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Resumo



A Hepatite C tem sido associada a varias manifestacées extra-
hepaticas como comprometimento articular. Em 90 pacientes VHC positivos,
foram encontradas manifestacdes reumatoldgicas em 31%. A artralgia é mais
comum, porém a artrite aparece em 4% dos casos. Clinicamente, a artrite
relacionada ao VHC, pode ser indistinguivel da artrite tradicional e a maioria dos
doentes cumprem com os critérios diagndsticos para a doenca preconizados pelo
Colégio Americano de Reumatologia (ACR), tornando-se um desafio diagndstico. O
fator reumatdide e as crioglobulinas sdo os autoanticorpos mais presentes em
cerca de 40% a 70% dos pacientes com VHC, portanto ndo auxiliam no
diagnostico diferencial . Anticorpos antipeptideo citrulinado ciclico (anti-ccp), sdao
considerados anticorpos com grande especificidade e sensibilidade para AR, assim,
sdo capazes de distiguir atrite relacionada ao virus e AR. Fatores genéticos do
hospedeiro também foram associados a infeccdo pelo VHC, como os
polimorfismos dos antigenos plaquetarios humanos (HPAs). A avaliacdo de
polimorfismos genéticos pode ser util na identificacdo de maior suscetibilidade
dos individuos infectados ao desenvolvimento de manifestacdes reumatologicas
e/ou de alguns desses serem indicativos de um curso mais grave da doenca. Assim,
o objetivo deste estudo foi verificar possiveis associacdes de indicadores de
autoimunidade e polimorfismos do HPA com manifestacdes reumatoldgicas em
pacientes com Hepatite C. Realizamos avaliacdo clinica mediante consulta com o
doente e levantamento em prontudrio, coletas e armazenagem de amostras
sanguineas para genotipagem dos HPAs -1 e -3 pela técnica de PCR-SSP
(Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Primers), HPA -5 pela técnica de
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction and Restriction Fragment Length
Polymorphism), obtencdo de valores de fator reumatdide por aglutinacdo do latex
e anti-ccp pelo teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). O tamanho
amostral de 160 individuos foi determinado pela férmula de Fisher e Belle,
utilizando-se intervalo de confianca de 95%, precisdo de 7% e uma proporcdo de
31% dos infetados com virus C que apresentam manifestacdes reumatologicas. As
varidveis categoricas foram analisadas através de tabelas de frequéncias absolutas
e relativas. Nas varidveis continuas utilizou-se estatistica descritiva. Os valores

foram apresentados como média e desvio padrdao ou mediana (incluindo quartil
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superior e quartil inferior). Para avaliar estatisticamente os resultados obtidos,
realizou-se teste qui-quadrado (x), teste exato de Fisher e teste-t para amostras
independentes. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Foram avaliados 159
pacientes com Hepatite C cronica. Destes, 88 (55,3%) eram homens e 71 (44,7%)
mulheres com média de idade de 49,1 anos. Manifesta¢des reumatoldgicas nao
atribuidas a coexisténcia de outras doencas autoimunes foram observadas em
114 (71,7%) individuos e mais prevalentes foram artralgia (36%), mialgia (32%),
fendmeno de Raynald (29%), sensacdes parestésicas (29%), fraqueza muscular
(27%), dor lombar (18%), alteracbes cutaneas (14%), artrite (11%), outras (9%)
e noédulo subcutdneo (2%). A andlise genética constatou associacdo entre
frequéncia alélica e manifestacées reumatoldgicas para o HPA-5 na populacdo
geral. Nas analises individuais para os sexos, o resultado manteve-se para o HPA-5
e sexo masculino. No entanto, para o sexo feminino foram encontradas
associacdes de manifestacées reumatoldgicas com o alelo HPA-3a e gendtipos HPA-
3a3a e HPA-lala, ndo observadas no sexo masculino. O estudo mostrou, de
maneira inédita, as possiveis associacdes entre manifestacdes reumatologicas,
indicadores de autoimunidade e polimorfismos HPA-1, -3 e -5, que podem

predispor seus portadores a complicagcdes no curso da Hepatite C.
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Abstract



Hepatitis C has been associated with various extrahepatic
manifestations such as joint involvement. In 90 HCV positive patients,
rheumatological manifestations were found in 31%. Arthralgia is the most
common, however the arthritis appears in 4% of the cases. Clinically, HCV related
to arthritis may be indistinguishable from RA, since the majority of patients
fulfilling the criteria of the American College of Rheumatology for the diagnosis
of RA, making it diagnostic challenge. The rheumatoid factor and crioglobulines
may be present in about 40 to 70% of patients with chronic HCV, which does not
help in the differential diagnosis. The cyclic citrullinated peptide antibodies (anti-
CCP) are considered good markers for RA, due to their high specificity and
sensitivity, they can be useful in distinguishing between HCV arthritis and RA. The
genetic factors of the host were also related to virus C infection like
polymorphisms of human platelet antigens (HPAs). The evaluation of these
genetic polymorphisms may reflect greater susceptibility to rheumatological
manifestations and/or one of them be indicative of a more severe disease. So the
goal of this study was evaluate possible associations of autoimmunity indicators
and HPA polymorphisms with rheumatological manifestations in patients with
Hepatitis C. We performed clinical evaluation by appointment and survey in
medical chart, collection and storage of blood samples for genotyping of HPA- 1
and -3 by PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Primers), HPA-5
by PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction and Restriction Fragment Length
Polymorphism), obtaining values of rheumatoid factor by latex agglutination and
anti-ccp by ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). The sample size of 160
subjects was determined by Fisher and Belle formula, using a confidence interval
of 95%, accuracy of 7% and a ratio of 31% infected with hepatitis C who have
rheumatological manifestations. Categorical variables were analyzed through
tables of absolute and relative frequencies. For continuous variables it used
descriptive statistics. Values are presented as average (standard deviation) or
median (including the top quartile and bottom quartile). To statistically evaluate
the results, we carried out the chi-square test, Fisher's exact test and t-test for
independent samples. The significance level adopted was 5%. One hundred and

fifty-nine patients with chronic Hepatitis C were evaluated. Of these patients, 88
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(55.3%) were men and 71 (44.7%) were women, with a mean age of 49.1 years.
Rheumatological manifestations not attributable to the coexistence of other
autoimmune diseases were observed in 114 (71.7%) individuals and the most
prevalent were arthralgia (36%), myalgia (32%), Raynaud's phenomenon (29%),
paresthetica sensations (29%), muscle weakness (27%), back pain (18%),
cutaneous disorders (14%), arthritis (11%), other like bursitis and tenosynovitis
(9%), and subcutaneous nodule (2%). Genetic analysis showed an association
between allelic frequency for rheumatologic manifestations and HPA-5 in the
general population. In individual analyzes for the sexes, the result remained for
HPA-5 and male. However, for women, associations were found between
rheumatological manifestations and allele HPA-3a and genotypes HPA-3a3a and
HPA-1lala, not observed in men. The study showed, in an unprecedented way, the
possible associations between rheumatological manifestations, indicators of
autoimmunity and polymorphisms HPA-1, -3 and -5 which may predispose the

patients to suffer complications in the course of hepatitis C.
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Infecgao pelo Virus da Hepatite C

Hepatite é um termo que designa inflamacdo no figado, sendo
causada por diversos mecanismos, principalmente agentes infecciosos. Uma
grande variedade de virus causa as chamadas hepatites virais: A, B, C,D e E."*

Em 1975, demonstrou-se, pela primeira vez, que a maioria dos
casos de hepatites associados a transfusdo ndo eram causados pelos virus da
Hepatite A (VHA) ou da Hepatite B (VHB). Essa forma da doenca ficou conhecida
como Hepatite nao-A nao-B até 1989, quando o virus foi identificado, clonado e
nomeado de virus da Hepatite C (VHC). '

O VHC é um virus cujo genoma é constituido por uma fita simples
de RNA, pertencente a familia Flaviviridae. Sua alta atividade replicativa
associada a auséncia de atividade de reparo, conduz a uma alta frequéncia de
mutacdes. Esta heterogeneidade no genoma permite a distin¢do de seis genétipos
designados por numeros (1, 2, 3, 4, 5 e 6), diversos subtipos, representados por
letras do alfabeto (1a, 1b, 2a, 2b, 2c, 3a, 4a, 5a e 6a) e muitas quasispecies.”

Estudos vém demonstrando que a resposta a terapia antiviral estd
associada ao genétipo do virus, de forma que a genotipagem do VHC é uma
importante ferramenta na pratica clinica. Pacientes portadores de gendtipos 2 e
3 apresentam maior chance de erradicar a infeccdo (80%) do que aqueles com
genotipo 1 (50%). ?

