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RESUMO

Introducao: O virus da Hepatite C (HCV) causa elevada morbimortalidade e se associa
a manifestacbes extra-hepaticas autoimunes. Recentemente, um anticorpo
denominado anti-anéis e bastdes (anti-RR) tem despertado interesse por ocorrer
guase exclusivamente em pacientes com HCV que utilizaram alfa-interferon peguilado
(PEG) e ribavirina (RBV), sendo geralmente detectado em cerca de 25% desses
pacientes. Em estudos in vitro, apenas a RBV foi capaz de induzir esses anticorpos,
provavelmente por sua capacidade de inibir irreversivelmente a IMPDH2, que é o
antigeno dos anti-RR. Em estudos in vivo, seu surgimento so6 foi comprovado no uso
associado da RBV e PEG. Atualmente, novos antivirais de acdo direta (DAAS)
permitem a cura da hepatite C sem uso de PEG, com uso da RBV em casos
selecionados. O objetivo desse estudo foi descrever a ocorréncia do anticorpo anti-
anéis e bastbes em pacientes com hepatite cronica pelo HCV antes e depois do
tratamento com 0s novos antivirais de acao direta. Métodos: Entre 2016 e 2017, 70
pacientes submetidos ao tratamento com os novos DAAs foram entrevistados e
tiveram amostras de soro coletadas antes do seu tratamento. Destes, 52 tiveram
amostras coletadas também apo6s 12 semanas de uso essas medicacdes. Foi
pesquisado o anti-RR através de imunofluorescéncia indireta. Resultados: O anti-RR
foi detectado em 16 pacientes antes uso dos DAAs, sendo que todos 0s positivos
haviam sido previamente expostos a PEG e RBV. Na amostra apés 12 semanas, 14
pacientes foram positivos. O anti-RR surgiu em trés pacientes apés o inicio dos DAAs.
Dois desses pacientes estavam em uso de ribavirina associada ao esquema. Dos 70
pacientes, 34 haviam realizado tratamento prévio para o HCV. Tratamento prévio com
PEG e RBV, tempo de uso de RBV e uso de telaprevir estiveram relacionados de
forma significativa com o surgimento do anticorpo na amostra pré-tratamento.
Concluséo: Observou-se a presenca do anti-RR antes do uso dos novos DAAs em
guase metade dos pacientes que tinham tratamento prévio contra o HCV. Apés as 12
semanas de uso dos novos antivirais, esse anticorpo tornou-se positivo em 5,7% dos
pacientes. A realizac&o de terapia previa contra a hepatite C e o tempo de uso de RBV

nessa terapia prévia estiveram fortemente relacionados a presencga do anticorpo.

Palavras-chave: Hepatite C. Autoanticorpos. Ribavirina. Antivirais.



ABSTRACT

Introduction: Hepatitis C virus (HCV) causes high morbidity and mortality, and is
associated with autoimmune extrahepatic manifestations. Recently, an antibody called
anti-rods and rings (anti-RR) has been reported almost exclusively in hepatitis C
patients treated with interferon-a (IFN) and ribavirin (RBV) combination therapy, being
generally detected in 25% of these patients. In in vitro studies, only RBV was able to
induce these antibodies, probably because of its ability to irreversibly inhibit IMPDH2,
which is the antigen of anti-RR. In in vivo studies, its emergence has only been
detected in the associated use of RBV and PEG. Currently, new direct-acting antivirals
(DAASs) allow hepatitis C cure without the use of PEG, with the use of RBV in selected
cases. The aim of this study is to describe the occurrence of anti-rods and rings
antibody in patients with chronic HCV infection, before and after treatment with the new
DAAs. Methods: From 2016 to 2017, 70 patients undergoing treatment with the new
DAAs were interviewed and had serum samples collected prior to their treatment. Of
these, 52 had samples collected also after 12 weeks of use these medications. The
anti-RR was investigated through indirect immunofluorescence. Results: Anti-RR was
detected in 16 patients (22.8%) prior to the use of DAAs, all of which were previously
exposed to PEG and RBV. In the sample after 12 weeks, 14 patients were positive.
Anti-RR appeared in three patients after the exposure to DAAs. Two of these patients
were using ribavirin associated with DAAs. Of the 70 patients, 34 had undergone
previous treatment for HCV. Prior treatment with PEG and RBV, longer exposure time
to ribavirin and use of telaprevir were significantly related to the appearance of the
antibody in the pretreatment sample. In the sample after 12 weeks, prior use of RBV
was significant, but not the RBV use associated with DAAs Conclusion: The presence
of anti-RR before the use of the new DAAs was observed in almost half of the patients
with previous treatment against HCV. After 12 weeks of use of the new antivirals, this
antibody became positive in 5.7% of the patients. Previous therapy against hepatitis C
and the time of use of RBV in this previous therapy were strongly related with the

emergence of this antibody.

Keywords: Chronic hepatitis C. Autoantibodies.Ribavirin. Antiviral agents.
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1 INTRODUCAO

A motivacédo para a realizacéo da pesquisa e da dissertagéo surgiu a partir das
grandes mudancas no tratamento da hepatite C com a chegada dos novos antivirais
de acéao direta (DAASs). Os DAAs permitem a cura da infeccéo pelo virus C em menos
tempo, com menos efeitos adversos e sem a necessidade do uso do alfa-Interferon
peguilado (PEG), que junto com a ribavirina (RBV) constituiram o esquema padrdo de
tratamento durante muitos anos. O uso da RBV na era dos DAAs esta sendo
reservado para pacientes com menor chance de resposta (European Association for
the Study of the Liver - EASL, 2014).

O virus da hepatite C (HCV) est4 associado a efeitos autoimunes, podendo
levar ao surgimento de diversos autoanticorpos (BAYRAKTAR et al.,, 1997). Nos
ultimos anos, foi descoberto um anticorpo denominado anti-anéis e bastdes (anti-rods
and rings — anti-RR), que surge prioritariamente em pacientes com hepatite C que
utilizaram PEG e RBV em seu tratamento. Sabe-se que a RBV € inibidora da enzima
ionosina monosfosfato desidrogenase tipo 2 (IMPDH2), principal alvo desse anticorpo.
Porém nos diversos estudos realizados, o PEG, que in vitro ndo tem nenhum efeito
sobre essa enzima, parece ser um fator necessario para o surgimento do anti-RR
(COVINI et al., 2012).

Hé& controvérsias se a presenca dos anti-RR apenas na populacao tratada com
a combinacdo de PEG e RBV seria pelo pequeno namero de pacientes utilizando
unicamente a RBV ou aos proprios efeitos imunes induzidos pelo PEG. Além disso,
individuos com outras comorbidades imunomediadas, como IlUpus eritematoso
sistémico (LES), e em uso de drogas que também inibem a IMPDH2, néo
apresentaram o0 anticorpo na mesma propor¢cao que os pacientes com hepatite C,
(KEPPEKE et al., 2012) levantando a hipétese de que as alteracfes imunoldgicas do
proprio virus poderiam contribuir para a formac¢ao dos anticorpos.

Alguns estudos sugeriram uma maior frequéncia do anti-RR em pacientes que
recidivaram ou ndo responderam ao tratamento, levando a suspeita de sua relagéo
com menor chance de cura (COVINI et al., 2012; NOVEMBRINO et al., 2014). Os
novos antivirais de acao direta oferecem taxas de resposta viroldgica que ultrapassam

90% (SPENGLER, 2017), porém as possibilidades terapéuticas para os que falham a
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esses esquemas ainda sdo escassas. Portanto é preciso tentar minimizar ao maximo
a chance dos pacientes terem um desfecho negativo com estas novas drogas.

A relacdo da RBV com um anticorpo que foi associado a pior resposta clinica
em tratamentos prévios foi uma importante motivacdo para essa pesquisa. Como o
uso dessa droga nos esquemas terapéuticos atuais € opcional em alguns casos, maior
conhecimento sobre sua relagdo com os anti-RR poderia sugerir uma vigilancia maior
guanto a recidiva ou ma resposta nos pacientes que necessitassem utiliza-la.

Assim sendo, a pergunta condutora desta pesquisa foi: 0 emprego dos novos
antivirais de acédo direta com a RBV seria capaz de induzir o surgimento dos anti-anéis
e bastdes durante o tratamento de pacientes com hepatite C? A hipétese da autora é
gue aqueles que serdo submetidos ao tratamento da hepatite C com 0s novos
antivirais associados a RBV (mesmo sem uso associado do PEG) apresentardo o anti-
RR. Até o momento ndo ha estudos sobre o surgimento desses anticorpos durante ou
apos o uso dos novos DAAs.

A dissertacao esta dividida em cinco capitulos. O primeiro trata do referencial
tedrico, onde se discute sobre os anti-RR, desde as primeiras descri¢des, a relacéo
com a hepatite C e seu tratamento, até os estudos mais atuais com a relacdo desse
anticorpo e a primeira geracdo de DAAs. No segundo capitulo h& a descricdo dos
métodos adotados para a realizacdo do estudo. No terceiro e quarto capitulos, ha a
descricdo dos resultados da pesquisa e a discussdo desses achados,
respectivamente. No quinto capitulo h& as conclusdes e consideracdes finais. Como
elementos pos-textuais ha o Apéndice A com a ficha de coleta dos dados da pesquisa,
o Apéndice B com o artigo original fruto da dissertacdo e o Anexo A com a copia do
parecer do Comité de Etica em Pesquisa.

1.1 HEPATITEC

A primeira descrigcao do HCV foi realizada em 1989 por Choo et al. (CHOO et
al., 1989), enquanto buscavam o agente etiolégico da doenga conhecida na época
como “hepatite ndo-A-ndo-B”. Esse é um virus da familia Flaviviridae, cujo genoma
consiste em uma fita Unica de RNA. S&o conhecidos seis gendtipos principais e mais
de 120 subtipos ja foram caracterizados até o momento (IRSHAD; MANKOTIA;
IRSHAD, 2013).
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Estima-se que no mundo existam entre 130 e 150 milhdes de pessoas
infectadas cronicamente pelo HCV, que causa aproximadamente 700.000 mortes ao
ano (World Health Organization - WHO, 2015). Segundo dados do Global Hepatitis
Report da Organiza¢do Mundial de Saude, as mortes por hepatites virais aumentaram
22% desde os anos 2000 (WHO, 2017). Dados de 2014 estimam que existam 1,4
milhdes de infectados no Brasil, com 86% dos casos concentrados nas regides Sul e
Sudeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2015a), provavelmente por subnotificacdo na
regido Nordeste. Em 5 a 20% dos pacientes com HCV, ocorre o desenvolvimento de
cirrose hepatica em 20 anos, e em 1 a 5% desses pacientes desenvolve-se carcinoma
hepatocelular (CDC, 2017).

Além da doenca hepatica cronica, a infeccdo pelo HCV tem sido associada a
varias alteracGes imunoldgicas, incluindo a producdo de autoanticorpos. O método
padrdo para pesquisa de anticorpos € a pesquisa de anticorpo antinuclear (FAN)
através de imunofluorescéncia indireta (IFI) em células Hep-2, as quais sdo uma
linhagem de células tumorais derivadas de carcinoma de laringe humana que se
comprovaram como excelente substrato para autoantigenos pela IFI (DELLAVANCE;
ANDRADE, 2006). E descrito resultado positivo de FAN em 7 a 65% dos pacientes
com HCV (BAYRAKTAR et al., 1997; CHEN et al., 2009; PENG et al., 2001; WILLIAMS
et al., 2009; YEE et al., 2004;), sendo o padréo mais comum o pontilhado nuclear fino
(PENG et al., 2001; YEE et al., 2004;).

O HCV exerce seus efeitos autoimunes por diversos mecanismos, incluindo
mimetismo molecular e interacdo entre a regido HVR1-E2 do virus e os receptores
CD81 da superficie dos linfocitos B, promovendo sua proliferacdo e ativacao,
estimulando a geracédo desses anticorpos (COCQUEREL et al., 2003). Nos ultimos
anos, um novo padrao citoplasmatico de FAN, conhecido como anti-anéis e bastdes
(CHAN et al., 2015; DELLAVANCE et al., 2009,), tem se mostrado um caso particular
da geracdo de autoanticorpos relacionado ao HCV.

1.2 OS ANTIGENOS ANEIS E BASTOES

A primeira descricdo dos anéis e bastdes (Rods and rings — RR), antigenos dos
anti-RR, ocorreu em 1987 por Wilingham et al. (WILLINGHAM; RICHERT,

RUTHERFORD, 1987). Usando um anticorpo monoclonal, detectaram estruturas
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citoplasmaticas fibrilares e as denominaram “nematinas” pela sua aparéncia
vermiforme. Apenas em 2005 houve nova descricdo dessas estruturas, por YanShan
Ji et al. Enquanto pesquisavam o potencial antineoplasico de drogas inibidoras da
IMPDH2, descobriram que essas medicacdes induziam a formacdo de
macroagregados dessa enzima em forma de anéis (JI et al., 2006).

Os RR sdo compostos por um agrupamento de enzimas intracelulares,
primariamente IMPDH2 e a citidina trifosfato sintetase tipo 1 (CTPS1), que se agregam
com propositos funcionais. A IMPDH2 e a CTPS1 sdo enzimas importantes na via
biosintética da Guanosina Trifosfato (GTP) e Citidina Trifosfato (CTP),
respectivamente (CARCAMO et al., 2011). A CTPS1 atua catalisando a etapa limitante
da geracdo da CTP a partir da Uridina Trifosfato, estando envolvida na sintese de
fosfolipidios e acidos nucléicos, com grande valor na proliferacdo celular (CARCAMO
etal., 2011; Jl et al., 2006). J4 a IMPDH2 catalisa a primeira etapa da sintese de novo
da guanina através da oxidacao da ionosina monofosfato em xantina monofosfato.
Essa isoforma da IMPDH é encontrada principalmente em células em proliferacéo
normal e com transformacao e diferenciacdo maligna, e por isso tem sido alvo de
antivirais, quimioterapicos e imunossupressores (CARCAMO et al., 2011; JI et al.,
2006; SEELIG et al., 2011).

Pela funcdo desempenhada por essas proteinas, acredita-se que elas se
agreguem formando os RR quando ha alguma inibicdo da via sintética da GTP ou
CTP, como uma resposta ao estresse causado pela falta de nutrientes. Provavelmente
€ uma manobra de controle de sua atividade enzimatica, na tentativa de aumentar a
producdo de GTP/CTP (CALISE et al., 2014; CARCAMO et al., 2014). A funcao dos
RR ainda néo é totalmente conhecida porgue nenhum estudo avaliou especificamente
o estado de atividade enzimatica da IMPDH2 ou CTPS1 enquanto agregados como
RR (KEPPEKE et al., 2016b).

1.2.1 Morfologia dos anéis e bastdes

Morfologicamente, os RR apresentam-se de duas formas principais: discretos
bastbes filamentosos com 3 a 10 um de comprimento, e anéis com 2 a 5 um de
didametro, ambos primariamente citoplasmaticos. Geralmente observa-se um a dois
bastdes e/ou anéis por cada célula. Dependendo da linhagem celular, pode haver

diferenca no tamanho e na razéo entre anéis e bastdoes (CARCAMO et al., 2011,
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2014). Foi demonstrada a presenca de RR no nucleo celular, com similaridade
estrutural aos citoplasmaticos, porém menores em tamanho (CARCAMO et al., 2014;
GOU et al., 2014).

