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“When the liver is full of fluid and this
overflows into the peritoneal cavity, so
that the belly becomes full of water, death
follows”.

Hipocrates, ca. 400 ac.

“Muitas descobertas notaveis foram feitas
por homens que, seguindo 0s passos da
natureza com o0s proprios olhos,
acompanharam-na por caminhos
tortuosos, mas quase sempre Seguros,
até alcanca-la na sua cidadela da
verdade”.

William Harvey (1578 — 1657).
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RESUMO

O presente estudo objetivou comparar o desempenho de quatro kits
para deteccdo do anti-HCV, por enzimaimunoensaio, frente & deteccdo do
HCV-RNA por meio de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), em 19
funcionarios (FC) e 66 pacientes, sendo 54 submetidos a hemodialise (HD) e
12 a dialise peritoneal (DP), em uma unidade de dialise em Belém, Para. A
pesquisa do anti-HCV foi realizada com kits de 32 geragdo do Ortho, Ubi,
BioChem e Abbott. A amplificacdo e quantificacdo de HCV-RNA foram
realizadas utilizando-se kits do Roche. A concordancia de resultados entre os
guatro kits imunoenzimaticos foi de 89,5% entre os funcionarios e 81,8% entre
0s pacientes. A prevaléncia do anti-HCV variou de 34,1 a 37,5% entre a
populacdo estudada, e de 42,4 a 47% entre os pacientes. O HCV-RNA foi
detectado em 25 (37,9%) dos pacientes, dos quais 24 eram submetidos a
hemodidlise. Nao foi detectada infec¢do pelo HCV entre os funcionarios. Nao
houve diferenca estatistica a analise dos indices de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos, entre os quatro kits em relacdo ao PCR,
contudo, deixou-se de identificar, na dependéncia do kit utilizado, de 12,5 a
20% de individuos infectados pelo HCV. Nao se observou correlagdo entre
infeccdo pelo HCV e aumento nas aminotransferases. Foi possivel mostrar
correlacdo estatistica entre a infeccdo pelo HCV e o tratamento por
hemodidlise, tempo de tratamento superior a seis meses e idade dos
pacientes superior a cinqiienta anos. Além disso, houve alta prevaléncia de

portadores do HBV (13%) entre os hemodialisados.
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ABSTRACT

The main objective of this study was to make a comparative
evaluation of four 3" generation enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
kits (Ortho, Ubi, BioChem and Abbott), for the detection of HCV antibody and
Roche polymerase chain reaction (PCR) kit. Serum samples were obtained
from 19 members of the staff (grupo A) and 66 patients (grupo B), who were
undergoing either hemodialysis (n=54) or peritoneal dialisys (n=12) in a dialysis
unit in Belém, Para. Altogether, the four ELISA kits agreed in 89,5% and 81,8%
when results of groups A and B were compared, respectively. Overall rates of
HCV antibody ranged from 34,1% to 37,5%. These rates among the patients
ranged from 42,4% to 47%. While HCV-RNA was detected by PCR in 25
(37,9%) of the patients (of whom 24 in the hemodialysis subgroup), no PCR-
positive results could be yielded among the staff members. When compared
with the PCR, the four ELISA kits showed sensitivity, specificity and predictive
values with differences that were not statistically significant. Of interest, serum
samples from 12,5% to 20% of HCV-infected patients — as diagnosed by PCR
— yielded negative results when tested by the four ELISA kits. An additional
finding was that increase in the aminotransferasis levels does not seem occur
as a result of HCV infection, it is notable that the risk of HCV infection
increases following hemodialysis procedure during six months or more, among
those patients who are older than fifty years. In addition, among patients

subjected to hemodialysis, a high rate (13%) of HBV carriers was found.
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1 INTRODUCAO

1.1 PERSPECTIVA HISTORICA DAS HEPATITES EM CENTROS DE
DIALISE

A associacdo de doenca hepética e disfuncdo renal é descrita desde
os primérdios da medicina, e com o passar do tempo, 0 conhecimento desta
interrelacéo foi-se ampliando e, apesar de ainda nao totalmente esclarecida, tem

se desenvolvido progressivamente, até a complexidade conhecida atualmente.

Epstein (1994), divide os distarbios contendo alteragbes renais e
hepéticas em trés categorias principais: (i) aqueles envolvendo diretamente o
figado e os rins, como nas intoxicacfes por tetracloreto de Carbono (CCla4); (ii) as
desordens priméarias do figado com disfuncdo renal secundéaria, como pode
ocorrer na cirrose hepatica, nas hepatites fulminantes e na sindrome hepato-renal
e: (iii) as alteracdes primarias dos rins que atingem secundariamente o figado, as
quais passaram a ter maior destaque com o desenvolvimento e utilizacdo do rim

artificial, a partir do inicio da década de 1940.

A realizagcdo do primeiro tratamento de um paciente com uremia
utilizando-se do rim artificial, em 17 de marco de 1943 (Kolf, 1965), e
posteriormente, sua ampla utilizagdo no tratamento prolongado dos doentes

renais cronicos, iniciada em 1960, possibilitou um grande incremento a sobrevida



e qualidade de vida dos portadores de doencas renais. Entretanto, complicacfes
hemodinamicas e metabdlicas, como as ocorridas nos trés primeiros pacientes
portadores de insuficiéncia renal crénica, submetidos ao tratamento dialitico
prolongado no hospital da Universidade de Washington (Scribner et al., apud

Blagg & Scribner, 1976), tenham sido detectadas com frequiéncia.

A partir da década de 1970, determinadas patologias ocasionadas por
agentes infecciosos passaram a ser descritas com maior frequiéncia em pacientes
portadores de doenca renal. Em 1971, Combes et al. descreveram 0 primeiro
caso de doenca renal associada a hepatite B e no ano seguinte, Eknoyan et al.
(1972) demonstraram alteracbes renais morfolégicas e imunologicas em
pacientes portadores de doenca hepética aguda. Corey et al. (1975) relataram
surto de hepatite em uma unidade de didlise de Nova York, com onze casos em
quarenta hemodialisados (27,5%) no periodo de cinco semanas, dos quais dez

apresentavam evidéncias de exposi¢cao recente ao virus Epstein-Barr.

1.2 HEPATITE B

Com o desenvolvimento de métodos laboratoriais para a deteccéao de
antigenos e anticorpos para o virus da hepatite B (HBV), estudos soro-
epidemiologicos passaram a ser realizados entre os pacientes e funcionarios das
unidades de dialise. Pattison et al. (1973), ao estudarem quatro unidades de

didlise nos Estados Unidos, identificaram que 36% dos funcionarios e 34% dos



pacientes eram portadores de algum marcador para o HBV e ainda que, 6% dos

dialisados apresentavam o antigeno de superficie do HBV (HBsAQ).

A prevaléncia de mercadores para o HBV atingiu indices alarmantes
na primeira metade da década de 1970, tanto em pacientes submetidos a
tratamento dialitico quanto em funcionarios das respectivas clinicas. Nos Estados
Unidos, entre 1972 e 1974 houve aumento em cerca de 100% na incidéncia de
portadores do HBsAg nas unidades de dialise, com média de 6,2% e 5,2% em
pacientes e funcionarios, respectivamente. A prevaléncia do HBsSAg em
hemodilaisados de algumas clinicas norte-americanas alcancava taxas de até
17% (Favero et al., 1991). Mayor et al. (1979) ao realizarem inquérito soro
epidemioldgico em 27 (93%) das 29 das unidades de dialise do Estado de

Michigan, encontraram 11,4% dos hemodialisados portando o HBsAg.

Szmuness et al. (1974) estudaram 583 pacientes e 451 profissionais
da area médica de 15 centros de hemodiélises de seis estados norte-americanos,
entre 1972 a 1973, e detectaram HBsAQ no soro de 16,8% dos pacientes e 2,4%
da equipe médica, além de anticorpos especificos contra o HBV em 34% e 31,3%,
respectivamente. Também foram estudados 166 contatos familiares de 66
pacientes de dois centros e, dentre estes, 60,8% dos contatos de pacientes
portadores do HBsAg também apresentavam marcadores séricos para o HBV,
enquanto apenas 11,8% dos contatos de pacientes HBsAg-negativos

apresentavam algum indicio de contato prévio com o HBV.



Em 1977, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de
Atlanta, EUA recomendou a adoc¢éao, por hospitais e demais unidades de saude,
da chamadas Medidas de Prevencdo Universal, que funcionavam como
impedimentos para a transmissdo do HBV e de outros agentes de transmissao
parenteral, e incluiam o uso de luvas, seringas e agulhas descartaveis a cada
procedimento. Nas unidades de dialise, além da adocdo destas medidas, foram
recomendadas adicionalmente a pesquisa do HBsAg em pacientes e funcionarios
das unidades, e a utilizacdo de salas e equipamentos especificos para a
realizacdo dos procedimentos dialiticos exclusivamente em pacientes portadores

do HBsAg (Favero et al., 1991).

Em 1983, aproximadamente 86% dos centros de dialise americanos ja
separavam o0s pacientes HBsAg-positivos dos HBsAg-negativos e cerca de 84%
destas unidades pesquisavam, mensalmente, o HBsAg no soro dos dialisados,
engquanto somente 0,6% nao realizavam qualquer avaliacao periédica do HBsAg

(Alter M. J. et al., 1986).

A analise das taxas de incidéncia de infeccao pelo virus da hepatite B
nos anos que se seguiram a adocéo destas medidas de controle mostraram um
decréscimo consideravel, chegando em 1988 a indices de 0,2% em pacientes e
0,1% em funcionarios da equipe de saude das unidades de dialises (Alter M. J. et

al., apud Favero et al. 1991).



Concomitante a implementacao de testes soroldgicos de triagem para
hepatite B pelos bancos de sangue, observou-se a diminuicdo dos indices de
infeccdo pelo HCV em transfundidos e hemodialisados, entretanto, os casos de
hepatites pos-transfusionais ndo foram totalmente eliminados. Feinstone, et al.
(1975) estudando 22 casos de hepatites pos-transfusionais, sugeriu que tal
enfermidade deveria ser ocasionada, pelo menos em parte, por outros agentes
infecciosos diferentes dos virus das hepatites A ou B, citomegalovirus ou virus

Epstein-Barr.

1.3 HEPATITE NAO-A NAO-B

Nos anos seguintes ficou claro que um ou mais de um agente ainda
desconhecido, deveria ser responsavel por esta nosologia, denominada a partir
de entdo, hepatite ndo-A ndo-B de transmissdo parenteral (PT-NANBH), em
virtude de seu modo de transmissdo, e por ndo apresentar reatividade para os
testes de pesquisa de antigenos ou anticorpos tanto para o HBV, quanto para o

virus da hepatite A (HAV).

Alter, H.J et al. (1975), em um estudo prospectivo com 108 pacientes
submetidos a mdltiplas transfusbes em decorréncia de cirurgia cardiaca,
detectaram 12 casos de hepatites pos-transfusionais, dos quais, 89% nao
apresentaram agente etioldgico definido e, por isso, representariam casos de PT-

NANBH. Este mesmo autor, em 1978, obteve sucesso na tentativa de



transmissao experimental da hepatite ndo-A ndo-B para chimpanzés, utilizando-se
de plasma ou soro de casos humanos de doenc¢a aguda e crbnica, assim como de
um doador de sangue anteriormente implicado em dois casos de hepatite ndo-A
nao-B parenteral, o que sugeria a existéncia do estado de portador crénico

deste(s) agente(s) (Alter, H.J. et al., 1978).

Galbraith et al. (1979), estudando amostras de soro coletadas durante
um surto de hepatite HBsAg-negativo ocorrido na unidade renal do Hospital
Fulham de Londres, no periodo de 1968 a 1970, concluiu que a etiologia de tal
processo dever-se-ia a hepatite ndo-A ndo-B, inclusive apontando-a como causa
de doenca hepatica crbnica, desenvolvida posteriormente por 8 (28%) dos
pacientes estudados, sendo esta a primeira vez que tal etiologia era atribuida a
um provavel agente infeccioso causador de hepatites em unidades de

hemodialise de Gra-Bretanha.

A partir de 1982, a hepatite ndo-A ndo-B passou a ser doenca de
notificacdo nos Estados Unidos, embora o fato de permanecer como um
diagnéstico de exclusdo, em virtude da falta de testes soroldgicos especificos
para o seu diagnostico, tenha contribuido para sua sub-notificacdo pelo sistema

de saude norte-americano.

Segundo Hadler & Margolis (1989), as hepatites n&o-A né&o-B

corresponderiam entre 12 a 50% dos casos de hepatite aguda em adultos, tanto



em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, enquanto que em
criancas, este indice decresceria para 3 a 18% em todas as areas estudadas, e
que, dos casos agudos de hepatite ndo-A ndo-B reportados nos Estados Unidos,
cerca de 40 a 50% seriam PT-NANBH. Destes, 15 a 20% apresentavam
antecedentes de transfusdo de sangue ou derivados, 0 mesmo percentual referia
uso de drogas injetaveis, 3 a 5% eram profissionais da area meédica ou

odontoldgica, e menos de 1% estava associado a tratamento dialitico.

Informacdes divulgadas pelo CDC, baseadas no Estudo dos
Municipios Sentinelas para Hepatites Agudas, no periodo de 1982 a 1985,
demonstravam que 17% dos pacientes com hepatite ndo-A ndo-B apresentavam
historia de transfusdo de sangue e 20% relatavam uso de drogas por via
parenteral, contudo, no periodo de 1986 a 1988, observou-se que a historia
anterior de transfusdo sanguinea foi relatada por apenas 6% de pacientes com
hepatites ndo-A ndo-B, enquanto que o percentual de doentes usuarios de drogas
injetaveis alcancou indices de 42%. Neste mesmo estudo, em todos os anos, 0
namero de pacientes da area médica ou odontologia e individuos submetidos a

hemodidlises ndo atingiam a 5% dos casos notificados (Alter, M.J., 1991).

