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RESUMO

A ocorréncia das hepatites B ou C em pacientes com esquistossomose mansoni (EM) esta
relacionada a pior evolugdo clinica. Contudo, a associa¢do do virus da hepatite E (HEV) com
a EM ainda ¢é pouco conhecida. Esse estudo tem por objetivo determinar a soroprevaléncia do
anti-HEV IgG em pacientes com EM e sua associagdo com biomarcadores preditores de
fibrose hepatica, com o comprimento longitudinal do bago e com o padrdo de fibrose
periportal (FPP), segundo a classificacdo de Niamey. Trata-se de estudo seccional em zona
endémica para EM, em pacientes que referiram banhos de rio e com presenga de ovos nas
fezes. Foram avaliados fosfatase alcalina (FA) e plaquetas, para célculo do Indice Coutinho
(IC). O ultrassom (US) de abdome foi realizado para avaliar o padrdo de FPP e o
comprimento longitudinal do bago. Os niveis séricos do anti-HEV IgG foram avaliados por
ELISA (Euroimmun®) e, nos casos positivos, procedeu-se a pesquisa do HEV-RNA. Entre
286 pacientes (60,8% mulheres; idade média 42 anos), 170 (59,4%) apresentaram FPP leve
(A/B/C) e 116 (40,6%), FPP avancada (D/E/F). O anti-HEV IgG resultou positivo em 15
(5,24%) pacientes, que apresentavam maiores niveis séricos de FA (p < 0,001) e valores mais
elevados do IC (p < 0,001). Adicionalmente, o anti-HEV IgG foi mais frequente nos pacientes
com padrdes de FPP (D/E/F) mais avancados (p = 0,036) e naqueles com maior comprimento
longitudinal esplénico (p = 0,039). Neste estudo, a ocorréncia do anti-HEV IgG em
esquistossomoticos vivendo em zona endémica foi maior do que a descrita em nosso meio e

foi mais frequente entre aqueles com indicios de fibrose hepatica mais avangada.

Palavras-chaves: hepatite E; HEV; esquistossomose mansoni; prevaléncia; epidemiologia.



ABSTRACT

Hepatitis B or C in patients with Schistosomiasis mansoni (SM) is associated to the worst
clinical outcome. However, the association of hepatitis E virus (HEV) with SM is still poorly
understood. This study aims to determine the seroprevalence of anti-HEV IgG in patients with
SM and its association with biomarkers predicting liver fibrosis, with the longitudinal spleen
length and with the pattern of periportal fibrosis according to the Niamey classification. This
is a sectional study in an endemic area for SM with patients who reported river bathing and
the presence of eggs in the stool. Alkaline phosphatase (ALP) and platelets were evaluated to
calculate the Coutinho Index. The ultrasound was performed to assess the PPF pattern and
longitudinal spleen length. Serum levels of anti-HEV IgG were evaluated by using ELISA
(Euroimmun®) and, in positive cases, HEV-RNA was tested. Among the 286 patients tested
(60.8% women; mean age 42 years), 170 (59.4%) had mild PPF (A/B/C) and 116 (40.6%) had
advanced PPF (D/E/F). Anti-HEV IgG was positive in 15 (5.24%) patients, who had higher
serum levels of ALP (p < 0.001) and higher Coutinho Index (p < 0.001). Additionally, anti-
HEV IgG was more frequent in patients with more advanced PPF (D/E/F) patterns (p = 0.036)
and those with longer splenic longitudinal length (p = 0.039). In this study, the occurrence of
anti-HEV IgG in patients with SM living in an endemic zone of northeastern Brazil was
higher than that described in the same region and more frequent among patients with evidence

of more advanced liver fibrosis.

Keywords: hepatitis E; HEV; schistosomiasis mansoni; prevalence; epidemiology
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1 INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da Hepatite E (HEV) constitui importante problema de saude
publica, sendo endémica na maioria dos paises industrializados (EASL, 2018). Em torno de
12,5% da populacdo mundial estdo infectados pelo HEV e, essa infecgdo € responsavel por
3,3% dos obitos associados a infecgdes virais (Songtanin et al., 2023).

A maioria dos pacientes ndo desenvolvem sintomas, sendo a doenga autolimitada, mas
ao acometer pacientes imunocomprometidos, tais como transplantados de érgaos so6lidos, com
neoplasias hematologicas, infectados por HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e
portadores de doencas reumatolégicas em uso de imunossupressdao a longo prazo, a infegao
pode evoluir para cronicidade. Em gestantes, leva mais frequentemente a evolugdo para
hepatite fulminante, com uma taxa de letalidade em torno de 30% e, em pacientes com doenga
hepatica cronica (DHC), predispde a descompensagdo da patologia e a piora do prognostico
(Mrzljak et al., 2021; Songtanin et al., 2023).

O HEV ¢ transmitido através de agua e alimentos contaminados, além da via
parenteral (Li ef al., 2020). Estudo de revisdo sistematica e metanalise realizado por Tegan et
al (2019) mostrou que no Brasil essa infecgdo ndo é rara, estimando uma soroprevaléncia
global na populagdo adulta de 6,0%. Outro estudo realizado por Cunha et al (2022), em
candidatos a doacdo e doadores de sangue em um banco de sangue na cidade do Recife, no
estado de Pernambuco, encontrou uma soroprevaléncia de 0,9% (9/996), sendo 77,77% (7/9)
em doadores de sangue e 22,22% (2/9) em candidatos a doadores.

Menezes et al (2023), avaliou a soroprevaléncia desse virus em 301 pacientes com
DHC de diferentes etiologias, sendo: 114 com virus da hepatite C, 131 com virus da hepatite
B, 37 com hepatite autoimune em tratamento com imunossupressor € 19 com doenga hepatica
induzida por medicamentos, encontrando respectivamente o anti-HEV IgG em 13,2%, 13%,
8,1% e 21,1% (Menezes et al, 2023). Isso evidencia o quanto essa doenga ainda é
subdiagnosticada, especialmente em decorréncia da indisponibilidade dos testes sorologicos e
de deteccdo do acido ribonucleico (RNA) viral na rede publica.

Outra doenga que persiste como problema de saude no Brasil, acometendo em torno de
1,5 milhdes de pessoas, ¢ a esquistossomose mansoni (EM). Ela faz parte do grupo de
doengas tropicais negligenciadas que afetam populagdes de baixa renda em todo o mundo
(Cruz et al., 2020).

Essa doenga ¢ causada pelo trematddeo Schistosoma mansoni, tendo como hospedeiro

principal o homem e, como intermediario, os caramujos do género Biomphalaria. Esta
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relacionada ao saneamento basico inadequado e baixas condigdes socioecondmicas. O homem
se infecta através do contato com aguas contendo as cercarias (forma infectante) que penetram
na pele e mucosas (BRASIL,2014).

A EM e a infecgdo pelo HEV tém em comum a possibilidade de serem adquiridas em
locais com precéarias condi¢des sanitarias, expondo a populagdo que vive nesses ambientes ao
contato com colegdes hidricas contaminadas. Em areas endémicas, a EM pode evoluir para
formas avangadas da doenga, como a hepatoesplénica, e, ao se associar com hepatite viral,
pode haver uma progressdo mais rapida para cirrose (Passos-Castilho et al., 2016).

Estudo realizado por Passos-Castilho et al/ (2016), mostrou que pacientes
esquistossomoticos com infecgdo prévia pelo HEV cursaram com niveis mais elevados de
alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil transferase (GGT) do que os que possuiam
negatividade para o anticorpo anti- HEV IgG (Passos-Castilho et al., 2016).

Ha poucos estudos de soroprevaléncia do HEV em pacientes com EM no Brasil.
Parand et al (1997) descreveram prevaléncia de 10% do anti-HEV IgG em 30 individuos com
EM na Bahia. Em Pernambuco, Passos-Castilho et a/ (2016) detectaram o anti-HEV IgG em
18,8% de 80 pacientes com EM enquanto, Araujo et al (2023), em 16 pacientes
esquistossomoticos, sem outra doenga hepatica associada, encontrou uma prevaléncia do anti-
HEV IgG em 14,30%.

Diante da escassez de dados populacionais sobre a ocorréncia do HEV em pacientes
esquistossomoticos e considerando que essa coinfeccdo podera predispor pior desfecho da
doenga hepatica nesses pacientes; com esse estudo, pretende-se determinar a soroprevaléncia
do anti-HEV IgG em pacientes com EM e sua associagdo com biomarcadores (hematolégicos,
bioquimicos ¢ indice Coutinho) preditores de fibrose hepatica, com o comprimento

longitudinal do bago e com o padrdo de fibrose periportal, segundo classificacdo de Niamey.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O HEV ¢ um virus zoonotico, com capacidade de causar doenga hepdatica aguda e
cronica e, uma gama de sintomas extra-hepaticos, constituindo relevante problema para a
saude publica global (Wang e Meng, 2021).

No inicio dos anos 80, ele foi identificado pela primeira vez por microscopia
eletronica. Diante de um surto de hepatite desconhecida, transmitida pela agua, um grupo de
pacientes testados negativos para o anti-HAV IgM e o HBsAg tiveram espécimes fecais
coletados e, inoculadas por via oral em um voluntario humano. No 28° dia da inoculag@o,
visualizaram-se nas fezes do voluntario pequenas particulas virais, ainda ndo conhecidas, de
27 a 30nm (Balayan et al., 1983; Wang e Meng, 2021). Em 1990 o genoma do HEV foi
descrito (Songtanin et al., 2023).

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO HEV

O HEV pode apresentar-se de duas formas: quase envelopada (figura 1) e sem
envelope (figura 2). Nesta, o involucro do capsideo entra em contato com o ambiente que o
circunda enquanto, naquela, o capsideo ¢ coberto por uma membrana exossomica. Quando
presente nas fezes e urina, ele adquire a forma de particulas esféricas ndo envelopadas, sendo
esta dez vezes mais infecciosa que a quase envelopada, presente no soro (Aslan e Balaban,
2020; Bricks et al., 2019; EASL, 2018; Himmelsbach et al., 2018; Wang e Meng,2021).

Em sua forma ndo envelopada possui um didmetro de 27-34nm, com genoma RNA de
fita simples de sentido positivo cerca de 6,4-7,2 kb, com um cap 5’ -m7G e uma cauda 3'-
poli(A) composto por trés regides de leitura genomica (ORF1, ORF2 ¢ ORF3) (Aslan e
Balaban,2020; Bricks ef al., 2019; EASL, 2018; Himmelsbach et al., 2018; Wang ¢ Meng,
2021).

O OREF 1 participa da codificacdo de uma proteina de 1.693 aminodcidos que contém
dominios funcionais (metiltransferase, cisteina protease, RNA helicase ¢ dominios RNA
polimerase dependentes de RNA) que participam das proteinas ndo estruturais de outros virus

de RNA de fita positiva (Kamar et al., 2014; Wang e Meng, 2021).
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Figura 1: Representagdo da estrutura do virion do HEV quase envelopado.

