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RESUMO

Existem muitos relatos de alteragdes hematoldgicas medulares em portadores crénicos do
HCV, entretanto os estudos realizados até 0 momento se destinaram a pacientes infectados e
sintomaticos de doenca hepatica e/ou hematoldgica que foram encaminhados a atendimento
médico tercidrio para investigacdo de citopenias. Nenhum estudo foi encontrado que
abordasse a avaliacdo das alteracbes em medula 6ssea, numa fase mais precoce da infecgéo,
com pacientes ainda assintomaticos do ponto de vista hematologico e hepatico. Os objetivos
deste estudo foram descrever as alteracbes hematoldgicas periféricas e medulares em
individuos infectados pelo virus da hepatite C (HCV) e assintomaticos de doencas hepatica e
hematoldgica, ainda ndo submetidos a tratamento especifico e correlaciona-las com a carga
viral plasmatica, gendtipos e graus de fibrose hepatica. Estimar a frequéncia das alteracdes
hematoldgicas periféricas e medulares e verificar a associagcdo entre as alteragdes
hematoldgicas periféricas e medulares com carga viral, genotipos e graus de fibrose hepatica.
Trata-se de estudo descritivo analitico, onde foram selecionados 30 pacientes de ambos 0s
sexos, com idade entre 18 a 60 anos, atendidos nos ambulatérios de hepatologia e infectologia
do Estado da Paraiba no periodo de 01/2016 a 03/2017. Foi realizada uma entrevista para
obtencdo dos dados socios demogréaficos, os clinico-laboratoriais foram obtidos a partir dos
registros em prontuarios e realizado a coleta do aspirado de medula éssea. A média de idade
foi de 43,93, sendo 60,0% mulheres. A frequéncia das alteracbes hematoldgicas periféricas foi
de 20,0% (6/30) e das alteragdes medulares de 90,0% (25/30), observou-se associacéo entre
os individuos com alteracdes hematoldgicas periféricas e os graus de fibrose (p=0,014), sem
associacao com a carga viral e os genétipos. O gen6tipo 1 foi presente em 80,0% (24/30) dos
pacientes e alta viremia em 64,4% (16/30) e 66,7% (20/30) com graus iniciais de fibrose
hepética de FO a F2. 80,0% (24/30) dos pacientes ndo tinham alteracdes no exame sanguineo
periférico, entretanto na analise do mielograma56,7% (17/30) apresentavam algum tipo de
alteracdo na celularidade geral e/ou especifica por série, 83,3% (25/30) tinham alteracdo de
maturacdo das linhagens celulares, predominando a despropor¢do maturativanicleo
citoplasmatica e os retardos maturativos. Trata-se de estudo pioneiro com pacientes
assintomaticos de doenca hepatica, infectados pelo HCV, assim apesar da baixa frequéncia
das alteracGes periféricas, houve associagdo com o0s graus de fibrose e por outro lado as
alteracdes hematoldgicas medulares foram altas, mas sem associagdo com a carga viral, 0s
genotipos e o grau de fibrose, ressalta-se a importancia do acompanhamento hematol6gico
desses pacientes, uma vez que podem se beneficiar com uma abordagem mais precoce de sua
doenca hepéatica com o tratamento especifico, bloqueando a progressao desses distlrbios
hematoldgicos antes de tornarem-se irreverssiveis.

Palavras-chave:Medula 6ssea. Hepatite C. Carga viral. Genotipo.Fibrosehepatica.



ABSTRACT

There are many reports of hematological changes in peripheral blood and bone marrowin
chronic HCV infected patients, however, the studies carried out so far have been aimed at
patients infected and symptomatic of liver and / or hematological disease who were referred
to tertiary medical care withcytopenias to be investigated. No study was found to address the
evaluation of bone marrow changes, at an earlier stage of infection, with patients still
asymptomatic from a hematological and hepatic point of view. The aims of this study were to
describe hematological changes in peripheral blood and bone marrow in infected individuals
with hepatitis C virus infection and asymptomatic of hepatic and hematological diseases, not
yet submitted to specific treatment and correlate them with viral load, genotype and degree of
hepatic fibrosis. To estimate the frequency of peripheral and medullary hematological
changes and to verify the association between peripheral and medullary hematological
changes with viral load, genotypes and degrees of hepatic fibrosis.This is an analytical
descriptive study, in which 30 patients of both sexes, aged between 18 and 60 years old,
attended at the outpatient clinics of hepatology and infectology of the State of Paraibawere
selected from 2016, january to 2017, march. An interview was carried out to obtain the socio-
demographic data, the clinical-laboratory ones were obtained from the medical records and
the bone marrow aspirate was collected.The mean age was 43.93, with 60.0% women. The
frequency of peripheral hematological alterations was 20.0% (6/30) and the medullary
changes of 90.0% (25/30), an association was observed between individuals with peripheral
hematological alterations and degree of fibrosis (p=0,014), without association with viral load
and genotype.Genotype 1 was present in 80.0% (24/30) of the patients and high viremia in
64.4% (16/30) and 66.7% (20/30) with initial degrees of hepatic fibrosis from FO to F2.
80.0% (24/30) of the patients had no alterations in the peripheral blood test; however, in the
analysis of the myelogram 56.7% (17/30) presented some type of alteration in general and / or
specific series cellularity, 83, 3% (25/30) had maturational alterations of the cell lineages,
predominating maturative nucleus cytoplasmatic disproportion and maturative delays.

This is a pioneer study with asymptomatic patients of liver disease, infected with HCV, thus,
despite the low frequency of peripheral alterations was low, there was an association with the
degree of fibrosis and, on the other hand, the hematological changes in bone marrow were
high but with no association with viral load, genotype and degree of fibrosis, however the
importance of hematologic follow-up of these patients is emphasized, since they may benefit
from an earlier approach to their liver disease with specific treatment, blocking the
progression of these hematological disordersbefore they become irreversible.

Keywords:Bone marrow.Hepatitis C.Viral load.Genotype.Hepatic fibrosis.
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1 INTRODUCAO

Pesquisastém descrito alteracfes hematologicas periféricas e medulares associadas a
hepatite C (DIETERICH; SPIVAK, 2003; KLCO et al., 2010; ASFOUR et al., 2013).Elas se
desenvolvem tanto por agressdo viral direta, quanto pela resposta imune cronica do
organismo, expressando-se comumente como citopenias no sangue periférico(STREIFF;
MEHTA; THOMAS, 2002) e alteracdes diversas em medula dssea, tais como aplasia,
displasia, siderose, hipo e hipercelularidades total ou setorial DIETERICH; SPIVAK, 2003;
ASFOUR et al., 2013)

Um estudo realizado com pacientes monoinfectados pelo virus da hepatite C (HCV),
submetidos a bidpsia de medula déssea devido a presenca de alguma citopenia, demonstrou
alteracdes em medula 6sseasem correlacdo com o uso de antivirais, sugerindoque a disfungédo
medular é independente do estdgio ou da extensdo da fibrose hepéatica(KLCO et al., 2010).
Além disso, BELLENTANI (1999) e MOATTER (2002) mostraram que o genotipo 1b é o
maior fator de risco associado a presenca de cirrose e/ou de carcinoma
hepatocelular(BELLENTANI et al., 1999; MOATTER et al., 2002). No entanto ndo existem
pesquisas que permitam estender essa mesma relacdo as alteracdes em medula Gssea em
pacientes assintomaticos de doenca hepética.

Foram encontradas alteracdes celulares em medula 6ssea de pacientes com RNA-HCV
intramedular, comparando-os com pacientessem RNA-HCV na medula 6ssea, porém nao
houve correlacdo com gendtipos e carga viral. Entretanto 0s pacientes ja apresentavam
alteracbes hematoldgicas periféricas (ABOU EL AZM et al., 2012).

ANWAR et al., (2012) também descreveram alteracdes em medula dssea de pacientes
com hepatite C crbnica, onde 100% dos pacientes apresentavam alteracdes hematoldgicas
periféricas importantese doenca hepéatica avancada, ndo tendo sido avaliadosinfectados
assintomaticos quanto as doencas hepatica e hematolégica.

Esses estudos foram realizados em pacientes j& com doenca hepatica avancada
sintomatica e com alteracBes hematolOgicas periféricas importantes, onde se esperariam
alteracfes hematologicas medulares mais severas e irreversiveis, multifatoriais. Naotendo sido
estabelecida correlacdo das alteragfes intramedulares com a carga viral plasmatica e os
gendtipos em pacientes assintomaticos.

As alteracdes hematoldgicas podem influenciar na adesdo do proprio paciente pelos
efeitos colaterais, bem como pela contra-indicacdo médica ao tratamento, portanto no

tratamento para hepatite C, comprometendo seu progndstico. Assim, a deteccdo precoce de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abou%20El%20Azm%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22569886
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abou%20El%20Azm%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22569886
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alteragbes medulares poderd auxiliar no tratamento eficaz da hepatite C, sem redugdes de
dosagem e nem descontinuacdo dos esquemas em administracdo, podendo lentifica-lase/ou
compensa-las com o uso de fatores estimulantes de crescimento de coldnias, todavia a sua
eficacia depende do préevio conhecimento da celularidade e da
normopoiesemedulares(DIETERICH; SPIVAK, 2003)

Diante do exposto, esse estudo descreveu as alteracdes hematoldgicas periféricas e
medulares, em individuos infectados pelo HCV, assintomaticos de doenca hepatica, sem

tratamento especifico associando com genotipo, carga viral e grau de fibrose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico da hepatite C

A hepatite C, anteriormente conhecida como hepatite ndo-A ndo-B, é uma das
infeccdes virais mais frequentes na humanidade, superando a prevaléncia da infeccdo pelo
virus da hepatite B e da imunodeficiéncia humana adquirida(RUSTGI, 2007). A hepatite C
vem sendo estudada ha varios anos, mesmo antes da descoberta do virus causador da doenca -
0 HCV — em 1989. Na década de 70 foi detectada a ocorréncia de hepatite pds-transfusional
em cerca de 10% dos pacientes que tinham recebido algum hemocomponente, posteriormente,
na década de 80 passando a responder por 80 a 90% das hepatites pos-transfusionaisndo-A e
ndo-B. Sendo que nestes pacientes ndo se detectava marcadores virais para as ja conhecidas
hepatites A e B, sugeriu-se, entdo, a existéncia de um terceiro virus para explicar estes casos,
mas este parecia escapar aos métodos investigacionais empregados até entdo(FEINSTONE;
KAPIKIAN; PURCELI, 1973). J& no inicio dessa década, estudos experimentais em primatas
e desenvolvidos no Centro de Controle de Atlanta -EUA, revelaram a presenca de um agente
infectivo com 60nm de diametro, revestido de um involucro lipoprotéico, genoma constituido
de é&cido ribonucléico (RNA), classificado inicialmente como pertencente a familia
Togaviridae e transmissivel mediante sangue e hemoderivados. Denominado por Daniel
Bradley e colaboradores de agente de forma tubular (BRADLEY et al., 1985).

Somente em 1989, Qui-Lim-Choo, George Kuo, Daniel Bradley e Michael
Hougthonapos seis anos de intensa investigacdo (1982-1988)obtiveram um clone do genoma
viral de uma particula de DNA complementar (cDNA) do plasma de chimpanzés infectados
com soro humano contaminado com o virus da hepatite ndo-A e ndo-B. Este patdgeno passou
a ser conhecido como HCV. A partir desta descoberta, ndo levou muito tempo para que
fossem desenvolvidos os primeiros testes capazes de detectar anticorpos contra 0 HCV
(ELISA - enzyme-linkedimmunosorbentassay). Com asubsequente implantacdo destes testes
em bancos de sangue, 0s casos da até entdo denominada hepatite ndo-A, ndo-B, pos-
transfusional vem diminuindo progressivamente(DONAHUE et al., 1992).

Apesar dos enormes esforcos cientificos desde sua descoberta, o cultivo do virus sé se
tornou possivel had poucos anos, e apenas para um genoma unico (JFH1), obtido de um
paciente com hepatite aguda fulminante no Japdo(KATO, 2001). A maior parte do
conhecimento sobre 0 HCV é proveniente de sistemas replicativosin vitro (replicons), capazes
de proporcionar a replicagdo gendmica e sub-genémica e expressdo protéica(LOHMANN et
al., 1999; BARTENSCHLAGER; KAUL; SPARACIO, 2003; BLIGHT et al., 2003).
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2.2 Caracteristicas do virus da hepatite C e replicacao

O HCV pertence filogeneticamente a ordem Nidovirales, a familia Flaviviridae, subfamilia
Flavivirinae, ao género Hepacivirus e espécie virus da hepatittC(VAN REGENMORTEL et
al., 2000; LEVINSON& JAWETZ, 2005; ICTV, 2014). E um virus de RNA, envelopado, de
genoma com fita simples de polaridade positiva medindo 9,7 kilobases de comprimento
(Figura 1).

Glicoproteina do ?
envelope E1

Glicoproteina ¢
do envelope E2

Proteina do @
capsideo C

RNA
viral

Envelope
lipidico

Figura 1: Estrutura morfolégica do HCV
Fonte: Adaptado de PHYSICIANS’ RESEARCH NETWORK <http:// www.prn.org/>.

Apresenta genoma com duas regides ndo-codificadoras em suas extremidades, sendo
sua porcdo codificante geradora, em matriz aberta de leitura, de uma poliproteina de 3010 a
3033 aminoéacidos (dependendo do genoétipo), que sob acdo auto proteolitica e proteolitica da
célula hospedeira (hepatocito), origina proteinas estruturais (C, E1, E2 - onde a regido
E2/NS1 representa a regido de hipervariabilidade genética: HVR1 e HVR2) e ndo-estruturais
(NS-2, p7, NS-3, NS-4A, NS-4B, NS-5A, NS-5B), essas Ultimas responsaveis pela replicacéo
viral(LOHMANN et al., 1999; PENIN et al., 2004). Outras proteinas ndo estruturais (NS)
incluem, entre outras, protease, helicase e RNA polimerase (Figura 2).Através da analise
filogenética de cepas do HCV, atualmente foram identificados em vérias regifes do mundo

seis tipos principais de genotipos, enumerados de 1 a 6.
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Figura 2: Estrutura genética do virus da hepatite C
Fonte: Adaptada de ANZOLA & BURGOS, 2003.

Como o HCV ainda néo foi cultivado em células, o0 mecanismo de replicacdo do HCV
ainda esta pouco esclarecido, sendo que o modelo aceito é aquele baseado na similaridade do
ciclo dos demais virus pertencentes a familia Flaviviridae. O virus invade, infecta e replica-se
na corrente sanguinea, repetindo 0 mesmo processo em Varios tecidos, assim como nos
linfocitos B e T periféricos e células mononucleares, enquanto se direciona por tropismo
natural ao figado, onde infecta aproximadamente 10% das suas células (DUSTIN; RICE,
2007) .Nesse trajeto para 0s hepatocitos, o virus passa por diversos 6rgdos tais como o
pancreas, tiredide, glandulas adrenais, baco e medula Ossea, locais onde podem se
desenvolver variantes virais que agem como reservatorios para o virus, tendo importante
papel na persisténcia e reativacdo viral (ZIGNEGO et al., 2007). A replicacdo inicia com a
adsorcdo da particula viral a membrana celular, para que esta penetre na célula por fusdo de
membrana (endocitose) mediada por receptor CD81(PAWLOTSKY, 2004; PENIN et al.,
2004). Esse processo de penetracdo do virus é facilitado pela via lipoproteina de baixa
densidade (LDL e VLDL) como receptores que se ligam ao complexo E1 e E2 expressos na
superficie do HCV(SZABO et al., 2003; PAWLOTSKY, 2004; VISO, 2007) (Figura 3).
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Figura 3: Esquema do ciclo de replicacdo do HCV
Fonte: Adaptada de http://www.tibotec.com

Segundo o modelo proposto por BARTENSCHLAGER & LOHMANN (2000), a
ligacdo da particula viral a célula hospedeira requer a interacdo da proteina E2 ou do
complexo E1/E2 com um receptor presente na superficie da célula, o CD81(POLYAK et al.,
2001),um outro estudo mostra ainda que esta interacdo é essencial no processo de entrada do
virus (LINDENBACH et al., 2005). Acredita-se que desde que a expressdo do CD81 ndo €
restrita apenas aos hepatocitos ou as células do sangue periférico, um segundo receptor ou co-
receptor pode ser requerido(BARTENSCHLAGER; LOHMANN, 2000).

Ap0s a penetracgdo, o virus sofre desnudamento, expondo o genoma viral, para assim
iniciar a replicacdo bioquimica. A atividade de RNA-polimerase RNA-dependente
(transcriptase) gera uma fita de RNA, de polaridade negativa, complementar ao RNA viral,
que serve também de molde para que haja a sintese de novas fitas de RNA de polaridade
positiva que servirdo para a formacdo de novos virus (PAWLOTSKY, 2004; PENIN et al.,
2004).

O RNA de polaridade positiva sintetizado interage com multiplas copias da proteina
do capsideo para formar o nucleocapsideo viral, o qual adquire o envelope no reticulo
endoplasmatico (RE). Apds a particula viral montada, esta é transportada, via complexo de
Golgi (CG), para ser eliminada da célula hospedeira(PAWLOTSKY, 2004). O RNA viral
serve como mMRNA e depois da traducdo, uma poliproteina é produzida e clivada em proteinas
estruturais e ndo-estruturais (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2002; SZABO et al., 2003).
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As regides terminais ndo traduzidas (NTR) séo essenciais no processo de replicacdo
viral. Em particular, a regido 5° NTR, na qual se encontra a sequéncia mais conservada do
genoma do HCV, esta contém um sitio interno de entrada de ribossomo (IRES) essencial para
a traducdo independente do RNA viral (KATO, 2001).

A regido 3’ NTR ¢ constituida de uma estrutura em forma de trevo, consistindo de
uma regido variavel pequena de aproximadamente 40 nucleotideos, uma cauda poli-U e uma
regido altamente conservada de 98 nucleotideos, sendo, assim como a regido 5° NTR,
fundamental na replicacdo viral (LINDENBACH et al., 2005). A taxa de replicacéo viral €
alta, de aproximadamente 1 x 10*?virions por dia, com tempo de incubacéo bastante variavel

de 1 a 13 meses.