Atualmente, a infeccdo pelo VHC tem importante impacto pessoal,
social e econémico no mundo. Estima-se que mais de 170 milhdes de pessoas sdo
acometidas pela forma crénica da doenca e que 3 a 4 milhdes sdo infectadas
anualmente, tornando-se a maior causa de doenca hepdtica, cirrose e
hepatocarcinoma. - >*

A prevaléncia e incidéncia da infeccdo pelo VHC apresentam
variacoes geograficas e temporais. Doadores de sangue é o principal grupo onde
a prevaléncia é estudada. No Reino Unido, Escandindvia, América do Norte,
Europa Ocidental, Austrdlia, em alguns paises da América Central e do Sul, e em
algumas regides da Africa, as taxas variam de 0,1 a 5%. No Egito e na Libia sdo

maiores que 5%. >
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No Brasil, as variacdes de soropositividade podem ocorrer de 1 a
2,6% em diferentes regides do pais e possivelmente, podem ser explicadas pelas
diferencas na frequéncia e extensdo da transmissao do VHC por diferentes
fatores de risco.” Em 1998, Focaccia et al estudaram amostras populacionais da
cidade de Sao Paulo e verificaram uma prevaléncia de 1,42%. Um recente estudo
realizado com individuos de diferentes municipios do estado de Sdo Paulo obteve

uma prevaléncia da infeccdo de 0,7%. &7

Histéria Natural da Hepatite C

A histdria natural da Hepatite C ainda ndo é totalmente conhecida.
Hé uma grande dificuldade em definir dados prospectivos, inicio da infeccdo e a
multiplicidade de cofatores que podem influenciar na progressdao da doenca. >*

A Hepatite C aguda ndo é frequentemente diagnosticada, pois cursa
com auséncia de sintomas na maioria dos casos. Somente de 20 a 30 % dos
adultos com infeccdo aguda desenvolvem sintomas clinicos (mal-estar, fraqueza,
anorexia e ictericia) que se iniciam 3 a 12 semanas apds a exposicao. ®

Dos casos agudos, 54 a 86% nao clareiam o virus e evoluem para
cronicidade. Thomas et al, em 2000, observaram o clareamento viral em 90
pacientes de um subgrupo de 919 participantes. ° Geralmente, a transicdo da
forma aguda para cronica cursa na auséncia de sintomas e se define por
aumento das aminotransferases ou permanéncia do RNA do virus no sangue por
mais de seis meses. *°

Os fatores de risco que contribuem para o avanco da infeccdo
cronica pelo VHC sdo: multiplicidade de guasispecies, tempo de infeccdo maior
que 40 anos, sexo masculino, coinfec¢do HIV ou VHB, comorbidades como
esquistossomose,  hemocromatose, sobrecarga de ferro, obesidade,
imunossupressdo, resisténcia a insulina e esteatohepatite, consumo de dlcool,
dieta, tabagismo, hepatotoxinas estabelecidas e medicamentos. >*

Apesar da taxa de progressio ser lenta e, frequentemente,
assintomatica durante 20 anos apds a infeccdo, um traco fundamental da

Hepatite C é o aumento no grau de fibrose no figado, culminando na cirrose em
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20% dos casos e, destes, de 1 a 4% ao ano podem evoluir para carcinoma
hepatocelular. Assim, a doenca pode permanecer desconhecida até um
comprometimento do figado suficiente para resultar em descompensacédo
hepatica com quadro de ascite, hemorragia digestiva alta secunddria as varizes
esofdgicas ou gastropatia portal hipertensiva, sindrome hepatorenal e

encefalopatia hepatica. ¢

Manifestagoes Clinicas

A maioria das pessoas infectadas (60% a 75%) nado apresentam
sintomas na fase aguda. Quando ha manifestacées neste estdgio, podem ser
semelhantes as da Hepatite A ou B, com duracdo de 2 a 13 semanas: mal-estar,
fadiga, letargia, anorexia, dor abdominal, ictericia, hepatoesplenomegalia leve,
erupc¢do cutanea e artralgia. **

Dos infectados, 15 a 50% podem clarear o virus, mas na maioria
(50 a 85%) a infeccdo torna-se cronica. Nestes, raramente ocorrem mal-estar,
ndusea, dor abdominal ou prurido. Com o avanco da doenca e desenvolvimento
de cirrose avancada, nota-se o aparecimento de ictericia, esplenomegalia, ascite,

varizes esofagicas e encefalopatia hepatica. '*

Manifestagcoes Extra-hepaticas

A infeccdo cronica pelo virus C tem sido associada a varias
manifestacdes extra-hepdticas. '* Conte classificou-as em grupos, levando em

consideracao:

e comprometimento extra-hepatico ligado ao VHC: crioglobulinas mistas,
nefropatias glomerulares membranoproliferativas, porfiria cutdnea tardia,
~ . s o« _ »
producdo de auto-anticorpos, sindrome “sicca” ou seca;
e comprometimento extra-hepdtico possivelmente ligado a infeccdo pelo VHC:
linfoproliferacées  malignas, vasculites  sistémicas, trombocitopenia

autoimune, prurido, manifestacdes articulares e musculares;
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e comprometimento extra-hepdtico com associacdo aparentemente fortuita do
VHC: ulcera de cérnea de Mooren, fibrose pulmonar, polirradiculoneurite
cronica, eritema nodoso, diabetes sacarino, leucoencefalite multifocal
progressiva;

e comprometimentos extra-hepdticos favorecidos ou desencadeados pelos
tratamentos anti-VHC: disturbios na tireoide, psoriase, sarcoidose, liquen,

neuropatia periférica. **

O comprometimento extra-hepdtico pode ser explicado por
mecanismos como injuria citopdtica direta, lesdo causada por imunocomplexos,
inducdo de linfécitos monoclonais ou policlonais, lesdo produzida pelos efeitos
indiretos da resposta inflamatodria (liberacdo de citocinas, como interferons e o
fator de necrose tumoral), ou mesmo pela resposta imunoldgica induzida pelo
virus, como a ativacgao de linfdcitos citotdxicos ou formacédo de autoanticorpos. *

Ramos-Casals et al, comparou os padrées clinicos e imunoldgicos de
180 pacientes com doencas autoimunes e VHC positivos com outros 180
individuos com doencas autoimunes e VHC negativos (controle) e observou, em
sua analise imunoldgica, que o grupo em estudo apresentou menor prevaléncia
de anticorpos anti-nucleares, anti-ENA (Antl'genos Nucleares Extraiveis) e anti-
DNA, porém uma grande frequéncia de fator reumatdide, crioglobulinemia e
hipocomplementemia . Embora os testes ndo estivessem disponiveis para todos
os pacientes por ser um estudo retrospectivo, os autores comparam os dados
com outros estudos que também descrevem esse padrdo para pacientes VHC

positivos. **

Manifestagoes Reumatolégicas

Devido ao fendmeno da autoimunidade, o comprometimento
articular é uma complicacdo frequente. **> No estudo de Buskila et al, foram
encontradas 31% de manifestacdes reumatoldgicas em 90 pacientes VHC

positivos estudados, sendo as mais prevalentes: artralgia (9%), artrite (4%),
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crioglobulinemia (11%), sindrome “sicca” ou seca (8%), caracterizada pela
diminuicdo da secrecdo das glandulas lacrimais e salivares, e mialgia (4%). '¢'7

Outros estudos evidenciaram somente 4% da populacdo VHC
positiva com artrite e que se caracteriza como uma poliartrite simétrica,
semelhante a artrite reumatdide (AR), ou como uma mono-oligoartrite
intermitente, forma muito mais grave e relacionada com a presenca de
crioglobulinemia mista e suas manifesta¢des cutaneas, principalmente a purpura.
15,18

Clinicamente, a artrite relacionada ao VHC pode ser indistinguivel
da AR classica. Alguns doentes podem preencher os critérios do Colégio
Americano de Reumatologia (ACR) para classificacdo e diagndstico de artrite
reumatdide, tornando dificil o diagnéstico diferencial. *

Como somente as manifestacoes clinicas nao propiciam a distingao
entre as duas doencas, outros métodos diagnésticos como a deteccdo de
anormalidades sorolégicas podem ser uteis. *°

O fator reumatdide (FR) e as crioglobulinas sao frequentemente
detectados em cerca de 40% a 70% dos doentes com Hepatite C Cronica,
portanto ndo auxiliam no diagnéstico diferencial. *>*°

O Anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico (anti-CCP) vem sendo
considerado o melhor indicador para AR, pois estd presente no soro da maioria
dos pacientes e raramente em outras doencas. *’

O teste no formato ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
para deteccdo de anticorpos anti-CCP tem apresentado excelente desempenho.
Possui especificidade de 96% e sensibilidade de 60% a 75% para AR. Devido a
sensibilidade mais limitada, novas geracdes de testes foram sendo desenvolvidas
a partir de bibliotecas de peptideos citrulinados testados com soros de AR, e
obteve-se valores mais elevados como o kit QUANTA LiteTM CCP3.1 IgG/IgA
ELISA com sensibilidade de 70,3%. %°

A realizacdo desse teste pode ser de grande utilidade para predizer
sobre o desenvolvimento de artrite reumatdide, ja que a citrulinagdo e a

producdo de anticorpos anti-CCP podem estar presentes antes do
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desenvolvimento dos sintomas, e/ou discriminar o diagndstico de individuos com
AR dos portadores de artropatia associada ao virus C. >

Na metandlise realizada por Nishimura et al, sobre a acuracia do
anti-CCP e FR para diagndéstico de AR, observou-se que a positividade de
anticorpos anti-CCP foi mais especifica para artrite reumatdide do que FR IgM,
IgG ou IgA.