Quase envelopado

HEV-ORF3

Fonte: Adaptado de Igbal ef al (2023)

Figura 2: Representagdo da estrutura do virion do HEV ndo envelopado.

000000,

Capsideo do HEV

\

%o

HEV RNA

Fonte: Adaptado de Igbal ef al (2023)

O ORF2 ¢ constituido por trés dominios (shell (S)/ aminoacidos 129 a 319, o médio
(M)/ aminoacidos 320 a 455 e o saliente (P)/ aminoacidos 456 a 606) cuja participagdo ¢ na
codificagdo da proteina do capsideo viral, com 660 aminoacidos responsaveis pela montagem
do virion, interagdo com as células alvo e imunogenicidade. E, por ultimo, o ORF3 que ¢ um
canal ionico funcional cuja fungdo ¢ codificar uma pequena proteina de 113 ou 114
aminoacidos envolvida na morfogénese e liberagdo do virion (Kamar ef al., 2014; Wang ¢

Meng, 2021).
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O HEV pertence a familia Hepeviridae, a qual se divide em dois géneros, o
Piscihepevirus e o Orthohepevirus. Este ¢ dividido em quatro espécies (A a D) enquanto o
Piscihepevirus em uma apenas. A espécie capaz de infectar humanos é a Orthohepevirus A,
com distribui¢do global; as demais infectam aves (Orthohepevirus B), visons, ratos, raposas,
furdes (Orthohepevirus C) e morcegos (Orthohepevirus D) (Figura 3). Ha oito gendtipos
conhecidos da espécie Orthohepevirus A e destes, quatro (HEV1, HEV2, HEV3, HEV4) sao
capazes de infectar humanos (Aslan e Balaban, 2020; EASL, 2018; Songtanin et al., 2023,
Himmelsbach ef al., 2018; Wang ¢ Meng, 2021).

Os HEV 1 ¢ 2 infectam exclusivamente humanos, levando a epidemias nos paises em
desenvolvimento, devido condigdes precarias de saneamento basico; os HEV 3 e 4 sdo
zoondticos, cursando com casos esporadicos ¢ agrupados da infeccdo pelo virus, seja em
paises industrializados ou em desenvolvimento; os HEV 5 e 6 foram identificados em javalis
no Japdo; o HEV 7 ¢ encontrado em camelos dromedarios em paises do Oriente Médio e o
HEV 8 foi identificado em camelos bactrianos na China (Wang ¢ Meng, 2021).

Em relacdo a infeccdo zoondtica por esse virus, a maioria dos casos relatados em
humanos estdo relacionados aos gendtipos 3 ¢ 4 do Orthohepevirus A. O porco doméstico ¢é
um importante reservatorio para esse virus. Sooryanarain et al (2020) detectou o RNA do
genotipo 3 do HEV em 6% de suinos de matadouro nos EUA, o que leva & preocupacao
quanto a infec¢do pelo HEV através do consumo de carne suina. De fato, ja foram descritos
casos de infecgdes zoondticas pelos genotipos 3 ¢ 4 do HEV em humanos, por meio da
ingestdo de carne suina crua ou malcozida, contato direto com esses animais ¢ contaminagio
da agua por fezes (Wang e Meng, 2021).

O mecanismo de infeccdo do HEV ¢ pouco compreendido e seu receptor celular ainda
ndo foi identificado, apesar de se saber que os proteoglicanos de sulfato de heparano (HSPGs)
sdo necessarios para a ligacdo celular do HEV ndo envelopado na membrana do hepatocito

(Songtanin et al., 2023).
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Figura 3: Classificacdo e tropismo do hospedeiro do HEV

&

AY535004 Chicken | Orthohepevirus B
JQ001749 Bat | Orthohepevirus D
= C2 JN998606 Ferret
C1 GU345042 Rat
C1 MK050105 Human Orthohepevirus C
C1 JX120573 Rat

C1 MG813927 Human

HQ731075 Fish | Piscihepevirus A

2.0

Fonte: Adaptado de Wang e Meng (2021)

Ja, os quase envelopados entram nos hepatocitos por meio de endocitose mediada por
clatrina, dependente de dinamina e com a participagdo de pequenas proteinas Rab5 ¢ Rab7
relacionadas a GTPases Ras. Esses virus necessitam internaliza-se para entrar na célula e de
um compartimento acido dentro do lisossoma cujo objetivo ¢ a degradacdo do quase-envelope
viral antes da sua penetracdo. A ORF 3 torna o ambiente do hospedeiro favoravel a replicacdo
viral, no reticulo endoplasmatico, visto que interage com inumeras proteinas da célula
hospedeira, incluindo os microtibulos. Essas proteinas irfo se ligar a proteina 101 do gene de
suscetibilidade tumoral (TSG101), sendo isso um ponto importante na via de transporte
(ESCRT), o que facilita o surgimento de virions nascentes em corpos multivesiculares. Esses
corpos irdo se unir @ membrana plasmatica dos hepatdcitos e os virions envelopados serdo
liberados na corrente sanguinea, enquanto os virions quase-envelopados, no ducto biliar, onde
serdo degradados pelos sais biliares (Songtanin et al., 2023). A imunidade humoral e celular
limitara a replicagdo do HEV, permitindo a elimina¢do da infec¢do pelo hospedeiro, sendo

isso responsavel pela natureza autolimitada da maioria dos casos (Igbal et al., 2023).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DO HEV

A infecgdo pelo HEV representa um importante problema de satde publica pela sua
alta morbidade e mortalidade. Globalmente, leva a cerca de 20 milhGes de novas infecgoes ¢
mais de 55.000 mortes anualmente com 3,3 milhdes de casos sintomaticos por ano (Wang et
al.,2020; Wang e Meng, 2021; Wagqar, Sharma, Koirala, 2022).

E o segundo virus hepatotropico mais comum no Brasil, ficando atras do virus da
Hepatite A (EASL, 2018). Estudo realizado por Wang et a/ (2020) evidenciou que as taxas de
soroprevaléncia dos anticorpos anti-HEV IgM e IgG variaram respectivamente de 0,1% a
1,57% e de 9,16% a 38,06% na populagdo geral (Wang et al, 2020). A principal via de
transmissdo desse virus nos paises em desenvolvimento é a fecal-oral, por meio da agua e
alimentos contaminados e, através de carnes cruas ou malcozidas de animais infectados, em
regides desenvolvidas ou industrializadas (Wang e Meng, 2021).

Os genotipos HEV1 e HEV2 ocorrem principalmente em locais de baixa infraestrutura
sanitaria e em desenvolvimento, como Africa, Asia, América Central e Oriente Médio, sendo
sua principal forma de transmissdo a fecal-oral, pela 4gua contaminada (Waqar, Sharma,
Koirala, 2022) (Figura 4). A forma de transmissdo de pessoa para pessoa ¢ infrequente, mas
ha casos de transmissdo vertical, durante a gestagdo, com risco elevado de aborto espontaneo
e parto prematuro, sendo também descritos casos de transmissdo por transfusdes sanguineas
(Aslan e Balaban, 2020; Bricks et al., 2019; EASL, 2018, Himmelsbach et al., 2018).

A transmissdo pelos genétipos HEV 3 e HEV 4 ¢ verificada principalmente em paises
desenvolvidos como Estados Unidos, Europa, Australia, Japdo e¢ China (Songtanin et al.,
2023) (Figura 4). A infeccdo ocorre pelo contato com animais infectados (porcos, coelhos,
ovelhas, gatos, cdes, cabras) ou pela ingestdo de frutas e verduras lavadas com agua
contaminada ou ainda pela ingestdo de carnes malcozidas, mexilhdes e ostras. Também foram
descritos casos de infec¢do por transfusdo sanguinea (Aslan e Balaban, 2020; EASL, 2018;
Kamar ef al.,2014).
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Figura 4: Distribuicdo global da espécie Orthohepevirus A do HEV

1,34

1,23

Fonte: Adaptado de Wang e Meng (2021)

2.3 QUADRO CLINICO DA INFECCAO PELO HEV

O HEV tem o periodo de incubacdo de duas a seis semanas. Apds sua ingestdo, ¢é
absorvido pela mucosa gastrointestinal e passa para a circulagdo do sistema portal até atingir o
figado, levando a alteragdes hepaticas semelhantes a hepatite colestatica e a hepatite aguda
classica (Waqar, Sharma, Koirala, 2022).

Geralmente, a infeccdo aguda pelo HEV ¢ assintomatica e autolimitada, mas em 5 a
30% dos casos, pode cursar com ictericia ¢ alteragdo das enzimas hepaticas. Em homens
idosos, gestantes e nos portadores de DHC as taxas de mortalidade podem chegar a 10%, 30%
e 43% respectivamente (Igbal et al., 2023).

Na fase prodrémica temos como sintomas: nauseas, vomitos, mialgias, febre, dor
abdominal e fadiga, podendo ocorrer hepatomegalia. Nos individuos imunocompetentes
costuma haver a elimina¢do espontanea do virus. Apos essa fase de prodromos, ha inicio da
fase ictérica, caracterizada por coliria e ictericia. O pico das alteragdes dos testes hepaticos
ocorre dentro de uma semana ap6s o inicio dos prédromos ou seis semanas apos a exposi¢ao
ao virus em pacientes assintomaticos. Nos casos agudos, ha indicagdo de acompanhamento
das enzimas hepaticas, bilirrubina e RNI (Razdo Normalizada Internacional). Uma vez
resolvida a infec¢do, esses pacientes ndo desenvolvem imunidade vitalicia, podendo se

reinfectar (Kamar ef al., 2014; Waqar, Sharma, Koirala, 2022; Songtanin et al., 2023).
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A infecgdo cronica ¢ definida como a persisténcia do virus no organismo por mais de
seis meses, sendo as gravidas e os pacientes imunocomprometidos mais susceptiveis. E
importante ressaltar que em pacientes imunossuprimidos, mesmo que haja replica¢do viral, os
exames sorologicos, anti-HEV IgM e IgG, podem ser negativos e, ¢ obrigatdria a realizagio
das técnicas de amplificagdo do acido nucléico no soro ou plasma e, se possivel, em amostras
fecais (Kamar et al.,2013; EASL,2018; Igbal et al.,2023).

Os HEV 3 e HEV 4 podem predispor a insuficiéncia hepatica aguda em pacientes com
DHC, levando ao comprometimento da fun¢do hepatica com o aparecimento de complica¢des
como ascite, encefalopatia e coagulopatia. Além disso, os pacientes imunocomprometidos
podem cursar com hepatite cronica e cirrose, por ndo conseguirem eliminar o virus (Aslan et
al.,2020; EASL, 2018).

