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Manifestagoes reumatologicas na hepatite C

[ARTIGO 1 - REVISAO]
Status: a ser submetido a um periddico cientifico nacional
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MANIFESTACOES REUMATOLOGICAS NA HEPATITE C CRONICA
[REVISAO]

RESUMO

A hepatite C tem sido associada a varias manifestacdes extra-hepaticas,
principalmente as reumatolégicas (MR-VHC). Muitos estudos, trazem a
artralgia ou poliartralgia como o sintoma mais descrito e frequente (6% a
20%), caracterizada por dores articulares bilaterais e simétricas,
envolvendo principalmente joelhos, dedos, costas e, mais raramente,
cotovelos e tornozelos. As manifestacdes reumatologicas associadas a
hepatite C crbénica frequentemente sdo caracterizadas por alteracdes
clinico-sorologicas que se sobrepdem a sintomatologia de doencas difusas
do tecido conjuntivo. Distinguir essas patologias é de extrema importancia,
pois o tratamento e acompanhamento clinico podem ser afetados se o
diagnéstico nao for preciso. Para tanto, é necessario compreender melhor
a patogénese das manifestacdes reumatoldgicas da hepatite C, que pode
estar associada a fatores genéticos como os polimorfismos dos antigenos
plaguetarios humanos (HPAs) e dos antigenos leucocitarios humanos
(HLAS), que ja foram associados a infec¢ao pelo VHC. Assim, esta revisao
tem como objetivo mostrar as evidéncias disponiveis sobre manifestacées
reumatolégicas na hepatite C crbénica, abordando possiveis causas para o
desenvolvimento. Esse conhecimento pode auxiliar na identificacdo de
maior suscetibilidade dos individuos infectados ao desenvolvimento de
manifestacdes reumatoldgicas e/ou de alguns desses polimorfismos serem
indicativos de um curso mais grave da doenca, possibilitando uma
intervencdo precoce, descoberta de novos marcadores e alvos
terapéuticos.

Palavras-chave: hepatite C crbnica, manifestacdes reumatolégicas, HLA, HPA
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INTRODUCAO

Hepatite € um termo que designa inflamac&o no figado, sendo
causada por diversos mecanismos, principalmente agentes infecciosos.
Uma grande variedade de virus causa as chamadas hepatites virais: A, B,
C,DeE.

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

O VHC é um virus cujo genoma é constituido por uma fita simples
de RNA, pertencente a familia Flaviviridae. Sua alta atividade replicativa
associada a auséncia de atividade de reparo conduz a uma alta frequéncia
de mutacdes. A heterogeneidade do seu genoma permite a distingdo de
sete genotipos designados por numeros (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7), diversos
subtipos, representados por letras do alfabeto (1a, 1b, 2a, 2b, 2c, 3a, 4a,
5a, 6a, 7a) e muitas quasispecies??3.

Mundialmente, os genoétipos tém distribuicdo geogréfica
diferente, sendo os gendtipos 1 (46%) e 3 (30%) os mais prevalentes,
enguanto que 0s genotipos 2, 4, 5 e 6 representam 9%, 8%, 1% e 6% das
infeccdes, respectivamente*®. O gendétipo 7 foi observado em poucos
individuos na Africa Central. O gendtipo 1 é o mais prevalente na maioria
dos paises da Europa, enquanto o genoétipo 2 tem maior prevaléncia na
Africa Central. J&, o gendtipo 3 é mais frequente na india, Paquistéo,
Bangladesh, Mianmar, Nepal, Tailandia, e paises do norte da Europa. O
gendtipo 4 aparece mais na Africa Central e no Oriente Médio. Na Africa
Austral o mais prevalente é o genotipo 5 e 0 genaotipo 6 tem frequéncia mais
alta no leste e sudeste da Asia, no Laos e Vietna®.

Conhecer a genotipagem do VHC responsavel pela infeccao &
uma importante ferramenta na pratica clinica®. Além do desenvolvimento da

vacina anti-VHC, a identificacdo e caracterizacdo genética viral tém
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implicacdes importantes na resposta ao tratamento?6. Os niveis séricos de
RNA do VHC nos pacientes infectados com o genétipo 2 sdo menores do
qgue nos infectados com gendtipo 1, proporcionando diferentes respostas
ao tratamento com interferon (INF). A taxa de resposta completa e
sustentada em pacientes com genétipo 1 tratados com IFN-a € menor
quando comparada as taxas de resposta de gendtipos 2 e 4. As novas
terapias conhecidas como antivirais de acado direta (DAAs) sdo mais
eficientes no controle da infeccdo uma vez que utilizam como alvo as
proteases ou polimerases do virus. Além disso, os DAAs aprovados
recentemente apresentam uma maior barreira a resisténcia viral, embora ja
tenham sido relatados alguns casos de resisténcia®.

