

submetido a reacdo de amplificacdo utilizando-se a técnica de Hemi - Nested
RT-PCR, através da qual se torna possivel realizar a transcricdo reversa (RT)
juntamente a primeira etapa do processo de amplificacdo, seguida,
posteriormente, por uma segunda etapa de amplificacdo, conferindo a reacao
maior eficiéncia e sensibilidade. Foi amplificado um fragmento de 337 pares de
bases da regido ORF1 do genoma do HEV.

Para a realizacdo da primeira etapa deste procedimento, apés a reacao
de RT, a amplificagdo foi realizada utilizando-se um protocolo de ciclagem
denominado touchdown, o qual favorece a otimizacdo da PCR através de
decréscimos progressivos da temperatura a partir da temperatura inicial de
anelamento dos primers utilizados. Foram utilizados os primers descritos

anteriormente e o kit SuperScript Il (SSIIl) one-step RT-PCR (Invitrogen ®) .
4.3.1.5 PCR quantitativo em tempo real

Para a amplificacdo do HEV RNA por PCR em tempo real foi
empregado o Kit QuantiFast Pathogen RT-PCR + IC® (QIAGEN) com um par
de primers e uma sonda MGB, os quais foram selecionados para a
amplificacdo especifica do acido nucleico do HEV. Este kit possui um controle
interno exdgeno (RNA) acompanhado de primers e sonda, o qual deve ser
amplificado no mesmo tubo da amostra teste para se confirmar a auséncia de
inibidores na reacéo e evitar dessa forma resultados falsos-negativos. Para a
quantificacdo absoluta da carga viral, foi montada uma curva padréo a partir da

clonagem e transcricdo do fragmento de interesse do genoma do HEV.

4.3.1.6 Sequenciamento
Os amplicons gerados no segundo ciclo de PCR foram inicialmente

purificados com o Kit ChargeSwitch PCR Clean Up (Invitrogen), quantificados e
entdo sequenciados. Foi empregada a técnica de sequenciamento utilizando-se
didesoxinucleotideos (ddNTPs) contendo marcadores fluorescentes, conforme

o “kit” ABI Prism® BigDye™ Terminator (Applied Biosystems) e os primers
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utilizados no segundo ciclo de PCR. A eletroforese dos fragmentos de DNA
marcados foi realizada em Sequenciador Automético ABI Prism® 3500 (Applied
Biosystems). Foram geradas sequéncias a partir das duas fitas de DNA para

garantir maior confiabilidade dos resultados obtidos.

4.3.1.7 Andlise das sequéncias
As sequéncias obtidas foram analisadas quanto a sua qualidade

utilizando o] programa Phed Phap disponivel no site
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/. As sequéncias sense e antisense
de cada regido genbmica sequenciada foram unidas para a partir das
informagdes contidas em ambas, montar uma sequéncia, consenso e para isso
ser utilizado com o programa CAP3 também disponivel online no site citado

anteriormente.

4.3.1.8 PCR gquantitativo com o kit Eurobio®

Para analisar as amostras com resultados inconclusivos obtidos com a
amplificagdo do HEV RNA por PCR em tempo real com o Kit QuantiFast
Pathogen RT-PCR + IC® (QIAGEN), utilizamos o teste HEV RNA RT-PCR em
tempo real do kit Eurobio®. Este controle permite avaliar possiveis variacdes
que possam ocorrer durante as etapas de extracdo de RNA de amostras
bioldgicas e de amplificacdo por PCR em tempo real e permite garantir gue um
resultado negativo ndo pode ser devido a uma ma extracdo de RNA e/ou a
presenca de inibidores de PCR em grande quantidade. Este teste é realizado a
partir do RNA extraido da amostra por meio de uma reagdo Unica em um sO
tanque/tubo. O virus é detectado com a ajuda de uma sonda marcada HEX
para as amostras humanas. O controle de extracdo e de inibicdo de PCR é
detectado com a ajuda de uma sonda marcada Cy5. Todos emitem uma
fluorescéncia especifica devido a hidrélise durante o alongamento do produto
de amplificacdo. A medida das intensidades de fluorescéncia em tempo real
relata a acumulacao dos produtos de amplificacéo especificos.

Este sistema de amplificacdo foi validado em um plasmideo que

contém uma sequéncia de insercdo especifica consenso em HEV (Controle
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positivo: plasmideo CP-HEV) e de um bacteriéfago de RNA encapsidado (ClI-
RNA).

4.3.2 Avaliacéo Histologica

Foram realizadas andlise de laminas de bidpsias hepéticas para avaliar
histologicamente o grau de fibrose do figado, sendo classificado conforme o
score METAVIR e, correlacionar os aspectos histologicos da infecgéo pelo HCV
com individuos com coinfec¢cdo HEV-HCV. Foi realizado um grupo controle de
2 sujeitos de pesquisa monoinfectado para cada 1 coinfectado, pareando
quanto a idade, género, gendtipo do HCV e grau de fibrose hepatica na biépsia
hepatica.

As laminas de bidpsia hepatica foram avaliadas pelo Servico de
Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Para evitar variabilidade entre observadores, outra limitagdo dos estudos
baseados em avaliacao histologica, todas as amostras foram revisadas por um
patologista experiente (Dr. Ryan Yukimatsu Tanigawa), sem conhecimento da
condigéo clinica e dos exames laboratoriais dos pacientes.

Pela necessidade de fornecer relatos anatomopatolégicos com uma
terminologia sistematizada, visando substituir ou complementar os relatos
subjetivos e fornecer dados numericamente representaveis, os indices de
Atividade Histologica (IAH) foram classificados de acordo com o Escore da
SBH/SBP (55) por ser este amplamente utilizado em nosso pais, tanto em
pesquisa, quanto na pratica diagnostica diaria de patologistas e hepatologistas
(Tabela 5).

Para analisar minuciosamente 0s aspectos histopatologicos das
biopsias hepéticas, além da fibrose hepatica, foram analisadas outras
caracteristicas como sistema de score histolégico para esteatohepatite
hepética ndo alcodlica (EHNA) na Tabela 6, as alteragBes colestaticas com
avaliacdo de reagdo ductular e estase biliar, a presenca de células

inflamatorias lobulares e grau de siderose em hepatdcitos e células de Kuppfer.
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Classificagdo Histologica das Hepatites Virais de acordo com a

1 Alteracdes Estruturais/Fibrose

2

0 Arquitetura Lobular Normal

1 Expanséao Fibrosa de espagos-porta

2 Expansao Fibrosa portal com septos porta-porta

3 Preservacdo apenas parcial da arquitetura lobular, com septos
porta- porta e porta-centro, podendo ser vistos esbogos de nédulos

4 Cirrose plenamente identificada a biopsia ou predominio de areas
nodulares em relacéo a l6bulos remanescentes

Infiltrado Inflamatério Portal/Septal

(Semiguantificacdo de 0 a 4, independente da formacéao de foliculos
linfoides)

0 Raros linfécitos portais

1 Aumento discreto do nimero de linfcitos portais

2 Aumento moderado do namero de linfocitos portais

3 Aumento acentuado do numero de linfGcitos portais

4 Aumento muito acentuado do nimero de linfécitos portais

3 Atividade Peri-Portal/Peri-Septal

0 Auséncia de les@es de interface espaco-porta/parénquima

1 Extravasamento de linfécitos para interface (spill-over), nao
caracterizando a presenca de necrose em saca-bocados

2 Necrose em saca-bocados discreta (pequenas areas em poucos
espacos-porta)

3 Necrose em saca-bocados moderada (extensas areas em poucos
espacos-porta ou pequenos focos em muitos espacos-porta.

4 Necrose em saca-bocados em extensas areas de muitos espagos-
porta.

4 Atividade Parenquimatosa

0 Hepatdcitos normais, isomorfos

1AlteracBes discretas de hepatdécitos, incluindo tumefacdo aciddfila,
eventualmente acompanhada de infiltrado linfo-histiocitario e raros
focos de necrose.

2 Necrose focal de hepatdcitos, circundado por agregados linfo-
histiocitario em numerosos sitios.

3 Necrose focal de hepatdcitos circundados, por agregados linfo-
histiocitario em muitos sitios, associada a areas limitadas de necrose
confluente.