A mudanca do perfil da populacdo de doadores de sangue, iniciada na
metade da década de 1980, em virtude da excluséo de individuos portadores de
anticorpos contra o virus de imunodeficiéncia humana (HIV), individuos

sororreativos para o anti-HBc ou com niveis elevados de Alaninoaminotransferase



(ALT), e a préatica de doacbes voluntarias e ndo remuneradas, foram fatores
importantes para o decréscimo nos casos de hepatite ndo-A nédo-B pos-

transfusionais.

1.4 HEPATITE C

Ao mesmo tempo, cientistas de todo o mundo empenhavam-se na
busca do agente (ou agentes) responsaveis pelas hepatites ndo-A nao-B.
Merecem destaque os estudos em modelos de primatas ndo-humanos inoculados
com plasma humano de portadores de hepatite ndo-A ndo-B pos-transfusionais,
realizados por Bradley, iniciados em 1978 e desenvolvidos por quase uma
década. Tais estudos serviram para caracterizar que a doencga apresentava um
periodo de incubacdo médio de 50 a 60 dias, que este agente poderia
desenvolver doenca hepatica crbnica, correlacionada com elevacdes persistentes
ou niveis flutuantes de aminotransferases e que as alteracdes histoldgicas e ultra-
estruturais dos hepatdécitos exacerbavam-se com o decorrer da infec¢do crbnica

(Bradley), 1991).

De acordo com Bradley (1991), o principal agente etioldégico das
hepatites ndo-A ndo-B de transmissdo parenteral, deveria ser um virus com
diametro ndo superior a 80um, portador de um envelope lipidico, sensivel ao
cloroférmio, responsavel por alteragcdes ultra-estruturais especificas nos

hepatocitos dos chimpanzés infectados, o que levou a suposicao da existéncia de



um agente formador de tubulos (TFA), provavelmente pertencente a familia
Flaviviridae ou Togaviridae, ou a uma nova familia ndo caracterizada até aquela

época.

Apesar de todos os esforcos empreendidos, ndo foi possivel, por
técnicas convencionais de enzimaimunoensaio ou radioimunoensaio, 0
desenvolvimento de testes soroldgicos para deteccdo de antigenos ou anticorpos
contra este agente, uma vez que ndo se conseguia efetuar o isolamento de

qualquer agente viral especifico e sua caracterizacdo gendmica e antigénica.

A partir de 1982, técnicas de biologia molecular comecaram a ser
utilizadas, na tentativa de clonar o genoma do agente formador de tubulos (TFA),
porém somente apos a utilizacdo de grande quantidade de plasma purificado com
alta infectividade para PT-NANBH, é que foi possivel a caracterizacdo dos
primeiros clones especificos para este agente (o primeiro denominado 5-1-1), por

Choo et al. (1989), o qual foi por ele intitulado de Virus da Hepatite C (HCV).

Simultaneamente, Kuo et al. (1989) reportou o desenvolvimento e uso
de um imunoensaio para deteccdo de anticorpos contra o HCV, baseado em um
polipeptideo (c100-3) sintetizado a partir de clones do HCV, utilizado na captura
de anticorpos circulantes especificos contra este agente e que apresentou alta
sensibilidade e especificidade na deteccdo de casos cronicos de hepatite ndo-A

nao-B de transmissao parenteral.



1.4.1 Aspectos da Biologia e clinica do HCV

Apo6s o sequenciamento de genoma do HCV, pbde-se demonstrar que
ele seria constituido de uma molécula de RNA de fita simples, ndo segmentada,
com polaridade positiva, contendo cerca de 9.500 nucleotidios, contido em um
capsideo protéico, envolto por um envelope lipidico, medindo de 55 a 65 nm de
diametro. Analises da sequéncia de nucleotidios e aminoacidos codificados pelo
acido nucléico deste virus sugeriam que 0 mesmo estaria distantemente
relacionado tanto aos pestivirus animais (como o virus da diarréia viral bovina e
virus da colera suina), quanto aos flavivirus humanos, como os virus da Dengue e
da Febre Amarela (Houghton et al., 1994). Correlagbes posteriores sugeriam
classificd-lo como pertencente a um terceiro género da familia Flaviviridae, e
tentativamente denomina-lo de género Hepacavirus (Pawlotsky et al., 1995).
Particulas virais intracelulares seriam detectadas por técnicas de microscopia

eletrdnica, somente apds a metade da década de 1990 (Shimizu et al., 1996).

O genoma do HCV é constituido por trés regides distintas (Figura 1).
A regiao terminal néo codificadora 5, com cerca de 329 a 341 nucleotideos, é
altamente conservada e tem papel importante na replicacdo genémica e sintese
protéica. Devido ser a regido mais conservada de todo o genoma e por
apresentar-se mais resistente a acdo de ribonucleases, constitui-se como a

melhor regido do genoma viral para o desenvolvimento de primers a serem



utilizados na técnica de reacdo em cadeia pela polimerase (polymerase chain

reaction — PCR) (Houghton et al., 1991; Pawlotsky et al., 1995).
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Figura 1: Organizacdo de genoma do virus da hepatite C e origem dos antigenos

usados nos testes soroldgicos (reproducéo de Bensabath et al., 1997).

Na sequiéncia, em direcao a extremidade 3’ apresenta-se uma Unica

regido de leitura (open reading frame — ORF), constituida de aproximadamente

9379 a 9481 nucleotideos, responsaveis pela sintese de uma grande poliproteina,

com cerca de 3000 aminoacidos, que posteriormente sera clivada, através de

uma proteases codificada pelo proprio virus e pelo hospedeiro, em trés proteinas

estruturais, uma do core (C) e duas do envelope lipidico (E1 ou gp33 e E2 ou



gp70); e quatro proteinas ndo estruturais, denominadas de NS2, NS3, NS4 e
NS5, com importante papel no ciclo replicativo viral. As proteinas NS2 e NS4, por
serem hidrofobicas estdo ligadas a membrana da célula hospedeira; a NS3 tem
como funcdes conhecidas a de helicase, no desdobramento do genoma viral
quando da replicacéo, e de protease, participando da clivagem de proteinas nao-
estruturais a partir da proteina percussora. A proteina NS5, deve ser
multifuncional, porém até o momento, reconhece-se somente sua funcdo de RNA-
polimerase RNA-dependente. O genoma completa-se com uma terceira regiao,
também nao codificadora, a regido terminal 3’, com cerca de 50 nucleotideos,
local onde ocorre a ligagdo da sequéncia complementar a enzima replicase

(Houghton et al., 1991;Pawlotsky et al., 1995).

A analise do genoma do HCV em espécimes coletadas (ou estocados)
em diversas regibes do mundo, logo demonstrou que este virus apresentava
grande variabilidade genotipica. Tal diferenciacédo levou a denominacédo de HCV-
tipo Il, para as variantes do HCV mais encontradas no Japao, e HCV-tipo | para
amostras com genétipos semelhantes aos encontrados em maior frequéncia nos
Estados Unidos. Todavia, novas variantes passaram a ser descritas em todo o
mundo, e por isso, novas classificacdes para os genotipos e subtipos do HCV
foram propostas. Dentre as mais utilizadas, incluem-se as classificacbes de
Enomoto et al. (1990); Kohara et al. (1991); Cha et al. (1992); Chan et al. (1992);

Mori et al. (1992) e Okamoto et el. (1992).



Simmonds et al. (1993) propuseram uma classificagdo de consenso
para as variantes do HCV, baseada principalmente em percentual de homologia
dos nucleotideos da regido NS-5 do genoma do virus, caracterizada por

apresentar alta variabilidade (Tabela 1).

Tabela 1: Correlacao entre as diversas classificacdes para os subtipos do HCV e

a classificacao proposta por Simmonds et al. (1993):

Simmonds et al (1993) 1la 1b lc 22 2b 2c 3a 3b 4a b5a 6a

Enomoto et al. (1990) K-PT K-1 - K2a K2b - - - - - -
Kohara et al. (1991) - I - [l Il - - - - - -
Cha et al. (1992) I Il - [l 1 m v v - Vv -
Chan et al. (1992) la 1b - 22 2b - 3 - 4 - -
Mori et al. (1992) I Il - [ A\ - vV - - - -
Okamoto et al. (1992) I Il - 1] \Y, - Vv - - - -

A distribuicdo geografica dos diversos subtipos é variada. Nos
Estados Unidos e Europa Ocidental sédo frequentes os subtipos la, 1b, 2b e 3a;
na Asia € mais comum o subtipo 3, entretanto, no Japdo e Taiwan os subtipos
1b, 2a e 2b sdo os mais detectados. O tipo 4 é peculiarmente detectado no
Oriente Médio (Martin, 1995). No Brasil, estudos em doadores de sangue

detectaram maior prevaléncia dos subtipos 1a, 1b e 3a (Pinho et al., 1995).



Caracteristicamente tém sido descrito que a infec¢cdo pelo subtipo 1b
do HCV apresenta pior progndstico, visto que mais frequentemente evolui para
formas mais severas de doenca, provavelmente por efeito citopatico direto proprio
a este subtipo (Focaccia & Souza, 1997), bem como apresenta pior resposta a
terapia com interferon, que os demais subtipos deste virus (van der Poel et al.,

1994; De Mitri et al., 1995; Martin, 1995).

A hepatite pelo HCV é uma doenca frequentemente oligossintomatica,
ou mesmo assintomatica, onde aproximadamente 80% dos casos Sao anicteéricos,
e com valores de ALT habitualmente ndo superiores a 800 Ul/L. Sdo comuns a
esta infeccdo, flutuacbes nos niveis das aminotransferases séricas,
principalmente nas formas crénicas, que constituem a evolucédo de cerca de 80%
dos casos agudos (Focaccia, 1997). Nas formas crbnicas, aproximadamente, 60%
apresentam alteracdes histologicas compativeis com hepatite cronica ativa, das
quais, cerca de 20% evoluem para cirrose hepdatica, ap6s um periodo médio de
vinte anos (Saez et al., 1995). Desenvolvimento de carcinoma hepatocelular como
consequUéncia tardia da infeccdo cronica pelo HCV também ter sido relatada
(Weiland & Schvarcz, 1992), inclusive sem desenvolvimento prévio de cirrose

hepatica (De Mitri et al., 1995).

Manifestacbes extra-hepaticas, principalmente dermatoldgicas e de
carater imunoldgico, tém sido frequentemente associadas as infec¢des pelo HCV,

dentre as quais destacam-se: crioglobulinemia mista, poliarterite nodosa, liquen



plano, lesbes de glandulas salivares, porfiia cutdnea tarda, purpura

trombocitopénica, entre outras (Pawlotsky et al., 1995; Bensabath et al., 1997).

1.4.2 Diagndéstico laboratorial do HCV

Os primeiros kits para deteccdo de anticorpos contra o virus da
hepatite C, por enzimaimunoensaio, (posteriormente chamados de testes de 12
geracao), apresentaram-se disponiveis ja no ano de 1989. Estavam baseados na
pesquisa de anticorpos contra o antigeno c100-3, descrito por Kuo et al. (1989),
gue corresponderia a um polipeptideo recombinante originado a partir da fusao do
clone viral 5-1-1, codificado a partir da regido nao-estrutural NS4 do virus HCV,

com a enzima superoxido-dismutase (SOD) humana.

Com o objetivo de aumentar a especificidade destes testes, em
virtude do alto percentual de falso-positivos, em valores de até 50 a 70%, quando
da analise de doadores de sangue com baixo risco de infeccédo, e em portadores
de hiperglobulinemia (Alter H.J., 1991), passaram a ser incluidos, nos chamados
testes de 22 geracdo para deteccdo do anti-HCV, proteinas recombinantes
derivadas tanto da regido estrutural, o core viral, (c22-3) quanto da regidao nao-
estrutural NS-3 (c33c), que ao ser clonada acoplada ao epitopo ¢100-3 da regido
NS-4, constituiriam um clone maior, a proteina c200 (Figura 1). A significativa
melhora nos indices de sensibilidade e especificidade para pesquisa do anti-HCV

com a adocao de testes de 22 geracdo proporcionou, inclusive, a diminuicdo no



tempo médio para deteccdo de anticorpos contra o HCV nas infeccbes agudas,
para cerca de 8 semanas, em comparacao a periodos médios de 20 semanas,

observados com o uso de testes de 12 geracdo (Silva L.C. & Granato, 1995).

Posteriormente, testes ditos de 32 geracdo passaram a incluir
antigenos oriundos da regido nao-estrutural NS-5 do HCV, além da utilizacao de
componentes antigénicos constituidos de peptideos sintéticos, o que levou ao
aumento da especificidade destes ensaios quando comparados com 0s anteriores
(Dow et al., 1994; Medina & Schiff, 1995). Alguns autores, contudo, referem que o
melhor desempenho destes testes deve-se, principalmente, ao aumento na
reatividade aos antigenos da regido NS-3, e ndo a inclusdo de antigenos da
regido NS-5 (Couroucé et al., 1994; Goffin et al., 1994; Vernelen et al., 1994).
Mesmo os testes de nova geracédo, todavia, apresentam falhas na deteccdo de
anticorpos contra o HCV em individuos imunocomprometidos, como 0s pacientes
submetidos a transplante renal ou de medula éssea em uso de terapia

imunossupressora (Lok et al., 1993).

A pesquisa do anti-HCV IgM tem demonstrado pouca utilidade prética
para caracterizacdo dos casos de doenca aguda. A analise de amostras seriadas,
coletadas em média a cada 17 dias, por um periodo minimo de seis meses, em
oito pacientes submetidos a cirurgia cardiaca, que apresentavam-se negativas
para o anti-HCV anteriormente a transfusdo sanguinea, e que apd6s um periodo

médio de 75 dias desenvolveram conversdo sorolégica para o anti-HCV foi



evidenciado que em quatro pacientes nao foi possivel detectar-se o anti-HCV IgM,
mesmo apdés um periodo de 200 dias. Em um paciente foi detectada esta fracéo
protéica simultaneamente a fracdo IgG. Nos demais, a deteccdo ocorreu apos um
periodo de, respectivamente, 29, 33 e 74 dias apoés o inicio da deteccéo da fracéo

IgG (Zaaijer et al., 1993).