A Organizacdo Mundial da Saude estima que 71 milhdes de
pessoas no mundo sejam acometidas por hepatite C cronica e que,
somente no ano de 2016, aproximadamente 399.000 evoluiram para 6bito
por cirrose e carcinoma hepatocelular. O tratamento antiviral pode curar
mais de 95% dos infectados, podendo reduzir o risco de morte. No entanto,
0 acesso ao diagnoéstico e tratamento ainda é baixo’.

No Brasil, cerca de 11.200 novos casos de infec¢des por VHC
foram diagnosticados em 2013. Pressupfe-se que ocorra um declinio no
numeo de infectados em 35% até 2030 (1.255.000), enquanto que, entre 0s
anos de 2028 e 2032, o numero de casos de cirrose compensada (325.900)
e descompensada (45.000), carcinoma hepatocelular (19.100) e mortes
relacionadas ao figado (16.700) atingira o pico®. Apesar da estimativa de
mortalidade feita por Ferreira et al para o Brasil, houve uma estabilizacéo
do coeficiente de mortalidade por hepatite C nos ultimos 10 anos, segundo
0 Boletim Epidemiolégico — Hepatites Virais de 2019, sendo maiores nas
regides Sul (1,4 por 100.000 habitantes) e Sudeste (1,1 por 100.000
habitantes) comparado ao coeficiente nacional (0,8 Obito por 100.000
habitantes)°.

De 1999 a 2018, foram detectados no Brasil, 359.673 casos de
hepatite C que apresentavam pelo menos um dos marcadores (anti-VHC
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ou RNA-VHC reagentes) e 174.703 casos que tinham ambos reagentes.
Em 2015 houve uma mudanga nas normas de notificagcdo de casos de
hepatite C. Antes os casos eram notificados somente quando os dois
marcadores eram reagentes. Ap0s a mudanca, a notificacdo ocorre com
apenas um deles positivo, resultando em uma elevacéo tendenciosa nas
taxas de detecgcdo em todo pais a partir de 2015, sendo o Nordeste a regiao

com menores taxas e o Sul com a maior, conforme Figura 1°.

Figura 1. Taxa de deteccdo de casos de hepatite C segundo regido de residéncia e ano
de notificacéo. Brasil, 2008 a 2018.
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Fonte: Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Boletim epidemioldgico — Hepatites
Virais. Brasilia (DF); 2019.

O numero de casos ainda é superior entre os homens. Desde
1999, entre os casos confirmados (228.695), 57,7% eram do género
masculino e 42,3% do género feminino. Porém observou-se uma
diminuicdo da razdo entre os géneros no periodo analisado. De 2,2, arazéo

passou para 1,4 em 1999 e para 1,2 em 2018°.

Historia Natural da Hepatite C
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Para definir a histdria natural de qualquer patologia é necessario
determinar: a data da infeccao, o inicio da doenca, um grupo sem infeccéo
(controle), doentes nao tratados e seguimento por um periodo de tempo,
resultados finais esperados e inesperados e cofatores de progressao da
doenca por meio de registros rigorosos?©.

A historia natural da hepatite C é parcialmente conhecida, além
de controversa. Ainda existem limitacbes no cumprimento dos critérios
citados no paragrafo anterior como determinar o inicio da infeccao,
acompanhar clinicamente os doentes sem fornecer tratamento, uma vez
que, hoje, ha medicamentos disponiveis que curam a infeccdo e a
multiplicidade de cofatores ou outras infeccbes que podem influenciar ou
modificar o curso da doencal®-?,

Raramente é possivel determinar com exatiddo a data da
infeccéo pelo VHC e fazer seguimento dos doentes, pois, a fase aguda da
doenca cursa de maneira assintomatica na maioria dos casos. Somente de
20% a 30% dos adultos com infec¢éo aguda desenvolvem sintomas clinicos
(mal-estar, fraqueza, anorexia, ictericia, fadiga, letargia, dor abdominal,
hepatoesplenomegalia leve, rash maculopapular, erupcédo cutanea e
artralgia) que iniciam em 3 a 12 semanas ap0s a exposi¢ao, sendo que 0
periodo de incubacéo do virus é de 2 a 26 semanas*1913.14,

Dos casos agudos, 60 a 80% nao clareiam o virus e evoluem
para cronicidade’. Geralmente, a transicdo da forma aguda para cronica
também ocorre com auséncia de sintomas e se define por aumento das
aminotransferases ou permanéncia do RNA do virus no sangue por mais
de seis meses?.