4 Necrose focal de hepatdcitos, circundadas por agregados linfo-
histiocitario em numerosos sitios, associados a necrose confluente
extensa/ multipla.

Fonte: Gayotto, 2000.(55)
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Tabela 6 - Sistema de score histologico para a classificacdo de EHNA
(Esteatohepatite hepética ndo alcodlica)
Iltem Definicdo Score/Code
Grau de Esteatose <5%
5%-33%
>33%-66%
>66%
Inflamacéo lobular N&o
<2
2-4
>4

Nao

Balonizacéo
hepatocitica
Poucas células balonadas
Muitas células balonadas
Mallory Nenhum para raro
Muitas
Esteatohepatite Presente
Ausente

RPOFRPRONPEFE O WONFPOWNEKFO

Fonte: adaptado do Kleiner, 2005

Devido ao numero reduzido de pacientes com anti-HEV IgG e HEV
RNA positivos e a fim de possibilitar uma avaliagcdo estatistica, os indices
histol6gicos da classificacdo SBH/SBI, a classificacdo de EHNA e outras

alteracdes foram agrupados nas seguintes categorias:

e Hepatite crénica

Fibrose/arquitetura 1 "Estadios 0, 1, 2"
2 "Estadios 3 e 4"
Infiltrado inflamatério portal 1 "Estadios 0, 1 e 2"
2 "Estadios 3 e 4"
Atividade de interface 1 "Estadios 0, 1, 2"
2 "Estadios 3 e 4"
Atividade parenquimatosa 1 "Estadios 0, 1, 2"

2 "Estadios 3 e 4"
e Esteatose
0: <5%; 1: 5%-33%:; 2: >33%-66%; 3:

Esteatose >66%
Edema 1:0oul; 2:2
Atrofia biliar 1:0oul; 2:2
Inflamacgé&o ductal 1:0oul; 2:2

e Alteragdes colestéaticas
Reac&o ductular 1:0oul;2:20u3

e Células inflamatérias

lobulares

Monolike 1:0oul;2:20u3

e Siderose
Kuppfer 1:0,1o0u2;2:30u4



23

4.3.4 Métodos nao invasivos para analise de fibrose hepatica

A Elastografia hepatica foi realizada conforme solicitacdo do médico
assistente que realiza o seguimento do paciente ambulatorial e de rotina da
conduta médica. Elastografia hepatica visa estratificar o comprometimento
hepatico (grau de endurecimento ou stiffness), sendo realizada
preferencialmente de forma ambulatorial. Foi realizada com jejum de quatro
horas. O exame foi realizado com o paciente em decubito dorsal e teve
duracédo aproximada de 5 a 10 minutos. A técnica habitual consiste em apoiar o
transdutor sobre a pele entre as costelas do paciente e realizar 10 medi¢des
validas no mesmo local. Foi utilizado o seguinte equipamento:

e FibroScan®, fabricado pela companhia Echosens, Franca

O equipamento tem como principio fisico a utilizacdo de ondas sonoras
para avaliar a fibrose de forma nado invasiva, sem requerer sedagdo ou
puncBes. Nao apresenta riscos a saude (riscos considerados minimos),
podendo ser realizado em pacientes de qualquer idade, por nado utilizar
radiacdo eletromagnética. Conforme demonstrado na Figura 2 coluna A,
utilizamos os parametros, segundo a qual cinco faixas de valores, expressos
em unidades quilo pascais (kPa), caracterizam o grau de fibrose hepatica,
correlacionando-se ao estadiamento histologico de fibrose Metavir em
portadores do virus da Hepatite C (56).

Interpretacao da elastografia

A B c

11.8
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95 a5 105 47 =3
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w1 FOF1

FOF1 FOF1 FOF1 FOF1 FO Fo
Fa kFa kFa kFa kFa fFa kFa

Figura 4. Concordancia entre medidas de elastografia em unidades kPa e graus de
fibrose hepética. (A) Virus C; (B) Co-infecgdo virus C e HIV; (C) Virus C pés
transplante; (D) Virus B; (E) Doenca hepatica colestatica; (F) Cirrose alcodlica; (G)
Doenca gordurosa nao-alcodlica. Fonte: de Lédinghen et. al, 2010.
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e O APRI (AST to Platelet Ratio Index) € um score que calcula o grau
de fibrose hepatica através de valores de aspartato aminotransferase

sobre numero de plaguetas, conforme o calculo abaixo:

APRI= nivel de AST/ nivel de AST (dentro da normalidade) X 100
Plaquetas (10°/L)

Para a deteccgéo de cirrose, a pontuacao de corte do APRI de 2,0 foi
mais especifica (91%), mas menos sensivel (46%). Quanto menor 0 score
APRI (menor que 0,5), maior o valor preditivo negativo (e a capacidade de
descartar cirrose) e quanto maior o valor (maior que 1,5), maior o valor
preditivo positivo (e capacidade de sugerir fibrose avancada — F3/F4); valores
médios sdo menos Uteis. Algumas evidéncias sugerem que o0 uso de VAarios
indices em combinacdo (como o APRI mais o FibroTest) ou uma abordagem
algoritmica pode resultar em maior precisdo diagnostica do que usar somente 0
APRI.(57)

4.4 Andlise estatistica

O processo de andlise de dados da presente pesquisa iniciou-se com
uma exploracdo descritiva resultando em tabelas de frequéncia para variaveis
qualitativas.

Para estudar a relagcdo entre as variaveis categorizadas, foram
empregados os testes de homogeneidade baseados na estatistica de Pearson
(qui-quadrado) com correcdo de continuidade e, para as médias das variaveis
continuas, foi realizado o teste t. Todos os testes realizados levaram em
consideragao um a bidirecional de 0,05 e intervalo de confianga (IC) de 95% e
foram realizados com apoio computacional dos softwares IBM SPSS 23
(Statistical Package for the Social Sciences) e Excel 2010® (Microsoft Office).

Woolf teste de homogeneidade de razdes de chances entre estratos
(caso mais 2 controles) foi utilizado para analisar os dados histologicos dos
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pacientes coinfectados por HEV e HCV pareados por 2 controles de pacientes
monoinfectados por HCV. (58)

Utilizamos a técnica de Kaplan-Meier para comparar as curvas de
sobrevivéncia de pacientes HEV positivos e negativos tendo como instante
inicial a data de coleta do HEV e como desfecho, i) sé ébito ou ii) ébito ou

transplante.

4.5 Aspectos Eticos

O estudo foi realizado de acordo com os principios éticos estabelecidos
pela Declaracdo de Helsinki e com a aprovagao do protocolo pela Comissao
Etico-Cientifica do Departamento de Gastroenterologia e pela Comissdo de
Normas Eticas do HCFMUSP (CAPPesq) (nimero CAAE:
04721712.4.0000.0068 e numero do Parecer: 138.009).

Todos os pacientes ou seus responsaveis legais receberam informacdes
claras, em linguagem acessivel, acerca dos objetivos do estudo, procedimentos
necessarios, riscos e beneficios esperados, assinaram o0 termo de
consentimento pés-informado. Os autores do projeto declaram que né&o
possuem qualquer vinculagdo com os fabricantes dos equipamentos, nao
havendo qualquer relacionamento que possa ser considerado conflito de
interesses.

Todos os tratamentos necessarios do ponto de vista clinico foram
permitidos, segundo o julgamento do médico assistente responsavel pelo

paciente.

Localidade e duracédo do estudo

Os pacientes foram recrutados no ambulatério de Hepatite C da Divisdo
de Gastroenterologia e Hepatologia Clinica. A coleta do HEV foi realizada no
periodo de Janeiro de 2013 a Janeiro de 2016. E o seguimento dos pacientes
para avaliagdo de tratamento para hepatite C crbnica, evolucdo de
hepatocarcinoma celular e os levantamentos de desfechos foram realizadas da
data de coleta do HEV até Maio de 2019.



