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RESUMO

As infecgdes ocultas pelos virus das Hepatite C (IOHCV) e Hepatite B (IOHBV) podem estar
relacionadas a manifestacdes intra e extra hepaticas. Sabe-se que pacientes com doenga renal
cronica (DRC) em hemodialise apresentam maior prevaléncia de infeccdo pelo HCV e pelo
HBYV, tanto em suas formas classicas quanto ocultas. No entanto, ndo ha estudos na literatura
que avaliaram a ocorréncia da IOHCV e IOHBV em pacientes com DRC pré-didlise
(DRCPD). Adicionalmente, foi demonstrado elevada ocorréncia de IOHCV em pacientes com
glomerulopatias (GP), sugerindo associacdo etiopatologica entre o virus e a doenga renal.
Porém, apenas este estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia da IOHCV em pacientes
com GP e tem-se advogado que novos estudos sejam feitos com outras populagdes para que
haja melhor entendimento entre a relacdo da IOHCV com as GP. Os relatos de ocorréncia de
IOHBYV em pacientes com GP também sdo escassos. Este estudo teve como objetivo avaliar a
ocorréncia de IOHCV e IOHBV em pacientes com DRCPD e com GP. Foi realizado estudo
transversal entre 2016-17 em pacientes com DRCPD e com GP. Foram incluidos adultos, com
acompanhamento > 3 meses e clearance de creatinina < 60 mL/min/1.73m? (grupo DRC) e
com diagnodstico de GP por bidpsia renal com microscopia Optica ¢ imunofluorescéncia
(grupo com GP). Foram excluidos gestantes, puérperas, portadores de GP, pacientes com
HBsAg, anti-HCV ou anti-HIV positivo. Pacientes do grupo DRC com GP também foram
excluidos. Foram considerados pacientes com IOHCV aqueles que apresentaram anti-HCV
negativo e pesquisa do HCV-RNA por PCR negativa no soro, porém positiva no
ultracentrifugado plasmatico ou em células mononucleares periféricas (PBMC) e IOHBV
aqueles HBSAG negativo mas a pesquisa do HBV-DNA por PCR positivo no soro. Foram
avaliados 91 pacientes em cada grupo com ocorréncia de IOHCV em 16,5% (15/91) do grupo
DRC, sendo 14 identificados em PBMC e 1 no ultracentrifugado e de 13,2% (12/91) no grupo
de GP, sendo 6 identificados em PBMC’s e 6 no ultracentrifugado plasmatico. A IOHCV no
grupo DRC apresentou maior frequéncia em pacientes mais velhos (p=0.002); com DRC de
etiologia multifatorial (p=0,019) e com a positividade para anti HBc + Anti-HBs (p= 0,001).
Ja no grupo de pacientes com glomerulopatia, a [IOHCV apresentou associacdo com a idade,
pacientes mais jovens apresentaram maior probabilidade de apresentar a infecgdo (p=0,043) e
com o sexo masculino (p=0,008). Os pacientes com Nefropatia por IgA apresentaram a maior
frequéncia de IOHCV (33,3%; 2/6), seguida pela glomerulonefrite membranoproliferativa
(25%; 1/4) e da GESF/DLM (16,7%; 5/30). Foram testados com a pesquisa do HBV-DNA

por PCR 78 pacientes no grupo com glomerulopatia e 66 no grupo DRC com a ocorréncia de



IOHBYV em ambos os grupos de 0%. Desta forma, conclui-se que a ocorréncia de IOHCV em
pacientes com DRCPD e com Glomerulopatia foi elevada. Novos estudos serdo necessarios
para avaliar a influéncia deste tipo de infeccdo na transmissibilidade desta virose na DRC e
para esclarecer a fisiopatologia da agressao renal provocada pelo HCV e as repercussoes do

tratamento antiviral sobre a glomerulopatia. Nenhum paciente apresentou IOHBV.

Palavras-Chave: Hepatite C. Insuficiéncia Renal Cronica. Hepatite B. Glomerulonefrites.



ABSTRACT

Occult Hepatitis C (OHCVI) and Hepatitis B Infections (OHBVI) may be related to intra- and
extra-hepatic manifestations. It is known that patients with chronic kidney disease (CKD) on
hemodialysis have a higher prevalence of HCV and HBV infection, both in their classic and
occult forms. However, there are no studies in the literature that have evaluated the
occurrence of OHCVI and OHBVI in patients with pre-dialysis CKD (PDCKD). In addition,
it has been demonstrated a high occurrence of OHCVI in patients with glomerulopathies
(GP), suggesting an etiopatological association between the virus and renal disease. However,
only one study aimed to evaluate the occurrence of OHCVI in patients with GP and it has
been advocated that new studies be done with other populations so that there is a better
understanding between the relation of OHCVI with GP. Reports of the occurrence of OHBVI
in GP patients are also scarce. This study aimed to evaluate the occurrence of OHCVI and
OHBVI in patients with PDCKD and GP. A cross-sectional study was conducted between
2016-17 in patients with PDCKD and GP. Adult patients with> 3 months of follow-up and
creatinine clearance <60 mL / min / 1.73m2 (CKD group) and renal biopsy with optical
microscopy and immunofluorescence (GP group) were included. Pregnant women,
postpartum women, those with hereditary GP or who were infected with HBV (HBsAg
positive), HCV or HIV were excluded. Patients from the CKD group with GP were also
excluded. OHCVI was defined when patients were anti- HCV negative and HCV-RNA
negative in plasma but positive in the ultracentrifuged plasma or peripheral mononuclear cells
(PBMC) and OHBVI when HBSAG was negative in plasma but HBV-DNA positive by PCR.
91 patients in each group were evaluated. OHCVI was present in 16.5% (15/91) of the CKD
group, 14 of whom were identified in PBMC and 1 in the ultracentrifugated plasma and
13.2% (12/91) in the GP, 6 in PBMCs and 6 in ultracentrifugated plasma. OHCVI in the CKD
group presented higher frequency in older patients (p = 0.002); with CKD of multifatorial
etiology (p = 0.019); with positive for anti-HBs plus anti-HBc (p = 0.001). In the GP group
IOHCV was associated with age, younger patients were more likely to present infection (p =
0.043) and males (p = 0.008). Patients with IgA Nephropathy presented the highest frequency
of IOHCV (33.3%,2/6), followed by membranoproliferative glomerulonephritis (25%,1/4)
and FSGS/minimal change disease (16.7%, 5/30). HBV-DNA screening by PCR was tested in
78 patients in the GP group and 66 in the CKD group with the occurrence of [OHBV of 0% in
both groups. Therefore the occurrence of IOHCV in patients with PDCKD and GP was high.

Further studies will be needed to evaluate the influence of this type of infection on the



transmissibility of this virus in CKD and to clarify the pathophysiology of HCV-induced renal
injury and the repercussions of antiviral treatment on glomerulopathy. No patients had
IOHBV.

Keywords: Hepatitis C. Chronic Renal Insufficiency. Hepatitis B. Glomerulonephritis.
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1 INTRODUCAO

A infecgdo oculta pelo virus da hepatite C (IOHCV) ¢ caracterizadas pela presenca do
seu material genético em células mononucleares sanguineas, no plasma ultracentrifugado ou
no tecido hepatico, na auséncia de anticorpos e do genoma viral no soro nao
ultracentrifugado. Por sua vez, a infeccdo oculta pelo virus da hepatite B (IOHBV) ¢
caracterizada pela auséncia do antigeno de superficie (HBsAg) no soro com a identificacao do
genoma viral (HBV-DNA) no plasma ou no tecido hepatico. (RAIMONDO et al.,
2007)(CASTILLO et al., 2004).

Foi demonstrado, recentemente, elevada prevaléncia de IOHCV em pacientes com
glomerulopatias nao hereditarias, sugerindo associacdo fisiopatoldgica entre o virus e a
doenca renal (CASTILLO et al., 2014). No entanto, faltam dados na literatura que suportem
estes achados e que avaliem a presenca da IOHBV em pacientes com glomerulopatias, assim
como das infec¢des ocultas em pacientes com doenga renal cronica pré- dialitica (DRCPD) de

outras etiologias.

De fato, Castilho e cols., ao analisarem 87 pacientes com diagnostico de
glomerulopatias, identificaram IOHCV em 39% dos pacientes com glomerulopatias nao
hereditarias, e em 3,8% das hereditarias (CASTILLO et al., 2014). Observaram também que
os pacientes com IOHCV apresentaram menores taxas de filtracdo glomerular e maiores de
progressao para doenca renal cronica terminal, corroborando o possivel papel fisiopatologico

e prognostico do virus da hepatite C (HCV) na doenga glomerular.

Em contraposicao, estudo realizado na Alemanha com 834 pacientes com doenca renal
cronica em hemodidlise e transplantados renais, incluindo pacientes com glomerulopatias,
evidenciou IOHCV em menos de 1% dos pacientes, sugerindo que esta forma de infecgao
apresenta frequéncia baixa nesta populacio (BAID-AGRAWAL et al., 2014). Os autores
sugeriram que a baixa prevaléncia encontrada poderia ser decorrente da baixa prevaléncia de

HCYV na populagdo da Alemanha que oscila em torno de 0,3%.

A prevaléncia de IOHBV nao ¢ conhecida nos pacientes com glomerulopatias, porém,
ha relato de um caso na literatura de reativagdo da IOHBV em paciente com sindrome
nefrdtica que foi submetido a imunossupressao (DU et al., 2013). Neste caso, antigenos virais
foram demonstrados no tecido renal na auséncia de antigenos, anticorpos ou DNA viral no

soro, corroborando o possivel papel fisiopatoldogico entre esta infeccdo oculta e a
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glomerulopatia. No entanto, este foi o Uinico caso descrito na literatura e faltam estudos que

avaliem a prevaléncia da IOHBV nestes pacientes.

Embora as infecgdes ocultas pelos virus das hepatites B ¢ C possam ser mais
frequentes em pacientes com glomerulopatias, os estudos descritos acima ndo avaliaram a
ocorréncia desta forma de infec¢do nos pacientes com doenca renal de outras etiologias,
podendo este ser um viés de sele¢do, uma vez que a prevaléncia de hepatites virais ¢ maior em
pacientes com doenga renal do que na populagdo geral (BERGMAN et al., 2005) (LEMOS et
al., 2008).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia da infec¢ao oculta pelos virus
das hepatites B e C em pacientes com glomerulopatias e em pacientes com DRCPD de outras

etiologias.

Desta forma, este estudo podera contribuir para a identificacdo de possiveis agentes
virais associados as doengas glomerulares e a doenga renal crénica, bem como sugerir
medidas de prevencdo, fatores de risco, formas de rastreamento e terapias especificas para

estes pacientes com IOHBV e IOHCV.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 RELACAO ENTRE AS HEPATITES VIRAIS E AS
GLOMERULOPATIAS

Apesar de o figado ser o principal 6rgdo acometido pelas hepatites virais, as
manifestagdes extra-hepaticas podem ocorrer devido a mecanismos de autoimunidade, tanto
induzida pelos virus quanto pela agao direta destes no tecido, uma vez que seu material
genético é encontrado em diversos orgdos, incluindo os rins (RODRIGUEZ-INIGO et al.,
2000) (BLACKARD; KEMMER; SHERMAN, 2006). Neste contexto, impde-se o papel das
infeccdes pelas hepatites virais no acometimento glomerular, onde as hepatites C ¢ B

apresentam-se como principais agentes virais causadores de glomerulonefrites.
2.1.1 GLOMERULOPATIA ASSOCIADA A HEPATITE C

A infeccdo pelo HCV esta relacionada a diversas lesdes glomerulares. Dentre elas
destacam-se a glomerulonefrite membranoproliferativa (GNMP) e a glomerulonefrite

crioglobulinémica (GC) (JOHNSON et al., 1993) (LOPES et al., 1999).

A GNMP ¢ a glomerulopatia mais frequentemente relacionada a infec¢cao pelo HCV.
Tem como caracteristica a sindrome nefrética associada a sindrome nefritica (JOHNSON et
al.,, 1993)(YAMABE et al., 1995) (LOPES et al., 1999). Na biopsia renal, a microscopia
optica revela duplicagao da membrana basal glomerular associada a proliferacdo endocapilar e
mesangial, e na imunofluorescéncia usualmente ha depositos de IgM, IgG e C3 no mesangio e
nas algas capilares (MEYERS et al., 2003). Vasculites de pequenos ¢ médios vasos estao

presentes quando hd o componente crioglobulinémico associado (ROCCATELLO et al.,

2007).

Outras glomerulonefrites relacionadas a infeccao pelo HCV foram descritas e incluem
a nefropatia pela IgA, glomerulonefrite membranosa, glomerulonefrite pds-infecciosa,
microangiopatia trombotica, glomeruloesclerose segmentar e focal, glomerulonefrite fibrilar e

a imunotactoide (YAMABE et al., 1995) (MARKOWITZ et al., 1998) (SABRY et al., 2005).

Castillo e cols. descreveram a presen¢a da infec¢do oculta pelo HCV (IOHCV) em
pacientes com glomerulopatias mediadas por imunocomplexos, dentre elas as mais

prevalentes foram a nefropatia por IgA (50%), nefrite lapica (47%), glomerulonefrite
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membranosa (40%) e glomerulonefrite membranoproliferativa (33%) (CASTILLO et al.,
2014). Esta ocorréncia da IOHCV nos diferentes subtipos de glomerulonefrites difere do que
foi observado na infec¢do classica pelo HCV, certamente, pelo menor numero de casos

pesquisados para IOHCV.

O tratamento da glomerulonefrite associada ao HCV tem como pilares a eliminacao da
replicagdo viral, com drogas antivirais de ac¢do direta ou com o uso de ribavirina e interferon,
bem como a diminui¢do da produgdo e acdo tecidual das crioglobulinas, com uso de
imunossupressores €  plasmaferese (“KDIGO clinical practice guideline for

glomerulonephritis”, 2012).
2.1.2 GLOMERULOPATIA ASSOCIADA A HEPATITE B

Apo6s identificagdo do antigeno de superficie HBsAg em 1965, Combes e cols.
descreveram, primeiramente em 1971, um caso de glomerulonefrite membranosa (GM) com
depositos de imunocomplexos contendo HBsAg em um paciente de 53 anos (COMBES et al.,
1971). Desde entdo, varios tipos histologicos t€m sido associados a infeccao pelo HBV como
a GNMP e a nefropatia da IgA. No entanto, a GM continua sendo o tipo mais comum (LAI;

LAI; TAM, 1989) (JOHNSON; COUSER, 1990) (TAN et al., 2014).

As glomerulopatias associadas ao HBV constituem um grupo de lesdes renais
mediadas por imunocomplexos (IC). Trés diferentes antigenos o HBsAg, HBcAg e HBeAg
foram detectados em estudos por imunofluorescéncia como componentes dos IC (HIROSE et

al., 1984)(OHBA et al., 1997).

O mecanismo pelo qual o IC ¢ produzido e depositado no tecido renal ainda ¢ incerto.
Duas hipoteses se somam para explicar tal evento. A primeira se refere a formagao de IC em
decorréncia da hepatite aguda e cronica e a outra hipotese se refere a replicacao extrahepatica
do HBV com formacao de IC in situ. De fato, He e cols. avaliando a presenga de HBV-DNA
por meio de hibridizacdo in situ em 43 biopsias renais de criangas com glomerulonefrite
associada ao HBV, observaram a positividade em 41 delas, demonstrando a replicacdo do
virus no tecido renal (HE et al., 1998). Esses dados foram corroborados por estudo realizado
por Lin que avaliou mudancas dindmicas na deteccdo do HBV-DNA por hibridizacao in situ
nos pacientes com GM associada ao HBV e as associou com progressdao da lesdo renal,

apontando o possivel papel fisiopatoldgico da replicagao viral no tecido renal (LIN, 1993).
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As manifestacdes clinicas da GM associada a infeccdo pelo HBV sado variaveis, mas
frequentemente se apresentam como sindrome nefrotica, com proteiniria, edema e
hipoalbuminemia, associadas a hipertensdo arterial sistémica e disfuncao renal, que em geral
tém carater progressivo. Com efeito, estudo realizado em Hong Kong, com 21 pacientes com
GM associada a infecgdo pelo HBV, com acompanhamento médio de 60 meses, revelou que
29% dos pacientes desenvolveram doenca renal cronica progressiva e 10% destes
apresentaram necessidade de dialise em 5 anos, a despeito do tratamento antiviral (LAI et al.,
1991). Em pacientes com proteintria nefrotica e doenca hepatica, o prognostico parece ser
ainda pior com cerca de 50% dos pacientes necessitando de didlise em 3 anos (TANG et al.,

2005).

O tratamento das glomerulopatias associadas a infec¢ao pelo HBV tem como objetivos
o controle da sindrome nefrdtica e preservacdo da funcao renal, a diminui¢do da agressao
hepatica e a erradicagdo viral. Desta forma, antivirais sdo preferiveis inicialmente e o uso de
imunossupressores para controle da lesdo mediada por IC tem sido alvo de controvérsia e
deve ser utilizado em casos especificos, devido a possibilidade de aumento da replicagdo viral
(LAI et al., 1990) (PAPATHEODORIDIS G, BUTI M, CORNBERG M, JANSSEN HL,
MUTIMER D, POL S, RAIMONDO G, DUSHEIKO G, LOK A, 2009)

2.2 HEPATITES VIRAIS EM PACIENTES COM DOENCA
RENAL CRONICA PRE- DIALISE (DRCPD)

2.2.1 HEPATITE C E DRCPD

Alguns estudos tém demostrado que pacientes com DRCPD apresentam maior
prevaléncia de infec¢ao pelo HCV quando comparados a populagdo geral. De fato, Lemos e
cols., ap6s avaliarem 1041 pacientes com DRC com taxa de filtracdo glomerular média de 36
mL/min/1.73m?, evidenciaram prevaléncia de infeccio pelo HCV de 3,9%, enquanto que na
populacdo geral na cidade do Rio de Janeiro era cerca de 1,4%(LEMOS et al., 2008). Estes
dados sdo corroborados em outras localidades como por exemplo na Itilia e nos Estados

Unidos.

De certo, estudo realizado por Li Cavoli e cols. evidenciou prevaléncia desta infec¢ao
em 6,25% dentre 320 pacientes com DRC atendidos na regido italiana da Sicilia, sendo que a
prevaléncia de infeccao pelo HCV naquela mesma regido era de 3,5% na populagdo sem DRC

(LT CAVOLI et al., 2011). J& nos Estados Unidos, no estado do Alabama, Bergman e cols.,



20

avaliando 396 pacientes incidentes em hemodialise, encontraram prevaléncia de infec¢do pelo
HCV em 14,4% dos pacientes, cerca de 7 vezes maior do que na populacao geral. Estes
autores também sugeriram que a infecgdo pelo HCV aconteceria predominantemente antes do
inicio da hemodialise uma vez que, apos a instituicdo de medidas de precaucao universal e da
diminui¢do da necessidade de hemotransfusdo com o uso de drogas estimuladoras da
eritropoiese, a contaminagdo nosocomial se tornou baixa. De fato, este mesmo estudo
acompanhou mais de 860 pacientes e encontrou taxa de soro positividade de 2,5% em 5 anos
(BERGMAN et al.,, 2005). Adicionalmente, estudo Japonés avaliando 400 pacientes
incidentes em HD revelou prevaléncia de infeccao pelo HCV de 7,3%, ou seja, cerca de 50
vezes maior do que o da populagdo voluntaria controle que era de 0,15% (IWASA et al.,

2008).

Além da maior prevaléncia, pacientes infectados pelo HCV apresentam maior chance
de desenvolverem DRC. Em 2015, foi publicada metanalise que compilou 9 estudos de coorte
e 5 estudos de corte transversal, que avaliou mais de 330 mil pacientes com infecgdo pelo
HCV e mais de 2,6 milhoes de individuos saudaveis. Neste estudo, houve risco de
desenvolvimento de DRC cerca de 23% maior na populacdo infectada pelo HCV quando
comparada com a populagao ndo infectada (HR =1.23; 1C95%: 1.12-1.34) (PARK et al.,
2015).

Estes resultados foram corroborados por estudo de coorte realizado em Taiwan, onde
foram acompanhados 3182 pacientes infectados pelo HCV, sem fatores tradicionais para
desenvolvimento de DRC, e comparados com 15910 controles ndo infectados pelo virus.
Observou-se risco de desenvolver DRC cerca de 75% maior no grupo infectado quando

comparado ao nao infectado (HR: 1.75; IC95% 1.25-2.43, p<0,009)(CHEN et al., 2013).

Apesar de haver maior associagao entre a infec¢ao pelo HCV e o desenvolvimento de
DRC nao se sabe ao certo quais os mecanismos que levam a esta lesdao. Algumas hipoteses
foram aventadas para justificar tal associacdo, tais como: efeito citopatico direto do virus; a
imunidade mediada por anticorpos com deposicdo de imunocomplexos no glomérulo;
ativacdo de receptores foll like induzido pelo HCV; maior resisténcia a insulina, uma vez que
as proteinas do core viral inibem a sinalizagdo da insulina com desencadeamento de sindrome
metabdlica, disfun¢ao endotelial e dano renal; além de aumento do estresse oxidativo
induzido pelo virus com aumento de interleucina-6 e TNF alfa (BARSOUM, 2007).
(HARRISON, 2008)(SERFATY; CAPEAU, 2009)



21

Apesar de ndo haver estudos avaliando a prevaléncia de IOHCV em pacientes com
DRCPD, algumas pesquisas relatam prevaléncia aumentada de IOHCV em pacientes em
hemodidlise (HD), especialmente naqueles com niveis séricos elevados de aminotransferases
como relatado por Barril e cols. Estes autores avaliaram 109 pacientes em HD com elevacao
de aminotransferases e evidenciaram IOHCV em 45% dos pacientes (BARRIL et al., 2008).
Este estudo foi acompanhado por outros onde a prevaléncia de IOHCV também foi
encontrada conforme demostrado na Tabela 1 (ABDELRAHIM et al., 2016; BARRIL et al.,
2014; BOKHARAEI-SALIM et al., 2011; BOZKURT et al., 2014; CHOI et al., 2013; EL-
SHISHTAWY et al., 2015; ESLAMIFAR et al., 2015; NAGHDI et al., 2017;
OESTERREICHER et al., 1995; RAHNAVARDI; HOSSEINI MOGHADDAM; ALAVIAN,
2008)

Tabela 1. Ocorréncia de infeccdo oculta pelo HCV(IOHCV) em pacientes em hemodialise em

estudos publicados entre 1995 e 2015 (Adaptado de DOLATIMEHR et al., 2017)

Autores Ano Pais N pacientes IOHCYV n (%)
Oesterreiche e cols. 1995 Austria 67 1(1,75)
49 (45,0)
Barril e cols. 2008 Espanha 109
Choi e cols. 2013 Coreia 77 3(3,90)
Baid-Agaraw e cols. 2014 Alemanha 417 1(0,24)
Barril e cols. 2014 Espanha 201 49 (23,3)
Bozukurt e cols. 2014 Turquia 100 3(3.4)
El Shishtawy e cols. 2015 Egito 51 8 (15,7)
Eslamifar e cols. 2015 Iran 70 0(0)
Abdelrarim e cols. 2016 Egito 81 33,7

Anbber e cols. 2016 Egito 93 9 (20)
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Em revisdo sistematica realizada em 2016, Dolatimehr e cols. avaliaram 10 estudos
com total de 1275 pacientes e a ocorréncia de IOHCV em pacientes dialiticos variou de 0-
45% (DOLATIMEHR et al., 2017). No entanto, estudo realizado na Alemanha por Agrawal e
cols., com 417 pacientes em HD revelou prevaléncia de apenas 0,25%, provavelmente,
refletindo a baixa prevaléncia da infeccdo pelo HCV na populacao geral encontrada neste

pais.
2.2.2 HEPATITE B E DRCPD

De maneira semelhante ao da infeccao pelo HCV, pacientes infectados com o HBV
apresentam maior risco de desenvolver DRC quando comparados aos ndo infectados. Em
2014, Chen e cols. avaliaram cerca de 17 mil pacientes infectados com o HBV, ainda sem
tratamento, em Taiwan, entre os anos de 1999-2010 e compararam com 70 mil controles
pareados. Neste estudo, o risco de desenvolver DRC entre o grupo infectado pelo HBV foi

3.85 vezes maior do que no grupo nao infectado (CHEN et al., 2015).