Apesar da taxa de progressao ser lenta e assintomatica, um
traco fundamental da hepatite C cronica € o aumento do grau de fibrose no
figado, culminando na cirrose em 15% a 30% dos casos, em um tempo
médio de infec¢cdo de 20 a 30 anos. ApOs tornar-se cirrético, o risco de
desenvolver insuficiéncia hepatica, carcinoma hepatocelular ou morte

relacionada ao comprometimento hepatico € de 3% para cada desfecho.
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Assim, a doenca pode permanecer desconhecida até o comprometimento
do figado, suficiente para resultar no aparecimento dos primeiros sintomas
decorrentes da descompensacdo hepatica, com quadro de ascite,
hemorragia digestiva alta secundaria a varizes esofagicas ou gastropatia
portal hipertensiva, sindrome hepatorenal e encefalopatia hepatica* 131516,

No Brasil, ocorreram 70.671 O&bitos por causas bésicas e
associados as hepatites virais (A, B, C e D) e a infeccdo pelo VHC foi
responsavel por 76% dessas mortes, conforme Figura 2°

Figura 2. Distribuicdo dos 6bitos por causa basica e associada as hepatites virais segundo
agente etioldgico. Brasil, 2000 a 2017.

1.1% 1,6%

mHepatite A =Hepatite B mHepatite C = Hepatite D

Fonte: Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Saude. Boletim epidemiol6gico — Hepatites
Virais. Brasilia (DF); 2019.

Todo o processo de avanco da doencga pode ser influenciado nao
somente por fatores virais (carga viral, genétipo e multiplicidade de
guasispecies, coinfeccdo com o virus da hepatite B — VHB e da
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imunodeficiéncia humana — HIV), mas também por fatores do hospedeiro
(tempo de infeccdo, sexo, etnia, obesidade, esteatose, hemocromatose,
esquistossomose, sobrecarga de ferro, imunossupressao, resisténcia
insulinica e diabetes, genética, niveis de alanina aminotransferase — ALT)
e fatores ambientais (consumo de alcool, tabagismo, uso de Cannabis e

medicamentos)*11:13,

Manifestacdes Extra-hepaticas

A infeccdo cronica pelo VHC evolui de maneira silenciosa em
relacdo ao sofrimento hepatico, contudo, manifestacbes extra-hepaticas
podem ocorrer em até 74% dos doentes!’8, O virus limita ou retarda o
inicio da resposta inata pois tem uma alta taxa de replicacdo do genoma
sem correcao, gerando mutagbes que fazem com que o VHC evite o
reconhecimento imunolégico. Devido a demora de uma resposte imune
eficaz, o virus estabelece uma infec¢do de forma generalizada no figado,
tecidos e células extra-hepaticas'®.

Além disso, ha uma desregulacéo do sistema imunoldgico devido
ao linfotropismo do VHC, responsével por diferentes doencas autoimunes
e/ou linfoproliferativas, ou do estado inflamatério crénico que explica as
complicacBes cardio-metabdlicas e disturbios neurocognitivos que podem
afetar gravemente o desfecho geral dos pacientes?°.

O processo explica-se por mecanismos como injuria direta
citopética, lesdo causada por imunocomplexos, inducao de linfocitos
monoclonais ou policlonais, liberacdo de citocinas, como interferons e fator
de necrose tumoral, e a ativagcédo de linfocitos citotoxicos ou formacao de
autoanticorpos?L.

Ramos-Casals et al, comparou os padrdes de doencas
autoimunes de 180 pacientes com VHC positivo com doengas autoimunes
de outros 180 individuos VHC negativo (controle) e observou, em sua
analise imunoldgica, que o grupo em estudo apresentou uma menor

prevaléncia de anticorpos anti-nucleares, anti-ENA e anti-DNA, porém uma
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grande frequéncia de fator reumatdide, crioglobulinemia e
hipocomplementemia??.

ApoOs a descoberta do VHC em 1989, a primeira condicéo
reconhecida como um fator complicador da infeccdo crbénica foi a
crioglobulinemia mista que é uma vasculite sistémica secundaria a
deposicdo de complexos imunes e complementos circulantes
(crioglobulinas policlonais) nos pequenos vasos, caracterizada por uma
triade clinica tipica: purpura, fragueza e artralgias. Artrite e neuropatia
periférica também podem ser observadas, onde o comprometimento das
articulacdes é simétrico e raramente ha deformidade?°-23,

Com base em estudos epidemioldgicos, clinico-patoldgicos,
virolégicos e laboratoriais, as manifestacdes extra-hepaticas podem ser

classificadas considerando associagédo com o virus, conforme Tabela 12024,
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Tabela 1. Principais manifestacdes extra-hepaticas, classificadas de acordo com
0 poder de associacdo com ainfeccao pelo VHC.