Em gestantes, a infec¢do pelo HEV, principalmente no terceiro trimestre, cursa com
possibilidade de evolugdo para hepatite fulminante, com taxa de mortalidade em torno de
30%. A infec¢do por HEV 1 durante a gravidez leva a um risco aumentado de transmissdo
vertical, com aumento da frequéncia de aborto espontaneo, parto prematuro e natimorto (Igbal
et al.,2023; Wang e Meng, 2020).

O HEV ¢ responsavel, também, por manifestagcdes extra-hepaticas como doengas
neurologicas, lesdes renais, pancreatite e distirbios hematoldgicos que ocorrem tanto em
infeccbes agudas como cronicas, possivelmente pela replicagdo do HEV nos tecidos
envolvidos associado aos efeitos relacionados com o sistema imunitario (Kamar et al.,2014;
EASL,2018; Igbal ef al.,2023).

Essas manifestacdes sdo observadas nas infecgoes pelo HEV 1 e HEV 3. Dentre as
neuroldgicas tem-se a sindrome de Guillain-Barré, mielite transversa aguda, paralisia de Bell,
amiotrofia nevralgica e meningoencefalite aguda (Kamar et al,2014; EASL2018; Igbal et
al.,2023). Enquanto as complicacdes renais mais comuns sdo a glomerulonefrite
membranoproliferativa e a glomerulonefrite membranosa (Kamar et al.,2014; EASL, 2018;
Igbal et al., 2023). Como complicacdes hematologicas temos a pancitopenia,
crioglobulinemia, disturbios linfoproliferativos, anemia apldstica, trombocitopenia e a
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), sendo essa ultima a manifestagdo
hematoldgica mais comum em infec¢des agudas pelo HEV. As manifestacdes extra-hepaticas
menos comuns incluem a tireoidite e a pancreatite aguda (Igbal et al., 2023; Songtanin et al.,

2023).
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2.4 DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO HEV

O diagnostico deve ser suspeitado de acordo com a epidemiologia, ja que as
manifestacdes clinicas sdo inespecificas em pacientes que desenvolvam hepatite aguda. O
HEV possui periodo de incubagdo em torno de 15 a 60 dias. O diagndstico da infec¢do aguda
¢ feito pela presenca do anticorpo anti-HEV IgM, que surge primeiro ¢ pode ser detectado
apos quatro dias do inicio da ictericia, podendo permanecer positivo por trés a quatro meses e,
em alguns casos, por até 1 ano (EASL, 2018; Aslan e Balaban, 2020; Igbal et al., 2023).

O IgG anti-HEV surge apds o IgM e pode permanecer no soro por até 14 anos, mas
ndo oferece imunidade vitalicia. A partir da terceira semana de exposi¢do, pode se detectar o
HEV RNA no sangue e em produtos fecais por quatro a seis semanas, sendo esse utilizado
para diagnostico definitivo (Aslan e Balaban, 2020; EASL, 2018; Igbal et al., 2023). A
infecg@o cronica ¢ determinada pela presenga do HEV RNA no soro ou nas fezes apos seis
meses. Em pacientes imunocomprometidos cuja resposta imunolégica pode ndo ser eficaz
para indugdo de anticorpos, o teste soroldgico ¢é limitado, devendo o diagndstico ser dado pela
deteccdo do RNA (Wagqar, Sharma, Koirala, 2022).

Com isso, a infeccdo pelo HEV pode ser detectada indiretamente por exames
sorologicos através da pesquisa dos anticorpos anti-HEV IgM e IgG ou diretamente pelo
genoma viral e por imunoquimica para a proteina HEV ORF2 (Kamar et al., 2014; Songtanin
et al.,2023).

2.5 TRATAMENTO DA INFECCAO PELO HEV

O tratamento da infeccdo aguda, por ser em sua maioria autolimitada, requer apenas
cuidados de suporte. Observa-se melhora dos testes hepaticos entre a primeira e sexta semana
do inicio da doenca e, nos casos que evoluam para insuficiéncia hepatica aguda grave, ha
indicacgdo de transplante hepatico (EASL, 2018).

O tratamento com ribavirina (andlogo da guanosina e que inibe a sintese de RNA
viral), no quadro agudo, ainda ¢ incerto, sendo contraindicada em gestantes devido a sua
teratogenicidade (Waqar, Sharma, Koirala, 2022). Quanto ao uso do corticoide ndo ha
evidéncias que o indiquem, apesar de alguns estudos mostrarem melhora da funcdo hepatica
(EASL, 2018; Igbal et al.,2023).

A infec¢do cronica ¢ observada em pacientes imunossuprimidos. Em pacientes

transplantados de oOrgdos solidos, o tratamento requer a diminui¢do da dose do
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imunossupressor e/ou uso de terapia antiviral, sendo observada a eliminagdo viral em um
terco dos casos, apenas com a redug¢do do imunossupressor. Pode-se usar ribavirina,
peginterferon ou ambos (Waqar, Sharma, Koirala, 2022; Kupke ¢ Werner, 2021; Kamar et al.,
2014).

O interferon-a peguilado (PEG-IFN-a) ¢ utilizado ha mais de 30 anos em doentes com
hepatite B cronica e pode ser usado em receptores de transplante hepatico, com possibilidade
de eliminagio do HEV apos trés meses de tratamento. E contraindicado em receptores de
transplantes de pulmdo, coracdo, rim e pancreas, pois aumenta o risco de rejeicdo destes
orgdos. (EASL, 2018; Songtanin et al., 2023).

Apesar de ndo haver ensaios clinicos com a ribavirina, ela continua como droga de
escolha em pacientes transplantados de 6rgdos solidos, ja que ¢ a mais estudada através de
relatos e séries de casos, demonstrando alta taxa de resposta virologica sustendada (RVS)
apos trés meses de tratamento na dose de 600 mg/dia, com RVS de até¢ 78%. Nos casos de
recidiva, os pacientes tratados com ribavirina por um periodo de seis meses, cursaram com
eliminacdo viral e RVS (EASL, 2018).

Ha vacina disponivel, mas aprovada apenas na China, no ano de 2011, com eficacia no
estabelecimento de imunidade contra os gendtipos 1 ¢ 4 do HEV. E administrada em trés
doses separadas aos 0, 1 e 6 meses e sua eficacia foi relatada como sendo de 100% durante os
primeiros 12 meses ¢ 86,6% em 4,5 anos de acompanhamento. Estdo em andamento ensaios
clinicos randomizados em outras regides endémicas, incluindo Paquistdo e Bangladesh (Igbal

et al,2023; Songtanin et al., 2023).

2.6 ESQUISTOSSOMOSE MANSONI E FIBROSE HEPATICA

A EM ¢ uma parasitose causada pelo S. mansoni, tendo o homem como seu hospedeiro
definitivo e os caramujos do género Biomphalaria, como hospedeiro intermediario (Katz,
2018). E classificada em duas fases: inicial (aguda) e tardia (cronica) (Gomes, Domingues,
Barbosa, 2017).

Na forma aguda, ocorre a fase pré-postural, com a penetracdo das cercarias na pele do
hospedeiro definitivo, podendo levar a um quadro de eritema e erupgdes micropapulares
pruriginosas na epiderme, conhecido como dermatite cercariana. Em seguida, ha um periodo
de incubagdo com o desenvolvimento dos esquistossomulos e sua passagem pelos pulmoes e
pela circulagdo sanguinea, podendo variar entre 40 e 60 dias. A fase pds-postural, acontece

com a instalagdo dos casais de vermes no sistema porta e sua ovoposi¢do, com sintomas como
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diarreia, com ou sem sangue, associada a febre elevada, calafrios, tosse, astenia, anorexia,
vOmitos e colicas abdominais (Gomes, Domingues, Barbosa, 2017).

Ja a infecgdo cronica se da pela deposicdo dos ovos desses parasitas nos tecidos do
corpo humano, principalmente no figado e, com isso, o surgimento de respostas imunologicas
contra aqueles, com o desenvolvimento de granulomas e, posteriormente, FPP. A forma
intestinal caracteriza-se por episodios de diarreia mucossanguinolenta associada a dor ou
desconforto abdominal; na forma hepatointestinal, os individuos podem apresentar os
sintomas gastrointestinais juntamente com hepatomegalia. Persistindo a exposi¢cdo cronica e
agressdo hepatica, ocorre a evolugdo para forma hepatoesplénica, caracterizada por
hepatoesplenomegalia e hipertensdo portal e suas complicagdes, como risco de varizes
esofagicas, hematémese e/ou melena. (Mazigo et al., 2017; BRASIL,2014).

Apbs cada episoddio de hemorragia digestiva, podera haver necrose de hepatdcitos pela
isquemia causada pelo sangramento e, a depender da intensidade e do nimero desses
episodios hemorragicos, podera ocorrer disfun¢do hepaticas nesses doentes. Ha outros fatores
que podem agravar a doenca hepatica nos pacientes com esquistossomose, como 0 consumo
continuo de alcool ou a doenga hepatica gordurosa, decorrente da obesidade, diabetes mellitus
ou dislipidemias. Ainda se descreve a piora da doenga hepatica nos casos com a forma
hepatoesplénica pela coinfec¢do com virus hepatotropicos (Gomes, Domingues, Barbosa,
2017; Li et al., 2020).

O acompanhamento desses pacientes, com relagcdo aos danos causados no figado, pode
ser feito através de métodos invasivos e ndo invasivos. A bidpsia hepatica € considerada um
método valioso na avaliagdo e estadiamento da fibrose hepatica, mas é pouco utilizada nesse
perfil de pacientes devido aos riscos inerentes a esse procedimento invasivo (Domingues,
Ferraz, 2012; Gomes, Domingues, Barbosa, 2017).

A ultrassonografia de abdome ¢ um método bastante utilizado na pratica clinica, que
permite a identificagdo e a classificagdo da FPP, além de avaliar o parénquima hepatico,
esplénico e sinais de hipertensdo portal. O protocolo de Niamey classifica a FPP em seis
padrdes de imagem que vao da letra A (figado normal) até¢ a F (fibrose muito avangada).
Observou-se que esses padroes de FPP se associavam com a forma clinica da EM e com a
intensidade da pressdo no sistema porta (Richter et al., 2001; Domingues, Ferraz, 2012;
Gomes, Domingues, Barbosa, 2017).

Com isso, podemos com o exame de ultrassom de abdome avaliar a forma clinica da
esquistossomose que o paciente apresenta. Na forma hepatointestinal ndo ha FPP ou ¢ leve

(padrao C); na hepatica, ha FPP (padrdo D ou E) sem esplenomegalia e, na hepatoesplénica, a
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FPP corresponde ao padrao E ou F, com presenca de esplenomegalia ou sinais de hipertensao
portal (Richter et al., 2001; Domingues, Ferraz, 2012; Gomes, Domingues, Barbosa, 2017).