26

5 RESULTADOS

5.1 Casuistica da populacéao geral

Entre o periodo de janeiro 2013 a janeiro 2016, foram avaliados para a
inclusdo deste estudo 727 pacientes cadastrados ambulatorialmente. Destes,
106 receberam alta do ambulatério apds resposta viroldgica sustentada para
servico secundéario de saude, 406 ja eram experimentados com Interferon
peguilado e Ribavirina e que estavam em seguimento aguardando 0s novos
tratamentos antivirais de acéo direta (DAA) e 1 paciente era coinfectado pelo
virus da hepatite B e virus da hepatite C. Contudo, 214 eram pacientes que nao
haviam realizado tratamento para HCV (virgens de tratamento) previamente.
Dos pacientes virgens de tratamento, 33 realizaram transplante renal e
excluimos do estudo, considerando que sdo pacientes imunodeprimidos.
Sendo assim, o nosso estudo baseou-se na casuistica de n total = 181

pacientes (Figura 5).

Pacientes cadastrados

ambulatorial Excluséo:

n= 727 - 106 com alta do ambulatério
- 406 experimentados com
Interferon peguilado e Ribavirina, e
aguardando novos medicamentos
(DAAS)
- 1 coinfectado com HBV

HCV sem
tratamento

Transplantado renal
n=33

Incluidos no estudo
n=181

Figura 5 . Diagrama de fluxo de inclusdo dos pacientes

Na Tabela 7 encontram-se as caracteristicas demograficas gerais da

amostra estudada com idade média de 53,7, IMC médio de 26,7, proporcao de
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homens foi de 54,2% e mulheres de 45,8%. Dos 81 pacientes, 46,5% tinham
diagnostico de hipertenséo arterial sistémica (HAS) e 25,6% diabetes mellitus
tipo 2 (DM). Nestes pacientes prevaleceu o genoétipo 1 com 81%, seguida do
genadtipo 3 com 17% e por dltimo o gendtipo 2 com 2%. O grau de fibrose
hepética esta distribuido entre fibrose grau 1 com 36,3%, fibrose grau 2 com
9,5%, fibrose grau 3 com 6,7% e fibrose grau 4 com 34,6%.

Tabela7. Frequéncia relativa dos participantes do estudo portadores do virus
da Hepatite C.

Variavel n % ou Média
Idade 181 53,7
IMC 179 26,7
Sexo
Masculino 97 54,2%
Feminino 82 45,8%
HAS
nao 92 53,5%
sim 80 46,5%
DM
nao 128 74,4%
sim 44 25,6%
Genadtipo
1 136 81%
2 3 2%
3 29 17%
Fibrose
FO 23 12,9%
F1 65 36,3%
F2 17 9,5%
F3 12 6,7%

F4 64 34,6%
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5.2 Perfil sorolégico do virus da Hepatite E

Foram considerados a positividade para a hepatite E para aqueles que
possuiam marcadores sorolégicos para anti-HEV IgG, anti-HEV IgM e PCR
guantitativo Real Time in house.

O Anti-HEV IgG foi positivo em 22 (12,0%) e Anti-HEV IgM positivo em 3
(1,6%) pacientes. O PCR quantitativo HEV Real Time apresentou fraca
evidéncia de amplificacdo em 9 (4,9%) pacientes, tendo sido o resultado
considerado como inconclusivo (Figura 6). Desta forma, para confirmarmos
este resultado realizamos a amplificacdo com PCR quantitativo do kit comercial
Eurobio® que demonstrou resultados negativos para os 9 casos inconclusivos
de HEV RNA Real Time in house.

HCV naives

W Anti-HEV IgG

12%
B Anti-HEV IgM

10% B PCR HEV Real Time

8% B PCR HEV Eurobio
6%

4%

2%

0%
Anti-HEV ~ Anti-HEV ~ PCRHEV ~ PCR HEV
IgG IgM Real Time  Eurobio

Figura 6. Grafico com a distribuicdo da frequéncia pelos marcadores para o virus
da Hepatite E em pacientes HCV virgens de tratamento.
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A distribuicao da frequéncia de pacientes com as possiveis combinacdes
de resultados esta apresentada na Tabela 8. Entre os resultados, apenas 01
caso apresentou resultado positivo concomitante para Anti-HEV IgG e Anti-
HEV IgM.

Tabela 8 - Frequéncia de pacientes com diferentes combinacdes dos
resultados de testes para HEV

REAL TIME Anti-VHE IgM  Anti-VHE IgG Frequéncia
negativo negativo negativo 155
negativo negativo positivo 21
negativo positivo negativo
negativo positivo positivo

5.2 Perfil demografico

Os dados demograficos dos grupos monoinfectados por HCV e os
coinfectados HEV-HCV apresentaram resultados homogéneos com média de
idade de 53,1 versus 57,8 (p=0,058), com proporcao de 46,8% versus 37,5%
para o sexo masculino (p=0,531). O IMC do grupo HCV foi de 26,5, enquanto
que o IMC do grupo HEV-HCV foi de 27,8 (p=0,367), demonstrando médias
IMC >25 em ambos 0s grupos.

Em relacdo a presenca de comorbidades, observamos que 43,5% dos
pacientes monoinfectados apresentaram hipertensédo arterial sistémica (HAS)
versus 54,2% dos coinfectados (p=0,602), assim como para dislipidemia com
13,6% versus 8,0% (p=0,771), respectivamente. O grupo coinfectado HEV-
HCV apresentou uma porcentagem maior de diabetes mellitus tipo 2 (DM) com
50,0% em comparacao a 20,8% dos monoinfectados (p=0,008) (Tabelas 9). E
para 0s outros parametros os resultados foram homogéneos sem diferenca

estatistica.
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Tabela 9. Caracteristicas demograficas e clinicas da comparacdo dos
pacientes HEV negativos com os pacientes HEV positivos.

HEV negativo HEV positivo

Variavel n médiat ou % n médiat ou % valor p
Idade (anos) 155 53,1+13,0 24 57,8+10,4 0,058
Sexo masculino 72/154 46,8% 13/24 54,2% 0,602
Peso (kg) 148 71,8+15,4 23 72,6+22,1 0,870
Altura (m) 146 1,7+0,1 23 1,6+0,1 0,185
*IMC (kg/m2) 146 26,5+5,2 23 27,846,6 0,367
*HAS 67/154 43,5% 13/24 54,2% 0,602
*DM 32/154 20,8% 12/24 50,0% 0,008
*DLP 21/154 13,6% 2/24 8,0% 0,771
Anti-HBC total 33/154 21,4% 7124 29,2% 0,613
positivo

Anti-HBs positivo 65/154 42,2% 10/24 41,7% 0,603
Anti-HAV positivo 121/154 78,6% 19/21 79,2% 0,521

*IMC: Indice de Massa Corporal; HAS: Hipertens&o Arterial Sistémica; DM: Diabetes Mellitus;
DLP: Dislipidemia

Para avaliar a associagdo entre algumas variaveis e a ocorréncia de
Diabetes Mellitus, foram considerados modelos de regressao logistica linear
tendo Diabetes Mellitus e HEV, controlando além de idade, glicemia, IMC >30,
insulina e score HOMA-IR, consideradas uma por vez. Os resultados estdo

indicados na Tabela 10.

Tabela 10. Valores p para o efeito de diferentes variaveis em modelos de
regressao logistica

Variavel controle Valor p Valor p
HEV positivo variavel controle

- 0.949 -

Idade 0.769 0.131

Glicemia 0.511 0.296

Insulina 0.996 0.481

HOMA-IR 0.997 0.569

IMC > 30 0.998 0.997
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Os resultados ndo mostram evidéncias de que as chances de DM sejam
diferentes para pacientes HEV positivos e negativos, mesmo controlando pelas
variaveis indicadas. Um modelo com todas as variaveis incorporadas em
conjunto indica resultado similar, com excecdo de um efeito de idade
(p=0,036).

Para avaliar a associagao entre infeccéo por HEV e DM controlando pela
idade, utilizou-se um modelo de regresséo logistica. O resultado indica que a
chance de diabetes para pacientes HEV positivos é 2,84 (IC95% 1,22-6,64)
vezes a chance de diabetes para pacientes HEV negativos (p=0,0158).