Forte associacdo

Crioglobulinemia mista/ vasculite crioglobilinémica

Linfoma ndo-Hodgkin de células B

Associagao significante

Diabetes mellitus tipo 2;

Resisténcia a insulina

Glomerulonfrite

Insuficiéncia renal

Fadiga

Comprometimento cognitivo

Depresséao

Qualidade de vida prejudicada

Desordens cardiovasculares (acidente vascular cerebral, doenca
cardiaca isquémica)

Sindrome de sicca

Artralgia / mialgia

Producdo de auto-anticorpos (crioglobulinas, fator reumatdide
antinuclear, anticardiolipina, anti-tiredide e musculo anti-liso)
Gamopatias monoclonais

Trombocitopeniaimune

Porfiria cutanea tarda

Liguen plano

Possivel associagao

Poliartrite

Prurido

Fibromialgia
Polirradiculoneuro-patia crénica

Alveolite pulmonar

Associacdo anedética

Polimiosite
Dermatomiosite
Poliarterite nodosa
Psoriase

Ulcera corneana de Mooren

Eritema nodoso

Fonte: Adaptado de Cacoub et al, 2014.
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Manifestagcdes Reumatoldgicas

O linfotropismo e a estimulacéo crénica do sistema imunoldgico
por diversas proteinas do VHC podem ser responsaveis pela producao de
autoanticorpos. Devido a autoimunidade, manifestacdes extra-hepaticas
reumatoldgicas foram relatadas em até dois tercos dos infectados e
simulam doencas autoimunes e reumaticas, propriamente ditas, que
envolvem o sistema locomotor?>2°,

As manifestacbes reumatoldgicas associadas ao VHC (MR-
VHC) j& descritas na literatura compreendem: fasciite palmar e plantar,
mialgias, calcaneodinea bilateral, fibromialgia, tireoidite autoimune
(Hashimoto), sindrome de Sjogren, vasculites sistémicas, crioglobulinemia
mista, anticorpo antinuclear (FAN), anticorpo antimdsculo liso, anticorpo
antitireoide, anticorpos antifosfolipides, fator reumatoide, artrite, artralgia,
livedo reticular, neuropatia periférica, sindrome do tunel do carpo,
fendmeno de Raynaud, olhos secos, boca seca e Ulceras orais®.

Em 1998, Buskila et al encontraram 31% de manifestacfes
reumatoloégicas em 90 individuos VHC positivos, sendo as mais
prevalentes: artralgia (9%), artrite (4%), crioglobulinemia (11%), sindrome
sicca (8%) e mialgia (4%)%°.

Em 2014, Sayiner et al descreveram que manifestacdes
reumatolégicas podem ser observadas entre 2% a 38% dos pacientes,
incluindo artralgia (23%), parestesia (17%), mialgia (15%), prurido (15%), e
sindrome de sicca (11%). Essa variabilidade ocorre, pois depende da regiao
geografica onde o estudo foi feito e do seu delineamento?®.

Grande parte dos estudos, traz a artralgia ou poliartralgia como
o sintoma mais descrito e frequente (6% a 20%), caracterizada por dores
articulares bilaterais e simétricas, envolvendo principalmente joelhos,
dedos, costas e, mais raramente, cotovelos e tornozelos. Em pacientes com
crioglobulinemia mista, a artralgia pode ser observada em 30-70% e € mais
presente naqueles que apresentam vasculite em comparag¢ao com aqueles

sem vasculite26:31.32,
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Do mesmo modo, a artrite ligada ao VHC também pode estar ou
ndo associada a crioglobulinemia mista?é. Esta forma é menos comum
(<5%) e envolve pequenas articulacdes associadas a sindrome do tunel do
carpo e tenossinovite palmar?®. O mecanismo de desenvolvimento de artrite
causado pela infeccao pode ser explicado pela invasao direta do virus no
tecido sinovial, pela reposta imune ao virus na sindvia, ou haver uma
inflamac&o no liquido sinovial desencadeada pelo complexo imune induzido
por crioglobulina?®.

A artrite ndo-erosiva oligoarticular ou poliarticular do VHC pode
imitar clinicamente a artrite reumatoide e alguns doentes até preenchem os
critérios do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) para classificacao
e diagnostico da Artrite Reumatdide, tornando dificil o diagnéstico
diferencial®>32.

Como somente as manifestacdes clinicas ndo propiciam a
distincdo entre as duas patologias, outros métodos diagnosticos como a
detecc¢do de anormalidades sorol6gicas podem ser Uteis?.