Diversos estudos ja investigaram a relacdo dessa estrutura com outras
organelas citoplasmaticas. N&o foi encontrada nenhuma relagdo dos RR com o
complexo de Golgi ou cilios primarios, e os mesmos surgem independentemente da
fase do ciclo celular, sendo vistos em todas as suas etapas. Também foi excluida
relacdo com tubulina, actina e vimentina nos mesmos (CARCAMO et al., 2011; JI et
al., 2006; WILLINGHAM; RICHERT; RUTHERFORD, 1987).

1.2.2 Relacdo com aribavirina e outras drogas

Diversos estudos foram conduzidos para entender melhor os fatores que
pudessem causar a inducéao in vitro dos anéis e bastées. Os RRs podem ser induzidos
in vitro com uso de drogas inibidoras das enzimas envolvidas, sendo a RBV e o0 &cido
micofendlico inibidores da IMPDH2 (sendo a primeira uma inibidora irreversivel e o
segundo reversivel) e o 6-diazo-5-oxo-L-norleucina (DON) e a acivicina da CTPS1
(CARCAMO et al., 2014).

Hé& ainda estudos que demonstram o surgimento dos RR in vitro com adicao de
metotrexate (MTX), azatioprina (AZA) e aciclovir a culturas celulares. O MTX inibe a
dihidrofolato redutase, diminuindo a sintese de folato e afetando a sintese de GTP. O
aciclovir € analogo da guanosina, cujos metabdlitos também afetam a sintese das
purinas. A AZA é convertida em tioinosina monofosfato que inibe a IMPDH. Ja o uso
de outros antivirais, como tenofovir, adefovir, entecavir e lamivudina, ndo induz a
formacao dos RR, mesmo em altas concentracdes (KEPPEKE et al., 2016a).

Nos estudos realizados in vitro, a RBV mostrou-se o mais potente indutor de
RRs, mesmo em concentragdes tdo baixas quanto 7,81 uM (na qual nem o DON nem
a acivicina conseguem induzi-los). A RBV é capaz de induzir o surgimento dos RR em
95% das células cultivadas (KEPPEKE et al., 2016a) em menos tempo menos (30
minutos versus duas a trés horas), maior nimero (mais de dois por célula) (CARCAMO
etal., 2011) e que permanecem por mais tempo do que os induzidos por outras drogas
(KEPPEKE et al., 2016a).

1.3 OS ANTI-ANEIS E BASTOES
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Em 2011, enquanto realizavam screening de anticorpos usando células Hep-2,
Seelig et al. notaram em cinco pacientes um anticorpo com um realce citoplasmatico
diferente do habitual, cujo alvo identificado foi a IMPDH2. O padrdo de FAN
evidenciado era semelhante ao que havia sido mencionado pela primeira vez no 3°
consenso de FAN (DELLAVANCE et al., 2009). Ao analisar os dados dos cinco
individuos que apresentavam esse anticorpo, percebeu-se que quatro deles tinham
histéria de hepatite C, o que levou o grupo a questionar a frequéncia desse anticorpo
nos pacientes com essa infecgéo (SEELIG et al.,2011). A Figura 1 mostra um exemplo

de anti-RR vistos na IFI.

Figura 1 - Anti-anéis e bastdes vistos na imunofluorescéncia indireta

IMAGE BY : GERSON D. KEPPEKE
BION HEP-2

Fonte: Retirado de www.anapatterns.org

Utilizando um IMPDH2 radiomarcado, Seelig et al. analisaram o soro de 108
pacientes com hepatite C e de outros grupos controle (hepatite B, doadores de sangue
saudaveis, entre outros). Por meio de radioimunoprecipitacdo, detectaram o anti-
IMPDH2 em 38 pacientes (35,2%) com hepatite C. Esse anticorpo foi detectado
também em percentual menor nos outros grupos As maiores concentracdes do
anticorpo foram encontradas naqueles com HCV e em apenas trés pessoas sem essa
doenca. Todos aqueles com hepatite C que apresentavam o anti-RR haviam sido
tratados com PEG e RBV. E importante lembrar que o estudo usou o ELISA, que n&o
avalia necessariamente a presencga dos anti-RR, mas sim o anti-IMPDH2. Os autores
sugeriram que essa alta prevaléncia de anti-IMPDH2 poderia estar relacionada ao uso
da RBV, que € inibidora dessa enzima in vitro (SEELIG et al., 2011).

Seelig et al. ndo conseguiram demonstrar esse anticorpo em todos os kits de

Hep-2 utilizados para IFI. Isso porque os anti-RR nao sédo identificados em todas as
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preparacbes comerciais de células Hep-2, tendo sido identificados apenas nas
preparacdes da INOVA Diagnostics Inc. (San Diego, CA, EUA), Euroimmun (Lubeck,
Alemanha) e Medical & Biological Laboratories Co. (Nagoya, Japao) (CALISE et al.,
2018; CARCAMO et al., 2011; CHOI et al., 2015; SEELIG et al., 2011). Os testes com
outros fabricantes (Orgentec, Menarini, Generic Assays, AESKU, AID, Hemagen, MBL
Bion e Imuno Concepts) ndo sdo capazes de detectar esse anticorpo, apresentando
geralmente padrdo pontilhado citoplasmatico inespecifico (KEPPEKE et al., 2012;
SEELIG et al., 2011).

Em 2012, Covini et al. pesquisaram os anti-RR no soro de 75 pacientes com
hepatite C, antes e apds o uso de Interferon Peguilado alfa-2a e RBV. O tratamento
durava de 24 (gendtipos 2 e 3) a 48 semanas (genotipos 1 e 4). Os participantes do
estudo eram considerados néo respondedores (NR) se o HCV RNA fosse detectavel
na 242 semana de uso das medicagles, recidivantes (REC) se houvesse
ressurgimento do HCV RNA apé6s o fim do tratamento naqueles que haviam
respondido antes, e respondedores se HCV RNA negativo 24 semanas apos o fim do
tratamento. Como controles, usaram o soro de pacientes com outras doencas
hepéticas e doadores de sangue saudaveis (COVINI et al., 2012).

Covini et al. detectaram os anti-RR em 15 pacientes (20%) com HCV que
haviam recebido PEG e RBV. O anticorpo néo foi detectado em nenhum deles antes
de terem recebido essas medicacdes e em nenhum dos que pertenciam aos grupos
controle. A presenca dos anti-RR foi mais frequente nos NR/ REC (10/30, 33%) do
gue nos que responderam ao tratamento (5/45, 11%) (p = 0,037). Em outras palavras,
a prevaléncia de ndo respondedores e recidivantes foi maior nagueles com anticorpo
positivo (10/15, 67%) do que nos negativos (20/60, 37%), p= 0,0037. O grupo testou
0 uso do PEG in vitro em culturas celulares, porém, ndo observou a indugédo dos RR
com o uso isolado desse medicamento, apenas com o uso isolado da RBV (COVINI
et al., 2012).

Carcamo et al. analisaram o soro de duas coortes de pacientes com anti-RR
positivo, sendo 47 americanos e 46 italianos, todos previamente tratados com PEG e
RBV nas doses e esquemas recomendados. Os americanos tinham titulos dos anti-
RR de 1:50 a > 1: 819.200, com média de 1:1.200. Ja os italianos apresentavam titulos
de 1:200 a > 1:819.200, com média de 1:25.600 (p= 0,0003). Utilizando
imunoprecipitacdo para avaliar a presenca do anti-IMPDH2, foi detectado que 96%

dos pacientes da coorte italiana e 53% da americana apresentavam esse anticorpo,
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com uma maior intensidade na banda de precipitacdo na coorte italiana. Além disso,
os individuos de ambas as coortes com o0s maiores titulos também apresentavam
maior intensidade na imunoprecipitacdo, sugerindo novamente uma validacdo do
achado de que a IMPDH2 é o alvo principal dos anti-RR, mas nao o unico (CARCAMO
et al., 2013). Ao testar o soro de pacientes brasileiros usando a mesma metodologia,
Keppeke descreveu que 80% (12 de 15) reconheceram o IMPDH2 (KEPPEKE et al.,
2014).

Nesse estudo de Carcamo et al. de 2013, também foi pesquisada associacdo
entre os titulos dos anti-RR, intensidade de imunoprecipitacdo e resposta ao
tratamento. Na coorte americana os NR/ REC apresentavam os maiores titulos (média
de 1:3.200 vs 1:100; p= 0,0016) e maior intensidade na banda de precipitacao,
enquanto que na coorte italiana os REC apresentavam titulos maiores e maior
intensidade que NR e respondedores (p= 0,0040 e p= 0,015 respectivamente). Nao
se sabe porque a coorte americana apresentou percentual de imunoprecipitagéo do
anti-IMPDH2 tdo menor que a italiana, acredita-se que por algum componente nao
identificado nos anti-RR, ou diferencas ambientais e genéticas (CARCAMO et al.,
2013).

Um estudo da Universidade de Teerd também sugeriu a importancia de
possiveis fatores genéticos e ambientais no surgimento dos anti-RR. Foram
analisados soros de 120 pacientes com histéria de hepatite C divididos em trés grupos:
clearence viral espontaneo (n=40), resposta viroldgica sustentada apos PEG e RBV
(n=40) e recidiva ap6s PEG e RBV (n=40). Apenas um paciente (0,8%), do grupo dos
recidivantes, apresentou o anticorpo, um percentual inferior aos demais estudos,
fortalecendo a hipétese de que o surgimento dos anti-RR varia em diferentes
populacdes (AFSHARZADEH et al., 2016).

Em 2012, Keppeke et al. pesquisaram os anti-RR no soro de 597 pacientes,
sendo 342 brasileiros com hepatite C (176 tratados), 55 coinfectados HCV-HIV, 51
portadores de LES usando &cido micofendlico e outros grupos controle com doencgas
hepaticas e autoimunes. O anti-RR foi detectado no soro de 9,5% dos avaliados no
total (57/597), 14,1% dos pacientes com HCV (56/397) e 3,4% daqueles com hepatite
B (1/29), estando novamente esse anticorpo fortemente associado ao HCV (p<
0,0001). Nao houve diferenca significante na reatividade do anticorpo entre os

monoinfectados e coinfectados com HIV (p=0,301). Esse anticorpo mostrou-se
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associado ao tratamento prévio da hepatite C, com surgimento em 29% dos tratados
(51/176) e nenhum dos néo tratados (p<0,0001) (KEPPEKE et al., 2012).

SO haviam informacdes precisas sobre o tratamento usado em 134 dos 397
pacientes com hepatite C: 108 receberam PEG e RBV, 23 receberam apenas PEG e
trés receberam apenas RBV. O anti-RR foi encontrado em 38% dos que receberam a
terapia dupla (41/108) e em nenhum dos que recebeu alguma das medicacdes
isoladas (p=0,0001). Outros padrbes de FAN foram mais frequentes naqueles
recebendo apenas PEG (52,2%) do que nos que receberam a terapia dupla (25%) ou
apenas RBV (33%) (p=0,01). Entre os coinfectados, o anti-RR so6 foi detectado nos
gue fizeram a terapia dupla (KEPPEKE et al., 2012).

Nas analises seriadas dos que receberam PEG e RBV nesse estudo de
Keppeke, nenhum era positivo para o anti-RR antes do uso das medicacdes e todos
foram positivando ao longo dos meses de tratamento (em 47% o anticorpo surgiu no
sexto més). O anticorpo permaneceu positivo por até um ano apés o fim da terapia
antiviral em metade dos pacientes. Os outros padrées de FAN ndo demonstraram
relacdo com o tempo de uso de PEG e RBV. Esse estudo ndo encontrou relacdo entre
a presenca do anti-RR ou seus titulos com a resposta terapéutica (KEPPEKE et al.,
2012). Outros estudos que avaliaram a cinética do anti-RR também encontraram que
a maioria dos pacientes comeca a apresentar o anticorpo no sexto més de tratamento,
com maiores titulos no décimo segundo més (CLIMENT et al, 2016; KEPPEKE et al.,
2014)

Stinton et al. avaliaram o soro de 315 pacientes, sendo 301 com HCV virgens
de terapia antiviral e 14 com hepatite C curados apds tratamento (trés apenas com
PEG e 11 com PEG e RBV). O anti-RR foi detectado em 4,8% da populac¢éo do estudo.
Os que apresentaram o anticorpo tinham uma chance maior de ter recebido esquema
terapéutico prévio contra o HCV (33% vs. 3% OR 16,2 [IC 95% 4,6-57,1]; p<0,0005).
Enquanto cinco dos 11 pacientes que receberam PEG e RBV eram positivos, nenhum
dos que recebeu apenas PEG apresentou o anticorpo (p=0,26). Na andlise de
regressao multivariada, o tratamento prévio com PEG e RBV foi o Unico preditor de
positividade do anti-RR (OR 20,5 [IC95% 5,1-83,2] p< 0,0005) (STINTON et al., 2013).

Em 2014, Novembrino et al. avaliaram o soro de 88 pacientes com hepatite C
para pesquisar a incidéncia do anti-RR durante o uso de PEG e RBV. Antes de receber
as medicac0es, todos eram negativos, tendo 32 pacientes (36%) positivado ao longo

do tratamento. Foi encontrada maior ocorréncia e maiores titulos naqueles com
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genotipos 1 e 4, porém esses genotipos eram 0s que recebiam o esquema terapéutico
mais prolongado, podendo esse ter sido um fator de confuséo. O anti-RR também foi
encontrado mais frequentemente em REC do que nos respondedores e NR (p=
0,0282), porém analise de regressdo multivariada ndo encontrou que a presenca do
anticorpo foi um preditor significativamente associado a resposta clinica
(NOVEMBRINO et al., 2014). O estudo encontrou as maiores taxas de positividade do
anti-RR nos pacientes que fizeram uso mais prolongado de PEG e RBV (48 semanas),
observando-se taxas de 9%, 38% e 53% nas semanas 12, 24 e 48, respectivamente.

Alguns estudos demonstraram a presenca do anti-RR em pacientes sem HCV
nem histéria de uso de PEG ou RBV. Em 2013, Shaikh et al. publicaram estudo que
usou dados da National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES). Foram
avaliadas amostras de soro de 4738 individuos e 39 deles (0,74%) apresentaram
positividade do anti-RR. Desses, apenas um tinha hepatite C e havia feito uso de alfa-
interferon. Infelizmente ndo havia informac6es mais detalhadas sobre o histérico
meédico dos participantes do estudo (SHAIKH et al, 2013).

Além de serem encontrados na populacdo geral, os anti-RR também podem
estar presentes em pacientes usando drogas indutoras dos RR in vitro. Porém como
essas drogas possuem capacidade de indu¢do dos RR menor que a da RBV, tanto in
vitro quanto in vivo, o percentual de pacientes com o anticorpo é menor. Estudo com
163 pacientes com LES (78 usando &cido micofendlico, 55 usando AZA e 30 usando
MTX) e 10 com outras comorbidades usando MTX, evidenciou o0s anti-RR em apenas
um deles (KEPPEKE et al., 2016a).

Novembrino et al. encontraram a presenca dos anti-RR em transplantados
hepaticos que usavam acido micofendlico, sendo que 80% dos participantes desse
estudo possuiam hepatite C e haviam feito PEG e RBV previamente. Ao avaliar uma
populacao de transplantados renais que também usavam o acido micofendlico, o anti-
RR néo foi detectado (NOVEMBRINO, 2013).