Entre os métodos indiretos de avaliagdo da fibrose hepatica, os mais utilizados sdo o
indice da relagdo aspartato aminotranseferase/ plaquetas (APRI) e o indice de fibrose com
base em 4 fatores (FIB-4) por apresentarem baixo custo e serem amplamente disponiveis, no
entanto, 0 APRI e o FIB-4 foram desenvolvidos originalmente para pacientes com Hepatite C
cronica (Liaqat et al.,2021; EASL, 2015).

Outro marcador indireto de avaliacdo de fibrose hepatica validado em pacientes com
EM, ¢ o indice Coutinho (IC). Ele utiliza fosfatase alcalina (FA) e nimero de plaquetas,
constituindo ferramenta na distingdo de pacientes sem ou com pouca FPP daqueles com FPP
avancada e, pode ser de facil utilizagdo na pratica clinica. Seu nome foi em homenagem ao
Professor Amaury Domingues Coutinho, grande pesquisador pernambucano na area de EM
no Brasil e principalmente na sua regido (Barreto ef al., 2022).

Os escores utilizam exames sanguineos simples de rotina. O APRI pode ser calculado
a partir da seguinte formula: APRI = [Nivel AST (U/L) /Valor superior do normal /Contagem
de plaquetas (109/L] x 100. A interpretacdo do referido indice se da através de dois valores
sendo APRI < 0,5: pouca chance de haver fibrose significativa e > 1,5: ha fibrose avancada e
grande possibilidade de cirrose (Liaqat et al., 2021; EASL, 2015).

Ja o FIB-4 ¢ calculado através da formula: FIB4 = [{idade (anos) X AST (U/L)} /
contagem de plaquetas (109 /L) X {ALT (U/L)1/2}] e pode ser avaliado utilizando-se dois
pontos de corte, sendo que valores inferiores a 1,45 indicam auséncia de fibrose significativa
e superiores 3,25: fibrose avangada (Sterling et al.,2006; Younossi et al., 2021). Enquanto o
IC, através da formula: [(FA/LSN) /(plaquetas)] x 100. Utiliza um ponto de corte de > 0,316
para confirmar fibrose avancada, com area sob a curva ROC de 0,70, sensibilidade 65,2% ¢

especificidade 73,1% (Barreto et al., 2022).

2.7 HEV NA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI E NA DOENCA HEPATICA CRONICA

O S. mansoni altera a resisténcia do hospedeiro a infecgdes. A fase cronica da doenga
¢ caracterizada por uma hiporresponsividade imune, o que favorece a aquisicdo de infec¢des
virais. H4 um comprometimento da imunidade humoral, observado pela elevagdo das
imunoglobulinas em todas as fases da doenca, principalmente na aguda e na forma

hepatoesplénica. Ja se sabe que paciente imunocomprometido se torna mais susceptivel a
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infeccdo pelo HEV, com possibilidade de evolugdo mais rapida para cirrose, hepatite
fulminante e maior mortalidade (Passos-Castilho et al., 2016; Serufo, Lambertucci, 2017).

Ha poucos estudos brasileiros que avaliaram a soroprevaléncia do anti-HEV IgG em
pacientes com EM. O de Parana et al (1997), em 701 amostras de soro do banco de soros da
unidade de referéncia em hepatologia no Nordeste do Brasil, contemplando 200 doadores de
sangue, 79 pacientes com hepatite viral aguda, 392 pacientes hemodialisados e 30 portadores
de EM, encontrando uma prevaléncia do anti-HEV IgG de 10% neste ultimo grupo (Parana et
al.,2017).

O segundo, realizado por Passos-Castilho et al (2016), com 80 pacientes
esquistossmoticos atendidos em um Hospital Terciario do estado de Pernambuco, encontrou
prevaléncia de 18,8%. Neste estudo, os pacientes foram submetidos a realizacdo de exame
ultrassonografico para avaliagdo da FPP, pela classificagdo de Niamey e foi evidenciado que
em torno de um terco (32,5%) apresentavam padrdes avangados (E e F) de FPP, ¢ os doentes
com o anti-HEV IgG reagente, cursaram com niveis mais elevados de ALT e GGT (Passos-
Castilho et al, 2016). E, por ultimo, estudo realizado por Araujo et al (2023), com 16
pacientes esquistossomoticos, sem outra doenga hepatica associada, cuja prevaléncia do anti-
HEV IgG foi de 14,30%.

O HEV tem potencial de levar a lesdes na estrutura hepatica, com formagao de fibrose
¢ posteriormente cirrose, dentro de dois a cinco anos (Damiris et al., 2022). Em estudo
realizado por Wang et a/ (2020) envolvendo pacientes sem DHC e pacientes com DHC com e
sem cirrose, de diversas etiologias, que tinham o anticorpo anti-HEV IgM positivo, foi
observado que o estagio da DHC e ndo a sua etiologia relacionou-se a maior risco de faléncia
hepatica (Wang et al., 2020).

Kamar et al (2014) em estudo de coorte envolvendo pacientes Indianos com DHC,
observou que os que tiveram a doenca descompensada pela infecgcdo aguda pelo HEV tiveram
pior progndstico, com mortalidade em 1 ano de 70% (Kamar et al., 2014). Apesar dessa alta
letalidade, ainda ndo ha recomendacdo de investigacdo soroldgica neste perfil de pacientes
(Bricks et al., 2018).

Sabe-se que pacientes transplantados de figado que cursam com infecgdo pelo HEV
tém maior risco de desenvolver cirrose (Unzueta e Rakela, 2014). Em muitos casos o
aumento das enzimas hepdticas no transplante hepatico ¢ associada a doenga do enxerto
versus hospedeiro, complicagdes vasculares, complicagdes biliares ou lesdo hepatica induzida
por medicamentos e até poucos anos atras se pensava na possibilidade de infeccao pelo HEV

nesse perfil de pacientes. Por isso, havia pequeno numero de casos relatados de infecgdo
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cronica por HEV em pacientes transplantados de 6rgdos solidos que cursavam com elevagdo
de enzimas hepaticas (Songtanin et al., 2023).

Estudo realizado por Kamar et al/ (2008) em pacientes transplantados de orgdos
solidos, relata infec¢do aguda pelo HEV neste perfil de doente, sendo trés casos em pacientes
de transplante hepatico, nove em transplantados renais e dois que receberam rim e pancreas, e,
em todos o HEV RNA foi positivo. Dos 14 pacientes, oito (57%) evoluiram para hepatite
cronica, com permanéncia alta dos valores de aminotransferases e positividade para o RNA
HEV no soro e nas fezes em média de 15 meses apos a fase aguda. Esse foi o primeiro estudo
que sugeriu que a infec¢do pelo HEV em receptores de transplantes de 6rgéos solidos pode
cronificar (Kamar et al., 2008).

Ha poucos estudos sobre a soroprevaléncia do HEV em pacientes esquistossomoticos
na populagdo brasileira, principalmente com formas leves da doenga. Portanto, este trabalho
pretende determinar a soroprevaléncia do anti-HEV IgG em pacientes com esquistossomose
mansoni ¢ sua associagdo com biomarcadores (hematologicos, bioquimicos e indice
Coutinho) preditores de fibrose hepatica, com o comprimento longitudinal do bago e com o

padrdo de fibrose periportal, segundo classificacdo de Niamey.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Determinar a soroprevaléncia do anti-HEV IgG em pacientes com esquistossomose
mansoni ¢ sua associagdo com biomarcadores (hematologicos, bioquimicos e indice
Coutinho) preditores de fibrose hepatica, com o comprimento longitudinal do bago ¢ com o

padrdo de fibrose periportal, segundo classificacdo de Niamey.

3.2 ESPECIFICOS

Caracterizar os dados sociodemograficos, laboratoriais e clinicos dos pacientes
esquistossomoticos segundo a sorologia do anti-HEV IgG.

Verificar a associagdo do comprimento longitudinal do bago e de biomarcadores
laboratoriais (plaquetas, fosfatase alcalina e indice Coutinho) preditores de fibrose hepatica
segundo a sorologia do anti-HEV IgG.

Analisar a presenca de FPP por meio da classificagdo de Niamey nos pacientes com

esquistossomose, segundo a sorologia do anti-HEV IgG.
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4 METODOLOGIA
4.1 DESENHO, PERIODO, LOCAL E POPULACAO DO ESTUDO

Estudo seccional, realizado com banco de dados e soroteca de 379 pacientes
esquistossomoticos que participaram do projeto de validagio do Indice Coutinho (IC),
conduzido entre os anos de 2015 e 2016 no municipio de Jaboatdo dos Guararapes, area

endémica para EM no estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil (Barreto et al, 2022).

4.2 CRITERIOS DE SELECAO E COLETA DE DADOS

Para o projeto de validacdo do IC foi solicitado, nos anos de 2015 € 2016, ao Programa
de Controle de Esquistossomose (PCE) do municipio de Jaboatio dos Guararapes, vinculado a
Atencdo Basica de Saude e que realiza busca ativa de casos de esquistossomose por meio de
exame coprologico (Quinino et al., 2010), que encaminha-se as Unidades Basicas de Satde
(UBS) daquele municipio, pacientes com idade acima de 18 anos, de ambos os géneros; com
historia epidemiologica de contato com fontes de agua em 4areas endémicas para
esquistossomose e com presenca de ovos de S. mansoni no exame parasitologico de fezes
Kato-Katz.

Nas UBS, os pacientes foram inicialmente entrevistados, sendo procedido a coleta de
dados demograficos e clinicos e, posteriormente, submetidos a exame ultrassonografico (GE
Healthcare Logic E) de abdome superior, realizado por um unico operador experiente
(ALCD), para categorizacao da FPP (Barreto ef al., 2022) pela classificacdo de Niamey, que
identifica seis padroes de fibrose: A — auséncia de fibrose; B — fibrose duvidosa; C- fibrose
periférica; D- fibrose central; E — fibrose avancada; F- fibrose muito avangada (Ritcher ef al.,
2001).

Apbs a realizacdo do ultrassom, coletou-se sangue venoso para dosagem da FA e
contagem de plaquetas. Com os resultados dos niveis séricos da FA e contagem das plaquetas,
foi calculado o IC, através da seguinte formula: [(FA/LSN) /(plaquetas)] x 100 (Barreto et
al.,2022). As amostras foram centrifugadas e os soros identificados e congelados a - 20°C, em
freezer, no laboratério do Instituto Aggeu Magalhdes, Fiocruz, Recife, Pernambuco, nos anos
de 2015 e 2016. Para este estudo, reutilizou-se o banco de dados e os soros dos pacientes
recrutados para o estudo de validagdo do IC. No laboratorio de virologia do Instituto Aggeu
Magalhies, Fiocruz, Recife; as amostras de soros, congeladas a — 20°C, em freezer vertical,

foram identificadas, retiradas e postas na bancada do laboratorio. Apos atingir a temperatura
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ambiente, procedeu-se a pesquisa do anti-HEV IgG por meio do método de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) utilizando o kit comercial Hepatite E (HEV) IgG
(EUROIMMUN®), seguindo as instru¢des do fabricante e, os casos indeterminados foram
considerados negativos. Nos casos positivos, realizou-se a pesquisa do HEV-RNA por PCR
em tempo real, extraido a partir 200 pL de soro utilizando o kit QIAmp® MinElute® Virus
Spin Kit (QIAGEN, Hilden Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante, no
laboratério de Virologia, laboratorios de investigagdo médica (LIM/52), do Instituto de
Medicina Tropical da Universidade de Sdo Paulo. As amostras de soro, enviadas para Sdo
Paulo, foram congeladas em gelo seco e transportadas via empresa area segundo as normas de

transporte de amostras biologicas.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Sorologias positivas para hepatite cronica B ou C;

- Insuficiéncia de aliquota do soro para pesquisa do anti-HEV IgG.