As crioglobulinas e o fator reumatéide (FR) séo os
autoanticorpos mais presentes nos doentes com hepatite C cronica,
respectivamente, 60% a 80% e 70%. Em pacientes com AR, a positividade
do FR é de aproximadamente 70% a 80% e na AR-VHC esta entre 54% e
82%. Assim, a positividade desses autoanticorpos € inespecifica, nao
auxiliando no diagnéstico diferencial?®26:29,

O anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico (anti-CCP) vem
sendo considerado mais especifico para AR (96% a 98%), pois estao
presentes no soro da maioria dos pacientes (75% a 80%) com essa
patologia e raramente em outras doencas, como a hepatite C26:28.29,

Na populagdo estudada por Bombardieri et al, evidenciou-se que
esses anticorpos estavam ausentes no soro de individuos com
comprometimento articular devido a hepatite C cronica e presentes em
individuos com AR, enguanto que o FR esteve presente nos dois grupos?.

A realizacdo desse exame laboratorial pode ser de grande
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utilidade para predizer sobre o desenvolvimento de Artrite Reumatoide, ja
que a citrulinacdo e a producédo de anticorpos anti-CCP podem estar
presentes antes do desenvolvimento dos sintomas, e/ou discriminar o
diagnéstico de individuos com artrite reumatdide dos portadores de
artropatia associada ao virus C2>33

Independente da manifestacdo reumatoldgica, é de extrema
importancia para a pratica clinica dos reumatologistas e clinicos, distinguir
aguelas causadas pelo VHC (MR-VHC) daquelas relacionadas as doencas
difusas do tecido conjuntivo (MR-DFTC)%, uma vez que a abordagem
terapéutica geralmente é diferente e pode refletir uma doenca hepética ndo
diagnosticada3.

Assim, esta revisdo tem como objetivo mostrar as evidéncias
disponiveis sobre manifestacdes reumatolégicas na hepatite C crénica,

abordando possiveis causas para o desenvolvimento.

Fatores Genéticos

Na busca por elucidagbes para 0s mecanismos de
autoimunidade e, consequentemente, o aparecimento de sintomas extra-
hepéticos causados pelo VHC, autores tém pesquisado o perfil genético dos

individuos35-39,

Antigeno Leucocitario Humano (HLA)

O fator genético que € mais estudado em uma grande variedade
de patologias com etiologias diferentes (autoimunes, infecciosas,
neoplasicas e idiopaticas) € o polimorfismo do Antigeno Leucocitario
Humano (HLA).

O sistema HLA (da sigla em inglés: Human Leukocyte Antigen)
€ composto por genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade na
espécie humana e foram agrupados em trés regides e subdivididos, de
acordo com a localizag&o no brago curto do cromossomo 6, em classe |, Il

e lll, conforme Figura 340,
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Figura 3. Estrutura génica do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH),
humano no bracgo curto do cromossomo 6.

DP DM LMP TAP DQ DR
1 r 1 rrrr1r 1 1

B1A1T AB 2172 B1A1 B1B3B4/5 A C4C2HSPTNF B C A

<SHHTHAA

Centromeérico Telomérico
L | | | | |

Classe Il Classe lll Classe |

Fonte: Adaptado de Donadi, 2000.

Na regido de classe | sdo conhecidos os loci HLA-A, B, C, E, F,
G, H, J, Ke L e aregido de classe Il contém os genes HLA-DRA; DRB1-9;
DQA1,2; DQB1,3; DOA, DOB, DMA; DMB; DPAL1,2; DPB1,2; TAP1,2;
LMP2,7 e MICA-E. Os genes HLA-DR, DQ e DP sao responsaveis pela
rejeicdo a enxertos e pela apresentacdo de peptideos aos receptores dos
linfécitos T49.

Ha varios estudos associando a clinica da infeccéo pelo VHC e
antigenos HLA classe | e I, mas os resultados séo discutiveis. Dependendo
da populacédo estudada, certos polimorfismos estdo relacionados a uma
evolucdo mais rapida da hepatopatia e outros parecem proteger o individuo
infectado®!-44,

Alelos HLA de classe | e Il, vém sendo relacionados a depuracao
viral ou persisténcia do virus, evolucdo da fibrose hepatica ou protecao
contra o dano hepatico, resposta terapéutica baseada em interferon, e
manifestacdes extra-hepaticas*>4°48. Apesar de estudos demonstrarem
relacdo de variantes do HLA com a resposta a infeccdo pelo virus C, nédo
ha estudos que avaliem associacdo do HLA diretamente com
comprometimento reumatoldgico, principalmente na populacédo brasileira
infectada pelo virus.