Alguns autores tém sugerido que a presenca de anti-HCV IgM pode
indicar atividade de doenca hepatica cronica. Silva A.E. et al. (1995) detectaram
positividade para o anti-HCV IgM em 23 (58%) de 40 amostras de portadores de
doenca hepética crbnica ou cirrose hepatica pelo HCV, bem como demonstram
correlacdo positiva entre o aumento dos titulos da fragcdo IgM do anti-HCV e
exacerbacdo da agressdo histologica hepatica. Fabrizi et al. (1996)
correlacionaram a atividade do anti-HCV IgM com presenca de viremia do HCV,
ao estudarem 78 pacientes anti-HCV positivos e portadores de doenca renal em

estagio final.

Concomitante ao desenvolvimento de enzimaimunoensaios para
deteccdo de anticorpos contra o HCV, testes desenvolvidos pela técnica de
imunoblot também passaram a ser utilizados, dentre os quais, 0 primeiro a ser
desenvolvido foi denominado de RIBA™ (Recombinant Immunoblot Assay), e com
o tempo tal denominacéo passou a ser quase sinbnimo do método. Estes testes,
inicialmente ditos confirmatérios, e posteriormente melhor designados de testes

complementares ou suplementares, caracterizam-se pela distribuicdo



isoladamente de cada antigeno do HCV acoplado a superoxidodesmutase (SOD)
em fitas de nitrocelulose, e com isso fornece informacdes sobre a presenca de
anticorpos para cada antigeno especificamente, além de melhor caracterizar a
possivel presenca de anticorpos contra a SOD humana, utilizada tanto nos testes
de enzimaimunoensaio, quanto nos teste de imunoblot. Os ensaios por imunoblot
também sédo classificados como de 123 22 ou 32 geracbes, baseados na
guantidade e tipos de antigenos utilizados no teste, a semelhanca dos critérios

adotados para os testes de enzimaimunoensaio.

Os testes por imunoblot sdo considerados positivos quando é
observada a reacdo contra duas bandas de antigenos protéicos, e ndao ocorre
reacao contra banda correspondente a SOD humana. S&o caracterizados como
nao-reativos o0s testes em que ndo ha reacdo contra algum dos antigenos
constituintes do ensaio, ou quando h& reacdo somente contra a banda
correspondente do SOD humana. Situacfes em que haja reacbes contra a SOD
concomitante a reacao contra os antigenos especificos, ou quando ha reacao
contra apenas um antigeno isoladamente, caracterizam o teste como
inconclusivo, todavia ha, atualmente, tendéncia a considerar imunoblot-positivos
0s testes em que o antigeno Unico que apresenta-se reativo for o ¢c33c, devido a
grande maioria destes casos apresentaram-se positivos, quando da pesquisa do

HCV-RNA (Medina & Schiff, 1995).



Li et al. (1993), analisando 2.176 soros de individuos com suspeita de
doencas hepaticas, observaram que 1.077 (49,5%) demonstravam reatividade
para o RIBA Il e 85 (3,9%) foram caracterizados como inconclusivos. Dentre 0s
positivos, o padrdo mais comum, encontrado em 63,6%, foi a presenca de
reatividade para os quatro antigenos, no entanto, reatividade para c22-3 e/ou para
c33c somente ndo foi detectada em uma amostra. Dentre as amostras
inconclusivas 87,7% apresentavam reatividade para c22-3 ou c33c. Nas amostras
inconclusivas reativas para o antigeno c¢33c, o HCV-RNA foi detectado pela

técnica de PCR em 88%.

Outros testes suplementares para pesquisa especifica de anticorpos
para o HCV incluem imunoensaios por dot blot semi-automaticos e imunoensaios
por peptideos sintéticos (Medina & Schiff, 1995), entretanto, os métodos de
deteccdo de anticorpos, por enzimaimunoensaio ou por imunoblot, embora Uteis
na deteccédo de infeccéo prévia pelo HCV, ndo sédo capazes de estabelecer niveis
séricos de viremia, 0 que atualmente somente pode ser caracterizado pela
deteccdo do RNA do HCV pela técnica de PCR. Sucintamente, esta técnica
consistiria na transcricdo de uma sequéncia de RNA do virus da hepatite C,
extraida do material de estudo, em uma molécula de DNA complementar pela
acado da enzima Transcriptase Reversa (DNA polimerase dependente de RNA),
seguida da quebra e amplificacdo seqliencial e sucessiva desta molécula atravées
do uso de primers que habitualmente ligam-se a regido ndo-codificadora 5’ e

enzimas especificas, que atuam através de ciclos consecutivos de aguecimento e



resfriamento. A multiplicacdo da molécula alcanca niveis detectaveis, para serem
posteriormente revelados por técnicas de eletroforese em gel ou

imunocolorimétricas.

Incluem-se como finalidades da deteccéo do acido nucléico viral pela
técnica de PCR: ‘o diagnostico da carga viral em doadores de sangue e
derivados; a correlagdo com testes imunoenziméticos de triagem sorologica para
deteccdo de anticorpos contra o HCV; o diagnostico de infeccdo aguda e do
estado de portador; a quantificagdo da viremia e monitorizagcdo da terapéutica,
além do estudo das seqiiéncias de nucleotideos e identificacdo dos gendtipos do
HCV” (Pinho et al., 1995). Além disso, a quantificacdo do numero de copias
amplificadas do segmento do acido nucléico do HCV pela técnica do PCR, tém-se
mostrado util, principalmente, no monitoramento da acédo da terapéutica antiviral,
assim como, foi demonstrada relacdo entre os niveis de viremia com grau de
alteracdo histopatoldgicas e, também, com a forma de transmisséo deste agente,

em portadores de doenca hepética crbénica pelo HCV (Lau et al., 1993).

1.4.3 Aspectos epidemiologicos do HCV

De acordo com Saez et al. (1995), sdo trés as principais rotas de
transmissdo do HCV. A primeira e mais importante, responsavel por

aproximadamente 50% dos casos, € a transmissdo parenteral, freqiente em

individuos com histéria prévia de transfusdo de sangue ou derivados,



principalmente entre os politransfundidos, como os hemofilicos e renais cronicos,
e em usuarios de drogas por via endovenosa. A via de transmissao nao-
parenteral, configura-se como a menos importante, responsavel por ndo mais do
que 10% das infec¢bes pelo HCV, sendo representada pelas vias de transmissao
sexual, horizontal e vertical. Finalmente, cerca de 40% dos casos sdo ditos de
transmissdo esporadica, idiopatica ou desconhecida, que caracterizam as
infeccbes adquiridas na comunidade, que constituem um grupo nao definido e,

provavelmente, ndo homogéneo quanto a forma de transmissao.

Com o advento dos diversos métodos para diagnéstico da infeccao
pelo HCV, numerosos estudos de soroprevaléncia para este agente passaram a
ser realizados em varias partes do mundo, principalmente em doadores de
sangue, devido o HCV ser considerado o principal agente viral causador de
hepatites ndo-A ndo-B, de transmissao parenteral. Kuhnl et al. (1989) em um
estudo multicéntrico envolvendo quatro bancos de sangue da Alemanha,
analisaram 3.123 doadores, dos quais, 13 (0,42%) apresentaram-se positivos
para o anti-HCV de 12 geracdo. Sirchia et al. (1989) ao analisarem 11.117
doadores de sangue de varias regioes da Italia, pelo mesmo método, detectaram
0.87% de positivos para o anti-HCV. Ao mesmo tempo. 25.137 doadores de
sangue de varias regides da Franca foram testados para o anti-HCV. (12 geracao),

com positividade em 170 (0,68%) (Janot et al., 1989).



Brind et al. (1990) estudando 1.120 doadores voluntérios de sangue
do Noroeste da Inglaterra, detectaram positividade para o anti-HCV de 12 geracdo
em 0,18%. Esteban et al. (1991) ao examinarem amostras de 30.231 doadores de
sangue de Barcelona (Espanha) detectam 368 (1,2%) reativos para o anti-HCV
(12 geracédo). Ao analisarem 20.186 doadores de sangue no Canad4, Giulivi et al.
(1992) encontraram 59 (0,3%) deles com anticorpos contra o antigeno ¢100-3 do
HCV. Em Sacramento (Califérnia — EUA) de 8.921 analisados, foram detectados
0,45% doadores de sangue anti-HCV positivos (Zhang et al. 1993). No Brasil,
utilizando testes de 22 geracéo, Soares et al. (1993), detectaram prevaléncia de
2,7% para o anti-HCV entre 222 doadores de sangue da regido Norte, enquanto
que Vasconcelos et al. (1994) encontraram prevaléncia de 1,14%, ao

pesquisarem o anti-HCV em 5.000 doadores, na regido Sul do pais.

Estudos semelhantes também passaram a ser realizados em diversos
grupos de individuos, caracterizados por apresentarem um maior risco no

desenvolvimento de hepatites ndo-A nao-B.

Alter H.J. et al. (1989) conduziram estudos prospectivos para as
hepatites pos-transfusionais ndo-A ndo-B desde 1973, em adultos submetidos a
cirurgia cardiaca, no Instituto Nacional de Saude (NIH) dos Estados Unidos. Em
15 pacientes portadores de doenca hepatica poés-transfusional, apresentando
doenca cronica bem caracterizada, foram documentadas soroconversdes para o

anti-HCV em 100%. Em 5 casos de doenca hepatica aguda com aparente



resolucdo espontanea, a soroconversao para o anti-HCV foi detectada em 60%. A
introducdo de modo universal de testes de triagem para o HCV em bancos de
sangue, ocasionou um sensivel decréscimo na transmissdo do HCV de forma
transfusional, e, a consequente diminuicdo na incidéncia de hepatites agudas por

este agente (Séez et al., 1995).

Em hemofilicos, Watson et al. (1992), utilizando testes de 12 geragéo,
detectaram portadores do anti-HCV em 68 (87,2%) de 78 pacientes com historia
de uso de derivados de sangue que nao tinham sido submetidos a tratamento
prévio pelo calor. Tal percentual subiu para 98,7% quando as mesmas amostras
foram analisadas por testes de 22 geracdo. Em 7 pacientes que receberam
apenas concentrados de fator VIII ou IX tratados pelo calor, ndo foram detectados
portadores do anti-HCV, em qualquer um dos testes realizados. Em andlise de
hemofilicos do Estado do Para (Brasil), foi encontrada maior prevaléncia de
infeccdo pelo HCV naqueles pacientes, cujo inicio de tratamento ocorreu antes de
1993, quando iniciou a triagem soroldgica para o HCV em doadores de sangue

neste Estado (Peres, 1996).

A transmisséo do HCV atraves de transplante de 6rgaos, provenientes
de cadaveres-doadores infectados pelo virus, também tem sido relatada. Apds a
realizacdo da pesquisa do anti-HCV em 716 soros estocados, foram detectados
13 (1,8%) cadaveres anti-HCV positivos, cujos orgaos foram utilizados para

transplante, procedentes do New England Organ Bank. A andlise de 29



receptores destes orgaos apds 42 a 49 meses, demonstrou prevaléncia de anti-
HCV nesta populacdo de 67% e 96%, respectivamente, enquanto que apos o
mesmo periodo, a prevaléncia deste anticorpo em um grupo de 37 receptores de
orgaos, cujos cadaveres-doadores eram anti-HCV  negativos, foi
significativamente menor, com valores de 20% e 18%, respectivamente (Pereira
et al. 1995a). Cendoroglo-Neto et al. (1992) também detectaram alta incidéncia de
infeccdo, tanto pelo HCV quanto pelo HBV, em transplantados renais de S&o

Paulo, no periodo de 1976 a 1990.

1.4.4 HCV e hemodialise

Em um estudo prospectivo multicéntrico randomizado, pacientes e
funcionéarios de 11 unidades de didlise de diferentes regifes dos Estados Unidos
foram acompanhados por um periodo médio de 18 meses. O anti-HCV foi
detectado em 52 (10%) dos hemodialisados e em 2 (1%) dos funcionarios da
unidades analisadas. A prevaléncia nas diversas unidades variou de 2 a 26%. A
incidéncia acumulada de infec¢do pelo HCV nos 18 meses do estudo foi de 4,6%
(Niu et al., 1993). Jadoul et al. (1993) em analise prospectiva da incidéncia do
HCV em hemodialisados de 15 unidades de dialise da Bélgica, em um periodo de
18 meses, detectaram uma taxa de soroconversdo média para o anti-HCV de

1,7% por ano.



No Brasil, alta prevaléncia do anti-HCV foi encontrada em cinco
diferentes unidades de diadlise do Rio de Janeiro, estudadas durante o ano de
1991, com indices de infeccdo variando entre 46,9% e 77,2%, e taxas de ataque
entre zero e 30,4% ao ano, nao tendo sido observada, contudo, relacdo entre taxa
de ataque e prevaléncia, dentre as diversas unidades participantes do estudo
(Vanderborght et al., 1995). Analise semelhante, realizada entre hemodialisados
de cinco unidades de Porto Alegre, determinou prevaléncia total de 29,8% (Karohl
et al., 1995). No Para, surto de hepatite C em hemodialisados foi inicialmente
descrito em 1992, com deteccdo do anti-HCV em 80,6% dos pacientes (Alves et
al.,1992). Estudos posteriores realizados nesta mesma unidade de didlise
ratificaram os altos indices de infeccdo pelo HCV nos pacientes avaliados, e
determinaram, entre os hemodialisados, forte correlacdo com o tempo de

tratamento dialitico (Cartagenes et al., 1993a; Cartagenes et al., 1993b).

Oguchi et al. (1992) ao analisarem a prevaléncia de infec¢cao pelo
HBV e HCV em 607 pacientes de 11 unidades de didlise do Japéo, detectaram
que, 10 (1,6%) apresentavam-se positivos para o HBsSAg e 228 (37,6%)
apresentavam, no minimo, um marcador positivo para o HBV. Em relacdo ao virus
da hepatite C, foram detectados 104 (17,1%) anti-HCV (12 geragao) positivos,
com taxas que variavam entre 0% e 53%, nas diversas unidades participantes do
estudo. Ao testarem 167 destes pacientes também por testes de 22 geracao,
foram detectados 74 (44%) anti-HCV positivos, incluindo 34 também positivos,

pelo anti-HCV de 12 geracdo. A maior positividade para o anti-HCV estava



relacionada tanto ao maior tempo de tratamento dialitico, quanto ao maior nimero

de transfusdes de sangue recebidas.