Na populacdo estudada por Bombardieri et al, evidenciou-se a
auséncia de anticorpos anti-CCP no soro de individuos portadores do virus C com
comprometimento articular e presentes em individuos com AR, enquanto que o

FR esteve presente nos dois grupos. *>

Fatores Genéticos

Além dos indicadores de autoimunidade citados, fatores genéticos
do hospedeiro, recentemente, foram associados a infeccdo pelo VHC. *> %2> 2* Os
polimorfismos dos antigenos plaquetdrios humanos (HPAs), ja haviam sido
associados a certas doencas como purpura poés-transfusional, trombocitopenia
neonatal aloimune, purpura neonatal aloimune, infarto do miocdrdio, acidente
vascular cerebral e trombose venosa. **

Os HPAs sdo antigenos constituidos por segmentos protéicos
polimérficos que residem no interior de glicoproteinas (GP) expressas na
membrana plaquetdria. Atualmente, estima-se que existam, aproximadamente,
24 tipos de antigenos HPA, sendo que os mais estudados pertencem a familia das

integrinas e sdo denominados HPA-1, -2, -3, -4 e -5: 2>26%7

e Sistema HPA-1 (Figura 1): é clinicamente o mais importante dos sistemas,
pois é o antigeno mais frequentemente associado a aloimunizacdo. Estd
localizado no complexo GPIIb-IIIa, mais especificamente na GPIIla e também

sdo expressos na GPIIla das células endoteliais, células de musculo liso e

fibroblastos; 2 2°

e Sistema HPA-3 (Figura 1): estd localizado na cadeia pesada da GPIIb-IIIa, a
GPIIb (alIb); *°
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e Sistema HPA-4 (Figura 1): como o HPA-1, estd localizado na GPIIla e
também sdo encontrados em células endoteliais, células de musculo liso e

fibroblastos; 3!

e Sistema HPA-5 (Figura 1): estd associado com o polimorfismo de um

aminodacido da GPIa (a2) e presente em outras células além das plaquetas. **

GPIb-IX
GPla-lla GPllb-llla HPA

HPA-4

% HPA-10
3 HPA-1
PA-5

Sita o) Gro %?’
) > 5] ¢

Figura 1. Complexos de glicoproteinas da membrana da plaqueta contendo
epitopos de aloantigenos plaquetarios (Modificado de McFarland,

1998).

O polimorfismo, na maioria destes antigenos, ocorre devido a
substituicdo de um unico aminodcido na proteina, em consequéncia da
substituicio de um nucleotideo no DNA. " 32 As mutacbes de aminoacidos
conduzem a alteracbes conformacionais na estrutura tridimensional das
glicoproteinas, criando determinantes aloantigénicos reconhecidos pelas células
B e T. ** As glicoproteinas, presentes nas membranas das plaquetas, sdo

mediadoras do estdgio inicial da funcdo plaquetaria, as quais também intervém
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na agregacdo das mesmas, através da ligacdo do fibrinogénio e de outras
proteinas de adesdo. *>2°

A infeccdo pelo VHC foi associada ao alelo HPA -5b, ** no entanto,
outros estudos estdo sendo conduzidos a fim de relacionar polimorfismos dos
sistemas HPA -1, -3 e -5 a infeccdo pelo VHC, progressdo do grau de fibrose e
resposta terapéutica, pois residem em glicoproteinas da familia das integrinas, *°
moléculas de adesdo celular candidatas ao envolvimento na ligacdo do VHC as
plaquetas, uma vez que as plaquetas sdo carreadoras do virus na circulacdo em
individuos portadores. **

Até o momento, o polimorfismo HPA foi associado isoladamente a
infeccdo do VHC, sem considerar outras caracteristicas da doenca como a

presenca de manifestacdes reumaticas.
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Justificativa



Devido a auséncia de estudos sobre a associacio entre HPA e
manifestacdes reumatolégicas na Hepatite C, este estudo procurou verificar
possiveis correlacdes entre manifestacdes reumatoldgicas na Hepatite C cronica
com indicadores laboratoriais de autoimunidade e polimorfismos do HPA.

A avaliacdo de polimorfismos genéticos pode ser util na identificacao
de maior suscetibilidade dos individuos infectados ao desenvolvimento de
manifestacées reumatoldgicas e/ou de alguns desses polimorfismos serem
indicativos de um curso mais grave da doenca, havendo a possibilidade de uma

intervencdo precoce. 3> 362437
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Hipotese



Indicadores de autoimunidade e presenca de polimorfismos HPA

relacionam-se com manifestacées reumatoldgicas em pacientes com Hepatite C.
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Objetivos



Objetivo Geral

Verificar possiveis associacdes de indicadores de autoimunidade e
polimorfismos do HPA com manifestacdes reumatolégicas em pacientes com

Hepatite C.

Objetivos Especificos

e Verificar a frequéncia de manifestacdes reumatoldgicas nos pacientes com

Hepatite C;
e Verificar a frequéncia de anticorpos anti-ccp;

e Verificar a associacdo de manifestacdes reumatoldgicas e parametros
clinicos;
e Verificar a frequéncia dos polimorfismos HPA e manifestacoes

reumatoldgicas.
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Delineamento do Estudo

Estudo transversal com portadores de Hepatite C Cronica,
selecionados consecutivamente no Ambulatério de Hepatites Virais da Disciplina
de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de

Botucatu.

Composicao da Amostra

Com intervalo de confianca de 95%, precisdo de 7% e proporcdo de
31% dos infectados com virus C que apresentam manifestacdes reumatoldgicas, o
tamanho amostral de 160 individuos foi determinado pela férmula de Fisher e

Belle: 38

=Zcx2 /12.p.q

N e

Onde:
N =tamanho amostral;
Za*(2= valor relativo a tabela de distribuicdo normal para intervalo de confianca
de 95% = 1,96;
p= proporcao de pacientes que podem apresentar manifesta¢des reumatolégicas;
q = propor¢do de pacientes que podem ndo apresentar manifestacoes
reumatoldgicas;

d = precisdo
Critérios de Inclusao

e Ter idade entre 18 e 80 anos;
e Apresentar RNA VHC detectdvel e genotipagem do VHC;

e Ndo ter tratamento prévio para Hepatite C (naives);
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e Ter realizado bidpsia hepatica para estadiamento de fibrose ou ter

diagnéstico clinico/imagem de cirrose;

® Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (ANEXO ).

Critérios de Exclusao

® Apresentar coinfeccdo VHB ou HIV;

e Ter hepatite auto-imune, hemocromatose, doenca de Wilson, cirrose biliar

primaria, colangite esclerosante primdria.
e Ter insuficiéncia renal cronica;
e Ter realizado transplante hepatico ou renal;

e Ter doencas difusas do tecido conjuntivo, inclusive AR, conforme Critério de

Classificacdo da Artrite Reumatdide ACR - EULAR 2010 (ANEXO II). ¥

Avaliacao Clinica e Histérico Pessoal (ANEXO Ill)

Foram realizadas avaliagdes do histérico pessoal e avaliacdo clinica
mediante consulta com o paciente e levantamento em prontudrio, a fim de

averiguar os critérios de inclusdo e exclusdo.