2.3 Transmissao

O tempo de incubacdo da hepatite C mostra-se bastante varidvel, com média de 8
meses. Como as formas anictéricas da hepatite C correspondem a cerca de 70% dos casos, 0s
individuos contaminados evoluem para a cronicidade, totalmente assintomaticos, sem terem
conhecimento da presenca do anti-HCV ou mesmo do aumento de enzimas hepaticas, como a
ALT. Nessa fase de janela imunoldgica, ou seja, de presenca do RNA-HCV ainda com
anticorpos negativos pode ocorrer contaminacdo parenteral, tanto por transfusdo sanguinea
como pelo uso de drogas ilicitas e outros, sendo essa a principal forma de transmissdo
viral(ZIBBELL et al., 2009; STOCKMAN et al., 2014).

Os diversos estudos ja realizados demonstraram que o VHC é o agente causal de mais
de 90% das hepatites pos-transfusionais. No Brasil, a partir de 1993, hé a obrigatoriedade dos
testes soroldgicos (anti-HCV) em candidatos a doacdo de sangue, diminuindo o nimero de
casos de infeccdo pelo HCV durante as transfuses sanguineas e de hemoderivados. Além dos
produtos do sangue, agulhas/seringas contaminadas ou mesmo a inalacdo de drogas — com o
uso de espelhos e canudos contaminados — passando a ser a principal via de risco para a
infeccdo pelo HCV(ANVISA, 1993; ANVISA, 2003; WILLIAMS et al., 2011). Globalmente,
estima-se que 64% dos usuarios de drogas injetaveis (UDI) estdo infectados pelo
HCV(WARD, 2013).

Outras formas parenterais de contaminacdo sdo 0s procedimentos meédicos,
odontoldgicos, de acupunturista ou de tatuagem. Portanto, qualquer material cortante
ouperfurante pode ser veiculo transmissor do virus de uma para outra pessoa, como o alicate

da manicure, a lamina do barbeiro ou mesmo a escova de dente, compartilhada por conjuges
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ou filhos. Também ha uma porcentagem significativa de pacientes com antecedentes de
cirurgias prévias e/ou atendimentos médicos de urgéncia em prontos-socorros ou ainda a
hipétese ja confirmada de contaminacdo médica durante o ato cirargico(FOCACCIA,
SOUZA, 2005; ALTER, 2007; WARD, 2013).

Dentre as formas nédo-parenterais de transmissédo da hepatite C torna-se importante
ressaltar a possibilidade da transmissdo sexual, entretanto essa tem sido uma via de baixa
prevaléncia nos muitos estudos realizados até o momento (ALTER, 2007; ZIBBELL et al.,
2009; STOCKMAN et al., 2014) que descrevem uma frequéncia de 15% a 20%(CRAXI,
2011). Quanto a transmisséo vertical, mées coinfectadas foram 3,8 vezes mais propensas a
transmitir o HCV ao filho. O aleitamento materno parece ndo contribuir de modo importante
para a transmissdo do HCV. As taxas de transmissdao vertical do HCV variam entre 0% a
20%, com média em torno de 5% na maioria dos estudos(GIBB et al., 2000; TAJIRI et al.,
2001) (Os fatores de risco para transmissdo vertical incluem elevada carga viral da mée,
trabalho de parto prolongado, monitoragéo fetal interna e coinfeccdo HIV-HCV(ROBERTS;
YEUNG, 2002).

2.4 Epidemiologia e fatores de risco

A elevada taxa de mutagdo do HCV (1,44 a 1,92 x 107 substituicdes de nucleotideos/
local no genoma/ano) determina a classificacdo do virus em grupos filogenéticos (ZARIFE et
al., 2006). A analise filogenética de cepas do HCV, seja de toda a sequéncia ou parcial,
isoladas em vérias regibes do mundo, levou a identificacdo de genétipos do HCV, incluindo
seis tipos principais, enumerados de 1 a 6, sendo o gendétipo 1 o mais prevalente em todo o
mundo (40% a 80%), além dos seis genétipos ha um grande nimero de subgrupos dentro
destes grupos, chamados subtipos e identificados por letras minusculas (la, 1b, etc.).
Atualmente s&o mais de 100 subtipos conhecidos. Os tipos diferem de 31% a 34% em suas
sequéncias de nucleotideos e aproximadamente 30% em suas sequéncias de aminoacidos,
enquanto os subtipos diferem em 20% a 23% de suas sequéncias de 3 nucleotideos, com
importante diferenca conforme a regido genémica (SIMMONDS et al., 2005). Dentro de um
mesmo genotipo e subtipo podemos ainda ter variagdes do HCV, que sdo denominadas
quasispecies. Isso é possivel devido a replicagdo imperfeita do virus, com o surgimento de
pequenas e constantes mutacdes. Esta multiplicidade de padrGes de organizagdo genética
representa um dos maiores desafios para o tratamento, bem como para a elaboracdo de uma

vacina (Figura 4).
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Figura 4: Arvore filogenética de sequéncias do genoma completo do HCV
representando os 6 gendtipos .
Fonte: SIMMONDS, 2005.

O subtipo 1a é o mais prevalente nos EUA, seguido do subtipo 1b, que também
predomina na Europa, na Turquia, no Japdo e em Taiwan. O gendtipo 2 tem distribuicdo
universal com frequéncia de 10% a 40%, enquanto o genotipo 3 predomina no noroeste da
india, no Paquistdo, na Escdcia, na Austrélia e nos paises da América do Sul. O genétipo 4 é
prevalente no Oriente Médio e na Africa Central, o genétipo 5, no sul Africa, e o genétipo 6,
no sudoeste da Asia. Ja no Brasil, 0 gen6tipol, subtipo b, é o mais prevalente (64,9%),
seguido do gendtipo 3 com 30,2%. O gendtipo 1 esta associado a pior resposta ao tratamento
antiviral do que os genotipos 2 e 3(CAMPIOTTO et al., 2005) (Figura 5).

Adaptade de: OMS, 2009

Figura 5: Distribuicdo Mundial dos gen6tipos do HCV
Fonte: adaptado de OMS, 2009
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Estudos apontam que sua prevaléncia vem decaindo nos ultimos anos, entretanto ha
uma grande variagdo na prevaléncia da infec¢do pelo HCV de acordo com a regido geografica
estudada, refletindo ndo s6 caracteristicas epidemioldgicas distintas entre as populages, mas
diferencas nas metodologias utilizadas para a realizacao das estimativas.

Segundo a OMS (2007), a despeito dessas estimativas populacionais variadas, estudos
apontam para uma prevaléncia global em torno de 2% a 3%, ou seja, entre 123 milhdes e 170
milhGes de pessoas infectadas pelo HCV em todo 0 mundo, com cerca de 4 a 6 milhdes de

novos infectados a cada ano (Figura 6).

Prevaléncia da infeccao
pelo HCV

Anit-HCV Prevalence
B >5% - High

B 1.1-5% - Intermediate
0 0.2-1% - Low

<0.1% - Very Low

0 Unknown

*Anti-HCV defined by EIA and supplemental testing Fonte:CDC

Figura 6: Prevaléncia global estimada da infeccdo pelo HCV de acordo com a regido

geografica no mundo

Fonte: adaptado de CDC, 2008.

A prevaléncia da infeccdo pelo HCV ¢é considerada baixa no Reino Unido,
Escandinavia (0,01% a 0,1%), Américas, Europa Ocidental, Australia e Africa do Sul (0,2% a
0,5%)8. Prevaléncias intermediarias sdo encontradas no Leste Europeu, Mediterraneo, Oriente
Médio e India. Outros paises com prevaléncia intermediaria incluem Brasil, Europa Oriental,
partes da Africa e Asia. O Egito possui alta prevaléncia de infeccdo pelo HCV (17% a 26%),
além de Hubei, Mongolia, Paquistdo(PERZ et al., 2004; ALTER, 2007).

O Brasil € um pais de proporc¢Bes continentais e, portanto, com grandes variagdes
demogréficas, sociais e culturais entre as diferentes regides. Por esse motivo, os estudos que
avaliam a prevaléncia do HCV no Brasil séo escassos e pouco precisos, englobando, no geral,

areas geograficas restritas ou populagbes especificas, como os doadores de
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sangue(FERREIRA; SILVEIRA, 2004; MARTINS; NARCISO-SCHIAVON; SCHIAVON,
2011).

Um inquérito realizado pela Sociedade Brasileira de Hepatologia conjuntamente com
0 Ministério da Saude nas capitais brasileiras revelou que apenas 16% da populacdo total do
pais ja tinha sido testada para hepatite C, revelando que a maior parte dos infectados pelo
virus ainda ndo foi diagnosticada (MINISTERIO DA SAUDE/ SBH, 2011). Segundo
estimativas oficiais de prevaléncia de hepatite C no Brasil, aproximadamente 2,5 milhdes de
pessoas seriam reagentes para o anti-HCV(PEREIRA et al., 2010). No entanto, a utilizacéo de
um grupo especifico como os doadores de sangue limita a extrapolagdo dessas estimativas
para a populagéo geral.

Em outro estudo de base populacional publicado por FOCACCIAet al.(1998),relatou-
se prevaléncia de 1,42% de positividade para o anti-HCV em 1049 residentes do municipio de
Sao Paulo. As maiores prevaléncias foram observadas nos individuos acima de 30 anos, sendo
0 pico de 3,8% observado na faixa etéria entre 50 e 59 anos. A maior prevaléncia de hepatite
C observada ap6s 0s 50 anos de idade sugere infeccdo em um passado distante, sendo possivel
um deslocamento gradual entre as faixas etarias, com tendéncia de a maioria dos casos se
concentrar entre 0s idosos(FOCACCIA et al., 1998). Dados esse corroborados por outro
estudo posterior, com o proposito de determinar a associagdo entre a idade do diagndstico e o
grau de lesdo hepética pelo HCV, concluindo que a idade ao diagndéstico da infec¢do pelo
HCV correlaciona-se significativamente com a fibrose (rs=0.307, p<0.001) e que a mesma
aumenta com a idade avancada((DE OLIVEIRA et al., 2014).

Posteriormente, outro estudo de base populacional publicado pelo Ministério da Saude
e pela Organizagdo Pan-americana de Salde e realizado nas capitais das cinco macrorregides
brasileiras, relatou prevaléncia global de 1,38%. Nesse estudo, na analise por faixa etéaria o
percentual de expostos ao HCV na faixa de 10 a 19 anos foi de 0,75%, com maior pico de
1,56% na faixa etéaria de 20 a 69 anos. Os principais grupos de risco foram os usuérios de
drogas (27,4%) e hemotransfundidos (26,9%) e na analise da raca 68,1% eram brancos. A
razdo homens e mulheres foi de 1,4 (PEREIRA et al., 2010).
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Figura 7: Prevaléncia da infec¢éo pelo HCV de acordo com a regido geogréfica brasileira
Fonte: adaptado de BRASIL, 2011.

Do total de casos de hepatite C registrados entre 1999 e 2011 e divulgados no Boletim
Epidemioldgico das hepatites virais em 2012, 55.222 foram na regido Sudeste e 18.307, na
Sul. Juntas, essas duas regides concentraram 90% dos casos confirmados no pais. As taxas de
incidéncia mais elevadas também se concentraram nessas regides. Enquanto o pais registrou
incidéncia de 5,4 casos confirmados para hepatite C, em 2010, a regido Sudeste apresentou
8,1 e a Sul, 9,4. Nesse boletim as duas principais vias de transmissdo sdo uso de drogas e
transfusdo de sangue. Em 2011, o uso de drogas como provavel fonte de infeccdo foi
registrado em 28,9% dos casos e a transmissao por transfusdo em 25,2% (BRASIL, 2012).

A infeccdo pelo virus da hepatite C tem forma de transmissdo predominantemente
parenteral. A investigacdo dos fatores de risco para infeccdo pelo HCV realizada por estudos
prospectivos e retrospectivos apontam como principais fatores de risco: transfusdo de sangue
e hemoderivados de doadores ndo testados para anti-HCV; transplantes de 6rgdos de doadores
infectados; uso de drogas injetaveis; terapias injetaveis com equipamento contaminado (ou
ndo seguro); tatuagens e piercings; hemodidlise; exposicdo ocupacional ao sangue;
transmissdo perinatal e transmissdo sexual. Entre os diversos fatores de risco, 0s mais
descritos na literatura séo a transfusdo sanguinea, uso de drogas injetaveis e terapias invasivas
com equipamentos contaminados (ALTER, 2002; BRASIL, 2012). Ja o risco de transmissdo
de hepatite C por via sexual é extremamente baixo, estimando-se aproximadamente 0,1% ao

ano a transmissdo entre casais monogamicos(VANDELLI et al., 2004).
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Em publicacdo mais recente, o Ministério da Salde aponta que a ocorréncia de
hepatite C entre os anos de 2004 a 2014, notificados por ano no SINAN (Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificacdo), ndo apresentou alteracédo significativa nesse periodo,
a excecao do ano de 2013, com aumento de aproximadamente 49% em relacdo ao numero
médio de casos notificados entre 2004 e 2014 (BRASIL, 2015).

Como no caso da hepatite B, a transmissao da hepatite C esta relativamente estavel no
Brasil, em termos de nimero de casos novos diagnosticados por ano, nesse periodo de 10
anos, a excecdo de 2013. Também nao houve variagdo significativa na distribuicdo etaria e
por sexo dos casos novos diagnosticados em cada ano no mesmo periodo. As regifes Sudeste
e Sul concentram 86% dos casos notificados de hepatite C no Brasil, sendo a Regido Sudeste
responsavel por 60% dos casos. Nessa regido a distribuicdo dos potenciais fatores de riscos
para a hepatite C mostrou uma maior prevaléncia de transfusdo sanguinea, tatuagens e uso de
droga inalada quando comparada as demais regides. De acordo com a prevaléncia real
esperada, estimada pelo modelo dinamico para o Brasil, a prevaléncia total esperada de
hepatite C no Brasil era de aproximadamente 1.450.000 casos em 2014 (BRASIL, 2015).

O ndmero de mortes anuais por cirrose ou hepatocarcinomarelacionadas a infeccao

pelo HCV poderé chegar a ser superior as mortes causadas pelo HIV (NIH, 2002).

2.5 Historia natural da progressédo da infecgdo pelo HCV

A hepatite C crbénica é a principal doenca causada pelo HCV, s6 tendo sido
identificada ha 28 anos, nesse curto periodo vem experimentando uma rapida evolugdo dos
conhecimentos cientificos, desde a descoberta até a cura. Entretanto, mais de vinte anos apos
a descoberta do HCV, o conhecimento sobre a histdria natural da hepatite C permanece ainda
limitado, mas € claro e bem observado que a doenca tem progressdo lenta, sendo necessarios
varios anos para evoluira fibrose hepatica significativa. A partir do momento que o virus se
dissemina em um organismo, a sua distribuicdo entre e dentro dos tecidos do hospedeiro
torna-se um fator determinante da sua patogénese. No entanto, a distribui¢do do virus pelos
tecidos é um processo dinamico determinado por diversos fatores, que incluem a velocidade
de replicacdo viral, a presenca de receptores virais especificos, a taxa de mutacdo viral, a
susceptibilidade hospedeira e genes de resisténcia, e a imunidade inata e adaptativa (KNIPE;
HOWLEY; ROIZMAN, 2013). Essa dificil determinacdo da histdria natural da hepatite C é
devida a varios fatores: escassez de estudos prospectivos, frequente imprecisdo dos dados

sobre a época da contaminagdo, curso longo e assintomatico da doenca. Além desses, existem
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os fatores de confusdo, tanto ambientais como etilismo cronico e coinfecgdes, como virais
(diferentes genotipos e cargas virais), ou fatores do hospedeiro, entre eles os fatores
imunolodgicos e a idade de contaminacdo pelo HCV, parecendo ser esse 0 maior preditor de
evolucdo(POYNARD et al., 2003). E sabido que o VHC é um virus hepatotrofico e os
receptores celulares CD81, SR-B1, CLDN1 e OCLN desempenham um papel fundamental na
entrada do VHC e, consequentemente, no seu tropismo celular(PLOSS et al., 2009;
STERLING; LIM, 2012). A progressdo da fibrose ndo é linear ao longo dos anos, sendo mais
lenta em pacientes jovens e mais acelerada apds os 45 a 50 anos de idade.

A forma aguda da doenca € frequentemente assintomaética e apenas 20% dos pacientes
desenvolvem ictericia. Aproximadamente 20% dos casos agudos experimentam cura
espontanea do HCV. Entretanto, a grande maioria dos casos, cerca de 75% a 85% dos
pacientes, progride para a infeccdo crbénica (SEEFF, 2002). Trabalhos retrospectivos,
utilizando grandes casuisticas de hepatites pos-transfusionais, estipularam que o tempo médio
para desenvolvimento de hepatite cronica variou de 10 a 13 anos, de cirrose 21 anos e de
carcinoma hepatocelular 29 anos(COELHO et al., 1998) (Figura 8).

Historia natural da hepatite C
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Figura 8: Tempo de evolucédo da lesdo hepatica, em anos, apés hepatite transfusional

Fonte: adaptado de TONG et al., 1995.

J& nos poucos estudos prospectivos, com baixos percentuais de cronicidade, o tempo
de seguimento é pequeno. Pacientes infectados por outras vias, que ndo a transfusional,
demonstraram evolucdo mais benigna da hepatite C, com pouca evidencia de progressado para
cirrose e nenhuma complicacdo fatal relacionada & doenga hepatica em 20 anos de evolugéo
(ALVARIZ, et al., 2002).

Em outro estudo, um grupo homogéneo de mulheres jovens, infectadas pelo HCV,

agudamente ao terem recebido imunoglobulina anti-D contaminada, foram estudadas 19-
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20anos apos a infeccdo, sendo demonstradas alteracGes hepaticas muito discretas e em apenas
2% delas havia cirrose(ROGGENDORF; MEISEL; VIAZOV, 2000; WIESE et al., 2000).
Todos esses trabalhos apontam para uma evolucgéo lenta da infeccdo pelo HCV, embora haja
relatos de casos com progressao mais acelerada, usualmente relacionada aos fatores de pior
prognostico j& mencionadosanteriormente(SEEFF, 2002). Segundo esse mesmo autor, a
infeccdo cronica pode desenvolver-se com ou sem alteracdo dasaminotransferases, associada

ou ndo a inflamacao croénica e fibrose hepatica progressiva.