A associacdo entre uma maior prevaléncia do anti-HCV com um maior
tempo de tratamento dialitico e historia prévia de transfusdo de sangue também
foi observada em outros estudos (Dentico et al.,1992; Muller et al., 1992; Campos,
et al., 1992; Mosconi et al., 1992; Jadoul et al., 1993), contudo, diversos outros
autores passaram a sugerir que a transmissdo deste agente dar-se-ia nos
servicos de didlises, em virtude de terem observado somente associacao entre a
positividade para o anti-HCV com o tempo prolongado de tratamento dialitico,
mas nao com o uso de sangue ou derivados (Hardy et al., 1992; Kapoor et al.,

1993; Rodriguez et al., 1993; Karohl et al., 1995).

1.4.5 Prevencéo e controle do HCV em unidades de dialise

Em virtude das unidades de dialises apresentarem altos indices de
infeccdo pelo HCV, muitas vezes caracterizando surtos da doenca entre 0s
hemodialisados (Galbraith et al., 1979; Gitnick et al., 1983; Alves et al., 1992), e a
possibilidade de desenvolvimento de formas cronicas com evolugédo para doenga
hepatica severa (Weiland & Schvarcz, 1992), alguns centros de dialise passaram
a adotar medidas na tentativa de controle na transmissdo deste agente, utilizando
metodologia semelhante a empregada com sucesso no controle das infecgdes

pelo HBV.



Evidéncias de um maior risco de transmissdo do HCV para
hemodialisados suscetiveis que compartilham o mesmo ambiente que pacientes
portadores do virus (Neves & Amorim, 1992; Jadoul et al., 1993; Allander et al.,
1994) levaram a adocéo, por alguns centros, da separacao de salas ou maquinas
especificas para pacientes com elevacao nos niveis de aminotransferases ou com
sorologia positiva para o anti-HCV. Na Italia, Arici et al. (1990) observaram
decréscimo na prevaléncia de infeccdo pelo HCV apds a doacéo desta pratica em

relacdo ao periodo anterior a elas.

Em uma unidade de dialise do Para (Brasil), caracterizada por alta
prevaléncia para o anti-HCV, foram adotadas, a partir da metade do ano de 1993,
medidas especificas na tentativa de controle da transmissdo do HCV, que
incluiam: a intensificacdo das medidas universais de prevencdo de doencas de
transmissao parenteral, a analise mensal de soroprevaléncia para o anti-HCV
entre os dialisados, a divisdo dos pacientes em dias distintos de tratamento,
baseada na sorologia para o anti-HCV, a lavagem dos filtros capilares nas
préprias maquinas de dialise e o incentivo ao uso, quando necessario, de
eritropoetina humana recombinante, além da vacinacdo dos suscetiveis ao virus

da hepatite B com vacina DNA-recombinante (Instituto Evandro Chagas, 1997).

No ano seguinte, houve um decréscimo nos indices de infeccao pelo
HCV nesta unidade, atingindo menor valor em dezembro de 1994, com 38,9% de

positividade para o anti-HCV entre os dialisados (Cartagenes et al., 1995a),



contudo em junho de 1995, apos avaliacdo de 48 amostras de soro de dialisados
desta unidade, obteve-se prevaléncia de 70% para o anti-HCV (Cartagenes et al.,
1995b), indicando a persisténcia da transmissdo do HCV na unidade, a despeito

da manutencdo das medidas citadas.

Os pacientes renais cronicos infectados pelo HCV, nao deveréo, a
priori, ser excluidos dos protocolos para transplantes renais (Morelli, 1992),
tampouco deixar de participar de programas habituais de reutilizacdo de
dialisadores, visto que “o descarte das membranas de hemodialises ndo garante a
auséncia de transmissdo de doencas infecto-contagiosas”, e ainda que, ‘o
reprocessamento das membranas, em condi¢des ideais, ndo deveria aumentar a
incidéncia de enfermidades transmissiveis em hemodialisados” (Asociacion
Nefrologica de la Ciudad de Buenos Aires — Consejo de hemodialisis, 1994). No
entanto, de acordo com Allander et al, (1994) duas principais rotas de transmissao
do HCV em unidades de dialises devem ser consideradas: a persisténcia de virus
viaveis nos equipamentos de dialises apds processos regulares de esterilizacao,
ou mesmo com uso de dialisadores descartaveis e a transmissao viral através da

contaminacdo de instrumentos, superficies, ou no preparo e diluicdo de

medicamentos.

Portanto, em virtude de, at¢é o momento os fatores especificos
responsaveis pela transmissdo do HCV nas unidades de dialises ndo tenham sido

identificados, ndo devem ser estimulados o isolamento de pacientes infectados



pelo HCV em salas ou maquinas especificas, pois poderia predisp6-los a infeccéo
por outros gendtipos do virus. Tal conduta deve ser considerada somente em

situacdes de disseminacao de forma epidémica (Maggiore & Catalano, 1988).

Outrossim, a irrestrita adocao de Medidas de Protecdo Universal pelos
profissionais que atuam nesta area, assim como a utilizacdo rigorosa de
procedimentos de limpeza e desinfeccdo do ambiente e de equipamentos,
possibilitariam um maior controle deste, e de outros agentes de transmissao
parenteral, nas unidade de tratamento dialitico (Centers for Disease Control and

Prevention, 1994).



1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral
Avaliar o desempenho de testes imunoenzimaticos na deteccédo de
infeccdo pelo virus da hepatite C, em relacdo a ensaios de biologia molecular, em

pacientes e funcionarios de uma unidade de dialise do Estado do Para.

1.5.2 Objetivos Especificos

Avaliar a concordancia de resultados entre quatro conjuntos de
diagnéstico sorolégico (kits) para deteccdo de anticorpos contra o HCV (anti-
HCV), de fabricantes distintos, em uma populacdo de pacientes submetidos a

tratamento dialitico e em funcionarios desta unidade.

Detectar a presenca do RNA do virus da hepatite C em pacientes e

funcionarios desta unidade de dialise.

Quantificar a viremia plasmatica do HCV em pacientes e funcionarios

desta unidade de dialise.

Relacionar as alteracdes nas provas bioquimicas de atividade de

doenca hepatica com niveis de viremia para o virus da hepatite C, em dialisados.



Correlacionar o tempo e tipo de tratamento dialitico com a viremia e

presenca de anticorpos para o HCV, em pacientes desta unidade de dialise.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 POPULACAO EXAMINADA E COLETA DE MATERIAL

Participaram deste estudo todos os pacientes e funcionarios que
integravam o servico de nefrologia do hospital D. Luiz | (Pr6-Rim), localizado na
cidade de Belém (Para), durante o0 més de maio de 1996, correspondendo a 66
pacientes submetidos a tratamento dialitico, sendo que, sistematicamente, com
frequéncia de trés vezes por semana, 54 realizavam hemodialise e 12 realizavam
didlise perioneal. Fizeram parte ainda 19 funcionarios deste servico. Informacdes
de natureza epidemiolégica de pacientes e funcionarios, foram coletadas em
fichas padronizadas (Anexo 1), bem como de informacBes dos arquivos de

pacientes da unidade, quando necessario.

Aproximadamente 10 mililitros (mL) de sangue de cada integrante do
estudo foi coletado em tubos a vacuo, ndo contendo anticoagulante ou gel
separador. ApoOs retracdo do coagulo em temperatura ambiente, foi feita a
centrifugacdo do material a 1.500 G, por 20 minutos. Todas as amostras foram
divididas em duas aliquotas. Uma delas foi utilizada para as dosagens
bioquimicas e sorologicas, e a segunda foi acondicionada sob refrigeracéo (-70
°C), imediatamente ap0s o0 processo de separacdo do soro, e descongelada

somente para ser utilizada na amplificacdo do acido nucléico do HCV.



2.2 DOSAGENS BIOQUIMICAS
A dosagem de Aspartatoaminotransferase (AST) e
Alaninoaminotransferase (ALT), foi realizada pelo método colorimétrico, segundo
a técnica de Teitman e Frankel. A Gama-glutamiltranspeptidase (Gama-GT) foi
determinada através do método cinético. Todas as reacdes bioquimicas foram
realizadas utilizando-se kits comerciais (Celm® Brasil). Foram considerados como
valores de referencia de limite superior o valor de 46 UI/L para a AST; 50 UI/L

para ALT; e 20 Ul/L para Gama-GT.

Todos os testes soroldgicos, assim como a dosagem de Gama-GT,
foram realizados no laboratorio de Sorologia do Servico de Hepatopatia do
Instituto Evandro Chagas. Os testes de deteccdo e quantificacdo de &acido
nucléico viral foram realizados no laboratério de Biologia Molecular do mesmo
Servico. As dosagens de AST e ALT, além de contagem de plaquetas, foram

realizadas no Laboratério do hospital D. Luiz I.

2.3 DETERMINACAO DE ANTICORPOS PARA O HCV

Para deteccdo de anticorpos contra o virus da hepatite C (anti-HCV),
foi utilizado o método de enzimaimunoensaio (ELISA), que consiste na pesquisa
qualitativa deste anticorpo, utilizando-se, como fase soélida, microplacas ou
esferas revestidas com antigenos do virus da hepatite C. Neste método, os

anticorpos por ventura existentes no material pesquisado, permaneceréo unidos a



esta fase sélida, mesmo apds processos consecutivos de lavagens, formando
complexos antigenos-anticorpos, que poderdo, em seguida, ser revelados através
de um conjugado com atividade anti-imunoglobulina humana marcado com uma
enzima capaz de agir sobre um substrato cromogénico, adicionado ao termino da
reacao. Ao final do processo, a absorbancia ou densidade otica (DO) da onda de
luz emitida podera ser determinada através de leitura por um espectrofotémetro.
Em cada amostra estudada, a pesquisa de anticorpos contra o HCV foi realizada
com kits comerciais de quatro fabricantes distintos: Ortho®, UBI®, BioChem® e
Abbott®. Foram observadas as recomendacdes sobre o uso dos controles

positivos e negativos de cada fabricante.

Os kits do laboratério Ortho® (ORTHO™ HCV 3.0 ELISA Test
System), utilizam como constituintes de fase sélida, trés antigenos recombinantes
desenvolvidos pela Chiron Corporation, produzidos em Sacharomyces cerevisae,
que sado: o c22-3, derivado de uma regidao estrutural (core) do genoma do HCV
(aminoacido 2 ao 120), o c200 (aminoacido 1.192 a 1.931), constituido pela
sequéncia protéica c33c, codificada pela regido NS3, geneticamente ligada a
sequéncia protéica c100-3, codificada pela regidao ndo-estrutural NS4 do genoma
viral e 0 NS5 (aminoacido 2.054 ao 2.995), codificada pela regido NS5 deste
genoma. Este ensaio imunoenzimatico foi realizado utilizando-se o procedimento
de incubacdo standard (com tempo de incubacdo de 60 minutos) e para a
determinacao do valor de cut-off neste procedimento, acrescenta-se a constante

0,600 ao valor da média da absorbéncia dos controles negativos.



Os kits do laboratério UBI® (UBI® HCV EIA 4.0), empregam como
constituintes antigénicos de fase sdlida, peptideios sintéticos ligados a
microplacas, que correspondem a segmentos altamente antigénicos de regifes
estruturais (core) e nao-estruturais (NS3, NS4 e NS5) do genoma do HCV.
Durante a realizacdo deste teste, foi efetuada a diluicdo do soro diretamente na
microplaca. O valor de cut-off foi determinado através do produto da media da

absorbancia dos controles fortemente positivos com o valor constante 0,20.

Os kits do laboratério BioChem® (BioChem ImmunoSystems DETECT
HCV™ v.3), incorporam como antigenos de fase sdélida em microplacas, um
antigeno recombinante e peptideos sintéticos, derivados de epitopos altamente
conservados de antigenos protéicos da regido estrutural (core) e das regides nao-
estruturais NS3, NS4 e NS5. O valor de cut-off deste teste € calculado

adicionando-se o valor 0,200 a média da absorbancia dos controles negativos.

Os kits do laboratério Abbott® (ABBOTT® HCV EIA 3.0) apresentam
como constutuintes de sua fase sdlida, unidos a superficie de esferas de
poliestireno, quatro antigenos recombinantes codificados pelo HCV, elaborados
pela Chiron Corporation: a proteina recombinante HC-34, expressa em
Escherichia coli, contendo sequéncias protéicas da regido estrutural ou core do
HCV (aminoéacidos 1 ao 150), a proteina recombinante HCr43, também expressa
em E.coli, originada de sequéncia protéica tanto da regido do core viral, quanto

da regido ndo-estrutural NS3 (aminoacidos 1 ao 150 e 1.192 ao 1.457), a proteina



c100-3, expressa na levedura S. cerevisae, contendo sequéncia das regides nao-
estruturais NS3 e NS4 do genoma do HCV, correspondendo aos aminoacidos
1569 ao 1931 deste genoma e ainda, a proteina recombinante NS5, também
expressa em levedura, correspondente, a regido ndo-estrutural NS5 (aminoacidos
2054 ao 2995). Neste procedimento, o calculo do valor de cut-off da-se através da
adicdo da meédia dos controles negativos ao produto da média dos controles

positivos pela constante 0,25.

Em todos os testes soroldgicos realizados, foram caracterizados como
inconclusivos para o anti-HCV, os resultados com densidade 6tica (DO) até 20%
acima ou abaixo do valor de cut-off. Resultados que excediam ao valor de cut-off
acrescido de 20% foram considerados positivos. Os valores de DO abaixo do
valor de cut-off menos 20% deste valor foram considerados negativos. Para efeito
de andlise estatistica de dados, foram excluidos os resultados caracterizados

como inconclusivos.

Em todas as amostras, foram realizadas ainda, a deteccdo do
antigeno de superficie (HBsAg) e do anticorpo para o core (anti-HBc) do virus da
hepatite B, pelo método de enzimaimunoensaio em microplacas, utilizando kits do
laboratério Organon Teknika® Nas amostras caracterizadas como n&o-reativas
para o HBsAg e reativas para o anti-HBc, foi realizada deteccdo qualitativa do

anticorpo contra o antigeno de superficie do HBV (anti-HBs), utilizando-se kits



imunoenzimaticos do laboratério Abbott®, que utiliza como antigeno de fase

sélida, esferas de poliestireno ligadas ao HBsAgQ.