As sorologias para as outras hepatites virais também foram avaliadas e
em ambos 0s grupos, obtivemos uma casuistica de 21,4% e 29,2% de Anti-
HBc total positivo (p=0,613), 42,2% e 41,7% de Anti-HBs positivo (p=0,603) e
78,6% e 79,2% de anti-HAV positivo (p=0,521).

Tabela 11. Perfil do virus da hepatite C entre os grupos monoinfectados e
coinfectados pelo HEV.

HEV negativo HEV positivo
IC 95% IC 95%
Variavel n % Inf Sup n % Inf Sup

Carga viral HCV
>850 mil copias 72 526% 442% 60,8% 11 40,7% 23,9% 59,4%
Geno6tipo HCV

1 112 80,0% 72,8% 86,0% 25 83,3% 67,3% 93,3%
2 3 21% 0,6% 5,6% 0 0,0%
3 25 179% 122% 248% 5 16,7%  6,7% 32,7%

Foram analisados os aspectos da infeccdo pelo HCV quanto a carga
viral com PCR quantitativo HCV >850.000 copias com 52,6% no grupo
monoinfectado pelo HCV e 40,7% no grupo coinfectado HEV-HCV. Houve
predominio do genotipo 1 na populacdo do nosso estudo sendo de 80% em
monoinfectados e 83,3% entre os coinfectados, seguida do genétipo 3 com

porcentagem de 17,9% e 16,7%, respectivamente (Tabela 11).
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5.3 Dados clinicos e laboratoriais

Os dados laboratoriais estdo representados na Tabela 12 com a
comparacao entre 0s grupos monoinfectado e coinfectado. A média da alanina
aminotransferase (ALT) para os pacientes HEV-HCYV foi de 59,6 e para o grupo
HCV foi de 65,3 (p=0,444). A média de aspartato aminotransferase (AST) nos
pacientes coinfectados HEV-HCV foi de 61,8 e nos pacientes monoinfectados
HCV foi de 60,2 (p=0,872). E ambos 0s grupos apresentaram resultados acima
dos valores de referéncia (ALT <31U/L para mulheres e <41 U/L para homens;
AST <31UJ/L para mulheres e <37 U/L para homens). Para o grupo coinfectado
HEV-HCV a média de plaquetas foi de 121,1 mil/mm3 e para 0 grupo
monoinfectado HCV a média foi de 185,7 mil/mm?3 (p<0,001).

Tabela 12. Caracteristicas laboratoriais de pacientes HEV positivos com 0s
pacientes HEV negativos relativamente as médias das variaveis continuas.

HEV negativo HEV positivo
Variavel n média dp n média dp Valor P
Albumina (g/dL) 153 4.2 05 24 4,0 0,6 0,173
Alfafetoproteina (ng/mL) 147 535 323.0 23 142 29,8 0,153
ALT (U/L) 154 653 480 24 59,6 498 0,444
AST (U/L) 154 60,2 484 24 61,8 46,3 0,872
Bilirrubina Total (mg/dL) 154 0,8 06 24 0,9 0,4 0.434
Creatinina (mg/dL) 153 1,3 1,8 24 1,2 2,0 0,856
Plaguetas (mil/mm3) 154 185,7 88,1 24 121,1 58,7 <0.001
Hemoglobina (g/dL) 153 14,0 19 24 130 24 0,061
INR 153 1.1 03 24 1,1 0,2 0,723

*ALT: alanina aminotransferase; BT: bilirrubina total; Cr: Creatinina; Hb: hemoglobina; INR: Razao

normalizada internacional;

O grau de fibrose foi estratificado em fibrose grau 2 ou inferior e fibrose
grau 3 ou superior, e quando comparada entre os grupos monoinfectado HCV e
coinfectado HEV-HCV em F3 e F4 sua proporcéo foi de 36,1% versus 75,0%
(p<0,001), respectivamente.

Ao avaliar os métodos nao invasivos para fibrose hepatica,

consideramos os valores de fibrose equivalente a fibrose grau 3 o valor acima
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de de 9,5 quilo-pascais pela elastografia transitoria por FibroScan® entre os
grupos com proporcao de 69,2% para os coinfectados HEV-HCV e 35,9% para
os monoinfectados HCV (p=0,020). Para o score APRI, o grupo monoinfectado
HCV demonstrou uma média de 1,7+2,4 e para os coinfectados HEV-HCV foi
de 2,4+2,6 (p=0,080).

Os dados sobre a cirrose hepética e suas complicacdes esta resumida
na Tabela 13. Os casos positivos para HEV, ao mensurar se haviam mais
hipertensédo portal com presenca de varizes de es6fago, apresentaram 41,7%
versus 22,1% para o grupo monoinfectado HCV (p=0,107). Quanto as
complicagbes da cirrose o grupo monoinfectado HCV apresentou 10,4% de
ascite e no grupo coinfectado HEV-HCV 29,2% (p=0,025), assim como a
presenca de encefalopatia foi de 3,2% no grupo monoinfectado HCV e 4,2% no
grupo coinfectado HEV-HCV (p=0,953). A média do MELD foi de 10,1+3,4 para
os pacientes HCV isolado e 8,9+1,6 para os pacientes coinfectados HEV-HCV
(p=0,060).

Tabela 13. Comparacdo de pacientes HEV positivos com os pacientes HEV
negativos relativamente as complicacdes da doenca do figado.

HEV negativo HEV positivo

Variavel n/total médiat ou % n/total médiat ou % Valor p
Fibrose F3/F4 56/154 36,4% 18/24 75,0% <0,001
Fibroscan > 9,5 42/117 35,9% 9/13 69,2% 0,020
kPa

*APRI 153 1,7+2,4 24 2,4+2.6 0,216
Varizes 34/154 22,1% 10/24 41,7% 0,112
esofagicas

Ascite 16/154 10,4% 7124 29,2% 0,026
Encefalopatia 5/154 3,2% 1/24 4.2% 0,953
MELD 48 10,1+3,4 14 8,9+1,6 0,060

*APRI: AST to Platelet Ratio Index

Apesar das complicacbes demonstradas anteriormente, a analise do
score MELD e das trés categorias do score CHILD-PUGH entre os dois grupos

ndo houve diferenca estatistica com p=0,060 e p=0,415, respectivamente.



Tabela 14. Comparacao de CHILD-PUGH para os cirréticos.
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CHILD
A B C Total
HEV negativo 34 (72,3%) 12 (25,5%) 1(2,2%) 47 (100%)
HEV positivo 8 (57,1%) 6 (42,9%) 0 (0%) 14 (100%)

Valor P = 0,415

5.4 Andlise da histologia hepatica

Apesar de 96 pacientes possuirem biopsias hepaticas, somente 11

destes possuiram marcador sorolégico positivo para HEV. Portanto, com base

nestes pacientes, realizamos o pareamento na proporcdo de 2:1 quanto a

idade, género, gendtipo do HCV e grau de fibrose hepética na bidpsia hepatica.

181
pacientes

Pacientes com
bi6psia hepética
n=101

Biopsia hepética

Excluséo:
- 5 pacientes com
bi6psias externas

n=96
Marcador Marcador
sorolégico HEV sorolégico HEV
postivo negativo
n=11 n=22*

*pareamento com os casos de HEV e HCV com proporc¢éo de 1:2

Figura 7. Diagrama de fluxo da andlise histolégica
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Tabela 15 — Analise histolégica entre grupos caso-controles de coinfectado
HCV e HEV e monoinfectados.