A. Dados Demograficos

As seguintes informacdes foram obtidas mediante consulta em
prontudrio:
e Género: masculino e feminino.
e |dade;
e Etnia: branco e ndo branco;

e Diagnostico de fibrose hepatica por exame histopatolégico, conforme

classificacido METAVIR (ANEXO IV);

® Genotipo do virus.
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B. Avaliagao Clinica

e Manifestagdes clinicas e gerais relacionadas a Hepatite C: ascite, ictericia,
hematomas, prurido, spiders, ginecomastia, encefalopatia hepdtica prévia,
petéquias, hemorragia digestiva alta prévia, outros sangramentos (nariz,
gengivorragia), mal-estar, sensacdo de fraqueza, indisposicdo, febre e

emagrecimento. Os dados foram obtidos mediante exame fisico e entrevista.

e Manifestagbes extra-hepaticas: trombocitopenia, anemia apldstica, linfoma
nao-Hodgkin, porfiria cutdnea tardia, liquen plano, glomerulonefrite,
sindrome nefrética, hipotireoidismo, hipertireoidismo, tlcera de cérnea,
uveite, olhos secos, prurido, esclerite, sialodenite, tilceras orais, queilite, boca
seca, glossite. Os dados foram obtidos por exame fisico, exames laboratoriais

e diagnodsticos contidos no prontudrio e entrevista.

e Exame fisico reumatologico: presenca de sensagdes parestésicas (caimbras,
parestesia em membros inferiores e/ou superiores), fenoneno de Raynaud,
alteragdes cutdneas (vasculites, lesées descamativas, pruriginosas, e/ou
hipercromicas), nédulo subcutaneo, mialgia, fraqueza muscular, dor lombar
nao mecanica, artralgia, artrite (pelo menos dois dos sintomas: dor, edema,
calor, rubor, perda de funcdo), outras manifestacées reumatoldgicas
(tenossinovite, bursite). Para a realizacdo deste procedimento houve
treinamento com um professor de reumatologia que também deu suporte
para a realizacdo dos diagndsticos.

Na literatura ndo esta claro uma conceituacdo daquilo que deve ser
considerado manifestacdo reumatoldgica. Assim, para este trabalho, foram
considerados sinais, sintomas ou afeccdes envolvendo o sistema locomotor,
alteracdes ou manifestacées que simulem as doencas difusas do tecido conjuntivo.

Nesse contexto, as manifestacdes reumatoldgicas investigadas foram: *°

v’ Sensagdes parestésicas: hipoestesia ou hipoalgesia em membros inferiores
efou superiores verificada pelo toque na pele e teste com agulha fina;

respectivamente;
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v Fenémeno de Raynaud: caracterizado por palidez, cianose e rubor ou
fendmeno bifasico com apenas duas das manifestacdes anteriores;

v’ Alteragées cutaneas: deteccdo de lesdes purpuricas, descamativas,
pruriginosas e/ou hipercrémicas por inspecao da pele;

v' Nédulo subcutaneo: inspecio e palpacio em regido frequente (face extensora
de antebracos);

v’ Mialgia: presenca de dor muscular em membros superiores e inferiores;

v' Fraqueza muscular: dificuldade em realizar determinadas tarefas por perda
de poténcia muscular, como subir e descer escadas, levantar os bracos ou
objetos leves e quedas frequentes;

v' Dor lombar nido mecanica: caracterizada por inicio gradual ou abrupto e
progressivo, sem relacdo com movimento e sem melhora com o repouso, de
carater insidioso com duragdo maior que trés meses, podendo ser irradiada
para regido sacro-iliaca uni ou bilateralmente;

v’ Artralgia: caracterizada por dor articular, sem componente inflamatorio;

v’ Artrite: caracterizada por dor articular e pelo menos um dos seguintes
sintomas edema, calor, rubor e perda de funcao;

v’ Outras manifestagdes reumatolégicas: comprometimento de partes moles
detectdveis ao exame fisico (tenossinovite ndo traumatica e bursite nao

traumatica).

C. Analises Laboratoriais

Amostras de sangue (20 mL) de cada individuo foram coletadas e
armazenadas a uma temperatura de - 80°C para dosagem dos seguintes

parametros:

e Fator Reumatodide: foi utilizado kit comercial Reumalatex da Labtest para
determinacdo qualitativa e semiqualitativa do fator reumatodide, conforme
instrucées do fabricante. O sistema tem sensibilidade para detectar

concentracbes de FR de no minimo 8UI/ml, utilizando particulas de
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poliestireno, sensibilizadas com gamaglobulina humana e estabilizadas em

tampao pH 8,2.

e Anti-CCP: O teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) semi-
quantitativo para IgG e IgA foi realizado segundo instrucgdes do kit QUANTA
LiteTM CCP3.1 I do laboratério INOVA Diagnostic Inc., San Diego, CA, EUA.
Foi feito um ensaio imunoenzimdtico para a deteccdo de anticorpos IgG e IgA
anti-CCP3 (3 péptido citrulinado ciclico) no soro do paciente, citrato ou
plasma EDTA. Apds a conclusdo do teste, as amostras foram classificadas em

negativas (< 39 unidades) e positivas (= 40 unidades).

e Genotipagem HPA: realizada por metodologia in house a partir de DNA
gendmico extraido de sangue total utilizando o kit comercial Miniprep para
DNA Gendmico (Biosystems, Brasil), conforme orientacdes do fabricante. Os
sistemas HPA -1 e -3 foram genotipados pela técnica de PCR-SSP (Polymerase
Chain Reaction-Sequence Specific Primers) de acordo com Klitler et al. *° O
sistema HPA -5 foi genotipado pela técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction and Restriction Fragment Length Polymorphism) segundo
metodologia descrita por Kalb et al. **

A reacdo de PCR-SSP foi realizada utilizando os reagentes nas
concentracoes descritas:
1 X Buffer (LGC Biotecnologia);
v 2,0 mM de MgCL2 (LGC Biotecnologia);

(\

0,2 mM de ANTP (Applied Biosystems);

\

0,5 uM de cada primer do controle interno (CRP) (Tabela 1);

(\

0,5 UM de cada primer para amplificacdo de um antigeno especifico
(Tabela 1);

v 50ng de DNA gendmico

v 0,1 U de PLATINUM Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Life
Technologies)

Volume Total de Reacdo: 20uL
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A reacdo foi submetida as condicdes de ciclagem de 95°C por 10 minutos,

10 ciclos de 95°C por 15 segundos, 69°C por 30 segundos e 72°C por 30

segundos, 25 ciclos de 95°C por 15 segundos, 63°C por 30 segundos e 72°C

por 30 segundos, com uma etapa final de extensdo de 72°C por 10 minutos.

Os produtos da PCR foram visualizados em eletroforese em gel de

poliacrilamida 6%. Um controle interno foi utilizado para a validacdo do

ensaio; as amostras apresentaram uma banda de 440 pb referente ao

controle interno da reacdo. A amplificacdo foi confirmada pela presenca de

uma banda de 196 pb para o HPA -1 e 290 pb para o HPA -3.

A reacdo de PCR-RFLP foi realizada utilizando os reagentes nas

concentracdes descritas:

v

N N N N SR

1 X Buffer (Invitrogen, Life Technologies);
1,5 mM de MgCL2 (LGC Biotecnologia);
0,16 mM de dNTP (Applied Biosystems);
0,28 uM de cada primer (Tabela 1);
1,5 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Life Technologies);
62 ng de DNA;
Volume total de reacdo: 50uL.

A reacdo foi submetida as condi¢ées de ciclagem de 94°C por 5

minutos, 35 ciclos de 94°C por 55 segundos, 51°C por 55 segundos e 72°C por 90

segundos, com uma etapa final de extensdo de 72°C por 10 minutos. Os produtos

da PCR foram visualizados em eletroforese em gel de agarose 2%. A amplificacédo

foi confirmada pela presenca de uma banda de 274pb. Os produtos amplificados

(20pL) foram submetidos a restricdo utilizando 1U da enzima Mnll (Biolab®),

incubados a 37°C durante 4 horas.
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Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para genotipagem plaquetdria dos

sistemas HPA-1, -3 e-5.

Sistema Especificidade Nome Seqiiéncia (5" — 3")
1a HPA-1a-1 ACT TACAGG CCCTGCCTCT
HPA-1 1b HPA-1b-I ACT TAC AGG CCC TGC CTC C
Comum a —1 HPA-1-1l common GTG CAATCC TCT GGG GAC T
3a HPA-3a-ll GGG GGA GGG GCT GGG GA
HPA-3 3b HPA-3b-II GGG GGA GGG GCT GGG GC

Comum a -3 HPA-3- common GGC CCT GGG ACT GTG AAT G
GPla-Fow GTG ACC TAA AGA AAG AGG

HPA-5 GPla
GPla-Rev CTC TCATGG AAAATG GCAG
CCA GCC TCT CTC ATG CTT TTG GCC
Controle CRP CRP-I AGA CAG
- GGG TCG AGG ACA GTT CCG TGT AGA
Positivo CRP CRP-II AGT GGA

O material biolégico nao foi descartado com a finalidade de uso em
futuras pesquisas, desde que o voluntdrio permita através de obtencdo de novo
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Esta informacdo consta no TCLE
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa para este trabalho (oficio 538/10-

CEP).