Keppeke et al. pesquisaram dados clinicos de um grupo de pacientes com anti-
RR identificados numa rede de laboratorios entre 2013 e 2015. Dos 48 positivos, 45
tinham hepatite C com uso prévio de PEG e RBV. Dos outros trés, um tinha recebido
aciclovir recentemente, e 0s outros dois ndo tinham uso atual ou prévio de drogas que
pudessem induzir o anticorpo (KEPPEKE et al., 2016a).

Um estudo espanhol avaliou amostras de soro de 22915 individuos,

encontrando os anti-RR em 87 deles. Destes, 73 (84%) eram pacientes com hepatite
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C. Os 14 restantes possuiam as mais diversas comorbidades néo relacionadas ao
HCV (asma, psoriase, LES), sendo oito deles portadores de doencas autoimunes, um
deles utilizando acido micofendlico e trés usando MTX. Dentre os 73 pacientes com
anti-RR e HCV positivos, havia informacdes sobre uso de terapia antiviral prévia em
68: 19 estavam recebendo tratamento, 32 ja haviam recebido e em 17 ndo havia
histérico de uso de PEG e RBV (CLIMENT et al, 2016).

Probst et al. identificaram anti-IMPDH2 por meio de RC-IFA em 21 de 50
pacientes com HCV (42%). Destes, 17 tinham tratamento prévio com PEG e RBV.
Sete deles com o anti-RR confirmado também por IFI. Além disso, 5 de 100 pacientes
com hepatite autoimune e 3 de 50 individuos saudaveis apresentaram o anti-IMPDH2
por essa técnica, porém nenhum apresentou o anti-RR. Acredita-se que talvez outras
doencas ou drogas possam causar inibicdo da sintese do GTP/CTP causando o
surgimento do anti-IMPDH2 (PROBST et al., 2013).

Estudos com soro de pacientes com o anti-RR na IFI demonstraram que alguns
deles ndo apresentam imunoprecipitacdo do IMPDH2 nem do CTPS1. Esse achado,
somado a desproporgédo entre o tamanho dos RR e o0 dessas enzimas, sugere que
haja outros componentes envolvidos (COVINI et al.,, 2012). Vérios estudos
confirmaram o IMPDH2 como um antigeno primario dos anti-RR, pesquisando-o nos
que apresentavam esse anticorpo pelos mais diversos métodos. Porém em nenhum
desses estudos 100% dos anti-RR apresentavam reacdo com a IMPDH2, sugerindo
a possibilidade de outros antigenos (CARCAMO et al., 2013; KEPPEKE et al., 2014).

O Quadro 1 resume os principais estudos publicados no MEDLINE entre 2012
e 2017 envolvendo os anti-anéis e bastdes.

Quadro 1 — Principais estudos descrevendo a ocorréncia do anti-RR publicados no
MEDLINE entre 2012 e 2017

Publicacéo N Resultados Observacéo
Covini 2012 579 pacientes (75 com Anti-RR em 20% dos Anti-RR sé nos HCV+.
HCV) HCV. Prevaléncia Maior prevaléncia nos

maior nos REC/NR do recidivantes.
gue nos RVS (33 vs.
11%, p= 0,037)
Keppeke 2012 597 (176 HCV Anti-RR em 14,1% dos Sem associacdo com

tratados) HCV, 3,1% dos VHB resposta ao tratamento
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Carcamo 2013

93 HCV anti-RR+

Na coorte americana
maiores titulos nos
NR/REC vs RVS
(p=0,0016) , na italiana
maiores titulos no REC
vs. RVS (p= 0,004 e p=
0,015).

Maiores titulos nos

REC

Shaik 2013

4738 pessoas

Anti-RR em 0,74% dos
pacientes. Apenas 1

deles com hepatite C

Presenca do anti-RR

ndo exclusiva dos HCV

Stinton 2013

315 HCV (301 virgens
de tto)

Prevaléncia de 4,8%
de anti-RR

Maior prevaléncia do
anti-RR nos que
receberam tto (33% vs
3% p< 0,0005)

Novembrino 2014

88 HCV pré-tratamento

Anti-RR em 36% dos
HCV apoés inicio do

tratamento.

Maior prevaléncia nos
REC do que NR e SVR
(p=0,0282)

Climent 2016

Amostras de soro de

22915 pessoas

Anti-RR em 87 deles
(0,37%).

Dos 87, 73 pacientes
com hepatite C, 17

sem histéria de uso de
PEG e RBV

Siglas: HCV (virus da hepatite C), anti-RR (anti-anéis e bastfes), REC (recidivantes), NR (nao
respondedor), RVS (resposta virologica sustentada), VHB (virus da hepatite B), TTO (tratamento).

Fonte: a autora.

1.3.1 Relagdo com PEG e Ribavirina

Até recentemente, 0 esquema terapéutico padrao para a hepatite C era o PEG
2a ou 2b (180mcg por semana ou 1,5 mcg/kg, respectivamente), associado a RBV
(15mg/Kg) por 24 a 48 semanas, a depender do gendtipo do HCV. Infelizmente esse
tratamento sO era eficaz em 40 a 80% dos pacientes (EASL, 2014). O PEG age
induzindo os genes regulados por Interferon, que fornecem uma resposta antiviral
inespecifica porém bastante potente. Ja a RBV € um anélogo sintético da guanosina,
que age inibindo a RNA polimerase do virus. No meio intracelular, a RBV é
metabolizada na forma monofosfato, que é o inibidor competitivo da IMPDH2,
causando deplecdo de GTP necessario para a sintese de RNA pelo virus.
Isoladamente, a RBV é capaz de reduzir transaminases porém ndo tem efeito

significativo sobre o HCV, sendo usada em associagdo com o PEG (STRADER;
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SEEFF, 2012). Pelo seu efeito em reduzir as transaminases, essa droga ja foi utilizada
isoladamente de forma off-label em alguns casos. Por conta desse pequeno niumero
de pacientes, ndo ha estudos que confirmem que seu uso in vivo sem associa¢ao do
PEG seja capaz de causar o anti-RR (KEPPEKE et al., 2016b).

O uso de PEG pode acelerar o curso de doencas autoimunes pré-existentes
ou favorecer recaida dessas doencas ou surgimento de anticorpos (LOPES et al,
1995). Especula-se que os pacientes desenvolvam anti-RR pela exposicdo a RR
induzida por RBV durante o uso de PEG e RBV, provavelmente com alguma
participacdo da ativacao das células B provocada pelo HCV (CARCAMO et al., 2013).
Ainda ndo se sabe se alguma das proteinas do HCV esta associada ao surgimento
dos anti-RR, como acontece com diversos outros anticorpos ja mencionados, ou se
formam-se agregados de proteinas virais e do paciente durante alguma das fases da
patogénese do virus. Apesar da influéncia no surgimento de anticorpos, Keppeke et
al. ndo demonstraram diferenca nos demais padrdes de FAN antes e ap6s o
tratamento com PEG e RBV como foi demonstrado com o anti-RR (KEPPEKE et al.,
2012).

1.3.2 Relagdo com os novos antivirais

Até o0 ano de 2011, PEG e RBV eram as Unicas drogas disponiveis para
tratamento do HCV. Em 2011 foram aprovados o boceprevir (BOC) e o telaprevir
(TELA) (BACON et al., 2011; JACOBSON et al., 2011), considerados a primeira
geracdo dos antivirais de agao direta, que eram utilizados em conjunto com PEG e
RBV para pacientes com HCV genotipo 1. Os mesmos néo tinham taxas de cura tao
superiores e apresentavam muitos efeitos colaterais, ndo sendo mais utilizados
atualmente.

Nos ultimos anos, diversos novos DAAs foram desenvolvidos, permitindo que
o tratamento seja realizado sem a necessidade do PEG e com uso da RBV em
pacientes com piores chances de resposta viroldgica sustentada (cirroticos,
previamente tratados). As taxas de cura com os novos DAAs ultrapassam 90%, com
poucos efeitos colaterais relatados até o momento (EASL, 2014).

No Brasil, o uso dessas medicacdes € liberado pelo Ministério da Saude desde
2015 para aqueles que preencham os critérios mencionados no Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas da Hepatite C e coinfecccbes (MINISTERIO DA SAUDE,
2015b). Os medicamentos liberados atualmente sdo Sofosbuvir 400mg, Simeprevir
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150mg, Daclatasvir 30 ou 60mg, esquema 3D (Veruprevir 75mg / ritonavir 50mg /
ombitasvir 12,5mg + dasabuvir 250mg), Sofosbuvir 400mg/Ledispavir 90mg, Elbasvir
50mg/ Grazoprevir 100mg, utilizados com ou sem RBV, a depender do gendtipo, grau
de fibrose e outras caracteristicas clinicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Apesar
do seu uso na Europa e Estados Unidos ja estar disseminado desde 2014, ainda nao
ha publicacbes sobre a presenca de anti-RR nos pacientes tratados com esses
antivirais e sem uso do PEG.

Entre 2013 e 2014, Calise et al. pesquisaram a presenca do anti-RR em 52

pacientes com hepatite C que realizariam tratamento com PEG, RBV e TELA.
Encontraram a positividade do anti-RR em 10 deles (19%). Em dois, o anticorpo
estava presente antes do inicio das medicacdes, pelo uso prévio de PEG e RBV ha
mais de 10 anos. A positividade desse anticorpo foi associada a maior frequéncia de
recidivantes, porém ndo de nao respondedores. Concluiu-se que a adicdo do TELA
nao pareceu aumentar o surgimento do anticorpo nem alterou os titulos do anti-RR
nos que eram previamente positivos (CALISE et al., 2016b).

Um estudo de Dammermann et al. pesquisou o anti-IMPDH2 e o anti-RR em
163 pacientes. Cinquenta e nove deles faziam parte de uma coorte histérica que
recebeu PEG e RBV, 37 deles receberam PEG, RBV e BOC e 67 deles receberam
PEG, RBV e TELA. Ao todo 39% apresentaram positividade para o anti-IMPDH2 e
26% apresentaram o0 anti-RR. Apenas um paciente com anti-RR positivo néo
apresentou o anti-IMPDH2, com a positividade dos dois anticorpos significativamente
dependente uma da outra (p<0,001). Com relacdo ao uso de BOC e TELA, nao houve
diferencas importantes entre o surgimento e padrao dos anticorpos, sugerindo que
essas drogas nao teriam influencia. Além disso, a RVS apés o tratamento nédo fo
relacionada ao anti-RR (p=1) ou anti-IMPDH2 (p=0,42) (DAMMERMANN et al., 2017).
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1.4 JUSTIFICATIVA

O presente estudo teve como justificativa a melhor compreenséo da ocorréncia
do anti-RR, que pode ter alguma relacdo com a resposta ao tratamento do HCV. Esse
virus gera altos custos na saude publica pois possui elevada morbimortalidade. Com
0S NOVOos esquemas terapéuticos, sera possivel avaliar um niamero maior de pacientes
utilizando a RBV sem associacao do PEG e finalmente elucidar se ela é realmente a
principal responsavel pelo surgimento do anticorpo. Além disso, verificar se o
surgimento do anti-RR ocorre com o uso desses novos antivirais e se interfere de

alguma forma na resposta terapéutica dessas drogas.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral
Descrever a ocorréncia do anticorpo anti-anéis e bastbes em pacientes com hepatite

cronica pelo HCV antes e ap0s o tratamento com 0s novos antivirais de agao direta.

1.5.2 Objetivos Especificos

1. Descrever e comparar as caracteristicas biolégicas dos pacientes
que apresentarem o anti-RR tanto antes quanto apds 12 semanas de
tratamento com 0s novos antivirais.

2. Descrever a associa¢cdo da prevaléncia do anti-RR na amostra preé-
tratamento com a realizagdo de terapia prévia contra a hepatite C.

3. Verificar nos pacientes previamente tratados a associacao entre a
presenca do anti-RR e a duracdo e esquema do tratamento anterior.

4. Relatar o surgimento dos anti-RR durante o tratamento da hepatite C

CcOm 0S novos antivirais, com e sem Ribavirina.

1.6 HIPOTESE

Pacientes que serdo submetidos ao tratamento da hepatite C crénica com os
novos antivirais e RBV, poderdo desenvolver o anticorpo anti-anéis e bastdes mesmo

sem uso associado do PEG.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, seguido de estudo longitudinal de
acompanhamento de um grupo de pacientes submetidos ao tratamento com 0s novos
antivirais. Os participantes incluidos foram seguidos do inicio do seu tratamento até
12 semanas apos o fim do mesmo. O tempo total de acompanhamento variou de 24
a 36 semanas a depender da terapéutica estipulada previamente pelos médicos do
servico, de acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite C
e coinfeccbes (PCDT) (MINISTERIO DA SAUDE, 2015b). O fluxograma de

operacionaliza¢do do estudo encontra-se exposto na Figura 2.
2.2 LOCAL DO ESTUDO

No Ambulatério de Hepatologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), onde os pacientes eram atendidos, ocorreu a
entrevista e coleta de soro dos mesmos. A entrevista foi realizada pela pesquisadora
e a coleta de soro por flebotomista. O ambulatério dispde de sala adequada e material
necessario para realizacdo da consulta. Os exames de imunofluorescéncia indireta
para pesquisa do anti-RR foram realizados no Laboratério de Analises Clinicas do
Hospital das Clinicas da UFPE.

2.3 POPULACAO DO ESTUDO

A populacédo estudada foi constituida por individuos acima de 18 anos com
hepatite C crbnica, comprovada por meio de anti-HCV reagente ha mais de seis meses
da avaliacao inicial, com confirmacao diagnostica por meio de HCV RNA detectado
pelo Kit Real Time PCR da Abbot® por método de reacdo de transcriptase reversa,
seguida de reacdo em cadeia de polimerase (RT-PCR) em tempo real. Esses
pacientes eram assistidos no ambulatério de Hepatologia do Hospital das Clinicas da
UFPE pelos preceptores e residentes do servico. Os que preencheram os critérios

para realizacdo do tratamento com 0s novos antivirais propostos no PCDT
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(MINISTERIO DA SAUDE, 2015b), foram encaminhados & Farmacia de Pernambuco
para cadastro e recebimento da medicagdo. Os mesmos eram orientados a retornar
ao ambulatério com a medicacdo para inicio do tratamento apOs instrucdo da
posologia e avaliacdo de possiveis interacdes medicamentosas com suas medicacdes

de uso continuo.

Figura 2- Fluxograma para operacionalizacdo do estudo dos anticorpos anti-anéis e

bastbes em pacientes com Hepatite C em uso dos novos DAAs com e sem ribavirina

Pacientes com Hepatite C e indicacdo de tratamento com
0s antivirais de acao direta segundo protocolo do Ministério
da Saude J

ﬂvaliagéo inicial \

Explicacdo da pesquisa e assinatura do termo de

consentimento (TCLE)
Entrevista + coleta de informacdes do prontuério
Orientacdes sobre o tratamento e posologia

Coleta da amostra de sangue para pesquisa do Anti-RR pré-

Qatamento por IF /

Tratamento por 12 semanas ou 24 semanas

Acompanhamento de acordo com protocolo do ambulatério

de Hepatologia

12 semanas <+——

Coleta da amostra de sangue para pesquisa do Anti-RR
apos 12 semanas de uso dos DAAs

12 ou 24 semanas ¢

[ Avaliacao do HCV RNA apds 12 semanas do fim do J

tratamento

IFI: Imunofluorescéncia Indireta; HCV RNA: teste de deteccdo dos acidos nucléicos do virus C.