4.4 DEFINICAO E CATEGORIZACAO DAS VARIAVEIS
4.4.1 Variavel Dependente

A pesquisa do IgG anti-HEV pelo método de ensaio imunoenzimatico (ELISA) e

categorizado como varidvel qualitativa nominal (1. Reagente / 2. Nao reagente).

4.4.2 Variaveis Independentes

VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS/BIOLOGICAS

Variavel Defini¢do Conceitual Classificagdo Categorizacao
Idade Intervalo de tempo, medido Quantitativa
em anos completos, entre a discreta

data do nascimento e a data
de realizagdo da coleta
sérica.
Sexo Sexo bioldgico Qualitativa nominal 1. Masculino

2. Feminino
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VARIAVEIS CLINICAS

Variavel Definigdo Conceitual Classificagdao Categorizacao
Analises Analise bioquimica em soro da | Quantitativa FA em U/L
laboratoriais FA e contagem de plaquetas. continua Plaquetas em mm3

Indice biolégico utilizado como =~ Quantitativa < 0,228: auséncia

ferramenta na distingdo de continua de fibrose
indice Coutinho pacientes sem ou com pouca
fibrose periportal daqueles com >0,316: fibrose
fibrose periportal avancada e avancada

que utiliza a FA e o nimero de
plaquetas em sua férmula:

[(FA)/(LSN) /(plaquetas)] x

100.
Classificacio da Exame de ultrassonografia Qualitativa Duas categorias
fibrose periportal abdominal utilizando a ordinal 1.Padrdes A/B/C
classificacdo de Niamey como 2.Padrdes D/E/F
referéncia.
Tamanho Exame de ultrassom de abdome = Quantitativa Medido em
longitudinal do baco para avaliagdo do tamanho continua centimetros

longitudinal do bago

4.5 PLANO DE TABULACAO E ANALISE DE DADOS

Os dados foram retirados do banco do estudo prévio e armazenados em um banco de
dados proprio criado exclusivamente para esta pesquisa. A andlise descritiva foi realizada
quando foram verificadas as frequéncias absolutas e relativas e a apresentagdo das varidveis
através de tabelas. A prevaléncia da infeccdo pelo HEV e seu respectivo intervalo de
confianca de 95% (IC de 95%) foram calculados. Para verificar a significancia estatistica nas
diferencas encontradas de distribuigdo de frequéncia das variaveis categoricas, segundo a
positividade do marcador sorolégico para o HEV, utilizou-se o teste do qui-quadrado de
Pearson e, quando necessario, o teste exato de Fisher. Os resultados com valor de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significantes. A andlise dos dados foi realizada utilizando

o Programa Stata, versdo 15 (StataCorp, CollegeStation, Estados Unidos).
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5 ASPECTOS ETICOS

Este estudo obedeceu aos preceitos éticos da Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional
de Satde do Brasil e foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do HC-UFPE/ Ebserh, sob
o parecer nimero 6.470.362 e Certificado de Apresentagdo de Apreciacio Etica (CAAE)
namero 72596923.7.0000.5208 (Anexo A).
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6 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados na forma de artigo. (Apéndice C).

6.1 ARTIGO

Soroprevaléncia do virus da Hepatite E em pacientes com esquistossomose vivendo em

uma zona endémica no Brasil

INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da Hepatite E (HEV) constitui relevante problema de saude
plblica, sendo endémica em grande parte dos paises industrializados.! Por ano, a incidéncia
mundial ¢ estimada em 20 milhdes de infectados, segundo a Organizagdo Mundial de Satude
(2023), com 3,3 milhdes de casos sintomaticos.”

O HEV pertence a familia Hepeviridae, a qual se divide em dois géneros, o
Piscihepevirus e Orthohepevirus. Este tltimo possui quatro espécies (A-D) e ha oito gendtipos
da espécie A, dos quais quatro sdo capazes de infectar humanos.>> Os genotipos HEV 1 e
HEV 2 ocorrem principalmente em locais com pouca infraestrutura sanitaria de paises em
desenvolvimento, como a Africa, Asia, América Central ¢ Oriente Médio.>* A transmissdo
ocorre por via fecal-oral através de agua contaminada por fezes humanas, sendo a
contamina¢do de pessoa para pessoa infrequente. Ha descricdo de transmissdo parenteral e
vertical.l-3*

Os gendtipos HEV 3 ¢ HEV 4 ocorrem sobretudo nos paises desenvolvidos, como
Estados Unidos da América, Japdo e China.® A infecciio é zoonotica com transmissdo através
do contato com animais infectados, como porcos, coelhos, ovelhas, gatos, cdes, cabras ou pelo
do consumo de alimentos, como carnes cruas ou malcozidas e lavagem de frutas e verduras
com agua contaminada. O HEV 3 ja foi detectado em mexilhdes e ostras, como também ja foi
descrita a transmissdo parenteral. 137

A infeccdo pelo HEV ¢ autolimitada, embora possa cronificar em individuos
imunossuprimidos, com agressdo hepatica persistente, fibrose e cirrose. Em pacientes com
doenga hepatica cronica (DHC) pode levar a descompensagio clinica e mau prognéstico .'348
A Esquistossomose Mansoni (EM) persiste como problema de saide no Brasil,

acometendo em torno de 1,5 milhdes de pessoas.’ Faz parte do grupo das doengas tropicais

negligenciadas, que afetam populacdes de baixa renda em todo o mundo.” Importante
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mecanismo patologico dessa doenca é deposicdo de colageno e componentes da matriz
extracelular no figado, provenientes da resposta granulomatosa provocada por antigenos
soliveis secretados pelos ovos do parasita com surgimento de fibrose periportal (FPP)'°, mas
sem esplenomegalia ou sinais de hipertensdo portal, caracterizando a forma hepatica. Com a
exposicdo cronica e persistindo a agressdo, ocorre a evolugdo para forma hepatoesplénica,
caracterizada por hepatoesplenomegalia e hipertensdo portal com suas complicacdes.'!

O diagnostico da FPP pode ser dado por biomarcadores séricos ¢ técnicas de imagem.
Como biomarcador sérico dispde-se do indice Coutinho (IC) que utiliza a fosfatase alcalina
(FA) e o nimero de plaquetas, constituindo uma ferramenta na distingdo de pacientes sem ou
com pouca FPP daqueles com FPP avancada em areas endémicas da doenga, através da
formula: [(FA/LSN) /(plaquetas)] x 100. Utiliza um ponto de corte de > 0,316 para confirmar
fibrose avancada.'>!3

Outro método confidvel e de uso rotineiro na avaliagdo da FFP ¢ a ultrassonografia
(US) de abdome, sendo util tanto na avaliacdo das caracteristicas clinicas do dano hepatico
como na classificagio dos padrdes da doenga com base nos critérios de Niamey. !>

A EM e a infeccdo pelo HEV apresentam em comum a possibilidade de serem
adquiridas em locais com precarias condigdes sanitarias. Em regides endémicas, pacientes
com as formas avangadas da EM, como a hepatoesplénica, podem evoluir mais rapidamente
para cirrose, quando ocorre associagdo com hepatite C.'3

Hé4 algumas evidéncias de circulagio do HEV no Brasil.'®

Estudo publicado por
Oliveira et al (2023), descreveu elevada prevaléncia do HEV 3 em suinos, tanto em fazendas
de grande porte como em sitios familiares, sendo esse genotipo o Unico identificado no Brasil,
o que reflete transmissdo zoondtica.'’

Ha poucos estudos publicados sobre a prevaléncia da infeccdo pelo HEV, com
pequenas casuisticas, em pacientes esquistossomoticos em nosso pais; sendo um no estado da
Bahia ¢ dois, em Pernambuco. E, em todos, os pacientes foram avaliados em servicos de
referéncia em hepatologia.'81%2

Diante da escassez de dados populacionais sobre a ocorréncia do HEV em pacientes
esquistossomoticos e considerando que essa coinfec¢do podera predispor pior desfecho da
doenga hepatica nesses pacientes. Esse estudo tem como objetivo determinar a
soroprevaléncia do anti-HEV IgG em pacientes com EM e sua associagdo com biomarcadores

(hematologicos, bioquimicos e IC) preditores de fibrose hepatica, com o comprimento

longitudinal do bago e com o padrdo de fibrose periportal, segundo classificacdo de Niamey.
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MATERIAL E METODOS

Desenho, periodo, local e populacio do estudo

Estudo seccional, realizado com banco de dados e soroteca de 379 pacientes
esquistossomoticos que participaram do projeto de validagdo do IC, conduzido entre os anos
de 2015 e 2016 no municipio de Jaboatdo dos Guararapes, area endémica para EM no estado
de Pernambuco, Nordeste do Brasil.!?

Para o projeto de validacdo do IC foi solicitado, nos anos de 2015 e 2016, ao Programa
de Controle de Esquistossomose (PCE) do municipio de Jaboatdo dos Guararapes, vinculado a
Atencdo Basica de Saude e que realiza busca ativa de casos de esquistossomose por meio de
exame coprologico®!, que encaminha-se as Unidades Bésicas de Satde (UBS) daquele
municipio, pacientes com idade acima de 18 anos, de ambos os géneros; com historia
epidemiologica de contato com fontes de agua em areas endémicas para esquistossomose €
com presenca de ovos de S. mansoni no exame parasitologico de fezes Kato-Katz.!?