Aprovacio Etica

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu em reunido de 08 de novembro de 2010,

conforme oficio 538/10-CEP (ANEXO V).
Metodologia estatistica

As varidveis categoricas foram analisadas através de tabelas de
frequéncias absolutas e relativas. Nas varidveis continuas utilizou-se estatistica
descritiva. Os valores foram apresentados como média e desvio padrdo ou

mediana (incluindo quartil superior e quartil inferior).
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Para avaliar estatisticamente os resultados obtidos, realizou-se teste
qui-quadrado (x°), teste exato de Fisher e teste-t para amostras independentes.

O nivel de significancia adotado nestes testes foi de 5% (significancia:
p<0,05).

O programa computacional utilizado para realizacdo dos testes foi
SAS" 9.2 Foundation for Microsoft” Windows® (Copyright® 2008, SAS Institute
INC, Cary, NC, USA).
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Resultados



Cento e cinquenta e nove pacientes com infeccao croénica pelo virus C
foram avaliados. Destes, 88 (55,3%) eram homens e 71 (44,7%) eram mulheres,
com idades entre 24 e 76 anos (média 49,1). As caracteristicas demograficas e
clinicas relacionadas ao envolvimento reumatolégico estdo sumarizados nas

Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e demogriaficas da populagdo com VHC.

Presenca Auséncia
e manifestacoes manifestacdes
Variaveis reumatoldgicas reumatologicas P
(n=114) (n=45)
Idade (anos), média 49,6 £ 9,9 46,3+ 10,3 0,8072 *
Sexo
Masculino 56 (63,6%) 32 (36,4%)
" 0,0120 t
Feminino 58 (81,7%) 13 (18,3%)
Etnia
Branco 101 (71,6%) 40 (28,4%)
~ 0,9802
Nao branco 13 (72,2%) 5 (27,8%)
Genotipo
1 79 (72,5%) 30 (27,5%)
0,7475
Nao 1 35 (70%) 15 (30%)
Grau de fibrose
0 3 (75%) 1(25%)
1 14 (63,6%) 8 (36,4%)
2 34 (64,2%) 19 (35,8%) 0,1018 **
3 20 (70%) 10 (30%)
4 44 (86,3%) 7(13,7%)
* Teste-t

T SignificAncia estatistica
** Teste qui-quadrado (xz)

A presenca de manifestacdes reumatoldgicas foi mais frequente em
pacientes do sexo feminino (p = 0,0120). Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre presenca ou auséncia de manifestacdes reumatoldgicas e

idade, etnia, grau de fibrose hepatica ou genotipagem do VHC.
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Tabela 3. Associacdo de

reumatolégicas.

manifestacdes gerais e clinicas com manifestacdes

Presenca
manifestacoes

Auséncia
manifestacoes

Variaveis reumatoldgicas reumatologicas P
(n=114) (n=45)
Manifestacdes gerais
Presente 86 (83,5%) 17 (16,8%)
0,0008*
Ausente 28 (50%) 28 (50%)
Manifestacdes clinicas
Presente 74 (82,2%) 16 (17,8%)
<0,001*
Ausente 40 (58%) 29 (42%)

Teste qui-quadrado (x2)
* Significancia estatistica

Tanto as manifestacées gerais quanto as clinicas foram mais
frequentes no grupo com manifestacoes reumatolégicas (p= 0,0008 e p< 0,001,
respectivamente).

Manifestacées reumatoldgicas ndo atribuidas a coexisténcia de
outras doencas autoimunes foram observadas em 114 (71,7%) individuos,

distribuidas nas Figuras 1 e 2.
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Figura 2. Distribuicdo de manifestacdes reumatoldgicas na populacao.
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Figura 3. Prevaléncia de manifesta¢des reumatoldgicas conforme o sexo.

A prevaléncia e a associacdo de anticorpos anti-CCP e fator

reumatdide presentes em cada grupo estdo expostos nas Tabelas 4, 5 e 6.

Tabela 4. Distribuicdo de anti-CCP na populacdo de acordo com a presenca de MR.

Presenca manifestacdes Auséncia manifestacdes

Anti-CCP reumatoldgicas reumatologicas P
(n=114) (n=45)
Positivo 5(71,4%) 2 (28,6%)
. 1,0000
Negativo 109 (71,8%) 43 (28,3%)

Teste exato de Fisher

Tabela 5. Distribuicdo de FR na populacdo de acordo com a presenca de MR.

Presenca manifestagcdes Auséncia manifestacdes

FR reumatologicas reumatologicas P
(n=114) (n=45)
Positivo 31 (75,6%) 10 (24,4%) 0.5187
Negativo 83 (70,3%) 35 (29,7%)

Teste qui-quadrado (x?)
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Tabela 6. Positividade de anti-CCP e FR na populacédo e diagnodstico de AR.

Presenca manifestacbes

Auséncia manifestacoes

VHC positivos

Variaveis reumatolégicas reumatologicas com
(n=45) AR*

Anti-CCP 5/114 (4,4%) 2/45 (4,4%) 0 (0)
FR 31/114 (27,2%) 10/45 (22,3%) 0 (0)

* Diagnostico de AR conforme Critério de Classificagdo da Artrite Reumatdide ACR—-EULAR

2010

Nao houve significancia estatistica (p=1,0000 e p= 0.5187) entre os

grupos para positividade de anticorpos anti-CCP e FR, respectivamente. Aqueles

que apresentaram os autoanticorpos, ndo tinham critérios para diagnéstico de

artrite reumatoide.

A Tabela 7 apresenta dados de associacdo entre MR, frequéncias

alélicas e genotipicas do HPA-1, -3 e -5 na populacéo.

Tabela 7. Frequéncias alélicas e genotipicas para HPA-1, HPA-3, HPA-5 em

pacientes infectados com VHC (n= 159).

Variaveis

Presenca

manifestacoes
reumatologicas

Auséncia

manifestacoes
reumatoldgicas

Alelos
1a
1b
3a
3b
5a
5b
Gendtipos
1a/1a
1a/1b
1b/1b
3a/3a
3a/3b
3b/3b
5a/5a
5a/5b
5b/5b

190 (72,5%)
40 (71,4%)
163 (74,4%)
67 (67,7%)
198 (71,5%)
32 (78%)

79 (72,5%)
32 (72,7%)
4 (66,7%)
59 (77,6%)
45 (67,2 %)
11 (68,8%)
86 (71,0%)
26 (74,3%)
3 (100%)

72 (27,5%)
16 (28,6%)
56 (25,6%)
32 (32,3%)
79 (28,5%)
9 (22%)

30 (27,5%)
12 (27,3%)
2 (33,3%)
17 (22,4%)
22 (32,8%)
5 (31,2%)
35 (29,0%)
9 (25,7%)
0 (0)

0,8685 *

0,2127 *

0,4569 *

0,9482 **

0,3565 *

0,7297 **

* Teste qui-quadrado (x°)
** Teste exato de Fisher

Resultados

29



Na populacdo geral, ndo houve significancia estatistica, tanto para as
frequéncias alélicas quanto para as genotipicas em relacdo a manifestacoes
reumatoldgicas.

As Tabelas 8, 9, 10, 11, 12, 13 apresentam a distribuicdo de

frequéncias alélicas e genotipicas para os HPAs por sexo.

Tabela 8. Andlise de associacdo: manifestacdo reumatoldgica, HPA-1 e sexo

feminino (n= 72).

Presenca Auséncia
manifestagoes manifestacoes P
reumatoldgicas reumatologicas
Alelos
1a 93 (80,2%) 23 (19,8%)
0,2605 *
1b 25 (89,3%) 3(10,7%)
Gendtipos
1a/1a 35 (76%) 11 (24%)
1a/1b 23 (95,8%) 1(4,2%) 0,0496 ** T
1b/1b 1 (50%) 1 (50%)

* Teste qui-quadrado (x°)
** Teste exato de Fisher
t SignificAncia estatistica

Tabela 9. Andlise de associacdo: manifestacdo reumatoldégica, HPA-1 e sexo

masculino (n= 87).

Presenca manifestagbes  Auséncia manifestagdes

. . . . P
reumatologicas reumatologicas
Alelos
1a 97 (66,4%) 49 (33,6%)
0,1928 *
1b 15 (53,6%) 13 (46,4%)
Gendtipos
1a/1a 44 (69,8%) 19 (30,2%)
1a/1b 9 (45%) 11 (55%) 0,1062 **
1b/1b 3 (75%) 1(25%)

* Teste qui-quadrado (x°)
** Teste exato de Fisher
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Tabela 10.Andlise de associacdo: manifestacdo reumatoldgica, HPA-3 e sexo

feminino (n= 72).