2.6 Diagnostico da infeccédo pelo HCV

Por se tratar de uma doenca habitualmente de evolucdo crénica e assintomatica na
maioria dos casos, a suspeita de que um paciente tem hepatite C geralmente se da pelos
resultados de exames laboratoriais alterados (AST e ALT elevados e plaguetopenia). A
préxima etapa, entdo, é a confirmacdo sorologica(IRSHAD; MANKOTIA; IRSHAD, 2013).

O teste soroldgico para triagem e diagndstico de hepatite C, rotineiramente mais
utilizado desde o inicio dos anos 90, é um teste imunoenzimatico chamado ELISA(do inglés
enzyme-linked immunosorbent assay) para deteccéo de anticorpos contra o virus da hepatite C
(anti-HCV), que adquiriu maior sensibilidade e especificidade ao passar de testes de primeira
e segunda para terceira e quarta geracfes (ELISA 11l ou IV). A metodologia utilizada para o
desenvolvimento desses ensaios estd baseada na organizacdo genémica do VHC. O genoma
possui varios segmentos codificadores de proteinas (antigenos) estruturais e ndo-estruturais
que podem desencadear a producdo de anticorpos. Os primeiros testes, denominados de testes
de primeira geracdo, empregavam apenas uma proteina ndo-estrutural (c100-3). A utilidade
clinica era limitada, devido a demora no surgimento dos anticorpos contra essa proteina, em
média 24 semanas, porém representou um grande avango nha prevencdo da infeccdo
postransfusionalndo-A, ndo-B. Para aumentar a sensibilidade do método e diminuir o tempo
necessario para a deteccdo dos anticorpos apos a infeccdo, foram desenvolvidos testes que
incluem uma combinacdo de antigenos. Os testes de segunda geracdo detectam anticorpos
contra os antigenos c22, ¢33, ¢100 e 5-1-1, o tempo de soroconversdo diminuiu para, em
média, 15 semanas. Os testes de terceira geracdo diferem dos de segunda por incluirem
antigenos da regido NS5 (BRANDAO et al., 2001; SCOTT; GRETCH, 2007).

Embora extremamente Gtil para o diagnostico das hepatites crénicas, especialmente
nos pacientes com alteracGes de transaminases e epidemiologia sugestiva para HCV, o ELISA

costuma apresentar resultado negativo nos primeiros meses ap0s a contaminacao, dificultando
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o diagndstico etioldgico nas fases iniciais da hepatite aguda pelo HCV ou mesmo falseando
um resultado negativo em doadores de sangue contaminados(IRSHAD; MANKOTIA,
IRSHAD, 2013).

A confirmacdo do resultado do teste de ELISA pode ser realizada por testes mais
especificos, como o ensaio RIBA (do inglés recombinantimmunoblotassay) ou pela
metodologia de deteccdo do genoma viral, baseada na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)(BOYER; MARCELLIN, 2000).No ensaio RIBA o0s antigenos do VHC séo
individualizados em uma fita de nitrocelulose(SANTOS et al., 1994). Em grupos de alto risco,
tais como os individuos com doenca clinica do figado e/ou niveis de ALT elevados, a taxa de
concordancia entre os dois testes geralmente é alta(IRSHAD; MANKOTIA; IRSHAD,
2013).A PCR¢ considerada a técnica “padrdo-ouro” no diagnostico do VHC, pois ¢ capaz de
detectar pequenas quantidades de virus no soro, durante as primeiras semanas apos a
exposicdo ao virus. E uma das técnicas de biologia molecular mais utilizadas que amplifica
parte do gendbma do virus, sendo extremamente sensivel e especifica. Outra variante técnica e
aquela que, em vez de parte do genoma viral amplifica-se o sinal de sua presenca, conhecida
como branched DNA (bDNA), muito mais reprodutiveis, porém menos sensiveis do que a
PCR. Assim, nas cargas virais altas as quantificagbes pelo bDNA mostram-se mais
reprodutiveis do que pela PCR, embora essas Ultimas sejam mais sensiveis, podendo
diagnosticar pequeno nimero de copias (acima de 20 ou 50 copias), sendo por isso preferidas
pela maioria dos investigadores(ZAAIJER et al., 1993; GHANY et al., 2009; IRSHAD;
MANKOTIA; IRSHAD, 2013).

Assim, para confirmacdo diagndstica de hepatite C aconselha-se, pelo menos, a
determinacdo qualitativa do RNA-HCV, de preferéncia pelo método da PCR. As
determinag6es quantitativas (carga viral), por outro lado, mostram-se mais interessantes antes
do inicio do tratamento, juntamente com a determinacdo do gendtipo, para definir-se a
duracdo do tratamento. Elas também sdo utilizadas para monitorizar a resposta terapéutica ou
para acompanhamento de casos ndo tratados, sendo essa a técnica realizada nos Centros de
Referéncia para diagndstico das hepatites virais, por determinacdo do Ministério da Salde
(Portaria conjunta n® 193, de 17 de marco de 2014).

No Brasil, desde 1993, ha a obrigatoriedade de realizacdo de testes sorologicos anti-
HCV em candidatos a doacdo sanguinea, entretanto, s6 foi estabelecida em portaria desde
2004 (Portaria n°® 112/GM/MS, de 29 de janeiro de 2004), mas s6 em 2010 efetivamente
colocada em prética a utilizacdo pelos bancos de sangue nacionais o teste NAT (do inglés

NucleicAcidAmplification Technology), como segundo teste padrdo para detec¢cdo do HCV
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nas amostras negativas ao ELISA de doadores de sangue, diminuindo a janela imunoldgica de
70 dias para 15 dias, portanto aumentando a seguranca nos procedimentos transfusionais. Por
ser uma tecnologia de amplificacdo de acido ribonucleico (RNA), essa técnica passou a
possibilitar ndo apenas a triagem dos doadores possivelmente infectados, mas também a
fixacdo do diagnostico precoce da infeccdo pelo HCV (BRASIL, 2014. Portaria conjunta n°
193).

2.7 Fatores correlacionados a lesdo hepatica pelo HCV

Quando analisamos a relacdo entre a hepatite C cronica e a lesdo hepética, ndo se trata
apenas da consequéncia direta da destruicdo dos hepatdcitos pelo virus e sim, do resultado de
uma resposta imune intermedidria, que causa destruicdo em massa dos hepatdcitos e,
posteriormente, fibrose, sem que haja a eliminagio do virus de seus
reservatorios(BELLENTANI et al., 1999).

Alguns mecanismos sdo apontados como responsaveis pela persisténcia da infeccao
pelo HCV e a progressdo da fibrose. A existéncia de uma grande variedade de quasiespecies,
refletindo a grande capacidade mutagénica do virus, propicia o constante escape a intensa
resposta imunoldgica desenvolvida pelo hospedeiro. Assim, cerca de 85% dos individuos
infectados evoluem para a cronicidade. A infeccdo crénica pelo HCV, além de evoluir
lentamente, em anos ou décadas, costuma apresentar um amplo espectro clinico, desde formas
assintomaticas com enzimas normais até a hepatite cronica intensamente ativa, cirrose e
hepatocarcinoma(STRAUSS, 2001). Além da existéncia das quasiespecies, outros fatores a
serem considerados séo a longa evolucdo da doenca, a concomitancia de elevada carga viral,a
alta taxa de replicacdo viral e alguns genoétipos. Estudos sugerem que o genotipo 1 pode ser
mais citopatico ou pode induzir mais rapidamente a progressdo da doenc¢a quando comparado
com os outros tipos (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Existem algumas evidéncias do efeito citopatico direto do HCV, incluindoleséo
histologica induzida pelo HCV com minimos infiltrados inflamatorios, hepatite fulminante
apos quimioterapia no transplante hepatico e sindrome colestatica aguda relacionada ao HCV
apos transplante renal, por outro lado, contrariando essas observagdes ha a longa evolucdo da
doenga, a concomitancia de elevada carga viral, a auséncia de alteragdes enzimaticas e
alteracOes histologicas minimas ou ausentes, constituem dados clinicos contrérios ao efeito
citopatico direto do HCV(VISO, 2007).
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Nos ultimos anos, diferentes pesquisas tém evidenciado que as lesbes hepaticas se
relacionam a mecanismos imunomediados(THIMME; LOHMANN; WEBER, 2006; LLOYD
et al., 2007). A qualidade da resposta imunoldgica célula-mediada parece ser crucial para a
eliminacdo ou persisténcia do HCV, sendo essa a hipotese mais aceita ultimamente.

O sistema imune inato responde ao HCV ativando citocinas como o0 IFN-1a e IFN-1p,
0s quais ativam proteinas antivirais que inibem a replicagdo do virus enquanto o sistema
imune adaptativo neutraliza particulas virais e destroi as células infectadas(THIMME;
LOHMANN; WEBER, 2006). Os linfocitos T CD4, como se sabe, apresentam respostas
distintas Thl e Th2. Enquanto as células Thl secretam interleucina2 e interferon gama
estimulando a resposta antiviral do hospedeiro, as células Th2 produzem interleucinas 4 e 10,
que estimulam a formacédo de anticorpos e inibem a resposta Thl. O desequilibrio entre as
respostas Thl e Th2 é responsavel tanto pela incapacidade de eliminacdo do VHC como pela
maior ou menor gravidade da lesdo hepatica(LLOYD et al., 2007; VISO, 2007). Uma série de
outros fatores suporta a influencia na progressao da lesdo hepéatica em pacientes cronicamente
infectados pelo HCV pela resposta imune do préprio hospedeiro, a saber, a falha na resposta
das células dendriticas, fraca resposta humoral ao virus, resposta inadequada dos linfocitos T
citotoxicos, maior expressdo de moléculas do complexo MHC-classe |1, perda da reatividade
das células T CD4+ ao HCV, aumento nos niveis de citocinas (IFN-a, IFN-y, IL-6 e IL-8)
(MAGNONI, 2014).

Na infeccdo pelo HCV, o estado imune do hospedeiro e sua constituicdo genética sdo
fatores importantes na persisténcia e progressdo do virus, uma vez que eles influenciam o
reconhecimento e apresentacdo antigénicos, bem como a resposta imune tipo Th. Outra
importante linha de pesquisa na busca de elucidacdo patogénica da hepatite C é o estudo das
interacdes entre proteinas virais e do hospedeiro. Algumas proteinas do HCV teriam
capacidade de disparar um sinal iniciador de processos celulares como proliferagéo,
diferenciacdo ou apoptose. Em investigacdo posterior, se demonstrou que a proteina do core
do HCV teria o sinal mais potente para iniciar as alteracdes celulares(KATO, 2001; VISO,
2007). Alem da presenca do HCV em linfécitos e mondcitos do sangue periférico, foram
detectadas faixas negativas de RNA-HCV em células hematopoiéticas, sugeridas como local
extra-hepatico de replicagdo do HCV, influindo em sua patogénese(KANTO; HAYASHI,
2006).

Como ja mencionado anteriormente, existem também fatores extrinsecos ao

hospedeiro relacionados a progressdo da hepatite C crénica: consumo de alcool, tabagismo,
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inoculagdo endovenosa do virus e coinfeccdo com outros virus (HIV, HBV e
HTLV)(POYNARD et al., 2003).

Assim, a lesdo hepatocelular se faz pelo reconhecimento imunologico da célula
infectada e sua destruicdo. A dinamica desse processo mostra-se extremamente variavel,
fazendo com que a reacéo necro-inflamatoria do figado tenha diferentes intensidades. Admite-
se que o processo inflamatério continuo e ineficiente, em termos de eliminacdo total dos
virus, constitui o principal responsavel pela fibrogénese. Entretanto, como ndo existe uma
correlacdo direta entre processo inflamatério e fibrogénese, outros fatores devem estar
envolvidos no desenvolvimento da fibrose hepatica, principal fator de progressdo da doenga.

Como os niveis séricos de RNA-HCV ndo refletem corretamente os niveis de RNA-
HCVintra- e extra-hepaticos, tornam-se necessarias maiores investigacdes sobre essa variavel,
de mais dificil acesso, assim como estudos sobre a replicacao viral. Em relacdo ao genétipo, o
mais frequente deles - 1b é reconhecidamente aquele com pior resposta terapéutica e 0s
genotipos 2 e 3 sdo preditivos de boa resposta terapéutica, mas € discutivel ser aquele
causador de lesdes hepaticas mais graves(WIESE et al., 2000). Os estudos iniciais associavam
0 genotipo 1b com evolucdo mais frequente para cirrose e hepatocarcinoma, nao confirmados
quando afastados elementos de confusdo como idade, duracdo da infeccdo ou forma de
aquisicdo do HCV. Ou seja, 0 genotipo 1b associava-se com pacientes mais idosos, com
muito tempo de infeccdo ou nos pacientes com doenca adquirida por via transfusional, talvez
por ser filogeneticamente mais antigo. Estudos mais recentes demonstram que a distribuicéo
dos diferentes gendtipos pode ser semelhante em pacientes com enzimas séricas normais
quando comparado aqueles com enzimas aumentadas(KONDO; UENO; SHIMOSEGAWA,
2011).

A progressdo da lesdo hepatica, de hepatite cronica para cirrose, pode ainda relacionar-
se a fatores do hospedeiro, ou seja, sexo, idade, uso de alcool ou concomitancia com outros
virus. O mais importante dos fatores do hospedeiro, entretanto, parece ser 0 seu estado
imunolégico. Assim, uma resposta imunoldgica vigorosa pode eliminar o HCV em 15% dos
individuos que entram em contato com ele, enquanto em pacientes crbnicos, ou
imunossuprimidos a doenca evolui mais rapidamente para cirrose e hepatocarcinoma quando
comparada aos imunocompetentes(HOPPE et al., 2006).

Fatores hormonais e genéticos devem estar implicados na patogénese da hepatite pelo
HCV, sendo aceito que a doenga costuma progredir mais rapidamente no sexo masculino, ja

com esteatose hepatica e portadores de doenga metabdlica como o diabetes melitus. A idade
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do paciente ao adquirir a infeccdo também se mostra relevante, havendo pior progndstico
naqueles com idade superior a 40 anos(WESTBROOK; DUSHEIKO, 2014).

2.8 Meétodos ndo invasivos de avaliacdo da fibrose hepética

A hepatite C cronica afeta cerca de 123 - 170 milhdes de pessoas no mundo e 3 milhdes
no Brasil (Ministério da Saude/ SBH, 2011; OMS, 2007; SEEFF, 2002). Esta infeccdo € a
principal causa de cirrose hepética, carcinoma hepatocelular e de indicacdo para transplante
hepéatico (OMS, 2007). O progndstico e 0 manejo da hepatite C cronica, assim como de outras
causas de doenca cronica do figado passa, obrigatoriamente, pela necessidade de
quantificacdo, avaliacdo da progressdo e regressdo da fibrose hepéatica. A quantificacdo da
fibrose hepética é um critério fundamental para a indicacdo ou ndo do tratamento especifico e
também para a determinacéo do progndstico.
O diagnostico da fibrose hepatica é, antes de tudo, morfologico e estabelecido pela analise
histoldgica da bidpsia do figado, considerada o exame padrdo-ouro para o estadiamento de
fibrose. Entretanto, este método ndo € um padrdo-ouro ideal, por ser método invasivo, ndo
isento de riscos de sangramentos, necessidade de internacdo hospitalar e, raramente, ébito, ser
uma avaliacdo estatica (ndo evolutiva - que ndo é facilmente passivel de repeticdo ao longo do
tempo para acompanhamento) eapresentar problemas de reprodutibilidade (em razdo da
extensdo dos fragmentos obtidos que fornecem uma amostragem restrita do parénquima
hepatico - 1/50.000) e da variabilidade interobservadores. Além disto, muitos pacientes se
recusam a se submeter a este procedimento ou tém alguma contra-indicagdo clinica para o
mesmo. Assim, baseado nestas dificuldades, nos ultimos anos um grande nimero de testes
ndo invasivos foram desenvolvidos buscando substituir esse procedimento(CHOUR,;
WASSON, 2013; VERGNIOL, et al., 2011; PARISE, et al., 2006; PARISE, 2008).
Existem basicamente trés tipos de marcadores, os biolégicos (biomarcadores diretos e
indiretos e os testes respiratorios) e os métodos fisicos representados principalmente pela
elastometria. Os biomarcadores sericos, quando utilizados isoladamente, apresentaram
acuracia diagnostica limitada e acabaram sendo combinados em indices que apresentavam
melhor sensibilidade e especificidade, sendo os mais utilizados nas hepatites virais aqueles
apresentados na tabela 1, juntamente com os pardmetros empregados para sua determinacao
(CHOUR; WASSON, 2013; VERGNIOL, et al., 2011; PARISE, et al., 2006; PARISE, 2008).
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Tabela 1: Testes bioquimicos ndo invasivos no estadiamento da doenca hepatica viral e seus componentes

Teste Marcadores Teste Marcadores
indice APRI AST e plaguetas
Fibrotest Haptoglobina, bilirrubinas, GGQGT, o2

macroglobulina e apolipoproteina, ALT

Fibrometer a2 macroglobulina, plaquetas, tempo de
protrombina, AST com ou sem &cido hialurénico

Hepascore Idade, género, a2 macroglobulina, 4acido
hialurénico, bilirrubinas, GGT

indice de Forns Plaquetas, GGT, idade

ELF Acido hialurénico, procolageno PHIP,
metaloproteinase

FIB-4 FIB-4 ldade, AST, ALT e plaquetas

FONTE: PARISE, 2008.