O tratamento realizado pelos pacientes foi indicado a depender do genétipo do
HCV e de comorbidades (coinfecc¢cdo com HIV, escore de Child-Pugh), baseado no
PCDT para Hepatite C e Coinfecc¢des (MINISTERIO DA SAUDE, 2015b). O emprego
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da ribavirina associada aos DAAs foi realizado especialmente em cirréticos, naqueles
com resposta nula a terapia prévia ou de forma opcional em coinfectados HIV-HCV,
independentemente do estagio de fibrose. O Quadro 2 mostra os esquemas

terapéuticos utilizados pelos pacientes.

Quadro 2 — Esquemas terapéuticos utilizados pela populagdo do estudo dos

anticorpos anti-aneis e bastdes em pacientes com hepatite C em uso dos novos DAAS

Genotipo Tratamento Duracéo

1 (Monoinfectado) Sofosbuvir 400mg e Simeprevir 12 semanas
150mg
(+ Ribavirina 11mg/Kg/d)
ou

Sofosbuvir 400mg e
Daclatasvir 60mg (+ Ribavirina
11mg/Kg/d)
1 — Coinfectado HIV Sofosbuvir 400mg e 12 a 24 semanas

E/OU wuso prévio de Daclatasvir 60mg¥
Boceprevir/Telaprevir (+ Ribavirina 11mg/Kg/d)
E/OU Cirrose Child-

PughBeC

2 Sofosbuvir 400mg e 12 semanas
Ribavirina 11mg/Kg/d

3 Sofosbuvir 400mg, 12 a 24 semanas*
Daclatasvir ~ 60mg e
Ribavirina 11mg/Kg

4 Sofosbuvir  400mg e 12 semanas

Daclatasvir 60mg

*Pacientes coinfectados HIV/HCV em uso de terapia antirretroviral (TARV) que contivesse efavirenz, etravirina,
nevirapina ou atazanavir/ritonavir recebiam apresentacdo de 30mg do Daclatasvir

* Durante o periodo do estudo, o tempo de tratamento liberado para pacientes cirroticos com Genétipo 3 foi
modificado de 12 para 24 semanas visando melhor resposta ao tratamento. Fonte: a autora
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A pesquisadora recebeu o0s pacientes, e apés avaliacao clinica e orientacbes
sobre as medicagdes, convidava-os a participarem da pesquisa. ApOs assinatura do
Termo de consentimento livre e esclarecido e explicacdo do estudo, os participantes
eram submetidos a coleta de soro. Foram incluidos todos que aceitaram participar do

estudo.
2.3.1 Critérios de incluséo

Pacientes acima de 18 anos de ambos 0s sexos, com hepatite C crdnica,
submetidos ao tratamento com 0s novos antivirais de agéo direta que concordaram
em participar do estudo.

2.3.2 Critérios de excluséao

e Pacientes que iriam fazer uso de alfa-interferon

e Pacientes que nao realizaram a coleta de sangue inicial

2.4 TIPO DE AMOSTRAGEM

Amostragem por conveniéncia. Todos os pacientes do ambulatério com
indicacdo de tratamento antiviral foram avaliados consecutivamente.
2.5 DEFINICAO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Todos o0s pacientes selecionados para tratamento foram convidados a
participar do estudo, portanto nao foi calculado o tamanho da amostra. O periodo de
inclusdo durou 16 meses, na tentativa de conseguir o maior niamero possivel de

participantes.

2.6 OPERACIONALIZACAO DO ESTUDO
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Os dados dos pacientes foram coletados pela propria pesquisadora através de
entrevista e revisdo em prontudrio e registrados em ficha de coleta especifica,
conforme o apéndice A. A coleta de dados acontecia na consulta inicial e os resultados
de HCV RNA eram avaliados em consulta subsequente ou através de pesquisa em
prontudrio. As coletas de soro ocorriam na consulta inicial e apos 12 semanas de uso
das medicacdes, independente se o0 esquema terapéutico iria durar 12 ou 24
semanas. Visto que o numero de pacientes usando os DAAs por 24 semanas era
restrito, preferiu-se uniformizar o tempo de exposicédo as medicacdes com a coleta em
12 semanas.

O soro coletado foi centrifugado e armazenado em freezer a temperatura de -
20°C até o momento da realizacdo dos exames. Os exames de IF| foram realizados
por profissional experiente do Laboratério de Analises Clinicas do Hospital das
Clinicas da UFPE, seguindo metodologia orientada pelo fabricante EUROIMMUN®
(Lubeck, Alemanha), usando o Kit Hep-2 FA 1520 do fabricante citado.

As células HEp-2 foram incubadas com a amostra do paciente diluida em
tampéo fosfato salino (phosphate buffered saline — PBS). Foram aplicados 30 pL de
amostra diluida em cada campo da bandeja de reacéo, com incubacgéo por 30 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente foi realizada a lavagem das laminas, com
PBS. Na etapa de pipetagem aplicou-se 25 pL da anti-igG humana marcada com
fluoresceina (conjugado), com incubacéo por 30 minutos em local protegido da luz.
Posteriormente ocorreu nova lavagem com PBS e a montagem com no maximo 10 pL
meio de montagem (glycerol) por campo.

As laminas eram de 10 pogos, sendo em todas as laminas realizado um controle
negativo e um positivo. Os soros com resultado positivo foram separados para serem
titulados até negativacéo da fluorescéncia, seguindo 0 mesmo processo, modificando
apenas a diluicdo inicial. As andlises foram realizadas em Microscopio de
Imunofluorescéncia Olympus BX 41 com objetiva de 40. Todos o0s pacientes
considerados como portadores do anti-RR apresentaram o padrdao de FAN rods and
rings, designado como padrao AC-23 pelo Consenso Internacional de Padrbes de
FAN (CHAN et al., 2015) em titulo igual ou maior que 1/40. O IV Consenso Brasileiro
de FAN (FRANCESCANTONIO, et al., 2014) orienta que esse exame seja realizado
com uma diluicdo inicial de 1/80 para evitar que a presenca de baixos titulos leve a
errdbneos diagndsticos de doencgas autoimunes. Porém como nosso objetivo era

apenas a deteccdo do anticorpo, optamos por iniciar a diluicdo em 1/40, como
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realizado em outros estudos de anti- anéis e bastdes (COVINI et al., 2012; CARCAMO
et al., 2013; CLIMENT et al., 2015). A profissional que realizou e avaliou os exames
desconhecia os dados clinicos e o tratamento realizado pelos pacientes. A Figura 3
exemplifica resultados positivos do anti-RR encontrados neste estudo.

Os dados coletados foram tabulados em dupla entrada em software Microsoft
Excel para Windows® (versao 2013) para posterior analise estatistica.

Figura 3 — Exames de imunofluorescéncia indireta evidenciando os anticorpos anti-

anéis e bastdes em pacientes do presente estudo

As setas brancas evidenciam os bastfes e os tridngulos brancos os anéis do anti-RR.
Fonte: a autora.
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As variaveis utilizadas estao discriminadas no Quadro 3 a seguir.

Quadro 3: Definicdo das varidveis adotadas no estudo dos anticorpos anti-anéis e

bastbes em pacientes com hepatite C crénica em uso novos DAAS

Variavel Definicao tedrica | Definicao Categorizacao
dependente operacional
Anti- anéis e | Padrédo Resultado positivo | Negativo
bastbes citoplasmatico de | em exame de IFI | Positivo 1:40
FAN que se |realizado no | Positivo 1:80
apresenta  com | laboratério do HC | Positivo 1:160
discretos  anéis | UFPE utilizando o | Positivo 1:320
com 2-5um de | kit Hep-2 da| Positivo 1:640
diametro e | Euroimmun® Positivo 1:1260
bastées com 3-10
Mm, cujo principal
alvo é a IMPDH2
Variavel Definicao tedrica | Definicao Categorizacao
independente operacional
ldade Variavel continua | Calculada em | Variavel
definida pelo | anos  completos | quantitativa
tempo de vida|pela data de | continua.
decorrido desde a | nascimento  que
data de | consta do registro
nascimento até a | geral fornecido
data do inicio do | pelo paciente e
tratamento registrado na data
de realizacdo da
entrevista
Sexo Variavel Informacéo Variavel
gualitativa. coletada em | qualitativa
Distincéo de | entrevista. dicotdmica:
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individuos a partir -Masculino
de caracteres -Feminino
biologicos sexuais
Cirrose Presenca de | Pesquisa no | Variavel
Hepatica achados prontuario qualitativa
ultrassonografico dicotdbmica:
S compativeis -SIM
com doenca - NAO
hepatica crénica
e/ou presenca de
varizes
esofagicas em
endoscopia
Coinfectado Variavel Entrevista e | Variavel
HIVIHCV categorica. pesquisa de | qualitativa
Portador de teste | prontuario dicotdmica:
rapido ou ELISA -SIM
para HIV positivos -NAO
e anti-HCV
positivo por mais
de seis meses e
HCV RNA
detectavel
Esquistossomos | Variavel Presenca de | Variavel
e categorica. fiborose periportal | dicotdmica:
Hepatoesplénic | Presenca de | na -SIM
a doenca hepatica | ultrassonografia -NAO
pelo Schistosoma [ ou relato em
mansoni prontuario de
diagnostico de
esquistossomose
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Diabetes Alteracao Entrevista e | Variavel
Mellitus tipo 2 metabdlica avaliacdo em | categorica
relacionada  ao | prontuario. dicotdbmica:
aumento da | Considerados -SIM
glicemia diabéticos -NAO
resultante de | conforme critério
defeitos na acao | diagndstico da
da insulina, na | Sociedade
secrecao da | Brasileira de
insulina ou em | Diabetes
ambas
Uso de Drogas | Variavel Entrevista e | Variavel
associadas aos | categorica. pesquisa em | categorica
anti-anéis e | Algumas drogas | prontuario dicotdmica:
bastbes foram -SIM
relacionadas  in -NAO
vitro e in vivo a
presenca dos
anti-anéis e
bastdes:
Azatioprina,
Micofenolato de
Mofetila,
Metotrexato,
Aciclovir
Fibrose Variavel Resultado de | F2
significativa nos | categorica bidpsia hepatica, | F3
altimos dois | ordinal.  Fibrose | ou elastografia | F4
anos hepatica € o | hepatica por
resultado de uma | Fibroscan® ou

resposta
do

figado a agresséo

cicatricial

ARFI utilizando os
valores de ponto

de corte
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causada pelos
virus ou outras
causas de doenca
hepatica cronica.
Essa avaliagao
pode ser feita
atraveés da biopsia
hepatica (padrao-
ouro) utilizando o
escore de
Metavir. Formas
ndo invasivas de
avaliacao incluem
a elastografia por
Fibroscan® e

ARFI.

estipulados para
cada estagio de
fibrose, com
valores iguais ou
superiores a F2 de

Metavir.

Fibrose
avancada
ultimos

anos

nos

dois

Variavel
categorica
ordinal. A fibrose
hepatica €é o
resultado de uma
resposta
cicatricial do
figado a agresséo
causada pelos
virus ou outras
causas de doenca
hepatica crénica.
Essa avaliacao
pode ser feita
através da biopsia
hepatica (padrao-

ouro) utilizando o

Resultado de
bidpsia hepatica,
ou elastografia
hepatica por
Fibroscan® ou
ARFI utilizando os
valores de ponto
de corte
estipulados para
cada grau de
fibrose, com
valores iguais ou
superiores a F3 de
Metavir.

F3
F4
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de

Formas

escore
Metavir.
nao invasivas de
avaliacao incluem

a elastografia por

Fibroscan® e
ARFI.

HCV RNA Variavel continua, | Teste coletado no | Variavel
fornecida em | laboratério do HC- | categérica
ul/ml. UFPE e realizado | ordinal:

Teste de | no laboratorio | -Negativo
deteccao dos | Genoma —SP. | -Carga viral
acidos nucleicos | Considerado baixa (<400.000
do virus da | positivo se | Ul/mL)
hepatite C detectar a | -Carga viral alta
presenca de mais | (> 400.000
de 12 copias do | Ul/mL)
RNA viral

Gendtipo do | Variavel Resultado de | Variavel

virus C gualitativa. exame de | categdrica
Categoria genotipagem nominal: 1, 2, 3,
genotipica do | coletado no|4,50u6
virus C laboratério do HC-

UFPE

Tratamento Variavel Questionado  ao | Variavel

prévio da | dicotdmica paciente em | dicotbmica:

Hepatite C Uso anterior de | entrevista se ja|-SIM
algum tipo de | realizou -NAO
esquema para | tratamento preévio,

hepatite C, com
Interferon

convencional e/ou
Peguilado , RBV,

qual foi e por

quanto tempo e a
informacgao foi

checada em
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Telaprevir ou | consulta de
Boceprevir prontuario
Duracéo do | Duracao em | Questionado  ao | Variavel
tratamento meses do uso de | paciente o tempo | discreta:
prévio tratamento para | de duracdo dos | Quantidade total
Hepatite C. esquemas de meses de
terapéuticos uso de todos os
prévios e a | tratamentos
informacao foi | prévios
verificada em | realizados
prontuario. contra o HCV.
Tempo de uso | Duracéo em | Informagé&o Variavel
de alfa- | meses do uso de | verificada em | discreta:
interferon alfa-interferon prontudrio Quantidade total
de meses de
uso de alfa-
Interferon
Tempo de uso | Duracéo em | Informacéao Variavel
de ribavirina meses do uso de | verificada em | discreta:

RBV prontuario Quantidade total
de meses de
uso de RBV

Usou Telaprevir | Uso de Telaprevir | Informacéao Variavel
associado a PEG | verificada em | categorica

e RBV em algum | prontuario dicotdmica:

dos esquemas de SIM

tratamento NAO

Recidiva pos | Variavel Avaliacao de | Variavel

tratamento gualitativa. O | prontuario categorica

prévio paciente foi | buscando dicotbmica:
considerado informagdes sobre | SIM

recidivante se|o tratamento | NAO

apresentou carga

prévio (HCV RNA
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viral positiva apos
carga viral

negativa no fim do

durante e ao fim do

mesmo)

tratamento
Tempo Tempo em meses | Entrevista com o | Variavel
decorrido do | transcorrido entre | paciente e | discreta: Em
tratamento o] fim do | verificacao nos | meses. Nos
prévio tratamento prévio | dados do | casos em que
e 0 inicio do uso | prontuério nao houver
dos antivirais de informagcdo do
acao direta més de
conclusdo de
tratamento,
consideraremos
arbitrariamente
que iSso
aconteceu em
junho do ano de
tratamento
descrito no
prontudrio
Resposta ao | Variavel Teste  molecular | Variavel
tratamento com | qualitativa. coletado no | dicotbmica
os DAAs Quantificacdo do | laboratdrio do | Respondedor
HCV RNA na 122 | Hospital das | Nao
semana apos o | Clinicas, e | respondedor
fim do tratamento | realizado no
laboratério
Genoma - SP,
considerado
positivo se
detectar a
presenca de
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consta na
caderneta da
Farmécia do
Estado

copias do RNA
viral
Esquema com | Variavel Avaliacéo do | Variavel
DAAs utilizado | qualitativa. esquema de | categorica
para o | Esquema de | medicacbes nominal:
tratamento da | drogas utilizado | indicado em | 1)Sofosbuvir+
Hepatite C para o tratamento | prontuario e que | RBV;
da hepatite C, | consta na | 2)Sofosbuvir
escolhido com | caderneta da | +Daclatasvir+R
base em | Farmacia do | BV;
genatipo, Estado 3)Sofosbuvir  +
presenca de Daclatasvir;
cirrose ou outras 4)Sofosbuvir
condicoes, de +Simeprevir;
acordo com o 5)Sofosbuvir  +
protocolo do MS Simeprevir+
RBV
RBV no|Uso de RBV |Avaliagdo do | Variavel
tratamento atual | associada aos | esquema de | categdrica
DAAs medicacdes dicotbmica:
indicado em | SIM
prontuario e que | NAO

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica foram utilizados os Softwares STATA/SE 12.0 e o

Excel 2010. Todos os testes foram aplicados com 95% de confianca. As variaveis

numericas estéo representadas pelas medidas de tendéncia central e de disperséao.
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As variaveis continuas foram resumidas em termos de mediana ou média + desvio
padrdo (DP) e as varidveis categoricas através de frequéncias absolutas e
percentagens. Os resultados estdo apresentados em forma de tabela com suas
respectivas frequéncias absoluta e relativa. A fim de verificar a existéncia de
associacao entre as variaveis foram utilizados o Teste Qui-Quadrado e o Teste Exato
de Fisher para as variaveis categoricas. Foi utilizado o Teste de Normalidade de
Kolmogorov-Smirnov para variaveis quantitativas (n = 30). Na comparacao entre dois
grupos foram utilizados Teste t de Student (distribuicdo normal) e Mann-Whitney

(distribuicdo nao normal).