Nas UBS, os pacientes foram inicialmente entrevistados, sendo procedido a coleta de
dados demograficos e clinicos e, posteriormente, submetidos a exame ultrassonografico (GE
Healthcare Logic E) de abdome superior, realizado por um unico operador experiente
(ALCD), para categorizagio da FPP, pela classificagio de Niamey.'*!4

Apbs a realizagdo do ultrassom, foram coletadas amostras de sangue venoso para
dosagem da FA e contagem de plaquetas. Com os resultados dos niveis séricos da FA ¢
contagem das plaquetas, foi calculado o IC. As amostras foram centrifugadas e os soros
identificados e congelados a - 20°C, em freezer, no laboratorio do Instituto Aggeu Magalhaes,

Fiocruz, Recife, Pernambuco, nos anos de 2015 e 2016.'2

Pesquisa do anti-HEV IgG

Para este estudo, reutilizamos o banco de dados e os soros daqueles pacientes
recrutados para o estudo de validagdo do IC. No laboratorio de virologia do Instituto Aggeu
Magalhies, Fiocruz, Recife; as amostras de soros, que estavam congeladas a — 20°C, foram
identificadas, retiradas e postas na bancada do laboratério. Apds atingir a temperatura
ambiente, foi procedida a pesquisa do anti-HEV IgG por meio do método ELISA utilizando o
kit comercial Hepatite E (HEV) IgG (EUROIMMUN®), seguindo as instrugdes do fabricante
e, os casos indeterminados foram considerados negativos.

Nos casos positivos, realizou-se a pesquisa do HEV-RNA por PCR em tempo real,

extraido a partir 200 uL. de soro utilizando o kit QIAmp® MinElute® Virus Spin Kit
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(QIAGEN, Hilden Alemanha) de acordo com as instru¢des do fabricante, no laboratério de
Virologia, laboratorios de investigacdo médica (LIM/52), do Instituto de Medicina Tropical
da Universidade de Sao Paulo. As amostras de soro, enviadas para Sdo Paulo, foram
congeladas em gelo seco ¢ transportadas via empresa area segundo as normas de transporte de

amostras biologicas.

Aspectos éticos

Este estudo obedeceu aos preceitos éticos da Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional
de Satde do Brasil e foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do HC-UFPE/ Ebserh, sob
o parecer niimero 6.470.362 e Certificado de Apresentagio de Apreciagio Etica (CAAE)
nimero 72596923.7.0000.5208.

Analise estatistica

Os dados foram retirados do banco do estudo prévio e armazenados em um banco de
dados proprio criado exclusivamente para esta pesquisa. A analise descritiva foi realizada
quando foram verificadas as frequéncias absolutas e relativas e a apresentagdo das varidveis
através de tabelas. A prevaléncia da infeccdo pelo HEV e seu respectivo intervalo de
confianca de 95% (IC de 95%) foram calculados.

Para verificar a significancia estatistica nas diferengas encontradas de distribuicdo de
frequéncia das varidveis categoricas, segundo a positividade do marcador sorologico para o
HEV, utilizou-se o teste do qui-quadrado de Pearson e, quando necessario, o teste exato de
Fisher. Os resultados com valor de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
A analise dos dados foi realizada utilizando o Programa Stata, versio 15 (StataCorp,

CollegeStation, Estados Unidos).

RESULTADOS

Do total de 379 aliquotas de soros armazenados do estudo prévio, 286 foram testados
para o anti-HEV IgG, encontrando-se uma prevaléncia do HEV de 5,24% (I1C95%: 3,17 —
8,54). A pesquisa do HEV-RNA foi negativa em todos os 15 soros positivos para o anti-HEV
IgG. Cinco amostras (1,32%) testaram positivas para o HBsAg e uma (0,26%) para o anti-
HCV. Foram excluidas as demais, 87 (22,90%), por apresentarem aliquota insuficiente para
pesquisa do anti-HEV IgG.

As caracteristicas sociodemograficas e laboratoriais dos 286 pacientes com EM estio

descritas na Tabela 1 e as caracteristicas ultrassonograficas: avaliagdo do padrdo de fibrose
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periportal, segundo a classificacdo de Niamey e, tamanho longitudinal do bago estdo descritas

na Tabela 2.

Os niveis séricos da FA (p < 0,001) e os valores do Indice Coutinho (p < 0,001) foram

mais elevados e a contagem de plaquetas foi menor (p = 0,067) nos casos positivos para o
anti-HEV IgG (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e laboratoriais dos 286 pacientes com esquistossomose mansoni

em zona endémica, conforme a sorologia para anti-HEV IgG, Pernambuco, Brasil.

Caracteristicas Total Anti-HEV IgG p-valor
n Reagente Niao Reagente

Sexo (%)

Masculino 112 (39) 8 (7,1) 104 (92,8) 0,2482

Feminino 174 (61) 7 (4,0) 167 (96,0)

Idade (em anos)

18 — 44 (%) 160 (56) 8 (5,0) 152 (95,0) 0,844°

45 - 80 (%) 126 (44) 7 (5,5) 119 (94,5)

Plaquetas(/mm?®)* 260.244 +100,5 214.000 + 93,5 262.804 £ 100,4 0,067

FA (UI/L)* 74,7+28,3 102,5+ 80,2 73,2 +21,50 <0,001

indice Coutinho* 0,40 + 0,90 1,37+3,70 0,35+ 0,20 <0,001

a - Qui-Quadrado. * Valores em média = DP. FA: fosfatase alcalina

Os pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo com a classificagdo de FPP de

Niamey: aqueles com FPP ausente ou leve (padroes A/B/C) e aqueles com FPP moderada ¢

avancada (padroes D/E/F). Maior ocorréncia do anti HEV IgG foi observada nos pacientes

com padrdoes de FPP mais avancados (D/E/F). Adicionalmente, o bago apresentou maior

comprimento longitudinal (p = 0,039) nos casos com o anti-HEV IgG positivo (Tabela 2).
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Tabela 2 - Avaliacdo do padrio de fibrose periportal, segundo a classificacio de Niamey, e tamanho do
baco dos 286 pacientes com esquistossomose mansoni em zona endémica, conforme a sorologia para anti-

HEYV IgG, Pernambuco, Brasil.

Anti-HEV IgG
Caracteristicas Total p-valor

n (%) Reagente Nao Reagente

Fibrose periportal

Padrdes A/B/C 170 (59,4) 5(2,9) 165 (97,1) 0,034
Padrdes D/E/F 116 (40,6) 10 (8,6) 106 (91,4)
Bago (cm)* 9,65+2,1 10,70 + 4,0 9,59 +2,0 0,039

b-Teste Exato de Fisher. * Valores em média + DP.

DISCUSSAO

No presente estudo, a prevaléncia do anti-HEV IgG em pacientes esquistossomoticos
foi de 5,24%, sendo negativa a pesquisa do HEV-RNA em todos os casos positivos para o
anticorpo IgG do HEV.

Dentre os virus hepatotropicos, a infecgdo pelo HEV ainda ¢ pouco estudada, todavia
se observa crescente interesse em compreender qual o impacto deste agente ao infectar
pacientes com DHC ou imunossuprimidos. Em nosso meio, os dados sobre as repercussoes da
infecgdo pelo HEV associada a FPP nos pacientes com EM e suas consequéncias s30 muito
escassos. Talvez, um dos motivos para a escassez seja a pouca disponibilidade dos testes para
pesquisa do anti-HEV, sobretudo para os pacientes do Sistema Unico de Satde (SUS).

Com efeito, estudo de metanalise demonstrou prevaléncia global do anti-HEV IgG de
12,47%, com a seguinte distribui¢do: Africa (21,76%), Asia (15,80%), Europa (9,31%),
Ameérica do Norte (8,05%), América do Sul (7,28%) e Oceania (5,99%). Uma subanalise de
dez estudos brasileiros, com cerca de 4.739 casos, demonstrou prevaléncia de 6,39% do
anticorpo IgG contra HEV. *

Outro artigo de revisdo sistematica e metanalise demonstrou maior soroprevaléncia do
anti-HEV IgG nos EUA do que na América Latina, independente da coorte de pacientes, do
teste utilizado e da qualidade metodologica (OR: 1,82 (1,06- 3,08), p = 0,03). A prevaléncia
encontrada nos EUA foi o dobro da observada no Brasil, sendo respectivamente 9% e 4,2%,
utilizando o mesmo teste. Em imunodeficientes (infectados pelo HIV ou transplantados de
orgdos solidos), naqueles com ocupagdes de risco (contato direto com suinos ou animais

selvagens ou trabalhadores florestais) e nos portadores de doengas cronicas (doenga hepatica,
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renal cronica e dialiticos) dos EUA, as taxas foram, respectivamente, 12,2%, 12,1% e 10,4%.
J& para o mesmo perfil de pacientes no Brasil, as taxas encontradas foram, respectivamente,
5,8%, 5,7% € 4,9%.%

No Brasil, revisdo sistematica e metanalise revelou prevaléncia na populagdo adulta do
anti-HEV IgG de 6%, sendo que na populagdo geral ¢ em doadores de sangue essa
soroprevaléncia foi de, respectivamente, 3% e 7%.°

Contudo, a prevaléncia da infec¢do pelo HEV ¢ variavel entre as regides do Brasil,
sendo maior na regido sul. Com efeito, estudo desenvolvido no Rio Grande do Sul com trés
mil amostras de sangue encontrou o anti-HEV IgG em 59,4% dos individuos. Os autores
sugerem que a elevada prevaléncia possa estar relacionada ao maior consumo de carnes
malcozidas. Chamam atencdo ainda para o uso do estrume de porcos como fertilizantes, que
configura risco para contaminagio pelo HEV de vegetais e aguas.**

J& em Pernambuco, a prevaléncia descrita do anti-HEV ¢ inferior. Pesquisa realizado
com 996 candidatos a doagdo e doadores de sangue na cidade do Recife, encontrou
soroprevaléncia para o anti-HEV IgG de 0,9%.%° No presente estudo, observou-se prevaléncia
mais elevada do anti-HEV IgG em esquistossomoticos, o que pode estar relacionado ao local
de moradia, ja que os pacientes deste estudo residiam em zona endémica e, possivelmente,
tinham maior contato com aguas contaminadas por dejetos ¢ com animais domésticos, além
das precarias condigoes da infraestrutura sanitaria nessa regido.

Ha poucos dados sobre a coinfeccdo do anti-HEV em esquistossomoticos no Brasil.
Na Bahia, estudo com 30 pacientes ¢ em Pernambuco com 80 pacientes, observaram
prevaléncias de 10% e 18,8%, respectivamente.'”?* No segundo estudo, que avaliou
esquistossomoticos em Recife, os autores sugerem que a elevada prevaléncia possa ser
decorrente das precarias condi¢des socioecondmicas dos pacientes, favorecendo a aquisi¢do
de ambas as infec¢des. Em adigdo, seria importante destacar que nos dois estudos os pacientes
foram selecionados em ambulatorios especializados de Hospitais Terciarios e apresentavam
formas mais graves da EM.!*?* No trabalho em Pernambuco, os casos com anti-HEV positivo
também apresentavam niveis mais elevados de enzimas hepdticas.?’ Diferentemente, o
presente estudo avaliou pacientes com formas menos avancadas da EM.