Foi descrito também que cerca de 70% dos pacientes infectados pelo HBV apresentam
DRC caracterizada por alteragdes urinarias ou de fungdo renal conforme descrito por Amet e
cols. Neste estudo francés, envolvendo 260 pacientes infectados pelo HBV, foi observado que
38,1% apresentavam proteinuria, 20,6% hemataria e 9% leucocitaria estéril, além de 3,5%

portadores de DRC com TFG < 60 mL/min/1.73m” (AMET et al., 2015).

A soroprevaléncia de infeccdo pelo HBV ¢ variavel no mundo e associa-se a fatores
geograficos e socio econdmicos, com intima relagdo com a vacinacdo da populagdo,
especialmente quando realizada em estagios iniciais da DRC, quando a eficacia vacinal ¢ mais
evidente. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, a prevaléncia da infec¢ao pelo HBV
varia de cerca de 6,2% em paises do Pacifico Ocidental, 3,3% em paises do mediterraneo e

0,7% da populacao norte-americana (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Os dados de prevaléncia de infeccdo pelo HBV em pacientes com DRCPD sao
escassos e de paises em desenvolvimento, uma vez que a prevaléncia desta infeccao em paises
desenvolvidos ¢ baixa. Em estudo Turco realizado com 171 pacientes com DRCPD a
prevaléncia de infec¢ao pelo HBV foi de 10% e pode chegar a 44% em algumas regides da

fndia (SIT et al., 2007) (CHANDRA et al., 2004).

Até o momento, ndo ha dados que avaliem a prevaléncia da IOHBV em pacientes com

DRCPD e ainda nao se sabe se a alta prevaléncia encontrada em alguns pacientes em dialise
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pode ser decorrente de infeccao prévia. Contudo, varios estudos avaliaram a prevaléncia desta
infeccdo oculta em pacientes com DRC em HD ou didlise peritoneal. A prevaléncia de
IOHBYV em pacientes dialitcos varia no globo em cerca de 3,7% na América do Norte, 4,9%
na India, de 0-26% na Itdlia e de 2,7-26,6% na Turquia TABELA 2 (F. BLAINE
HOLLINGER , PEIMAN HABIBOLLAHI , ALI DANESHMAND, 2010) (AGHAKHANI et
al., 2010) (ALBUQUERQUE et al., 2012) (HELALY et al.,, 2015)(MINUK et al.,
2004)(FABRIZI et al., 2005)(ALTINDIS et al., 2007)(YAKARYILMAZ et al., 2006)(JAIN;
NIJHAWAN, 2008)(KONG et al., 2013)(DI STEFANO et al., 2009).
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Tabela 2. Ocorréncia de infec¢ao oculta pelo HBV (IOHBV) em pacientes em Hemodialise em

estudos publicados entre 2004 e 2016.

Autores Ano Pais N pacientes IOHBYV n (%)
Minuk, Gy e cols. 2004 Estado Unidos 241 9 (3,7)
0(0)
Fabrizi, F e cols. 2005 Italia 213
Yakaryilmaz, F e cols. 2006 Turquia 188 5@2,7)
Altindis, M e cols. 2007 Turquia 153 19 (12.4)
Jain, P 2008 India 102 5(4,9)
Di Stefano, M e cols. 2009 Italia 128 34 (26,6)
Aghakani, A
2010 Iran 289 9@3.,1)
e cols.
Albuquerque, A e cols. 2012 Brasil 201 3 (1,5
Helaly,F e cols. 2016 Egito 100 32 (32)

2.3 INFECCAO OCULTA PELO ViRUS DA HEPATITE C

A prevaléncia de infec¢ao pelo HCV oscila em torno de 3% da populacao mundial e se
mantem ha décadas como um problema de satide publica. Dados recentes apontam que cerca
de 657 mil pessoas estejam cronicamente infectadas pelo HCV no Brasil, no entanto, a
prevaléncia da infecgdo cronica encontra-se em queda, especialmente, apos cerca de 57 mil
pacientes terem se beneficiado do tratamento com antivirais de agdo direta que apresentam

taxas de cura de 95% entre todos os casos tratados (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A infeccao cronica pelo HCV pode resultar em hepatite cronica, cirrose € carcinoma
hepatocelular, sendo esta infecgao responsavel por cerca de 75% das mortes ocasionadas por

hepatites virais (CARRENO, 2014) (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A TOHCV se caracteriza pela presenca do HCV-RNA em células mononucleares

sanguineas (PBMC), no plasma ultracentrifugado ou no tecido hepatico, na auséncia de
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anticorpos ou genoma viral no soro (CASTILLO et al.,, 2004). Esta condigao foi
primeiramente descrita em pacientes com doenga hepatica cronica criptogénica que
apresentavam marcadores de lesdo hepatica alterados e anti-HCV e HCV-RNA negativos,
mas com material genético presente em amostras de bidpsia hepatica (CASTILLO et al.,
2004). Posteriormente, foi demonstrado que testes nao invasivos permitiam a identificagdao da
IOHCV de maneira acurada e esta identificacdo foi incorporada a defini¢do da IOHCV
(BARTOLOME et al., 2007). Dentre os testes ndo invasivos destacam-se a identificagdo do
HCV-RNA por PCR em PBMC e apés ultracentrifugacdo do soro. Este ultimo tem a
capacidade de aumentar a sensibilidade na deteccdo do HCV-RNA por PCR em oito vezes

quando comparados as técnicas de PCR rotineiras (QUIROGA et al., 2009).

O impacto da IOHCV na doenga hepatica tem sido relatado por diversos autores. Gad
e cols. avaliaram 108 pacientes com hepatite cronica criptogénica e identificaram IOHCV por
meio de biopsia hepatica em 25% destes (GAD et al., 2012). Outros autores, avaliando 69
pacientes com doenga hepdtica cronica de etiologia indeterminada, encontraram IOHCV em
10% dos casos através da identificagdo do HCV-RNA por PCR em células mononucleares

periféricas (BOKHARAEI-SALIM et al., 2011).

Dois estudos reportaram elevada frequéncia de IOHCV em pacientes com doencga
hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA). Granieri e cols. avaliaram 25 pacientes com
DHGNA e identificaram IOHCV em 8 (32%) bidpsias hepaticas (GRANIERI et al., 2011).
De maneira semelhante, Saad e cols. estudaram 27 individuos com DHGNA e detectaram o

HCV-RNA na bidpsia de 11 pacientes (41%)(SAAD, 2011).

A TOHCYV nao se restringe ao tecido hepatico. De fato, pacientes com doenga renal
cronica (DRC) em hemodidlise (HD) apresentam prevaléncia elevada de IOHCV. Em estudo
multicéntrico realizado na Espanha, Barril e cols. avaliaram 109 pacientes em HD que
apresentavam alanina aminotransferase (ALT) ou gama-glutamiltransferase (GGT) alterados e
identificaram 49 (45%) pacientes com HCV-RNA nas (PBMC). Neste mesmo estudo, a
presenga da IOHCV foi associada a maior mortalidade (39% vs. 20%; p = 0.031)(BARRIL et
al., 2008). Em contrapartida, Baid-Agrawal cols. demonstraram na Alemanha a presenca de
IOHCV em apenas 0.25% dos pacientes em HD (BAID-AGRAWAL et al., 2014). Esta
diferenca na prevaléncia de IOHCV nos pacientes com DRC pode ser explicada tanto pela
prevaléncia da infecgcdo pelo HCV ser distinta entre os dois paises (2% Espanha e 0,3% na

Alemanha) quanto pela populagdo estudada, uma vez que Barril e cols. avaliaram pacientes
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com enzimas hepaticas alteradas enquanto que no estudo de Baid-Agrawal apenas 15% dos

individuos apresentavam ALT e gama-GT alteradas.

Castillo e cols., na Espanha, ao analisarem 87 pacientes com diagnostico de
glomerulopatia, identificaram IOHCV em 39% dos pacientes com glomerulopatias nao
hereditarias quando comparados a 3,8% dos pacientes com glomerulopatias hereditarias.
Neste estudo, o diagnostico da infecgdo foi realizado por meio da identificacdo do genoma em
PBMC ou por ultracentrifugacdo. Apos 3 anos de seguimento, os niveis séricos de creatinina
foram mais elevados e o clearence de creatinina reduzidos nos pacientes com IOHCV quando
comparados com os individuos ndo infectados (p = 0,015 e 0,032, respectivamente)

(CASTILLO etal., 2014).

Outros estudos também revelaram associacdo entre IOHCV com doengas
linfoproliferativas revelando a possivel acdo extrahepatica desta infeccdo. Pacientes com
infeccao pelo HIV e usuarios de drogas injetaveis também sao grupos expostos ao maior risco
de IOHCYV e, desta forma, transmissibilidade do HCV (EL-SAYED et al., 2006) (YOUSSEF
et al., 2012) (SUGDEN et al., 2013) (GATSERELIA et al., 2014).

Alguns estudos tém investigado a possivel capacidade de transmissao da forma oculta
do HCV. De fato, Cortés-Mancera e cols. descreveram transmissao e persisténcia de [IOHCV
em um paciente com cirrose criptogénica submetido a transplante hepatico. Este individuo,
ap6s 10 meses do transplante, apresentou colestase cronica de etiologia indeterminada e foi
submetido a novo transplante. O HCV foi identificado no figado nativo € no primeiro figado
transplantado, com posterior sequenciamento e estudo filogenético, descartando contaminacao
cruzada(CORTES-MANCERA et al., 2010). Roque-Cuellar e cols. detectaram a presenca de
IOHCV em 13% dos parceiros heterossexuais soronegativos de individuos com infecgao
cronica pelo HCV(ROQUE-CUELLAR et al., 2011). A transmissdo interfamiliar foi avaliada
por Castillo e cols. em 102 membros da familia de 50 individuos portadores de IOHCV e a
positividade para anti-HCV foi de 9.8% (10/102), sugerindo possivel transmissao domiciliar

do HCV em individuos com IOHCV(CASTILLO et al., 2009).

Ainda ndo sdo conhecidos os motivos que levam ao desenvolvimento da forma oculta
desta infec¢ao. No entanto, estudos gendmicos evidenciaram manifestagcdes clinicas distintas
em pacientes infectados com diferentes subtipos virais e isto poderia ser consequéncia da

variabilidade genética presente em diferentes cepas de virus (CHAN et al., 1992).
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Os genotipos mais encontrados nos casos de IOHCV nao sdao diferentes daqueles
encontrados em pacientes com a infec¢do classica pelo HCV e depende da regido geografica
estudada. Conforme descrito por Castillo e cols., em estudo Espanhol com 57 pacientes com
IOHCV, foi demonstrado que 100% destes eram do genotipo 1b, o mais prevalente na regido

(CASTILLO et al., 2004).

De fato, Humphreyset e cols. revelaram que o subtipo viral 3a apresenta duas regides
hipervaridveis, denominadas HVR495 e HVRS575, que estao relacionadas a infec¢cdo aguda em
pacientes usudrios de drogas intravenosas. Adicionalmente, Hirotsuet e cols. identificaram
pouco mais de 32 regides variantes associadas a resisténcia viral presentes no gene da
proteina 5SA (NS5A). Atualmente, estudos gendmicos tém demonstrado que variacdes
genéticas entre diferentes cepas virais de HCV configuram um importante mecanismo de
sobrevivéncia viral, contribuindo para sua patogenicidade e resisténcia frente ao sistema

imunologico do hospedeiro (PARK et al., 2014)(HUMPHREYS et al., 2012)

Além do perfil genético da cepa infectante, o sistema imunoldgico do hospedeiro
também estd relacionado com a imunopatogénese da infec¢ao pelo HCV, bem como a
evolugdo e persisténcia da doenca (WANG, 2010). Embora a maioria dos pacientes infectados
apresente uma resposta imune celular especifica ao HCV, somente 20% dos individuos
infectados sdo capazes de realizar o clearance viral na fase aguda da doenca (LECHNER et
al., 2000) (COX et al., 2005). De fato, Burke e cols. observaram que pacientes incapazes de
realizar o clearance viral, apresentam repostas celulares mais fracas e constataram a
diminui¢do do nimero de linfécitos T CD4" e CD8" nestes individuos (BURKE; COX, 2010).
Além disso, diferencgas existentes entre as moléculas do Antigeno Leucocitario Humano
(HLA) poderiam direcionar respostas imunes pouco eficazes, ja& que alguns supertipos de
HLA afetam a afinidade de reconhecimento e ligacdo dos linfocitos T a epitopos antigénicos

(KUNIHOLM et al., 2010).

Por fim, estudos indicam que a sobrevida do virus e a evolugdo da infeccdo podem
estar ligadas a trés principais fatores, a exaustdo de linfocitos T, a falha na fun¢do humoral
dos linfécitos (secrecdo de citocinas) e a disfun¢ao de células dendriticas (THIMME et al.,

2001)(WEDEMEYER et al., 2002).

O tratamento da IOHCV pode ser realizado com terapia antiviral conforme relatado
por Pardo e cols.. Estes autores realizaram tratamento com interferon peguilado e ribavirina

por 6 meses em 10 pacientes com IOHCV, que apresentavam anormalidades nos niveis
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séricos de enzimas hepdticas associado a hepatite cronica na biopsia e que apresentaram
detec¢do do HCV-RNA por PCR em células mononucleares do sangue periférico. Ao final do
tratamento, 60% dos pacientes apresentaram normalizacdo dos niveis séricos de ALT e em
70% dos casos 0 HCV-RNA nio foi mais identificado nas células mononucleares, sugerindo

comportamento semelhante ao da infecgdo classica pelo HCV (PARDO et al., 2006).

2.4 INFECCAO OCULTA PELO VIiRUS DA HEPATITE B

A infec¢ao oculta pelo virus da hepatite B (IOHBV) ¢ caracterizada pela auséncia do
antigeno de superficie do HBV (HBsAg) sanguineo na presenca do HBV-DNA no tecido
hepatico ou no soro (RAIMONDO et al., 2007). Sabe-se que, em decorréncia do seu ciclo
celular peculiar, em particular a conversdao de sua forma circular relaxada para a forma
covalente circular fechada (cccDNA), o HBV ¢ capaz de permanecer por longos periodos
integrado ao DNA do hepatécito hospedeiro com consequente replicacdo viral. Sua
estabilidade e persisténcia, em conjunto com a longa meia vida dos hepatocitos, possibilita

que a infeccao pelo HBV perdure por toda a vida (ZOULIM, 2005).

Os mecanismos pelos quais os portadores da IOHBV permanecem com o HBsAg
negativo ainda sdo desconhecidos. Alguns destes individuos sdo portadores da mutagdo no
antigenos de superficie S, portanto com HBsAg indetectavel aos métodos atuais, ou possuem
mutacoes que inibem a expressao desse antigeno ou da replicagao viral (CHAUDHURI et al.,

2004)(HASS et al., 2005).

J4 o mecanismo proposto para explicar a auséncia de HBsAg ¢ obscuro, mas a
desregulagdo do sistema imune do hospedeiro (principalmente linfocito T) a co-infecgdo com
outros agentes infecciosos (HCV) e fatores epigenéticos certamente estdo envolvidos (SHIH

etal., 1993) (PENNA et al., 1996) (DOITSH; SHAUL, 1999)

E importante ressaltar que a IOHBV ¢é fonte de transmissdo do HBV, relatado tanto em
modelos animais quanto em humanos submetidos a transfusdo de sangue e transplante de
orgdos, os quais foram capazes de induzir hepatite B aguda nos receptores
(CHAZOUILLERES et al., 1994) (WACHS et al., 1995) (DICKSON et al., 1997). Além
disso, pacientes com IOHBV podem apresentar reativacdo aguda da infec¢do com
aparecimento do perfil sorologico tipico (LOK et al.,, 1991), especialmente quando

submetidos a imunossupressao (BESSONE; DIRCHWOLF, 2016).
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A prevaléncia da IOHBV ¢ bastante variada e, possivelmente, reflete a distribuicao da
infeccdo pelo HBV na populagdo avaliada. Individuos com HCV sdo particularmente
predispostos a apresentarem IOHBV, conforme descreveram Cacciola e cols. Estes autores
encontraram IOHBV em um ter¢o dos pacientes com infec¢ao pelo HCV e esta prevaléncia

foi ainda maior nos paises do leste asiatico (CACCIOLA et al., 1999).

Outro grupo sob risco de IOHBV sdo os usuarios de drogas injetaveis e hemofilicos.
Estudo realizado com 188 usuérios de droga em Baltimore revelou prevaléncia de IOHBV em
45% dos individuos (TORBENSON et al., 2004). De maneira semelhante, Toyoda e cols.,
estudando populagdo de 43 hemofilicos, revelaram prevaléncia da IOHBV em 51% dos

individuos (TOYODA et al., 2004).

Os dados de prevaléncia de IOHBV disponiveis nos pacientes com DRC em HD sao
divergentes e variam de 0 a 26% (F. BLAINE HOLLINGER , PEIMAN HABIBOLLAHI ,
ALI DANESHMAND, 2010). Neste contexto, alguns autores consideram a IOHBV como
possivel fonte de contaminacdo nas unidades de hemodialise e sugerem precaugdes que
incluem o rastreamento de todos os pacientes com pesquisa de HBV-DNA por PCR
(BESISIK et al., 2003). No entanto, esta medida ndo ¢ realizada de rotina devido a menor

evidencia cientifica desta via de contaminagao nessa populagdo e do custo-beneficio.

Em contrapartida, recentemente, Kim e cols. avaliaram a prevaléncia da IOHBV em
159 pacientes em HD e em 112 individuos saudaveis, todos residentes em area endémica para
infeccao pelo HBV e constataram prevaléncia de 1.2% e 2.5%, respectivamente (KIM et al.,
2014). A ocorréncia de IOHBV em pacientes transplantados renais parece ser baixa também,
como constatou Franz e cols. em estudo realizado no Rio de Janeiro com 207 pacientes

receptores de transplante renal, onde a frequéncia de IOHBYV foi de 1% (FRANZ et al., 2013).

Poucos estudos relacionaram as glomerulopatias com IOHBV. Recentemente, foi
descrito caso de reativacdo do HBV em paciente com IOHBV portador de sindrome nefrotica
que foi submetido a tratamento imunossupressor (DU et al., 2013). Em outro estudo, Kong e
cols. avaliaram biopsias renais de 500 individuos com glomerulonefrite ¢ HBsAg negativo e
constataram antigenos virais (HBsAg ou HBcAg) por imunofluorescéncia em 9 pacientes
(1,8%). No entanto, neste estudo ndo foi avaliada a presenca do HBV-DNA no soro e, desta

forma, nao foi confirmada a ocorréncia da IOHBV em pacientes com glomerulopatias

(KONG et al., 2013).
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3 HIPOTESES E MODELO TEORICO

3.1 HIPOTESES

As infeccdes ocultas pelos virus das hepatites B e C sdo frequentes nos pacientes com

glomerulopatias e em pacientes com doencga renal cronica pré-dialise de outras etiologias.



3.2 MODELO TEORICO
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4 OBJETIVOS

4.1 PRIMARIO

Avaliar a ocorréncia das infecgdes ocultas pelos virus das hepatites B e C em pacientes
com glomerulopatias e em pacientes com doenca renal cronica pré-dialise de outras

etiologias.

4.2 SECUNDARIOS

- Descrever e comparar as caracteristicas demograficas, clinicas, fatores de risco para
aquisicdo das hepatites virais e caracteristicas laboratoriais em pacientes com e sem
infeccao oculta pelo virus das hepatites B e C.

- Avaliar a ocorréncia dos marcadores sorologicos dos virus das hepatite B (anti-HBs e

anti-HBc¢) nos pacientes com glomerulopatias € com doenca renal cronica pré-didlise.
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5 METODO

5.1 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Satde da UFPE. A participacao teve carater voluntario e ndo interferiu no atendimento do
paciente no ambulatério. As informagdes desta pesquisa e os resultados dos exames
respeitaram a privacidade do paciente. Os riscos que os pacientes correram foram aqueles
decorrentes da coleta de sangue e os pacientes com a sorologia positiva puderam se
beneficiar, ja que alguns destes exames ndo sdo realizados de rotina. Quando foi encontrado
algum destes pacientes infectados foi encaminhado para o Ambulatério de Hepatologia do

Hospital das Clinicas da UFPE.

O material coletado foi armazenado em aliquotas no Laboratério Central do Hospital
da Clinicas da UFPE e no Laboratorio de Imunogenética Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhaes/FIOCRUZ. Os questiondrios foram armazenados em pastas na Disciplina de

Nefrologia no Hospital das Clinicas da UFPE.

5.2 DESENHO DO ESTUDO

O estudo foi do tipo transversal com carater analitico, uma vez que foi verificada a
prevaléncia das formas ocultas das hepatites B e C em pacientes com glomerulopatias e com
doenca renal cronica e suas relacdes com as caracteristicas biologicas, clinicas, laboratoriais, a
classificagdo da doenga renal cronica em estdgios e com os parametros histologicos e

etiologicos das glomerulopatias.

5.3 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA

5.3.1 POPULACAO DA PESQUISA E LOCAL DO ESTUDO

A pesquisa foi desenvolvida nos ambulatorios de Glomerulopatias e de DRC do
Servico de Nefrologia do Hospital das Clinicas (HC) da UFPE onde foram avaliados
pacientes pré-didlise. Estes ambulatorios sdo referéncia estadual no tratamento de pacientes
com glomerulopatias ¢ com DRC no estado de Pernambuco, principalmente, da regido
metropolitana do Recife. Neste ambulatorio o atendimento ¢ realizado por médicos
nefrologistas e residentes, sob supervisdo de preceptores. O atendimento ¢ realizado
semanalmente, em prontudrio proprio e segue rotinas e protocolos de tratamento especificos

do servigo. Sao atendidos cerca de 25 pacientes semanalmente, em cada um dos ambulatérios.
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A populagio estudada foi composta por pacientes do Sistema Unico de Saude
acompanhados nos ambulatdrios de Glomerulopatias e de DRC do HC-UFPE. Estes pacientes
foram encaminhados de diversos servicos do estado e da prépria instituicdo para
acompanhamento nefrolégico.