Intervalo de confianca

Valor-p
(95%)
Variavel Woolf  C-M-H OR limite limite
inferior superior

Hepatite crénica
Fibrose/arquitetura 0,998 0,944 0 0 infinito
Infiltrado inflamatério portal 0,831 0,682 0,5 0,124 infinito
Atividade de interface 0,937 0,623 0,5 0,107 infinito
Atividade parenquimatosa 0,982 0,699 0,571 0,104 infinito
Esteatose
Esteatose NA 0,467 NA NA NA
Esteato-hepatite 0,999 0,659 0,5 0,042 infinito
Balonizag&o 0,999 0,773 0 0 infinito
Hialina de mallory 0,999 0,599 0 0 infinito
Alteragdes portais
Plasmécitos 0,966 0,377 2,25 0,378 infinito
Eosindfilos 0,877 0,553 0,9 0,242 infinito
Neutrofilos 0,906 0,666 0,7 0,174 infinito
Edema 0,998 0,692 0,5 0,049 infinito
Atrofia biliar 0,999 0,24 infinito 0 infinito
Inflamagéo ductal 0,999 0,24 infinito 0 infinito

Alteracdes colestaticas
Reac&o ductular 0,996 0,923 0 0 infinito

Células inflamatdrias

lobulares

Monolike 0,999 0,638 0 0 infinito
Plasmaocitos 0,982 0,699 0,57 0,104 infinito
Eosinofilos 0,928 0,785 0,333 0,074 infinito
Neutrdfilos 0,939 0,885 0,25 0,058 infinito
Siderose

Kuppfer 0,999 0,24 infinito 0 infinito

Woolf: teste de homogeneidade de razdes de chances entre estratos; C-M-H (Cochran-Mantel-Haenszel):
teste de que a razdo de chances comum é maior do que 1; OR: estimativa de Cochran-Mantel-Haenszel

para a razao de chances comum a todos 0s estratos.
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Conforme descrito na Tabela 15, em todas as variaveis analisadas e
aplicadas o teste Woolf de homogeneidade de razbes de chances entre
estratos (caso versus controle) e o teste Cochran-Mantel-Haenszel (C-M-H)
que a razdo de chances comum é maior do que 1, ndo houve significancia

estatistica.

5.4 Andlise do seguimento dos pacientes

O inicio das coletas de dados e laboratoriais foi em 2013. Portanto,
realizamos o seguimento destes pacientes e conseguimos caracterizar a

evolucao destes durante este periodo de seis anos.

5.4.1 Seguimento dos pacientes com anti-HEV IgM

Os 3 pacientes que apresentaram resultados positivos para anti-HEV
IgM estéo caracterizados na tabela abaixo. Sendo que o paciente n° 35 foi o
Unico da casuistica com os dois marcadores sorologicos positivos (anti-HEV
IgG e IgM).

Tabela 16. Caracterizacao dos pacientes com anti-HEV IgM positivo

ID Genero ldade Fibrose VE Ascite EH CHILD MELD Desfecho

35 M 47 Grau4 Sim Sim  Grau 2 B8 12 Obito
142 F 39 Grau4 Sim Sim Nao B7 11 Seguimento
176 F 68 Graud4 Sim N&o Nao A5 8 Seguimento

*VE= varizes de es6fago; EH= encefalopatia hepética

5.4.2 Tratamento da hepatite C crdnica

A partir da data da coleta do HEV analisamos se o paciente realizou ou
nao o tratamento para HCV. Dos 181 pacientes 113 (62,4%) realizaram o
tratamento para a hepatite C crbnica conforme demonstrado na Tabela.
Destes, 48 (41%) fizeram o uso de Ribavirina.

Dos 24 pacientes com marcador soroldgico positivo para HEV, 14

realizaram o tratamento para o HCV e 4 destes utilizaram a Ribavirina.
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Tabela 17. Distribuicdo de frequéncias de uso de Ribavirina

Uso de Ribavirina

Tratamento Nao Sim Total

Interferon 0 (0%) 7 (100%) 7 (100%)
Telaprevir + Interferon 0 (0%) 4 (100%) 4 (100%)
Sofosbuvir 0 (0%) 1 (100%) 1 (100%)

Sofosbuvir + Daclatasvir 18 (45%) 22 (55%) 41 (100%)
Sofosbuvir + Simeprevir 36 (84%) 7 (16%) 44 (100%)
3D 10 (63%) 6 (37%) 16 (100%)

Quando analisamos o desfecho mortalidade daqueles que fizeram o
tratamento com ribavirina, somente um paciente coinfectado morreu e dois
pacientes monoinfectados realizaram o transplante de figado. O tratamento

para a Hepatite C destes foi realizada no periodo pds transplante hepatico.

Tabela 18: Frequéncia de 6bitos para pacientes que tomaram Ribavirina

Obito
HEVV néo sim
Negativo 42 0
Positivo 4 1

Tabela 19. Frequéncia de ébitos ou transplante de figado para pacientes que
tomaram Ribavirina

Obito ou transplante

HEVV nao sim
Negativo 40 2
Positivo 4 1

Foram utilizados também através de modelos de regressao logistica com
desfecho 6bito e transplante para avaliar o efeito do tempo entre a coleta do
HEV e o inicio do tratamento para HCV em pacientes HEV positivos e
negativos. Em ambos os casos ndo houve evidéncias de que o tempo entre a

coleta do HEV e o inicio do tratamento para HEV esteja associado com as
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chances (odds) de o6bito ou 6bito e transplante de figado para pacientes HEV

positivos ou negativos (p=0,324 e p=0,213, respectivamente)

5.4.3 Fibrose e curva de sobrevida

Ao avaliarmos se houve progressdo da fibrose hepética através do
método ndo invasivo FibroScan, notamos que ndo houve evidéncias de
diferenca média entre a variagcdo das medidas do Fibroscan (inicial - atual) para

pacientes HEV positivos e negativos (p=0,377).

Tabela 20. Medidas resumo para a variagdo das medidas do Fibroscan (inicial -
atual)

Variacdo das medidas do Fibroscan (inicial - atual)

HEV n Minimo Médio Desvio Maximo
padréo

Negativo 94 -33,9 0,9 4,9 14,7

Positivo 11 -6,6 2,3 4.8 10,9

Também levantamos 0s numeros de pacientes que evoluiram para
hepatocarcinoma celular (HCC). Foram 7 (4,4%) de 157 dos pacientes
monoinfectados e 2 (8,3%) de 24 pacientes coinfectados HEV-HCV.

Em tempo, a média para os pacientes negativos para HEV foi de 17,3
meses e para os positivos foi de 0,7 meses para a ocorréncia de HCC. No
entanto, a diferenca entre o tempo médio de progressdo para HCC para
pacientes HEV positivos e negativos néo foi significativa (p=0,334). As medidas
resumo para o tempo (meses) entre a coleta do HEV e a ocorréncia de HCC

estdo apresentadas na Tabela 21.

Tabela 21: Medidas resumo para o tempo (meses) entre a coleta do HEV e a
ocorréncia de HCC

Tempo entre coleta do VHE e ocorréncia de HCC

HEVV n Minimo Médio Desvio Méaximo
padréo
Negativo 7 6,0 17,3 8,5 30,6

Positivo 2 0,0 0,7 1,0 1,4
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Utilizamos a técnica de Kaplan-Meier para comparar as curvas de
sobrevivéncia de pacientes HEV positivos e negativos tendo como instante
inicial a data de coleta do VHE e como desfecho, i) s6 6bito ou ii) 6bito ou
transplante. As curvas correspondentes estdo apresentadas nas Figuras 1 e 2.
Em ambos os casos, pacientes positivos para HEV tém um desempenho
significativamente pior que pacientes HEV negativos (p=0,002 para Obito e

p=0,008 para o6bito e transplante).
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Figura 8. Curva de sobrevivéncia de pacientes HEV positivos e negativos com
desfecho 6bito
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Figura 9. Curva de sobrevivéncia de pacientes HEV positivos e negativos com
desfecho 6bito e transplante
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6. DISCUSSOES
6.1 Aspectos gerais

O virus da hepatite E se tornou um problema de saude publica com o
aumento significante de casos de morbidade e mortalidade em todo o mundo.
Inicialmente, foram evidenciadas algumas epidemias da doenca em paises
subdesenvolvidos, em regiées onde ndo ha uma condicdo sanitaria adequada,
sendo transmitida através do consumo de dgua ou alimentos contaminados. No
entanto, a alta prevaléncia do virus em paises desenvolvidos foi o que tornou
necessaria a investigacdo sobre quais seriam suas formas de disseminacao.
(14, 59)

No Brasil, a prevaléncia do virus da hepatite E em doadores de sangue e
na populagdo geral esta em torno de 3% a 7%. (60) Neste presente estudo a
soroprevaléncia de HEV € de 12% em pacientes com infeccdo crénica pelo
HCV e sem tratamentos prévios para HCV. Resultando em uma prevaléncia
significantemente maior que na populacdo geral. Utilizando uma populagéo
semelhante a nossa em pacientes infectados pelo HCV, Bricks et al., em Sao
Paulo, demonstraram uma soroprevaléncia do anti-HEV IgG semelhante a
nossa, de 10,2%, no entanto, os autores informaram que 37,4% dos pacientes
realizaram tratamento antiviral para o HCV, podendo dessa forma ter
apresentado um resultado subestimado da presenca do anti-HEV, uma vez que
os tratamentos com Ribavirina, Interferon peguilado e antivirais podem eliminar
o HEV. (61) Nao foi avaliado neste ultimo estudo, a prevaléncia do anti-HEV
IGM ou 0 HEV RNA.