2.4 DETECCAO E QUANTIFICACAO DO HCV-RNA

O HCV-RNA foi pesquisado através da Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR), de modo qualitativo e quantitativo, utilizando-se,
respectivamente, kits comerciais do laboratério Roche® (Amplicor® HCV e

Amplicor® HCV Monitor).

O Amplicor® HCV utiliza os primers KY78 e KY80, que delimitam uma
sequéncia de 244 nucleotideos da regido altamente conservada nao-codificadora
5’. O processo é constituido de quatro etapas principais: a transcricao reversa do
RNA-alvo, gerando um DNA complementar (cDNA), a amplificacdo deste acido
nucléico-alvo, através da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), a
hibridizacdo do produto da amplificacdo com uma sonda de oligonucleotideos
especificas e a deteccao do produto da hibridizacdo, através da utilizacdo de um
conjugado Avidina-Peroxidase (ligado as bases nitrogenadas) e um substrato

Peréxido-Tetrametilbenzidina (TMB), com consequiente desenvolvimento de cor.

A quantificacdo do acido nucléico viral, foi realizada nas amostras que
apresentaram amplificacdo prévia do HCV-RNA pelo Amplicor® HCV. Neste

processo foi utilizado o Amplicor-HCV Monitor. Este teste inclui um controle de



quantificacdo de RNA com numero de copias previamente conhecido, que é co-
amplificado com RNA-alvo, e assim, usado para calcular o nimero de copias de
RNA do espécime testado. O limite inferior de deteccdo do numero de coépias

amplificadas corresponde a mil copias/mL.

Quando necessario, para complementacéo de informacdes essenciais
ao estudo, foram testadas amostras anteriores ou posteriores de pacientes ou
funcionérios da unidade, acondicionadas na Soroteca do Servico de Hepatopatias
do Instituto Evandro Chagas. Por meio deste procedimento, pode-se analisar, por
enzimaimunoensaio com kits do laboratério Ortho®, amostras mensais
consecutivas (coletadas em junho, julho, agosto e setembro de 1996) de
pacientes que apresentavam positividade a pesquisa do HCV-RNA, porém com

anti-HCV nédo-reagente, na amostra colhida em maio de 1996.

2.5 METODOS ESTATISTICOS

As diversas variaveis estudadas foram analisadas estatisticamente,
utilizando-se o0s teste do Qui-Quadrado (aderéncia, independéncia e
homogeneidade), o teste exato de Fisher, o Teste G, o teste de McNamar e o
teste de Kolmogorov-Smirnov. A tendéncia central foi expressa em meédia
aritmética e a variabilidade em desvio padrdo. Utilizou-se como limite de

significancia estatistica o valor de p menor ou igual a 0,05.



3 RESULTADOS

A populacdo estudada foi constituida de 85 individuos, sendo 19
(22,4%) funcionarios (FC) e 66 (77,6%) pacientes submetidos a tratamento
dialitico na unidade de dialise do hospital D. Luiz I, dos quais 54 (81,8%) eram

submetidos a hemodialise (HD) e 12 (18,2%) a dialise peritoneal (DP).

A distribuicdo quanto ao sexo dos individuos examinados, demonstrou
que, entre os funcionarios, 7 (36,8%) eram do sexo feminino e 12 (63,2%) do sexo
masculino. Em relacéo aos pacientes, 26 (39,4%) pertenciam ao sexo feminino e
40 (60,6%) do sexo masculino, sendo que no grupo de hemodialisados 22
(40,7%) pertenciam ao sexo feminino e 32 (59,3%) ao sexo masculino, enquanto
gque no grupo de pacientes submetidos a dialise peritoneal quatro (33,3%)
pertenciam ao sexo feminino e oito (66,7%) ao sexo masculino. A analise pelo

teste do Qui-Quadrado ndo mostrou diferenca estatistica (Tabela 2).



Tabela 2 — Distribuicdo dos grupos de pacientes e funcionarios de acordo com o
sexo. Belém, 1996.

GRUPOS

Hemodidlise Dialise Peritoneal Funcionérios

SEXO N°exam. (%) N°exam. (%) N°exam. (%) N° exam. (%)

Masculino 52 (61,2) 32 (59,3) 8 (66,7) 12 (63,2)
Feminino 33 (38,8) 22 (40,7) 4 (33,3) 7 (36,8)
Total 85 (100,00 54 (100,00 12  (100,0) 19 (100,0)

Entre os funcionarios, a média de idade foi de 30,8 anos (+/- 8,2
anos), com limites entre 20 e 45 anos, enquanto que os pacientes estudados
apresentavam idade variando de 13 a 80 anos, com média de 49,4 anos (+/- 16,2
anos), sendo 49,7 anos (+/- 17 anos) no grupo HD e 48,2 anos (+/- 12,9 anos) no
grupo DP. A distribuicdo dos diversos grupos estudados quanto a idade encontra-
se na Tabela 3. Pelo teste de Kolmogorov-Smirnov foi demonstrada significancia

entre o grupo FC e os grupos HD e DP, em relacao a idade.



Tabela 3 — Distribuicéo dos grupos de pacientes e funcionarios de acordo com a
idade. Belém, 1996.

GRUPOS

Hemodialise Dialise Peritoneal Funcionérios
IDADE N° exam. (%) N° exam. (%) N° exam. (%) N° exam. (%)
(anos)
0-10 - - - - -
11-20 4 4,7 4 (7,4) - - -
21-30 18 (21,2) 5 (9,3) 2 (16,7) 11 (57,8)
31-40 11 (12,9) 6 (11,1) 1 (8,3) 4 (21,1)
41-50 13 (15,3) 7 (13,0) 2 (16,7) 4 (21,1)
51-60 22 (25,9) 17 (31,5) 5 (41,6) - -
61-70 11 (12,9) 9 (16,6) 2 (16,7) - -
71-80 6 (7,1) 6 (11,1) - - - -
Total 85 (100,0) 54 (100,0) 12 (100,0) 19 (100,0)

O tempo meédio de servigo dos funcionarios nesta unidade de dialise
foi de 33,2 meses (+/- 24,5 meses). Em relagdo aos pacientes, o tempo médio de
tratamento dialitico, entre os hemodialisados foi de 14,5 meses (+/- 16,6 meses),

e de 4,3 meses (+/- 10 meses) entre os que eram submetidos a dialise peritoneal.

Dentre os pacientes estudados, 56 (84,8%) apresentavam historia de
transfusdo sanguinea prévia ao momento do inquérito, dos quais 48 (85,7%)

pertenciam ao grupo HD e oito (14,3%) ao grupo DP.

A Tabela 4 mostra a patologia de base que levou a necessidade de
tratamento dialitico, sendo que no grupo HD as mais frequentes incluiram:
glomerulonefrite cronica (GNC; 25,9%), diabetes melitus (14,8%), nefrite tubulo-

intersticial crénica (NTIC; 13%), doenca renal policistica (7,4%) e a nefroesclerose



(7,4%). No grupo DP, apresentavam-se como causas mais comuns: o diabetes

melitus (50%) e a nefroesclerose (25%).

Tabela 4 — Caracterizacdo dos grupos de pacientes estudados em relacdo a
patologia de base que levou ao tratamento dialitico. Belém, 1996.

GRUPOS
HD DP

PATOLOGIA DE BASE N 9 N° N°

(%) (%) (%)

exam. exam. exam.

Glomerulonefrite 14 (21,2) 14 (25,9) - -
Diabetes melitus 14 (21,2) 8 (148) 6 (50)
Nefrite tabulo-intersticial cronica 7 (10,6) 7 (13,0) - -
Doenca renal policistica 4 (6,1) 4 (7,4) - -
Nefroesclerose 7 (10,6) 4 (7,4) 3 (25)
Outras causas 8 (12,1) 5 (9,3) 3 (25)
Causa indeterminada 12 (18,2) 12 (22,2) - -
Total 66 (100,00 54 (100,0) 12 (100,0)

Os resultados nas dosagens de ALT, AST, Gama-GT e contagem de
plaguetas, realizados em 64 (97%) dos pacientes, estao listados no Anexo 2. Por
problema técnicos, em 2 pacientes nao foi possivel determinar a contagem de
plaguetas, sendo que, em um também néo foram realizadas dosagens de ALT e

AST.

A média de ALT foi de 63,3 UI/L (+/- 163,5), com mediana de 24,5 e
valores extremos de 7 e 1291. Valores acima do limite maximo de referéncia

foram detectados em 26,2% das amostras, sendo que 15 (88%) pertenciam a



pacientes submetidos a hemodialise, e apenas 2 (12%) a pacientes submetidos a

didlise peritoneal.

Quanto a AST, média encontrada foi de 61,9 UI/L (+/- 240,6), mediana
de 23, valor minimo de 6 e maximo de 1960. Em 9 (13,8%) amostras, os valores
detectados apresentavam-se acima do limite de referéncia, sendo que, 8 (89%)
pertenciam a hemodialisados e apenas 1 (11%) correspondia a paciente em
tratamento com dialise peritoneal. Em todos os individuos que apresentaram

aumento de AST, também foi detectado elevacdo concomitante de ALT.

Na dosagem do Gama-GT, foram detectados valores médios de 34,5
UI/L (+/-35,7), mediana de 18,5Ul/L, variando de 5 a 186 Ul/L. Em 31 (36,5%) das

amostras analisadas, houve deteccdo de Gama-GT acima do limite de referéncia.

Em relacdo a contagem de plaquetas, o valor médio encontrado foi de
251250, com mediana de 255000 e variacdo de 86000 a 667000. Foram
detectados seis pacientes (9%) com contagem de plaquetas abaixo do limite de

normalidade, sendo que todos realizavam hemodialise.

A presenca de infeccdo prévia pelo HBV foi demonstrada em 26
(39,4%) pacientes que apresentavam reatividade para o anti-HBc, dos quais 24
(92,3%) pertenciam ao grupo HD e dois (7,7%) ao grupo DP. Foram também

detectados dois funcionarios (10,5%) com sorologia positiva para o anti-HBc. A



analise estatistica, utilizando o teste G, demonstrou significancia entre o grupo HD
e 0s grupos DP e FC (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracterizacdo dos grupos de pacientes e funcionarios estudados
qguanto a reatividade para o anti-HBc, por enzimaimunoensaio. Belém, 1996.

GRUPOS

Hemodialise Dialise Peritoneal Funcionarios

Anti-HBc  NC°exam. (%) NC°exam. (%) N°exam. (%) N° exam. (%)

Positvo 28 (32,9) 24 (44,4 2 (16,7) 2 (10,5)
Negatvo 57 (67,1) 30  (55,6) 10 (83,3) 17 (89,5)
Total 85 (100,00 54 (100,00 12  (100,0) 19 (100,0)

Sete pacientes (10,6%) apresentavam-se portadores do HBsAgQ,
sendo todos pertencentes ao grupo HD. N&o foram encontrados portadores do
HBsAg entre os funcionarios da unidade (Tabela 6). A analise estatistica pelo
teste de Fisher ndo demonstrou significAncia estatistica entre 0os grupos

estudados.



Tabela 6 — Caracterizacdo dos grupos de pacientes e funcionarios estudados
quanto a reatividade para o HBsAg, por enzimaimunoensaio. Belém, 1996.

GRUPOS

Hemodidlise Dialise Peritoneal Funcionérios

HBsAg NC°exam. (%) N°exam. (%) NCexam. (%) N°exam. (%)

Positivo 7 (8,2) 7 (13,0) - - - -
Negativo 78  (91,8) 47  (87,0) 12 (100,0) 19 (100,0)
Total 85 (100,0) 54  (100,0) 12 (100,0) 19 (100,0)

Dentre as trinta amostras que se apresentaram n&o reativas para o
HBsAg, e mostraram resultado positivo ou inconclusivo para o anti-HBc, 21 (70%)

foram positivas para o anti-HBs (Tabela 7).

Tabela 7 — Caracterizacdo dos resultados para o anti-HBs em 30 amostras néo
reativas para o HBsAg e com resultado positivo ou inconclusivo para o anti-HBc.
Belém, 1996.

Anti-HBs (resultado)

INCONCLUSIVO NEGATIVO POSITIVO
Anti-HBc (resultado) N° (%) N° (%) N° (%)
INCONCLUSIVO - - - - 2 (9,5)
POSITIVO 2 (100,0) 7 (100,0) 19 (90,5)

TOTAL 2 (100,0) 7 (100,0) 21 (100,0)




Os resultados da pesquisa do anti-HCV por enzimaimunoensaio, com
kits dos quatro fabricantes estudados, encontram-se no Anexo 3. A prevaléncia
parao anti-HCV, considerando-se os 85 individuos estudados, variou de 34,1 a
37,6%, entre os quatro kits utilizados, contudo, ao serem analisados somente 0s
pacientes submetidos a tratamento dialitico (grupos HD e DP), tal prevaléncia
situou-se entre 42,4 e 47% (Tabela 8 e 9). Foram selecionadas oito amostras
(9,4%) que apresentaram resultado inconclusivo em pelo menos um dos Kkits
examinados (Tabela 10). Destas, em duas (2,4%) foi possivel demonstrar a

presenca do HCV-RNA.

A andlise estatistica utilizando o teste de Qui-Quadrado da
Homogeneidade, demonstrou que os quatro Kits utilizados constituiram grupos

homogéneos em relacéo a deteccdo do anti-HCV (p<0,05).

Tabela 8 — Comparacdo da frequéncia do anti-HCV, entre os 85 individuos
pesquisados, utilizando os quatro kits imunoenzimaticos estudados. Belém, 1996.