Para selecao dos pacientes para o estudo, nos dois referidos ambulatorios, inicialmente
o pesquisador analisou os prontuarios dos pacientes agendados para o atendimento, de acordo
com a demanda de cada ambulatorio e selecionou os pacientes em que estava definida a
etiologia da DRC e da Glomerulopatia.

Em seguida, durante a rotina de assisténcia médica, os pacientes selecionados foram
convidados a participar do estudo apos leitura e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Aqueles que concordaram em participar foram submetidos a entrevista e
responderam questiondrio elaborado especificamente para o estudo. Foram convocados para
avaliacdo todos os casos atendidos consecutivamente no periodo do estudo que preencheram

seguintes os critérios de inclusdo e exclusao:
5.3.2  CRITERIOS DE INCLUSAO

A) PARA TODOS OS GRUPOS:

Adultos maiores de 18 anos oriundos dos Ambulatorios de DRC e de Glomerulopatias
do HC-UFPE e que concordaram em se submeter as etapas do estudo, apds leitura e
assinatura do TCLE.

B) GRUPO I: DOENCA RENAL CRONICA

Apresentar acompanhamento e diagnostico de doenca renal cronica por no minimo 3

meses e taxa de filtragdo glomerular < 60mL/min/1,73m’.

C) GRUPO II: GLOMERULOPATIAS

Paciente com Glomerulopatias diagnosticada por bidpsia renal.
5.3.3  CRITERIOS DE EXCLUSAO

A) GESTANTES OU PUERPERAS
B) PORTADORES DE INFECCAO PELO HCV (ANTI-HCYV POSITIVO)

C) PORTADORES DE INFECCAO PELO HBV (HBSAG POSITIVO)
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5.3.4 TIPO DE AMOSTRAGEM E DEFINICAO DO TAMANHO DA AMOSTRA
a) TIPO DE AMOSTRAGEM

A amostra foi de conveniéncia e comportou a demanda espontanea e consecutiva do
atendimento aos pacientes realizado nos Ambulatorios no periodo indicado para o

estudo.
b) DEFINICAO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Como faltam dados na literatura sobre a ocorréncia das IOHCV e IOHBV em
pacientes com DRCPD, e apenas um estudo revela ocorréncia elevada da IOHCV em
pacientes com glomerulopatias, foi realizado calculo de tamanho de amostra de acordo

com esta prevaléncia conforme dados abaixo:

Com o conhecimento das prevaléncias, a amostra foi calculada da seguinte forma:
* Tipo de estudo: Prevaléncia
* Precisiao absoluta (a diferenca entre a prevaléncia real e estimada): até 10%
* Erro: 5%

Desta forma, o estudo de prevaléncia utilizado como base foi o tinico disponivel até o
momento da elaboragdo do projeto em que a prevaléncia de IOHCV em pacientes com
Glomerulopatias foi de 39%. O valor destes dados foram extrapolados para aqueles com
DRC e também para pacientes com IOHBV.

Desta maneira, o calculo de tamanho de amostra para esta prevaléncia foi de 91 pacientes

conforme calculo demonstrado abaixo:

Valores calculados com os dados de entrada

Proporgao na populacao: 39%
Precisd@o absoluta: 10

Nivel de significéancia: 5%
Tamanho da amostra calculado: 91

Para outros valores do nivel de significa@ncia temos:

Niv. de signif. Tamanho da amostra
0.1% 258
1% 158
10% 64

Adaptado www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/amostra.html ; Laboratério de epidemiologia
e estatistica, SP.
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5.3.5 DEFINICAO DE TERMOS, OPERACIONALIZACAO E CATEGORIZACAO DAS
VARIAVEIS

5.3.5.1 DEFINICAO DOS TERMOS

a) GLOMERULOPATIA

Definicio tedrica Defini¢cdo operacional

Doengas glomerulares caracterizadas por Presenca de proliferagdo de células
alteracdes inflamatorias em um dos proprias, esclerose, depdsitos de
compartimentos do glomérulo com imuno complexos ou espessamento
comprometimento da estrutura ou fung@o. de membrana basal glomerular

evidenciada por biopsia renal na
microscopia optica,
imunofluorescéncia ou eletronica.

B) DOENCA RENAL CRONICA

Definicao tedrica Defini¢cdo operacional
Lesdo renal > 3 meses definida por Ritmo de filtragdo glomerular < 60
anormalidades estruturais ou funcionais mL/min/1,73 m* por > 3 meses

com ou sem diminui¢do no ritmo de
filtracdo glomerular (RFG)manifestadas
por:

Anormalidades histopatologicas renais
Marcadores de lesdo renal, como
anormalidades urinarias ou

anormalidades sanguineas ou alteracdes em
exames de imagem

ou

RFG < 60 mL/min/1,73 m” por > 3 meses

C) INFECCAO OCULTA PELA HEPATITE C

Definicao tedrica Defini¢cdo operacional

Presenca de HCV-RNA no hepatocito ou Presenca de HCV-RNA na célula

em célula mononuclear ou em mononuclear ou em ultracentrifugado
ultracentrifugado sérico na auséncia do sérico na auséncia do anti-HCV.
anti-HCV ou HCV-RNA no soro Quando positivo na célula

mononuclear ou ultracentrifugado,
negativo no soro nao
ultracentrifugado

D) INFECCAO OCULTA PELA HEPATITE B

Definicio tedrica Defini¢io operacional
Presenca de HBV-DNA no hepatdcito ou Presenca de HBV-DNA no soro na
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SOro

no soro na auséncia de antigeno HBsAg no

auséncia de antigeno HBsAg no soro

5.3.5.2 Operacionalizaciao e Categorizacao das Variaveis

A) VARIAVEIS DEPENDENTES

Variavel Definicao tedrica Definicdo operacional Categorizacao
Dependente
INFECCAO Presenga de HCV-RNA no Presenca de HCV-RNA na célula 1.Positivo
OCULTA PELO hepatdcito ou em célula mononuclear ou em ultracentrifugado | 2.Negativo
VIRUS DA mononuclear ou em sérico na auséncia do anti-HCV.
HEPATITE C ultracentrifugado sérico na Quando positivo na célula
auséncia do anti-HCV ou mononuclear ou ultracentrifugado,
HCV-RNA no soro negativo no soro nao
ultracentrifugado
Variavel Definicao tedrica Definicdo operacional Categorizacao
Dependente
INFECCAO Presenca de HBV-DNA no Presenca de HBV-DNA no soro | 1.Positivo
OCULTA PELO hepatdcito ou no soro na auséncia de | na auséncia de antigeno HBsAg | 2.Negativo
VIRUS DA antigeno HBsAg no soro no soro
HEPATITE B
B) VARIAVEIS INDEPENDENTES
1) VARIAVEIS BIOLOGICAS
Variaveis Defini¢ao tedrica Definicao operacional Categorizacao
Biologicas
IDADE Variavel continua Calculada em anos pela data Nao categorizada
definida pela data de de nascimento que consta do
nascimento que consta | Registro Geral fornecido pelo
do Registro Geral paciente e registrado na data
fornecido pelo paciente | de aplicagdo do questionario
COR DA PELE Variavel qualitativa Aquela respondida pelo 1. Negra
nominal. Definida pelo | paciente ap6s arguicdo. 2. Branca
paciente quando 3. Parda
arguido. 4. Amarela
SEXO 1. Masculino
2. Feminino
2) VARIAVEIS CLINICAS:
Variaveis Clinicas Definicao tedrica | Definicio Categorizacio
operacional
GLOMERULOPATIA Variavel Presenca de 1. Doenga de Lesdes
qualitativa proliferacdo de Minimas
nominal. células proprias, 2. Glomeruloesclerose
Doengas esclerose, depdsitos Segmentar e focal
glomerulares de imuno 3. Glomerulonefrite
caracterizadas por | complexos ou Membranosa
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alteracdes espessamento de 4. Glomerulonefrite
inflamatorias membrana basal Membranoproliferativa
imunes ou nao, glomerular 5. Nefropatia por IgA
em um dos evidenciada por 6. Nefrite lapica
compartimentos bidpsia renal na
do glomérulo com | microscopia dptica,
comprometimento | imunofluorescéncia
da estrutura ou ou eletronica.
fungao.
DOENCA RENAL Variavel Ritmo de filtracao 1. Estagios 3a (RFG 59-
CRONICA PRE- qualitativa glomerular < 60 45 mL/min/1,73 m%)
DIALISE ordinal. mL/min/1,73 m2 2. Estagio 3b (RFG 44-30
Lesao renal > 3 por > 3 meses pelo mL/min/1,73 m?%)
meses definida CKD-EPIL 3. Estagio 4 (RFG 29-15
por anormalidades mL/min/1,73 m?)
estruturais ou 4. Estagio 5 (RFG <15
funcionais com ou mL/min/1,73 m?)
sem diminuicdo
no ritmo de
filtragdo
glomerular (RFG)
manifestadas por:
Anormalidades
histopatologicas
renais
Marcadores de
lesdo renal, como
anormalidades
urinarias ou
anormalidades
sanguineas
alteragGes em
exames de
imagem
ou
RFG <60
mL/min/1,73 m2
por > 3 meses que
ndo necessita de
terapia renal
substitutiva
HEMOTRANSFUSAO Variavel Recebimento de 1. Sim
qualitativa sangue ou 2. Nao
nominal derivados
TATUAGEM Variavel Uso de tatuagem 1. Sim
qualitativa 2. Nao
nominal
PIERCING qualitativa Uso atual ou 1. Sim
nominal pregresso de 2. Nao
piercing
INFECCAO qualitativa Passado de uretrite, 1. Sim
SEXUALMENTE nominal cervicite, doenga 2. Nao
TRANSMISSIVEL inflamatoria
pélvica ou
vesiculas em
genitalia externa
PRESERVATIVO Variavel Uso prévio de 1. Regular
qualitativa preservativo 2. Irregular
ordinal 3. Nunca
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USO DE DROGA Qualitativa Uso de droga ilicita 1. Sim
ENDOVENOSA nominal injetavel 2. Nao
PESO Quantitativa Avaliacao do peso

Continua em Quilogramas

ALTURA Quantitativa Avaliagao do altura
Continua em metros

INDICE DE MASSA Quantitativa Divisdo do peso

CORPOREA (IMC) Continua pelo quadrado da

altura (Peso/A”)

OBESIDADE Variavel IMC > ou igual a 1. Sim
qualitativa 30kg/m’ 2. Nio
nominal

HIPERTENSAO Variavel pressdo arterial 1. Sim

ARTERIAL SISTEMICA | qualitativa sistematicamente 2. Nao
nominal acima de

140x90mmHg,
baseada na média
de duas ou mais
medidas em duas
ou mais ocasides
ou uso de drogas
antihipertensivas

DIABETES Variavel Uso de insulina ou 1. Sim
qualitativa hipoglicemiante 2. Nao
nominal oral ou glicemia de

jejum > 126 ou
hemoglobina
glicada > 6,5% em
duas ou mais
ocasides segundo
registro em
prontuario.

DISLIPIDEMIA Variavel Uso de drogas e Sim
qualitativa antilipemiantes e Nio
nominal (estatinas ou

fibratos)
ACIDENTE VASCULAR | qualitativa Passado de 1. Sim
ENCEFALICO nominal isquemia encefalica 2. Nao
permanente ou
transitoria com ou
sem sequela motora
INFARTO AGUDO DO qualitativa Passado de 1. Sim
MIOCARDIO nominal isquemia 2. Nao
miocardica ou
revascularizag¢do
miocardica

HEMODIALISE PREVIA | qualitativa Realizagio de pelo 1. Sim
nominal menos uma sessao 2. Nao

de hemodialise

FAMILIAR qualitativa Presenga de 1. Sim

CONTAMINADO nominal familiar ou 2. Nao

morador domiciliar
portador de hepatite
viral cronica

CIRURGIA PREVIA qualitativa Passado de cirurgia 1. Sim
nominal 2. Nao
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5.3.6 METODOS DE COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS
- Métodos de Coleta dos Dados

Os métodos de coleta dos dados estdo descritos em etapas especificadas a seguir.

Etapa 1: foi procedida analise dos prontudrios dos pacientes pré agendados para atendimento
na rotina dos ambulatérios. Aqueles que preenchiam os critérios de inclusao e exclusao foram
informados do objetivo e etapas do estudo e convidados a participar. Em seguida foram
convidados a ler em conjunto com o pesquisador e assinar o TCLE, apds concordancia dos
termos. Depois, os pacientes responderam a questionario padronizado para o estudo.

Etapa 2: Aqueles que preencheram todas as fases da Etapa 1 foram submetidos a coleta de
amostras de sangue para realizagdo das analises virologica e soroldgicas virais.

Etapa 3: uma aliquota da amostra coletada foi centrifugada ¢ armazenada em freezer -20 °C
no laboratério central do Hospital das Clinicas e enviada para analise no Laboratorio Sao
Camilo, onde foram realizadas as andlises: anti-HCV, Anti-HBc total, Anti-HBs e HBsAg e
pesquisa qualitativa de HBV-DNA.

Etapa 4: outra aliquota foi enviada ao laboratério Aggeu Magalhaes, onde foi submetida a
ultracentrifugacdo do plasma e separagao de células mononucleares para pesquisa do HCV-
RNA por PCR. Uma fragdo desta aliquota foi separada para realizagao pesquisa do HCV-
RNA por PCR no soro nao ultracentrifugado.

Etapa S: apds avaliagdo das sorologias e andlises dos dados os pacientes positivos foram
notificados por meio de telefonema ou telegrama para comparecer ao servico de Nefrologia e
realizar avaliagdo e novas analises dos dados além de serem notificados no Nucleo de

Epidemiologia do HC de acordo com a portaria 1271 de 2014 do Ministério da Satde

- Processamento dos dados

Foram utilizados os Softwares STATA/SE 12.0 e o Excel 2010 para armazenamento e
processamento dos dados. Em todos os testes foram aplicados intervalo de confianca de 95%.
Os resultados foram apresentados em forma de artigo cientifico padronizado para revista a ser
submetido com suas respectivas tabelas com frequéncias absoluta e relativa. As variaveis
numéricas foram representadas pelas medidas de tendéncia central e medidas de dispersao.
Para verificar a existéncia de associagao foi utilizado Teste Qui-Quadrado e o Teste Exato de

Fisher para as varidveis categéricas. As variaveis quantitativas foi aplicado o teste de
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normalidade de Kolmogorov-Smirnov e a comparacao dos grupos foi utilizado o Teste t

Student (Distribui¢do Normal) e Mann-Whitney (Nao Normal).

5.3.7 QUALIDADE DOS INSTRUMENTOS DE MEDIDA

- Questionario Padronizado

Elaborado especificamente para este estudo. Nele constam todas as varidveis contidas

no estudo. ANEXO 1

- Analise Laboratorial da Funcdo Renal e Marcadores de Lesao Hepatica

Toda a andlise bioquimica foi realizada no Laboratério Central do HC-UFPE de
maneira automatizada a seguir discriminados: para aminotransferases, aspartato amino-
transferase (AST) e alanino amino-transferase (ALT) UV Diasys-Architect ¢8000; para
creatinina, Architect Abbott. No Laboratério Sdo Camilo foram realizadas as seguintes
analises: pesquisa do anti-HCV por ELISA 3 geracdo (ADVIA Centaur®); teste
imunocromatografico rapido para determinacao qualitativa de antigeno superficie Hepatite B
(HBsAg) em amostras de soro (ADVIA Centaur®); Anti-HBs, imunoensaio por
quimioluminometria direta de (ADVIA Centaur®); Anti-HBc qualitativo total (IMUNOISSAI
IMUNOLITE 2000).

- Analise laboratorial do HCV-RNA ¢ HBV DNA

A do PCR para HCV no soro, plasma ultracentrifugado e nos monocitos foi realizada
no Departamento de Imunologia do centro de pesquisas Aggeu Magalhdes. A pesquisa do

HBV-DNA por PCR foi realizado no Laboratorio Sdo Camilo.

5.3.8 PADRONIZACAO DAS TECNICAS

- Aplicacao do Questionario Padronizado

Os pacientes foram selecionados e avaliados consecutivamente, de acordo com a
demanda dos Ambulatorios de Glomerulopatias ¢ DRC do HC-UFPE. Apos analise do
prontudrio, os pacientes selecionados foram convidados a participar do estudo e aqueles que
concordaram, apo6s leitura e assinatura do TCLE, foram submetidos a entrevista,
procedimentos realizados pelo pesquisador, para a aquisicdo de informagdes conforme

questionario elaborado.

- Coleta e Processamento da Amostra
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Foram coletados 15 mL de sangue em dois tubos, sendo 5 mL em dois tubos secos e
outros 5 mL num tubo com Ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA). Um tubo seco foi
encaminhado ao Laboratorio do Hospital das Clinicas, onde foi centrifugado a 720 x g,
durante 5’ para obtencdao do soro que foi armazenado em dois tubos eppendorfs, sendo um
para analise viroldgica (anti HCV, HBsAg, Anti-HBc) e o outro para a do HBV-DNA por
PCR e enviados para o Laboratério Sdo Camilo. O material coletado em outro tubo seco e no
tubo com EDTA foi enviado ao Laboratério de Imunogenética (LIG) do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes — Fiocruz Pernambuco, onde foram realizadas as andlises experimentais
relacionadas a identificagdo HCV. O tubo EDTA teve o sangue centrifugado no gradiente de
Ficoll, para a obten¢ao do plasma, utilizado na caracterizacdo do perfil imunogenético do
paciente, e analise imunologica, incluindo a verificagdo da infeccao viral a partir de Células

Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC) extraidas da amostra do tubo seco.

- SEPARACAO DE CELULAS SANGUINEAS

O processo de separagdo foi realizado pelo Ficoll-Histopaque (GE Healthcare, Little
Chalfont - UK), através de um gradiente de densidade gerado por centrifugagdo. Inicialmente,
foi colocado 3 mL de Ficoll em um tubo cdnico e adicionados 5 mL da amostra sanguinea.
Para a formacao do gradiente de densidade foi realizada a centrifugagdo durante 30 minutos a
uma velocidade de 720 x g. Apos esta etapa o plasma foi estocado em freezer e o anel de
PBMC'’s coletado, lavado com Tampao Fosfato Salino (PBS), e entdo, as células foram

contadas e fracionadas.

- ULTRACENTRIFUGACAO DE SOROS

O processo de ultracentrifugacdo dos soros de pacientes foi realizado no Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (Fiocruz PE).
Foram adicionado aos 2 mL de soro uma solucdo de sucrose a 10%, a ultracentrifugacao foi
ocorreu numa velocidade de 100.000 x g por 17 horas a uma temperatura de 4° C. O
sedimento foi dissolvido em 250 pL de tampdao TE (10 mM Tris-HCL, 10 mM EDTA [pH

7.5]) e foi utilizado posteriormente na extragdo do RNA total.

- Deteccao do HCV-RNA

A)PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E ULTRACENTRIFUGACAO
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Os pacientes incluidos no estudo tiveram 8 mL de seu sangue coletado em dois tubos,
sendo 4 mL em tubo contendo EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) e 4 mL em tubo
seco e separadas através do gradiente de densidade estabelecido pelo procedimento separagao
celular por ficoll-paque.

As amostras sanguineas obtidas em tubo seco foram inicialmente centrifugadas a 3000
Xg por 7 min em temperatura ambiente para obtencdo do soro. Em seguida 2 mL do soro foi
adicionado no tampao de sacarose 10%, numa proporcao de 1:1 e ultracentrifugado a 100.000
xg por 17h a 4° C. Por fim, o pellet obtido através da ultracentrifugacao foi eluido em 200 pl
de dgua DEPC (dietilpirocarbonato) RNase-free. Outros 2mL do soro (nao ultracentrifugado)
foram armazenados e foram realizadas as etapas de extracdo de RNA e ampliacdo do genoma

da mesma maneira da realizada no soro ultracentrifugado e no RNA extraido da PBMC.

B) EXTRACAO DE RNA TOTAL

A extracdo de RNA total foi realizada através do reagente TRIzol (Invitrogen,
California - USA) seguindo o protocolo do fabricante. O soro ultracentrifugado e as PBMC’s
foram utilizados como amostra para extracdo. As amostras foram homogeneizadas em TRIzol
e 0 RNA precipitado com isopropanol e centrifugado a 12.000 g, e entdo, o RNA precipitado
foi lavado com etanol 75% gelado. Apds o procedimento de lavagem o RNA foi diluido em
agua DEPC (dietilpirocarbonato) RNase-free, incubado por 10 min a 55° C e armazenado a -

80° C.

C) AMPLIACAO DO GENOMA DO VIiRUS DA HEPATITE C

A deteccao viral foi realizada por reacdo em cadeia polimerase (PCR), utilizando
como amostra de amplificacdo o RNA total extraido do soro ultracentrifugado e da PBMC.
Inicialmente foi realizada uma etapa de sintese de DNA complementar (cDNA) utilizando
uma a enzima transcriptase reversa (RT). A amplificacdo foi realizada utilizando os primers
UTRLC1 (5~ CAAGCACCCTATCAGGCAGT -3°) e o UTRLC2 (5-
CTTCACGCAGAAAGCGTCTA -3’) descritos previamente por Bartolomé et al. (2007).
Para amplificar a sequéncia do promotor de HCV foi realizada uma reagdao com volume final
de 20 pL, contendo tampdo 1x PCR Rxn (Invitrogen Life Technologies, California - USA), 5
mM de MgCl,, 10 pmol de DNTPs, 5 uM de cada primer (UTRLC1 e UTRLC2), 1 unidade
de taq polimerase ¢ 100 ng de cDNA.

Os controles positivo e negativo consistiram de uma amostra de paciente sabidamente

positivo para hepatite C classica e o0 mix de PCR sem adi¢do de DNA, respectivamente. A
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deteccao do produto da PCR foi feita através de corrida eletroforética, com tensao elétrica fixa
de 100 V, em gel de agarose a 2% corado com SYBR safe. O tampao de corrida utilizado foi
o TAE 1x (Tris-base 0,4 M, EDTA 20 mM, acetato de sodio 0,13 M, pH 8,0) e visualizados

através do transiluminador L-PIX (Loccus, Sao Paulo - Brasil).