Conseguimos a amplificacdo do HEV RNA com PCR Real Time com
resultados inconclusivos em 9 pacientes, ndo nos possibilitando afirmar a
positividade para a infeccdo. Sendo assim, reanalisamos nos pacientes com
estes resultados utilizando o kit comercial Eurobio® e obtivemos resultados
negativos nos 9 pacientes inconclusivos. E descrito que ha uma diferenca de
sensibilidade e especificidade entre os varios kits comerciais sorologicos, assim
como para os ensaios de PCR HEV RNA. O fato de ndo possuirmos um

método padrdo ouro adequado para diagnosticar a infeccdo pelo virus da
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Hepatite E, torna dificil a distincdo do verdadeiro positivo com o falso positivo e
ou falso negativo. Além disso, j& foi estabelecido que os anticorpos IgG anti-
HEV ndo séo neutralizantes, sendo possivel que as reinfeccbes acontecam
tanto em pacientes imunodeprimidos quanto em pacientes imunocompetentes.
(67) Ao mesmo tempo em que o HEV RNA pode ser detectado por PCR tanto
na andlise no sangue como nas fezes do paciente, o tempo de permanéncia
de virus detectavel é por vezes curto e o resultado de PCR negativo néo deve
excluir imediatamente o diagnostico de infeccdo pelo virus da hepatite E. (68)
No nosso estudo, a presenca de marcadores sorolégicos para o HEV foi
associado a uma maior gravidade clinica da infec¢éo pelo HCV, bem como a
presenca de diabetes, mas ndo conseguimos determinar a presenca do HEV
RNA. Desta maneira, como ndo conseguimos quantificar o HEV RNA em
nossas amostras, também nédo foi possivel determinar o gendtipo na nossa
casuistica. (62-65) Segundo Echevarria JM et al. o genétipo prevalente no
Brasil € o gendtipo 3, porém sdo dados de casos isolados como de um
paciente autéctone HEV e em animais infectados pelo virus da Hepatite E,
podendo demonstrar que um alto padrdo socioeconémico e de saneamento
basico ndo é suficientemente protetor contra o HEV, uma vez que a infec¢éo
causada pelo gendtipo 3 do HEV é transmitido pelo consumo de alimento e ndo
pelo consumo de 4gua contaminada. (66)

Vérios estudos compararam a deteccdo sorolégica do HEV com os
diferentes kits comerciais. Norder et al. comparou 5 ensaios soroldgicos para
deteccdo de anti-HEV utilizando kits comerciais Mikrogen, DSI, Euroimmun,
Axiom e DiaPro. Foi observado que, apesar da alta sensibilidade para a
deteccado do anti-HEV, havia amostras de soro de pacientes imunocompetentes
com o HEV RNA positivo na auséncia de marcadores soroldgicos para HEV.
Hartl et al. comparou também entre os estudos europeus 5 ensaios para anti-
HEV: Wantai, Mikrogen, MP-diagnostics, DiaPro e Abbott, demostrando que ha
uma diferenca de soroprevaléncia entre os ensaios na populacdo geral com
17%, 10%, 7%, 4% e 2%, respectivamente. Ao comparar com todos 0s outros
ensaios, 0 ensaio anti-HEV IgG da Wantai, em geral, produz estimativas
maiores de soroprevaléncia e tem sido considerado por muitos como o “padrao
ouro”. (67)
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6.2 Diabetes Mellitus e HEV

A infeccéo cronica pelo virus da Hepatite C induz diversas complicacdes
e algumas manifestacdes extra-hepaticas que estdo fortemente associadas,
tais como, lichen planus, crioglobulinemia mista, sindrome de Sjogren, doencas
linfoproliferativas, porfiriria cutdnea tarda, neuropatia, glomerulonefrite
membranoproliferativa e vasculite crioglobulinemica (leucocitoclastica). E
também estudos citam algumas possivelmente associadas, como a Uulcera
corneal, doenca de tireoide, fibrose pulmonar, doenca renal crénica, artralgias,
mialgias, trombocitopenia autoimune, disfungcdo neurocognitiva e Diabetes tipo
2.(68-70)

Diabetes Mellitus 2 € um distarbio endécrino comum que engloba
mecanismos patogénicos multifatoriais, incluindo a resisténcia insulinica,
aumento da producéo de glicose hepatica e um defeito na secrecdo de insulina,
gue contribuem para o desenvolvimento de hiperglicemia.

A infeccdo pelo virus da hepatite C pode ocasionar alteracbes da
sinalizacdo da insulina, acarretando um bloqueio na liberagéo e na atuacéo da
insulina, impedindo a sua regulacdo do metabolismo da glicose no organismo,
ou seja, promovendo a resisténcia a insulina diretamente.

Tanto a resisténcia insulinica quanto a DM2 podem desempenhar um
papel na alteracdo do curso natural da infec¢éo pelo HCV, contribuindo para a
evolucdo de maior esteatose hepatica, esteato-hepatite e podendo acelerar a
progresséao da fibrose hepatica. (71) .

Neste presente estudo, encontrou-se a associacdo entre infec¢do por
HEV e DM controlando pela idade, com uma razdo de chance para diabetes
em pacientes HEV positivos de 2,84 (IC95% 1,22 - 6,64) vezes maior do que
pacientes HEV negativos (p = 0.0158). Bricks G. et al. apresentou resultados
semelhantes para resisténcia insulinica e a presenga de anticorpos HEV,
ajustados para idade, indice de massa corporal e presenca de cirrose.
Presenca de resisténcia insulinica mostrou-se independentemente associada a
presenca do anti_ HEV IgG (OR: 4,39; p = 0,045). (72) Apesar da infeccdo pelo

HCV por si s6 aumentar a chance de um individuo desenvolver DM2, a
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presenca de coinfeccao pelo HEV parece ser um fator de risco adicional para
DM2.

Um estudo realizado na india em pacientes com infeccdo viral aguda
pelo virus da hepatite B demonstrou que a frequéncia de hepatite grave foi
significativamente maior em diabéticos do que em ndo-diabéticos (5/12;
41,67% vs. 9/83; 10,64%, P <0,005), evidenciando que entre a presenca de
DM2 (OR 4,0 (IC 95% 0,96-16,47)) em pacientes com infec¢ao viral aguda pelo
virus da hepatite B (OR 4,7 (IC 95% 1,34-16,47)) foi um dos fatores associados
para a evolugéo para hepatite grave. (73)

Wallace, S et al. analisou em um estudo multicéntrico, em andamento,
uma casuistica escocesa de 371 pacientes com infeccdo pelo HEV
demonstrando que 11,1% (n=41) tinham cirrose e 23,2% (n=86) eram
portadores de DM2. Destes, 242 (65%) pacientes necessitaram de internacao,
totalizando 2255 pacientes internados-leitos-dia (mediana de permanéncia de 3
dias). Treze (3,5%) Obitos foram relacionados a presenca do HEV, 10 com
doenca hepatica cronica e 3 transplantados de figado em imunossupressao.
Dos quais 21 (5,7%) pacientes necessitaram de internagdo em cuidados
intensivos. 27 (7,3%) pacientes desenvolveram insuficiéncia hepatica aguda,
aguda-cronica ou descompensada, com 2 necessitando de transplante. Os
autores concluiram que a presenca de cirrose, diabetes e imunossupressao

estiveram associadas a evolucdo mais grave nesses pacientes. (74)