Presenca manifestagcdes Auséncia manifestagdes

L - P
reumatologicas reumatoldgicas
Alelos
3a 87 (88,8%) 11 (11,2%)
0,0019 *
3b 31 (67,4%) 15 (32,6%)
Genotipos
3a/3a 33 (94,3%) 2 (5,7%)
3a/3b 21 (75%) 7 (25%) 0,0126 *
3b/3b 5 (55,6%) 4 (44,4%)

Teste qui-quadrado (x°)
* Significancia estatistica

Tabela 11. Andlise de associacdo: manifestacdo reumatoldgica, HPA-3 e sexo

masculino (n= 87).

Presenca manifestagdes Auséncia manifestacoes

_ - P
reumatoldgicas reumatologicas
Alelos
3a 76 (62,8%) 45 (37,2%)
0,5168 *
3b 36 (67,9%) 17 (32,1%)
Gendtipos
3a/3a 26 (63,4%) 15 (36,6%)
3a/3b 24 (61,5%) 15 (38,5%) 0,5869 **
3b/3b 6 (85,7%) 1(14,3)

* Teste qui-quadrado (x°)
** Teste exato de Fisher
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Tabela 12. Andlise de associacdo: manifestacdo reumatoldgica, HPA-5 e sexo

feminino (n= 72).

Presenca manifestacbes  Auséncia manifestacoes

o - P
reumatologicas reumatologicas
Alelos
5a 99 (79,8%) 25 (20,2%)
0,1257
5b 19 (95%) 1(5%)
Gendtipos
5a/5a 42 (77,8%) 12 (22,2%)
5a/5b 15 (93,8%) 1 (6,2%) 0,3475
5b/5b 2 (100%) 0 (0)

Teste exato de Fisher

Tabela 13. Andlise de associacdo: manifestacdo reumatoldgica, HPA-5 e sexo

masculino (n= 87).

Presenca manifestacbes  Auséncia manifestacdes

o - P
reumatologicas reumatologicas
Alelos
5a 99 (64,7%) 54 (35,3%)
0,8115*
5b 13 (61,9%) 8 (38,1%)
Genotipos
5a/5a 44 (65,7%) 23 (34,3%)
5a/5b 11 (57,9%) 8 (42,1%) 0,7381 **
5b/5b 1 (100%) 0 (0)

* Teste qui-quadrado (x2)
** Teste exato de Fisher

Na distribuicdo por sexo, as frequéncias genotipicas HPA-1 e -3
mostraram  relevancia estatistica quando associadas a manifestacoes
reumatolégicas (p=0,0496 e p=0,0126). Para o sexo feminino foi significante a
associacdo de alelos HPA-3 (p=0,0019).

Associou-se, também, frequéncias genotipicas e anticorpos anti-ccp

(Tabela 14).
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Tabela 14. Andlise de associacdo: frequéncias genotipicas e anticorpos anti-ccp.

Anti-ccp Anti-ccp

Genotipos Positivo negativo P

1a/1a 5 (4,6%) 104 (95,4%)

1a/1b 1(2,3%) 43 (97,7%) 0,3162
1b/1b 1(16,7%) 5 (83,3%)

3al/3a 1(1,3%) 75 (98,7%)

3a/3b 4 (6%) 63 (94%) 0,0646
3b/3b 2 (12,5%) 14 (87,5)

5a/5a 6 (5%) 115 (95%)

5a/5b 1(2,9%) 34 (97,1%) 1,0000
5b/5b 0 (0) 3 (100%)

Teste exato de Fisher

Frequéncias genotipicas e anticorpos anti-ccp ndo se diferenciam
estatisticamente.
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O VHC esta associado a vdrios acometimentos reumatoldgicos que
podem surgir devido a capacidade do virus de estimular o sistema imune,
resultando em acumulo de imunocomplexos e autoanticorpos. Vdrias pesquisas
estdo sendo desenvolvidas no intuito de buscar uma relacdo entre a presenca do
virus, queixas musculoesqueléticas e sindromes autoimunes que sdo
frequentemente referidas pelos doentes. *» ** ** De 45% a 65% dos pacientes
apresentam vdrios tipos de autoanticorpos que nado foram associados com o
gendtipo do VHC. *°

Clifford et al, estudaram o padrédo, a prevaléncia e a importancia
clinica de marcadores soroldgicos de autoimunidade em norte-americanos com
VHC e verificaram que a maioria da populacdo estudada possui autoanticorpos,
mas que ndo sdo relacionados a faixa etdria ou sexo e que nao influenciam no
tratamento com interferon alfa-2b. *> *¢ A frequéncia de antigeno leucocitdrio
humano (HLA) no lécus -DR3 foi mais alta em pacientes com padrao autoimune
quando comparado ao controle no estudo de Czaja et al, que reflete uma
propensao do individuo a imunorreatividade, tornando o curso da infeccao viral
mais grave. *” O desenvolvimento do processo autoimune em pacientes com
Hepatite C é intrigante. O tropismo do virus por células sanguineas, em especial
por linfocitos, sugere uma ligacdo entre o patdgeno e o desenvolvimento da
autoimunidade e a expansdo da mesma por células B e T. Outros componentes do
sistema imunoldgico tém sido investigados, levando a suspeita de uma
desregulacdo imune durante a infeccdo.  Entretanto, o padrdo dessas
manifestacdes e como sdo desencadeadas quase nunca sdo discutidos. *> **

O presente estudo mostrou a prevaléncia de manifestacoes
reumatoldgicas e, associacoes laboratoriais e genéticas em uma populacdo de 159
pacientes com Hepatite C cronica.

Os resultados mostraram uma proporcao significativa de pacientes
com queixas reumatoldgicas (72%) nao atribuidas a outras causas como doencas
difusas do tecido conjuntivo ou outras doencas inflamatérias. Nao houve
correlacdo com idade, etnia, genétipo viral e grau de fibrose, porém houve com
sexo feminino (p= 0,0120), conforme observado também na populacdo egipcia

(p= 0,023). *
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As manifestacdes mais comuns foram artralgia (36%), mialgia (32%),
sensacgOes parestésicas (29%) e fendomeno de Raynald (29%). Esses achados sédo

3 Dentre as menos

condizentes com dados apresentados na literatura.
prevalentes, a artrite apareceu em 11% dos individuos. Conforme Rosner et al,
artrite tem sido notada em 2 a 20% dos pacientes com VHC. ** A maioria dos
estudos ndo mostra a artrite como queixa prevalente (4%). **->°

Cacoub et al, revelaram que mais de 70% dos pacientes infectados
com VHC apresentaram manifestacdes extra-hepdticas envolvendo primeiramente
articulagdes, musculos e pele. Essas manifestacoes estiveram associadas mais ao
sexo feminino. No entanto, o autor encontrou relacdo com idade e grau de fibrose
avancados. *°

Pesquisas atuais correlacionam a prevaléncia de artralgia e artrite

0 Por outro lado, alteracoes

com titulos elevados de crioglobulina. **
hematolégicas, como trombocitopenia, sdo mais comuns em pacientes com
Hepatite C cronica do que na populacdo geral. Fato este que também pode estar
relacionado aos sintomas articulares mencionados. *

Pessoas infectadas com o virus C produzem uma variedade de
autoanticorpos e alguns sdo mais frequentemente expressos como o fator
reumatoide (31%). ** Dos pacientes com manifestacées reumatoldgicas, 27,2%
tiveram fator reumatoide positivo. Na prética clinica, esse fendmeno pode causar
erro diagnostico, pois um paciente com poliartrite simétrica e fator reumatoide
positivo pode ser diagnosticado como tendo artrite reumatoide. **

Contribuindo para a elucidacdo do diagnodstico diferencial, os
anticorpos anti-CCP sdo de grande valia. Estudos comprovaram que estes estédo
ausentes em pacientes com VHC. '>** Todavia, no presente estudo, 4,4% (7/159)
apresentaram anticorpos e destes, cinco tiveram queixa reumatolégica, mas sem
diagnostico de AR.