Desses indices, os mais conhecidos e utilizados em todo mundo sdo, sem ddvida, o
Fibrotest e 0 APRI. Os biomarcadores séo testes que levam em conta uma composicado de
varias dosagens de substancias do sangue, direta ou indiretamente relacionadas a fibrose,
compondo escores numéricos, cujo resultado final é capaz de inferir o estadio de fibrose
hepatica. As vantagens praticas da andlise de biomarcadores séricos para medir a fibrose
incluem a sua elevada aplicabilidade (> 95%), a sua boa reprodutibilidade entre laboratorios,
a facilidade da coleta do sangue periférico para aquisicdo dos dados e a sua ampla
disponibilidade potencial (ndo patenteado). No entanto, nenhum deles é especifico do figado e
0s seus resultados podem ser influenciados por alteraces na clearance e excrecao de cada um
dos pardmetros individuais, além de que algumas situagdes clinicas ou medicamentos podem
afetar a sua dosagem, podendo limitar a acuracia do método. Por este fato, sempre sera
importante uma avaliacdo clinica do caso para a correta interpretacdo dos resultados. Embora
o0s estudos originais de cada um desses testes tenderem a demonstrar sua superioridade sobre
0s outros, estudos independentes mostram acurdcia diagnostica comparavel entre eles
(PARISE, 2008; CASTERA; PINZANI, 2010; DEGOS et al., 2010; STEBBING et al., 2010).
Dentre os métodos biofisicos, 0 mais bem estudado e validado é a elastometria transitoria
hepética, medida com o FIBROSCAN®. Esta técnica consiste afericdo da velocidade de uma
onda de deformacéo elastica de baixa frequéncia (50 Hz) que se propaga atraves do figado,
produzidas por um eixo vibrador acoplado a um transdutor de ultrassom unidimensional,

atravessam o tecido hepatico, medindo o grau de elasticidade (ou rigidez) do figado em um
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volume a cerca de 100 vezes maior que o volume do fragmento obtido em bidpsias. Quanto
mais rigido o tecido, mais rapidamente a onda de deformacédo se propaga. Técnica realizada
com o doente deitado de costas e seu braco direito elevado a facilitar o acesso ao lobo direito
do figado. A ponta da sonda entra em contato com a pele intercostal, com gel para contato, do
9° a0 11° espaco intercostal, a0 mesmo nivel em que seria realizada uma biopsia do figado. O
método é completamente indolor, ndo invasivo, sem desconforto para o paciente, de rapida
execucdo (5 a 10 min) e destituido de complicacbes. Pode ser utilizado em consultério
médico, com a comodidade semelhante a de um aparelho de ultrassom. A anélise do resultado
é feita pelo equipamento, independentemente da interpretacdo do operador, através de um
software, que transforma a velocidade da propagacdo da onda vibratéria em
elasticidade/rigidez. O resultado é liberado em quiloPascal (kPa) e variam de 1,5 a 75 kPa
com valores normais de cerca de 5 kPa. Portanto, € um método promissor do ponto de vista de
representatividade do tecido hepatico e reprodutibilidade analitica. Vrias outras técnicas de
imagem baseadas na elasticidade do figado estdo a ser desenvolvidas, incluindo técnicas
baseadas em ultrassom e elastografia de ressonancia magnética (RM) a 3-D. Dentre as
limitaces mais importantes do método salienta-se: presenca de ascite inviabiliza a sua
execucdo e alteracOes anatdmicas que impecam a aquisi¢cdo dos dados como a obesidade.
Mais recentemente, alguns estudos avaliaram a associacdo da elastometria hepética pelo
FIBROSCAN e biomarcadores para previsdo do estadio de fibrose hepéatica em hepatite C
crénica. Além de aumentar muito a acuracia, a associa¢do de métodos néo invasivos foi capaz
de evitar, com seguranca, a realizacdo de cerca de 75% das bidpsias hepaticas, quando 0s
resultados dos testes eram concordantes (PARISE, 2008; CASTERA; PINZANI, 2010;
DEGOS et al., 2010; STEBBING et al., 2010).

Em conclusédo, podemos considerar que os métodos ndo invasivos devem ser empregados
para o estadiamento da fibrose hepatica, com excelente acuracia e seguranca. Apenas em
cerca de 25% dos casos, ainda sera necessaria a realizacdo de bidpsia hepatica,

particularmente, quanto houver ndo concordancia dos testes nao invasivos.
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2.9 Infeccdo extra-hepatica pelo HCV: o sistema hematopoiético

Segundo o Ministério da Saude (2010) a prevaléncia de hepatite C no Brasil é de
aproximadamente 2,5 milhGes de pessoas reagentes para o anti-HCV. Entretanto, a Sociedade
Brasileira de Hepatologia em um estudo realizado nas capitais brasileiras revelou que apenas
16% da populacdo total do pais ja tinha sido testada para hepatite C, tornando evidente que a
maior parte dos infectados pelo virus ainda ndo foi diagnosticada(MARTINS; NARCISO-
SCHIAVON; SCHIAVON, 2011; BRASIL, 2011). Mais grave é que a prevaléncia total
esperada de hepatite C seria de aproximadamente 1.450.000 casos até 2014 (BRASIL, 2015).
Todavia, nos ultimos seis anos, apenas 60.000 pacientes com hepatite C receberam tratamento
antiviral no pais (BRASIL, 2012).

A persisténcia viral nos hepatdcitos resulta em hepatite cronica, fibrose progressiva
com consequente cirrose e um risco aumentado de hepatocarcinoma. Porém, o HCV além de
hepatotropico, também tem atividade comprovadamente pleotrdpica, ou seja, ele persiste e se
replica em outros tecidos, mostrando tropismo marcante pelas células tronco da medula 6ssea
e pelos linfécitos e mondcitos circulantes(ABOU EL AZM et al., 2012). Varios estudos
descrevem que 40 a 74% dos pacientes infectados pelo HCV deverdo desenvolver pelo menos
uma das manifestacdes extra-hepaticas durante o curso da infec¢éo cronica, por outro lado as
sindromes extra-hepaticas poderiam representar o primeiro sinal da infec¢do pelo HCV, uma
vez que muitos pacientes podem néo apresentar sintomas hepaticos(GALOSSI et al., 2007).

Os tecidos extra-hepaticos infectados atuam como um reservatério para o0 HCV e
desempenham importante papel tanto na persisténcia do virus quanto na sua reativacao
(FERRI et al., 1993). Uma importante caracteristica do HCV é o mecanismo de evasao,
impedindo sua eliminagdo pelo sistema imune, como consequéncia levandoa infecgéo cronica,
um acumulo de imunocomplexos circulantes e de fendmenos autoimunes. O HCV mostra
particular linfotropismo, além do tropismo hepéatico, que é responsavel por muitas
manifestacBes extra-hepaticas (AGNELLO; DE ROSA, 2004), notadamente no sistema
hematopoiético.

A crioglobulinemia mista (tipo Il e I1I) é a manifestacdo extra-hepatica mais bem
documentada da infeccdo pelo HCV, caracterizada por vasculite nos pequenos vasos,
envolvendo principalmente pele, as articulagdes, sistema nervoso periférico e 0s rins,
decorrente da precipitacdo reversivel de imunoglobulinas em baixas temperaturas, com
prevaléncia acima de 70% em algumas séries(CACOUB et al., 2016). Varios estudos

descreveram a associagéo entre a infeccdo pelo HCV e o desenvolvimento de linfoma néo-
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Hodgkin (LNH) de células B. FRANCESCHI S et al (2006), em metanalise de 48 estudos
concluiram que a prevaléncia de hepatite C nos portadores de LNH de células B foi de 15%, o
que é significativamente maior do que o observado na populacdo geral (ao redor de
1,5%)(FRANCESCHI et al., 2006). Também tem sido descrita uma gamopatia monoclonal,
mais frequentemente do tipo IgM/k, diagnosticada comogamopatia de significado
indeterminado (MGUS), as quais devem ser monitoradas com a finalidade de excluir a
pequena possibilidade de evolucdo para mieloma maltiplo(ANDREONE et al., 1998).

E sabido que anemia, neutropenia, leucopenia e plaguetopenia estdo entre os
numerosos efeitos colaterais das medica¢desantivirais que foram usadas até 2014. Todavia,
diversos estudos sugerem que a prépria infeccdo pode induzir anemia hemolitica, leucopenia e
plaguetopenia(MOCCIA; TOGNONI; BOCCACCIO, 2001; DIETERICH; SPIVAK, 2003).
A reducdo do numero de plaquetas € um achado frequente em portadores do HCV e
usualmente esta associada ao desenvolvimento de formas mais avangadas de doenca
hepética.Hiperesplenismo, processos autoimunes, destruicdo periférica por mecanismo imune,
deficiéncia de folato, diminui¢cdo nos niveis de trombopoetina e eritropoietina, levando a
inibicdo medular da proliferacdo das células progenitoras e outros muitos fatores ainda
desconhecidos estdo implicados no acometimento do sistema hematopoético dos pacientes
infectados pelo HCV(CACOUB et al., 2016). Essas desordens hematoldgicas podem
influenciar na resposta imune do hospedeiro ao virus, na persisténcia e reativacdo viral, na
adesdo ao tratamento bem como no proprio tratamento, certamente comprometendo o
prognostico da patologia.

Existem muitos relatos de alteracdes hematolégicas medulares em portadores crénicos
do HCV, entretanto os estudos realizados até 0 momento se destinaram a pacientes infectados
e sintomaticos de doenca hepética e/ou hematoldgica que foram encaminhados a atendimento
médico tercidrio para investigacdo de citopenias. Nenhum estudo foi encontrado que
abordasse a avaliacdo das alteragcbes em medula 6ssea, numa fase mais precoce da infeccdo,
com pacientes ainda assintomaticos do ponto de vista hematoldgico e hepatico.

KLCO et al., (2010) analisaram, retrospectivamente, 47 pacientes monoinfectados
pelo HCV, com exclusdodos pacientes infectados por HIV, HAV agudo ou HBV, que foram
submetidos a biopsia de medula dssea por apresentarem alguma citopenia. As alteracdes em
medula Osseando se correlacionaram com 0 estagio ou a extensdo da fibrose hepatica e
cirrose, nem com as medicagdes antivirais em uso, o escore MELD apresentadoe o grau
deesplenomegalia(KLCO et al., 2010).Nesse estudo, foram detectadas alteragcbes mais

importantes em medula éssea em 50,5% dos pacientes avaliados que apresentavam leucemia
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mieldide aguda (LMA), mieloma multiplo (MM), linfoma linfocitico/leucemia linfoide
cronica (LLC), sindromemielodisplastica (SMD), hiperplasia eritroide e/ou megacariocitica,
agregados linfoides, hemofagocitose, linfécitose clonal, diseritropoiese e anemia de doenca
crénica. Os autores ndo puderam avaliar a viremia e 0s geno6tipos virais, por isso nenhuma
correlagdo foi estabelecida com esses dados. BELLENTANI (1999) e MOATTER (2002)
mostraram que o gendtipo 1b é o que constitui maior fator de risco a presenca de cirrose e/ou
de carcinoma hepatocelular. No entanto ndo existem pesquisas que permitam estender essa
mesma relacdo as alteracfes em medula 6ssea(BELLENTANI et al., 1999; MOATTER et al.,
2002).

ANWAR et al., (2012) também descreveram alteraces em medula Ossea de 75
pacientes com hepatite C, encaminhados para biopsia de medula dssea durante a investigacao
de algum tipo de citopenia periférica. Todos o0s pacientes apresentavam alteracdes
hematoldgicas periféricas importantes (pancitopenia, bicitopenia, trombocitopenia ou apenas
anemia), além de doenca hepatica avancada ja& com esplenomegalia avangada, hemorragia
digestiva alta e/ou febre. Nesse estudo s6 foram avaliadoscelularidade medular e caréncias
vitaminicas (ferro, folato e vitamina B12), ndo se estendendo o estudo a viremia e aos
genotipos virais, mostrando mais uma vez, a necessidade de se avaliar pacientes infectados
assintomaticos(ANWAR; HASSAN; ASIF, 2012).

Nesse mesmo ano, em um outro estudo conduzido por ABOU EL AZM et al., (2012),
envolvendo 30 pacientes, os autores descreveram alteracGes celulares em medula 6ssea
significantes em pacientes infectados com HCV, mas somente naqueles que apresentavam
RNA-HCV intramedular (53,33%), comparando-os com pacientes infectados, porém sem
RNA-HCV presente na medula 6ssea. A carga viral plasmatica nos pacientes com RNA-HCV
intramedular variou de intermediaria a alta, mostrando correlacdo significante com as
alteracdes medulares encontradas, porém os genotipos ndo foram avaliados e os 30 pacientes
analisados j& apresentavam anemiasintoméatica(ABOU EL AZM et al., 2012).

Esses estudos foram realizados em pacientes j& com doenca hepéatica avancada
sintomatica e com alteracbes hematoldgicas periféricas importantes, onde ja se espera
alteracbes hematoldgicas medulares mais severas e irreversiveis, de etiologia multifatorial.

As alteracdes hematologicas podem influenciar na persisténcia e reativacdo do HCV,
na adesdo e no tratamento para hepatite C, comprometendo o progndstico dessa
patologia(DIETERICH; SPIVAK, 2003). Assim, a identificagdo e a compreensdo sobre a
instalagdo dos disturbios hematoldgicos associados ao HCV, bem como do seu diagndstico

precoce torna-se relevante, uma vez que esses pacientes podem beneficiar-se de uma
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abordagem mais precoce com tratamento especifico, mesmo antes de se enquadrarem nos
critérios hepéticos estabelecidos pelo Ministério da Saude, impedindo a progressdo destas
alteracdes.

Diante do exposto, esse estudo descreveu as frequéncias das alteragdeshematoldgicas
periféricas e medulares em individuos infectados pelo HCV, assintomaticos de doenca
hepética, atendidos nos ambulatorios de hepatologia e infectologia, sem tratamento especifico

e associando-as com genotipos, carga viral e grau de fibrose hepatica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estimara frequéncia das alteracbeshematoldgicas periféricas e medulares, e verificar
associacdo com carga viral, genotipos e grau de fibrose hepaticaem pacientes infectados pelo

HCV, assintomaticos de doenca hepatica.

3.2 Objetivos Especificos

e Estimar a frequéncia das alteracbes hematoldgicas periféricas e medulares;

e Verificar a associacdo entre as alteracGes hematologicas periféricas com carga viral,
gendtipo e grau de fibrose hepatica;

e Verificar a associagdo entre as alteracbes hematologicas medulares com carga viral,

genotipo e grau de fibrose hepatica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de estudodescrito eanalitico com o objetivo de verificar a frequéncia das
alteracdes hematologicas medulares e periféricas, ao se considerar genotipo, carga viral(altae
baixa) e grau de fibrose hepatica em pacientes infectados pelo HCV,assintomaticos quanto a
doenca hepética avangada.

4.2 Populacéo e local da pesquisa

Pacientes entre 18 e 60 anos, de ambos 0s sexos, sem sintomas de doenca hepatica
avancada, que foram diagnosticados com dois testes distintos para HCV e atendidos nos
ambulatorios de referéncia em hepatologia e infectologia dos Hospitais de Campina Grande
(Hospital universitario Alcides Carneiro) e Jodo Pessoa—PB (Hospital Universitario Lauro
Wanderley e Complexo de Doencas Infecto Contagiosas Clementino Fraga), no periodo de
janeiro de 2016 a marco de 2017.

4.3 Critérios de inclusao

e Individuos entre 18e 60 anos;

e Ambos 0s sexos.

4.4 Critérios de exclusdo

e Co-infectados com HBV, HIV e/ou HTLV I/ I1;

e Mulheres gravidas;

e Individuos com historia clinica de quadro viral agudo com mais de sete dias de
duracgéo nos ultimos 2 meses;

¢ Individuos com insuficiéncia renal cronica (IRC) ou doenca equivalente que conduza a
IRC;

e Individuos tratados previamente para o HCV;

¢ Individuos sintomaticos para doenca hepética avancada ou hematoldgica.



4.5 Definicdo e Categorizacao das variaveis

Variavéis dependentes

Quadro 1 — Variaveis dependentes
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VARIAVEL DEFINICAO CONCEITUAL DEFINICAO CATEGORIZACAO
OPERACIONAL

AlteracGes Quantificacdo das séries hematoldgicas | Serd considerado o | 1. Anemia

guantitativas periféricas: namero de hemdcias | hemograma 2. Leucopenia

periféricas (Hem.), hemoglobina (Hb), | coletado no dia da | 3. Plaguetopenia

hematoldgicas hematdcrito  (Htc), nimero  de | entrevista. 4. Sem alteraces

leucocitos (Lc) e de plaquetas (PLT),
segundo os critérios de classificacdo da
Sociedade Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia.  Considerados  como
valores normais para a faixa etaria de
16 a 60 anos:

Mulheres—

Hb (g/d1)=14,0 (12,0 — 16,0)

Htc (%)= 41 (36 — 46)

Hem. 4,6 (4,0 — 5,2 x 10%/mm?)
Homens —

Hb (g/dl)=15,5 (13,5 - 17,5)

Htc (%)=47 (41 —53)

Hem. 5,2 (4,5 — 5,9 x 105/mm3)
Lc=3.600 a 11.000/mm3
PLT=140.000 a 450.000/mm?

Anemia — valores abaixo das
referéncias de hemécias.

Leucopenia — valores abaixo das
referéncias de leucdcitos.
Plaquetopenia — valores abaixo das
referéncias de plaquetas.

Varidvel qualitativa nominal.

AlteracGes
medulares
hematoldgicas

Anélise de alteracbes morfoldgicas,
maturacionais e/ou numéricas
observadas na microscopia 6ptica.
Variavel qualitativa nominal.

Observagdo

realizada pelo
pesquisador e um
segundo analisador.

Quanto a celularidade
geral:

1. Normocelular

2. Hipercelular

3. Hipocelular
Quanto a celularidade série
especifica:
Eritrocitica,
Granulocitica e
Megacariocitica

1. Normocelular

2. Hipercelular

3. Hipocelular
Quanto a maturacéo
celular:

1. Diseritropoiese

2. Disgranulocitopoi

ese
3. Dismegacariocito
poiese

4. Sem alteracdes

9. Outras alteragdes




Variavéis independentes

Quadro 2 — Variaveis independentes
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VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS

VARIAVEL

DEFINICAO CONCEITUAL

DEFINICAO
OPERACIONAL

CATEGORIZACAO

Sexo

Género bioldgico do paciente.
Variavel qualitativa
dicotdmica.

nominal

Condicdo de nascimento
declarado pelo paciente

-

. Masculino
2. Feminino

Idade

Intervalo de tempo entre a data do
nascimento e a data de realizacéo da
coleta sanguinea/medula 6ssea.
Variavel qualitativa ordinal.

Idade contada em anos
completos, informado
pelo paciente. Variavel
guantitativa  continua,
mas que foi categorizada
em trés faixas de idade
tornando-a em variavel
qualitativa ordinal.