6.3HEV e complicacbes da doenca hepatica

Ao mesmo tempo em que o mecanismo de cronicidade da doenca pelo
HEV ainda ndo estd bem esclarecido, sendo mencionadas somente em
estudos em pacientes imunossupriprimidos, principalmente em pacientes
transplantados, pacientes portadores de HIV e aqueles com doencas
hematolégias ou reumatolégicas. (75)

Em nossa série, ndo obtivemos resultados significantes para a elevagéo
de alanina aminotransferase, assim como para outros parametros de exames
laboratoriais que sugerissem uma hepatite aguda. Porém, 3 pacientes foram

positivos para anti-HEV IgM que sinaliza uma infec¢do aguda e/ou agudizada.
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Ao analisarmos este resultado e inclusive com evolugdo a 6bito em 1 dos 3
pacientes, apresentavam uma cirrose com hipertensao portal e complicagbes
hepaticas como ascite e encefalopatia hepéatica. Como ja descrito na literatura,
levantamos a hipotese da coinfeccdo pelo HEV ocasionar uma agudizacao da
insuficiéncia hepatica cronica funcionando como um fator de ACLF (acute on
chronic liver failure). Demonstrando assim que o contato com o HEV ocasiona
uma evolucdo mais grave e com desfechos piores.

Em regides endémicas, tais como no Oriente Médio e na Asia, além dos
casos de hepatites agudas, também foram relatados casos da infec¢éo pelo
virus da Hepatite E ocasionando uma agudiza¢do da insuficiéncia hepatica
cronica (ACLF) e, que a sua mortalidade pode atingir taxas de 0% até 67%. De
acordo com a Associacdo Americana para o Estudo do Figado, AASLD
(American Association for the Study of Liver Disease) e a Associacao Europeia
(European Association for the Study of Liver Disease) a definicdo de ACLF é
“Deterioracdo aguda da doenca hepatica crbnica preexistente, geralmente
relacionada a um evento precipitante e associada ao aumento da mortalidade
em 3 meses devido a faléncia de multiplos 6rgéos do sistema”.

Na nossa amostra, a presenca de fibrose hepatica grau 3 e 4 (Metavir),
tanto através da histologia hepética por biopsia bem como por elastografia
hepatica por FibroScan® (método ndo invasivo para avaliacdo de rigidez
hepatica) nos pacientes com HEV positivo foi significativamente maior que nos
pacientes HEV negativos (p<0,001 e p=0,020, respectivamente). A presenca de
ascite também foi maior nos pacientes HCV-HEV (29,2%) quando comparados
aos pacientes HCV isolados (10,4%), demonstrando uma maior gravidade da
doenca pelo HCV (p=0,026). Outros estudos observaram resultados
semelhantes, demonstrando que naqueles pacientes que possuem uma
doenca hepatica adjacente, apresentam um progndstico pior quando infectados
pelo HEV. Um estudo realizado na Inglaterra, onde 164 pacientes foram
testados com os marcadores soroldgicos e 9,1% (n=15) tiveram resultados
positivos e, dois destes tiveram resultados positivos também para PCR HEV
RNA. 6 pacientes (42,8%) tinham doenga hepatica crbnica subjacente e
apresentavam descompensacao hepética. (53) Lembrando que a deteccdo de

Anti-HEV IgG e IgM pode persistir mesmo apés meses de contato com o virus.
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Apesar de néao termos demonstrado uma frequéncia maior de HCC nos
pacientes com coinfeccéo pelo HEV em relagcdo aos monoinfectados com HCV,
a média de tempo entre a deteccdo do HEV para o aparecimento de HCC nos
pacientes positivos para o HEV foi de 0,7 meses, enquanto a média de tempo
para os pacientes negativos para HEV foi de 17,3, ndo atingindo diferenca
estatistica significativa (p=0,334). O niumero pequeno de pacientes analisados
em nossa amostra, bem como a impossibilidade de determinarmos 0 momento
da infeccdo inicial pelo HEV, ndo nos permite tecer comentarios mais

conclusivos.

6.4 HEV e histologia hepatica

Como foi impossivel determinar o tempo inicial da infeccao pelo HEV em
nossa amostra, decidimos analisar as biopsias hepaticas a partir do desfecho
fibrose, pareando os 11 pacientes HEV positivos que realizaram biopsia, com o
dobro de pacientes HEV negativos, pareados também por idade, sexo, e
genadtipo do HCV, além da fibrose hepatica com a finalidade de caracterizar os
aspectos histopatolégicos da infeccao pelo virus da hepatite E. (pareamento
dos casos com controle na proporcao de 1:2). Entretanto, apesar da analise
minuciosa realizada por um Unico patologista (RYT), ndo observamos
alteracdes peculiares a presenca de infeccdo por HEV, diferentes das
respectivas a infeccéo pelo virus da hepatite C.

As principais caracteristicas histolégicas da hepatite E aguda sé&o
semelhantes ao da infeccdo pelo virus da hepatite A, a vezes com maior
inflamacdo com padrbes de hepatite ou maiscom caracteristicas mais
colestéticas. Em individuos imunocompetentes a histologia pode apresentar
desarranjo lobular, inflamacéo lobular e portal, bem como extensa necrose de
hepatécitos e regeneracéo variada. J& nos achados histologicos em pacientes
com doencas hepéticas adjacentes as carcteristicas sdo determinados pela
patologia subjacente, mas podem ser mais graves. (76)

De acordo com Lenggenhager D. et al., os achados histologicos
diferenciais mais importantes da infeccao pelo virus da Hepatite E demonstram

que em pacientes com doenca hepética subjacente ou naqueles que evoluem
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para uma agudizacdo da doenca hepdética cronica possuem caracteristicas
histologicas com padrbes de cirrose, apresentando balonizagdo e/ou infiltrados
necroinflamatorios, hialinos de Mallory-Denk, agregados de células do Kupffer,

com Siderose, além de um grau variavel de necrose dos hepatdcitos.

6.5 Tratamento

Assim como na diretriz europeia e alguns relatos de casos sao
mencionados tratamentos para HEV com o uso de Ribavirina e Interferon
peguilado com taxa de 80% de resposta virologica sustentada (RVS), tanto em
pacientes imunodeprimidos como em pacientes com agudizacdo da
insuficiéncia hepatica crbénica. (59) Sendo assim, todos os pacientes incluidos
neste presente estudo foram selecionados por nunca terem realizado o
tratamento contra o virus da Hepatite C cronica, uma vez que na terapia
antiviral para HCV na época do recrutamento de nosso estudo eram utilizados
a Ribavirina e o Interferon peguilado.

ApGs a coleta da sorologia para HEV, dos 181 pacientes 113 (62,4%)
realizaram o tratamento para a hepatite C cronica, 85% destes utilizaram os
antivirais de acdo direta (DAA) e 48 (41%) fizeram o uso associado de
Ribavirina (RBV) no esquema terapéutico. Além disso, somente 15 (62,5%)
pacientes com HEV positivo realizaram o tratamento para HCV e apenas 4
usaram a Ribavirina. A taxa de RVS foi de 87,7% e 80%, (foi analizado???)
para os pacientes HEV negativos e positivos, respectivamente, ndo havendo
diferenca significativa entre o tempo da coleta de HEV e o inicio de tratamento
para o HCV entre os dois grupos. Infelizmente, ndo foi realizado uma nova
coleta de HEV apés tratamentodo HCV para analisarmos se houve uma
resposta viroldgica para o HEV ou mesmo para testarmos se houve ou néo
uma possivel eliminacdo da supressédo da replicacdo do HCV sobre o HEV,
uma vez eliminado o HCV, j& que sabemos existir uma predominancia de poder
replicativo de um virus sobre o outro, como é descrito entre o HBV e o HCV.