- Deteccao do HBV-DNA

Os pacientes incluidos no estudo tiveram aliquotas de seu sangue coletado,
centrifugados e armazenados a -20 °C. As amostras foram posteriormente enviadas para o
laboratorio Sao Camilo onde foram submetidas a detec¢do automatizada quantitativa do
HBV-DNA. Foi utilizado o teste COBAS® AmpliPrep / COBAS® TagMan® HBV, v2.0
para amplificacdo de acido nucleico e deteccdo do DNA do HBV no soro. Neste teste, a
preparagdo das amostras ¢ automatizada seguida por amplificagdo e deteccao do DNA-alvo do

HBYV e apresenta limite de deteccao 300 genomas virais por mL.
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RESUMO

INTRODUCAO: A infecgio oculta pelo virus da Hepatite C (IOHCV) pode estar
relacionada a manifestagdes intra e extra hepaticas. Sabe-se que pacientes com doenca renal
cronica (DRC) em hemodidlise (HD) apresentam maior prevaléncia de infec¢ao pelo HCV,
tanto em sua forma cldssica quanto na forma oculta. No entanto, ndo hé estudos na literatura
que avaliaram a ocorréncia da IOHCV em pacientes com DRC pré-didlise (DRCPD).
OBJETIVOS: avaliar a ocorréncia de IOHCV em pacientes com DRCPD.
METODOLOGIA: Foi realizado estudo transversal entre 2015-17 em pacientes com
DRCPD. Foram incluidos adultos, com tempo de acompanhamento > 3 meses € com
clearance de creatinina < 60 mL/min/1.73m’. Foram excluidos gestantes, puérperas,
portadores de glomerulopatias e pacientes com HBsAg, anti-HCV ou HIV positivos. Foram
considerados pacientes com IOHCV aqueles que apresentaram anti-HCV negativo, com
pesquisa por PCR do HCV-RNA positiva no ultracentrifugado plasmatico ou em células
mononucleares periféricas (PBMC) e com posterior demonstragdo de pesquisa por PCR do
HCV-RNA no soro nao ultracentrifugado negativa. RESULTADOS: Foram avaliados 91
pacientes com prevaléncia de IOHCV de 16,5% (15/91), sendo 14 identificados em PBMC e
1 no ultracentrifugado. A IOHCV apresentou maior frequéncia em pacientes mais velhos
(69,4 vs. 60,9 anos; p=0.002); com DRC de etiologia multifatorial (p= 0,019); com a
positividade para Anti-HBs (p= 0,018) e Anti-HBc (p= 0,001) e menor frequéncia naqueles
com cirurgia prévia (p=0,05). CONCLUSAO: A ocorréncia de IOHCV em pacientes com
DRCPD foi elevada e mais comum nos pacientes mais idosos € com passado de infecc¢ao pelo

HBV.

PALAVRAS CHAVE: Hepatite C; Doenga Renal crdnica; células polimorfonucleares;

reacdo em cadeia da polimerase; hepatites virais.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Occult hepatitis C viral infection (OCI) may be related to intra- and
extra-hepatic manifestations. It is known that patients with chronic kidney disease (CKD) on
hemodialysis (HD) have a higher prevalence of HCV infection, both in its classical form and
in the occult form. However, there are no studies in the literature that have evaluated the
occurrence of OCI in pre-dialysis patients with CKD (PDCKD). The aim of this study was to
evaluate the occurrence of OCI in patients with PDCKD. METHODS: A cross-sectional
study was conducted between 2015-17 in patients with PDCKD. Adults were included, with
follow-up time of > 3 months and creatinine clearance <60 mL / min / 1.73m2. Pregnant
women, postpartum women with glomerulopathies and infected with HBV (HBsAg positive),
HCV or HIV were excluded. Patients with OCI were those with anti-HCV negative, with
negative HCV-RNA PCR, but positive in plasma ultra-centrifugation or in peripheral
mononuclear cells (PBMC). RESULTS: Ninety - one patients were evaluated and the
prevalence OCI was 16.9% (15/91), 14 of whom were identified in PBMC and one in ultra-
centrifugation. OCI presented higher frequency in older patients (69.4 vs. 60.9 years; p =
0.002); with a CKD of mixed etiology (p = 0.019); with anti-HBs (p = 0.018) and Anti-HBs
(p=0.001) and lower frequency in those with previous surgery (p = 0.05).

CONCLUSION: The occurrence of OCI in patients with PDCKD was elevated and more

common in the elderly and patients with HBV infection.

KEYWORDS: Hepatitis C; Chronic Kidney Disease; polymerase chain reaction; viral

hepatitis; peripheral blood mononuclear cells.
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INTRODUCAO

A infecgdo oculta pelo virus da Hepatite C (IOHCV) ¢ caracterizada pela presenga do
seu material genético em células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC), no plasma
ultracentrifugado ou no tecido hepatico, na auséncia de anticorpos (anti-HCV) e RNA do
virus no soro (CASTILLO et al., 2004). Esta forma de hepatite viral pode estar associada a
lesdes teciduais tanto no figado (doenca hepatica cronica criptogénica e doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica)(GAD et al., 2012)(GRANIERI et al., 2011)(SAAD, 2011), quanto
extra-hepaticas (glomerulopatias, doencas linfoproliferativas e doenca renal cronica

dialitica)(CASTILLO et al., 2014)(YOUSSEEF et al., 2012)(BARRIL et al., 2008).

Postula-se que a resposta imune celular especifica nos pacientes com infec¢do oculta
pelo HCV encontra-se presente, no entanto, com menor eficacia em relacdo a grupo controle
sem infec¢do, e mais eficaz do que naqueles com a forma cléassica da doenga (QUIROGA et

al., 2006).

Sabe-se que pacientes com doenga renal cronica (DRC) em hemodidlise (HD)
apresentam maior prevaléncia de infec¢do pelo HCV, tanto em sua forma cléssica (FISSELL
et al.,, 2004) quanto na forma oculta, podendo chegar a 45% dos individuos com IOHCV
(BARRIL et al., 2008).

Adicionalmente, devido as medidas universais de precaucdo nas unidades de HD ¢ a
diminui¢do da necessidade de hemotransfusdo, alguns autores sugerem que as infegdes pelos
virus das hepatites possam ocorrer ainda no periodo pré-dialitico (BERGMAN et al., 2005).
De certo, pacientes com doenca renal cronica pré-didlise (DRCPD) apresentam maior
prevaléncia de infeccao pelo virus das hepatites B e C quando comparados a populacao geral
(LEMOS et al., 2008)(LI CAVOLI et al., 2011)(IWASA et al., 2008). No entanto, ndo se
encontram dados na literatura que avaliem a presenca de IOHCV em pacientes antes do inicio

de terapia renal substitutiva.

O estudo da epidemiologia da IOHCV em pacientes com DRCPD tem fundamental
relevancia pela: (1) maior prevaléncia de infec¢do classica pelo HCV em pacientes em
HD(FISSELL et al., 2004)(SAUNE et al., 2011); (ii) perspectiva do emprego de técnicas
diagnosticas de IOHCV nestes pacientes antes do inicio da HD(CASTILLO et al., 2004); (ii1)

maior dificuldade para identificagdo de agressao hepatica nos pacientes com DRC pelo niveis
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séricos mais reduzidos de aminotransferases em virtude da hemodiluicdo (SETTE; LOPES,
2014) e, finalmente, (iv) possibilidade de tratamento do HCV com novos antivirais de acdo

direta com elevada eficacia e poucos efeitos colaterais(ROTH et al., 2015).

Desta forma, este estudo tem como objetivo avaliar a prevaléncia e aspectos

epidemiologicos das IOHCV em pacientes com DRCPD.

PACIENTES E METODOS

Foi realizado estudo de corte transversal de outubro de 2015 a abril de 2017 onde
foram avaliados pacientes com DRCPD assistidos no ambulatério de DRC do Servigco de
Nefrologia da Universidade Federal de Pernambuco. Foram incluidos pacientes adultos, com
tempo de acompanhamento maior do que 3 meses e com clearance de creatinina estimado
menor do que 60 mL/min/1.73m’. Foram excluidos gestantes, puérperas, portadores de
glomerulopatias e aqueles com infeccdo pelo HBV (HBsAg positivo), HCV (anti-HCV
positivo) e HIV (anti-HIV positivo).

Apos assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido, os pacientes foram
submetidos a questionario que continha dados demograficos (sexo, idade, cor de pele),
clinicos (estagio e etiologia da doenca renal cronica), fatores de risco para aquisicao das
hepatites virais (hemotransfusdo, tatuagem, piercing, uso de droga injetaveis). Em seguida
foram coletados 20 mL de sangue para exames laboratoriais bioquimicos, soroldgicos e

virolégicos.

Os niveis séricos de aminotransferases, aspartato amino-transferase (AST) e alanino
amino-transferase (ALT) e da creatinina foram determinados por método automatizado (UV
Diasys-Architect ¢8000, Abbott Diagnostics, Lake Forest, IL, USA). O clearence de
creatinina foi avaliado pela formula de CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration)(LEVEY et al., 2009)

A avaliagdo da infeccao viral incluiu a pesquisa no soro de pacientes do anti-HCV por
ELISA 3 geracao, teste imunocromatografico rapido para determinagdo qualitativa de
antigeno superficie Hepatite B (HBsAg) e imunoensaio para Anti-HBs por
quimioluminometria direta utilizando o sistema automatizado ADVIA Centaur™; e para o

Anti-HBc qualitativo total utilizando o imunoensaio enzimatico por quimiluminescéncia
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IMMULITE 2000® (Siemens Healthcare Diagnosticos S.A, Brasil). Pacientes com resultados
negativos na pesquisa de anti-HCV e HBsAg foram incluidos no estudo de IOHCV.

Deteccio do HCV

Sangue periférico colhido em tudo seco foi inicialmente centrifugado a 3000 xg por 7
min em temperatura ambiente para obtencao do soro. Em seguida 2 mL do soro foram
adicionados sob um tampao de sacarose 10%, numa propor¢ao de 1:1 e ultracentrifugado a
100.000 x g por 17h a 4° C. O precipitado obtido através da ultracentrifugacado foi eluido em
200 pl de agua DEPC (dietilpirocarbonato) RNase-free (Invitrogen, California - USA).
Adicionalmente, o sangue periférico coletado com anticoagulante foi submetido ao gradiente
de densidade pelo ficoll-paque (GE Healthcare, Little Chalfont - UK) para obtencao de
PBMC. Amostras de soro ultracentrifugado e de PBMC foram submetidas a extracdo de
RNA total com o reagente TRIzol (Invitrogen), e sintese de cDNA utilizando a enzima
Superscript III (Invitrogen) seguindo o protocolo do fabricante.

A detec¢ao do HCV em amostra de soro ultracentrifugado e do PBMC foi realizada
através da reacdo em cadeia polimerase (PCR) preparada com 100 ng de cDNA, 5 uM dos
primers especificos para amplificagdo do genoma de HCV, UTRLCI (5°-
CAAGCACCCTATCAGGCAGT-3’) e UTRLC2 (5’- CTTCACGCAGAAAGCGTCTA-3’),
tampdo 1x PCR Rxn (Invitrogen Life Technologies, California - USA), 5 mM de MgCl, e 10
pmol de dNTPs. As condigdes de reagdo consistiram em um ciclo inicial de 10 min a 95°C
seguidos por 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos, € ao final uma extensio de 5 min a 72°C realizadas em um termociclador
(SimpliAmp Thermal Cycler, Applied Biosystems, Foster City, CA). Os controles positivo e
negativo consistiram de uma amostra de paciente sabidamente positivo para hepatite C
classica e o mix de PCR sem adicdo de DNA, respectivamente. O produto amplificado foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%, e visualizado no gel corado com o SYBR
safe através do transiluminador L-PIX (Loccus, Sdo Paulo - Brasil). A presen¢a de fragmento
de cerca de 230 pares de base na auséncia de bandas inespecificas foi considerada positivo. O
resultado positivo foi confirmado por nova PCR a partir de outra amostra do paciente
processada separadamente.

Foram considerados pacientes com IOHCV aqueles que apresentaram a pesquisa por

PCR do HCV-RNA positiva no soro ultracentrifugado ou nos PBMC. Caso o HCV-RNA
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fosse positivo no ultracentrifugado, o paciente era submetido a pesquisa no soro nao

ultracentrifugado para confirmar o diagnostico de IOHCV.

A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de

Pernambuco inscrita sob o nuimero de CAAE: 50121315.3.0000.5208.

RESULTADOS

Foram avaliados 154 pacientes e incluidos 123 (24 pacientes ndo foram incluidos por
apresentarem tempo de acompanhamento < 3 meses € 7 por recusa em participar). Destes, 32
foram excluidos, sendo 23 pacientes com glomerulopatias, 3 por apresentarem sorologia
positiva para HIV, 3 para HCV e 2 para HBV, além de 1 paciente por apresentar

impossibilidade de coleta dos exames por dificuldade de pungdo venosa.

As caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos 91 pacientes estdo
descritas na Tabela 1. A prevaléncia de IOHCV foi de 16,5% (15/91) sendo 14 identificados
em PBMC e um no ultracentrifugado do soro. Dos 91 pacientes avaliados, 2 apresentaram
amostra insuficiente para as andlises sorologicas do HBV. Dos 89 pacientes analisados, 75
(82,4%) apresentavam Anti-HBc negativo, 9 (9,8%) positivo e 05 (5,5%) indeterminado e o
Anti-HBs foi positivo em 44 (49,4%) dos pacientes.

Tabela 1 - Distribuicdo dos parametros clinicos de acordo com a ocorréncia de infeccio oculta
pelo HCV em 91 pacientes com doenca renal cronica pré dialitica - HC-UFPE - outubro de 2015
a outubro de 2017

Hepatite C oculta

Total (%)
Sim (%) Nio (%) p
(n=91)
(n=15) (n=76)

Idade 62,4+ 13,1 69,4 +7,9 60,9+ 13,5 0,002*
Idade > 60 anos 0,001*
Sim 59 (64.8) 15 (100) 44 (57,9

Nio 32 (35,2) 0 0 32 42,1

Sexo 0,323%**

Masculino 44 (48,4) 9 (60) 35 (46,1)
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Feminino 47 (51,6) 6 40y 41 (53,9)
Raca 0,719**
Pardo 50 (54,9) 7 (46,7) 43 (56,6)

Branco 30 (33,0) 6 (40,0) 24 (31,6)

Negro 11 (12,1 2 (133) 9 (11,8)

IMC 27,1+4,4 27,4447 27,0+4,3 0,750*
TFG (mL/min/1.73mz) 21,6£10,3 24,6£10,6 21,0£10,2 0,231*
Estagio da DRC 0,580%**
e 2 2.2) 0 © 2 @7

b 2 (24.4) 6 40,0) 16 1,3)

v 38 (42,2) 5 (33,3) 33 (44,0)

v 28 GLD 4 (26,7) 24 (32,0)

Etiologia da DRC 0,019%*
Multifatorial 31 G4,1) 1 (733) 20 (26,3)

DM 26 (28,6) 1 6,70) 25 (32,9)

HAS 19 (20,9) 3 (20,00 16 @11

DRPAD 7 (7,70) 0 0) 7 (9,20)

Outros 1 (1,1 0 0) 1 (1,3)

ALT 18,1 (14,2 ;23,2) 17,9 (15,2 ; 20,9) 18,1 (14,2 ; 24,7) 0,859"
AST 19,5 (16,6 ; 24,8) 18,1 (17 ;22,6) 19,5 (16,6 ; 25,3) 0,713

IMC: Indice de massa corporea; TFG: taxa de filtragio Glomerular; DRC: doenga renal cronica; DM:
diabetes Mellitus; HAS: hipertensao arterial sistémica; DRPAD: doenca renal policistica autossémica
dominante; ALT: alanina aminotransferase AST: Aspartato aminotransferase; *Teste T de Student **

Teste exato de Fischer; *** Teste Qui-quadrado de Pearson, * Teste Mann-Whitney

A TOHCV apresentou relagdo com a idade uma vez que pacientes mais i1dosos
apresentaram maior risco de apresentar a infecgdo quando comparado aos mais jovens (69,4
+7,9 vs. 60,9 £ 13,5; p=0.002). A etiologia multifatorial da DRC foi observada em 9 dos 14
casos (73,3%) dos pacientes com IOHCV e foi muito mais frequente do que nos casos sem
IOHCV (p= 0,019). Nao houve diferenca entre os niveis séricos de aminotransferases entres

os grupos com ¢ sem [OHCV.

Os fatores de risco associados a infec¢do por hepatites virais foram avaliados e

descritos na Tabela 2, de acordo com a ocorréncia de IOHVC. Ter realizado cirurgia antes da
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coleta dos exames foi o Unico fator de risco mais prevalente em pacientes sem IOHCV do que

nos infectados.

Tabela 2 - Distribuicdo dos fatores de risco para hepatites virais de acordo com a ocorréncia
de Infeccao oculta pelo HCV em 91 pacientes com doen¢a renal cronica pré-dialitica - HC-

UFPE - outubro de 2015 a outubro de 2017

Hepatite C oculta

Total (%)
Sim (%) Nao (%) p
(n=91)
(n=15) (n=76)

Piercing

Sim 0 0 0 0 0 0

Nao 91 (100) 15 (100) 76 (100)

Tatuagem 1,000*
Sim 3 (3.3) 0 (0) 3 (3,9

Nao 88 (96,7) 15 (100) 73 96,1)
Acupuntura 1,000*
Sim 1 (1,1) 0 0) 1 (1,3)

Nao 90 (98,9) 0 (0) 7 (98,7)

Infeccio Sexualmente Transmissivel 0,509%
Sim 22 (24,2) 5 (33,3) 17 (22,4)

Nao 69 (75,8) 10 (66,7) 59 (77,6)

Uso de preservativo 1,000*
Regular 4 (4.4) 0 0) 4 (5.3)

Irregular 15 (16,5) 2 (13,3) 13 17,1)

Nunca 72 (79,1) 13 (86,7) 59 (77,6)

* Teste exato de Fischer; * p < 0,05

A presenga de anticorpos contra antigenos do core (anti-HBc total) e contra antigenos
de superficie (anti-HBs) foi mais frequente em pacientes com IOHCV quando comparados a
pacientes ndo infectados, assim como a presenga da sorologias positivas para Anti-HBs e
Anti-HBc em associa¢do, conforme se observa na Tabela 3. Quando avaliados isoladamente
os pacientes que haviam apresentado contato com o virus HBV estes apresentaram maior
prevaléncia de IOHCV independentemente de terem sido vacinados (p=0,05). Nao foi

encontrada relagdo entre a ocorréncia de IOHCV e sexo, cor de pele ou estagio da DRC.
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Também ndo foi observada relagdo entre a IOHCV com fatores de risco para hepatites virais

como: transfusdo, tatuagens, piercing e uso de drogas injetaveis.

Tabela 3 - Distribuicdo dos anticorpos contra o virus da hepatite B de acordo com a

ocorréncia de Infeccao oculta pelo HCV em 89 pacientes com doenca renal cronica -

HC-UFPE - outubro de 2015 a outubro de 2017

Hepatite C oculta

Total (%)
Sim (%) Nio (%) p
(n=14) (n=75)
Anti-HBs +Anti-HBc total
Positivo 13 (14,6) 7 (50) 6 ®) 0,001*
Anti-HBs
Positivo 31 (34,8) 4 (28,6) 27 (36) 0,590%*
Anti-HBs +Anti-HBc total
Negativo 45 (50,6) 3 (21,4) 42 (56) 0.018*
* Teste exato de Fischer; * p < 0,05
DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo que descreveu a ocorréncia de IOHCV em pacientes com

DRCPD. Sabe-se que pacientes com DRCPD apresentam maior ocorréncia de infec¢ao pelo

HCYV na forma classica do que a populagdo geral com prevaléncia de 3,9% a 7,3%, sendo até

7 vezes maior do que na populagdo controle estudada. (LI CAVOLI et al., 2011) (LEMOS et

al., 2008) (IWASA et al., 2008),

Uma das possibilidades para a elevada prevaléncia de IOHCV (16,5%) em nosso

estudo poderia ser decorrente da baixa sensibilidade dos testes ELISA, ou seja, de resultados

falso negativos do anti-HCV. Porém, nesse estudo, os pacientes foram submetidos a pelo

menos duas pesquisas do anti-HCV. A primeira no diagndstico da DRC e a segunda como

critério de inclusdo no estudo, ambas com resultados negativos e empregando ensaio imuno

enzimatico de terceira geragdo que apresenta acurdcia proxima a 100% (KUMAR, 2014). A
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outra possibilidade seria decorrente da deficiéncia imunoldgica dos pacientes com DRCPD

que nao seriam capazes de produzir anticorpos anti-HCV em titulos detectaveis.

Ainda poderiamos considerar a possibilidade de resultado falso positivo na reagdo de
PCR para deteccao do genoma viral na amostra clinica; contudo, seria pouco provavel, pois
além das diferentes etapas no procedimento serem realizadas em ambientes diferentes em
fluxo laminar com reagentes de qualidade, os controles da reacdo foram adequados, e
amostras com resultado positivo foram preparadas com a mesma mistura de reagdo de
amostras com resultado negativo. Além do mais, resultado positivo foi confirmado por nova

PCR a partir de outra aliquota de amostra clinica do paciente.

Nao se sabe ao certo a relevancia pratica destes achados. Contudo, a alta frequéncia da
IOHCYV neste grupo pode ter papel significativo na transmissibilidade da doenca dentro das
unidades de HD. Neste estudo, a grande maioria dos pacientes (14/15) com IOHCV
apresentava o genoma viral em PBMC os tornando potenciais transmissores da doenca
(CASTILLO, 2005). Além disso, cerca de 50% dos pacientes infectados ndo apresentam
fatores de risco identificaveis para infeccao pelo HCV (MEMON; MEMON, 2002)

Epidemiologicamente, em estudo filogenético realizado por Castillo e cols., foi
constatado que pacientes com IOHCV apresentam transmissibilidade intrafamiliar elevada,
semelhante aos pacientes com infec¢do cronica pelo HCV (CASTILLO et al., 2009).
Adicionalmente, Roque-Cuellar e cols. avaliaram a resposta imunoldgica e a presenga de
IOHCV em parceiro heterossexuais de pacientes com a forma cléssica da infeccdo e
constataram resposta imunolégica especifica CD4" ¢ CD8" e maior prevaléncia de IOHCV
nos parceiros quando comparados a parceiros heterossexuais nao infectados (ROQUE-

CUELLAR et al., 2011).

Além de terem sido excluidos pacientes com glomerulopatias, uma vez que estes
podem apresentar prevaléncia de até 39% de IOHCV, nossos resultados sdo fortalecidos pelo
fato de terem sido utilizadas duas técnicas para a identificagdo da IOHCV, tanto a
ultracentrifugacdo, quanto a identificacdo do genoma viral em PBMC’s, o que aumenta a
chance de detecgdo da IOHCV . De fato, Castillo e cols demonstraram que a positividade
para o PCR para HCV em PBMC correspondeu a 82% dos casos positivos para IOHCV e,
quando utilizada a ultracentrifugagdo, houve aumento do numero de pacientes positivos e, em

nenhum dos casos, o exame foi positivo nas duas técnicas(CASTILLO et al., 2014).
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A TIOHCV esteve associada a maior idade, a auséncia de cirurgia prévia, a etiologia
multifatorial da DRC e a positividade para anticorpos de contato prévio com o HBV (Anti-

HBc) e/ou de vacinacao (Anti-HBs).