De fato, alguns autores ja demonstraram que a infeccdo pelo HEV em pacientes
imunossuprimidos predispde a evolugdo para hepatite cronica e progressdo mais rapida para
cirrose.?¢? Estudo realizado com 85 pacientes transplantados de orgdos solidos, infectados
pelo HEV, em 17 centros dos EUA e da Europa, observou que 56 (65,9%) casos evoluiram

para hepatite cronica, dos quais oito desenvolveram cirrose e dois necessitaram de segundo
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transplante hepatico.”” Por outro lado, estudo brasileiro envolvendo 294 transplantados de
figado, ndo identificou maior grau de fibrose naqueles que apresentaram marcadores de
infeccdo pelo HEV, incluindo anticorpos e HEV-RNA.

Evolu¢do desfavoravel, entretanto, foi observada em estudo brasileiro, que avaliou 618
pacientes cronicamente infectados pelo HCV, cuja prevaléncia do anti-HEV IgG nos
cirroticos foi superior a dos ndo cirroticos (13,2% vs 8%, OR = 1,74, p = 0,04). Os autores
sugerem que a associacdo entre cirrose ¢ infecgdo prévia por HEV pode agilizar o processo de
fibrose hepatica nos pacientes com hepatite C cronica.’!

Na Bahia, foram investigados 301 pacientes com DHC de diversas etiologias e
observada prevaléncia do anti-HEV IgG de 12,95%.%? De forma similar, em nosso meio,
Araujo et al (2023) pesquisaram o anti-HEV IgG em 227 pacientes com DHC de diversas
etiologias, dentre elas a EM, e observaram sete casos positivos (3,08%). Verificaram maior
frequéncia do anti-HEV entre aqueles com indicios de doenga hepatica mais avangada,
incluindo maiores valores dos indices APRI ¢ FIB-4. Vale destacar ainda que entre os sete
casos com anti-HEV positivo, quatro tinham a EM na etiologia da doenga hepatica, sendo um
com a forma isolada e trés com EM associada a outras causas da DHC.'®

No presente estudo, também foi observada maior frequéncia do anti-HEV IgG entre os
casos com EM e indicios de FPP mais avangada, tanto através do padrdo de fibrose avaliado
pelo US como pelo IC, corroborando com os dados acima descritos em pacientes com DHC
de outras etiologias. 820!

Enfim, cabe salientar que a principal limitacdo deste estudo foi certamente o seu
desenho. A maior frequéncia do anti-HEV IgG nos casos mais graves ndo permite estabelecer
se a coinfec¢do pelo HEV proporcionou a evolugdo para formas mais avangadas da EM ou se
foi decorrente de maior exposi¢do desses pacientes esquistossomodticos ao contato com agua e

alimentos contaminados pelo HEV.

CONCLUSAO

Neste estudo, a soroprevalencia do anti-HEV IgG em pacientes esquistossomoticos em
zona endémica da regido do Nordeste do Brasil foi mais elevada do que a descrita na mesma
regido ¢ mais frequente entre os pacientes com indicios de fibrose hepatica mais avancada.
Estudos prospectivos de seguimento de uma coorte de pacientes com esquistossomose serdo
necessarios para esclarecer se o HEV agrava a evolugdo da helmintiase ou se os pacientes

com as formas mais avangadas de EM sdo mais expostos a contaminagdo pelo HEV.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, neste estudo, a ocorréncia do anti-HEV IgG em pacientes com EM foi
elevada, tendo sido mais frequente entre aqueles com doenga hepatica mais avangada. Estudos
prospectivos de seguimento de uma coorte de pacientes esquistossomoticos serdo necessarios
para esclarecer se 0 HEV agrava a evolug@o da helmintiase ou se os pacientes com as formas

mais avangadas da EM sdo mais expostos a contaminacdo por dgua e alimentos contaminados.
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8 LIMITACOES METODOLOGICAS DO ESTUDO

A principal limitagdo desse estudo foi o seu desenho pois ndo permite inferir se a
maior ocorréncia do anticorpo IgG HEV IgG nos pacientes esquistossomoticos com padroes
mais avangados de fibrose periportal (FPP) deveu-se a coinfeccdo pelo HEV que
proporcionou a evolug@o para padrdes mais avangados de FPP ou se foi decorrente de maior
exposicdo desses pacientes esquistossomoéticos ao contato com agua e alimentos

contaminados pelo HEV.
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Abstract

Hepatitis B or C in patients with Schistosomiasis mansoni (SM) is associated to the worst
clinical outcome. However, the association of hepatitis E virus (HEV) with SM is still poorly
understood. This study aims to determine the seroprevalence of anti-HEV IgG in patients with
SM and its association with biomarkers predicting liver fibrosis, with the longitudinal spleen
length and with the pattern of periportal fibrosis according to the Niamey classification. This
is a sectional study in an endemic area for SM with patients who reported river bathing and
the presence of eggs in the stool. Alkaline phosphatase (ALP) and platelets were evaluated to
calculate the Coutinho Index. The ultrasound was performed to assess the PPF pattern and
longitudinal spleen length. Serum levels of anti-HEV IgG were evaluated by using ELISA
(Euroimmun®) and, in positive cases, HEV-RNA was tested. Among the 286 patients tested
(60.8% women; mean age 42 years), 170 (59.4%) had mild PPF (A/B/C) and 116 (40.6%) had
advanced PPF (D/E/F). Anti-HEV IgG was positive in 15 (5.24%) patients, who had higher
serum levels of ALP (p < 0.001) and higher Coutinho Index (p < 0.001). Additionally, anti-
HEV IgG was more frequent in patients with more advanced PPF (D/E/F) patterns (p = 0.036)
and those with longer splenic longitudinal length (p = 0.039). In this study, the occurrence of
anti-HEV IgG in patients with SM living in an endemic zone of northeastern Brazil was
higher than that described in the same region and more frequent among patients with evidence

of more advanced liver fibrosis.

Keywords: hepatitis E; HEV; schistosomiasis mansoni; prevalence; epidemiology



55

Introduction

Hepatitis E virus (HEV) infection is a relevant public health problem as it is endemic
in most industrialized countries.! The World Health Organization (2023) estimates that 20
million people are infected globally per year, with 3.3 million symptomatic cases.?

HEV belongs to the family Hepeviridae, which is divided into two genera —
Piscihepevirus and Orthohepevirus. The latter has four species (A—D). Species A has eight
genotypes, of which four can infect humans.’> HEV 1 and HEV 2 genotypes occur mainly in
places with little health infrastructure in developing countries, such as Africa, Asia, Central
America, and the Middle East.>* Transmission occurs via fecal-oral route through water
contaminated by human feces and contamination from person to person is infrequent.
Parenteral and vertical transmissions have also been described.!=#

HEV 3 and HEV 4 genotypes occur mainly in developed countries, such as the United
States of America (USA), Japan and China.® The infection has zoonotic transmission through
contact with infected animals, such as pigs, rabbits, sheep, cats, dogs and goats, or through the
consumption of food, such as raw or undercooked meat or fruits and vegetables washed with
contaminated water. HEV 3 has already been detected in mussels and oysters, as well as
through parenteral transmission. '3

Although HEV infection is self-limited, patients with both chronic liver disease (CLD)
and HEV have clinical decompensation and worse prognosis. In immunosuppressed patients,
HEV infection can become chronic, with persistent liver aggression, fibrosis and
cirrhosis. '8

Schistosomiasis mansoni (SM) is a persistent health problem in Brazil, affecting
around 1.5 million people.’ It is among several neglected tropical diseases that affect low-
income populations worldwide.’

An important pathological mechanism of this disease is the deposition of collagen and
components of the extracellular matrix in the liver, resulting from the granulomatous response
caused by soluble antigens secreted by the parasite's eggs with the emergence of periportal
fibrosis (PPF)'°, but without splenomegaly or signs of portal hypertension, characterizing the
hepatic form. With chronic exposure and persistence of aggression, progression to the
hepatosplenic form occurs, characterized by hepatosplenomegaly and portal hypertension
with its complications. '

The diagnosis of PPF can be made by serum biomarkers and imaging techniques. As a

serum biomarker, the Coutinho index (CI) is available, which uses alkaline phosphatase
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(ALP) and the number of platelets, constituting a tool for distinguishing patients with no or
little PPF from those with advanced PPF in endemic areas of the disease, using the formula:
[(ALP/ULN) /(platelets)] x 100. Uses a cutoff of >0.316 to confirm advanced fibrosis. '*!?

Another reliable and routinely method used for evaluating PFF is abdominal
ultrasound, which is useful both in evaluating the clinical characteristics of liver damage and
in classifying disease patterns based on the Niamey criteria.'>!*

SM and HEV infections can both be acquired in places with precarious sanitary
conditions. In endemic regions, patients with advanced forms of SM, such as hepatosplenic
SM, may progress more quickly to cirrhosis when associated with viral hepatitis C.'>

There is some evidence of HEV circulation in Brazil.'® A study published by Oliveira
et al (2023) describes a high prevalence of HEV 3 in pigs, both on large farms and on family
farms, and this genotype is the only one identified in Brazil, presenting zoonotic
transmission.!”

There are few studies have been published on the prevalence of HEV infection with
small sizes, which involved SM patients in Brazil - one in Bahia and two in Pernambuco. In
all, the patients were evaluated in hepatology reference services. 181920

Given the lack of data on the occurrence of HEV in patients with SM and considering
that this co-infection may predispose worse outcome of liver disease in these patients. This
study aims to determine the seroprevalence of anti-HEV IgG in patients with SM and its
association with biomarkers predicting liver fibrosis (hematological, biochemical and CI),
with the longitudinal spleen length and with the pattern of PPF according to the Niamey

classification.

Material and methods

Study design, period, location and population

This cross-sectional study used a database and serums of 379 schistosomal patients,
who participated in the validation study of the CI, carried between 2015 and 2016 in Jaboatdo
dos Guararapes, an endemic area for SM in the state of Pernambuco, northeastern Brazil.!?

For the CI validation project, in 2015 and 2016, the Schistosomiasis Control Program
in the municipality of Jaboatdo dos Guararapes, linked to Primary Health Care and and
actively searches for cases through coprological examination ' which refers patients over the

age of 18, of both genders, to the Basic Health Units (BHU) of that municipality; with an
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epidemiological history of contact with water sources in areas endemic for schistosomiasis

and had S. mansoni eggs in the Kato-Katz stool test.'?

Clinical and Laboratory evaluation

At the BHU, patients were interviewed to collect demographic data collection and
underwent a clinical evaluation. Subsequently, they underwent ultrasound (GE Healthcare
Logiq E) examinations of the upper abdomen, performed by the same experienced operator
(ALCD), to categorize the PPF pattern, the Niamey classification.'>!*

After the ultrasound, venous blood samples were collected for ALP measurement and
platelet count. With the serum levels of ALP and platelet count results, the CI was calculated.
The samples were centrifuged, and the serums identified and frozen at -20°C, in a freezer, in
the laboratory of the Instituto Aggeu Magalhdes, Fiocruz, Recife, Pernambuco, in the years

2015 and 2016.'2

Anti-HEV IgG analysis

For this study, we reused the database and the serum from those patients recruited for
the IC validation study. In the laboratory of the Department of Virology of the Aggeu
Magalhies Institute, Fiocruz, Recife; the serum samples, which were frozen at - 20°C, in a
freezer, were identified, removed, and placed on the laboratory bench. After reaching room
temperature, was tested for anti-HEV IgG by the ELISA method using the commercial
hepatitis E (HEV) IgG kit (EUROIMMUN®), following the manufacturer's instructions, and
indeterminate cases were considered negative.