Sabe-se também que, em muitas doencas autoimunes, a

producédo de autoanticorpos ocorre com maior frequéncia em portadores de
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antigenos especificos do sistema HLA%. Varias linhas de evidéncia
mostraram que moléculas de classe Il indicam maior suscetibilidade a artrite
reumatoide (AR), principalmente moléculas codificadas pelos genes
DRB149,

Assim como ocorre na hepatite C, alguns alelos HLA estao
ligados a suscetibilidade a AR enquanto outros parecem conferir protecao
contra a doenca, variando sua expressdo conforme a populacéo
estudada®®. Os alelos que parecem conferir suscetibilidade sdo DRB1*0401
e *0404 em caucasianos, DRB1*0405 em individuos do leste asiatico,
DRB1*0101 indios asiaticos e judeus da Europa central e oriental,
DRB1*1001 em espanhdis e negros da Africa do Sul e DRB1*1402 em
nativos norte-americanos. Ja os alelos que parecem conferir protecao
contra o desenvolvimento de AR s&o: DRB1*0103, *0402, *1102, *1103,
*1301, *1302 e *130449:59,

Nesse contexto, a avaliacdo, individual ou em associagao,
desses polimorfismos genéticos pode ser Gtil no diagndstico diferencial
entre manifestacdes reumatologicas ligadas ao virus das ligadas a artrite
reumatdide e, na identificacdo de maior suscetibilidade ao

comprometimento articular e indicagédo de um curso mais grave da hepatite
C45’51'53.

Antigeno Plaquetario Humano (HPA)

Os HPAs sdo antigenos constituidos por segmentos proteicos
polimorficos que residem no interior de glicoproteinas (GP) expressas na
membrana plaquetaria®>¢ e também em células endoteliais, fibroblastos,
entre outros®’-%°, Atualmente, estima-se que existam, aproximadamente, 24
tipos de antigenos HPA, sendo que os mais estudados pertencem a familia
das integrinas e sao denominados HPA-1, -2, -3, -4 e -5, conforme figura
354-56:

e Sistema HPA-1l: é clinicamente o mais importante dos

sistemas, pois €& o0 antigeno mais frequentemente associado a
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aloimunizagdo. Esta localizado no complexo GPllb-llla, mais
especificamente na GPllla e também séo expressos na GPllla das células
endoteliais, células de musculo liso e fibroblastos®8.69;

e Sistema HPA-3: esta localizado na cadeia pesada da GPllIb-
llla, a GPllb (allb)®’;

e Sistema HPA-4: como o HPA-1, estéa localizado na GPllla e
também séo encontrados em células endoteliais, células de muasculo liso e
fibroblastos®?;

Sistema HPA-5: estd associado com o polimorfismo de um
aminoacido da GPla (a2) e presente em outras ceélulas além das

plaguetas®.

Figura 3. Complexos de glicoproteinas da membrana da plaqueta contendo
epitopos de aloantigenos plaquetarios®?.
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HPA-14 | 19 CD109
HPA-2 HPA-23 GPIbBGPIbo

GPlIlb GPllla
Fonte: Adaptado de Peterson et al, 2013.

GPla GPlla

O polimorfismo, na maioria destes antigenos, ocorre devido a
substituicdo de um Unico aminoacido na proteina, em consequéncia da
substituicdo de um nucleotideo no DNA%®63, As mutagées de aminoacidos
podem conduzir a alterag6es conformacionais na estrutura tridimensional
das glicoproteinas, criando determinantes aloantigénicos reconhecidos
pelas células B e T®. As glicoproteinas, presentes nas membranas
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celulares, sdo mediadoras do estagio inicial da funcéo plaquetaria, as quais
também intervém na agregacdo das mesmas, através da ligacdo do
fibrinogénio e de outras proteinas de adesao®*°°.

Os polimorfismos dos antigenos plaquetarios humanos (HPAS),
ja foram associados a doencas como purpura pés-transfusional,
trombocitopenia neonatal aloimune, purpura neonatal aloimune, infarto do
miocéardio, acidente vascular cerebral, trombose venosa e artrite
reumatoide®®. Mais recentemente, foram associados a infeccédo pelo VHC e
ao aumento no grau de fibrose do figado®?5¢, porém néo ha estudos sobre
associacdo de HPA com manifestacfes reumatoldgicas na hepatite C.

CONSIDERACOES FINAIS

Os Ultimos anos foram marcados por importantes avancos
terapéuticos e descobertas sobre a historia natural da hepatite C, no
entanto, ainda ha dificuldades no controle e erradicacdo da infecdo pelo
VHC no mundo, principalmente em paises mais pobres, onde suas
consequéncias geram grande 6nus aos sistemas de saude3*.