Certamente, pacientes mais idosos estdo mais expostos a contamina¢ao durante a vida
e apresentam mais co-morbidades conforme descrito em metanalise publicada em 2016 por
Alvarez e cols. (ALVAREZ; SMALDONE; LARSON, 2016) . Alguns autores constataram
que a idade ¢ fator de risco independente para aquisicdo da infeccdo pelo HCV
(MINDIKOGLU; MILLER, 2009). Adicionalmente, estudo americano revelou que cerca de
75% dos pacientes infectados pelo HCV nasceram entre 1945-1965, os chamados Baby
Boomers, apos a segunda guerra mundial (SMITH et al.,, 2012). No entanto, ter sido
submetido a procedimento cirurgico foi fator de protecdo para IOHCV, apesar da fraca
significbancia estatistica (p=0.05), o que ¢ discordante da literatura (KARACA et al.,
2006)(MARTINEZ-BAUER et al., 2008)(GAETA et al., 1999), porém nio foi encontrada

justificativa para tal achado paradoxal.

Pacientes com DRC de etiologia multifatorial foram aqueles com mais co-morbidades
e, por conseguinte, aqueles mais expostos a convivéncia em ambientes hospitalares e a
procedimentos propedéuticos e terapéuticos, fatores de risco conhecidos para infeccao pelo
HCV (MARTINEZ-BAUER et al., 2008). De fato, estudo caso controle realizado por Perez e
cols. nos Estados Unidos, com casos agudos e sintomaticos de infeccdo pelo HCV, realizado
com individuos maiores de 55 anos, constataram que a exposi¢ao ao ambiente de saide com
infusdo de medicamentos intravenosos esteve relacionado ao risco de 2.7 vezes maior de
infeccdo por HCV do que nos controles, com risco atribuivel a exposi¢ao de 37% (OR 5 2.7;

95% CI: 1.3 - 5.8) (PERZ et al., 2013).

Adicionalmente, pacientes com IOHCV apresentaram maior positividade para o anti-
HBc e o anti-HBs quando comparados aos ndo infectados. Sabe-se também que pacientes com
infeccdo pelo HCV apresentam maior chance de contaminagdo pelo HBV, um vez que os
fatores de risco para transmissao destas infecgdes sdo semelhantes(COOPER; KILBY, 2004).
Possivelmente, a positividade para anti-HBs se deveu a maiores exposi¢ao destes pacientes a

servicos de satde por suas co-morbidades e maiores taxas de vacinagao.

Este estudo apresentou algumas limitagdes, dentre elas destacam-se: a ndo

quantificagdo da carga viral e a genotipagem que poderiam avaliar fatores epidemioldgicos e
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de transmissibilidade desta infeccao, além de nao ter sido realizado a identificacdo de HCV-

RNA no plasma nao ultracentrifugado de todos os pacientes.

Nao se sabe ao certo os motivos que levam ao surgimento da forma oculta da infecc¢ao
pelo HCV. Especula-se que fatores relacionados ao virus podem estar envolvidos nesta forma
de infeccdo, conforme descrito em estudos genomicos onde variagdes genéticas entre
diferentes cepas virais de HCV configuram mecanismo de sobrevivéncia viral, contribuindo
para sua patogenicidade e resisténcia frente ao sistema imunologico do hospedeiro (PARK et
al., 2014)(HUMPHREYS et al., 2012). Especula-se também que fatores relacionados ao
hospedeiro podem estar envolvidos na forma oculta de infec¢do pelo HCV. De certo, a
resposta imune celular especifica (CD4'e CDS8") nos pacientes com IOHCV encontra-se
presente, no entanto, de maneira menos eficaz em relagdo a grupo controle sem infeccao,
contudo, mais intensa do que naqueles com a forma classica da doenca (QUIROGA et al.,

2006).

Adicionalmente, embora a maioria dos pacientes infectados apresente uma resposta
imune celular especifica ao HCV, somente 20% dos individuos infectados sdo capazes de
realizar o clearance viral na fase aguda da doenca (LECHNER et al., 2000)(COX et al., 2005)
De fato, Burke e cols. observaram que pacientes incapazes de realizar o clearance viral,
apresentam repostas celulares mais fracas e constataram a diminui¢do do numero de linfocitos
T CD4" e CD8" nestes individuos (BURKE; COX, 2010). Além disso, diferengas existentes
entre as moléculas do Antigeno Leucocitdrio Humano (HLA), podem direcionar respostas
imunes pouco eficazes, j4 que alguns supertipos de HLA afetam a afinidade de

reconhecimento e ligagdo dos linfocitos T a epitopos antigénicos (KUNIHOLM et al., 2010)

Porém, o tratamento da IOHCV pode ser realizado com terapia antiviral conforme
relatado por Pardo e cols.. Estes autores realizaram tratamento com interferon peguilado e
ribavirina por 6 meses em 10 pacientes com IOHCV, que apresentavam anormalidades nos
niveis séricos de enzimas hepdticas associado a hepatite cronica na bidpsia e que
apresentaram deteccdo do HCV-RNA por PCR em PBMC. Ao final do tratamento, 60% dos
pacientes apresentaram normalizacdo dos niveis séricos de ALT e em 70% dos casos o HCV-
RNA ndo foi mais identificado nas células mononucleares, sugerindo comportamento

semelhante ao da infec¢ao pelo HCV(PARDO et al., 2006).
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CONCLUSAO

A ocorréncia de IOHCV em pacientes com DRCPD neste estudo foi elevada e esteve
relacionada com fatores de risco conhecidos para infeccao pelo HCV. Novos estudos serdao
necessarios para avaliar a influéncia deste tipo de infec¢do na transmissibilidade desta virose e

o papel do tratamento dos pacientes com IOHCV.

AGRADECIMENTOS
Esse trabalho ndo seria possivel sem a colaboracao e gentileza dos nossos pacientes.

Agradecemos ao Laboratorio Aggeu Magalhdes pela disponibilizagdo do material e dos
funcionarios e aos profissionais do ambulatério de doenca renal cronica do Hospital das

Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
CONFLITO DE INTERESSES
Nenhum dos pesquisadores apresentam conflito de interesses.
FINANCIAMENTO

Este estudo foi financiado pelo conselho nacional de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico

(CNPq) sob o nimero de protocolo 429736-2016/9.



67

REFERENCIAS

ALVAREZ, K. J.; SMALDONE, A.; LARSON, E. L. Burden of Hepatitis C Virus Infection Among
Older Adults in Long-Term Care Settings: a Systematic Review of the Literature and Meta-Analysis.
Current Infectious Disease Reports, v. 18, n. 4, p. 13, 25 abr. 2016.

BARRIL, G. et al. Occult hepatitis C virus infection among hemodialysis patients. Journal of the
American Society of Nephrology : JASN, v. 19, n. 12, p. 2288-92, dez. 2008.

BERGMAN, S. et al. Hepatitis C infection is acquired pre-ESRD. American journal of kidney
diseases : the official journal of the National Kidney Foundation, v. 45, n. 4, p. 684-9, abr. 2005.

BURKE, K. P.; COX, A. L. Hepatitis C virus evasion of adaptive immune responses: a model for viral
persistence. Immunologic Research, v. 47, n. 1-3, p. 216227, 12 jul. 2010.

CASTILLO, L. et al. Occult Hepatitis C Virus Infection in Patients in Whom the Etiology of
Persistently Abnormal Results of Liver-Function Tests Is Unknown. The Journal of Infectious
Diseases, v. 189, n. 1, p. 7-14, 1 jan. 2004.

CASTILLO, I. Hepatitis C virus replicates in peripheral blood mononuclear cells of patients with
occult hepatitis C virus infection. Gut, v. 54, n. 5, p. 682—685, 1 maio 2005.

CASTILLO, L. et al. Hepatitis C virus infection in the family setting of patients with occult hepatitis C.
Journal of medical virology, v. 81, n. 7, p. 1198-203, jul. 2009.

CASTILLO, L. et al. High prevalence of occult hepatitis C virus infection in patients with primary and
secondary glomerular nephropathies. Kidney International, v. 86, n. 3, p. 619—624, 19 set. 2014.

COOPER, C.; KILBY, D. Clinical Significance of Hepatitis B Core Antibody Positivity in HCV-
Infected and HCV/HIV Coinfected Individuals. Clinical Infectious Diseases, v. 38, n. 9, p. 1335-
1337, 1 maio 2004.

COX, A. L. et al. Cellular immune selection with hepatitis C virus persistence in humans. The
Journal of Experimental Medicine, v. 201, n. 11, p. 1741-1752, 6 jun. 2005.

FISSELL, R. B. et al. Patterns of hepatitis C prevalence and seroconversion in hemodialysis units
from three continents: the DOPPS. Kidney international, v. 65, n. 6, p. 2335-42, jun. 2004.

GAD, Y. Z. et al. Distinct immunoregulatory cytokine pattern in Egyptian patients with occult
Hepatitis C infection and unexplained persistently elevated liver transaminases. Asian journal of
transfusion science, v. 6, n. 1, p. 24-8, jan. 2012.

GAETA, G. B. et al. Surgical procedures as a major risk factor for chronic hepatitis C virus infection
in Italy: evidence from a case-control study. International Journal of Infectious Diseases, v. 3, n. 4,
p. 207-210, 1999.

GRANIERI, C. et al. High prevalence of occult hepatitis C virus infection in non alcholic
steatohepatitis and cryptogenetic liver diseases. Digestive and Liver Disease, v. 43, p. S91-S92, fev.
2011.

HUMPHREYS, L. S. et al. HCV genotype-3a T cell immunity: specificity, function and impact of
therapy. Gut, v. 61, n. 11, p. 1589-1599, 2012.



68

IWASA, Y. et al. Patterns in the prevalence of hepatitis C virus infection at the start of hemodialysis
in Japan. Clinical and Experimental Nephrology, v. 12, n. 1, p. 53-57, 5 fev. 2008.

KARACA, C. et al. Risk factors for the transmission of hepatitis C virus infection in the Turkish
population. Digestive Diseases and Sciences, v. 51, n. 2, p. 365-369, 2006.

KUMAR, T. M. Immunoassay systems. 2014.

KUNIHOLM, M. H. et al. Specific human leukocyte antigen class I and II alleles associated with
hepatitis C virus viremia. Hepatology, v. 51, n. 5, p. 1514-1522, maio 2010.

LECHNER, F. et al. Analysis of successful immune responses in persons infected with hepatitis C
virus. The Journal of experimental medicine, v. 191, n. 9, p. 1499-1512, 2000.

LEMOS, L. B. et al. Hepatitis C among predialysis patients: prevalence and characteristics in a large
cohort of patients. Nephron. Clinical practice, v. 108, n. 2, p. ¢135-40, jan. 2008.

LEVEY, A. S. et al. A New Equation to Estimate Glomerular Filtration Rate. Annals of Internal
Medicine, v. 150, n. 9, p. 604, 5 maio 2009.

LI CAVOLI, G. et al. Incidence of hepatitis C virus infection in patients with chronic kidney disease
on conservative therapy. International journal of infectious diseases : IJID : official publication of
the International Society for Infectious Diseases, v. 15, n. §, p. e514-6, ago. 2011.

MARTINEZ-BAUER, E. et al. Hospital admission is a relevant source of hepatitis C virus acquisition
in Spain. Journal of Hepatology, v. 48, n. 1, p. 20-27, 2008.

MEMON, M. I.; MEMON, M. A. Hepatitis C: an epidemiological review. Journal of Viral Hepatitis,
v.9,n. 2, p. 84-100, mar. 2002.

MINDIKOGLU, A. L.; MILLER, R. R. Hepatitis C in the Elderly: Epidemiology, Natural History,
and Treatment. Clinical Gastroenterology and Hepatology, v. 7, n. 2, p. 128-134, fev. 2009.

PARDO, M. et al. Effect of anti-viral therapy for occult hepatitis C virus infection. Alimentary
pharmacology & therapeutics, v. 23, n. 8, p. 1153-9, 15 abr. 2006.

PARK, C.-W. et al. Comparison of Quasispecies Diversity of HCV between Chronic Hepatitis C and
Hepatocellular Carcinoma by Ultradeep Pyrosequencing. BioMed Research International, v. 2014,
p. 1-11, 2014.

PERZ, J. F. et al. Case-control study of hepatitis B and hepatitis C in older adults: Do healthcare
exposures contribute to burden of new infections? Hepatology, v. 57, n. 3, p. 917-924, mar. 2013.

QUIROGA, J. A et al. Cellular immune responses associated with occult hepatitis C virus infection of
the liver. Journal of virology, v. 80, n. 22, p. 10972-9, nov. 2006.

ROQUE-CUELLAR, M. C. et al. Cellular immune responses and occult infection in seronegative
heterosexual partners of chronic hepatitis C patients. Journal of viral hepatitis, v. 18, n. 10, p. e541-
9, out. 2011.

ROTH, D. et al. Grazoprevir plus elbasvir in treatment-naive and treatment-experienced patients with
hepatitis C virus genotype 1 infection and stage 4—5 chronic kidney disease (the C-SURFER study): a
combination phase 3 study. The Lancet, v. 386, n. 10003, p. 1537-1545, out. 2015.



69

SAAD, Y. Prevalence of occult hepatitis C in egyptian patients with non alcoholic fatty liver disease.
Open Journal of Internal Medicine, v. 1, n. 2, p. 33-37, 2011.

SAUNE, K. et al. Decreased prevalence and incidence of HCV markers in haemodialysis units: a
multicentric French survey. Nephrology Dialysis Transplantation, v. 26, n. 7, p. 2309-2316, 1 jul.
2011.

SETTE, L.; LOPES, E. Liver enzymes serum levels in patients with chronic kidney disease on
hemodialysis: a comprehensive review. Clinics, v. 69, n. 4, p. 271-278, 2 abr. 2014.

SMITH, B. D. et al. Recommendations for the identification of chronic hepatitis C virus infection
among persons born during 1945-1965. Morbidity and mortality weekly report, v. 61, n. RR-4, p.
1-32,2012.

YOUSSEF, S. S. et al. Prevalence of occult hepatitis C virus in egyptian patients with chronic
lymphoproliferative disorders. Hepatitis research and treatment, v. 2012, p. 429784, jan. 2012.



70

6 RESULTADOS

6.2 ARTIGO 2

ARTIGO FORMATADO SEGUNDO AS ESPECIFICACOES DO PERIODICO: JOURNAL OF
HEPATOLOGY (ISSN 0168-8278)

Ocorréncia de infec¢ao Oculta pelo Virus da Hepatite C em pacientes com Glomerulopatias

Autores: Luis Henrique Bezerra Cavalcanti Sette', Edmundo Pessoa de Almeida® Lopes, Nathalia

Campello Guedes dos Anjos', Savio Augusto Vieira de Oliveira’, Norma Lucena-Silva’

'Disciplina de Nefrologia- Departamento de Medicina Clinica da Universidade Federal de

Pernambuco

“Disciplina de Gastroenterologia-Departamento de Medicina Clinica da Universidade Federal de

Pernambuco

*Laboratorio de Imunogenética do Instituto Aggeu Magalhies — Fiocruz Pernambuco



71

RESUMO

INTRODUCAO: A infecgdo oculta pelo HCV (IOHCV) é caracterizada pela presenca do
genoma viral em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) ou em amostras de soro
submetidos a ultracentrifugacdo em pacientes com sorologia ¢ PCR negativos na corrente
sanguinea. A prevaléncia de IOHCV em pacientes com glomerulopatias nao hereditarias foi
demonstrado em apenas um estudo com ocorréncia elevada, sugerindo associagdo
etiopatologica entre o virus e a doenga renal. Porém, este estudo foi o Unico ate entdo que teve
como objetivo avaliar a ocorréncia da IOHCV em pacientes com glomerulopatias e tem-se
advogado que novos estudos sejam feitos com outras populacdes para que haja melhor
entendimento entre a relagdo da IOHCV com as Glomerulopatias. OBJETIVOS: avaliar a
ocorréncia de IOHCV em pacientes com Glomerulopatias. METODOLOGIA: Foi realizado
estudo transversal entre 2015-17 em adultos com Glomerulopatia nao hereditaria, tempo de
acompanhamento > 3 meses € com biopsia renal com microscopia Optica e
imunofluorescéncia com diagndstico de Glomerulopatia. Foram excluidos gestantes,
puérperas, pacientes com infec¢dao pelo HBV (HBsAg positivo), HCV (anti-HCV positivo) e
HIV (anti-HIV positivo). Foram considerados pacientes com IOHCV aqueles que
apresentaram anti-HCV negativo, com pesquisa por PCR do HCV-RNA no plasma negativa,
mas positiva no ultracentrifugado plasmatico ou em células mononucleares periféricas
(PBMC). RESULTADOS: Foram avaliados 91 pacientes e a prevaléncia de IOHCV foi de
13,2% (12/91) sendo 6 identificados em PBMC’s e 6 no ultracentrifugado plasmatico. A
IOHCYV apresentou associacdo com a idade, uma vez que pacientes mais jovens apresentaram
maior probabilidade de apresentar a infec¢do quando comparado aos mais velhos (33 £ 8,8 vs.
41,4 £+ 13,6; p=0,043) e com o sexo masculino (p=0,008). Os pacientes com Nefropatia por
IgA apresentaram a maior frequéncia de IOHCV (33,3%; 2/6), seguida pela GNMP (25%;
1/4); GESF/DLM (16,7%; 5/30) e de Nefrite lapica com prevaléncia de 11,8% (4/34).
CONCLUSAO: a IOHCV apresentou elevada frequéncia em pacientes com glomerulopatias,
sendo mais frequente nos casos do sexo masculino, em jovens e com Nefropatia por IgA.
PALAVRAS CHAVE: Hepatite C; Glomerulopatias ; células polimorfonucleares; reagao em

cadeia da polimerase; hepatites virais.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Occult HCV infection (OCI) is characterized by the presence of the viral
genome in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) or in serum samples submitted to
ultracentrifugation in patients with negative serology and PCR in the bloodstream. The
prevalence of OCI in patients with non-hereditary glomerulopathies was demonstrated in only
one study with high occurrence, suggesting an etiopathological association between the virus
and renal disease. However, this study was the only study that aimed to evaluate the
occurrence of OCI in patients with glomerulopathies and it has been suggested that new
studies be done with other populations so that there is a better understanding between the
relationship between OCI and glomerulopathies. OBJECTIVES: To evaluate the occurrence
of OCI in patients with glomerulopathies. METHODS: A cross-sectional study was
conducted between 2015-17 in adults with non-hereditary glomerulopathy, time of follow-
up> 3 months and with renal biopsy with optical microscopy and immunofluorescence with a
diagnosis of glomerulopathy. Pregnant women, postpartum women, patients with hereditary
glomerulopathies and those with HBV infection (HBsAg positive), HCV (anti-HCV positive)
and HIV (anti-HIV positive) were excluded. Patients with OCI were those with anti-HCV
negative, with negative HCV-RNA PCR, but positive in plasma ultracentrifugation or in
peripheral mononuclear cells (PBMC). RESULTS: Ninety-one patients were evaluated and
the prevalence of OCI was 13.2% (12/91), six of which were identified in PBMC and six in
plasma ultra-centrifugation. OCI was associated with age, since younger patients were more
likely to present with infection when compared to older ones (33 £+ 8.8 vs. 41.4 + 13.6, p =
0.043) and with the male gender (p = 0.008). Patients with IgA nephropathy presented the
highest frequency of OCI (33.3%, 2/6), followed by Membranoproliferative
glomerulonephritis (25%, 1/4); FSGS and / MCG (16.7%, 5/30) and lupus nephritis with a
prevalence of 11.8% (4/34). CONCLUSION: OCI showed a high frequency in patients with
glomerulopathies, being also more frequent in males, those with IgA Nephropathy and
younger patients. KEYWORDS: Hepatitis C; Glomerulopaties ; polymorphic nuclear cells;

polymerase chain reaction; viral hepatitis
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INTRODUCAO

O diagnéstico da infecgao pela hepatite C (HCV) ¢ realizado por meio da deteccao de
anticorpos contra proteinas virais e confirmado pela detec¢dao do seu do acido nucléico no
soro (GHANY et al., 2009). No entanto, o uso de novas técnicas utilizando PCR altamente
sensivel em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) e em amostras de soro
submetidos a ultracentrifugagdo, tem revelado que pacientes com sorologia e PCR negativos
podem apresentar o genoma viral na corrente sanguinea (BARTOLOME et al., 2007). Esta
forma de infec¢do ¢ denominada infecgdo oculta pelo HCV (IOHCV).

A IOHCV tem sido descrita tanto em pacientes com enfermidades hepaticas (doenga
hepatica cronica criptogénica e doenca hepatica gordurosa nao alcoolica)(GAD et al.,
2012)(GRANIERI et al, 2011)(SAAD, 2011) quanto com doencas extra hepaticas
(glomerulopatias, doencas linfoproliferativas e doenca renal cronica dialitica) (CASTILLO et

al., 2014)(YOUSSEF et al., 2012)(BARRIL et al., 2008).

Foi demonstrado, recentemente, elevada prevaléncia de IOHCV em pacientes com
glomerulopatias nao hereditarias, sugerindo associagdo etiopatoldgica entre o virus e a doenca
renal (CASTILLO et al., 2014). Estes autores, ao analisarem 87 pacientes com diagnostico de
glomerulopatia, identificaram IOHCV em 39% dos pacientes com glomerulopatias nao
hereditarias quando comparados a 3,8% dos pacientes com glomerulopatias hereditarias.
Neste estudo, o diagnostico da infecgdo foi realizado por meio da identificacdo do genoma em
PBMC ou por ultracentrifugacdo do soro. Adicionalmente, os niveis séricos de creatinina
foram mais elevados e o clearence de creatinina reduzidos nos pacientes com IOHCV em

relagdo aos pacientes ndo infectados.

Porém, este estudo foi o Gnico ate entdo que teve como objetivo avaliar a ocorréncia
da IOHCV em pacientes com glomerulopatias e tem-se advogado que novos estudos sejam
feitos com outras populagdes para que haja melhor entendimento entre a relagdo da IOHCV

com as Glomerulopatias (KDIGO, 2017).

Cabe ressaltar que diversos estudos ja demonstraram a relacdo etiopatoldgica entre a
infeccdo classica pelo HCV e a glomerulonefrite membranoproliferativa (YAMABE et al.,

1995)(JOHNSON et al., 1993)(LOPES et al., 1999)
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A elucidacao desta associacdo se torna importante do ponto de vista pratico devido a
diversos fatores, entre eles: o fato de nao se conhecer os mecanismos fisiopatoldgicos de
varias Glomerulopatias, denominando-as idiopaticas; de muitas das glomerulopatias
carecerem de terapia especifica e que, frequentemente, evoluem para DRC terminal e,
finalmente, que ha tratamentos com poucos efeitos colaterais para pacientes com infecgao

classica pelo HCV, até mesmo em pacientes com DRC avancada (ROTH et al., 2015).