1. 16 — 49 anos
2.50 - 60 anos

Estado civil

Estado civil declarado pela pessoa
entrevistada em conformidade com a
lei civil, sendo referida durante
aplicacdo do formulério (Apéndice
A).

Variavel qualitativa nominal.

Estado civil declarado
pela pessoa entrevistada
ap6s orientacdo quanto a
classificagdo do IBGE™:
Casado(a) - para a
pessoa que tinha o estado
civil de casada;

Unido estavel - relagdo
de convivéncia entre dois
cidaddos que é duradoura
e estabelecida com o
objetivo de constituigdo
familiar;

Desquitado (&) ou
separado (@
judicialmente - para a
pessoa que tinha o estado
civil de desquitada ou
separada  homologado
por decisdo judicial;
Divorciado(a) - para a
pessoa que tinha o estado
civil de divorciada
homologado por decisédo
judicial,

Viavo(a) - para a pessoa
que tinha o estado civil
de vilva;

Solteiro(a) - para a
pessoa que tinha o estado
civil de solteira.

. Solteiro

. Casado

. Viavo

. Divorciado

. Desquitado

. Unido estavel

OO WNBE

Etnia

Segundo os critérios de classificacdo
do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2000).
VARIAVEL QUALITATIVA
NOMINAL.

Caracteristica declarada
pelas pessoas, referida
durante aplicacdo do
formulario (Apéndice A).
Inclui  as  seguintes
opcBes de resposta:
Branca - para a pessoa
que se declarou branca;

1. Branca
2. Preta

3. Parda

4. Indigena
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Preta - para a pessoa que
se declarou preta;
Amarela - para a pessoa
que se declarou de cor
amarela (inclui-se nesta
categoria a pessoa que se
declarou de  origem
oriental: japonesa,
chinesa, coreana etc.);
Parda- para a pessoa
que se declarou parda.
Indigena - para a pessoa
que se declarou indigena
ou india. Esta
classificacdo se aplica
tanto aos indigenas que
vivem em terras
indigenas como aos que
vivem fora delas.

Escolaridade

Segundo os critérios de classificacdo
do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2000).
VARIAVEL QUALITATIVA
NOMINAL.

Maior nivel de ensino
formal que o sujeito da
pesquisa declarou ter
concluido, referida
durante aplicacéo do
formulério (Apéndice B).

. Analfabeto

. 1° grau incompleto
. 1° grau completo

. 2° grau incompleto
5. 2° grau completo
6. 3° grau incompleto
7. 3° grau completo

A WN R

VARIAVEIS QUANTO AO PERFIL LABORATORIAL DO INDIVIDUO

VARIAVEL DEFINICAO CONCEITUAL DEFINICAO CATEGORIZACAO
OPERACIONAL

Gendtipo do Genotipagem do HCVdeterminada | Determinacéo da la

HCV atual no soro do paciente. VARIAVEL | genotipagem viral, 1b

QUALITATIVA NOMINAL.

registrada em prontuario.

Carga viral do

Numero de cépias Ul/ml do HCV-

Quantificacdo de copias do

1.
2.

3.2
4.3
1. < 600.000U1(baixa)
2. >

HCV atual RNA  quantificadas no soro do | HCV-RNA no soro do 600.000UI(alta)
paciente. VARIAVEL | paciente, registrada em
QUALITATIVA ORDINAL. prontudrio.
VARIAVEL DE CONFUNDIMENTO
VARIAVEL DEFINICAO CONCEITUAL DEFINICAO CATEGORIZACAO
OPERACIONAL
Outras virose Ocorréncia de quadro viral Informagdo referida pelo | 1. Sim
sintomaticas sintomatico (coriza, febre, mialgia, | entrevistado. 2. Néo
fadiga inexplicada ou subita) com
duragdo de mais de 7 dias nos
altimos 2 meses. VARIAVEL
QUALITATIVA BINOMINAL.
Exposicéo Verificagdo de exposicdo prévia a Informagdo referida pelo | 1. Sim
prévia a substancias mieloagressoras entrevistado, com | 2. N&o
substancias (agrotdxicos, produtos derivados do | detalhamento das

mieloagressoras

benzeno, uso de cloroquina ou SMT
x TMP). VARIAVEL
QUALITATIVA BINOMINAL..

medicagdes em uso.

Consumo de
bebida alcéolica

Grau de consumo de é&lcool
declarado pelo entrevistado.
VARIAVEL QUALITATIVA

Grau de consumo de alcool
declarado pelo
entrevistado e classificado

1. Consumo moderado
2. Beber pesado
episodico
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BINOMINAL. de acordo com o | 3. Consumo pesado
NationallnstituteonAlcohol | 4. Ndo consome alcéol
Abuse andAlcoholism
(NIAAA):

Consumo moderado

e Homem — ndo mais que
4 doses em um Unico dia
e ndo mais que 14 doses
por semana.

o Mulher — ndo mais que 3
doses em um Unico dia e
ndo mais que 7 doses por
semana.

Beber pesado episodico —
consumo de  grandes
quantidades de alcool (para
mulheres 4 doses e para
homens 5 doses) em curto
espaco de tempo (cerca de
2h).
Consumo  pesado -
consumir mais do que a
dose diéria (4 doses para
homem e 3 para mulheres)
ou semanal (14 doses para
homens e 7 para
mulheres).

4.6 Tipo de amostragem

No presente estudo a amostra foi ndo probabilistica e de conveniéncia.

4.7 Exames laboratoriais

A quantificacdo da carga viral e a determinacdo dos gendtipos foram realizados no
LACEN -PB, enquanto que o hemograma, 0s exames bioguimicos e soroldgicos nos hospitais

de atendimento.

4.8 Coleta de medula 6ssea

O aspirado de medula 6ssea foi coletado pela propria pesquisadora, sem necessidade
de jejum, em sala de pequenas cirurgias ou no proprio ambulatério de hepatologia, em 0sso
esternal ou em crista iliaca pdstero-superior com agulha de Rosenthal (Figuras 9 e 10), logo
apos a coleta o sangue medular era disposto em laminas para realizacdo de esfregaco. Em
seguida foram coradas pelo método de Panético ou May Grunwald — Giemsa e analisadas pela

prépria pesquisadora, sendo posteriormente encaminhadas a um segundo hematologista
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paraanalise de concordancia. A analise do mielograma obedeceu aos critérios estabelecidos no
Quadro 1.

Figura 9:Agulha de aspirado medular tipo Rosenthal
Fonte: UNIT, 2015

Figura 10: Procedimento de coleta de aspirado medular em psterno.

Manubrio esternal

4.9 Métodos nao invasivos para avaliacao da fibrose hepatica

Na avaliacdo clinico laboratorial do grau de fibrose hepética foram utilizados métodos
ndo invasivos de predicdo da fibrose hepéatica: APRI, FIB 4 e a elastografia hepética
transitoria.

No APRI se considera o resultado do nivel da transaminase TGO (ou AST) e o
namero de plaquetas. O resultado da transaminase AST/TGO deve ser dividido pelo valor de
referencia (méximo) que aparece no resultado do exame. O resultado da divisdo é entdo

dividido pelo nimero de plaquetas e depois esse novo resultado é multiplicado por 100. Se o
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resultado do APRI € inferior a 0,5 muito provavelmente nédo existe fibrose (FO) ou existe um
minimo de fibrose (F1). Resultado superior a 1,5 indica que pode existir uma fibrose
avancada (F3) ou até cirrose (F4). No método FIB-4 o calculo é feito em funcdo da idade do
paciente, da transaminase AST (TGO), da contagem de plaquetas e da transaminase ALT
(TGP).

No FibroScan ou Elastografia utiliza-se uma vibrag&o ultrassonica de baixa frequéncia

para medir a elasticidade ou dureza do figado.

4.10 Consideracdes éticas

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas de Campina Grande - FCM/CESED sob numeroCAAE:
51675715.3.0000.5175(Anexo A).

4.11 Andlise estatistica

Os dados foram analisados descritivamente através de frequéncias absolutas e
percentuais para as variaveis categoricas e das medidas estatisticas: média e desvio padrao
para as variaveis numéricas. Com o objetivo de verificar associacdo entre duas varidveis
numericas os resultados foram analisados inferencialmente através do teste Qui-quadrado de
Pearson ou o teste Exato de Fisher quando as condicdes para utiliza¢do do teste Qui-quadrado
ndo foram verificadas. O programa estatistico utilizado para digitacdo dos dados e obtencéo
dos calculos estatisticos foi o IBM SPSS na versdo 23. A margem de erro nos testes

estatisticos foi de 5%.

4.12 Fluxograma de atendimento

Os compareciam aos ambulatérios portando dois testes soroldgicos reagentes para o
HCV, nessa primeira abordagem era uma enfermeira treinada que os acolhia e solicitava a
PCR e a genotipagem, fazia a notificagdo inicial e agendava o retorno com os especialista
(infectologista ou hepatologista). Na consulta subsequente, 0s pacientes retornavam com esses
exames ja realizados, era quando a equipe de pesquisa 0s abordava para verificacdos dos
critérios de inclusdo e exclusdo, ap6s assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido colhia-se 0 mielograma. Posteriormente 0s pacientes eram consultados pelos

especialistas que lhes solicitavam os demais exames de avaliacdo da lesdo hepatica (Figura



50

11). No periodo em que foi realizado a pesquisa dos 2.880 paciente atendidos foram
descartados 2.850 pelos critérios de exclusao.

P
12 consulta Solicitagdo da Ret Coleta de
com 2 testes PCRe eeg;::zm mielograma
. . Genotipagem Solicitacs
olicitacao
sorolégicos + » . Entrevista com . -
HCV Retorno isad dos demais
agendado PRSRUSAGOVSS exames
> 8 _. \ .
= Levantamento A E'.w'ado Coloragao e
Tabulagdio ‘ dos dados em laminas para analise dos
dos dados . . segundo .
prontudrio . mielogramas
analisador
Anilise

estatistica

Figura 11: Fluxograma de atendimento dos paciente infectados pelo HCV para selecéo da

amostra
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5 RESULTADOS

AlteracOes hematologicas periféricas e medulares em pacientes infectados pelo virus da
hepatite C, assintomaticos de doenca hepatica.

Introducao

Pesquisas tém descrito alteracBes hematoldgicas medulares e periféricas associadas a
hepatite C [1-3]. Elas se desenvolvem tanto por agressao viral direta, quanto pela resposta
imune crbnica do organismo, expressando-se comumente como citopenias no sangue
periférico[4] e alteracbes em medula Ossea, como aplasia, displasia, siderose,
hipo/hipercelularidade total ou setorial[3].

Em pacientes monoinfectados pelo virus da hepatite C (HCV), submetidos a bidpsia
de medula déssea devido a presenca de alguma citopenia, foi demonstrado alteragdes em
medula 6ssea sem correlacdo com o uso de antivirais, sugerindo que a disfuncdo medular é
independente do estagio ou da extensdo da fibrose hepética[2]. Na hepatite C cronica,
sintomatica, podem ocorrer alteragdes medulares e periféricas importantes [5]. Além disso, foi
demonstrado que o gendtipo 1b é o maior fator de risco associado a presenca de cirrose e/ou
de carcinoma hepatocelular. No entanto, ndo existem pesquisas que permitam estender essa
mesma relacédo as alterac6es em medula 6ssea[6,7].

As alteracfes hematoldgicas periféricas e medulares podem influenciar na adesao e no
tratamento para hepatite C, comprometendo seu progndstico. Assim, a deteccdo precoce
dessas alteracdes pode auxiliar no tratamento eficaz da hepatite C, sem reducdes de dosagem
e nem descontinuacdo dos esquemas em administracdo, podendo lentifica-lase/ou compensa-
las com o uso de fatores estimulantes de crescimento de coldnias, todavia a sua eficécia
depende do prévio conhecimento da celularidade e da normopoiesemedulares[1]. O presente
estudo descreve alteracBes hematoldgicas periféricas e medulares, em individuos infectados
pelo HCV, assintomaticos de doenca hepética, sem tratamento especifico associando com

gendtipo, carga viral e grau de fibrose.
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Materiais e Métodos

Desenho do estudo e populacéo da pesquisa

Trata-se de estudo descritivo analitico envolvendo pacientes de ambos os sexos, de 18
a 60 anos, atendidos em ambulatdrios de hepatologia e infectologia, na Paraiba, no periodo de
01/2016 a 03/2017. Foram excluidos pacientes com sintomas de doenga hepatica e
hematoldgica avancada, individuos co-infectados com HBV, HIV e/ou HTLV 1 e |1, mulheres
gravidas, individuos com historia clinica de quadro viral agudo com mais de sete dias de
duracdo nos ultimos 2 meses, individuos com insuficiéncia renal crénica (IRC) ou doenca
equivalente que conduza a IRC, individuos tratados previamente para o HCV. Os pacientes
foram entrevistados, assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e em
seguida realizado o mielograma e a coleta sanguinea. Os dados da carga viral, genotipo, grau
de fibrose hepética, hemograma, exames bioquimicos e sorolégicos, ultrassonografia e
elastografia hepéticos foram coletados a partir dos prontuérios.

Coleta de medula 6ssea

O aspirado de medula éssea foi realizado pela prépria pesquisadora, em 0sso esternal
ou em crista iliaca postero-superior, com agulha de Rosenthal, sem necessidade de jejum, em
sala de pequenas cirurgias ou no proprio ambulatério. As [aminas foram coradas e analisadas

pela propria pesquisadora.
Analise estatistica

As variaveis categoricas foram analisadas através de frequéncias absolutas e
percentuais e as numeéricas pela média e desvio padrdo. Para associacdo entre duas variaveis
numéricas foram utilizados os testes Qui-quadrado de Pearson ou o teste Exato de Fisher. O
programa estatistico utilizado para digitacdo dos dados e obtencdo dos calculos estatisticos foi

0 IBM SPSS na versao 23. A margem de erro dos testes foi de 5%.
Consideracdes éticas

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas de Campina Grande — FCM/CESED sob o numero CAAE: 51675715.3.0000.5175.
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Resultados

Este estudo envolveu 30 pacientes, selecionados por amostra de conveniéncia a
medida que se apresentavam nos ambulatorios especializados e que obedeciam aos critérios

determinados na pesquisa. Os dados sécios demograficos estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo dos dados socios demogréficos dos pacientes infectados pelo HCV,
assintomaticos de doenca hepética avancada, atendidos em servicos de referéncia na Paraiba

Variavel n %

Sexo

Masculino 12 40,0
Feminino 18 60,0
Faixa etaria (anos)

25a49 14 46,7
50 a 59 16 53,3
Estado civil

Solteiro 6 20,0
Casado 14 46,7
Vilvo 1 3,3
Divorciado 4 13,3
Unido estavel 5 16,7
Etnia

Branca 2 6,7

Preta 4 13,3
Parda 24 80,0
Escolaridade

Analfabeto 1 3,3

1° grau incompleto 8 26,7
2° grau completo 11 36,7
3° grau incompleto 10 33,3

A frequéncia do gendtipo, carga viral e grau de fibrose hepéatica, no momento da coleta
da medula 6ssea, estdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 — Frequéncia do gendtipo, carga viral e grau de fibrose em pacientes infectados pelo
HCV, assintomaticos de doenca hepética avancada, atendidos em servigcos de referéncia na

Paraiba
Variaveis n %
Gendtipo
1 1 3,3
18 6 20,0
1B 17 56,7
2 2 6,7
3 4 13,3
Carga viral
> 600.000 16 53,3
Até 600.000 14 46,7
Classificagao elastografica de fibrose hepética
FO 6 20,0
F1 9 30,0
F2 5 16,7
F3 6 20,0
F4 4 13,3

A figura 1 mostra a distribuicdo das alteracGes hematoldgicas periféricas e na tabela 3

estd apresentada a distribuicdo das alteracdes medulares dos pacientes infectados pelo HCV,

sem sintomas de doenca hepética avancada.

Figura 1 — Distribuicdo das alteracdes periféricas em pacientes infectados pelo HCV,
assintomaticos de doenca hepatica avancada, atendidos em servicos de referéncia na Paraiba
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Tabela 3 — Distribuicdo das alteracbes medulares em pacientes infectados pelo HCV,
assintomaticos de doenga hepatica avangada, atendidos em servigos de referéncia naParaiba

Variaveis n %
Alteraces de celularidade

Normocelular 20 66,7
Hipercelular 3 10,0
Hipocelular 7 23,3

Alteracdes de celularidade especifica
Eritrocitrica

Normocelular 28 93,3
Hipercelular 2 6,7
Granolocitica

Normocelular 29 96,7
Hipercelular 1 3,3
Megacarioticica

Normocelular 21 70,0
Hipercelular 8 26,7
Hipocelular 1 3,3
Alteracdes de maturacéo celular”

Diseritropoiese 12 40,0
Disgranulocitopoiese 8 26,7
Dismegacariocitopoiese 10 33,3
Sem alteracdo 4 13,3

“um paciente pode apresentar mais de uma alteracéo, podendo a soma das frequéncias ser superior ao tamanho
da amostra.
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As associagdes das alteracdes hematologicas periféricas com carga viral, genétipo e

grau de fibrose hepatica estdo apresentadas na tabela 4 e as alteragdes medulares quanto a

celularidade e maturacdo sdo mostradas na tabela 5 e tabela 6.