A infeccdo pelo VHC cursa de maneira assintomética e o0s
primeiros sinais podem aparecer nos estagios mais avancados da doenca
devido a cirrose e cancer hepatico. Todavia, muitos pacientes apresentam
manifestacdes extra-hepaticas que envolvem varios sistemas, dentre eles
0 sistema mausculo-esquelético. As manifestacdes reumatoldgicas
associadas a hepatite C crbnica frequentemente sao caracterizadas por
alteracdes clinico-sorolégicas que se sobrepdem a sintomatologia de
doencas difusas do tecido conjuntivo®’. Distinguir essas patologias é de
extrema importancia, pois o tratamento e acompanhamento clinico podem
ser afetados se o diagnostico nédo for preciso. Para tanto, € necessario
compreender melhor a patogénese das manifestacdes reumatolégicas da
hepatite C, que pode estar associada a fatores genéticos.

Esse conhecimento pode auxiliar na identificacdo de maior

suscetibilidade dos individuos infectados ao desenvolvimento de
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manifestacdes reumatoldgicas e/ou de alguns desses polimorfismos serem

indicativos de um curso mais grave da doenca, possibilitando uma

intervencdo precoce, descoberta de novos marcadores e alvos

terapéuticos3451-53,
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Polimorfismos HLA-DRB1 e Manifestagdes Reumatolégicas na

Hepatite C Crbnica

[ARTIGO 2]

RESUMO

A hepatite C tem sido associada a manifestacbes reumatolégicas (MR-
VHC). Clinicamente, a MR-VHC pode ser indistinguivel dos sintomas que
ocorrem nas doencas difusas do tecido conjuntivo (MR-DDTC), dificultando
o diagnostico diferencial. Fatores genéticos do hospedeiro, como os
polimorfismos do Antigeno Leucocitario Humano (HLA), foram associados
a infeccéo pelo HCV, no entanto, ndo ha estudos que discriminem a MR-
VHC e MR-DDTC. Assim, o objetivo do estudo foi verificar as associagdes
entre polimorfismos HLA-DRB1 e MR em pacientes com hepatite C cronica,
buscando distinguir entre MR relacionada ao DDTC e MR relacionada ao
VHC. Paratanto, participaram do estudo 152 individuos de ambos os sexos,
com idade entre 18 e 80 anos e acometidos por hepatite C cronica. Foram
incluidos apenas casos de RNA-VHC detectaveis, com identificacdo do
gendtipo do VHC, nenhum tratamento prévio para hepatite C (pacientes
ingénuos) e estagio conhecido de fibrose ou diagndstico clinico de cirrose
por imagem. Foram excluidos os voluntarios com coinfec¢ao por VHB/HIV,
insuficiéncia renal crbnica, transplante de figado ou rim, doencas hepaticas
e outras doencas difusas do tecido conjuntivo, incluindo artrite reumatoide.
Os pacientes foram submetidos a exame fisico reumatologico e foi realizada
tipagem de HLA classe Il (HLA-DRB1) por PCR-SSO (“Oligonucleotideos
Especificos da Sequéncia de Reacdo em Cadeia da Polimerase”). Foi
observado um numero significativo de pacientes com queixas
reumatoldgicas (73%) ndo atribuidas a outras causas. Nao ha associacéo
de suscetibilidade entre alelos HLA-DRB1 e MR. O alelo DRB1 *08 parece
conferir protecdo contra MR na hepatite C cronica e o alelo *15 pode ter um

efeito protetor contra danos no figado.
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Palavras-chave: hepatitis C, VHC, manifestagbes reumatologicas, HLA-
DRB1

INTRODUCAO

A hepatite C é uma doenca de prevaléncia global'? e estima-se que
71 milhdes de pessoas tem infeccdo crénica pelo virus da hepatite C
(VHC)3. Destas, um numero significativo desenvolve cirrose e carcinoma
hepatocelular e, aproximadamente 399.000 progridem para 6bito3.

Mesmo evoluindo de maneira assintomatica em relacdo aos danos
hepaticos, a infecgdo cronica pelo VHC tem sido associada a varias
manifestacdes extra-hepaticas, entre elas, as reumatoldgicas*®. De
maneira geral, manifestacdes reumatoldgicas (MR) abrangem sinais,
sintomas ou afeccbes envolvendo o sistema locomotor, alteracbes ou
manifestacdes que simulem as doencas difusas do tecido conjuntivo como
sensacbes parestésicas, fendbmeno de Raynaud, vasculite, nddulos
subcutaneos, mialgia, fraqueza muscular, dor lombar ndo mecanica,
artralgia, artrite, entre outras®.

Clinicamente, MR relacionada ao VHC (MR-VHC) pode ser
indistinguivel da sintomatologia apresentada nas doencas difusas do tecido
conjuntivo (MR-DDTC), dificultando o diagndstico diferencial. Como
somente as manifestacdes clinicas ndo propiciam a distin¢cao entre as duas
doencas, outros métodos diagndsticos podem ser Uteis’. O fator reumatoide
(FR) e as crioglobulinas sdo frequentemente detectados em cerca de 40%
a 70% dos doentes com hepatite C cronica, portanto, ndo auxiliam no
diagnéstico diferencial®-2.