2.9 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa seguiu as orientagdes da Resolugéo n°® 466 de 12 de dezembro de
2012 do Conselho Nacional de Saude. A coleta de dados s6 foi iniciada apés
aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco sob o CAAE 58349916.1.0000.5208
(Anexo A). Aos pacientes que aceitaram participar, foram fornecidas as orientagdes
necessarias e a garantia de liberdade em néo participar da pesquisa ou sair dela a
qualquer momento sem que seu acompanhamento no servico ou seu tratamento
sofresse nenhum prejuizo. O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi
baseado nas orientacbes do comité de ética de pesquisa em seres humanos do
Hospital das Clinicas da UFPE.

Os pacientes poderiam sentir-se constrangidos em prestar informacgdes sobre
seus sintomas e dados da sua doencga e poderiam ficar ansiosos pela realizagcéo de
exames de acompanhamento. Os mesmos eram orientados a comunicar a
pesquisadora para que fossem tomadas as devidas providéncias, como receber
orientacdes, a qualquer momento, sobre a necessidade de realizar os exames de
acompanhamento e a garantia de confidencialidade sobre os dados fornecidos. A
coleta de sangue foi realizada por flebotomista experiente, minimizando assim o risco
de dor ou desconforto.

Como em toda pesquisa com seres humanos, ha o risco de perda de dados e
guebra do sigilo. Reitera-se o compromisso ético dos pesquisadores com o

armazenamento seguro e sigilo dos dados coletados.
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3 RESULTADOS

3.1 POPULACAO ESTUDADA

Durante o periodo de um ano (Setembro de 2016 a Setembro de 2017) foram
avaliados 80 pacientes potencialmente elegiveis, conforme Figura 4. Foram
entrevistados e realizada coleta de soro pré-tratamento com DAAs de 70 pacientes.
Trinte e sete pacientes (52,9%) eram do sexo masculino. A média de idade foi de
60,99 anos (+ 10,9 anos).

Figura 4- Diagrama da populacao estudada

80 pacientes que receberiam tratamento com DAAS

avaliados como potencialmente elegiveis

10 pacientes nao concordaram em participar

do estudo

70 pacientes incluidos (aceitaram participar do estudo,
assinaram o TCLE e coletaram amostra pré-tratamento)

18 pacientes ndo retornaram na data da
segunda coleta (dificuldade de transporte/

remarcacdo/ mudaram o local de

acompanhamento) — excluidos da anélise

52 pacientes com amostra apos 12 semanas de

tratamento

O genotipo mais prevalente foi 0 1, presente em 50 dos 70 pacientes (71,4%).
Quarenta e seis pacientes (65,7%) tinham HCV RNA pré-tratamento maior que
400.000 Ul/ml. Dos 70 pacientes, cinco (7,1%) eram coinfectados HIV-HCV. Trinta e
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sete dos 70 pacientes (52,9%) possuiam algum exame (bidpsia hepatica, elastografia
hepatica por ARFI ou por Fibroscan®) dos ultimos 2 anos evidenciando estagio de
fibrose significativa (F2 a F4). A Tabela 1 contém os dados demograficos, clinicos e

laboratoriais dos 70 pacientes do estudo.

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos 70 pacientes com hepatite C

cronica antes do tratamento com os novos antivirais (DAAs), Recife, 2018.

Caracteristica n=70
Demograficas

Idade (média +DP) em anos 60,99 (+10,9)
Sexo Masculino 37(52,9)
Genotipo do HCV

1 50 (71,4)
2e3 20 (28,6)
Clinicas

HCV RNA> 400.000 Ul/ml 46 (65,7)
Fibrose significativa (F2-F4) 37 (52,9)
Fibrose avancada (F3-F4) 28 (40)
Cirrose hepatica 22 (31,4)
Diabetes Mellitus 2 19 (27,1)
Esquistossomose hepatoesplénica 14 (20,6)
Coinfeccgao HIV 5(7,1)
Uso de Tenofovir ou Lamivudina 5(7,1)
LES 1(1,5)
Uso de MMF 1(1,5)
Uso de Azatioprina 1(1,5)
Uso de Aciclovir 0

Valores apresentados como n (%) exceto quando indicado. Abreviac6es: HCV, virus da hepatite C;
HCV RNA: guantificacéo da carga viral por PCR em tempo real; HIV, virus da imunodeficiéncia humana;

LES, Lupus eritematoso sistémico; MMF. Micofenolato de mofetila; RBV, Ribavirina,

Com relacdo aos tratamentos prévios contra o HCV, 34 dos 70 pacientes
(48,6%) ja haviam utilizado algum esquema terapéutico, sendo que seis deles fizeram
duas tentativas e quatro deles trés tentativas, com 36 pacientes (51,4%) virgens de
tratamento antiviral. Quatro desses 70 pacientes (5,8%) receberam esquema com
telaprevir. Recidiva ap0s os esquemas prévios foi observada em 13 participantes do
estudo (18,6%). A associacao de PEG e RBV foi 0 esquema mais realizado, utilizado

no minimo uma vez por 31 pacientes em 38 (79,1%) dos 48 tratamentos prévios.
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A média de tempo desde o Ultimo tratamento recebido foi de 85,48 meses
(+57,5 meses). A média de tempo total de uso das medicac¢des de cada individuo foi
de 16,39 meses (+19 meses). O tempo médio de uso de RBV de cada um foi de 15,7
meses (+18,9 meses) enquanto que o tempo médio de uso de alfa-interferon (incluindo
peguilado e convencional) foi de 11,68 meses (+ 7,9 meses).

Com relacao ao tratamento com DAAs, 65 (92,9%) dos 70 pacientes receberam
as medicacOes por 12 semanas. O esquema mais utilizado foi Sofobuvir 400mg +
Simeprevir 150mg, usado por 34 pacientes (48,6%). Dezesseis dos 70 pacientes
(22,9%) receberam RBV associada aos DAAs. A Tabela 2 contém os dados sobre 0s
tratamentos prévios e com uso de DAAs dos 70 pacientes do estudo.

Tabela 2 — Caracteristicas dos tratamentos prévios e com uso de DAAs dos 70
pacientes com hepatite C cronica submetidos ao tratamento com 0s novos antivirais
(DAAS), Recife, 2018.

Caracteristica n=70

Tratamento Prévio do HCV

N&o realizado 36(51,4)
Realizado 34(48,6)
Recidivantes 13 (18,6)
Tratou mais de uma vez 10(14,3)
Tempo em meses desde o tratamento 85,48 (+54,5)
prévio (média +DP)

Tempo total em meses de tratamento 16,39 (+19)
(média +DP)

Tempo em meses de uso de RBV (média 15,7 (+18.9)
+DP)

Tempo em meses de uso de IFN-alfa 11,68 (+7,9)
(média +DP)

Esquema utilizado

Associacédo PEG + RBV 31 (44,28)
Uso de Telaprevir 4 (5,8)
Tratamento com os novos DAAs

Sofosbuvir + Simeprevir 34(48,6)
Sofosbuvir + Daclatasvir 20(28,5)
Sofosbuvir + Daclatasvir + Ribavirina 12(17,1)
Sofosbuvir + Ribavirina 2(2,9)
Sofosbuvir + Simeprevir + Ribavirina 2(2,9)

RBV no tratamento atual 16(22,9)

Valores apresentados como n (%) exceto quando indicado. Abreviacbes: RBV, Ribavirina, IFN:

Interferon; PEG: Interferon-Peguilado; DAAS, antivirais de acéo direta;
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3.2 ANTI-ANEIS E BASTOES NA AMOSTRA PRE-TRATAMENTO

O anti-RR foi detectado em 16 dos 70 pacientes (22,8%) na amostra prée-
tratamento. A média de idade entre os pacientes com anti-RR positivo foi de 65,4 anos
(+10,5) e entre os negativos de 59,6 anos (+10,8) (p= 0,064). O gendtipo 1 foi o mais
comum entre 0s positivos, presente em 12 dos 16 pacientes (75%). Nenhum dos
coinfectados HIV-HCYV foi positivo ha amostra antes do tratamento (p=0,582). N&o
houve relacdo significativa entre sexo, genoétipo, carga viral, estagio de fibrose,
diagndstico de cirrose, co-infecc¢gdo com HIV, esquistossomose ou diabetes com a
presenca do anticorpo. Houve tendéncia a diferenca significativa na média de idade
entre o grupo com e sem o anti-RR. A Tabela 3 contém as caracteristicas clinicas dos
pacientes com hepatite ¢ de acordo com a positividade do anti-RR antes do tratamento

antiviral.

Tabela 3- Caracteristicas clinicas dos 70 pacientes com hepatite C cronica de acordo
com a positividade dos anticorpos anti-anéis e bastdes antes do tratamento com 0s

novos antivirais (DAASs). Recife, 2018.

Caracteristica Anti-RR Anti-RR p

positivo negativo

n=16 n=54

Sexo Masculino 8 (50) 29 (53,7) 0,7941
Idade (média +DP) 65,4 +10,5 59,6 +10,8 0,0643
Genétipo 1 12 (75) 38 (70,4) 1,0002
HCV RNA> 400.000UI 10 (62,5) 36 (66,6) 1,001
Fibrose significativa 9 (56,2) 28 (51,8) 0,3152
nos ualtimos 2 anos
Fibrose avancada nos 6 (37,5) 22 (40,7) 1,0002
altimos 2 anos
Cirrose hepaética 6 (37,5) 16 (29,6) 0,615%
DM2 5 (31,2) 14 (25,9) 0,7572

EHE 3 (18,7) 11 (20,3) 1,002
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HIV 0 5 (9,2) 0,5822

Valores apresentados como n (%) exceto quando indicado. 1: Teste de Qui-quadrado de Pearson; 2:
teste exato de Fisher; 3: teste t de Student; Abreviagdes: Anti-RR: Anti-anéis e bastfes; HCV RNA:
guantificacdo da carga viral por PCR em tempo real; HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana; DM2,
Diabetes Mellitus tipo 2; EHE: Esquistossomose hepatoesplénica

A realizag&o de tratamento prévio contra a o HCV apresentou forte associacao
com o surgimento do anticorpo (p=0,000). Todos os 16 pacientes com anti-RR positivo
haviam recebido pelo menos um esquema terapéutico prévio contra o HCV, com
quatro deles (25%) tendo recebido mais de uma vez e dois deles (12,5%) tendo
recebido trés vezes. Oito dos 16 pacientes com anticorpo positivo (50%) haviam
apresentado recidiva a algum desses tratamentos (p=0,213) e 0s outros oito eram
nao-respondedores. A Tabela 4 contém as caracteristicas dos tratamentos prévios
dos pacientes com hepatite C de acordo com a positividade do anti-RR antes do

tratamento antiviral.

Tabela 4 - Caracteristicas dos tratamentos prévios dos 70 pacientes com hepatite C
cronica de acordo com a positividade dos anticorpos anti-anéis e bastdes antes do
tratamento com os novos antivirais (DAAS). Recife, 2018

Anti-RR Anti-RR p

Caracteristica positivo negativo

(n=16) (n=54)
Realizou tratamento 16 (100) 18 (33,3) 0,000%
Recidiva em algum tratamento 8 (50) 5(9,4) 0,213%
Usou telaprevir 3(18,7) 1(1,9) 0,0352
Tempo meédio desde o tratamento anterior 82 88,3 0,756°
(em meses)
Tempo médio de tratamento (em meses) 22,2 10,9 0,1003
Tempo médio de uso de IFN-a (em meses) 12,47 10,9 0,603
Mediana de tempo de uso de RBV (meses) 14,5 9,0 0,044

Valores apresentados como n (%) exceto quando indicado. . 1: Teste de Qui-quadrado de Pearson; 2:
teste exato de Fisher; 3: teste t de Student; 4: Mann-Withney. Abreviac@es: IFN-qa, alfa- Interferon;
RBV, Ribavirina;
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Trés dos 16 pacientes (18,8%) com anticorpo positivo haviam utilizado
telaprevir, enquanto apenas um dos 54 negativos (1,9%) recebeu (p=0,035),
sugerindo uma relacdo significativa do uso dessa droga com o surgimento do
anticorpo. Nao houve relacdo entre a média de tempo de tratamento prévio (22,2
meses versus 10,9 meses; p=0,100) nem média de tempo de uso de IFN (12,4 meses
versus 10,9 meses; p=0,603) no surgimento do anti-RR. Ja a mediana de tempo prévio
de uso de RBYV, que mostrou relacéo significativa com o surgimento do anticorpo, foi
entre os positivos de 14,5 meses e entre 0s negativos de 9 meses (p=0,04). A média
de tempo transcorrido desde o ultimo tratamento foi proxima nos dois grupos e néao foi
significativo para o surgimento do anticorpo (82 meses versus 88,3 meses; p=0,756).

Uma paciente utilizava micofenolato de mofetil como imunossupressor e outro
utilizava azatioprina, ambos apds transplante renal. Os dois apresentaram anticorpo
negativo. Nenhum paciente utilizava metotrexato nem aciclovir. Os cinco pacientes
coinfectados com HIV utilizavam tenofovir e lamivudina em seu esquema

antirretroviral.

3.2.1 Titulos dos anticorpos na amostra pré-tratamento

Sete dos 16 pacientes (43,75%) apresentaram titulo do anticorpo de 1:320. O
maior titulo encontrado foi 1:2.560, em um paciente. A distribuicdo dos titulos

encontra-se no Gréafico 1.