ANTI-HCV (Resultado)

INCONCLUSIVO  NEGATIVO POSITIVO

ENSAIO IMUNOENZIMATICO N° (%) Ne (%) Ne (%)
ORTHO™ HCV 3.0 2 (2,4) 52 (61,2) 31 (36,5)
UBI® HCV EIA 4.0 2 (2,9 54  (63,5) 29 (34,1)
BioChem DETECTHCV™v.3 1  (1,2) 54  (63,5) 30 (35,3)

ABBOTT® HCV EIA 3.0 3 (35) 50  (58,8) 32 (37,6)




Tabela 9 — Comparacao da frequiéncia do anti-HCV, entre os 66 pacientes (HD +

DP), utilizando os quatro kits imunoenzimaticos estudados. Belém, 1996.

ANTI-HCV (Resultado)

INCONCLUSIVO  NEGATIVO POSITIVO
ENSAIO IMUNOENZIMATICO N° (%) N (%) N°e (%)
ORTHO™ HCV 3.0 2 (3,0) 33 (50,0) 31 (47,0)
UBI® HCV EIA 4.0 2 (3,0) 36  (54,5) 28 (42,4)
BioChem DETECTHCV™ v.3 1 (1,5) 36 (54,5 29 (43,9)
ABBOTT® HCV EIA 3.0 2 (3,0 33 (50,0) 31 (47,0)

Tabela 10 — Caracterizacao dos resultados de anti-HCV (por enzimaimunoensaio)
e do HCV-RNA (por PCR), em oito amostras que apresentaram pelo menos um
resultado inconclusivo para o anti-HCV. Belém, 1996.

N° Registro ANTI-HCV (enzimaimunoensaio) HCV-RNA
ORTHO UBI BIOCHEM ABBOTT
#1 91184 Positivo Negativo Inconclusivo Positivo Positivo
#2 91187 Negativo Inconclusivo  Negativo Negativo Negativo
#3 91198 Negativo Negativo Negativo Inconclusivo  Negativo
#4 91221 Inconclusivo Negativo Negativo Negativo Positivo
#5 91227 Negativo Negativo Negativo Inconclusivo  Negativo
#6 91230 Negativo Inconclusivo  Negativo Negativo Negativo
#7 91233 Inconclusivo Negativo Negativo Negativo Negativo
#8 91239 Positivo Negativo Negativo Inconclusivo Negativo

A concordancia de resultados entre 0s quatro kits imunoenzimaticos

utilizados para a pesquisa do anti-HCV, ocorreu em 89,5% dos funcionarios,

enguanto que, entre os pacientes, tal fato ocorreu em 81,8% (83,3% no grupo DP



e 81,5% no grupo HD). Nao houve diferenca estatistica a analise pelo teste exato

de Fisher (Tabela 11).

Tabela 11 — Caracterizacdo dos grupos de pacientes e funcionérios estudados
guanto a concordancia dos resultados para o anti-HCV nos quatro kits utilizados.
Belém, 1996.

GRUPOS

Hemodialise  Dialise Peritoneal Funcionarios

Anti-HCV ~ N°exam. (%) N°exam. (%) NC°exam. (%) N°exam. (%)

Com 71 (83,5) 44 (81,5) 10 (83,3) 17 (89,5)
concordancia
Sem 14 (16,5) 10 (18,5) 2 (16,7) 2 (10,5)
concordancia
Total 85 (100,0) 54 (100,0) 12 (100,00 19 (100,0)

Todas as amostras de funcionarios e pacientes da unidade foram
submetidas a amplificacdo do RNA do HCV pela técnica de PCR. O HCV-RNA
ndo foi detectado em nenhuma amostra de funcionarios da unidade, todavia,
houve deteccdo em 25 (37,9%) pacientes, sendo que 24 (96%) eram submetidos
a hemodialise e apenas um (4%) realizava didlise peritoneal. Tal diferenca
demonstrou significancia estatistica (p<0,01) a andlise pelo teste exato de Fisher

(Tabela 12).



Tabela 12 — Presenca de HCV-RNA, pela técnica de PCR, nos grupos de
pacientes e funcionarios estudados. Belém, 1996.

GRUPOS

Hemodialise Dialise Peritoneal Funcionarios

HCV-RNA N°exam. (%) N°exam. (%) N°exam. (%) N° exam. (%)

Presenca 25 (29,4) 24 (44,4) 1 (8,3) - -
Auséncia 60 (70,6) 30 (55,6) 11 (91,7) 19 (100,0)
Total 85 (100,0) 54 (100,0) 12 (100,0) 19 (100,0)

O desempenho dos quatro testes imunoenzimaticos estudados para
pesquisa do anti-HCV, foi determinado baseado na relagdo com a presenca do
HCV-RNA detectado pela técnica de PCR. Tal andlise foi realizada considerando-
se tanto a populacgdo total estudada, constituida de 85 individuos, quanto apenas
0s pacientes submetidos a tratamento dialitico, que corresponde a 66 pacientes.
Os resultados dos indices de sensibilidade, especificidade, valor preditivo do teste
positivo e valor preditivo do teste negativo, por grupos, encontram-se nas Tabelas
13 e 14. A andlise estatistica, os resultados em nimeros absolutos entre 0s
quatro kits estudados, ndo mostrou diferenca significativa (p>0;05) pelo teste do

Qui-Quadrado.



Tabela 13 — Determinacdo dos indices de sensibilidade e especificidade dos
quatro kits imunoenzimaticos estudados, em relagdo a presenca do HCV-RNA
detectado por PCR, na populacao total (grupos FC+HD+DP) e entre os pacientes
(grupos HD+DP). Belém, 1996.

INDICES (%)

SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

GRUPOS GRUPOS

ENSAIO IMUNOENZIMATICO  FC+HD+DP* HD+DP FC+HD+DP HD+DP

ORTHO™ HCV 3.0 87,5 87,5 83,1 75,0
UBI® HCV EIA 4.0 80,0 80,0 84,5 79,5
BioChem DETECT HCV™ v.3 83,3 83,3 83,3 78,1
ABBOTT® HCV EIA 3.0 84,0 84,0 80,7 74,4

* FC=Funcionarios HD=Hemodialise DP=Dialise Peritoneal

Tabela 14 — Determinagéo do Valor Preditivo Positivo e Valor Preditivo Negativo
dos quatros kits imunoenzimaticos estudados, em relacdo a presenca do HCV-
RNA detectado por PCR, na populacao total (grupos FC+HD+DP) e entre os
pacientes (grupos HD+DP). Belém, 1996.

INDICES (%)

Valor Preditivo Positivo Valor Preditivo Negativo'

GRUPOS GRUPOS

ENSAIO IMUNOENZIMATICO FC+HD+DP* HD+DP FC+HD+DP HD+DP

ORTHO™ HCV 3.0 67,7 67,7 94,2 90,9
UBI® HCV EIA 4.0 69,0 71,4 90,7 86,1
BioChem DETECT HCV™ v.3 66,7 69,0 92,6 88,9
ABBOTT® HCV EIA 3.0 65,6 67,7 92,0 87,9

* FC=Funcionarios HD=Hemodialise DP=Dialise Peritoneal.



Dentre as amostras positivas para o HCV-RNA, 22 (88%) foram
reativas para o anti-HCV por pelo menos um dos quatro kits de ensaios
imunoenzimaticos utilizados. Dezenove (76%) amostras foram positivas em todos
0s testes imunoenzimaticos (Tabela 15).

Em trés (12%) portadores do HCV-RNA nao foi possivel fazer a
deteccado de anticorpos para o HCV (Tabelal5), contudo a analise mensal seriada
com kits do Ortho, determinou a presenca do anti-HCV logo no més seguinte em
um dos pacientes, porém, entre os outros dois, ndo foi possivel a detec¢do do

anti-HCV mesmo ap0s quatro meses consecutivos a analise inicial.

Tabela 15 — Caracterizacdo dos grupos de pacientes portadores do HCV-RNA,
em relagédo a positividade para o anti-HCV, por enzimaimunoensaio, nos quatro
kits testados. Belém, 1996.

GRUPOS

Hemodidlise Dialise Peritoneal

ANTI-HCV N° exam. (%) N°exam. (%) N° exam. (%)
Positivo em todos os kits 19 (76,0) 18 (75,0) 1 (100,0)
Positivo em trés kits - - - - - -
Positivo em dois kits 3 (12,0 3 (12,5) - -
Positivo em um kit - - - - - -
Negativo 3 (12,0) 3 (12,5) - -
Total 25 (100,0) 24 (100,0) 1 (100,0)

A caracterizacdo dos pacientes que apresentaram amplificacdo do
HCV-RNA, em relagédo ao sexo e idade encontra-se nas Tabelas 16 e 17. Nao

houve correlacdo estatistica entre o sexo e infeccdo pelo HCV (p>0,05),



entretanto, utilizando-se o Teste-G, houve significancia (p<0,05) quando
comparados pacientes com idade superior e inferior a cinqiienta anos, em relacao
a deteccdo do HCV-RNA.

Tabela 16 — Correlacao entre a pesquisa do HCV-RNA por PCR em relacdo ao
sexo, nos 66 pacientes estudados. Belém, 1996.

HCV-RNA (PCR)

NEGATIVO POSITIVO TOTAL

SEXO Ne (%) N° (%) N (%)
Masculino 24  (60,0) 16  (40,0) 40 (100,0)
Feminino 17  (65,4) 9 (34,6) 26 (100,0)

Tabela 17 — Correlacéo entre a pesquisa do HCV-RNA por PCR em relacdo a
idade, nos 66 pacientes estudados. Belém, 1996.

HCV-RNA (PCR)

NEGATIVO POSITIVO
IDADE (anos) N° exam. (%) N° exam. (%) N° exam. (%)

0-10 - - - - - -
11-20 4 (6,1) 2 (4,9) 2 (8,0)
21-30 7 (10,6) 6 (14,6) 1 (4,0)
31-40 7 (10,6) 6 (14,6) 1 (4,0)
41-50 9 (13,6) 8 (19,5) 1 (4,0)
51-60 22 (33,3) 12 (29,4) 10 (40,0)
61-70 11 (16,7) 6 (14,6) 5 (20,0)
71-80 6 9,1) 1 (2,4) 5 (20,0)
Total 66 (100,0) 41 (100,0) 25  (100,0)

Dentre os 25 pacientes portadores do HCV-RNA, 24 (96%)

apresentavam historia de transfusédo sanguinea anterior a este estudo, sendo que,



todos pertenciam ao grupo HD. Apenas um paciente (4%), ndo apresentava
historia de transfusdo de sangue ou derivados, pertencendo ao grupo submetido a

didlise peritoneal.

A correlacdo entre a presenca de infeccdo pelo virus da hepatite C e
alteracéo nos niveis de ALT e Gama-GT, esta demonstrada nas Tabelas 18 e 19.
Utilizando-se o teste de McNemar, ndo foi possivel demonstrar diferenca
estatisticamente significante ao serem analisadas as alteracdes no niveis de ALT
e Gama-GT, em relacdo a presenca do HCV-RNA nos pacientes estudados

(P>0,05).

Tabela 18 — Correlacdo entre a presenca de HCV-RNA por PCR e a alteracdo nos
niveis de ALT, em 65 pacientes estudados. Belém, 1996.

HCV-RNA (PCR)

NEGATIVO POSITIVO TOTAL
ALT N° (%) NoO (%) NO (%)
ALT normal (< 51 UI/L) 32 (65,3) 17  (34,7) 49  (100,0)

ALT aumentada (>50 Ul/L) 8  (50,0) 8 (50,0) 16  (100,0)




Tabela 19 — Correlacdo entre a presenca de HCV-RNA por PCR e a alteracdo nos
niveis de Gama-GT, em 65 pacientes estudados. Belém, 1996.

HCV-RNA (PCR)

NEGATIVO POSITIVO TOTAL

SEXO N° (%) N° (%) Ne (%)

Gama-GT normal (< 21 UI/L) 25 (69,4) 11  (30,6) 36 (100,0)
Gama-GT aumentada (> 20 Ul/L) 16 (53,3) 14 (46,7) 30 (100,0)

Com relacdo ao tempo de tratamento dialitico, os pacientes estudados
foram divididos em dois grupos: pacientes com tempo de tratamento superior e
inferior a seis meses nesta unidade de dialise. A analise destes diferentes grupos
em relagdo a positividade para o HBsAg, anti-HBc e HCV-RNA demonstrou
significancia estatistica (p<0,01), através do teste exato de Fisher e do teste do

Qui-Quadrado da homogeneidade (Tabela 20, 21 e 22).

Tabela 20 — Correlagéo entre a pesquisa de HBsAg, por enzimaimunoensaio, € 0
tempo de tratamento dialitico, em 65 pacientes estudados. Belém, 1996.

HBsAg (Enzimaimunoensaio)

NEGATIVO POSITIVO TOTAL
Tempo de tratamento N° (%) N° (%) N° (%)
Inferior a seis meses 34 (100,0) - - 34  (100,0)

Superior a seis meses 24 (77,4) 7  (22,6) 31 (100,0)




Tabela 21 — Correlacdo entre a pesquisa do anti-HBc, por enzimaimunoensaio, e
o tempo de tratamento dialitico, em 65 pacientes estudados. Belém, 1996.

Anti-HBc (Enzimaimunoensaio)

NEGATIVO POSITIVO TOTAL

Tempo de tratamento N° (%) N° (%) N° (%)
Inferior a seis meses 28 (82,4 6 (17,6) 34 (100,0)
Superior a seis meses 11 (35,5) 20 (64,5) 31 (100,0)

Tabela 22 — Correlacédo entre a pesquisa do HCV-RNA, por PCR, e o tempo de
tratamento dialitico, em 65 pacientes estudados. Belém, 1996.

HCV-RNA (PCR)

NEGATIVO POSITIVO TOTAL
Tempo de tratamento N° (%) N° (%) N° (%)
Inferior a seis meses 27  (79,4) 7 (20,6) 34 (100,0)
Superior a seis meses 14 (43,8) 18 (56,2) 32 (100,0)

Em todas as amostras em que houve amplificagdo do HCV-RNA foi
realizada a quantificacdo do numero de cépias/mL; as quais apresentaram
variacdo de 10% a 10%% com média de 10>® (+/- 10°°°) e mediana de 10*%*. A

relacdo contendo o numero de copias/mL detectadas constitui o Anexo 4.