Alguns estudos sugerem que o HCV suprime a replicacdo do HBV
indiretamente por meio do mecanismo imune inato. Foram descritos na

literatura casos de reativacdo da infeccdo pelo HBV apds terapia antiviral anti-
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HCV baseadas em DAA, inclusive com desfecho fatal. (77) Sendo assim, os
guidelines da AASLD e do EASL recomendam realizar os testes para o HBV
antes de iniciarem o tratamento para o HCV com os DAA.

Houve dois casos de infec¢do pelo HEV reportados por Rivero et. al. em
pacientes coinfectados por HIV/HCV apdés o clareamento do HCV e, em ambos
0S casos apresentaram anti-HEV 1gG negativos antes do tratamento com
DAAs. Sugerindo, entdo, uma possivel reativacdo ou reinfeccdo de HEV apés
RVS do HCV. (78) Levantando-se a hipotese de que apos o tratamento do HCV
com os DAA, as complicacdes da cirrose hepatica poderiam estar associadas a
reativacdo do HEV suprimido.

Recentemente, Del Bello et. al. mencionaram que ndo ha evidéncias de
infeccdo oculta pelo virus HCV ou HEV em pacientes transplantados de figado
com RVS apés tratamento com DAA, ndo havendo deteccdo do HCV RNA e
HEV RNA sérico e em tecido hepéatico. (79)
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Limitagdes do estudo

Uma das limitacdes deste estudo foi o fato de ndo podermos determinar
o tempo de infeccédo tanto pelo virus da Hepatite C quanto do virus da hepatite
E, na maior parte dos pacientes serem assintomaticos e nem todos relatarem

um fator de risco de infeccéo aos virus.
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7 CONCLUSOES

1. A prevaléncia do anti-HEV 1gG (12,0%) nos individuos com infeccdo
cronica pelo virus C nao foi superior aos estudos da literatura em nosso
pais.

2. Nos pacientes coinfectados pelos virus da hepatite C e E, observamos
presenca de maiores complicacBes clinico/laboratoriais de doenca
hepatica.

3. No subgrupo biopsiado, ndo observamos caracteristicas histolégicas
particulares da coinfec¢do pelo HEV.

4. Estudos prospectivos sdo necessarios para melhor avaliacdo do impacto
da coinfeccao pelo virus E na progressédo da hepatite crénica pelo virus
C.
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ANEXOS

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N®: ... SEXO mO F O
DATA NASCIMENTO: .l ..

ENDERECO ... ... N CAPTO:
BAIRRO:. CIDADE o
CEP: TELEFONE: DDD (............ ) e

2 RESPONSAVEL LEGAL ..o
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador efc.) ...
DOCUMENTO DE IDENTIDADE ... SEXO:- MmO FO

DATA NASCIMENTO.: .../l
ENDERECO: ...............
BAIRRO: ... .

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Pesquisa de marcadores sorolégicos e moleculares da
infeccéo pelo Virus da Hepatite E (HEV) em diferentes grupos populacionais em S&o Paulo

PESQUISADOR : Jodo Renato Rebello Pinho

CARGO/FUNCAO: Coordenador do Laboratério de Gastroenterologia e Hepatologia Tropical/
Pesquisador

INSCRI(;;S\O CONSELHO REGIONAL N° 51496
UNIDADE DO HCFMUSP: Gastroenterologia
3. AVALIA(;/?«O DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR [

Rubrica do sujeitc de pesguisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador.
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4. DURAGCAO DA PESQUISA : 2 anos

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Desenho do estudo e objetivo(s): essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo
voluntaria neste estudo que visa avaliar a frequéncia de infeccédo presente e passada pelo virus da
Hepatite E (HEV) entre diferentes grupos de pessoas na cidade de S&o Paulo. O virus da hepatite E se
replica nas células do figado e causa uma hepatite, que normalmente € curada espontaneamente apds a
elimina¢do do virus pelo sistema imunolégico da pessoa. Porém, as pessoas que estdo com a resposta
imunolégica prejudicada (por exemplo as pessoas submetidas a transplante de 6rgédos ou pessoas
infectadas pelo HIV), podem nédoc conseguir eliminar o virus, e entdo este continua se replicando nas
células do figado causando a inflamac&o crénica desse 6rgdo. O processo crénico de inflamacdes do
figado pode resultar em cirrose e perda das funcdes hepaticas. O virus da hepatite E também pode ser a
causa de doenca hepatica em casos sem diagndstico definido, além disso, pode provocar a piora da
evolucdo da doenca hepatica em pessoas ja infectadas com os virus causadores das hepatites B e C.
Atualmente, a pesquisa do virus da hepatite E néo é realizada de forma rotineira em nosso servigo,
portanto, esse estudo sera importante ndo sé para o diagnostico da infeccdo, mas também para
sabermos se ha necessidade de implantacéo desse teste para uso na rotina laboratorial do nosso
servico.

2 — Descrigdo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propésitos e identificacdo dos que
forem experimentais e ndo rotineiros: Para este estudo, além dos exames de rotina, serdo coletados 3
tubos de sangue (1 seco e 2 com EDTA) contendo cerca de 4 ml de sangue cada um. Essas amostras
de sangue serdo submetidas a exames imunolégicos para deteccdo de anticorpos que o organismo
produz quando ocorre a infeccéo pelo HEV e também a exames de biologia molecular para deteccdo do
material genético do virus circulante na corrente sanguinea. Esses exames nédo séo realizados de forma
rotineira na Instituicdo.

3 — Relagdo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados — coleta de sangue por puncdo
periférica da veia do antebrago.

4 — Descrigéo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3;

A coleta de sangue néo envolve risco importante para a sua saude, no entanto, pode ocasionar
desconforto em funcéo da picada da agulha, que é levemente dolorosa. Também pode ocorrer discreto
hematoma por extravasamento de sangue sob a pele; caso isto venha a ocorrer, esse problema
desaparece em poucos dias sem nenhum cuidado especial.

5 — Beneficios para o participante

O beneficio direto para cada participante individualmente ocorrera no caso de ser detectada a
presenca de infeccdo presente pelo HEV (presenca de material genético do virus no sangue). Nesse
caso o participante sera avaliado e encaminhado para o tratamento que for mais apropriado ao estado
clinico do paciente.

Rubrica do sujeito de pesguisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador.




58

3

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode
optar;

Para este estudo ndoc ha procedimentos alternativos mais vantajosos que os propostos
anteriormente.

7 — Garantia de acesso

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador & o Dr. JOAO RENATO REBELLC
PINHO, que pode ser encontrado no endere¢co Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar n® 500 predio 2, 2°
andar Telefone(s) (11) 3061-8218. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Qvidio Pires de Campos,
225 - 5% andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 — e-mail: cappesq@hcnet.usp.br.

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicéo;

09 - Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente;

10 - Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas: vocé tem direito de
ser mantido atualizado sobre os resultados parciais deste estudo, assim que os pesquisadores tiverem
conhecimento desses resultados.

11 — Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndc ha compensacéo financeira relacionada a sua
participacéo.

12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa.

Solicitamos também a sua autorizacBo para que o material coletado durante o estudo possa.
eventualmente, ser utilizado em estudos futuros relacionados ao estudo de virus causadores de
hepatites virais e as mesmas questdes que estamos tentando resolver com a presente pesquisa. Todo
material coletado sera armazenado no laboratério de Gastroenterologia e Hepatologia Tropical = FMUSP
sob nossa responsabilidade e caso sejam uteis para futuros projetos somente serdo utilizados apoés
aprovacao do novo projeto ao comité de ética e de forma andnima. Ressaltamos que o ndo
consentimento para o armazenamento desse material ndo implica em exclusdo do voluntario do estudo.

Autorizo o uso do material armazenado para o desenvolvimento de projetos futuros desde que seja feito
de maneira anénima.

( )sIM
( )NAO

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisader.
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4
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo "PESQUISA DE MARCADORES SOROLOGICOS E MOLECULARES DA
INFECCAO PELO VIRUS DA HEPATITE E (HEV) EM DIFERENTES GRUPOS POPULACIONAIS EM
SAO PAULO." Eu discuti com o Dr. Mario Guimaraes Pessoa sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sfo os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacéo é isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e estou ciente que poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no

meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

Rubnca do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador.