Desta forma, este estudo tem como objetivo avaliar a ocorréncia da IOHCV em

pacientes com Glomerulopatias.
PACIENTES E METODOS

Foi realizado estudo de corte transversal de outubro de 2015 a abril de 2017 onde
foram avaliados pacientes com Glomerulopatias acompanhados no Ambulatério de
Glomerulonefrites do Servigo de Nefrologia da Universidade Federal de Pernambuco. Foram
incluidos pacientes adultos, com tempo de acompanhamento maior do que 3 meses € com
biopsia renal com microscopia Optica e imunofluorescéncia com diagnostico de
Glomerulopatia. Foram excluidos gestante, puérperas, pacientes com glomerulopatias
hereditarias e aqueles com infec¢ao pelo HBV (HBsAg positivo), HCV (anti-HCV positivo) e
HIV (anti-HIV positivo).

Apos assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido, os pacientes foram
submetidos a questionario que continha dados demograficos (sexo, idade, cor de pele),
clinicos (estagio e etiologia da doenca renal cronica), fatores de risco para aquisicao das
hepatites virais (hemotransfusdo, tatuagem, piercing, uso de droga injetaveis). Em seguida
foram coletados 20 mL de sangue para exames laboratoriais bioquimicos, soroldgicos e

virolégicos.

Toda a analise bioquimica foi realizada através dos métodos cinéticos automatizados
conforme descritos: para aminotransferases, aspartato amino-transferase (AST) e alanino
amino-transferase (ALT) (UV Diasys-Architect c¢8000); para creatinina, método de Jaffé
modificado (Architect Abbott). O clearence de creatinina foi avaliado pela formula de CKD-

EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) (LEVEY et al., 2009).

Também foram realizadas as pesquisas do anti-HCV por ELISA 3 geracdo (ADVIA
Centaur”™) ; teste imunocromatografico rapido para determinacdo qualitativa de antigeno

superficie Hepatite B (HBsAg) em amostras de soro (ADVIA Centaur”™); imunoensaio para
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Anti-HBs por quimioluminometria direta (ADVIA Centaur”); Anti-HBc qualitativo total
utilizando o imunoensaio enzimatico por quimiluminescéncia IMMULITE 2000 (Siemens
Healthcare Diagndsticos S.A, Brasil). Os pacientes anti-HCV e HBsAg negativos foram
submetidos a pesquisa da IOHCV.

Deteccio do HCV

Sangue periférico colhido em tudo seco foi inicialmente centrifugado a 3000 xg por 7
min em temperatura ambiente para obtencdo do soro. Em seguida 2 mL do soro foi
adicionado sob um tampao de sacarose 10%, numa proporcao de 1:1 e ultracentrifugado a
100.000 x g por 17h a 4° C. O precipitado obtido através da ultracentrifugacao foi eluido em
200 pl de agua DEPC (dietilpirocarbonato) RNase-free (Invitrogen, California - USA).
Adicionalmente, o sangue periférico colhido com anticoagulante foi submetido ao gradiente
de densidade pelo ficoll-paque (GE Healthcare, Little Chalfont - UK) para obtencao de
PBMC. Amostras de soro ultracentrifugado e de PBMC foram submetidas a extracdo de
RNA total com o reagente TRIzol (Invitrogen), ¢ sintese de cDNA utilizando a enzima
Superscript III (Invitrogen) seguindo o protocolo do fabricante.

A detec¢ao do HCV em amostra de soro ultracentrifugado e do PBMC foi realizada
através da reacdo em cadeia polimerase (PCR) preparada com 100 ng de cDNA, 5 uM dos
primers especificos para amplificagdo do genoma de HCV, UTRLCI (5°-
CAAGCACCCTATCAGGCAGT-3’) e UTRLC2 (5°- CTTCACGCAGAAAGCGTCTA-3’),
tampdo 1x PCR Rxn (Invitrogen Life Technologies, California - USA), 5 mM de MgCl, e 10
pmol de dNTPs. As condigdes de reagao foram consistiram em um ciclo inicial de 10 min a
95°C seguidos por 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos, € ao final uma extensio de 5 min a 72°C realizadas em um termociclador
(SimpliAmp Thermal Cycler, Applied Biosystems, Foster City, CA). Os controles positivo e
negativo consistiram de uma amostra de paciente sabidamente positivo para hepatite C
classica e o mix de PCR sem adicdo de DNA, respectivamente. O produto amplificado foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%, e visualizado no gel corado com o SYBR
safe através do transiluminador L-PIX (Loccus, Sdo Paulo - Brasil). A presen¢a de fragmento
de cerca de 230 pares de base na auséncia de bandas inespecificas foi considerada positivo. O
resultado positivo foi confirmado por nova PCR a partir de outra amostra do paciente
processada separadamente.

Foram considerados pacientes com IOHCV aqueles que apresentaram a pesquisa por

PCR do HCV-RNA positiva no soro ultracentrifugado ou nos PBMC. Caso o HCV-RNA
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fosse positivo no ultracentrifugado, o paciente era submetido a pesquisa no soro nao

ultracentrifugado para confirmar o diagnostico de IOHCV.

A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de

Pernambuco inscrita sob o nuimero de CAAE: 50121315.3.0000.5208.
RESULTADOS

Foram avaliados 171 pacientes, dos quais 73 ndo foram elegiveis, 61 por terem
bidpsias inadequadas, 8 por serem menores de 18 anos e 4 com por recusa . Dos 98 restantes
incluidos no estudo, 7 foram excluidos, sendo 3 gestantes, 1 com sorologia positiva para HCV

e 3 por apresentarem impossibilidade de coleta dos exames por dificuldade de puncao venosa.

As caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais estdo descritas na Tabela 1.
Entre os 91 pacientes incluidos, a prevaléncia de IOHCV foi de 13,2% (12/91) sendo 6
identificados em PBMC’s e 6 no ultracentrifugado plasmatico. Nenhum paciente apresentou
positividade em ambos os testes. Todos os pacientes avaliados apresentavam anti-HCV e
HBsAg negativos, um paciente apresentava o anti-HBc positivo, 2 indeterminados e em 02
pacientes ndo houve amostra suficiente para o teste. O anti-HBs foi positivo em 29 (32,6%)

pacientes e os pacientes indeterminados foram anti-HBs negativos.

Tabela 1 - Distribuicio dos parametros clinicos de acordo com a ocorréncia de Infeccio oculta

pelo HCV em 91 pacientes Glomerulopatias - HC-UFPE — mar¢o 2016 a abril de 2017

Infec¢do Oculta pelo HCV

Total (%) P
(n=91) Sim (%) Nio (%)
(n=12) (n=79)
Idade (anos) (média =DP)
40,3+ 13,3 33 48,8 41,4+ 13,6 0,043*
Sexo
0,008%**
Masculino
34 (37,4) 9 (75) 25 (31,6)
Feminino
57 (62,6) 3 25) 54 (68,4)
Raca 0,501%**
Pardo 54 (59.,3) 8 (66,7) 46 (58,2)

Branco 32 (352 3 (25,00 29 (36,7)
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Negro 5 65 1 (8,3) 4 .0

IMC (média +DP) 25,345,1 23,443,9 25,5452 0,213*
TFG (mL/min/1.73m?(média +DP) 79,0+34,9 87,5+30,7 77,7435,5 0,367*
AST mediana (p25-p75) 20,6 (73,7 ; 10,5) 2128,1;11,7)  26,1(73,7; 10,5) 0,713
ALT mediana (p25-p75) 17,0(164 ; 6,0) 169(53;6)  20,8(164.9 ; 6,8) 0,859*

Etiologia da Glomerulopatia

0,448%*
Nefrite Lipica
34 (37,4) 4 (33,3) 30 (38,0)
Doenca de Lesdes Minimas/GESF
30 (33,0) 5 (41,7) 25 (31,6)
IGA
6 (6,6) 2 (16,7) 4 5,1
Membranosa
11 (12,2) 0 0) 11 (13,9)
Membranoproliferativa
4 4.4) 1 (8.3) 3 (3.8)
Vasculites
4 44 0 ©) 4 (5.1
Outras
2 22 0 ©) 2 (2,5)

IMC: indice de massa corporea; TFG: taxa de filtragio Glomerular; *Teste T de Student ** Teste exato de

Fischer; *** Teste Qui-quadrado de Pearson, * Teste Mann-Whitney

A TOHCYV apresentou associacdo com a idade, uma vez que pacientes mais jovens
apresentaram maior probabilidade de apresentar a infeccdo quando comparado aos mais
velhos (33 = 8,8 vs. 41,4 + 13,6; p=0,043) e com o sexo masculino (p=0,008). Nao houve
diferenca entre a raga, IMC, taxa de filtragdo glomerular ou entre os niveis séricos de

aminotransferases entres os grupos.

Os pacientes com Nefropatia por IgA apresentaram a maior frequéncia de IOHCV
(33,3%; 2/6), seguida pela GNMP (25%; 1/4); GESF/DLM (16,7%; 5/30) e de Nefrite lupica
com prevaléncia de 11,8% (4/34), mas sem diferenca estatistica entre elas (p=0,448). Os
pacientes com glomerulonefrite membranosa, vasculites ou GP de outra etiologias nao

apresentaram [OHCV.

Os fatores de risco associados a infec¢ao por hepatites virais estdo descritos na Tabela

2, de acordo com a ocorréncia de IOHVC. Nao houve diferenga entre os fatores de risco entre
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os grupos com ¢ sem IOHCV. Também nao houve diferenga entre a ocorréncia de IOHCV
entre pacientes com glomerulopatias primarias e secundarias conforme Tabela 3, nem

associacao entre a presenca de crescentes (11,5% vs 10,5%; p=1.0).

Tabela 2 - Distribuicido dos fatores de risco para infeccio por hepatites Virais de acordo com a
ocorréncia de Infeccio oculta pelo HCV em 91 pacientes com Glomerulopatias - HC-UFPE -

marco 2016 a abril de 2017

Infec¢do Oculta pelo HCV

Total (%)

(n=91) Sim (%) Nio (%) P
n=12) (n=79)

Hemodialise Prévia

0,448
Sim 18 (19,8) 1 ®83) 17 (21,5
Nao 73 802) 11 (OL7) 62 (785
Drogas injetaveis 1,000%*
Sim 1 (1,0 0 (0) 1 (1,3
Nao 90 (989 12 (100) 78  (98,7)
Exposi¢io ocupacional 0.349%
Sim 3 (3,3) 1 ®83) 2 2,5)
Nao 88  (96,7) 11 (OL7) 77 (97,5
Familiar contaminado 0.230%
Sim 7 (7,7) 2 (16,7) 5 (6,3)
Ndo 84 (923) 10 (83,3) 74 (93,7)
Cirurgia Prévia 0751
Sim 58 (63,7) 7 (583) 51  (64,6)
Nao 33 (363) 5 (41,7 28 (354)
Hemotransfusao 0.096*
Sim 28 (30,8) 1 (8,3) 27 (34,2)
Nao 63 (692 11  (91,7) 52 (65.8)
Piercing

0,094
Sim 9 99 3 (25 6 (7,6)
Nao 82  (90,1) 9 (75) 73 (92,4)
Tatuagem

0,124%
Sim 10 an 3 25 7 (8,9)
Nao 81 89 9 s 72 oLl
Acupuntura

0,515%
Sim 5 (5,5) 1 83) 4 ER))
Nao 86 (94,5 11 (OL,7) 75  (94,9)
Infec¢des Sexualmente Transmissivel 0,697*
Sim 13 (143) 2 (167 11 (13,9
Nao 78  (85,7) 10  (833) 68  (86,1)
Uso de preservativo

0,266*

Regular 19 (209 4 (333 15 (19,0
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Irregular/nunca 720 (191) 8 (66,7) 64  (81,0)

* Teste exato de Fischer

Tabela 3 - Prevaléncia de Infeccdo Oculta pelo HCV entre Pacientes com Glomerulopatias

Primarias e Secundarias HC-UFPE - marco 2016 a abril de 2017

Hepatite C oculta

Total (%) P
(0=91) Sim (%) Nio (%)
(n=12) (n=79)
Glomerulopatia
0,426*

Primaria

51 (56,0) 8 (66,7) 43 (54,4)
Secundaria

40 (44,0) 4 (33,3) 36 (45,6)

Primarias: GESF, Lesdes minimas, membranosa, nefropatia por IgA e membranoproliferativa; Secundarias:

Nefrite Lupica, Vasculites e sindrome hemolitico urémica; * Teste exato de Fischer

DISCUSSAO

Neste estudo foi observada ocorréncia de IOHCV em 12 dos 91 dos pacientes (13,2%)
portadores de Glomerulopatias, sendo o maior estudo realizado ate entdo em pacientes com
glomerulopatias ndo hereditarias. A metade dos pacientes com IOHCV apresentavam a
pesquisa do HCV-RNA por PCR positiva no soro ultracentrifugado e a outra metade em

PBMC.

Em estudo semelhante, Castillo e cols. evidenciaram a IOHCV em 39% de &9
pacientes com glomerulopatias nao hereditarias e de 3,8% em pacientes com glomerulopatias
hereditarias e sugeriu papel etiopatologico entre a IOHCV e as glomerulopatias, esta
frequéncia foi maior do que a encontrada em nosso estudo, talvez por diferenga de prevaléncia
local da infeccdo pelo HCV ou por superestimacao da ocorréncia por Castillo e cols (

CASTILLO et al, 2014).

Em nosso estudo, houve maior ocorréncia de IOHCV em pacientes mais jovens. Estes
achados podem ser justificados pela alta frequéncia de pacientes com nefrite lupica e

GESF/DLM, sabidamente mais frequentes em jovens, enquanto que nao houve pacientes com
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IOHCYV portador de Glomerulonefrite Membranosa, que por sua vez ocorre habitualmente em
pacientes acima de 50 anos (MCGROGAN; FRANSSEN; DE VRIES, 2011). Também foi
encontrado maior ocorréncia de IOHCV em pacientes do sexo masculino. Sabe-se que
pacientes do sexo masculino apresentam prevaléncia de infec¢do classica pelo HCV cerca de
duas vezes maior do que do sexo feminino, como demonstrado por Armstrong and cols. em
estudo populacional norte americano (ARMSTRONG et al., 2006). Postula-se também que o
sexo feminino apresente capacidade de clareamento do virus mais eficiente apds a primo-
infeccdo e portanto menor chance de cronicidade quando comparados a pacientes do sexo

masculino (WANG et al., 2007).

Quanto a distribuicdo das glomerulopatias de acordo com a etiologia, a IOHCV
apresentou maior frequéncia nos pacientes com nefropatia por IgA (33,3%). Este resultado
corroborou o achado por Castillo e cols. que evidenciou que cerca de 50% dos pacientes com

IgA apresentavam IOHCV.

De certo, estes achados sdo reforcados por McGuire e cols. que descreveram a
ocorréncia de nefropatia por IgA em 7 de 30 pacientes (23%) com cirrose por HCV classica
que foram submetidos a transplante hepatico e realizaram bidpsia renal durante o

procedimento, mesmo sem apresentarem alteragdes renais (MCGUIRE et al., 2006).

Nao houve associacdo entre os fatores de risco tradicionais para contaminacao pelos
virus das hepatites virais e a ocorréncia de [OHCV. Também ndo houve diferengas entre os
grupos quando foram avaliadas as sorologias para o virus B o que minimiza a possivel relagao

etiopatoldgica entre o contato com o HBV e a presenca de glomerulopatia.

Este estudo apresentou algumas limitagdes, dentre elas destacam-se: a ndo
quantificagdo da carga viral e a genotipagem que poderiam avaliar fatores epidemioldgicos e
de transmissibilidade desta infec¢do, além de ndo ter sido realizada a pesquisa de HCV-RNA

no plasma nao ultracentrifugado de todos os pacientes.

Além de ter utilizado duas técnicas para deteccado da IOHCV, este estudo também
apresenta-se relevante por evidenciar em outra regido demografica além da europeia a alta
ocorréncia de IOHVC em pacientes com glomerulopatias, adicionando respaldo cientifico a

possibilidade de associagdo etiopatoldgica entre as duas entidades.
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CONCLUSAO

Neste estudo, a IOHCV apresentou elevada frequéncia em pacientes com
glomerulopatias ndo hereditarias, sendo mais frequente nos casos do sexo masculino. Novos
estudos, entretanto, serdo necessarios para esclarecer a fisiopatologia da agressdo renal

provocada pelo HCV e as repercussdes do tratamento antiviral sobre a glomerulopatia.
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6 RESULTADOS HBV-DNA

6.3 INFECCAO OCULTA PELO VIRUS DA HEPATITE B EM PACIENTES COM
GLOMERULOPATIAS E DOENCA RENAL CRONICA PRE-DIALISE
Dos 91 pacientes avaliados no grupo de pacientes com DRCPD apenas 67 foram avaliados para a
presenca de IOHBV, uma vez que 24 pacientes apresentaram material insuficiente a realizagao

da pesquisa do HBV-DNA por PCR. Dentre os individuos testados nenhum deles apresentou
IOHBV.

Dentre os 91 pacientes com Glomerulopatias 82 foram avaliados para a presenca de IOHBV, ja
que em 9 pacientes houve amostra insuficiente para realizagdo da pesquisa do HBV-DNA por

PCR. Dentre os individuos testados nenhum deles apresentou IOHBV.
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CONCLUSAO

Neste estudo, foram avaliados dois grupos de pacientes com doenga renal, um com doenca
renal cronica com taxa de filtragdo glomerular menor do que 30mL/min/1.73m2 e com
glomerulopatias. Em ambos os grupos foi evidenciada elevada ocorréncia de IOHCV. Nao foi

encontrada IOHBV em ambos os grupos estudados.

No grupo de pacientes com DRCPD foi observada maior ocorréncia de IOHCV em pacientes
mais velhos, com DRC de etiologia multifatorial, submetidos a procedimento cirirgico previamente e
aqueles com contato prévio com o HBV. Ja no grupo de pacientes com GP, foi observado maior

ocorréncia em pacientes mais jovens, do sexo masculino e em pacientes com nefropatia por IgA.

No entanto, novos estudos serdo necessarios para esclarecer a fisiopatologia da agressao renal
provocada pelo HCV, as repercussoes do tratamento antiviral sobre a glomerulopatia e para avaliar a
influéncia deste tipo de infec¢do na transmissibilidade desta virose e o papel do tratamento dos

pacientes com IOHCV e doenga renal cronica.
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APENDICE A- QUESTIONARIO PADRONIZADO
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PRONTUARIO DN_/ /| IDADE
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RACA [NEGRO [ BRANCO [ PARDO [ AMARELA

ESCOLARIDADE [JAnalfabeto [Fundamenta incompleto [J Fundamental completo [)édio inc.
O Médio completo [ Superior

Diabetes IAM SOROLOGIAS
Hipertensio Obesidade O HCV O HIV
Dislipidemia g AAgnftIib}SIBC CAnti HBS
AVC

DADOS CLINICOS

GLOMERULOPATIA NUMERO DA BIOPSIA
MO: crescentes S N  Proliferacao esclerose
AT/FI DATA BIOPSIA

IF:

ETIOLOGIA DOENCA RENAL CRONICA

IMUNOSUPRESSAO ATUAL:

ANTECEDENTES

HEMODIALISE CIRURGIA Tipo/data
PREVIA

DROGAS HEMOTRANSFUSAO Data | ACUMPUNTURA
ENDOVENOSAS

EXPOSICAO PIERCING Data | HISTORIA DST
OCUPACIONAL

FAMILIAR TATUAGEM Data | PRESERVATIVO Regular

CONTAMINADO
Irregular/nunca
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CLEARENCE DE CREATININA

CKD-EPI ESTAGIO: m Qg Qv (]

APENDICE B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E

ESCLARECIDO
222
s . R Hospi ini
UFPE -,pltalucéf;:sEClm-cas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (a)
para participar como voluntario (a) da pesquisa clinica PREVALENCIA DA INFECCAO OCULTA PELOS ViRUS
DAS HEPATITES B E C EM PACIENTES COM GLOMERULOPATIAS que esta sob a responsabilidade do pesquisador
Luis Henrique Bezerra Cavalcanti Sette, Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, S/N- Cidade Universitaria CEP
50670-420. Ambulatério de Nefrologia do Hospital das Clinicas — UFPE - 3° andar do prédio dos ambulatorio.
Telefones para contato: Celular (81) 99747-7777, Ambulatério: (81) 2126.3733. e-mail:
setteluis@hotmail.com e que estd sob a orientagio do Dr. Edmundo Pessoa de Almeida Lopes Neto;
Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, S/N- Cidade Universitaria CEP 50670-420. Ambulatério de Hepatologia do
Hospital das Clinicas — UFPE - 4° andar do prédio dos ambulatérios Ambulatério: (81) 2126.3633. e-mal:
epalopes@uol.com.br

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que ndo lhe sejam compreensiveis, as
davidas podem ser tiradas com a pessoa que estd lhe entrevistando e apenas ao final, quando todos os
esclarecimentos forem dados, caso concorde com a realizagao do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine
ao final deste documento, que estd em duas vias, uma via lhe seréd entregue e a outra ficard com o pesquisador
responsavel. Caso ndo concorde, ndo haverd penalizagdo, bem como serd possivel retirar o consentimento a
qualquer momento,

também sem nenhuma penalidade

Esta pesquisa que tem como objetivo determinar a presenga de infecgdo oculta (escondidas) dos virus
das hepatites B e C, assim como suas caracteristicas genéticas e como o meu sistema de defesa reage a presenga
ou ndo destes virus. Este virus pode estar presente no seu sangue mesmo sem o Sr.(a) ndo sentir nada ou se os
testes feitos anteriormente tenham sido negativos. Todos estes exames serdo realizados na Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE) e no Laboratério Central de Pernambuco (LACEN) sem nenhuma despesa ou
pagamento.

Participar deste estudo ndo atrapalhara o seu atendimento normal no ambulatério, que continuara com a
marcagdo como ja ¢ feita,. Todos os resultados dos exames que o Sr(a) vai fazer ficardo com o Sr(a) e também
serdo copiados no seu prontudrio para que o médico que lhe acompanha no ambulatério saiba destes resultados.
As informagdes desta pesquisa e os resultados dos exames que o Sr(a) fizer ndo serdo publicados com o seu
nome, sendo respeitada a sua privacidade.
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Neste estudo o Sr.(a) sera convidado a ser entrevistado(a), examinado(a) pelo médico pesquisador e
também convidado(a) a doar uma amostra de sangue equivalente a 20 ml (uma colher das de sopa) de sangue do
brago, que sera utilizada nesse estudo e armazenadas para futuros estudos. Os riscos a que o Sr (a) estard exposto
sdo aqueles relacionados com a coleta de sangue, ou seja, dor, infec¢do, sangramento ¢ manchas arroxeadas no
local da coleta, que serdo minimizados com cuidados de higiene na coleta, realizado com material descartavel e
por profissional capacitado, e a pressdo local apds a coleta do sangue. Estes testes poderdo beneficiar o Sr.(a) ja
que ndo sdo realizados de rotina e se for encontrado alguns destes virus no seu sangue o Sr.(a) podera ter
acompanhamento especializado no ambulatdrio de Hepatologia do Hospital das Clinicas da UFPE.