Para efeito de analise, as 25 amostras em que houve quantificacao

do numero de copias/mL de HCV-RNA amplificadas, foram dividas em trés grupos



— grupo 1: com nimero de cépias maior que 103 e menor que 10* cépias/mL,
correspondendo a dez amostras; grupo 2: com nimero de copias acima de 10* e
abaixo de 10° cépias/mL, também constituido de dez amostras; e grupo 3:
constituido de cinco amostras, com niimero de cépias amplificadas acima de 10°
copias/mL. Nao houve diferenca estatistica (p>0,05) entre estes grupos, em

relacdo aos valores detectados para ALT e Gama-GT (Tabela 23 e 24).

Tabela 23 — Correlacdo entre o numero de copias/mL de HCV-RNA pela técnica
de PCR e a alteracéo de ALT. Belém, 1996.

HCV-RNA (PCR)

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
103 a 10* copias/mL  10* a 10° cépias/mL  Acima de 10° copias/mL
ALT No. (%) N©. (%) Ne°, (%)
ALT normal (< 51 UIIL) 8 (80,0) 7 (70.0) 2 (40,0)
ALT aumentada (>50 UIlL) 2 (20,00 3 (30,00 3  (600)
Total 10  (1000) 10 (1000) 5  (100,0)

Tabela 24 — Correlacao entre o numero de cépias/mL de HCV-RNA pela técnica
de PCR e a alteracdo de Gama-GT. Belém, 1996.

HCV-RNA (PCR)

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
10% a 10* 10* a 10° Acima de 10°
cOpias/mL copias/mL copias/mL
Gama-GT Ne. (%) N°e. (%) Ne. (%)
Gama-GT normal (< 21 UI/L) 4 (40,0) 6 (60,0) 1 (20,0)
Gama-GT aumentada (>20 Ul/L) 6 (60,0) 4 (40,0) 4 (80,0)

Total 10 (100,00 10  (100,0) 5  (100,0)




4 DISCUSSAO

Pacientes submetidos a tratamento dialitico tém sido frequentemente
caracterizados como grupos de individuos com elevada incidéncia de infeccao
pelo virus da hepatite C. Ja em 1991, Couroucé et al., em Paris, utilizando-se de
testes de 12 geracdo para pesquisa do anti-HCV, determinaram prevaléncia de
31% e incidéncia de 6% entre os hemodialisados estudados, em um periodo de

seis meses. Estudo semelhante realizado em Hong Kong, com duracdo de 19

meses, apresentou incidéncia de 4,9% por ano, utilizando-se testes de 2@

geracado (Chan et al., 1993).

A introducdo de novos antigenos levaram a um substancial aumento
da sensibilidade, assim como da especificidade, embora em menor escala, aos
testes sorologicos posteriores aos de primeira geracdo (Gretch, 1997). Estudos
mais recentes utilizando testes imunoenziméaticos, denominados testes de terceira
geracdo, e técnicas de biologia molecular, tem corroborado com tais afirmativas
(Couroucé et al, 1994; Dow et al., 1994; Goffin et al., 1994; Vernelen et al., 1994;

Dentico et al. 1995).

Ainda hoje, por sua facilidade de manuseio, inclusive com a
possibilidade de automacgé&o, pouca variabilidade e relativamente baixo custo, o
teste imunoenzimatico permanece, até o0 momento, como 0 mais importante teste

de triagem para a deteccéo de anticorpos para o HCV (Gretch, 1997). Apesar de



todas estas vantagens, mesmo 0s testes mais recentes disponiveis
comercialmente, todos com constituicdo antigénica muito semelhantes,
apresentam varias falhas. Podem ter uma prolongada janela de seronegatividade
apos a infeccdo; ndo diferenciar entre as infeccfes ativas e as resolvidas; ou
podem ser falsamente positivos em pacientes com hipergamaglobulinemia ou
com outras formas de hepatites cronicas, como as hepatites autoimunes (Nolte et
al., 1995). Resultados falsamente negativos podem ser encontrados, segundo
Alter H. J. et al. (1989), em até 10% dos pacientes com infeccdo crdnica pelo

HCV.

No presente estudo foram utilizados quatro testes imunoenzimaticos
de terceira geracdo para pesquisa do anti-HCV, os quais foram avaliados quanto
a variabilidade entre si e em sua validade, medida pelas taxas de verdadeiros e
falsos positivos e negativos e caracterizados quantitativamente mediante suas
propriedades diagnésticas: a sensibilidade, a especificidade e a probabilidade dos
resultados estarem corretos, levando em consideracao a prevaléncia da infeccao
pelo HCV na populacdo estudada, isto €, os valores preditivos. Estes indices
foram calculados, tendo como diagndstico de certeza da infeccdo em estudo a

detecgédo do RNA do HCV pela PCR.

ApoOs comparacado, dos resultados do anti-HCV entre os quatro kits
analisados, observou-se que a variacdo entre eles foi pequena, e nao significante

a andlise estatistica, seja entre a totalidade da populacdo estudada (34,1% a



37,6%), seja considerando apenas os pacientes dialisados (42,4% a 47%). Tais
frequéncias, embora inferiores as ja descritas anteriormente (Cartagenes et al.
1993a), apresentam-se em valores cerca de vinte vezes superiores aos
observados em doadores de sangue, desta mesma localidade (Soares et al.,

1993).

A concordancia geral dos resultados foi de 83,5%, porém maior entre
o grupo de funcionarios (89,5%), onde concentrava-se maior propor¢ao de
amostras negativas, contudo, houve uma maior identificacdo entre os resultados
encontrados entre dois pares de kits: Ortho-Abbott e Ubi-BioChem, sugerindo

uma constituicdo antigénica mais proxima entre os integrantes de cada par.

Resultados inconclusivos foram detectados em todos os testes
aproximadamente na mesma frequéncia, porém em amostras distintas (Tabela
10). A proporcao destes resultados, ou seja, situados na chamada zona cinzenta,
foi semelhante a encontrada por Feucht et al. (1995) em soros de individuos com

suspeita de hepatite, utilizando testes imunoenziméticos de segunda geracao.

Vale ressaltar, entretanto, que das oito amostras que apresentavam
pelo menos um resultado inconclusivo, em duas foi detectado o HCV-RNA por
PCR, sendo que na primeira (registro - 91184) existiam resultados positivos em
dois kits (Ortho e Abbott), um resultado negativo no kit do Ubi, e um inconclusivo

pelo kit do BioChem. Na segunda amostra (registro - 91221) havia trés resultados



negativos, nos kits do Ubi, BioChem e Abbott, e um resultado inconclusivo,
determinado no kit do Ortho, tendo sido este ultimo kit 0 que mais proximo esteve
aos resultados por PCR, pois uma nova amostra deste ultimo paciente, coletada

cerca de trinta dias apds, ja apresentava resultado positivo para o anti-HCV.

A sensibilidade e especificidade dos quatro kits imunoenzimaticos em
estudo ndo mostraram diferencas significativas entre si, contudo alguns aspectos

a respeito destas propriedades merecem andlises mais detalhadas.

A sensibilidade do anti-HCV em relagcédo a infeccdo pelo HCV variou
de 80 a 87,5% (Tabela 13), tanto na populacédo geral estudada, quanto somente
entre os pacientes, todavia, abaixo dos 99,9% em doadores de sangue e 97% em

portadores de doenca hepatica, detectados por Gretch (1997), utilizando testes de

3@ geracéo e de 93% em dialisados da Italia, com ELISA de 22 geracéo, referidos

por Castelnovo et al. (1995).

Deixou-se, portanto, de identificar, neste estudo, na dependéncia do
kit utilizado, 12,5 a 20% de individuos infectados pelo HCV (falsos-negativos), o
gue prejudicaria a tentativa de controle da transmisséo deste agente na unidade
de dialise, através da separagdo dos individuos anti-HCV positivos, como
proposta por alguns autores. (Nordenfelt et al., 1993; Blumberg .et al. 1995),
assim como poderia ndo detectar, em andlise prévia ao transplante renal, um

individuo infectado pelo HCV, importante fator no prognéstico deste paciente



(Pereira et al., 1995b).

Ressalta-se, ainda que, em trés pacientes portadores do HCV-RNA
submetidos a hemodiélise (5,6%), o anti-HCV nao foi detectado em nenhum dos
quatro kits estudados. Em amostras destes individuos, colhidas em meses
subsequentes e testadas utilizando-se o kit do Ortho, demonstrou-se que, em
duas delas o anti-HCV ainda ndo se apresentava detectavel, mesmo decorrido
quatro meses da avaliacdo inicial. Tal situacdo pode ocorrer devido a baixa
sensibilidade do teste utilizado para deteccdo do anti-HCV, ao periodo de "janela
imunologica” entre a infeccdo e a soroconversdo, ao desaparecimento dos
anticorpos para o HCV apoés certo periodo de tempo, a despeito da persisténcia
da infeccdo por este agente, ou ainda, em virtude do estado de imunodepressao

gue caracteriza tal grupo de pacientes.

Os indices de especificidade, que apresentaram-se proximos ao da
sensibilidade ao serem analisados todos os individuos estudados (80,7 a 84,5%),
apresentaram-se, todavia, menos acentuados (74,4 a 79,5%) quando estudado
somente o0 grupo de pacientes em tratamento dialitico, sugerindo uma perda na
especificidade dos testes imunoenzimaticos, mesmo 0s mais modernos, frente a
populacdes de alta prevaléncia de infeccdo pelo HCV. Considerando a
sensibilidade e especificidade em conjunto, admite-se que a vaidade dos testes
imunoenzimaticos foi em torno de 80%, inferior a faixa de 92 a 95% encontrada

por Gretch (1997), estudando populacéo de hepatopatas com alta prevaléncia do



HCV, contudo, nado-portadores de comprometimento do sistema imunoldgico,

estado habitualmente associado a doenca renal crénica.

A probabilidade dos resultados, quer positivos ou negativos,
fornecidos pelos diferentes Kkits imunoenziméticos avaliados, preverem
corretamente a infeccdo pelo HCV, isto é, seus respectivos valores preditivos
positivo e negativo, mostraram pouca variabilidade entre si, contudo, o valor
preditivo positivo, avaliado em toda a populagédo, ou somente entre os dialisados,
demonstrou confiabilidade, respectivamente, em apenas 65,5 a 69% e 67,7 a
71,4%, ou seja, a probabilidade de detectar a infeccdo pelo HCV face a um
resultado positivo para o anti-HCV, através dos kits utilizados neste estudo, foi
somente da ordem de 70%. Ja o valor preditivo negativo apresentou-se muito
mais elevado, com probabilidade de 90,7 a 94,2% e 86,1 a 90,9% em toda a
populacdo ou somente entre 0s pacientes dialisados, respectivamente,
significando que um resultado anti-HCV negativo, embora ndo demonstre total
certeza, apresentou, todavia, alta probabilidade de excluir a infeccédo pelo HCV no

grupo estudado.

Tais resultados demonstram a fundamental importancia na utilizacao
do método imunoenzimatico como teste de triagem em bancos de sangue, ao
lidar com uma populagédo com baixos indices de infec¢cdo pelo HCV, assim como
enfatiza a necessidade da utilizacdo de testes complementares, principalmente

baseados em métodos de biologia molecular, para o esclarecimento da infec¢cao



pelo HCV, em populacdes de alta prevaléncia deste agente, como aquelas

frequentemente encontradas em unidades de dialise.

Embora a correlacdo entre a presenca de infeccdo pelo HCV e a
exacerbacdo dos niveis de aminotransferases tenha sido descrita, dentre outros
por Fabrizzi et al. (1997), apds andlise de 506 pacientes do Norte da Italia
submetidos a dialises, no presente estudo a propor¢cédo de pacientes com infeccéo
pelo HCV que apresentaram aumento de ALT ndo diferiu estatisticamente do
grupo de pacientes, que embora portadores do HCV, apresentavam ALT dentro
dos limites de referéncia de normalidade. Resultados semelhantes, neste grupo,
ja haviam sido documentados em relacdo a soroconversdao para o anti-HCV.
(Cartagenes et al., 1994). Alguns outros autores (Muller et al., 1992; Brunson et
al., 1993) também ndo encontraram relacdo entre o0 aumento das

aminotransferases e a presenca de infeccéo pelo HCV.

Yasuda et al. (1995) advogam que os valores de referéncia para as
aminotransferases em pacientes submetidos a tratamento dialitico, deveriam ser
revistos, visto que os valores das aminotransferases séricas encontram-se
geralmente mais baixos neste grupo do que na populacdo em geral, em
decorréncia, provavelmente, da deficiéncia de vitamina B6, que funcionaria como
co-enzima nesta reacdo enzimatica. Segundo estes autores, o limite superior da
normalidade para a ALT ndo deveria ser superior a 25U/L, podendo inclusive,

situar-se entre 15-20 U/L. Guh et al. (1995) também sugerem a revisdao dos



valores de normalidade para as aminotransferases na populacdo de

hemodialisados.

Baseado neste fato, Caramelo et al. (1996), estudando pacientes de
trés unidades de dialise da Espanha, encontraram diferenca significante ao
analisarem pacientes hemodialisados que apresentavam valores de
aminotransferases acima ou abaixo de 24U/L, o que corresponderia a média de
ALT encontrada neste grupo nos ultimos doze meses, acrescido a dois desvios

padrao.

Com base nestes aspectos se forem re-analizados os resultados
deste trabalho, no que diz respeito a dosagem de aminotransferases, demonstra-
se que dentre 0os quarenta e nove pacientes com ALT normais, 33 apresentavam
ALT abaixo de 25 U/L, dos quais, oito apresentavam-se como portadores do HCV,
enquanto que 25 eram HCV-RNA negativos; contudo, dos 16 que apresentavam
valores de ALT situados entre 25 e 50 U/L, nove apresentavam-se infectados pelo
HCV, e em sete ndo houve deteccdo do HCV-RNA. A andlise estatistica através
do teste do Qui-Quadrado mostrou diferenca significante entre estes grupos,
corroborando, dentre outros, com os resultados de Yasuda et al. (1995) e

Caramelo et al. (1996).