Na busca por explicagcbes para os mecanismos de autoimunidade e,
consequentemente, o aparecimento de sintomas extra-hepaticos, causados pelo
VHC, autores tém pesquisado componentes genéticos dos individuos. ** %> 4% 31,52

Sindrome de Sjogren, tireoidite autoimune, liquen plano,

glomerulonefrite, poliartrite nodosa, crioglobulinemia e autoanticorpos como

Discussao 36



anticorpo anti-nicleo e anticorpo anti-musculo liso, sdo frequentemente
reportados em pacientes com Hepatite C cronica e sugerem que o virus facilita a
expressdo de aspectos imunoldgicos, possivelmente por estimulacdo da producéo
endégena de interferon e realcando a expressdo de HLA. > Este regula a producdo
de autoanticorpos por meio de algum alelo ndo definido no l6cus DR. Individuos
predispostos geneticamente tém ocorréncias autoimunes facilitadas pela infeccao
viral e estdo associadas com a presenca do HLA-DR4. *2

Crioglobulinemia mista, caracterizada por purpura, artralgia e
astenia associadas a presenca de crioglobulinas, representa uma das principais
manifestacdes reumatolégicas na Hepatite C, com mecanismo de producdo nao
muito claro. °! Em 2001, Cacoub et al, estudou alelos HLA de classe II em
infectados com virus C com crioglobulinemia mista comparando-se com paciente
sem esta manifestacdo. Os resultados indicaram que a presenca de fenétipo DR11
esta associada com aumento do risco para desenvolvimento de crioglobulinemia
mista na populacdo em contraste com a presenca de HLA-DR7 que inibe a
producao de crioglobulinas. **

Além dos leucdcitos, ha também interacbes do virus com as
plaquetas, porém ainda pouco investigadas. °*

Alteracbes na expressdo de integrinas podem estar associadas com
progressao de fibrose. >* Silva et al, demonstraram que o gendtipo HPA-la/1b
pode ter correlacdo com cirrose, provavelmente devido a alteracdes estruturais
nas glicoproteinas de membrana das plaquetas, o que poderia interferir na
ativacdo do TGF-B1 e, consequente aumento do grau de fibrose. >*

Sabe-se também da relacdo do HPA com persisténcia do virus e com a
infeccdo, mas foi constatada auséncia de pesquisas sobre o mesmo e manifestacéo
reumatoldgica, o que fundamenta o racional desse estudo. **

A andlise genética ndo constatou associacdo entre frequéncias
alélicas, genotipicas e manifestacoes reumatoldgicas para os HPAs estudados na
populacdo geral. Nas andlises individuais para os sexos, nas mulheres foram
encontradas associacdes de MR com o alelo HPA-3a e gendtipos HPA-3a3a e HPA-

lala, ndo observadas no sexo masculino.
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A relacdo entre MR e genétipo HPA-la/la poderia ser explicada, a
despeito de sua nomenclatura, pela localizacdo dos antigenos codificados por esse
alelo (complexo GPIIb-IIIa, mais especificamente na GPIIIa) *>°, também em células
endoteliais, células de musculo liso e fibroblastos. *> %% 2° Como o HPA-1, o HPA-3
esta localizado na cadeia da GPIIb-IIIa, mas principalmente na GPIIb. *° Por estar
no mesmo complexo, o mecanismo de desenvolvimento de manifestacoes
reumatolégicas na Hepatite C poderia ser parecido com HPA-1, justificado pelos
resultados genotipicos semelhantes nos dois sistemas (Figura 1).

Além do pressuposto acima, o HPA-3a parece estar associado a maior
propensdo ao desenvolvimento de manifestacées reumatolégicas no sexo
feminino ou, ainda, o HPA-3b parece conferir um efeito protetor ao
desenvolvimento dessas complicagdes. Contudo, esses dados devem ser analisados
com cautela, considerando que o grupo feminino, que possui manifestacoes
reumatoldgicas em maior frequéncia, foi maior na casuistica estudada. Assim, nao
encontrar significancia estatistica entre os homens pode ser explicado pelo menor
numero de casos.

Esse estudo mostrou, de maneira inédita, as possiveis associa¢des
entre manifestacées reumatoldgicas, indicadores de autoimunidade e
polimorfismos HPA-1, -3, que podem predispor seus portadores a complicacdes no

curso da Hepatite C.
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Conclusoes



e A maioria dos pacientes com Hepatite C cronica apresentou manifestacoes

reumatoldgicas associadas a presenca do virus;
e Manifestacdes reumatoldgias foram mais frequentes no sexo feminino;

e A maioria dos pacientes com manifestacdes reumatoldgicas nido apresentou

anticorpos anti-CCP positivos;

e Manifestacdes reumatoldgicas foram associadas a manifestacdes gerais e

clinicas da Hepatite C cronica;

e O sexo feminino apresentou manifestagcdes reumatoldgicas associadas aos

genotipos HPA-lala, HPA-3a3a e ao alelo HPA-3a;
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ANEXO |

Ambulatério de Hepatite Virais
Faculdade de Medicina de Botucatu

Universidade Estadual Paulista - Unesp
DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA

BOTUCATU, SP - RUBIAO JUNIOR - CEP. 18618-970 — CP. 584 — FONE-(14) 6822-2969 - FAX (14) 6822-2238

“Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa
“Andlise de associagoes de polimorfismos HLA, HPA, indicadores de autoimunidade e
manifestagoes reumatolégicas na Hepatite C” que tem como objetivo avaliar a
prevaléncia de problemas nas articulacdes e verificar se esses problemas estdo associados
a inflamacéao causada pelo virus e/ou a fatores genéticos das pessoas infectadas.

A maioria das pessoas com Hepatite C Cronica ndo apresentam sintomas,
porém raramente pode ocorrer mal-estar, nausea, dor no abdome ou prurido (coceira). Em
casos de doenca avancada, onde ha cirrose (cicatrizes e nddulos no figado), nota-se o
aparecimento de ictericia (pele amarelada), aumento do bago, acumulo de liquido no interior
do abdome, dilatagbes nas veias do esbdfago e disturbio mental devido ao aumento de
toxinas circulantes. Além desses, ha sintomas que nao estdo relacionados diretamente a
doenga como dores ou inflamacédo nas juntas devido a resposta do corpo a doenca.

O motivo que nos leva a estudar o problema é que a presenga de algumas
células no sangue e/ou fatores genéticos de pessoas infectadas pelo VHC pode ajudar no
prognostico de problemas articulares no curso da Hepatite C crbnica.

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

Todos os procedimentos serdo realizados antes do inicio da terapia
medicamentosa.

Serao avaliados o histérico pessoal (fatores de risco, uso de medicamentos,
profissao, sexo, idade, etnia), sintomas clinicos relacionados a doencga e articulares. Além
disso, uma amostra de sangue sera retirada através de pungdo venosa periférica, com
agulha, identificada com nome e numero do registro do Hospital, e estocada em freezer a
menos 80 graus, no Hemocentro do Hospital das Clinicas de Botucatu para a realizagao
deste trabalho e de futuras pesquisas.

Caso sua avaliagdo apresente alguma anormalidade entraremos em contato
para fazermos o acompanhamento/tratamento/prevengao da mesma.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE SIGILO

Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar.
Vocé é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a
participacao a qualquer momento.

A sua participagdo é voluntaria e a recusa em participar ndo ira acarretar
qualquer penalidade ou perda de beneficios.
O(s) pesquisador(es) ira(ao) tratar a sua identidade com padrées profissionais de sigilo. Seu
nome ou o material que indique a sua participagao nao sera liberado sem a sua permissao.
Vocé nao sera identificado(a) em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo.
Uma copia deste consentimento informado sera arquivada com o pesquisador e outra sera
fornecida a vocé.
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DECLARACAO DO(A) PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELO(A)
PARTICIPANTE

Eu,
fui informado (a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci
minhas duvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informacoes e
motivar minha decisdo se assim o desejar. O professor orientador Dr. Giovanni Faria Silva
e/ou a estudante Natalia Bronzatto Medolago, certificaram-me de que todos os dados
desta pesquisa serao confidenciais.

Em caso de duvidas poderei chama-los nos telefones (14) 3811-6213 / (14)
8149-8711 ou o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu -
UNESP, no telefone (14) 3811-6143.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer
as minhas duvidas.

Nome Assinatura do Participante Data
Nome Assinatura do Pesquisador Data
Nome Assinatura da Testemunha Data
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ANEXO Il

Critério de Classificagao da Artrite Reumatéide ACR — EULAR 2010

Tabela 1
Populacao-alvo (quem deve ser testado?)

Paciente com pelo menos uma articulagao com sinovite clinica definida (edema).*
Sinovite que nao seja melhor explicada por outra doenga.

*Os diagndsticos diferenciais sao diferentes em pacientes com diferentes apresentagdes, mas podem incluir condigGes tais como lipus eritematos:
sistémico, artrite psoriatica e gota. Se houver duvidas quanto aos diagnasticos diferenciais relevantes um reumatologista deve ser consultado.