O acompanhamento da sua doenca ndo serd alterado, caso desista de participar deste estudo. Este
projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias de saude da UFPE e qualquer
davida o Sr. (a) podera entrar em contato com o pesquisador responsavel. Os pesquisadores estdo cientes que o
Sr. (a) estara livre em qualquer momento da pesquisa para suspender essa autorizacdo de participacdo suspender
sem que haja nenhum constrangimento ou prejuizo no tratamento dele. Fica também garantida a
indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisdo
judicial ou extra-judicial.

Sendo assim, concordo em participar como voluntario ndo remunerado dessa pesquisa, estando ciente
dos riscos e beneficios desses procedimentos para minha pessoa, conforme exposto acima..Visto que nada tenho
contra a pesquisa, concordo em assinar o presente termo de consentimento em duas vias (uma ficarad
comigo).Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
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ABSTRACT

BACKGROUND: It is known that patients with chronic kidney disease (CKD) on
hemodialysis (HD) have a higher prevalence of HCV infection, both its classical form and the
occult (OCI) form. However, there are no studies that have evaluated the occurrence of OCI

in pre-dialysis patients.

METHODS: a cross-sectional study was conducted between 2015-17 in pre-dialysis patients.
Adults with creatinine clearance <60 mL / min / 1.73m2 were included. Pregnant and
postpartum women, patients with glomerulopathies and with serological markers of HBV,
HCV or HIV infection were excluded. Patients with OCI were those with anti-HCV negative,
with HCV-RNA by PCR positive in plasma or in peripheral blood mononuclear cells

(PBMC), but negative in the serum.

RESULTS: Ninety-one patients were evaluated and the prevalence OCI was 16.5% (15/91),
14 of whom were identified in PBMC and one in ultracentrifuged plasma. OCI presented
higher frequency in older patients (p = 0.002); in patients with CKD of mixed etiology (p =
0.019); and HBV markers of previous infection (anti-HBc and anti-HBs combined) (p =

0.001).

CONCLUSION: The occurrence of OCI in pre-dialysis patients was elevated and more

common in the elderly and in patients with markers of HBV previous infection.

KEYWORDS: Occult Hepatitis Infection; Chronic Hepatitis C; Chronic Kidney Disease;
Hemodialysis; HCV-RNA; peripheral blood mononuclear cells.
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INTRODUCTION

Occult hepatitis C virus infection (OCI) is characterized by the presence of the genetic
material of hepatitis C virus (HCV-RNA) in peripheral blood mononuclear cells (PBMC),
ultra-centrifuged plasma or hepatic tissue and the absence of its antibodies (anti-HCV) and
HCV-RNA in the serum [1] . This form of viral hepatitis may be associated with tissue
damage in both the liver (chronic cryptogenic liver disease and non-alcoholic fatty liver
disease) [2—4], and extrahepatic diseases (glomerulopathies, lymphoproliferative diseases and

chronic dialytic kidney disease) [5—7].

It 1s suggested that the specific cellular immune response in patients with OCI is
present, however, with less effectiveness in relation to the control group without infection,
and more effective than in those with the classic form of the disease (HCV-RNA positive in

the serum) [8].

It 1s known that patients with chronic kidney disease (CKD) on hemodialysis (HD)
present a higher prevalence of HCV infection than the general population, both in its classical

form [9] and in occult form, reaching up to 45% of patients with OCI [7,10].

Nowadays, due to universal precautions in HD units and the reduced need for blood
transfusion, some authors suggest that HCV infection may occur in the pre-dialytic period
[11]. Indeed, patients with pre-dialysis chronic kidney disease (PDCKD) have a higher
prevalence of hepatitis B and C viral infection when compared to the general population [12—
14]. However, there are no data in the literature that assess the presence of OCI in patients

prior to the initiation of renal replacement therapy.
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The study of the epidemiology of OCI in patients with PDCKD is relevant due to: (i) a
higher prevalence of classic HCV infection in HD patients [9,15]; (ii) outlook for the use of
diagnostic OCI techniques in these patients before the onset of HD [1]; (iii) greater difficulty
in identifying hepatic aggression in patients with CKD due to reduced serum aminotransferase
levels due to hemodilution [16] and, finally, (iv) the possibility of HCV treatment with new

direct-acting antivirals agents with few side effects and high efficacy [17].

Therefore, this study aims to evaluate the occurrence and epidemiological aspects of

OClI in patients with PDCKD.

PATIENTS AND METHODS

A cross-sectional study was carried out from October 2015 to April 2017, where
patients with PDCKD were evaluated in the CKD outpatient clinic of the Nephrology Service
of the Federal University of Pernambuco. Adult patients with a follow-up time of more than 3
months and with an estimated creatinine clearance of less than 60 mL/min/1.73m2 were
included. Pregnant and postpartum women, those with glomerulopathies and serological
markers of HBV infection (HBsAg positive), HCV (anti-HCV positive) and HIV (anti-HIV

positive) were excluded.

This study was approved by the ethical of the Federal University of Pernambuco and

registered it under number 50121315.3.0000.5208.

After signing an informed consent form, patients filled out a questionnaire containing
demographic data (sex, age, skin color), clinical data (stage and etiology of CKD), risk factors
for viral hepatitis acquisition (transfusion, tattooing, piercing and intravenous drug use).
Then, 20 mL of blood of peripheral vein was collected on vacutainer tube for biochemical,

serological and virological laboratory tests.
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Serum levels of aminotransferases, aspartate aminotransferase (AST) and alanine
amino transferase (ALT) and creatinine were determined by automated method (UV Diasys-
Architect c8000, Abbott Diagnostics, Lake Forest, IL, USA). The creatinine clearance was
evaluated by the CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) formula

[18].

The evaluation of viral infection included serum screening of anti-HCV by third
generation ELISA, rapid immuno-chromatographic assay for the qualitative determination of
hepatitis B surface antigen (HBsAg), immunoassay for anti-HBs by direct chemiluminescence
using the ADVIA Centaur automated system ® and total qualitative anti-HBc using the
IMMUNITE 2000® Imunoassay (Siemens Healthcare Diagnostics S.A., Brazil). Patients with

negative results on anti-HCV and HBsAg screening were included and evaluated for OCI.

Patients with OCI were those who presented positive HCV-RNA screening by PCR in
ultracentrifuged serum or PBMC. If the HCV-RNA was positive in the ultra-centrifuged, the
patient underwent a non-ultra-centrifuged serum screening using the same procedure to

confirm the diagnosis of OCI.

Detection of HCV-RNA

Peripheral blood was collected and initially centrifuged at 3000 x g for 7 minutes at
room temperature to obtain serum. Then 2 mL of the serum was added under a 10% sucrose
buffer in a ratio of 1: 1 and ultra-centrifuged at 100,000 x g for 17 hours at 4 °C. The
precipitate obtained by ultracentrifugation was eluted in 200 pL of DEPC
(diethylpyrocarbonate) RNase-free (Invitrogen, California, USA). In addition, blood collected
with anticoagulant was subjected to the density gradient by ficoll-paque (GE Healthcare,

Little Chalfont - UK) to obtain PBMC. Ultra-centrifuged serum and PBMC samples were
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extracted with total TRIzol reagent (Invitrogen), and cDNA synthesis using the enzyme

Superscript III (Invitrogen) following the manufacturer's protocol.

Detection of HCV-RNA in ultra-centrifuged serum and PBMC was performed by
polymerase chain reaction (PCR) prepared with 100 ng of cDNA, 5 uM of the primers
specific for amplification of the HCV genome, UTRLC1 (5'-
CAAGCACCCTATCAGGCAGT-3) and UTRLC2 (5'-CTTCACGCAGAAAGCGTCTA-3 "),
1x PCR Rxn buffer (Invitrogen Life Technologies, California-USA), 5 mM MgCI2 and 10
pmol dNTPs. The reaction conditions consisted of an initial cycle of ten minutes at 95 °C
followed by 30 cycles of 95 ° C for 30 seconds, 55 ° C for 30 seconds and 72 ° C for 30
seconds, and at the end a five-minute extension at 72 ° C performed in a thermocycler
(SimpliAmp Thermal Cycler, Applied Biosystems, Foster City, CA). Positive and negative
controls consisted of a sample of patients known to be positive for classic hepatitis C and the
PCR mix without DNA addition, respectively. The amplified product was subjected to 2%
agarose gel electrophoresis and visualized on the SYBR-safe gel through the L-PIX Trans
illuminator (Loccus, Sdo Paulo, Brazil). The presence of a fragment of about 230 base pairs in
the absence of nonspecific bands was considered positive. The positive result was confirmed

by a new PCR from another aliquot of the patient sample using the same procedure.
RESULTS

We evaluated 154 patients with creatinine clearance < 60mL / min / 1.73m” and
included 130 (24 patients had follow-up times of less than 3 months). Of these, 39 were
excluded, 23 patients with glomerulopathies, 7 who refusal to participate, 3 with positive HIV
serology, 3 with positive anti-HCV, 2 with positive HBsAg and 1 due to impossibility of

venipuncture.
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The demographic, clinical and laboratory characteristics of the 91 patients are
described in Table 1. The prevalence of OCI was 16.5% (15/91), 14 of which the HCV-RNA

were identified in PBMC and one of them in the ultra-centrifuged serum.

OCI showed an age relationship, since older patients presented a higher risk of
infection when compared to younger patients (69.4 + 7.9 vs. 60.9 = 13.5, p = 0.002). CKD of
mixed etiology was observed in 9 of the 14 cases (73.3%) of patients with OCI and was much
more frequent than in cases without the occult infection (p = 0.019). No relationship was
found between the occurrence of OCI and sex, skin color or stage of CKD. There was no
difference between serum levels of aminotransferases between the groups with and without

OCL

Risk factors associated with viral hepatitis transmission were evaluated and described
in Table 2, according to the occurrence of OCI. Having surgery prior to the collection of the
exams was the single most prevalent risk factor in patients without OCI than in those infected.
There was also no relationship between OCI and risk factors such as transfusion, tattoos,

piercing and intravenous drug use.

Of the 91 patients evaluated, 2 presented an insufficient sample for the assessment of
HBYV antibodies. Of the 89 patients analyzed, 75 (84.2%) had anti-HBc negative, 9 (9.8%)
positive and 5 (5.5%) undetermined. A total of 4 out of 5 patients with undetermined anti-
HBc had positive anti-HBs and were considered as if he had had previous contact with HBV.
A total of 31 patients were anti-HBs positive isolated and this antibody was not more frequent
in OCI patients (p = 0.59), however, the presence of total anti-HBc and anti-HBs in
combination (previous HBV infection) was more frequent in patients with OCI when

compared to uninfected patients (p = 0.001), as shown in Table 3.

DISCUSSION
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This was the first study to describe the occurrence of OCI in patients with PDCKD.
We know that patients with PDCKD present a higher occurrence of HCV infection in the
classic form than the general population with a prevalence varies from 3.9% to 7.3%, that is,

up to seven times higher than in the control population studies [12—14].

One of the possibilities for the high prevalence of OCI (16.5%) in our study could be
due to the low sensitivity of the ELISA tests, that is, of false negative anti-HCV results.
However, in this study, patients underwent at least two anti-HCV screenings. The first one in
the diagnosis of CKD and the second test as an inclusion criterion in this study, both with
negative results and employing a third generation immunoenzymatic assay that shows close to
100% accuracy [19]. The other possibility would be due to the immunological deficiency of
patients with PDCKD who would not be able to produce anti-HCV antibodies in detectable

titers.

We could still consider the possibility of a false positive result in the PCR reaction to
detect the HCV-RNA in the PBMC or ultracentrifuged serum; however, it would be unlikely,
since the different steps in the procedure were performed in different environments in laminar
flow with quality reagents. In addition, positive results were confirmed by a new PCR from
another aliquot of the patient's blood sample using the same detection of HCV-RNA

technique.

In this study we did not perform HCV-RNA screening by PCR in the serum (non-
ultracentrifuged) of all patients since our objective was not to identify patients with serum
anti-HCV-negative and positive HCV-RNA. However, HCV-RNA screening was performed
in all patients with non-ultracentrifuged serum when HCV-RNA was positive in PBMC or in
ultracentrifuged serum. Moreover, it would be unlikely to find patients with anti-HCV

negative, HCV-RNA negative in both PBMC and in ultracentrifuged serum, but positive in
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non—ultracentrifuged serum. According to these parameters we question the need to perform
the HCV-RNA screening by PCR in the serum before RNA screening in the PBMC and

ultracentrifuged plasma for diagnostic confirmation of OCI.

The practical relevance of these findings is uncertain. However, the high frequency of
OCI in this group may play a significant role in the transmissibility of the disease within the
HD units once the patients do not have detectable antibodies and circulating virions, so they
could potentially be infectious [20]. In this study, the vast majority of patients (14/15) with
OCI had the viral genome in PBMC, making them potential transmitters of the infection [21].
Additionally, about 50% of infected patients do not have identifiable risk factors for HCV

infection [22].

Epidemiologically, a phylogenetic study conducted by Castillo et al., found that
patients with OCI have high intra-familial transmissibility, similar to patients with chronic
HCYV infection [23]. Moreover, Roque Cuellar et al. evaluated the immunological response
and the presence of OCI in heterosexual partners of patients with the classic form of infection
and found a specific CD4 + and CD8 + immune response and a higher prevalence of OCI in
the partners when compared to uninfected heterosexual partners [24]. This findings were
corroborated by Shazly et al. who evaluated 50 partners of patients with positive anti-HCV in
the serum and found a prevalence of OCI in about 4%, higher than expected in general
polulation [25].

In addition to the exclusion of patients with glomerulopathies, since these may present
a prevalence of up to 39% of OCI, our results are strengthened by the fact that two techniques
were used to identify OCI, both the ultracentrifugation and the identification of the viral
genome in PBMC, which increases the chance of detection of OCI. In fact, Castillo et al.

demonstrated that positivity for HCV by PCR in PBMC corresponded to 82% of positive
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cases for OCI and, when using ultra-centrifugation, there was an increase in the number of
positive patients and in none of the cases the examination of OCI was positive in both

techniques [5].

The OCI was associated with age, absence of previous surgery, mixed CKD etiology,

and positivity for antibodies to HBV (anti-HBc and anti-HBs), suggesting previous infection.

Certainly, older patients are more exposed to contamination during life and have more
comorbidities as described in a meta-analysis published in 2016 by Alvarez et al. [26]. Some
authors have found that age is an independent risk factor for acquisition of HCV infection
[27]. In addition, a North American study found that about 75% of HCV-infected patients
were born from 1945 to 1965, the so-called Baby Boomers [28]. However, having undergone
a surgical procedure was a protective factor for OCI, which is inconsistent with the literature

[29-31], but no justification was found for such a paradoxical finding.

Furthermore, patients with CKD of mixed etiology were those with more
comorbidities and, therefore, those more exposed to living together in hospital settings and to
diagnostic and therapeutic procedures, known risk factors for HCV infection [30]. In fact, a
case control study conducted by Perez et al. in the United States with acute and symptomatic
cases of HCV infection, performed on individuals over 55 years of age, found that exposure
in the health environment with intravenous drug infusion was related to a 2.7-fold higher risk
of HCV infection than in the controls, with risk attributable to exposure of 37% (OR 2.7; 95%

CI: 1.3 - 5.8) [32].

Additionally, patients with OCI showed a higher positivity for anti-HBc and anti-HBs
when compared to those not infected. It is also known that patients with HCV infection
present a higher chance of HBV contamination, since the risk factors for transmission of these

infections are similar [33].
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This study had some limitations, such as the non-quantification of the viral load and
the genotyping that could evaluate epidemiological and transmissibility factors of these

patients with OCI.

The reasons that lead to the emergence of the occult form of HCV infection are not
known. We can speculate that virus-related factors may be involved in this form of infection,
as described in genomic studies where genetic variations between different viral strains of
HCV constitute a mechanism of viral survival, contributing to their pathogenicity and
resistance to the host's immune system [34,35]. We can also speculate that host-related factors
may be involved in the occult form of HCV infection. Of course, the specific cellular immune
response (CD4 + and CD8 +) in patients with OCI would be less effective in relation to the
control group without infection, nevertheless, more intense than in those with the classic form

of disease with HCV-RNA positive in the serum [8].

In addition, although most infected patients show a specific cellular immune response
to HCV, only 20% of infected individuals are able to achieve viral clearance in the acute
phase of the disease [36][37]. Indeed, Burke et al. observed that patients unable to achieve
viral clearance had lower cell responses and found a decrease in the number of CD4 + and
CD8 + T lymphocytes in these individuals [38]. In addition, existing differences between
Human Leukocyte Antigen (HLA) molecules can target poorly effective immune responses,
as some HLA super types affect the recognition and binding affinity of T lymphocytes to

antigenic epitopes [39].

However, treatment of OCI can be performed with antiviral therapy as reported by
Pardo et al. These authors treated with pegylated interferon and ribavirin for 6 months 10
patients with OCI who had abnormalities in aminotransferases serum levels associated with

chronic hepatitis in the biopsy. At the end of the treatment, 6 patients presented normalization
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of serum ALT levels and in 7 cases the HCV-RNA was no longer identified in PBMC,

suggesting behavior similar to that of classic HCV infection [40].

CONCLUSION

The occurrence of OCI in patients with PDCKD in this study was high and was more
common in the elderly, in patients with mixed etiology of CKD and when serological markers
of HBV previous infection were present. Further studies will be needed to evaluate the
influence of this form of infection on the transmissibility of the HCV in hemodialysis setting

and the role of the treatment of these patients with OCI.
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Table 1 - Distribution of clinical parameters according to the occurrence of occult

HCYV infection in 91 patients with chronic kidney disease - 2015 to 2017

Total (%)

Occult Hepatitis C Infection

Yes (%) No (%) p
(n=91)
(n=15) (n=76)
Age 62.4+13.1 69.4 £7.9 60.9 £ 13.5 0.002*
Age > 60 years 0.001*
Yes 59 (64.8) 15 (100) 44 (57.9)
No 32 (35,2) 0 0) 32 (42,1)
Sex 0.323%**
Male 44 (48.4) 9 (60) 35 (46.1)
Female 47 (51.6) 6 (40) 41 (53.9)
Breed 0.719%*
Brown 50 (54.9) 7 (46.7) 43 (56.6)
White 30 (33.0) 6 (40.0) 24 (31.6)
Black 11 (12.1) 2 (13.3) 9 (11.8)
BMI 27.1+4.4 27.4+4.7 27.0+4.3 0.750%*
GFR (mL / min / 1.73m2) 21.6+10.3 24.6+10.6 21.0£10.2 0.231*
CKD stage 0.580%*
Ila 2 2.2) 0 0) 2 2.7)
I1Ib 22 (24.4) 6 (40.0) 16 (21.3)
1Y 38 (42.2) 5 (333) 33 (44.0)
\% 28 (31.1) 4 (26.7) 24 (32.0)
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Etiology of CKD 0.019%*
Mixed 31 (34.1) 11 (73.3) 20 (26.3)
DM 26 (28.6) 1 (6.70) 25 (32.9)
HA 19 (20.9) 3 (20.0) 16 (21.1)
ADPKD 7 (7.70) 0 0) 7 (9.20)
Others 1 (1.1) 0 0) 1 (1.3)
ALT? 18.1 (14.2; 23.2) 17.9 (15.2; 20.9) 18.1(14.2; 24.7) p=0.859
AST? 19,5 (16.6; 24.8) 18.1(17; 22.6) 19,5 (16.6; 25.3) p=0.713

BMI: Body mass index; GFR: glomerular filtration rate CKD: Chronic kidney disease; DM: Diabetes
Mellitus; HA: hypertension; ADPKD: autosomal dominant polycystic kidney disease; ALT: alanine
aminotransferase AST: aspartate aminotransferase * T de Student test ** Fischer exact test; ***

Pearson Qui square test.
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Table 2 - Distribution of risk factors for viral hepatitis infection according to the
occurrence of occult HCV infection in 91 patients with chronic kidney disease —
2015 to 2017

Occult Hepatitis C Infection
Total (%)

Yes (%) No (%) p
(n=91)
(n=15) (n=76)

Previous Hemodialysis 0.639*
Yes 9 9.9) 2 (13.3) 7 9.2)

No 82 (90.1) 13 (86.7) 69 (90.8)

Injectable drugs 1.000*
Yes 1 (1.0 0 0) 1 (1.3)

No 90 (98.9) 15 (100) 75 (98.7)
Occupational exposure 1.000*
Yes 1 (1.0 0 0) 1 (1.3)

No 90 (98.9) 15 (100) 75 (98.7)
Contaminated Family 0.310*
Yes 2 2.2) 1 (6.6) 1 (1.3)

No 89 (97.8) 14 (93.4) 75 (98.7)

Previous Surgery 0.050%*
Yes 77 (84.6) 10 (66.7) 67 (84.6)

No 14 (15.4) 5 (33.3) 9 (11.8)
Hemotransfusion 1.000*
Yes 24 (26.4) 4 (26.7) 20 (26.3)

No 67 (73.6) 11 (733) 56 (73.7)



Piercing

Tattoo

Acupuncture

Sexually Transmitted Infection

Condom use

Regular

Irregular

Never

91

88

90

22

69

72

(100)

(3.3)

(96.7)

(1.1)

(98.9)

(24.2)

(75.8)

(4.4)

(16.5)

(79.1)

(100)

(U]

(100)

(U]

(U]

(33.3)

(66.7)

(U]

(13.3)

(86.7)

76

73

59

59

(100)

(3.9)

(96.1)

(1.3)

(98.7)

(22.4)

(77.6)

(5.3)

(17.1)

(77.6)

1.000*

1.000*

0.509*

1.000*
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* Fischer exact test ; * p < 0,05
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Table 3 - Distribution of antibodies against hepatitis B virus infection according to
the occurrence of HCV occult infection in 89 patients with chronic kidney disease -

2015 to 2017

Occult Hepatitis C Infection

Total (%)
Yes (%) No (%) p
(n=89)

(n=14) (n=75)
Anti-HBs +Anti-HBc total
Positive 13 (14.6) 7 (50) 6 (8) 0.001*
Anti-HBs (anti HBc negative)
Positive 31 (34.8) 4 (28.6) 27 (36) 0.590
Anti-HBs +Anti-HBc total
Negative 45 (50.6) 3 (21.4) 42 (56) 0.018
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Occult HCV infection (IOHCV) is characterized by the presence of the
viral genome in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) or in serum samples submitted
to ultracentrifugation in patients with negative serology and PCR in the bloodstream. The
prevalence of IOHCV in patients with non-hereditary glomerulopathies was demonstrated in
only one study with high occurrence, suggesting an etiopathological association between the
virus and renal disease. However, this study was the only study that aimed to evaluate the
occurrence of IOHCV in patients with glomerulopathies and it has been suggested that new
studies be done with other populations so that there is a better understanding between the

relationship between IOHCV and glomerulopathies.
OBJECTIVES: To evaluate the occurrence of IOHCYV in patients with glomerulopathies.