In positive cases, HEV-RNA was investigated by real-time quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR), extracted from 200 pL of serum using
the QIAmp® MinElute® Virus Spin Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) in the Virology
Laboratory, Medical Research Laboratories (LIM/52), of the Institute of Tropical Medicine at
the University of Sdo Paulo, Brazil. The serum samples, sent to Sdo Paulo, were frozen in dry

ice and transported via airline according to the rules for transporting biological samples.
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Study ethics

This study complied with the ethical principles of Resolution 466/12 of the Brazilian
National Health Council and was approved by the Ethics and Research Committee of HC-
UFPE/ EBSERH, opinion number 6.470.362 and Certificate of Presentation of Ethical
Appreciation (CAAE) 72596923.7.0000.5208.

Statistical analysis

The data were taken from a database used in the previous study and stored in a
database created exclusively for this research. The descriptive analysis was carried out when
the absolute and relative frequencies were verified, and the variables were presented in tables.
The prevalence of HEV infection and its respective 95% confidence interval (95% CI) were
calculated. Pearson’s chi-square test and, when necessary, Fisher's exact test was used to
verify the statistical significance differences found in the frequency distribution of the
categorical variables, according to the positivity of the serological marker IgG for HEV.
Results with a p-value < 0.05 were considered statistically significant. Data was analyzed

using the Stata Program, version 15 (StataCorp, College Station, TX, USA).

Results

Among the 379 aliquots of stored serums from the previous study, 286 were tested for
anti-HEV IgG, finding a HEV prevalence of 5.24% (95% CI: 3.17 — 8.54). The HEV-RNA
test was negative in all 15 serums positive for anti-HEV IgG. We excluded five (1.32%) that
were positive for HBsAg, one (0.26%) that had anti-HCV, and 87 (22.90%) that presented
insufficient material for research of anti-HEV IgG.

The sociodemographic and laboratory characteristics of the 286 patients with SM are
described in Table 1. The ultrasound characteristics presented in Table 2 include the
evaluation of the periportal fibrosis pattern, according to the Niamey classification, and the
spleen size. The serum levels of ALP (p < 0.001) and the values of the Coutinho Index (p <
0.001) were higher. The platelet count was lower (p = 0.067) in cases that were anti-HEV IgG
positive (Table 1).
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Table 1 - Demographic and laboratory characteristics of the 286 patients with Schistosomiasis mansoni in an

endemic area, according to their serology for anti-HEV IgG, Pernambuco, Brazil

Characteristics Total Anti-HEV IgG p-value
n Reagent Not Reagent

Sex (%)

Male 112 (39) 8(7.1) 104 (92.8) 0.2482

Female 174 (61) 7 (4.0) 167 (96.0)

Age (years)

18 — 44 (%) 160 (56) 8 (5.0) 152 (95.0) 0.844°

45 - 80 (%) 126 (44) 7 (5.5) 119 (94.5)

Platelets(/mm?) * 260,244 +100.5 214,000 £ 93.5 262,804 + 100.4 0.067

ALP (IU/L) * 74.7+28.3 102.5+80.2 73.2+21.50 <0.001

Coutinho Index* 0.40+0.90 1.37+£3.70 0.35+0.20 <0.001

a — Chi-Square Test.
Abbreviations: ALP: alkaline phosphatase, %: percentage, n: number, * Mean values = SD.

Patients were divided into two groups according to the Niamey PPF classification:
those with absent or mild PPF (A/B/C patterns) and those with moderate and advanced PPF
(D/EJF patterns). A higher occurrence of anti-HEV IgG was observed in patients with more
advanced PPF patterns (D/E/F). Additionally, the spleen was longer (p = 0.039) in cases with
positive anti-HEV IgG (Table 2).

Table 2 Evaluation of the periportal fibrosis pattern, according to the Niamey classification, and spleen size of
the 286 patients with Schistosomiasis mansoni in an endemic zone, according to serology for anti-HEV IgG,

Pernambuco, Brazil.

Characteristics Total Anti-HEV IgG p-value
n (%) Reagent Not Reagent

Periportal fibrosis

Standards A/B/C 170 (59.4) 5(2.9) 165 (97.1) 0.034°

Patterns D/E/F 116 (40.6) 10 (8.6) 106 (91.4)

Spleen (cm)* 9.65+2.1 10.70 £ 4.0 9.59+2.0 0.039

b-Fisher’s Exact Test
Abbreviations: %: percentage, n: number, * Mean values + SD.
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Discussion

In the present study, the prevalence of anti-HEV IgG in schistosomiasis patients was
5.24%, and the HEV-RNA testing was negative in all cases positive for the HEV IgG
antibody.

Among hepatotropic viruses, HEV infection is still little studied; however, there is
growing interest in understanding the impact of this agent when infecting patients with CLD
or immunosuppression. In Brazil, data on the repercussions of PPF-associated HEV infection
in SM patients and its consequences are very scarce. One of the reasons for the scarcity could
be the low availability of tests for anti-HEV research, especially for patients from the
Brazilian Public Unified Health System.

A meta-analysis study found a global prevalence of anti-HEV IgG of 12.47%, with the
following distribution: Africa (21.76%), Asia (15.80%), Europe (9.31%), North America
(8.05%), South America (7.28%), and Oceania (5.99%). A sub-analysis of ten Brazilian
studies, with about 4,739 cases, demonstrated a 6.39% prevalence of the IgG antibody against
HEV.*

Another systematic review and meta-analysis demonstrated a higher prevalence of
anti-HEV IgG in serum in the USA than in Latin America, regardless of the patient cohort,
test used, and methodological quality (OR: 1.82 [1.06—3.08], p = 0.03). The prevalence found
in the USA (9%) was twice that observed in Brazil (4.2%) using the same test. In patients who
are immunodeficient (HIV-infected or solid organ transplanted), in at risk occupations (direct
contact with pigs or wild animals or forest workers), and with chronic diseases (liver or
kidney, and dialytic patients) in the USA, the rates were 12.2%, 12.1%, and 10.4%,
respectively. For the same profile of patients in Brazil, the rates found were 5.8%, 5.7%, and
4.9%, respectively.?

In Brazil, a systematic review and meta-analysis revealed a prevalence of 6% in the
adult population with anti-HEV IgG, 3% in the general population, and 7% in blood donors. '

The prevalence of HEV infection varies between regions of Brazil and is highest in the
southern region. A study in Rio Grande do Sul with 3000 blood samples found anti-HEV IgG
in 59.4% of the tested individuals. The authors suggest that this high prevalence may be
related to higher consumption of undercooked meats. They also draw attention to the use of
pig manure as fertilizers, which is a risk factor for HEV contamination of vegetables and

water.2*
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In Pernambuco, the described prevalence of anti-HEV is lower. Research conducted
with 996 blood donors in Recife found 0.9% seroprevalence for anti-HEV IgG.?* In the
present study, the higher prevalence of anti-HEV IgG in SM may be related to the place of
residence since the patients in this study lived in an endemic area and possibly had greater
contact with waters contaminated by manure and with domestic animals in addition to the
precarious sanitary infrastructure in this region.

Little data is available on the co-infection of anti-HEV and schistosomiasis in Brazil.
Studies in Bahia, with 30 patients, and in Pernambuco, with 80 patients, observed prevalences
of 10% and 18.8%, respectively.!*?® In the second study that evaluated schistosomiasis in
Recife, the authors suggest that the high prevalence may be due to the patients’ precarious
socioeconomic conditions, leading to the acquisition of both infections. Note that patients in
both studies were selected in specialized outpatient clinics of Tertiary Hospitals and had more
severe forms of SM.'*?° In the study in Pernambuco, cases with positive anti-HEV also had
higher levels of liver enzymes.?® On the other hand, the present study evaluated patients in an
endemic zone and with less advanced forms of SM.

Some authors have already demonstrated that HEV infection in immunosuppressed
patients predisposes progression to chronic hepatitis and faster progression to cirrhosis.?*2° A
study with 85 HEV-infected solid organ transplant patients in 17 centers in the USA and
Europe observed that 56 (65.9%) cases evolved to chronic hepatitis, of which 8 developed
cirrhosis and 2 required a second liver transplant.?” Nevertheless, a Brazilian study involving
294 liver transplant recipients did not identify a higher degree of fibrosis in patients
presenting HEV infection markers, including antibodies and HEV-RNA.*°

Conversely, unfavorable evolution was observed in a Brazilian study that evaluated
618 patients chronically infected with HEV, whose prevalence of anti-HEV IgG in cirrhotic
patients was higher than in non-cirrhotic patients (13.2% vs 8%, OR = 1.74, p = 0.04). The
authors suggested that the association between cirrhosis and previous HEV infection may
accelerate the process of liver fibrosis in patients with chronic hepatitis C.3!

In Bahia, 301 patients with CLD of various etiologies were investigated, and a 12.95%
prevalence of anti-HEV IgG was observed.*? Also in Brazil, Aratijo et al (2023) investigated
anti-HEV IgG in 227 patients with CLD of various etiologies, including SM, and observed
seven positive cases (3.08%). They found a higher frequency of anti-HEV among those with
evidence of more advanced liver disease, including higher APRI and FIB-4 indexes. Among
the seven cases with positive anti-HEV, four had SM in the etiology of liver disease, one with

the isolated form, and three had SM associated with other causes of CLD.'®
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In the present study, a higher frequency of anti-HEV IgG was also observed among
cases with SM and evidence of more advanced PPF, both through the fibrosis pattern found in
ultrasound and Coutinho Index, corroborating the data described above in patients with CLD
of other etiologies. '82%-3!

Finally, the main limitation of this study was certainly its design. The higher
frequency of anti-HEV IgG in the most severe cases does not allow us to establish whether
HEV co-infection led to the evolution to more advanced forms of SM or whether it was due to
greater exposure of these schistosomiasis patients to contact with water and food

contaminated by HEV.

Conclusion

In this study, the seroprevalence of anti-HEV IgG in patients with schistosomiasis
living in an endemic zone of northeastern Brazil was higher than that described in the same
region and more frequent among patients with evidence of more advanced liver fibrosis.
Prospective follow-up studies with a cohort of patients that have schistosomiasis will be
needed to clarify whether HEV worsens the evolution of helminthiasis or whether patients

with the more advanced forms of SM are more exposed to HEV contamination.
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