Tabela 4 — Associagdo das alteracdes periféricas com carga viral, genotipo e grau de fibrose
hepatica em pacientes infectados pelo HCV, assintomaticos de doenca hepética avancada,

atendidos em servigos de referéncia na Paraiba

Alteracdes periféricas

Variavel Presente Ausente p*
n % n %

Carga viral 1,000
> 600.000 3 50,0 13 54,2

Até 600.00 3 50,0 11 45,8

Gendtipo 0,066
18 1 16,7 5 20,8

1B 2 33,3 16 66,7

2 0 0,0 2 8,3

3 3 50,0 1 4,2

Grau da fibrose hepética 0,014
FO 1 16,7 5 20,8

F1 0 0,0 9 37,5

F2 0 0,0 5 20,8

F3 2 33,3 4 16,7

F4 3 50,0 1 4,2

*p obtido através do teste Exato de Fisher

Foi observado que 50% dos pacientes apresentavam relacdo entre as alteracdes

periféricas e as respectivas séries medulares, sugerindo comprometimento na hematopoiese

medular.
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Tabela 5 — Associacdo da celularidade medular com carga viral, gendtipo e grau de fibrose
hepéatica em pacientes infectados pelo HCV, assintométicos de doenca hepética avancada,
atendidos em servicos de referéncia na Paraiba

AlteracGes na celularidade

Variavel Presente Ausente p
n % n %

Carga viral 0,961*
> 600.000 9 52,9 7 53,8

Até 600.00 8 47,1 6 46,2

Genotipo 0,870**
1A 3 17,6 3 23,1

1B 10 58,8 8 61,5

2 1 5,9 1 7,7

3 3 17,6 1 7,7

Grau da fibrose hepética 0,900**
FO 4 23,5 2 15,4

F1 4 23,5 5 38,5

F2 3 17,6 2 15,4

F3 3 17,6 3 23,1

F4 3 17,6 1 7,7

* p obtido através do teste Qui-quadrado de Pearson. ** p obtido através do teste Exato de Fisher

Tabela 6 — Associagdo da maturagdo celular na medula com carga viral, gendtipo e grau de
fibrose hepéatica em pacientes infectados pelo HCV, assintomaticos de doenca hepética
avancada, atendidos em servicos de referéncia na Paraiba

AlteracGes na maturacao celular

Variavel Presente Ausente p*
n % n %
Carga viral 0,642**
> 600.000 14 56,0 2 40,0
Até 600.000 11 44,0 3 60,0
Genotipo 1,000**
1A 5 20,0 1 20,0
1B 15 60,0 3 60,0
2 2 8,0 - -
3 3 12,0 1 20,0
Grau da fibrose hepética 0,219**
FO 6 24,0 - -
F1 7 28,0 2 40,0
F2 4 16,0 1 20,0
F3 6 24,0 - -
F4 2 8,0 2 40,0

* p obtido através do teste Exato de Fisher

Dos 25 pacientes com alteragdes medulares, uma apresentava alteracdo nas trés series,

tendo sido confirmado o diagndstico de mielodisplasia e trés apresentavam alteragcdes em duas
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séries. Entretanto ndo houve associacao das alteracbes de celularidade e maturagdo com carga
viral, gendtipo e grau de fibrose.

Discussao

Existem muitos relatos de alteracbes hematoldgicas medulares e em sangue periférico
em pacientes infectados pelo virus da hepatite C (HCV), sintomaticos de doenca hepatica e/ou
hematoldgica. Este € um estudo transversal, pioneiro no Brasil, a estimar as frequéncias de
alteracbes hematoldgicas periféricas e medulares em individuos infectados pelo HCV,
entretanto quando ainda assintomaticos de doencas hepética e hematologica, ndo submetidos a
tratamento especifico prévio, associando-as com carga viral, gendtipo e grau de fibrose
hepatica.

A populacgéo estudada foi composta em sua maioria por pacientes do sexo feminino,
talvez por maior interesse das mulheres em procurar assisténcia médica numa fase ainda
assintomatica da doenca hepética e por sua deteccdo mais precoce nos testes de triagem do
pré-natal. Por outro lado, nos estudos envolvendo alteragdes hematoldgicas em pacientes com
doenca hepética avancada, o predominio foi maior em individuos do sexo masculino, com
uma razdo homem/mulher de 2,0[5,7,8], possivelmente porque a ingestdo alcoolica e a doenca
metabolica gordurosa sejam mais prevalente no sexo masculino, fatores estes sabidamente
aceleradores da progressao da doenca hepatica [9]. A média de idade da pesquisa foi similar
aos outros estudos na populacdo de infectados pelo HCV [5,7-9]. Seguindo o padrdo de
distribuicdo dos genétipos nas Américas e no Brasil [10-13], neste estudo a maior prevaléncia
foi dos gendtipos 1 e 3. Na analise da distribuicdo dos genétipos com fatores bioldgicos como
idade e sexo, ndo houve diferenga significativa quando comparados com outros estudos
brasileiros[13]. Entretanto observou-se maior frequéncia dos gendtipos 2 e 3 em individuos
com faixa etaria menor que 40 anos, corroborando com estudos de MOATTER et al.,
(2002)[7] e BELLENTANI et al., (1999)[6]que mostraram maior frequéncia do genoétipo 3
em individuos adultos jovens.

AlteragBes hematoldgicas estdo entre as mais comuns manifestacGes extra-hepaticas
da infeccdo pelo HCV, no estudo de KLCO et al., (2010)[2], os pacientes foram
encaminhados para analise da medula 6ssea devido acitopenias periféricas, predominando a
bicitopenia. Por outro lado, ANWAR et al., (2012)[5] mostraram 0 predominio
depancitopenia, talvez por nesse Ultimo estudo os pacientes terem maior grau de lesdo
hepatica. Pacientes infectados pelo HCV podem desenvolver alteragdes em sangue periférico,

as quais sdo comumente atribuidas ao hiperesplenismo, terapia antiviral, diminuicdo dos
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niveis de trombopoetina e/ou mecanismos imunes [14,15]. Em nossa pesquisa 0s pacientes
desconheciam quaisquer doencas hematoldgicas prévias, contudo foram observadas alteraces
hematoldgicas periféricas, notadamente a plaguetopenia, seguindo o padrdo descrito na
literatura[14,16].

A patogénese da trombocitopenia entre os pacientes infectados pelo HCV é
multifatorial, as possiveis causas incluem: sequestro esplénico secundério a hipertenséo portal
e esplenomegalia com hiperesplenismo, supressao direta da medula 6ssea pelo HCV ou pelo
tratamento antiviral, destruicdo imune das plaquetas e producdo deficiente de trombopoetina
devido a lesdo hepatocelular[17]. Este estudo ndo se propOs a investigar as causas das
citopenias, entretanto a associacdo entre as alteracBes hematologicas em sangue periférico e
grau de fibrose, corrobora com outros estudos que mostraram maior prevaléncia de citopenias
em pacientes com doenca hepatica avancada (pacientes cirroticos e/ou com grau de fibrose
F4), onde a intensidade da plaquetopenia reflete a gravidade da lesdo hepética[18]. Em
relacdo a carga viral e genétipo néo foi observada associagdo, entretanto ndao existem dados na
literatura para comparacao.

Nos pacientes com alterac6es medulares, ndo foi observada associacao da celularidade
e maturacdo com carga viral, genotipo e grau de fibrose. Contrariamente a pesquida de ABOU
EL AZM et al. (2012) que correlacionaram alta viremia com a presenca de alteragcbes em
medula éssea, dado ndo corroborado por este estudo[8].

A maior frequéncia de alteracdes hematol6gicas medulares nos pacientes deste estudo,
com predominio de alteracdes de maturacdo, notadamente a despropor¢do maturativa ndcleo
citoplasmatica e os retardos maturativos, difere dos resultados de ASFOUR et al. (2013) com
pacientes  portadores de doenca  hepatica  avancada, que  apresentavam
hipercelularidademedular[3]. Essas alteracdes de maturacdo podem ser secundarias a diversos
fatores além da acdo direta do virus e/ou da resposta imune do hospedeiro, dentre elas:
deficiéncias de ferro, acido folico e vitamina B12, como ja relatado por ANWAR et al.
(2012)[5]. Foi observado que 50% dos pacientes apresentavam relagdo entre as alteragdes
periféricas e as respectivas séries medulares, sugerindo comprometimento na hematopoiese
medular.

Apesar da populacdo deste estudo ser constituida por pacientes infectados pelo HCV,
assintomaticos, sem doenca hepatica avancada, foramencontradas alteracfes hematoldgicas
periféricas, predominando a plaquetopenia, além de alta frequéncia de alteracGes medulares,
com comprometimento da maturagéo celular. Entretanto, ndo houve associacdo das alteragoes

hematoldgicas medulares com carga viral, genotipo e grau de fibrose, porém foram
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encontradas alteracGes hematoldgicas periféricas associadas com grau de fibrose. Diante do
exposto, a identificacdo e a compreensdo sobre a instalacdo dos distdrbios hematoldgicos
associados ao HCV, bem como do seu diagnostico torna-se relevante, uma vez que esses
pacientes podem beneficiar-se de uma abordagem mais precoce de sua doenca e de tratamento
especifico, mesmo antes de se enquadrarem nos critérios hepéticos determinados pelo
Ministério da Saude, bloqueando a progressdo destes disturbios antes que se tornem
irreversiveis. Portanto,sugerimos acompanhamento hematoldgico regular em pacientes

infectados pelo HCV e assintomaticos de doenca hepatica.
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6 CONCLUSOES

Foram encontradas alteragBes periféricas, predominando a plaquetopenia e alta
frequéncia dealteracbes hematologicas medulares, com predominio de alteracdes de
maturacao celular;

Houve associacdo entre as alteracdes hematologicas periféricas e grau de fibrose,
entretanto essa mesma associagdo nao foi verificada quanto a carga viral e o genotipo;
N&o houve associacdo das alteracdes hematoldgicas medulares com carga viral,

gendtipo e grau de fibrose.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo e a compreensdo sobre a instalacdo dos disturbios hematoldgicos
associados ao HCV, bem como do seu diagnéstico precoce torna-se relevante, uma vez que
esses pacientes podem beneficiar-se de uma abordagem mais precoce de sua doenca, e,
portanto, de tratamento especifico, mesmo antes de se enquadrarem nos critérios hepéticos
estabelecidos pelo Ministério da Salde, bloqueando a progressdo destes disturbios antes que

se tornem irreversiveis.
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APENDICES

ApéndiceA -Instrumento de coleta de dados

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

1- Numero do prontuario: / Instituicdo:

2- Sexo: 1.( ) Feminino 2.( ) Masculino
3- Idade: anos completos
4- Estado civil:
1.( ) Solteiro
2.( ) Casado
3.( ) Viuvo
4.( ) Divorciado
5.( ) Desquitado
6.( ) Unido estavel
5- Cor ou raga:
1.( ) Branca
2.( ) Preta
3.( ) Amarela
4.( ) Parda
5.( ) Indigena
6- Escolaridade:
1.( ) Analfabeto
2.( ) 1° grau incompleto
3.( ) 1° grau completo
4.( ) 2° grau incompleto
5.( ) 2° grau completo
6.( ) 3° grau incompleto
7.( ) 3° grau completo
7- Procedéncia:
1.( ) Campina Grande
2.( ) Jodo Pessoa
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3.( ) Zonada Mata
4.( ) Agreste
5.( ) Borborema
6.( ) Sertdo
8- Jainiciou vida sexual? 1.( ) Sim 2.( ) Ndo Se nao, pule para a questao 17.
9- Usa preservativos nas relagdes sexuais?
1.( ) Sempre 2.( )Asvezes 3.( ) Nunca
10- Ja teve outro (s) parceiro (s), além do atual? 1.( ) Sim 2.( ) Néo
11- Com que idade foi sua primeira relagéo sexual? anos completos
12- Seu parceiro atual ou anteriores é portador de hepatite B ou C?
1.( )Sim 2.( )Nao
13- Ja teve alguma doenca sexualmente transmitida? 1.( ) Sim 2.( ) Néo
14- Com quantos parceiros do sexo oposto voceé se relacionou até agora?
15- J& manteve relagdes sexuais em troca de dinheiro ou de qualquer outra mercadoria?
1.( )Sim 2.( )Nao
16- Ja teve alguma relacdo sexual com pessoa do mesmo sexo? 1.( ) Sim 2.( ) Néo
17- Qual é sua orientacdo sexual?
1.( ) Homossexual
2.( ) Heterossexual
3.( ) Bissexual
18- Ja foi submetido a alguma cirurgia ou tratamento dentario cirdrgico?

1.( )Sim 2.( )Nédo Haquantos anos? anos completos

19- Ja precisou fazer uso de transfusdo sanguinea ou de qualquer hemoderivado?
1.( )Sim 2.( )Nao

20- Tem alguma tatuagem? Ha quantos anos? anos completos

21- Tem algum piercing? Ha quantos anos? anos completos

22-Vocé compartilha objetos cortantes (tesoura, lamina de barbear, navalha, alicate) com
outras pessoas em casa ou em sal@es de beleza (manicure, pedicure, etc)?
1.( )Sim 2.( )Néo

23- Ja foi medicado alguma vez com seringa de vidro? 1.( ) Sim 2.( ) Né&o

24-Faz ou ja fez uso de drogas inaladas? 1.( ) Sim 2.( ) Né&o

25- E tabagista?
1.( ) Fumante diario

2.( ) Fumante ocasional
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3.( ) Néo é fumante

26- Faz ou j& fez uso de alguma droga fumada? 1.( ) Sim 2.( ) Néo

27-Faz ou ja fez uso de alguma droga injetavel? 1.( )Sim 2.( ) Né&o

28- VVocé ingere alguma bebida alcoolica?
1.( ) Consumo moderado

2.( ) Beber pesado episddico
3.( ) Consumo pesado
4.( ) Néo consome bebida alcoolica

29- Teve algum quadro viral com duragdo de mais de 7 dias, nos ultimos 2 meses?
1.( )Sim 2.( )Né&o

30-Ja esteve exposto (exposicdo habitual) a alguma dessas substancias? Agrotoxicos,
solventes, gasolina, benzeno, ou fez uso prolongado de cloroquina/SMT + TMP?
1.( )Sim 2.( )Néo

31- Dados laboratoriais:
Genotipagem: ( )1la ( )1b ( )2 ( )3

Carga viral plasmatica: (escrever unidade de medida)

Exame Resultado em: USG realizados em:

HMG Biometria:

ALT

AST

BT Forma:

BD

TP/AE/INR

PT Contorno:

PF - ALB

GGT

FA Ecogenicidade:

GLICJ

HDL

LDL Vias biliares:

TRIG

FERRITINA

REIA Outras observacdes:

CREATININA

ELASTOGRAFIA
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Apéndice B - Termo De Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Titulo do Projeto: ALTERACOES PRECOCES HEMATOLOGICAS PERIFERICAS E
MEDULARES ASSOCIADAS AO VIRUS DA HEPATITE C.

Pesquisador Responsavel: ROSIVANIA SILVA MOTA

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO E FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DE CAMPINA GRANDE —
FCM.

Telefones para contato: (83) 3341-6996 / (83) 9.9106-8168

Nome do voluntario:

Idade: anos

O Sr. (?) esta sendo convidado(a) a participar de forma voluntaria e ndo-remunerada do
projeto dessa pesquisa, de responsabilidade da pesquisadoraRosivania Silva Mota. Vocé esta
sendo convidado pelo fato de ter preenchido os critérios de inclusdo para essa pesquisa
(individuo recentemente diagnosticado ao acaso, assintomatico e sem ter iniciado tratamento
especifico).

As alteracdes hematologicas periféricas e medulares associadas a hepatite C tem sido
descritas em diversos estudos, sabendo-se que elas se desenvolvem tanto por agresséo viral
direta, quanto pela resposta imune cronica do organismo, expressando-se comumente como
citopenias no sangue periférico e alteracdes diversas em medula 0ssea, tais como aplasia,
displasia, siderose, hipo e hipercelularidades. Quando essas alteracbes sdo detectadas
precocemente, pode-se lentifica-laseou compensa-las, todavia asdo poucos os relatos de
alteracbes hematoldgicas medulares precoces em portadores cronicos assintomaticos do HCV.
Esse estudo pretende descrever as alteracbes hematologicas medulares em individuos
assintomaticos, triados dentre os doadores de sangue da Paraiba, infectados pelo HCV, ainda
ndo submetidos a tratamento especifico e correlaciona-las com os niveis de carga viral
plasmatica (alta, intermediaria e baixa) e 0s genotipos la e 1b. Ele se justifica porque a
deteccdo precoce de alteragdes medulares poderé auxiliar no tratamento eficaz da hepatite C,
sem reducdes de dosagem e nem descontinuacdo dos esquemas em administragdo, uma vez

que se pode lentifica-las e/ou compensa-las com o uso de fatores estimulantes de crescimento
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de colbnias. Para tal analise torna-se necessaria coleta de aspirado de medula dssea em 0sso
esternal ou de crista iliaca postero-superior, apds anestesia local com Xilocaina.

Estetrabalhoapresenta comoobjetivo geralverificar a frequéncia e se existem
diferencas entre alteracbes hematoldgicas medulares e periféricas, considerando as cargas
virais plasmaéticas alta, intermediaria e baixa e os genotipos 1la e 1b em pacientes recém-
diagnosticados ao acaso, assintomaticos, infectados pelo HCV na Paraiba.

Osdadosserdo coletadosdaseguinteforma:

Os exames laboratoriais e ultrassonografia serdo realizados pela manhd, apos jejum de
8-12 horas, em ambiente hospitalar,com coleta a vacuo de sangue venoso, ap0s assepsia da
area de pungdo com alcool 70%. J& a medula Ossea sera coletada pela propria
pesquisadora no momento da aplicacdo do questionario, ap0s a assinatura desse
termo.
DESCONFORTOS,RISCOSEBENEFICIOS

Né&ohaverériscodireto parao(a)Sr.(a)quesesubmeteracoletadosdados exames,uma vez
que serd realizado anestesia local e a puncdo venosa sera realizada por técnica experiente,
contudo, como também estara expondo elementos de carater pessoal, podera haver
constrangimentos. Ressalta-se, entretanto,
quendohaveraidentificacdoindividualizadaeosdadosda
coletividadeseraotratadoscompadrdeseticos(conformeResolucdoCNS466/12)ecientificos,
sendojustificavelarealizacdodoestudoporque as informacdes que esse estudo pretende levantar
podera auxiliar no tratamento eficaz da hepatite C.
FORMADEACOMPANHAMENTOEASSINTENCIA

AparticipagdodoSr.(a)nessa
pesquisandoimplicanecessidadedeacompanhamentoe/ouassisténciaposterior por parte da
pesquisadora, uma vez que continuara em acompanhamento com hepatologistas de servicos
especializados,tendoem
vistaqueapresentepesquisatemafinalidadedeidentificarfatoresgeraisdapopulacdoestudada em
relacao a infeccdo.Alémdisso,comono instrumento de coleta de
dadosndohadadosespecificosdeidentificacdodoSr.(a),aexemplodenome,CPF,RG, etc., ndo sera
possivel identifica-lo posteriormente de forma individualizada.
GARANTIADEESCLARECIMENTO,LIBERDADEDERECUSAEGARANTIADE
SIGILO

OSr.(a)seraesclarecido(a)sobreapesquisaemqualqueraspectoquedesejar e a qualquer

etapa do estudo.OSr. (a)élivrepararecusar-



79

seaparticipar,retirarseuconsentimentoouinterromperaparticipagéo
aqualquermomento.Asuaparticipacdoévoluntariaearecusaem participarndoira acarretar
qualquerpenalidadeouperdadeprestacdodeservicosaquinoestabelecimento.Os
pesquisadoresirdotratarasuaidentidadecompadrdesprofissionaisdesigilo.Osresultados da
pesquisapermanecerdoconfidenciaispodendoserutilizadosapenasparaaexecucdodessa
pesquisa.VVocéndoseracitado(a)nominalmenteouporqualqueroutromeio,queoidentifique
individualmente,emnenhumapublicacdoquepossaresultardesteestudo.Umacdpiadeste
consentimentoinformado,assinadapeloSr.(a)naultimafolhaerubricadonasdemais,ficara sob a
responsabilidade do pesquisador responsavel e outra seré fornecidaao (a) Sr.(a).