Grafico 1- Titulos dos anticorpos anti-anéis e bastées dos 16 pacientes com hepatite
C crbnica tratados com 0s novos antivirais que apresentaram o anticorpo na amostra

pré-tratamento

Positivo 1:80
m Positivo 1:320
Positivo 1:640
= Positivo 1:1280
m Positivo 1:2560
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3.3 ANTI-ANEIS E BASTOES NA AMOSTRA APOS 12 SEMANAS DE
TRATAMENTO ANTIVIRAL

A coleta apos 12 semanas de tratamento com DAAs foi realizada em 52
pacientes. O anti-RR foi detectado em 14 desses pacientes (26,92%), com 11 deles
ja tendo apresentado o anti-RR na amostra pré-tratamento. Em trés dos 52 pacientes
(5,7%) o anticorpo surgiu durante o tratamento com os DAAS, pois 0S mesmos eram
negativos na amostra inicial. Os dados dos pacientes em que ocorreu surgimento do

anticorpo apos o tratamento estdo no Quadro 4.

Quadro 4- Caracteristicas dos trés pacientes em que ocorreu surgimento dos
anticorpos anti-anéis e bastdes apdés 12 semanas de tratamento com 0S novos
antivirais (DAAS)

Paciente | Titulo | Gend | Tratamento | Resposta HIV | DAAs Duracéo
tipo prévio

GMS 1:80 |1b PEG RBV | Recidivante | Ndo | SOF + |12
por 11 SIM  + | semana

meses RBV s

SMA 1:80 |1la PEG RBV | Nula Sim | SOF + |24
por 18 DAC semana

meses S

ALJ 1:40 |3 Nenhum - Nado |SOF + |12
DAC + |semana

RBV S

Siglas: PEG: Interferon Peguilado. RBV: Ribavirina; SOF: Sofosbuvir; SIM: Simeprevir; DAC:
Daclatasvir.

A paciente GMS é do sexo feminino, havia recebido PEG e RBV por 11 meses
em 2015, tendo apresentado recidiva apds esse esquema. ARFI de 2016 evidenciou
estagio de fibrose F4. Recebeu SOF + SIM + RBV por 12 semanas com cura apos 0
fim do tratamento. O paciente SMA é do sexo masculino, co-infectado HIV-HCV.
Utilizou PEG + RBV por 18 meses em 2005 sem resposta a terapia. Usou SOF + DAC
com HCV RNA negativo ao fim do tratamento.

A paciente ALJ é do sexo feminino. Nunca havia sido tratada antes. Apresenta

HCV genotipo 3 e estagio de fibrose F4 pelo ARFI de 2016, ambas caracteristicas
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associadas pior resposta ao tratamento, por isso recebeu RBV associada ao esquema
com SOF + DAC por 12 semanas. Apresentou o Anti-RR em titulos baixos. Ao fim do
tratamento seu HCV RNA permanecia positivo indicando falha terapéutica. Nenhum
dos trés pacientes acima citados possuia doenca autoimune diagnosticada nem uso
de outras drogas que pudessem induzir os anti-RR.

Ao comparar 0s pacientes com anti-RR positivos e negativos nessa amostra
apos 12 semanas de DAAs, verificou-se que 0 uso de tratamento prévio contra o HCV
(92,9% vs 26,3%, p=0,000) e o tempo de uso de ribavirina previamente (mediana de
17,5 meses vs 6 meses, p = 0,05) foram novamente relacionados a presenca do
anticorpo. O uso de RBV associada aos DAAs néo foi significativo para o surgimento
do anti-RR nessa amostra (28,6% vs 21,1%, p=0,712). A presenca de anti-RR positivo
na amostra inicial também foi significativa, presente em 78,6% dos positivos e nenhum
dos negativos (p=0,000). A Tabela 5 contém as principais caracteristicas sobre os
tratamentos atual e prévios dos pacientes com hepatite C de acordo com a

positividade do anti-RR apds 12 semanas de uso do tratamento antiviral.

Tabela 5- Caracteristicas dos tratamentos atual e prévios dos 52 pacientes com
hepatite C crbnica de acordo com a positividade dos anticorpos anti-anéis a bastdes
apos 12 semanas de uso do dos novos antivirais (DAAS). Recife, 2018.

Caracteristica Anti-RR Anti-RR p
positivo negativo
(n=14) (n=38)
RBV no tto atual 4(28,6) 8(21,1) 0,7122
Anti-RR positivo na 11(78,6) 0 0,000?
amostra inicial
Realizou tratamento 13(92,9) 10(26,3) 0,000
prévio
Usou telaprevir 1(7,1) 0 0,269
anteriormente
Mediana de tempo de 17,5 6 0,05°

uso de RBV prévio

(meses)




51

Valores apresentados como n (%) exceto quando indicado. 1: Teste de Qui-quadrado de Pearson; 2:
teste exato de Fisher; 3: Mann-Withney Abreviacdes: Anti-RR: Anti-anéis e bastdes; RBV, Ribavirina;

3.3.1 Titulos dos anticorpos naamostra apds 12 semanas de tratamento antiviral

Na amostra apds 12 semanas de tratamento, predominaram os titulos de 1:320
e 1:640. O valor maximo foi 1:1.280. Em seis dos 52 pacientes (11,53%) os titulos do
anti-RR subiram ap6s 12 semanas de uso do esquema com DAAs. Em trés o anticorpo
era negativo e tornou-se positivo e em trés os titulos eram positivos e aumentaram.
Trés utilizaram RBV associada aos DAAs. Cinco desses pacientes tinham tratamento
prévio com IFN-a e RBV. O Grafico 2 mostra a distribuicéo por titulos dos anti-RR na
amostra ap0s 12 semanas de tratamento com DAAs e o Grafico 3 mostra o
comportamento dos titulos no inicio e apds 12 semanas nesses 14 pacientes.

Grafico 2- Titulos dos anti-anéis e bastdes dos 14 pacientes com hepatite C crénica
tratados com DAAs que apresentaram o anticorpo anti-anéis e bastdes apds 12

semanas de tratamento com o0s novos antivirais (DAAS). Recife, 2018.

= Positivo 1:80
m Positivo 1:320
= Positivo 1:640

m Positivo 1:1280
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Gréafico 3- Comportamento dos titulos dos anticorpos anti-anéis e bastdes (anti-RR)
na amostra antes e apds 12 semanas de tratamento nos 14 pacientes com anti-RR

positivo apos 12 semanas de uso dos novos antivirais (DAAS)
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Os pacientes 1, 8 e 12 apresentaram queda nos titulos, os pacientes 2, 5, 10, 13 e 14
mantiveram os mesmos titulos da amostra inicial. JaA os pacientes 3, 6, 11, 4, 7 e 9
apresentaram aumento nos titulos, sendo que os 3 primeiros eram negativos na amostra pré-

tratamento.

3.4 RESPOSTA AO TRATAMENTO COM DAAS

Em 62 dos 70 pacientes (88,5%) realizou-se a pesquisa do HCV RNA na 122
semana apos o fim do tratamento para avaliar a resposta virolégica sustentada, e em
59 deles (95,1%) o resultado foi negativo. Este estudo foi concluido antes da 122
semana apos o término do tratamento em 8 pacientes. Dentre todos 0s pacientes com
anti-RR positivo, apenas um (cujo anticorpo surgiu apos as 12 semanas de uso dos

DAAs) ndo respondeu ao tratamento.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, 16 dos 70 pacientes da amostra inicial (22,8%) apresentaram o
anti-RR antes de receber o esquema terapéutico com 0s novos DAAs. Apés as 12
semanas de uso dessas medicacdes, 5,7% dos pacientes apresentaram surgimento
desse anticorpo. A presenca do anti-RR esteve relacionada a terapia prévia contra o
HCV, posto que esse anticorpo foi detectado em 16 dos 34 pacientes com tratamento
prévio (47%) e nenhum dos 36 virgens de tratamento. Conforme a literatura, entre os
pacientes que fazem uso de PEG e RBV, o anti-RR € encontrado em
aproximadamente 25% dos casos (CALISE et al., 2016; DAMMERMANN et al., 2017;
KEPPEKE et al.,, 2012; NOVEMBRINO et al., 2014). Stinton et al evidenciaram o
anticorpo em apenas 4,7% dos pacientes em seu estudo, porém a maioria de sua
populacao néo tinha uso prévio de PEG e RBV (STINTON et al., 2013).

Um estudo populacional evidenciou a presenca do anti-RR em 39 de 4738
individuos analisados (0,74%), dos quais apenas um tinha hepatite C, evidenciando
gue esse anticorpo pode surgir ha populacdo sem uso de PEG e RBV (SHAIKH et al,
2013). Dados de estudo de Keppeke et al. sugerem que o anti-RR surge em
aproximadamente 40% dos pacientes tratados uma vez com IFN-a e RBV e em 70%
dos tratados por duas ou 3 vezes (KEPPEKE et al., 2016b). No presente estudo, foi
encontrada uma frequéncia de 41,6% de anti-RR nos pacientes tratados uma vez,
46% nos tratados duas vezes e 47% nos tratados trés vezes.

A média de tempo desde o ultimo tratamento contra o HCV foi longa, de 85,4
meses. Como os tratamentos com PEG e RBV eram longos e com muitos efeitos
colaterais, talvez muitos pacientes tenham recusado novas tentativas. Porém, mesmo
apesar desse longo tempo decorrido entre o Ultimo tratamento e a coleta de soro, foi
encontrada frequéncia de anti-RR nos pacientes previamente tratados acima da
descrita em outros estudos, que demonstravam tendéncia do desaparecimento do
anti-RR com o passar dos anos. O grupo de Keppeke evidenciou desaparecimento do
anti-RR em metade dos pacientes apos seis meses do fim do tratamento (KEPPEKE
et al., 2012). Ja Novembrino et al. evidenciaram esse desaparecimento em 80% dos
casos apos um ano (NOVEMBRINO et al., 2014). Contudo, na literatura pesquisada
nenhum estudo publicado avaliou a presenca desse anticorpo nos pacientes tanto

tempo apos o tratamento prévio.
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Sabe-se que a resposta imune que leva ao surgimento dos anti-RR é
semelhante aquela que ocorre diante de uma infec¢cdo, porém mais lenta, iniciando
apos meses do estimulo (KEPPEKE et al., 2014). Nos casos de resposta imune a
infeccdo ou outros antigenos externos, apdés o fim do estimulo antigénico, os
plasmacitos de vida longa mantém baixos niveis plasmaticos de IgG especifica para
aquele antigeno, fazendo com que a positividade do anticorpo gerado possa durar por
anos. Porém no caso das doencas autoimunes, ja foi demonstrado que pode haver
flutuacBes nos niveis de autoanticorpos detectado por IFI ou outros métodos, de forma
independente de tratamento ou atividade da doenca (CZAJA, 1999; FARIA;
BARCELLOS; ANDRADE, 2005). Nao se sabe se isso ocorre por ser parte da histéria
natural dessas doencas ou se por limitacbes nestes métodos de avaliacdo de
anticorpos.

Acreditamos que a detec¢do dessa frequéncia alta de anti-RR apds tantos anos
sem contato com seu provavel estimulo causador, a RBV, tenha ocorrido ndo so6 pela
persisténcia da producado dos anticorpos pelos plasmacitos de vida longa mas também
pelo fato de que 37,5% dos pacientes deste estudo receberam mais de um esquema
prévio com PEG e RBV. Nos trabalhos de Keppeke e Novembrino, esse anticorpo
desapareceu com o passar do tempo, porém os pacientes foram tratados apenas uma
vez. Talvez o tempo maior de exposicdo as drogas tenha levado a uma reposta imune
mais persistente. Além disso, o padréo flutuante de autoanticorpos visto em outras
patologias poderia se aplicar nos casos dos anti-RR e um percentual de positividade
diferente pudesse ter sido encontrado em analises desses dois autores apos periodo
mais prolongado.

Apesar de ndo ter havido significAncia estatistica, a média de tempo de
tratamento prévio dos pacientes com anti-RR positivo na amostra pré-tratamento foi o
dobro dos pacientes negativos. A maior frequéncia do anticorpo em pacientes com
maior duracao de tratamento ja foi descrita em estudos anteriores (KEPPEKE et al.,
2012; NOVEMBRINO et al., 2014). Estudo que avaliou a presenca do anti-RR usando
células mononucleares periféricas de 17 pacientes com HCV e uso de PEG e RBV
encontrou correlacéo entre a frequéncia do anti-RR e a duracdo do tratamento (r=
0,55; p=0,01) (KEPPEKE et al., 2016a).

Com relagéo ao tempo de uso prévio de ribavirina houve associacao positiva
entre maior tempo de uso e surgimento do anti-RR. Com efeito, Novembrino et al. ja

haviam encontrado relacdo positiva da média da dose de RBV com o surgimento dos
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anti-RR (1000mg nos positivos vs 800mg nos negativos, p=0,04), mas esse efeito foi
excluido pela regresséo logistica multivariada (NOVEMBRINO et al., 2014). J& os
dados sobre relacdo entre o aparecimento do anti-RR e o tempo de uso de RBV sao
escassos. Nao observamos relacdo entre o tempo prévio de uso de IFN-a e o
surgimento dos anticorpos.

Ja o uso de RBV associada aos DAAs néo foi um fator significante para o
surgimento do anticorpo. Talvez ndo se tenha encontrado uma relacdo mais
consistente em virtude da curta duracdo do tratamento e do pequeno numero de
pacientes utilizando associacdo dessas drogas. Cabe ressaltar que a maioria da
amostra ndo apresentava fatores de mau prognaostico que indicassem associacao da
ribavirina aos DAAs.

Surpreendentemente, encontrou-se associacdo positiva entre 0 uso de
telaprevir e o surgimento dos anti-RR na amostra pré-tratamento. Porém devido ao
pequeno numero de pacientes que utilizaram essa droga (quatro ao todo), acredita-se
gue mais estudos sejam necessarios para confirmar essa associacdo. Esses trés
pacientes com uso de telaprevir tinham uma média de tempo de tratamento prévio e
de uso de RBV de 17,3 meses, sendo talvez esse o fator associado a positividade do
anticorpo. Calise et al. avaliaram 52 pacientes usando PEG, RBV e telapreuvir,
encontrando uma frequéncia de anti-RR de 19%. JA Dammermann et al. avaliaram 37
pacientes recebendo PEG, ribavirina e boceprevir e 67 recebendo PEG, ribavirina e
telaprevir, encontrando uma frequéncia de anti-RR de 46% e 32% respectivamente.
Estes estudos concluiram que o boceprevir e telaprevir ndo tinham influéncia no
surgimento dos anti-RR (CALISE et al., 2016; DAMMERMANN et al., 2017)

No grupo de 52 pacientes avaliados apds 12 semanas de uso dos DAASs, o
anticorpo foi encontrado em 14 deles (26,9%), sendo que destes, 3 desenvolveram o
anticorpo apos o inicio do tratamento com DAAs (pacientes GMS, SMA e ALJ,
descritos no Quadro 4). Dois desses 3 pacientes (GMS e ALJ) estavam em uso de
RBV associada aos DAAs, mas o paciente SMA usou apenas SOF + DAC.