Com relagdo a infecgdo pelo virus hepatite B, foram encontrados

10,6% dos pacientes estudados (grupos HD e DP) como portadores do HBV,



sendo todos submetidos a hemodiélise, qual seja, 13% dos hemodialisados. Esta
alta prevaléncia apresenta-se préxima aos valores encontrados por Szmuness et
al. (1974) e Mayor et al. (1979) durante a década de 1970, antes da adocao pelas
unidades de saude de medidas efetivas para prevencdo contra o HBV, nos

Estados Unidos.

A ocorréncia de significancia estatistica entre maior tempo de
tratamento dialitico e a positividade para o HBsAg, anti-HBc e anti-HCV, e além
disso, a prevaléncia de 44,4% para o anti-HBc entre os hemodialisados,
apresentar-se proxima ao detectado para o anti-HCV neste grupo, sugere que
ambos o0s agentes apresentem formas semelhantes de transmissdo dentro da
unidade, a despeito das medidas até entdo utilizadas na tentativa de controle de
sua transmisséo.

Quanto a prevaléncia do HCV nesta populacdo, ressalta-se que a
mesma foi zero entre os funcionarios da unidade, embora, a presenca do anti-
HCV tenha variado de zero a 5,3%, na dependéncia do kit analisado. A maioria
dos trabalhos envolvendo profissionais da area de saude, incluindo profissionais
que atuam em unidades de dialises, relatam baixos indices de infec¢éo pelo HCV
neste grupo (Jeffers et al., 1990; Fujiyama et al., 1992; Niu et al., 1993), embora
as medidas de protecao individuais e coletivas devam sempre ser adotadas de

modo irrestrito.



A prevaléncia de infeccdo pelo HCV entre os pacientes foi de 37,9%,
sendo de 44,4% entre os hemodialisados e de 8,3% entre 0s pacientes
submetidos a didlise peritoneal. Selgas et al. (1996) afirmam que a incidéncia de
hepatite C entre os pacientes submetidos a dialise peritoneal € muito baixa.
Luengrojanakul et al. (1994), na Tailandia, detectaram 16,4% portadores do HCV
entre 146 hemodialisados, porém ndo houve deteccdo do HCV entre os 55

pacientes submetidos a dialise peritoneal. Lee et al. (1996) ao analisarem 155

pacientes submetidos a didlise peritoneal, detectaram a presenca de anti-HCV (2&
geracdo) em 6,5%, sendo que, o maior fator de risco encontrado neste grupo foi a
presenca de historia anterior de hemodialise, ocorrido em 70% dos portadores.
Estes aspectos demonstram que o grupo de hemodialisados apresenta-se muito

mais exposto a infec¢éo pelo HCV que os submetidos a didlise peritoneal.

Irie et al. (1994) estudando 485 pacientes renais cronicos submetidos
a hemodidlises sisteméticas, detectaram 38,6% de prevaléncia do anti-HCV.
Neste grupo, observaram correlacdo entre a positividade para o anti-HCV e
histéria anterior de hemotransfusdo, assim como, com a maior quantidade de
unidades de sangue transfundidas, e ainda, com o maior tempo de tratamento
dialitico. Em 65 pacientes renais crénicos, que nao eram submetidos a
hemodidlise, a prevaléncia do anti-HCV foi significativamente menor (4,6%),
embora superior ao detectado entre os funcionarios da unidade (1,6%). Com isso,
concluiram que a maior parte dos pacientes adquiria a infeccdo apos o inicio do

tratamento dialitico.



No presente trabalho, a historia prévia de transfusdo sanguinea foi
caracterizada em 24 pacientes (96%) portadores do HCV. Em virtude de a grande
maioria dos pacientes estudados (84,8%) apresentarem historia anterior de
transfusdo de sangue ou derivados (embora semelhantes aos 87% relatados por
Jeffers et al. (1990), ou aos 74% referidos por McHutchison et al.,1992), houve
dificuldade de se fazer uma correlacéo estatistica entre 0 uso anterior de sangue
e a presenca de infeccdo pelo HCV. Ressalta-se que, o Unico paciente portador
de infeccéo pelo HCV deste estudo que ndo apresentava histéria de transfusao de
sangue, também néo era submetido a hemodialise, principais fatores relacionados

a transmissao do HCV entre os dialisados.

Corroborando com dados da literatura (Fujiyama et al., 1992), néo foi
detectado diferenca entre infeccdo pelo HCV em relacdo ao sexo, entre 0S
individuos estudados. Houve diferenca significante, entretanto, ao serem
analisados, quanto a idade, pacientes acima e abaixo de cinqlenta anos, no
entanto, este aspecto deve ser explicado devido as variaveis idade e tempo de
tratamento dialitico apresentarem-se diretamente proporcionais, neste grupo de

pacientes.

Em relacdo aos pacientes analisados neste estudo, observou-se
correlacdo estatistica entre infeccdo pelo HCV e tempo de tratamento dialitico
superior a seis meses, sugerindo que a transmissdo deste agente ocorra, em

grande parte, devido ao tratamento dialitico a que tais pacientes sédo submetidos.



Okuda et al. (1995) em estudo retrospectivo por 42 meses, com 730 pacientes
submetidos e hemodialise, detectaram em 49 (6,7%) pacientes, soroconversao
para o anti-HCV sem historia de transfusdo de sangue nos seis meses
precedentes a conversado, além de reducdo na incidéncia de hepatite C neste
grupo, apoés a adocdo de medidas preventivas na unidade de diélise. Naghettini et
al. (1997), em estudo soroepidemiologico com 173 dialisados de Goiania,
detectou prevaléncia de 35,3% para o anti-HCV e correlagcdo direta com a

permanéncia no tratamento e o uso de hemodialise.

Justifica-se, portanto a manutencdo de estudos soroepidemiolégicos
nesta unidade de dialise do Estado do Pard, caracterizada por altos indices de
infeccdo pelo HCV, com a utilizacao, inclusive, de técnicas de biologia molecular,
para avaliacdo dos niveis de viremia e caracterizacdo dos genétipos do HCV
predominantes nesta unidade, com vistas a uma melhor caracterizacdo da
infeccdo, e um controle mais eficaz na transmissédo deste agente, em pacientes

submetidos a tratamento dialitico.



5 CONCLUSOES

1 - Os testes imunoenzimaticos de 3” geracéo para deteccédo do anti-
HCV comparados neste estudo, apresentaram desempenho muito semelhantes,
ao serem utilizados como teste de triagem para infecgcdo pelo HCV, em uma

unidade de dialise;

2 - Todos os testes imunoenziméaticos estudados apresentaram falha
na deteccdo de individuos portadores do HCV, principalmente entre o grupo de

hemodialisados, com maior prevaléncia para este agente;

3 - Ha necessidade de adocdo pelas unidades de didlise, de testes
laboratoriais baseados em métodos de biologia molecular, com objetivo de
detectarem com maior precisdo, e em menor periodo de tempo, os individuos

infectados pelo HCV;

4 - H& necessidade de revisdo dos valores de referéncia de
normalidade para as aminotransferases entre os pacientes portadores de doenca
renal cronica, afim de que estas possam ser melhor utilizadas como marcadores

indiretos de infeccdo por agentes hepatotropicos;

5 - Houve deteccdo de alta prevaléncia de portadores de infeccéo

pelo HCV e HBV nesta unidade de dialise;



6 - Houve maior prevaléncia de infeccdo pelo HCV em pacientes
submetidos a hemodialise, do que entre os submetidos a dialise peritoneal,

demonstrando maior exposicao dos hemodialisados a este agente;

7 - Houve uma relacdo direta entre a prevaléncia de infeccédo pelo
HCV com o aumento da idade dos pacientes e maior tempo de tratamento
dialitico, sugerindo que a transmissédo deste agente da-se, em grande parte, na

unidade de didlise;

8 - Nao foi possivel quantificar a importancia das transfusdes
sanguineas na transmissdo do HCV e HBV no grupo estudado. Novos estudos

com este objetivo deverdo ser realizados.
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ANEXOS




PRO-RIM: FICHA DE COLETA DE INFORMACOES

REGISTRO: DATADACOLETA: ( [/ | )
NOME: SEXO: ()
DATA DO NASCIMENTO: ( / I )
DATA DO INICIO DO TRATAMENTO NO PRO-RIM: ( /  / )
REALIZAVA DIALISE EM OUTRO SERVICO ? ( )SIM ( )NAO
TIPO DE TRATAMENTO ATUAL: ( )HD( )DP
ESQUEMA DE TRATAMENTO: ( )2¥4%62 ( )3¥58/sab

( )MANHA( )TARDE

DOENCA DE BASE:

JA REALIZOU TRANSFUSAO (plasma inclusive)? ( )SIM ( )NAO
QUANTAS VEZES?
JA APRESENTOU QUADRO DE ICTERICIA? ( )SIM (  )NAO

anexo 1



JDSM
JCSP
JBC
LGC
MDLS
MNML
MPTS
MZO
MPS
0S
CBS
AQF
ETS
JLv
GVPS
NSL
JFS
RFS
SVCR
MBC
MALP
MMAA
MNOS
FMC
PPS
JSC
AST
MAS
AJSVFE
AGTS
CAOS
CFD
HFCS
IMSS
M
MAS
MMC
MLM

91160
91161
91162
91163
91164
91165
91166
91167
91168
91169
91181
91182
91183
91184
91185
91186
91187
91188
91189
91190
91191
91192
91193
91194
91195
91196
91208
91209
91210
91211
91212
91213
91214
91215
91216
91217
91218
91219

HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
DP
HD
DP
HD
DP
DP
HD
HD
HD
HD
HD
HD

44
32
40
162
45
76
25
20
16
13
22
31
1960
45
12
45
32
21
31
41
10
15
22
11
20
12
19
79
16
23
15

14
49
39
45
16
23

55
47
41
140
19
51
30
12
13
30
26
23
1291
33
17
47
63
13
38
68
17
16
19
13
25
16
12
163
13
24
33
15
20
227
50
75
20
29

12
10
41
134
81
14
26
40
12

31
14
159
34
12
10
12
37
43

12

18
36
19
17
12
15
24
11
21
44
21
63
46
109
18
10
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201000
204000
165000
160000
234000
202000

86000
276000
286000
260000
303000
260000
249000
268000
298000
120000
276000
296000
218000
225000
186000
260000
255000
214000
100000
296000
252000
290000
667000
278000
258000
335000
214000
300000
259000
182000
223000
270000



JIN
JMFF
MCS
MCSF
MAS
NPM
OCA
RFS
TRL
CSJC
ASP
AJA
PCSN
RSA
EP
LFT
DSS

91226
91227
91228
91229
91230
91231
91232
91233
91234
91238
91239
91240
91241
91242
91324
91349
91513

HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
HD
DP
DP
DP
DP
DP
HD
DP
DP

16
25
43
11
33
14
30
21
23
35
15
31
23
96
102

NR

14
35
120

59
10
14
23
16
32
14
136
26
99
103
21
NR

*NR=N4o realizado

26
17
57
12
167
19
186
43
12
12

73
12
106
47
20
15

325000
260000
213000
201000
220000
257000
361000
245000
298000
296000
290000
296000
201000
NR*
208000
205000
NR
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JDSM
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MDLS
MNML
MPTS
MZO
MPS
PS
AIM
AGR
AFS
DCB
DMA
HRR
IMSO
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AQF
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91196
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HD
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HD
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NE
PO
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NE
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NE
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PO
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PO
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NOME REGISTRO GRUPO ORTHO UBI BIOCHEM  ABBOTT
JBLS 91198 FC NE NE NE IN
ECSB 91199 FC NE NE NE NE
LSS 91200 FC NE NE NE NE
DFLC 91201 FC NE NE NE NE
AJS 91202 FC NE NE NE NE
SOC 91203 FC NE NE NE NE
AST 91208 DP PO PO PO PO
MAS 91209 HD NE PO PO NE
AJSVF 91210 DP NE NE NE NE
AGTS 91211 HD NE NE NE NE
CAOS 91212 DP NE NE NE NE
CFD 91213 DP NE NE PO PO
HFCS 91214 HD PO PO PO PO
JMSS 91215 HD PO NE NE PO
JM 91216 HD NE NE NE NE
MAS 91217 HD NE NE NE NE
MMC 91218 HD NE NE NE NE
MLM 91219 HD NE NE NE NE
MCF 91220 HD NE NE NE NE
PSLJ 91221 HD IN NE NE NE
PPCM 91222 HD NE NE NE NE
RVS 91223 HD NE NE NE NE
TBS 91224 HD NE NE NE NE
JGA 91225 HD NE NE NE NE
JIN 91226 HD NE NE NE NE
JMFF 91227 HD NE NE NE IN
MCS 91228 HD NE NE NE NE
MCSF 91229 HD NE NE NE NE
MS A 91230 HD NE IN NE NE
NPM 91231 HD NE NE PO NE
OCA 91232 HD NE NE NE NE
RFS 91233 HD IN NE NE NE
TRL 91234 HD NE NE NE NE
CSJC 91238 DP NE NE NE NE
ASP 91239 DP PO NE NE IN
AJA 91240 DP NE NE NE NE
PCSN 91241 DP NE NE NE NE
RSA 91242 DP PO PO PO PO
EP 91324 HD PO PO PO PO
LFT 91349 DP NE NE NE NE
VSSF 91350 FC NE NE NE NE
DSS 91513 DP NE NE NE NE



NOME REGISTRO GRUPO N° COPIAS HCV-RNA
ANS 91156 HD 24783
FMLA 91158 HD 1640
JDSM 91160 HD 14055
JCSP 91161 HD 1000
JBC 91162 HD 57739
MDLS 91164 HD 3509
MPTS 91166 HD 104286
MPS 91168 HD 19147
PS 91169 HD 4052
AQF 91182 HD 4702
ETS 91183 HD 8204
JLV 91184 HD 1000
NSL 91186 HD 13238
RFS 91188 HD 1000
SVCR 91189 HD 17745
MBC 91190 HD 51011
PPS 91195 HD 99545
JSC 91196 HD 3931
AMS 91209 HD 153226
HFCS 91214 HD 69455
JMSS 91215 HD 6176
JM 91216 HD 1814597
MAS 91217 HD 105508
PSLJ 91221 HD 69146
RSA 91242 DP 374790
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