Eu, , RG n°

declaro ter sido informado e concordo em participar, como voluntario, do projeto de pesquisa

acima descrito.

Campina Grande, de de

Nome e assinatura do paciente
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Rosivania Silva Mota
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Caso o participante deseje tirar ddvidas com relagdo aos aspectos éticos procurar o Comité de ética em
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Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande — FCM
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Resumo

Existem muitos relatos de alteracbes hematoldgicas medulares e em sangue periférico em
portadores cronicos do HCV, entretanto com pacientes infectados e sintomaticos de doenca
hepatica e/ou hematoldgica. Os objetivos deste estudo foram descrever as alteracdes
hematoldgicas periféricas e medulares em individuos infectados pelo virus da hepatite C
(HCV) e assintomaticos de doengas hepatica e hematoldgica, ainda ndo submetidos a
tratamento especifico e correlaciona-las com a carga viral plasmatica, genétipos e grau de
fibrose hepética. Foram selecionados pacientes de ambos os sexos, com idade entre 18 a 60
anos, atendidos nos ambulatdrios de hepatologia e infectologia do Estado da Paraiba no
periodo de 01/2016 a 03/2017. Foi realizada uma entrevista para obtencdo de dados socios
demogréficos, os clinico-laboratoriais foram obtidos a partir dos prontuarios e realizada a
coleta do mielograma. Participaram do estudo 30 pacientes com média de idade de 43,93,
sendo 60,0% mulheres. A frequéncia das alteracbes hematoldgicas periféricas foi de 20,0% e
das alteracbes medulares de 90,0%, observou-se associacdo entre os individuos com
alteracdes hematoldgicas periféricas e os graus de fibrose (p=0,014), sem associacdo com a
carga viral e os genoétipos. O genotipo 1 foi presente em 80,0% dos pacientes e alta viremia
em 64,4% e em 66,7% com graus iniciais de fibrose hepatica de FO a F2. 80,0% dos pacientes
ndo tinham alteracbes no exame sanguineo periférico, entretanto na anélise do
mielograma56,7% apresentavam algum tipo de alteracdo na celularidade geral e/ou especifica
por série, 83,3%tinham alteracdo de maturacdo das linhagens celulares, predominando a
desproporcdo maturativa nucleo citoplasmatica e os retardos maturativos. Trata-se de estudo
pioneiro com pacientes assintomaticos de doenca hepatica, infectados pelo HCV, assim apesar
de baixa a frequéncia das alteracdes periféricas, houve associacdo com os graus de fibrose e
por outro lado as alteracdes hematoldgicas medulares foram altas, mas sem associagcdo com a
carga viral, 0s genotipos e os graus de fibrose, ressalta-se a importancia do acompanhamento
hematoldgico desses pacientes, uma vez que podem se beneficiar com uma abordagem mais
precoce de sua doenca hepatica com o tratamento especifico, bloqueando a progressdo desses
disturbios hematoldgicos antes de tornarem-se irreverssiveis.

Palavras-chave: Alteracfes hematologicas periféricas e medulares, hepatite C,
frequéncia, genotipos, carga viral.

Introducéao

Pesquisas tém descrito alteracdes hematoldgicas medulares e periféricas associadas a
hepatite C [1-3]. Elas se desenvolvem tanto por agressao viral direta, quanto pela resposta
imune crénica do organismo, expressando-se comumente como citopenias no sangue
periférico[4] e alteragbes em medula Ossea, como aplasia, displasia, siderose,
hipo/hipercelularidade total ou setorial[3].

Em pacientes monoinfectados pelo virus da hepatite C (HCV), submetidos a bidpsia
de medula é6ssea devido a presenca de alguma citopenia, foi demonstrado alteragcdes em
medula 6ssea sem correlacdo com o uso de antivirais, sugerindo que a disfuncdo medular é

independente do estagio ou da extensdo da fibrose hepética[2]. Na hepatite C cronica,
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sintomética, podem ocorrer alteracdes medulares e periféricas importantes [5]. Além disso, foi
demonstrado que o gendtipo 1b é o maior fator de risco associado a presenca de cirrose e/ou
de carcinoma hepatocelular. No entanto, ndo existem pesquisas que permitam estender essa
mesma relacéo as alterac6es em medula dssea[6,7].

As alteracGes hematoldgicas periféricas e medulares podem influenciar na adesdo e no
tratamento para hepatite C, comprometendo seu prognostico. Assim, a detec¢do precoce
dessas alteracdes pode auxiliar no tratamento eficaz da hepatite C, sem reducdes de dosagem
e nem descontinuagdo dos esquemas em administragdo, podendo lentifica-lase/ou compensa-
las com o uso de fatores estimulantes de crescimento de coldnias, todavia a sua eficécia
depende do prévio conhecimento da celularidade e da normopoiesemedulares[1]. O presente
estudo descreve alteracdes hematoldgicas periféricas e medulares, em individuos infectados
pelo HCV, assintomaticos de doenca hepatica, sem tratamento especifico associando com

genotipo, carga viral e grau de fibrose.

Materiais e Métodos

Desenho do estudo e populacéo da pesquisa

Trata-se de estudo descritivo analitico envolvendo pacientes de ambos os sexos, de 18
a 60 anos, atendidos em ambulatérios de hepatologia e infectologia, na Paraiba. Foram
excluidos pacientes com sintomas de doenca hepatica e hematoldgica avancada, individuos
co-infectados com HBV, HIV e/ou HTLV I e I, mulheres gravidas, individuos com historia
clinica de quadro viral agudo com mais de sete dias de duracdo nos ultimos 2 meses,
individuos com insuficiéncia renal crénica (IRC) ou doenca equivalente que conduza a IRC,
individuos tratados previamente para 0 HCV. Os pacientes foram entrevistados, assinado o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e em seguida realizado o mielograma e a
coleta sanguinea. Os dados da carga viral, genotipo, grau de fibrose hepéatica, hemograma,
exames bioquimicos e soroldgicos, ultrassonografia e elastografia hepaticos foram coletados a

partir dos prontuarios.

Coleta de medula 0ssea
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O aspirado de medula 6ssea foi realizado pela prépria pesquisadora, em 0sso esternal
ou em crista iliaca pdstero-superior, com agulha de Rosenthal, em sala de pequenas cirurgias

ou no proprio ambulatorio. As laminas foram coradas e analisadas pela prépria pesquisadora.
Anélise estatistica

As varidveis categoricas foram analisadas através de frequéncias absolutas e
percentuais e as numeéricas pela média e desvio padrdo. Para associacdo entre duas varidveis
numéricas foram utilizados os testes Qui-quadrado de Pearson ou o teste Exato de Fisher. O
programa estatistico utilizado para digitacdo dos dados e obtencéo dos célculos estatisticos foi

0 IBM SPSS na versdo 23. A margem de erro dos testes foi de 5%.
Consideracoes éticas

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas de Campina Grande — FCM/CESED sob o numero CAAE: 51675715.3.0000.5175.
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Resultados

Este estudo envolveu 30 pacientes, selecionados por amostra de conveniéncia a
medida que se apresentavam nos ambulatérios especializados e que obedeciam aos critérios

determinados na pesquisa. Os dados sécios demograficos estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo dos dados socios demogréficos dos pacientes infectados pelo HCV,
assintomaticos de doenca hepética avancada, atendidos em servicos de referéncia na Paraiba

Variavel n %

Sexo

Masculino 12 40,0
Feminino 18 60,0
Faixa etaria (anos)

25a49 14 46,7
50 a 59 16 53,3
Estado civil

Solteiro 6 20,0
Casado 14 46,7
Vilvo 1 3,3
Divorciado 4 13,3
Unido estavel 5 16,7
Etnia

Branca 2 6,7

Preta 4 13,3
Parda 24 80,0
Escolaridade

Analfabeto 1 3,3

1° grau incompleto 8 26,7
2° grau completo 11 36,7
3° grau incompleto 10 33,3

A frequéncia do gendtipo, carga viral e grau de fibrose hepéatica, no momento da coleta
da medula 6ssea, estdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 — Frequéncia do gendtipo, carga viral e grau de fibrose em pacientes infectados pelo
HCV, assintomaticos de doenca hepética avancada, atendidos em servicos de referéncia na

Paraiba
Variaveis n %
Gendtipo
1 1 3,3
1A 6 20,0
1B 17 56,7
2 2 6,7
3 4 13,3
Carga viral
> 600.000 16 53,3
Até 600.000 14 46,7
Classificacao elastografica de fibrose hepética
FO 6 20,0
F1 9 30,0
F2 5 16,7
F3 6 20,0
F4 4 13,3

A figura 1 mostra a distribuicdo das alteracdes hematoldgicas periféricas e na tabela 3

estd apresentada a distribuicdo das alteracdes medulares dos pacientes infectados pelo HCV,

sem sintomas de doenca hepética avancada.

Figura 1 — Distribuicdo das alteracdes periféricas em pacientes infectados pelo HCV,
assintomaticos de doenca hepatica avancada, atendidos em servicos de referéncia na Paraiba
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Tabela 3 — Distribuicdo das alteracbes medulares em pacientes infectados pelo HCV,
assintomaticos de doenga hepatica avangada, atendidos em servigos de referéncia naParaiba

Variaveis n %
Alteraces de celularidade

Normocelular 20 66,7
Hipercelular 3 10,0
Hipocelular 7 23,3

Alteracdes de celularidade especifica
Eritrocitrica

Normocelular 28 93,3
Hipercelular 2 6,7
Granolocitica

Normocelular 29 96,7
Hipercelular 1 3,3
Megacarioticica

Normocelular 21 70,0
Hipercelular 8 26,7
Hipocelular 1 3,3
Alteracdes de maturacéo celular”

Diseritropoiese 12 40,0
Disgranulocitopoiese 8 26,7
Dismegacariocitopoiese 10 33,3
Sem alteracdo 4 13,3

“um paciente pode apresentar mais de uma alteracéo, podendo a soma das frequéncias ser superior ao tamanho
da amostra.
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As associagdes das alteracbes hematologicas periféricas com carga viral, gendtipo e

grau de fibrose hepatica estdo apresentadas na tabela 4 e as alteragdes medulares quanto a

celularidade e maturacdo sdo mostradas na tabela 5 e tabela 6.

Tabela 4 — Associagdo das alteracdes periféricas com carga viral, genotipo e grau de fibrose
hepatica em pacientes infectados pelo HCV, assintomaticos de doenca hepética avancada,

atendidos em servigos de referéncia na Paraiba

Alteracdes periféricas

Variavel Presente Ausente p*
n % n %

Carga viral 1,000
> 600.000 3 50,0 13 54,2

Até 600.00 3 50,0 11 45,8

Gendtipo 0,066
1A 1 16,7 5 20,8

1B 2 33,3 16 66,7

2 0 0,0 2 8,3

3 3 50,0 1 4,2

Grau da fibrose hepética 0,014
FO 1 16,7 5 20,8

F1 0 0,0 9 37,5

F2 0 0,0 5 20,8

F3 2 33,3 4 16,7

F4 3 50,0 1 4,2

*p obtido através do teste Exato de Fisher

Foi observado que 50% dos pacientes apresentavam relacdo entre as alteracdes

periféricas e as respectivas séries medulares, sugerindo comprometimento na hematopoiese

medular.
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Tabela 5 — Associacdo da celularidade medular com carga viral, gendtipo e grau de fibrose
hepéatica em pacientes infectados pelo HCV, assintométicos de doenca hepética avancada,
atendidos em servicos de referéncia na Paraiba

AlteracGes na celularidade

Variavel Presente Ausente p
n % n %

Carga viral 0,961*
> 600.000 9 52,9 7 53,8

Até 600.00 8 47,1 6 46,2

Genotipo 0,870**
1A 3 17,6 3 23,1

1B 10 58,8 8 61,5

2 1 5,9 1 7,7

3 3 17,6 1 7,7

Grau da fibrose hepética 0,900**
FO 4 23,5 2 15,4

F1 4 23,5 5 38,5

F2 3 17,6 2 15,4

F3 3 17,6 3 23,1

F4 3 17,6 1 7,7

* p obtido através do teste Qui-quadrado de Pearson. ** p obtido através do teste Exato de Fisher

Tabela 6 — Associacdo da maturacdo celular na medula com carga viral, genétipo e grau de
fibrose hepéatica em pacientes infectados pelo HCV, assintomaticos de doenca hepética

avancada, atendidos em servicos de referéncia na Paraiba

AlteracGes na maturacao celular

Variavel Presente Ausente p*
n % n %
Carga viral 0,642**
> 600.000 14 56,0 2 40,0
Até 600.000 11 44,0 3 60,0
Genotipo 1,000**
1A 5 20,0 1 20,0
1B 15 60,0 3 60,0
2 2 8,0 - -
3 3 12,0 1 20,0
Grau da fibrose hepética 0,219**
FO 6 24,0 - -
F1 7 28,0 2 40,0
F2 4 16,0 1 20,0
F3 6 24,0 - -
F4 2 8,0 2 40,0

* p obtido através do teste Exato de Fisher

Dos 25 pacientes com alteragdes medulares, uma apresentava alteracdo nas trés séries

(eritrocitica, granulocitica e megacariocitica), tendo sido confirmado o diagndstico de

mielodisplasia e trés apresentavam alteracdes em duas séries concomitantes. Entretanto ndo
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houve associacdo das alteracdes de celularidade e maturagdo com carga viral, gendtipo e grau
de fibrose.

Discussao

Existem muitos relatos de alteracbes hematoldgicas medulares e em sangue periférico
em pacientes infectados pelo virus da hepatite C (HCV), sintomaticos de doenca hepatica e/ou
hematoldgica. Este € um estudo transversal, pioneiro no Brasil, a estimar as frequéncias de
alteracbes hematoldgicas periféricas e medulares em individuos infectados pelo HCV,
entretanto quando ainda assintomaticos de doencas hepética e hematologica, ndo submetidos a
tratamento especifico prévio, associando-as com carga viral, gendtipo e grau de fibrose
hepatica.

A populagéo estudada foi composta em sua maioria por pacientes do sexo feminino,
talvez por maior interesse das mulheres em procurar assisténcia médica numa fase ainda
assintomatica da doenca hepética e por sua deteccdo mais precoce nos testes de triagem do
pré-natal. Por outro lado, nos estudos envolvendo alteragdes hematoldgicas em pacientes com
doenca hepética avancada, o predominio foi maior em individuos do sexo masculino, com
uma razdo homem/mulher de 2,0[5,7,8], possivelmente porque a ingestdo alcoolica e a doenca
metabolica gordurosa sejam mais prevalente no sexo masculino, fatores estes sabidamente
aceleradores da progressao da doenca hepatica [9]. A média de idade da pesquisa foi similar
aos outros estudos na populacdo de infectados pelo HCV [5,7-9]. Seguindo o padrdo de
distribuicdo dos genoétipos nas Américas e no Brasil [10-13], neste estudo a maior prevaléncia
foi dos gendtipos 1 e 3. Na analise da distribuicdo dos genétipos com fatores bioldgicos como
idade e sexo, ndo houve diferenga significativa quando comparados com outros estudos
brasileiros[13]. Entretanto observou-se maior frequéncia dos gendtipos 2 e 3 em individuos
com faixa etaria menor que 40 anos, corroborando com estudos de MOATTER et al.,
(2002)[7] e BELLENTANI et al., (1999)[6]que mostraram maior frequéncia do gendtipo 3
em individuos adultos jovens.

AlteragBes hematoldgicas estdo entre as mais comuns manifestacGes extra-hepaticas
da infeccdo pelo HCV, no estudo de KLCO et al., (2010)[2], os pacientes foram
encaminhados para analise da medula 6ssea devido acitopenias periféricas, predominando a
bicitopenia. Por outro lado, ANWAR et al., (2012)[5] mostraram 0 predominio
depancitopenia, talvez por nesse Ultimo estudo os pacientes terem maior grau de lesdo
hepatica. Pacientes infectados pelo HCV podem desenvolver alteracbes em sangue periférico,

as quais sdo comumente atribuidas ao hiperesplenismo, terapia antiviral, diminuicdo dos
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niveis de trombopoetina e/ou mecanismos imunes [14,15]. Em nossa pesquisa 0s pacientes
desconheciam quaisquer doencas hematoldgicas prévias, contudo foram observadas alteraces
hematoldgicas periféricas, notadamente a plaguetopenia, seguindo o padrdo descrito na
literatura[14,16].

A patogénese da trombocitopenia entre os pacientes infectados pelo HCV é
multifatorial, as possiveis causas incluem: sequestro esplénico secundario a hipertensdo portal
e esplenomegalia com hiperesplenismo, supressao direta da medula 6ssea pelo HCV ou pelo
tratamento antiviral, destruicdo imune das plaquetas e producédo deficiente de trombopoetina
devido a lesdo hepatocelular[17]. Este estudo ndo se propOs a investigar as causas das
citopenias, entretanto a associacdo entre as alteracBes hematologicas em sangue periférico e
grau de fibrose, corrobora com outros estudos que mostraram maior prevaléncia de citopenias
em pacientes com doenca hepatica avancada (pacientes cirroticos e/ou com grau de fibrose
F4), onde a intensidade da plaquetopenia reflete a gravidade da lesdo hepética[18]. Em
relacdo a carga viral e genétipo néo foi observada associagdo, entretanto ndao existem dados na
literatura para comparacao.