Cabe salientar que os pacientes GMS e SMA ja haviam feito tratamento prévio
com PEG e RBV. Assim, ndo se pode eliminar por completo o envolvimento dessas
drogas na inducdo do anti-RR nestes dois casos, podendo ter se tratado na verdade
um reaparecimento do anticorpo. Na paciente GMS foi utilizada novamente a RBV no
esquema com DAAs e talvez a reexposicéo a essa droga tenha sido suficiente para

induzir o aparecimento (ou reaparecimento) do anti-RR durante este tratamento em
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uma paciente ja sensibilizada. No paciente SMA, sem uso recente de RBV, o que
estimulou o aparecimento ou reaparecimento do anticorpo nao foi esclarecido.

No caso do paciente SMA, talvez o proprio tratamento com sofosbuvir e
daclatasvir tenha sido o gatilho para o aparecimento do anticorpo anti-RR. Este
paciente é coinfectado com o virus HIV e também utilizava Lamivudina e Tenofovir em
seu esquema antiretroviral. Estudo realizado por Keppeke et al. demonstrou que
essas drogas nao parecem ter capacidade de induzir o anti-RR in vitro nem in vivo.
Dentre as demais drogas que demonstraram induzir esse anticorpo in Vivo
(azatioprina, metotrexato, acido micofendlico e aciclovir), (KEPPEKE et al., 2016a)
apenas uma paciente utilizava o micofenolato de mofetil (um pré-farmaco do acido
micofendlico) mas ndo apresentou surgimento do anticorpo. Em adicéo, a presenca
de coinfecccdo HIV-HCV também néo parece ter influéncia no surgimento dos
anticorpos. (KEPPEKE et al., 2012)

Na paciente ALJ, em que nao havia histdria de tratamento prévio contra o HCV,
o anti-RR ocorreu provavelmente devido ao uso da RBV. Talvez, o percentual de
ocorréncia do anti-RR neste estudo nédo tenha sido maior em virtude tanto da auséncia
do PEG, cujos efeitos na imunidade podem ter influéncia no surgimento do anticorpo,
guanto do menor tempo de tratamento com 0os DAAs. Os pacientes deste estudo foram
avaliados apds 12 semanas de uso das medicacfes, tempo menor em relacdo ao
previamente realizado com PEG e ribavirina (24 a 72 semanas). Isso porque o
aparecimento do anti-RR tem sido descrito com maior frequéncia no 6° més de
tratamento, com maiores titulos no 12° més de uso da medicacdo (CALISE et al.,
2016; CLIMENT et al, 2015; KEPPEKE et al., 2014).

No estudo de Novembrino et al., envolvendo 88 pacientes tratados com PEG e
RBV, a frequéncia de anti-RR positivo nos 3°, 6° e 12° més foi de, respectivamente,
9%, 38% e 53% (p=0,008) (NOVEMBRINO et al., 2014). Estudo de Keppeke et al.
evidenciou que 8 de 17 pacientes apresentaram surgimento do anti-RR no 6° més de
tratamento ou mais, com 7 deles apresentando no 9° més ou apos isso.(KEPPEKE et
al., 2012). Um outro estudo analisou amostras de soro de 15 individuos com hepatite
pelo HCV, que apresentaram o anticorpo e foi verificado que a intensidade de
imunoprecipitacdo do IMPDH2 teve seu pico entre 6-12 meses de uso de PEG e RBV,
com posterior queda no pés-tratamento (KEPPEKE et al., 2014).

N&o foi observada associacdo entre a presenca do anti-RR e parametros

demograficos como sexo, coinfecccdo com HIV, carga viral pré-tratamento e o
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gendtipo do HCV, como ja mencionado em estudos publicados (CALISE et al., 2016;
CARCAMO et al., 2013; KEPPEKE et al., 2012; NOVEMBRINO et al., 2014). A maior
frequéncia do gendtipo 1 também foi vista nos demais estudos, por ele ser o genaotipo
mais prevalente no mundo (MESSINA et al., 2015). Essas variaveis ndo parecem
exercer influéncia no surgimento desse anticorpo. Nao observamos relagdo com grau
de fibrose, presenca de esquistossomose hepatoesplénica e presenca de diabetes
mellitus. Apesar de alguns desses fatores serem capazes de induzir
imunossupressao, aparentemente ndo ocorre maior inducdo do anticorpo nesses
casos.

Ao contrario dos estudos anteriores, nos quais nao foi vista diferenca de idade,
foi encontrada tendéncia a diferenca significativa na média de idade dos pacientes
com e sem o anticorpo. A amostra deste estudo possui média de idade maior do que
0S outros estudos, 0 que pode ser a causa desse achado, considerando a maior
tendéncia a presenca de autoanticorpos nas pessoas idosas (VADASZ et al., 2013).

Com relacéo aos titulos de anti-RR encontrados nesta amostra, verificaram-se
titulos mais baixos do que a maioria dos estudos prévios, apesar da heterogeneidade
presente nos mesmos. Estudo de Carcamo et al. encontrou titulos entre 1:50 e
1:819.200 em coorte de pacientes americanos e entre 1:200 e 1:819.200 em coorte
de pacientes italianos, valores muito acima dos encontrados em outros estudos
(CARCAMO et al., 2013).

N&o houve grande variacao dos titulos nas amostras antes e apds 12 semanas
de tratamento entre os pacientes com titulos inicialmente positivos, assim como foi
demonstrado por Calise et al. (CALISE et al., 2016). Como a inibicdo do IMPDH2 pela
RBV ocorre de forma irreversivel, supde-se que os titulos permanecam independente
do status do HCV e do uso da droga, com possivel flutuacdo ao longo do tempo.

No presente estudo, ndo se encontrou associacao entre recidiva em tratamento
prévio e maior frequéncia de anti-RR, apesar de que 50% dos portadores do anticorpo
na amostra pré-tratamento haviam recidivado em algum dos tratamentos realizados.
Em alguns estudos com PEG e RBV, o anticorpo foi mais relacionado a recidivantes
que nao respondedores e respondedores (CALISE et al., 2016; CARCAMO et al.,
2013; COVINI et al., 2012; NOVEMBRINO et al., 2014). Os nao respondedores
geralmente interrompem o tratamento assim que é verificada a falta de resposta, néo
recebendo a medicacdo pelo tempo total. Porém os respondedores e recidivantes

recebem a medicacdo pelo mesmo periodo de tempo, o que nao explica porque o
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anticorpo estaria mais presente em recidivantes, exceto por algum possivel efeito na
resposta ao tratamento.

O HCV RNA da 122 semana apés o fim do tratamento, que serve como
indicador de resposta virologica sustentada, foi solicitado a todos os pacientes. As
taxas de cura do HCV com os novos DAAs pode ultrapassar 90%(SPENGLER, 2017).
O exame foi realizado por 62 dos 70 pacientes, com confirmacg&o da cura em 59 deles.
Dois dos trés pacientes que ndo responderam ao tratamento ndo apresentaram anti-
RR positivo nem antes nem apés o tratamento. Atrasos no inicio da medicacéo e
dificuldades para realizar o exame nos pacientes do interior do estado sdo as
provaveis causas de ndo termos conseguido resultados de HCV RNA de todos os
pacientes. Dentre os pacientes com anticorpo positivo, todos foram considerados
curados, exceto por uma, a paciente ALJ, cujo anti-RR surgiu apos as 12 semanas de
uso dos DAAs. Os outros dois pacientes com surgimento do anti-RR apos uso dos
DAAs responderam ao tratamento. Esses dados sugerem que neste tratamento o
anticorpo nao parece ter influéncia na resposta.

Pela maior frequéncia do anticorpo nos pacientes com hepatite C, especula-se
gue o simples fato da inducdo dos RR in vitro pela RBV néo seja condi¢ao suficiente
para esse fato. Caracteristicas especificas nos pacientes com HCV parecem ser
importantes. A estabilidade maior dos RR induzidos pela RBV (por ser um inibidor
irreversivel da IMPDH2), associada aos efeitos do PEG, o estado pré-inflamatério do
figado infectado pelo HCV e as alteracdes imunolédgicas induzidas pelo mesmo
parecem ser 0 conjunto responsavel pelo surgimento dos anti-RR (KEPPEKE et al.,
2016a).

Esse estudo apresentou limitagcées principalmente devido ao desenho do
mesmo. Por se tratar de estudo longitudinal de seguimento, houve perdas de
acompanhamento que impossibilitaram a coleta do soro apds 12 semanas de uso dos
DAAs em todos os pacientes. Além disso, 0 uso das medicac¢des por 12 semanas
pode nao ser suficiente para induzir surgimento do anti-RR, que geralmente aparece

no 6° més do tratamento.
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5 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, observou-se a presenca do anti-RR antes do uso dos novos
DAAs em quase metade dos pacientes que tinham tratamento prévio contra o HCV.
Apéds as 12 semanas de uso dos novos antivirais, esse anticorpo tornou-se positivo
em 5,7% dos pacientes. Os dados bioldgicos néo tiveram relacdo com o surgimento
do anticorpo, porém a realizacéo de terapia previa contra a hepatite C e o tempo de
uso de RBV nessa terapia prévia estiveram fortemente relacionados. Verificou-se
ainda que o anti-RR pode surgir (ou ressurgir) apés tratamento com os novos DAAs,
numa frequéncia menor do que com o uso de IFN-a e ribavirina, talvez pela menor
duracédo do tratamento dos esquemas terapéuticos atuais.

Futuros estudos serdo necessarios avaliando maior nimero de pacientes,
principalmente aqueles que usarem 24 semanas de DAAs, com e sem a associagao

da ribavirina.
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ABSTRACT

Introduction: Anti-rods and rings (anti-RR) antibodies are related to hepatitis C virus
(HCV) in patients treated with pegylated interferon (PEG-IFN) and ribavirin (RBV). Only
RBV induces rods/rings structures in vitro, but in vivo, the antibody appearance is
related to the combination of these drugs, because data about patients using just one
of these drugs alone is missing. Some studies suggest disappearance of these
antibodies over time. The aim of this study was to describe the occurrence of anti-RR
in patients with chronic hepatitis C treatment-naive or previously PEG-IFN/RBV
experienced, evaluating the persistence of anti-RR antibodies long after PEG-IFN
/RBV treatment. Methods: From 2016 to 2017, 70 HCV-infected patients were
screened for anti-RR using indirect immunofluorescence. Demographic, clinical and
data about previous treatments against HCV were assessed. Results: Thirty-four
patients (49%) had been previously treated with PEG-IFN /RBV and the average time
since they had received the last antiviral treatment was 85.4 months. Anti-RR
seropositivity was detected in 16 patients (23%), and all of these had used PEG-IFN
/IRBV (corresponding to 47% of experienced patients). Previous antiviral treatment and
previous exposure time to RBV were associated with anti-RR positivity. Median time
elapsed since last treatment was similar between anti-RR positive and anti-RR
negative patients. Conclusion: Anti-RR seropositivity was not observed in treatment-
naive patients, but was detected in almost half of patients previously treated with PEG-
IFN and RBV, even after a long period without exposure to these drugs. This antibody

was related to extended prior exposure to ribavirin.

Key-words: Chronic hepatitis C. Autoantibodies. IMPDH enzyme. Ribavirin. Antiviral

therapy.

INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) infection causes high morbimortality, leading to liver
cirrhosis in 4 to 20% of those infected [1]. In addition to liver disease, this virus has

been associated with autoimmune phenomena and the production of autoantibodies
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[2]. A positive ANA test has been reported in 7 to 65% of infected patients, the most
common pattern being nuclear fine speckled [3,4]. It is believed that HCV promotes
activation and proliferation of B-lymphocytes, stimulating the generation of these
antibodies [5,6].

Recently, a novel cytoplasmic ANA pattern in indirect immunofluorescence
described as anti-rods and rings (anti-RR) has been reported almost exclusively in
hepatitis C patients treated with pegylated interferon (PEG-IFN) plus ribavirin (RBV).
RBV is known to irreversibly inhibit inosine monophosphate dehydrogenase type-H
(IMPDH2), which is the main target of the anti-RR antibody [7]. However, data
demonstrating that RBV alone is capable of inducing this antibody in vivo is rare. In
addition, the literature available has not reported whether the immune effects induced
by PEG-IFN are or are not fundamental to the emergence of these autoantibodies
[7,8,9].

Furthermore, previous studies investigating anti-RR after the end of hepatitis
C treatment have suggested its disappearance over the course of time in most cases
[9, 10]. Little is known, however, about the persistence of anti-RRs for longer periods
after antiviral therapy. Despite the arrival of the new antivirals replacing PEG-IFN and
RBV in the treatment of hepatitis C, a large number of patients undergoing these new
treatments received the previous combination therapy with PEG-IFN /RBV in the past,
and many of them may still have anti-RR seropositivity. In addition, some studies have
observed a relationship between the emergence anti-RR and virus relapse, thereby
raising the suspicion of a negative impact of this antibody on the treatment outcome
[7,9,11,12]. Therefore, this study aimed to describe the occurrence of anti-RR in
patients with chronic hepatitis C treatment-naive or previously PEG-IFN /RBV-
experienced, evaluating the persistence of these antibodies long after antiviral

treatment.

MATERIALS AND METHODS

Patient characteristics

From 2016 to 2017, 70 patients were evaluated at the Hepatology outpatient

clinicin the Hospital das Clinicas of the Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

They were all over 18 years old, with chronic hepatitis C confirmed by positive anti-
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HCV antibodies and circulating HCV RNA for more than 6 months. Serum samples
were collected for anti-RR research and clinical and demographic data, including
information about previous treatments against HCV, were collected from interviews
and medical records. All procedures performed were in accordance with the ethical
standards of the Institutional Research Committee and with the 1964 Helsinki
declaration and its later amendments. The institution’s Ethics Committee approved the
present study, and informed consent was obtained from all individual participants

included.

Anti-RR detection

All serum samples were stored at -20°C and processed for an indirect
Immunofluorescence (lIF) assay with HEp-2 slides from Euroimmun (Lubeck,
Germany), at a screening dilution of 1/40. Following initial dilution with a phosphate
buffered saline (PBS), the samples were incubated with HEp-2 cells for 30 minutes at
room temperature. Next, after washing with PBS for 10 minutes, the cells were
incubated with fluorescein-labeled anti-human IgG for another 30 minutes in the dark.
After further washing, the slides were assembled with 10 pL of Glycerol. Analyses were
made using an Olympus BX 41 immunofluorescence microscope under 100x
magnification. These were undertaken by an experienced observer who did not know
the patient’s clinical status.

All patients considered to have the anti-RR antibody presented the ANA rods
and rings pattern, designated AC-23 by the International Consensus of ANA Patterns
(15) with a titer greater than or equal to 1/40. Positive samples were then titrated and

analyzed again.

Statistical Analysis

The data were analyzed using STATA/ SE 12.0 and Excel 2010. All tests were
applied with 95% confidence. Chi-square test and Fisher's exact test were used in the
descriptive analysis and to check if there were an association between the categorical
variables. The Kolmogorov-Smirnov Normality Test was used for quantitative variables
(n = 30). Comparisons between groups were performed using Student's t-test and

Mann-Whitney test depending on data distribution.
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RESULTS

Study population

During the study period, 70 patients were evaluated. Their mean age was 60.9
+ 10.9 years. Genotype 1 was the most prevalent, present in 50 patients (71.4%). Five
patients (7.1%) were HIV co-infected and one patient had diagnosed systemic lupus
erythematosus. One patient was using azathioprine and another one mycophenolate
mofetil.