Critério de classificagao para AR (algoritmo baseado em pontuacao: soma da pontuagao das categorias A-D).
Pontuagao maior ou igual a 6 é necessdria para classificacao definitiva de um paciente como AR

Envolvimento articular*
1 grande articulagao® 0
2-10 grandes articulagbes 1
1-3 pequenas® articulagbes (com ou sem envolvimento de grandes articulagoes) 2
4-10 pequenas articulagbes (com ou sem envolvimento de grandes articulagbes) 3
=10 articulagoes® (pelo menos uma pequena articulagao) 5

Sorologia® (pelo menos o resultado de um teste é necessario para classificagao)

FR negativo @ AAPC negativo 0
FR positivo em titulo baixo ou AAPC positivo em titulo baixo 2
FR positivo em titulo alto ou AAPC positivo em titulo alto 3

Provas de fase aguda’ (pelo menos o resultado de um teste é necessario para classificacao)
PCR normal e VHS normal 0
PCR anormal ou VHS anormal 1
Duragao dos sintomas®
< 6 semanas 0

2 6 semanas 1

4 envolvimento arficular se refere a qualquer articulagio edemaciada ou dolorosa ao exame fisico € pode ser confirmado por evidéncias de sinovite detectada por
um método dz imagem. As arficulagdes interfatangeanas distass (FDs), primeira carpometacarpiana (CMTC) e primeira metatarsofalangeana (MTF) sdo excluidos
da avaliagdo. As diferentes categorias de acometimento arficular s3o definidas de acordo com a localizagdo e o ndmero de arficulagBes envolvidas (padrio ou
distribuic3o do acomensimento articular). A pontuac3o ou colocagdo na categoria mas alta possivel é baseada no padrdo de ervolvimento articutar.

530 consideradas grandes arficulagBes: ombros, cotovelos, quadris, joethos e tornozedos.
“Sdo consideradas pequenas articulagdes: punhos, MTCF, IFP, interfalangeana do primeiro quirodéctiio e articulacdes MTF.

“Nesta categoria, pelo menos uma das arficulagBes envolvidas deve ser uma peguena ariculacdo; as outras articutagbes podem incluir qualguer combinagdo dz grandes e
pequenas articulagies, bem como outras ndo especificamente mencionados em outros lugares (por exemplo, temperomandibutar, acromioclavicular e esternoclavicular).

*Negativo refere-se a valores {Unidade internacional-Li) menores ou iguais ao limée superior normal (LSN) para o método € laboratdcio. Titulo posttivo bato comresponde
aos valores {UT) maiores que o LSN, mas menores ou iguais a frés vezes o LSN para o método e kaboratdrio. Titulo positivo ako: valores malores que 3 vezes o o LSN para
0 método e iaboratorio. Quando o FR s estiver disponive! como positivo ou negativo, um resultado positivo deve ser marcado como “positivo em titulo baiwo”™.

"Normal / anarmal & determinado por padrdes laboratoriais locais [Oufras causas de eievagdo das provas de fase aguda devem ser excluidas),

Huragdo dos sintomas se refere ao refato do paciente quanto a duragdo dos sintomas ou sinais de sinovite {por exemplo, dor, inchago) nas
articutacdes que estdo clinicamente envolvidas no momento da avaliagdo, independentemente do status do tratamento.

FR = fator reumatoide; AAPC = anticorpes anfiproteina/ peptideo citrulinados; LSN = limite superior do normal; VHS = welocidade de hemossedimentago; PCR = proteina C-reativa.

Fonte: Fuller R. Critério de classificacéo da artrite reumatoide ACR-EULAR 2010. Rev Bras Reumatol. 2010; 50 (5):481-6.
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ANEXO Il

RG:

Idade:
Estado Civil:

Datade Nascimento:__ /__J

Profissdo:
Procedéncia:
Enderego:

Sexo: OM OF

Cor: OB JAOMON
DatadaSoroteca:__/ /|

Telefone:

ENCAMINHAMENTO:

-ANTIHCV
-AgHBs
-ANTIHBc

COTXR
CHMD

FATORES DE RISCO:

O ADIn. Ha
OADI. Ha
OTATUAGEM. Ha
OTRANSFUSAO. Ha
O ATIVIDADE HOMOSSEXUAL
O PROMISCUIDADE
O CIRURGIA Ha
O PROFISSIONAL DA SAUDE
O TRATAMENTO DENTARIO

0 OUTROS

- Drogas em uso:

J CONTATO FAMILIAR

C CONTATO GRUPQ RISCO
C ACUPUNTURA

CJ ALCOOLISMO. DOSE:
CTABAGISMO

JGLUCO. Ha

apsT

CHMD

CTXR

-Antecedente Hepatite/ictericia:

MANIFESTACOES CLINICAS: Jndo
O Ascite

O Ictericia

C Hematomas
C Prurido

O Spiders

C Ginecomastia
CEHPS

C Petequias

Osim

OHDA
O Outros sangramentos:
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MANIFESTACOES EXTRA-HEPATICAS:
o Orgdos acometidos:

-Sangue: T Crioglobulinemia mista

T ndo O sim

O Trombocitopenia

T anemia aplastica O Linfoma ndo - Hodgkins
- Pele: O Porfiria Cutanea Tardia O Liquen plano
- Rins: O Glomerulonefrite O Sindrome Nefrotica
-Tiredide: T Hipotireoidismo CHipertireoidismo
-Olhos: O Ulcera Cornea 0 Uveite
Z Olhos secos O Esclerite
J Prurido
- Glandulas Salivares:: T Sialodenite O Boca seca
T Ulceras orais O Glossite
T Quelite

MANIFESTACOES GERAIS: Jndo

O Mal estar

T Sensagdo de fraqueza
T Indisposigao

C Febre

T Emagrecimento

SOROLOGIA:

* RNCVHC QUANTIT.

BIOPSIA HEPATICA: 0 ndo

* RESULTADO: F=___; (P=___;(PP=

O sim

; Cl=
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1) NEUROPATIA PERIFERICA: O ndo Osim
* Localizagdo: T MMSS Z MMII
2) FENOMENO DE RAYNAUD: O ndo Osim
= (Caracteristicas:
O bifasica O palidez
O trifasica O cianose
C hiperemia
4) ALTERACOES CUTANEAS: Tndo Osim
= Vasculite: C ndo O sim
* Localizagdo:
O regido palmar
O regido plantar
C polpas digitais
O peri-unguel
C conjuntiva
C outros locais:
5) NODULO SUBCUTANEO: T ndo Osim
* Localizacdo:
6) MIALGIA: C ndo Osim
7) FRAQUEZA MUSCULAR: OUndo Osim
— O Cintura escapular
* Localizacdo: O distal C proximal
= O Cintura pélvica
8) DOR LOMBAR/ NADEGAS: Ondo Osim
= (Caracteristicas da dor:
* Rx bacia (frente e Ferguson): O nao Osim
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Avaliacdo da Dor
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ANEXO IV

Tabela 2. Critérios morfologicos para o estadia-
mento da fibrose na Classificacio METAVIR.

Classificacao METAVIR: estadiamento

Alteracao histologica Escore
Auséncia de fibrose FO
Expansao fibrosa portal sem septos Fl1
Expansao fibrosa com raros septos F2
Expansao fibrosa com numerosos septos.

sem clTose E3
Cirrose F4

FONTE: An algonthm for the grading of activaty in chromc
hepatitis C. The METAVIR Cooperative study Group. Hepa-
tology. 1996; 24: 289-293,

Fonte: Campos CFF, Paiva DD, Moreira PS, Barbosa HPP, Perez R, Terra C, et al. Técnicas

histopatolégicas semi-quantitativas e de analise de imagens digitais na avaliagdo do estadiamento de

pacientes portadores de hepatite cronica pelos virus B e C. Revista Hospital Universitario Pedro

Ernesto. 2012;11(1):48-55
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ANEXO V

nes s Universidade Estadual Paulista
u P Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/ - Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-870

FonefFax: (Oxx14) 3811-6143 Q Registrado no Ministério da Satide
e-mail secretaria; capellup@imb.unesp.br em 30 de abril de 1997
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Botucatu, 08 de Novembro de 2010. Of. 538/10-CEP

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. Giovanni Faria Silva
Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Dr. Giovanni,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 3727-2010) “"Manifestagdes reumatolégicas na
Hepatite € e andlise de polimorfismos HLA, HPA e marcadores de
autoimunidade”, a ser conduzido por Natdlia Bronzatto Medolago, orientada
por Vossa Senhoria, Co-orientada Prof. Dr. Oswaldo Melo da Rocha, com a
colaboracdo de Adriana Polachini do Valle, Maria Inés de Moura Campos
Pardini, Rejone Maria Tommasini Groto e Mariana Vulcane Neres, recebeu
do relator parecer favoravel aprovado em reunido de 08 de novembro de
2.010.

Situag@o do Projeto: APROVADO. Ao final da execugdo deste Projeto,
apresentar ao CEP “Relatorio Final de Atividades”.

Alberto Santos
Secretdrio do
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