Nos pacientes com alteracfes medulares, ndo foi observada associacdo da celularidade
e maturacdo com carga viral, genotipo e grau de fibrose. Contrariamente a pesquida de ABOU
EL AZM et al. (2012) que correlacionaram alta viremia com a presenca de alteragcbes em
medula éssea, dado ndo corroborado por este estudo[8].

A maior frequéncia de alteracdes hematol6gicas medulares nos pacientes deste estudo,
com predominio de alteracdes de maturacdo, notadamente a despropor¢do maturativa ndcleo
citoplasmatica e os retardos maturativos, difere dos resultados de ASFOUR et al. (2013) com
pacientes  portadores de doenca  hepatica  avancada, que  apresentavam
hipercelularidademedular[3]. Essas alteracdes de maturacdo podem ser secundarias a diversos
fatores além da acdo direta do virus e/ou da resposta imune do hospedeiro, dentre elas:
deficiéncias de ferro, acido folico e vitamina B12, como ja relatado por ANWAR et al.
(2012)[5]. Foi observado que 50% dos pacientes apresentavam relagdo entre as alteragdes
periféricas e as respectivas séries medulares, sugerindo comprometimento na hematopoiese
medular.

Apesar da populacdo deste estudo ser constituida por pacientes infectados pelo HCV,
assintomaticos, sem doenca hepatica avancada, foramencontradas alteracfes hematoldgicas
periféricas, predominando a plaquetopenia, além de alta frequéncia de alteracGes medulares,
com comprometimento da maturagéo celular. Entretanto, ndo houve associac¢do das alteragoes

hematoldgicas medulares com carga viral, genotipo e grau de fibrose, porém foram
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encontradas alteracGes hematoldgicas periféricas associadas com grau de fibrose. Diante do
exposto, a identificacdo e a compreensdo sobre a instalacdo dos distdrbios hematoldgicos
associados ao HCV, bem como do seu diagnostico torna-se relevante, uma vez que esses
pacientes podem beneficiar-se de uma abordagem mais precoce de sua doenca e de tratamento
especifico, mesmo antes de se enquadrarem nos critérios hepaticos determinados pelo
Ministério da Saude, bloqueando a progressdo destes disturbios antes que se tornem
irreversiveis. Portanto,sugerimos acompanhamento hematoldgico regular em pacientes

infectados pelo HCV e assintomaticos de doenca hepatica.
Conflitos de interesses
Os autores declaram que nao tem conflitos de interesses.
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ABSTRACT

There are many reports of hematological changes in peripheral blood and bone marrow in
chronic HCV infected patients, however, the studies carried out so far have been aimed at
patients infected and symptomatic of liver and/or hematological disease who were referred to
tertiary medical care withcytopenias to be investigated. No study was found to address the
evaluation of bone marrow changes, at an earlier stage of infection, with patients still
asymptomatic from a hematological and hepatic point of view. The aims of this study were to
describe hematological changes in peripheral blood and bone marrow in infected individuals
with hepatitis C virus infection and asymptomatic of hepatic and hematological diseases, not
yet submitted to specific treatment and correlate them with viral load, genotype and degree of
hepatic fibrosis. This is an analytical descriptive study, in which 30 patients of both sexes,
aged between 18 and 60 years old, attended at the outpatient clinics of hepatology and
infectology of the State of Paraibawere selected from 2016, January to 2017, March. An
interview was carried out to obtain the socio-demographic data, the clinical-laboratory ones
were obtained from the medical records and the bone marrow aspirate was collected.The
mean age was 43.93, with 60.0% women. The frequency of peripheral hematological
alterations was 20.0% and the medullary changes of 90.0%, an association was observed
between individuals with peripheral hematological alterations and degree of fibrosis
(p=0,014), without association with viral load and genotype.Genotype 1 was present in 80.0%
of the patients and high viremia in 64.4% and 66.7% with initial degrees of hepatic fibrosis
from FO to F2. 80.0% of the patients had no alterations in the peripheral blood test; however,
in the analysis of the myelogram 56.7% presented some type of alteration in general and / or
specific series cellularity, 83, 3% had maturational alterations of the cell lineages,
predominating maturative nucleus cytoplasmatic disproportion and maturative delays.This is a
pioneer study with asymptomatic patients of liver disease, infected with HCV, thus, despite
the low frequency of peripheral alterations was low, there was an association with the degree
of fibrosis and, on the other hand, the hematological changes in bone marrow were high but
with no association with viral load, genotype and degree of fibrosis, however the importance
of hematologic follow-up of these patients is emphasized, since they may benefit from an
earlier approach to their liver disease with specific treatment, blocking the progression of
these hematological disordersbefore they become irreversible.

Keywords:Bone marrow.Peripheral blood.Changes.Hepatitis C.Frequency.Viral
load.Genotype.Hepatic fibrosis.
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Introduction

Researches have described bone marrow and peripheral hematological changes
associated withhepatitis C [1-3]. They develop both by direct viral aggression and by the
chronic immune response of the organism, commonly expressed as peripheral blood
cytopenias [4] and bone marrow changes, such as aplasia, dysplasia, siderosis, total or sectoral

hypo / hypercellularity [3].

In patientsmonoinfected withhepatitis C virus (HCV) who underwent bone marrow
biopsy due to the presence of some cytopenia, bone marrow changes without correlation with
the use of antivirals have been demonstrated, suggesting that the medulardysfunction is
independent of the stage or extension of hepatic fibrosis [2]. In chronic, symptomatic hepatitis
C, important medullary and peripheral changes may occur [5]. In addition, genotype 1b has
been shown to be the major risk factor associated with the presence of cirrhosis and / or
hepatocellular carcinoma. However, there are no studies that extend the same relationship to

changes in bone marrow [6,7].

Peripheral and medullary hematological alterations may influence patient compliance
andthe treatment, itself, for hepatitis C, compromising its prognosis. Thus, early detection of
these changes may help in the effective management of hepatitis C, without dose reductions
or discontinuation of administration regimens, and may either slow them down or compensate
them with the use of colony-stimulating factors, however its efficacy depends on the prior
knowledge of cellularity and medullary normopoiesis [1]. The present study describes
peripheral and medullary hematological alterations in HCV infected individuals,
asymptomatic of liver disease, without specific treatment associated with genotype, viral load
and degree of fibrosis.The present study describes peripheral and medullary hematological
alterations in HCV infected individuals, asymptomatic of liver disease, without specific
treatment associating them with genotype, viral load and degree of fibrosis.

Materials and methods

Study design and research population

This is an analytical descriptive study involving patients of both sexes, from 18 to 60
years of age, attending outpatient clinics in hepatology and infectology in Paraiba. Excluded

patients with symptoms of advanced hepatic and/or hematological disease, individuals co-
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infected with HBV, HIV and / or HTLV | and Il, pregnant women, individuals with a history
of acute viral disease lasting more than seven days in the last 2 months , individuals with
chronic renal failure (CRF) or equivalent disease leading to CRF, subjects previously treated
for HCV. The patients were interviewed, signed the informed consent form and then collected
myelogram and blood tests. Data on viral load, genotype, liver fibrosis grade, blood count,
biochemical and serological tests, ultrasound and hepatic elastography were collected from

the medical records.
Bone marrow collection

The bone marrow aspirate was performed by the researcher herself, in sternal bone or
in the post superior iliac bone crest, with Rosenthal's needle, in a small surgery room or in the

outpatient clinic itself. The slides were stained and analyzed by the researcher herself.
Statistical analysis

The categorical variables were analyzed by absolute frequencies and percentage and
the numerical ones by mean and standard deviation. For the association between two
numerical variables Pearson's Chi-square tests or Fisher's exact test were used. The statistical
program used to enter the data and obtain the statistical calculations was the IBM SPSS in

version 23. The margin of error of the tests was of 5%.
Ethical Considerations

The research was approved by the Research Ethics Committee of the Faculty of
Medical Sciences in Campina Grande (FCM / CESED) under the number CAAE:
51675715.3.0000.5175.
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This study involved 30 patients, selected by convenience sample as they were present

in the specialized outpatient clinics and who obeyed the criteria determined in the research.

The demographic data are shown in table 1.

Table 1 — Distribution of demographic data of HCV-infected patients, asymptomatic of

advanced liver disease attended at reference services in Paraiba

Variable N° %

Sex

Male 12 40,0
Female 18 60,0
Age group (in years)

25a49 14 46,7
50a59 16 53,3
Marital status

Single 6 20,0
Married 14 46,7
Widower 1 3,3
Divorced 4 13,3
Stableunion 5 16,7
Ethnicity

White 2 6,7

Black 4 13,3
Brown 24 80,0
Education

Iliterate 1 3,3

Incomplete 1st grade 8 26,7
2nd grade completed 11 36,7
Incomplete 3rd grade 10 33,3

The frequencies of the genotype, viral load and degree of hepatic fibrosis at the time of

bone marrow aspirate are shown in table 2.
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Table 2 — Frequency of genotype, viral load and degree of fibrosis in patients infected with

HCV, asymptomatic of advanced liver disease attended at reference services in Paraiba

Variaveis N° %

Genotype

1 1 3,3
1A 6 20,0
1B 17 56,7
2 2 6,7

3 4 13,3
Viral load (unit/ml)

> 600.000 16 53,3
Até 600.000 14 46,7
Elastographic classification of hepatic fibrosis

FO 6 20,0
F1 9 30,0
F2 5 16,7
F3 6 20,0
F4 4 13,3

Figure 1 shows the distribution of peripheral hematological changes and Table 3

shows the distribution of the medullary changes in patients infected with HCV, without

symptoms of advanced liver disease.

Figure 1 — Distribution of peripheral blood alterations in HCV infected patients,
asymptomatic of advanced liver disease attended at reference services in Paraiba
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Table 3 — Distribution of bone marrow changes in patients infected with HCV, asymptomatic

of advanced liver disease attended at reference services in Paraiba

Variable N° %

Cellularityalterations

Normocellular 20 66,7
Hypercellular 3 10,0
HipoHypercellular 7 23,3
Alterations of cellularity by lineage

Erythrocytic

Normocellular 28 93,3
Hypercellular 2 6,7
Granulocytic

Normocellular 29 96,7
Hypercellular 1 3,3

Megakaryocytic

Normocellular 21 70,0
Hypercellular 8 26,7
Hipocellular 1 3,3

Changes in cellmaturation”

Diseritropoiese 12 40,0
Disgranulocytopoiesis 8 26,7
Dismegacariocitopoiese 10 33,3
No change 4 13,3

“a patient may present more than one alteration, thus the sum of the frequencies may be larger than the sample

size.
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Associations between peripheral hematological changes with viral load, genotype, and
degree of hepatic fibrosis are presented in Table 4 and the medullary changes in cellularity

and maturation are shown in Table 5 and Table 6.

Table 4 — Association of peripheral blood alterations with viral load, genotype and degree of
hepatic fibrosis in patients infected with HCV, asymptomatic of advanced liver disease
attended at reference services in Paraiba

Peripheralbloodalterations

Variable Present Absent p*
N° % N° %

Viral load (unit/ml) 1,000
> 600.000 3 50,0 13 54,2

Até 600.00 3 50,0 11 45,8

Genotype 0,066
1A 1 16,7 5 20,8

1B 2 33,3 16 66,7

2 0 0,0 2 8,3

3 3 50,0 1 4,2
Degreeofhepaticfibrosis 0,014
FO 1 16,7 5 20,8

F1 0 0,0 9 37,5

F2 0 0,0 5 20,8

F3 2 33,3 4 16,7

F4 3 50,0 1 4,2

*p obtained through Fisher's exact test

It was observed that 50% of the patients presented positive relation between the
peripheral blood alterations and their respective medullary lineage, suggesting that the bone

marrow was compromised.
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Table 5 — Association of medullar cellularity alterations with viral load, genotype and degree
of hepatic fibrosis in patients infected with HCV, asymptomatic of advanced liver disease,
attended at reference services in Paraiba

Medullarcellularityalterations

Variable Present Absent p
N° % N° %

Viral load (unit/ml) 0,961*
> 600.000 9 52,9 7 53,8

Até 600.00 8 47,1 6 46,2

Genotype 0,870**
1A 3 17,6 3 23,1

1B 10 58,8 8 61,5

2 1 59 1 7,7

3 3 17,6 1 7,7
Degreeofhepaticfibrosis 0,900**
FO 4 23,5 2 15,4

F1 4 23,5 5 38,5

F2 3 17,6 2 15,4

F3 3 17,6 3 23,1

F4 3 17,6 1 7,7

*p obtained through the Pearson Chi-square test. ** p obtained through Fisher's exact test.

Table 6 — Association of medullar cell maturation alterations with viral load, genotype and
degree of liver fibrosis in patients infected with HCV, asymptomatic of advanced liver disease
attended at reference services in Paraiba

Medullar cell maturation alterations

Variable Present Absent p*
N° % N° %

Viral load (unit/ml) 0,642**

> 600.000 14 56,0 2 40,0

Até 600.000 11 44,0 3 60,0

Genotype 1,000**

1A 5 20,0 1 20,0

1B 15 60,0 3 60,0

2 2 8,0 - -

3 3 12,0 1 20,0

Degreeofhepaticfibrosis 0,219**

FO 6 24,0 - -

F1 7 28,0 2 40,0

F2 4 16,0 1 20,0

F3 6 24,0 - -

F4 2 8,0 2 40,0

* pobtained through Fisher's exact test

Of the 25 patients with medullary alterations, one had alterations in all the three

lineages (erythrocytic, granulocytic and megakaryocytic). Myelodysplasia was confirmed and
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three presented alterations in two concomitant lineage. However, there was no association of

cellularity and maturational changes with viral load, genotype and degree of fibrosis.

Discussion

There are many reports of hematological changes either in bone marrow and
peripheral blood in patients infected with hepatitis C virus (HCV) and symptomatic of liver
and / or haematological disease. This is a cross-sectional study, pioneer in Brazil, which is
proposed to estimate the frequencies of peripheral and medullary hematological changes in
HCV infected individuals. However, when asymptomatic of hepatic and hematological
diseases, who were not submitted to previous specific treatment, associating them with viral
load, genotype and degree of liver fibrosis.

The studied population consisted mostly of female patients, perhaps because of the
greater interest of women in seeking medical care at an asymptomatic stage of liver disease
and their earlier detection in pregnancy screening tests. On the other hand, in studies
involving hematological alterations in patients with advanced liver disease, the prevalence
was greater in males, with a male / female ratio of 2.0 [5,7,8], possibly because alcohol intake
and fatty metabolic disease are more prevalent in males, factors known to be accelerator of
liver disease progression [9]. The mean age of the study was similar to the other studies in the
HCV-infected population [5,7-9]. Following the pattern of distribution of genotypes in the
Americas and Brazil [10-13], in this study the highest prevalence was of genotypes 1 and 3.
Analysing the distribution of genotypes with biological factors such as age and sex, there was
no significant difference when compared with other Brazilian studies [13]. However, it was
observed a higher frequency of genotypes 2 and 3 in individuals younger than 40 years,
corroborating the studies of MOATTER et al. (2002) [7] and BELLENTANI et al. (1999) [6]
witch showed higher frequency of genotype 3 in young adult subjects.

Hematologic changes are among the most common extrahepatic manifestations of
HCV infection, in the study of KLCO et al. (2010) [2], patients were referred for analysis of
bone marrow due to peripheral cytopenias, predominating bicytopenia. On the other hand,
ANWAR et al. (2012) [5] showed the predominance of pancytopenia, perhaps because in the
latter study the patients had a higher degree of liver damage. Patients infected with HCV may
develop peripheral blood disorders, which are commonly attributed to hypersplenism,
antiviral therapy, decreased levels of thrombopoietin and / or immune mechanisms [14,15]. In

our study, patients were unaware of any previous hematological diseases, however, peripheral
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hematological abnormalities, notably thrombocytopenia, were observed following the pattern
described in the literature [14,16].

The pathogenesis of thrombocytopenia among HCV-infected patients is multifactorial,
the possible causes include: splenic sequestration secondary to portal hypertension and
splenomegaly with hypersplenism, direct suppression of bone marrow by HCV or antiviral
treatment, immune destruction of platelets and poor production of thrombopoietin due to
hepatocellular injury [17]. This study did not attempt to investigate the causes of cytopenias.
However, the existence of an association between hematological changes in peripheral blood
and degree of fibrosis corroborates other studies showing a higher prevalence of cytopenias in
patients with advanced liver disease (cirrhotic and / or with F4 degree of fibrosis), in whom
the intensity of the thrombocytopenia reflects the severity of the hepatic injury [18].
Regarding to viral load and genotype, no association was observed, however, there are no data
in the literature for comparison.

In the patients with alterations in bone marrow, no association between cellularity and
maturation changes with viral load, genotype and degree of fibrosis were observed. In
opposition to the research of ABOU EL AZM et al. (2012) who correlated high viremia with
the presence of changes in bone marrow, result not corroborated by this study [8].

The higher frequency of bone marrow changes in the patients of this study, with
predominance of maturation alterations, notably maturative cytoplasmic and nucleus
disproportion and maturative delays, differs from the results of ASFOUR et al. (2013) in
patients with advanced liver disease who presented with medullary hypercellularity [3]. These
changes in maturation may also be secondary to several factors besides the direct action of the
virus and / or the immune response of the host, among them: deficiencies of iron, folate and
B12 vitamin, as already reported by ANWAR et al. (2012) [5]. It was observed that 50% of
the patients presented a relation between the peripheral alterations and the respective
medullary lineages, suggesting involvement in hematopoiesis.

Although the population of this study consisted of chronic asymptomatic HCV
infected patients without advanced hepatic disease, peripheral hematologic alterations were
observed, with a predominance of thrombocytopenia, in addition to a high frequency of bone
marrow changes, with impairment of cell maturation. However, there was no association
between the hematological changes with viral load, genotype and degree of fibrosis, but
peripheral hematological alterations associated with degree of fibrosis were found. In view of
the above, the identification and understanding of the establishment of hematological

disorders associated with HCV, as well as its early diagnosis becomes relevant, since these
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patients can benefit from an earlier approach of their disease and its specific treatment, even

before they meet the liver criteria determined by the Ministry of Health, blocking the

progression of these disorders before they become irreversible. Therefore, we suggest regular

hematologic monitoring in patients infected with HCV and asymptomatic of liver disease.
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