Concerning previous treatments against HCV, 36 (51.4%) were treatment-
naive, and 34 of the 70 patients (48.6%) had already used a therapeutic regimen, six
of them having undergone two attempts and four of them three attempts. The
combination of PEG-IFN /RBV was the most used regimen, having been received by
31 of the 34 experienced patients. Four of the 70 patients (5.8%) received a regimen
with telaprevir. Relapse after a previous treatment was observed in 13 (38%) patients
and 21 (62%) of the 34 patients do not respond to previous antiviral therapy.
Demographic, clinical, virological, and previous treatment data of the 70 patients are
described in Table 1.

Table 1 - Demographic, clinical and virological data of the 70 patients with chronic

hepatitis C.

Characteristics n=70 (%)
Demographic

Age (mean +SD) 60.9 + 10.9
Males 37 (52.9)
Clinical

Cirrhosis 22 (31.4)
Diabetes Mellitus 2 19 (27.1)
Hepatosplenic schistosomiasis 14 (20.0)
Co-infection HIV-HCV 5 (7.1)
Tenofovir or Lamivudine use 5 (7.1)

HCV characteristics
Genotype 1 50 (71.4)
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Genotypes 2 and 3 20 (28.6)
HCV RNA> 400.000 Ul/ml 46 (65.7)

Values presented as n (%) unless otherwise indicated. Abbreviations: HCV, hepatitis C virus; HIV,
human immunodeficiency virus;

The mean time since the last treatment was 85.4 + 57.5 months, ranging from
10 to 225 months. The mean total length of time that each patient had used antiviral
medications was 16.3 + 19 months, ranging from one to 107 months, with the mean
time of ribavirin use being 15.7 £ 18.9 months, ranging from one to 107 months.

Previous treatment data of the 70 patients are described in Table 2.

Table 2 - Previous treatment data of the 70 patients with chronic hepatitis C.
Treatment Characteristics n=70 (%)

Previous Treatment of HCV

Treatment-naive 36 (51.4)
Previously treated 34 (48.6)
Treated with PEG-IFN + RBV 31 (44.2)
Previous relapse 13 (18.6)
Treated more than once 10 (14.3)
Use of Telaprevir 4 (5.8)
Number of months since the last treatment

(mean +SD) 85.4+575
Period (in months) of previous treatments

(mean +SD) 16.3+ 19
Period (in months) of RBV use (mean +SD) 15.7+18.9
Period (in months) of IFN use (mean +SD) 116+79

Values presented as n (%) unless otherwise indicated. Abbreviations: HCV, hepatitis C virus; RBV,
Ribavirin; IFN: alpha-interferon; PEG-IFN, pegylated interferon;

Anti-rods and rings seropositivity

Anti-RR reactivity was detected in the sera of 16 of the 70 patients studied
(22.8%), and all of them (47% of the 34 experienced patients) had been previously
treated.

The mean age among the individuals with a positive antibody was higher than
among those with a negative antibody (65.4 years vs 59.6 years; p = 0.064). There
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was no significant relationship between sex, genotype, viral load, diagnosis of
cirrhosis, HIV co-infection, schistosomiasis or diabetes with the seropositivity of the
antibody. None of the HIV co-infected patients were positive. Patient with systemic
lupus erythematosus and patients in use of azathioprine and mycophenolate mofetil
did not show antibody positivity. Table 3 presents clinical characteristics of the 70
patients according to anti-RR positivity.

Table 3 - Clinical characteristics of the 70 patients with chronic hepatitis C according

to the positivity of the anti-rods and rings.

Characteristic Anti-RR p
Positive Negative

N 16 54

Male 8 (50) 29 (53.7) 0.794%

Age (mean +SD) 65.4+10.5 59.6+10.8 0.0643
Genotype 1 12 (75) 38 (70.4) 1.0002
HCVRNA> 400.000U! 10 (62,5) 36 (66.6) 1.0001
Cirrhosis 6 (37.5) 16 (29.6) 0.615!
DM2 5 (31.2) 14 (25.9) 0.7572
HSS 3 (18.7) 11 (20.3) 1.0002
HIV 0 5( 9.2) 0.5822

Values presented as n (%) unless otherwise indicated. 1: Chi-square test; 2: Fisher's exact test; 3:
Student’s t-test; Abbreviations: Anti-RR: Anti-rods and rings; HIV: Human Immunodeficiency Virus;
DM2, Diabetes Mellitus type 2; HSS: Hepatosplenic schistosomiasis

Previous treatment against HCV infection showed a strong association with
the presence of the anti-RR antibody. Among the 16 anti-RR positive patients, all had
received at least one previous therapeutic regimen against HCV (p = 0.000), four of
them (25%) having received it twice and two of them (12.5%) three times. But even
though six of the 10 patients (60%) who received more than one regimen presented
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positive anti-RR, comparing patients with single treatment versus multiple treatments
did not show differences in the presence of the antibody (62,5% vs 37,5%, p = 0,329).
Eight anti-RR carriers (50%) had relapsed in one of these treatments (p = 0.213) and
the other eight were non-responders.

Three of the 16 anti-RR positive patients (18.8%) had received telaprevir
previously, whereas only one of the 54 negative ones (1.9%) received it (p = 0.035),
but when comparing the appearance of the antibody between patients with PEG-IFN /
RBV and PEG-IFN / RBV and telaprevir, no relationship was found between telaprevir
use and anti-RR positivity. There was no relationship between mean duration of
previous treatment (22.2 months vs 10.9 months; p = 0.100) or mean duration of IFN
use (12.4 months vs 10.9 months; p = 0.603) according to the occurrence of anti-RR.
The median time of previous use of ribavirin was 14.5 months between the positive
ones and 9 months among the negatives (p = 0.04). The mean time elapsed since the
last treatment was long but similar in both anti-RR positive and negative patients (82
months vs 88.3 months; p = 0.756). Table 4 presents the characteristics of previous

treatments of the 70 patients, according to anti-RR positivity.

Table 4 - Characteristics of the previous treatments of 70 chronic hepatitis C patients
according to the positivity of anti-rods and rings

Characteristics Anti-RR p

Positive Negative

N 16 54

Previous treatment 16 (100) 18 (33.3) 0.000!
Relapse 8 (50) 5(9.4) 0.213%
Telaprevir used 3(18.7) 1(1.9) 0.0352
Number of months since the last

treatment (mean +SD) 82 88.3 0.756°
Period (in months) of previous 22.2 10.9 0.1003
treatments (mean +SD)

Period (in months) of IFN use 12.47 10.9 0.6033

(mean +SD)
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Period (in months) of RBV use 145 9.00 0.04%
(median)

Values presented as n (%) unless otherwise indicated. 1: Chi-square test; 2: Fisher's exact test; 3:

Student’s t-test; 4: Mann-Whitney test; Abbreviations: IFN-a, alpha- Interferon; RBV, Ribavirin;

Anti-RR titers

The titers of anti-RR reactivity for all anti-RR positive patients varied from 1/80
to 1/2560. Seven of the 16 patients (43.7%) had an antibody titer of 1/320. The highest
titer was 1/2.560 in only one patient.

Anti-RR titers were lower in those who had been treated a long time before,
suggesting the reduction of titers in accordance with time progression after therapy (r=
-0,49). Figure 1 shows an inverse correlation between time elapsed since last
treatment and anti-RR titers. Moreover, the mean titer of the 8 patients who had been
treated the longest time before was 1/450 + 368 and the mean titer of those 8 treated
more recently was 1/880 + 741 (p = 0.163).

Titers of anti-RR according to number of weeks since the
last antiviral therapy in 70 patients with chronic hepatitis
C
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Fig 1 — Titers of anti-RR according to number of weeks since the last antiviral treatment in

70 patients with chronic hepatitis C.

DISCUSSION
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In the current study, 16 of the 70 (22.8%) patients evaluated presented anti-
RR reactivity even after a long period without receiving antiviral therapy. We did not
found anti-RR occurrence in the 36 treatment-naive patients with chronic C hepatitis.

The presence of anti-RR seropositivity was related to previous therapy since
this antibody was detected in almost half of patients previously treated. According to
the literature, among the HCV-infected population who receive IFN/RBV, anti-RR is
found in approximately 25% of cases [9,10,12,16]. A study from Keppeke et al.
suggests that anti-RR reactivity appears in approximately 40% of patients treated once
with IFN/RBV, and in 70% of those treated two or three times [18]. The data from our
study showed 41.6% of anti-RR seropositivity in those treated once, and 60% in those
treated more than one time.

However, a population-based study found the presence of anti-RR reactivity
in 39 of the 4.738 subjects analyzed (0.74%), of whom only one presented hepatitis C,
indicating that this antibody can occur in healthy individuals [17].

In our study, the mean time since the patients received their last treatment
against HCV was long, 85.4 months. Nevertheless, despite this long period, previously
treated patients had a high occurrence of anti-RR reactivity. On the other hand, some
authors have suggested the disappearance of this antibody over a few months. In fact,
Keppeke et al. revealed anti-RR disappearance in half of their patients after 6 months
of the end of treatment [10]. Novembrino et al. also reported the loss of this antibody
in 80% of their patients after one year [9]. However, in the literature reviewed, no
published study was found that evaluated the presence of this antibody in patients
such a long time after previous treatment as we did in our study.

It is known that the immune response that leads to the emergence of anti-RR is
similar to that occurring after an infection, but slower, starting months after the
antigenic stimulation [19]. In cases of immune response to infection or other external
antigens, after the end of the antigenic stimulus, long-lived plasma cells maintain low
IgG plasma levels specific for that antigen, causing continuous antibody production.
However, in the case of autoimmune diseases, it has already been shown that there
may be fluctuations in the levels of autoantibodies detected by IIF or other methods,
independent of treatment or disease activity [20,21]. It has not been established
whether this occurs because it is part of the natural history of these autoimmune
diseases or because of limitations in those methods of antibody detection.
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We believe that the detection of this high frequency of anti-RR reactivity after
SO0 many years without its stimulus (PEG-IFN /RBV) occurred possibly due to the
persistence of antibody production by long-lived plasma cells. It is important to highlight
that in our study 37.5% of the subjects received more than one treatment, whereas the
patients studied by Keppeke and Novembrino had been treated only once. However,
we could not demonstrate that the presence of multiple treatments was significant for
the presence of anti-RRs.

Although we found the presence of anti-RR seropositivity a long time after
treatment, the patients who received antiviral treatment a long time ago had lower titers
than those who receive it in the recent past. The median titers of the eight patients who
undergone treatment for a longer period was half of the median titer of those treated
more recently. In addition, there was a trend to an inverse correlation between the time
elapsed since last treatment and anti-RR titers.

Despite the absence of statistical significance, the mean duration of previous
treatment in those with positive anti-RR was twice as long as the duration for those
with a negative antibody. The highest frequency of the antibody in the patients whose
treatments lasted longer has been described in previous studies [9,10].

Regarding the duration of previous RBV use, there was a positive association
between longer exposure to this drug (and consequently higher cumulative dose) and
the presence of anti-RR. Indeed, Novembrino et al. had already described a positive
relationship between the RBV dosing and the occurrence of anti-RR reactivity (1,000
mg in the positive vs 800 mg in the negative cases, p = 0.04), but this effect was
excluded by multivariate logistic regression [9]. Information about the relationship
between the emergence of anti-RR and the duration of RBV use is limited. No
relationship was observed between the previous duration of alpha-interferon (PEG-IFN
or conventional) use and the occurrence of antibodies.

Interestingly, we observed a higher frequency of anti-RR positivity in patients
who previously received telaprevir. However, the three patients receiving telaprevir had
a mean duration of previous treatment and RBV use of 17.3 months, both superior to
the negative patients, and this may be the factor associated with antibody positivity.
However, Calise et al. evaluated 52 patients treated with PEG-IFN /RBV plus telaprevir
and found an anti-RR occurrence of 19%. Dammermann et al. evaluated 37 patients
receiving PEG-IFN /RBV plus boceprevir and 67 patients receiving PEG -IFN /RBV
plus telaprevir, with an anti-RR positivity of 46% and 32%, respectively. These studies
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concluded that boceprevir and telaprevir had no influence on the emergence of anti-
RRs [12,16].

In our study, no association was observed between the presence of anti-RR
reactivity and demographic parameters such as gender, viral load or genotype, as
already mentioned in published studies [9-11]. The data of the present study revealed
no relationship between anti-RR and the presence of hepatosplenic schistosomiasis,
HIV co-infection or the presence of diabetes mellitus. Although some of these factors
are capable of inducing immunosuppression, there was apparently no greater
induction of the antibody in these cases.

Contrary to previous studies, in which no difference in age was observed, we
found a trend towards older age in patients positive for anti-RR. This finding is
attributable to the older age of the population in our study in comparison with subjects
in other anti-RR studies, given a greater tendency for autoantibodies in the elderly [22].

Considering the titers of anti-RR, this study found lower titers than most previous
studies, despite the heterogeneity of the data [9,19]. Carcamo et al. in 2013 found titers
between 1/50 and 1/819.200, which are values far above those found in other studies
[11]. In effect, the anti-RR titers in our patients were lower because they arose a long
time ago, during a previous treatment, and had decreased over time, as was shown in
Figure 1.

In our study, there was no association between relapse in previous treatment
and the frequency of anti-RR reactivity, although almost 50% of the patients had
relapsed in at least one of their prior antiviral schemes. In some studies with IFN/RBV
use, the anti-RR has been more related to relapsers than to non-responders and
responders [7,9,11,12]. Non-responders usually interrupt the therapeutic regimen as
soon as the lack of response is verified, not taking their medication for the total length
of time recommended. However, sustained responders and relapsers received the
medication for the same period, which does not explain why the antibody would be
more present in relapsers, except for some possible immunological effect on treatment
outcomes.

The present study has limitations, mainly due to its design. Because it was a
retrospective analysis, the number of the patients was limited and we do not know the
exact time of the appearance of anti-RR and their titers when they appeared in patients

previously treated.
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Further and prospective studies will be necessary to evaluate the impact of
the anti-RR emergence in virological responses during HCV therapy using the new
direct-acting antivirals associated with RBV.

In conclusion, in the present study anti-RR was not observed in treatment-
naive patients but was detected in almost half of patients who had been previously
treated with PEG-IFN /RBV, even after a long period without antiviral using. Time of
RBV use in this previous therapy was related to the occurrence of this antibody, and
the anti-RR persisted after periods as long as 225 months without contact with antiviral

agents against hepatitis C.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao ha.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo estd APROYVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVACAQ DEFINITIVA do projeto s6 serd dada apds o envio do Relatério
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatario Final para envia-lo via
“Notificago”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugges do link “Para enviar Relatorio Final®, disponivel no
site do CER/CCS/UFPE. Apds apreciacdo desse relatdrio, 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 ndo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolugdo CNSIMS N° 466/12).

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

Para projetos com mais de um ano de execugdo, & obrigatorio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatdrios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacdo (item X.1.3.b., da Resolugio CNS/MS N° 466/12).

O CEPICCS/UFPE deve zerinformado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estude (item V.5., da Resolug@o CNSIMS N° 466/12). E papel dofa pesguisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocormido (mesmo gue tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagdo & ANVISA — Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria, junto com
seU posicionamento.
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