METHODS: A cross-sectional study was conducted between 2016-17 in adults with non-
hereditary glomerulopathy, time of follow-up> 3 months and with renal biopsy with optical
microscopy and immunofluorescence with a diagnosis of glomerulopathy. Pregnant women,
postpartum women, patients with hereditary glomerulopathies and those with HBV infection
(HBsAg positive), HCV (anti-HCV positive) and HIV (anti-HIV positive) were excluded.
Patients with IOHCV were those with anti-HCV negative, with negative HCV-RNA PCR, but

positive in plasma ultracentrifugation or in peripheral mononuclear cells (PBMC).

RESULTS: Ninety-one patients were evaluated and the prevalence of IOHCV was 13.2%
(12/91), six of which were identified in PBMCs and six in plasma ultra-centrifugation.
IOHCV was associated with age, since younger patients were more likely to present with
infection when compared to older ones (33 + 8.8 vs. 41.4 + 13.6, p = 0.043) and with the male
gender (p = 0.008). Patients with IgA nephropathy presented the highest frequency of IOHCV
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(33.3%, 2/6), followed by GNMP (25%, 1/4); GESF / DLM (16.7%, 5/30) and lupus nephritis
with a prevalence of 11.8% (4/34).

CONCLUSION: IOHCV showed a high frequency in patients with non - hereditary

glomerulopathies, being also more frequent in males.
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INTRODUCTION

The diagnosis of hepatitis C infection (HCV) is performed by detecting antibodies
against viral proteins and confirmed by the detection of its nucleic acid in serum (GHANY et
al., 2009). However, the use of novel techniques using highly sensitive PCR in peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) and in serum samples subjected to ultra-centrifugation has
revealed that patients with negative serology and PCR can present the viral genome in the
bloodstream (BARTOLOME et al. al., 2007). This form of infection is termed HCV occult
infection (IOHCV).

IOHCYV has been described both in patients with hepatic diseases (chronic cryptogenic
liver disease and non-alcoholic fatty liver disease) (GAD et al., 2012) (GRADERI et al.,
2011) (SAAD, 2011) and with extrahepatic diseases, glomerulopathies, lymphoproliferative
diseases and chronic dialytic kidney disease) (CASTILLO et al., 2014) (YOUSSEEF et al.,
2012) (BARRIL et al., 2008).

Recently, a high prevalence of IOHCV has been demonstrated in patients with non-
hereditary glomerulopathies, suggesting an etiopathological association between the virus and
kidney disease (CASTILLO et al., 2014). These authors, when analyzing 87 patients
diagnosed with glomerulopathy, identified IOHCV in 39% of patients with non-hereditary
glomerulopathies when compared to 3.8% of patients with hereditary glomerulopathies. In
this study, infection was diagnosed by identifying the genome in PBMC or by ultra-
centrifugation of the serum. In addition, serum creatinine levels were higher and creatinine

clearance decreased in patients with IOHCV compared to uninfected patients.

However, this study was the only one to evaluate the occurrence of IOHCV in patients
with glomerulopathies and it has been suggested that new studies be done with other

populations to better understand the relationship between IOHCV and glomerulopathies
(KDIGO, 2017).

It is worth mentioning that several studies have already demonstrated the
etiopathological relationship between classic HCV infection and membranoproliferative

glomerulonephritis (Yamabe et al., 1995) (Johnson et al., 1993) (Lopes et al., 1999).

The elucidation of this association becomes important from the practical point of view
due to several factors, among them that not knowing the pathophysiological mechanisms of

several glomerulopathies, we call them idiopathic. Many of the glomerulopathies lack specific
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therapy and often progress to terminal CKD and, finally, that there are treatments with few

side effects for patients with classic HCV infection, even in patients with advanced CKD

(ROTH et al., 2015).
Thus, this study aims to evaluate the occurrence of IOHCV in patients with glomerulopathies.
PATIENTS AND METHODS

A cross-sectional study was carried out from March 2016 to April 2017, in which
patients with glomerulopathies accompanied at the Glomerulonephritis Outpatient Clinic of
the Nephrology Service of the Federal University of Pernambuco were evaluated. Adult
patients were included, with follow-up times greater than three months and with renal biopsy
with optical microscopy and immunofluorescence with diagnosis of glomerulopathy. Pregnant
women, postpartum women, patients with hereditary glomerulopathies and those with HBV
infection (HBsAg positive), HCV (anti-HCV positive) and HIV (anti-HIV positive) were

excluded.

After signing an informed consent form, the patients filled out a questionnaire
containing demographic data (sex, age, skin color), clinical (stage and etiology of chronic
kidney disease), risk factors for viral hepatitis acquisition (transfusion, tattooing, piercing,
intravenous drug use). Then, 20 mL of blood was collected for biochemical, serological and

virological laboratory tests.

All biochemical analysis was performed using the following methods: for
aminotransferases, aspartate aminotransferase (AST) and alanine amino transferase (ALT)
UV Diasys-Architect ¢8000; for creatinine, Architect Abbott. The creatinine clearance was
evaluated by the CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) formula
(LEVEY et al., 2009).

Anti-HCV studies were also carried out by the ELISA 3 generation (ADVIA
Centaur®); rapid immunochromatographic test for qualitative determination of Hepatitis B
surface antigen (HBsAg) in serum samples (ADVIA Centaur®); immunoassay for Anti-HBs
by direct chemilumometry (ADVIA Centaur®); Total qualitative anti-HBc (IMUNOISSAI
IMUNOLITE 2000®). Patients negative for HCV and HBsAg underwent IOHCV screening.

Detection of HCV



117

Peripheral blood collected at all dry was initially centrifuged at 3000 xg for seven
minutes at room temperature to obtain serum. Then 2 ml of the serum was added under a 10%
sucrose buffer in a ratio of 1: 1 and ultra-centrifuged at 100,000 xg for 17 h at 4 © C. The
precipitate obtained by ultracentrifugation was eluted in 200 pl of DEPC
(diethylpyrocarbonate) RNase-free (Invitrogen, California, USA). In addition, peripheral
blood collected with anticoagulant was subjected to the density gradient by ficoll-paque (GE
Healthcare, Little Chalfont - UK) to obtain PBMC. Ultra-centrifuged serum and PBMC
samples were extracted with a total 7RIzol reagent (Invitrogen), and cDNA synthesis using

the enzyme Superscript III (Invitrogen) following the manufacturer's protocol.

Detection of HCV in ultra-centrifuged serum and PBMC was performed by
polymerase chain reaction (PCR) prepared with 100 ng of cDNA, 5 uM of the primers
specific for amplification of the HCV genome, UTRLC1 (5'-
CAAGCACCCTATCAGGCAGT-3 ) and UTRLC2 (5-CTTCACGCAGAAAGCGTCTA-3
"), 1x PCR Rxn buffer (Invitrogen Life Technologies, California-USA), 5 mM MgCl2 and 10
pmol dNTPs. The reaction conditions consisted of an initial cycle of ten minutes at 950C
followed by 30 cycles of 950C for 30 seconds, 550C for 30 seconds and 720C for 30 seconds,
and at the end a five-minute extension at 720C performed in a thermocycler (SimpliAmp
Thermal Cycler, Applied Biosystems, Foster City, CA). Positive and negative controls
consisted of a sample of patients known to be positive for classic hepatitis C and the PCR mix
without DNA addition, respectively. The amplified product was subjected to 2% agarose gel
electrophoresis and visualized on the SYBR-safe gel through the L-PIX Trans illuminator
(Loccus, Sao Paulo, Brazil). The presence of a fragment of about 230 base pairs in the
absence of nonspecific bands was considered positive. The positive result was confirmed by

new PCR from another patient sample processed separately.

Patients with IOHCV presented positive in the PCR screening of HCV-RNA in ultra-
centrifuged serum or PBMC. If the HCV-RNA was positive in the ultra-centrifuged, the

patient underwent a non-ultra-centrifuged serum test to confirm the diagnosis of IOHCV.

The research was approved by the research ethics committee of the Federal University

of Pernambuco registered under the number of CAAE: 50121315.3.0000.5208.

RESULTS
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One hundred seventy-three patients were evaluated, of which 69 were not eligible, 61
due to inadequate biopsies and eight being under 18 years old. Of the remaining 102 included
in the study, 11 were excluded, three of whom were pregnant, four refused, and one had a
positive HCV serology and three because difficulty in venipuncture made it impossible to

collect the exams.

Demographic, clinical and laboratory characteristics are described in Table 1. Of the
91 patients included, the prevalence of IOHCV was 13.2% (12/91), six of which were
identified in PBMC's and six in the plasma ultra-centrifugation. No patient was positive in
both tests. All patients evaluated had anti-HCV negative, one patient had anti-HBc positive,
two were undetermined and in two, there was not enough sample for the test. Anti-HBs were

positive in 29 (32.6%) patients and the indeterminate patients were Anti-HB negative.

IOHCV had an association with age, since younger patients were more likely to
present the infection when compared to the older ones (33 + 8.8 vs. 41.4 + 13.6, p = 0.043)
and with male patients (p = 0.008). There were no differences regarding race, BMI,

glomerular filtration rate or between serum aminotransferase levels among the groups.

Patients with IgA nephropathy presented the highest frequency of IOHCV (33.3%,
2/6), followed by GNMP (25%, 1/4); (16.7%, 5/30), and of lupus nephritis with a prevalence
of 11.8% (4/34), there was no positivity in patients with membranous glomerulonephritis,

vasculitis or other etiologies), but with no statistical difference among them.

Risk factors associated with viral hepatitis infection are described in Table 2,
according to the occurrence of IOHVC. There were no differences among the risk factors
between the groups with and without IOHCV. There was also no differences between the
occurrence of IOHCV among patients with primary and secondary glomerulopathies
according to Table 3, nor any association with the presence of crescentic, immunofluorescent

pattern or interstitial fibrosis or tubular atrophy.

DISCUSSION

In this study, the occurrence of IOHCV was observed in 12 of 91 patients (13.2%)

with glomerulopathies, being the largest study to date in patients with non-hereditary
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glomerulopathies. Half of the patients with IOHCV had HCV-RNA screening by positive
PCR in ultra-centrifuged serum and the other half in PBMC.

In a similar study, Castillo et al. observed IOHCV in 39% of 89 patients with non-
hereditary glomerulopathies and 3.8% in patients with hereditary glomerulopathies and
suggested an etiopathological role between IOHCV and glomerulopathies. This frequency
was higher than that found in our study, perhaps because of a different local prevalence of

HCV infection.

In our study, there was a higher occurrence of IOHCV in younger patients. These
findings may be justified by the high frequency of patients with lupus nephritis and GESF /
DLM, which are known to be more frequent in young people, whereas there were no patients
with IOHCV with membranous glomerulonephritis, which usually occurs in patients over 50
years old (MCGROGAN). A higher occurrence of IOHCV has also been found in male
patients. It is known that male patients have a prevalence about twice as high as female
patients, as demonstrated by Armstrong et al. in a North American population study
(ARMSTRONG et al., 2006). We suggest that the female sex presents a more efficient virus
whitening capacity after the first infection and therefore less chance of becoming chronic

when compared to male patients (WANG et al., 2007).

Regarding the distribution of glomerulopathies according to the etiology, IOHCV
presented a higher frequency in patients with IgA nephropathy (33.3%). This result
corroborated the finding by Castillo et al. that showed that about 50% of patients with IgA
had IOHCV.

Of course, these findings are reinforced by McGuire et al. who described the
occurrence of IgA nephropathy in 7 of 30 patients (23%) with classic HCV cirrhosis who
underwent liver transplantation and had a renal biopsy performed during the procedure, even

without renal alterations (McGuire et al., 2006).

There was no association between the traditional risk factors for viral hepatitis virus
contamination and the occurrence of IOHCV. There were also no differences among the
groups when the serologies for B virus were evaluated, which minimizes the possible

etiopathological relation between the contact with HBV and the presence of glomerulopathy.

This study had some limitations, such as the non-quantification of viral load and the

genotyping that could evaluate epidemiological factors and the transmissibility of this
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infection, besides the fact that HCV-RNA was not investigated in the non-ultra-centrifuged

plasma of all the patients.

In addition to using two techniques to detect IOHCV, this study is also relevant
because it shows in another demographic region the high occurrence of IOHVC in patients
with non-hereditary glomerulopathies, adding scientific support to the possibility of an

association between the two entities.
CONCLUSION

In this study, IOHCV showed a high frequency in patients with non-hereditary
glomerulopathies, being more frequent in male cases. Further studies, however, will be
needed to clarify the pathophysiology of HCV-induced kidney injury and the repercussions of

antiviral treatment on glomerulopathy.
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Table 1 - Distribution of clinical parameters according to the occurrence of occult HCV infection

in 91 patients with Glomerulopathies - HC-UFPE - March 2016 to April 2017

HCYV Occult Infection

Total (%)

Yes (%) No (%) p
(n=91)

(n=12) (n=79)
Age 40,3 +13,3 33 48,8 41,4+ 13,6 0,043*
Sex 0,008%**
Male 34 37,4 9 (75) 25 (31,6)
Female 57 (62,6) 3 (25) 54 (68,4)
Breed 0,501%**
Brown 54 (59.,3) 8 (66,7) 46 (58,2)
White 32 (35,2) 3 (25,0) 29 (36,7)
Black 5 (5,5) 1 (8,3) 4 (5,1)
BMI 25,345,1 23,4439 25,5+5,2 0,213*
TFG (mL / min / 1.73m2) 79,0+34,9 87,5+£30,7 77,7+£35,5 0,367*
AST 20,6 (73,7 5 10,5) 21(28,1;11,7) 26,1(73,7 ; 10,5) 0,713
ALT 17,0(164 ; 6,0) 16,9 (53 ; 6) 20,8(164,9 ; 6,8) 0,859
Etiology of Glomerulopathy 0,448%*
Lupus Nephritis 34 37.4) 4 (33,3) 30 (38,0)
Minimal Injury Disease / FSGS 30 (33,0) 5 (41,7) 25 (31,6)
IGA 6 (6,6) 2 (16,7) 4 (EN))
Membranous 11 (12,2) 0 0) 11 (13,9)
Membranoproliferative 4 4,4) 1 8,3) 3 3.8)
Vasculitis 4 (4,4) 0 (0) 4 5,1
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(2,2)

(U]

2

(2,5)
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BMI: Body mass index; GFR: Glomerular filtration rate; * Student's T-test ** Fischer's exact test; ***

Pearson's Chi-square test.

Table 2 - Distribution of risk factors for viral hepatitis infection according to the occurrence of

occult HCV infection in 91 patients with glomerulopathies - HC-UFPE - March 2016 to April

2017

HCYV Occult Infection
Total (%)

Yes (%) No (%) p
(n=91)

(n=12) (n=79)
Previous Hemodialysis 0,448**
Yes 18 (19,8) 1 (8.3) 17 (21,5)
No 73 (80,2) 11 91,7) 62 (78,5)
Intravenous drugs 1,000*
Yes 1 (1,0) 0 0) 1 (1,3)
No 90 (98,9) 12 (100) 78 (98,7)
Occupational exposure 0,349**
Yes 3 3.3) 1 (8.3) 2 (2,5)
No 88 (96,7) 11 91,7) 77 (97,5)
Contaminated Family 0,230%*
Yes 7 (7,7) 2 (16,7) 5 6,3)
No 84 92,3) 10 (83,3) 74 (93,7)



Previous Surgery

Blood transfusion

Piercing

Tattoo

Acupuncture

Sexually Transmitted Infections

Condom use

Regular

Irregular / never

58

33

28

63

82

81

86

78

72

(63,7)

(36,3)

(30,8)

(69,2)

9.9

(90,1

an

(89)

(5.5

(94,5)

(14,3)

(85,7)

(20,9)

(79,1)

(58,3)

(41,7)

(8.3)

(91,7)

(25)

(75)

(25)

(75)

(8.3)

91,7)

(16,7)

(83,3)

(33,3)

(66,7)

51

28

27

52

73

72

75

68

64

(64,6)

(35.4)

(34,2)

(65.8)

(7.6)

(92,4)

(8.9

1,1

(CRY)

(94,9)

(13,9)

(86,1)

(19,0)

(81,0)

0,751*

0,096*

0,094

0,124*

0,515%

0,697*

0,266*
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Table 3 - Prevalence of HCV Occult Infection among Patients with Primary and Secondary

Glomerulopathies HC-UFPE - March 2016 to April 2017

Occult Hepatitis C

Total (%)
Yes (%) No (%) p
(n=91)
(n=12) (n=79)
Glomerulopathy 0,426*
Primary 51 (56,0) 8 (66,7) 43 (54.4)
Secondary 40 (44,0) 4 (33,3) 36 (45,6)

Primary: GESF, Minimal, membranous and membranoproliferative lesions; disorders: Lupus nephritis, vasculitis
and hemolytic uremic syndrome
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ANEXO A- APROVACAO COMITE DE ETICA

Comiré de Etica
em Pesquisa
Envolvendo
Serege Humanps

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE N
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

G- G3-UFE

Continuacao do Parecer: 1.327.013

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Sao referidos os riscos de desconforto com a coleta de sangue e do exame fisico e de constrangimento no
momento de responder ao questionario e a forma de minimiza-los. O pesquisador garantira a
confidencialidade das informag¢des e o anonimato dos participantes. Os beneficios estdao apresentados de
acordo com exigido e a garantia de atendimento especializado no ambulatorio de Hepatologia do Hospital
das Clinicas da UFPE é referida.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

€ um projeto extenso que aborda uma questao de relevancia clinica e epidemiolégica. Desenho de um
estudo exploratorio de corte transversal analitico para conhecer as formas ocultas das hepatites B e C
(prevaléncia de IOHCV e IOHBV) comparando a ocorréncia entre dois grupos de pacientes com
glomerulopatias e com doenca renal cronica. Apresenta Pergunta condutora, hipotese e modelo tedrico na
estrutura da pesquisa. A pesquisa sera desenvolvida nos ambulatorios de Glomerulopatias e de DRC do
Servico de Nefrologia do Hospital das Clinicas (HC) da UFPE onde serao avaliados pacientes prée-dialise.
Sera realizada a analise de prontuarios, entrevistas, exame fisico e coleta de amostra de sangue para
analises virologicas e soroldgicas e analise laboratorial de funcao hepatica e renal. Estao descritos os
critérios de inclusdo e exclusao dos participantes, variaveis dependentes e independentes, o estudo piloto e
as demais etapas do estudo. A Hipotese do estudo € de que as infeccdes ocultas pelos virus das hepatites
B e C sdo mais frequentes nos pacientes com glomerulopatias, quando comparados aos pacientes com
doenca renal cronica de outras etiologias e que tropismo renal pelo HCV & determinado por caracteristicas
genéticas virais e pela qualidade da resposta imunologica do paciente frente a infeccao.

E apresentado um extenso e atualizado referencial tedrico. Cronograma detalhado apresentado.

Em relacao ao orgcamento o pesquisador refere ser da responsabilidade do HC e CPgAM, no valor de R$
60.720 (sessenta mil e setecentos e vinte reais).

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

- Folha de Rosto, Carta de anuéncia do Hospital das Clinicas, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Projetos de Pesquisa, Termo de Confidencialidade, Curriculum Lattes de quatro pesquisadores foram
apresentados de acordo com o exigido.

Recomendacoes:
sem recomendacoes

Endereco: Av.da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Balrro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Munlciplo: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mall: cepccs@ufpe.br
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Comiré de Etica
em Pesquisa
Envolvendo
Seree Humanoe

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W"“‘
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

GEP-C3- Ut

Continuacao do Parecer: 1.327.013

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sem pendéncias

Consideracoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APHOVAQAO DEFINITIVA do projeto s6 sera dada apos o envio do Relatorio
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatoério Final para envia-lo via
“Notificacao”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrucdes do link “Para enviar Relatorio Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apo6s apreciacao desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao voluntario participante (item V.3._,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificacdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucao, é obrigatorio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatorios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacéao (item X.1.3.b., da Resolugao CNS/MS N° 466/12).
O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificacao a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/11/2015 Aceito
do Projeto ROJETO_538511 pdf 11:49:15
TCLE / Termos de |CONFIDENCIALIDADE pdf 11/11/2015 |LUIS HENRIQUE Aceito
Assentimento / 11:48:57 |BEZERRA
Justificativa de CAVALCANTI
Auséncia SETTE

Endereco: Av.da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Balrro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municiplo: RECIFE
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SEree Humanps
Continuagzo do Parecer: 1.327.013
Recurso Anexado RESPOSTAASPENDENCIAS docx 11/11/2015 | LUIS HENRIQUE Aceito
pelo Pesquisador 11:48:32 |BEZERRA
CAVALCANTI
TCLE /Termos de |TCLECEP.docx 11/11/2015 |LUIS HENRIQUE Aceito
Assentimento / 11:48:08 |BEZERRA
Justificativa de CAVALCANTI
Auséncia SETTE
Projeto Detalhado / [PROJETOCEPCOMPLETO.docx 11/11/2015 | LUIS HENRIQUE Aceito
Brochura 11:47:17 |BEZERRA
Investigador CAVALCANTI
Declaracao de CartaanuenciaAggeu.pdf 06/10/2015 |LUIS HENRIQUE Aceito
Instituicéo e 15:15:54 |BEZERRA
Infraestrutura CAVALCANTI
Qutros Savio.pdf 28/09/2015 | LUIS HENRIQUE Aceito
18:02:23 |BEZERRA
CAVALCANTI
Qutros Norma._pdf 28/09/2015 | LUIS HENRIQUE Aceito
18:02.06 |BEZERRA
CAVALCANTI
Outros Edmundo.pdf 28/09/2015 | LUIS HENRIQUE Aceito
18:01:51 |BEZERRA
CAVALCANTI
Outros Luis_pdf 28/09/2015 |LUIS HENRIQUE Aceito
18:01:34 |BEZERRA
CAVALCANTI
Folha de Rosto folhaderosto pdf 23/09/2015 | LUIS HENRIQUE Aceito
11:03:04 |BEZERRA
CAVALCANTI
Declaracao de anuencia.pdf 23/09/2015 | LUIS HENRIQUE Aceito
Instituicéo e 10:42:41 |BEZERRA
Infraestrutura CAVALCANTI

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

RECIFE, 18 de Novembro de 2015

Assinado por:

Gisele Cristina Sena da Silva Pinho

(Coordenador)

Endereco: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS
Balrro: Cidade Universitaria

UF: PE

Telefone: (81)2126-8588

Municiplo: RECIFE

CEP: 50.740-600
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