Na busca por esclarecimentos sobre os mecanismos envolvidos no
aparecimento dos sintomas extra-hepaticos, estudos tem pesquisado o
perfil genético dos individuos e muitos tém associado a clinica da infeccéo
pelo VHC aos Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) de classe | e 11°13,
contudo, ndo existem estudos a respeito da distincéo entre MR-VHC e MR-
DDTC.
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Nas doencas autoimunes, a producao de auto-anticorpos é observada
com frequéncia em portadores de antigenos especificos do sistema HLA.
As moléculas de classe Il indicam maior suscetibilidade a MR-DDTC,
principalmente aquelas codificadas pelos genes DRB1%517,

Nesse contexto, o presente estudo teve por objetivo verificar
associacbes entre polimorfismos HLA-DRB1 e manifestacbes
reumatoldégicas em pacientes com hepatite C crbnica, buscando a distin¢ao
entre MR-VHC e MR-DDTC.

METODOS

Cento e cinquenta e dois pacientes com hepatite C crénica atendidos
no Ambulatério de Hepatites Virais da disciplina de Gastroenterologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP,
Brasil, foram incluidos neste estudo. Os participantes incluidos eram de
ambos os sexos, com idade entre 18 e 80 anos, com RNA-VHC detectavel
e identificacdo do gendtipo do VHC, nenhum tratamento prévio para
hepatite C (naives) e com estadiamento conhecido de fibrose por biopsia
hepatica ou diagndstico clinico por imagem de cirrose. Foram excluidos os
voluntarios com coinfeccdo VHB/HIV, insuficiéncia renal crénica,
transplante hepético ou renal, outras doencas hepaticas e doencas difusas
do tecido conjuntivo (DDTC), inclusive artrite reumatoide, conforme Critério

de Classificacédo da Artrite Reumatoide?®.

Avaliacdo Reumatoldgica

Os pacientes foram submetidos a exame fisico reumatologico, por
profissional habilitado, de acordo com 0s seguintes parametros: presenca
de sensacOes parestésicas, fenbmeno de Raynaud, vasculite, nédulo
subcutaneo, mialgia, fraqueza muscular, dor lombar ndo mecéanica, artralgia
e artrite®. Testes laboratoriais para avaliacédo do fator reumatéide, anti-CCP
e avaliagéo radiologica foram realizados para auxiliar na caracterizagéo das

manifestacbes reumatoldgicas.
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Fator Reumatdide

As amostras de sangue dos pacientes foram submetidas a analise
laboratorial para determinacdo qualitativa e semiqualitativa do fator
reumatoide utilizando o kit Reumalatex (Labtest Diagnostica S/A, Lagoa
Santa, MG, Brasil), conforme instrucdes do fabricante.

Anti-CCP

A analise semi-quantitativa do anti-CCP foi realizada por meio de
Imunoensaio enzimatico (ELISA) com o kit QUANTA LiteTM CCP3.1
(INOVA Diagnostic Inc., San Diego, CA, EUA), para detectar anticorpos
anti-CCP3 IgG e IgA no soro dos pacientes, de acordo com as instrucdes

do fabricante.

Genotipagem HLA-DRB1

O éacido desoxirribonucléico (DNA) foi isolado do sangue total usando
o Sistema de Purificagcdo de DNA Wizard® Minipreps. A tipagem HLA
classe Il (HLA-DRB1) foi realizada por PCR-SSO (“Polymerase Chain
Reaction-sequence Specific Oligonucleotides”), utilizando o kit One
Lambda (Biometrix Diagnostic Ltda, Curitiba, Brasil), de acordo com as

instrucdes do fabricante.

Analise Estatistica

Odds ratio (OR) e intervalo de confianca de 95% (IC 95%) foram
calculados para estimar o poder das associa¢des entre os grupos. O teste
do qui-quadrado (X?), o teste exato de Fisher e o teste t foram utilizados
para analise estatistica. O valor de P < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

Considerag6es Eticas
O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado de S&o
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Paulo aprovou este estudo (Protocolo 3727/2010), de acordo com as
disposi¢cdes da Declaragéo de Helsinque de 1964, revisada em 1975, 1983,
1989, 1996 e 2000. Todos os participantes do estudo assinaram o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido individualmente.

RESULTADOS
As caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos pacientes estao

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e epidemiol6gicas dos pacientes com hepatite
C cronica, distribuidos por presenca ou auséncia de manifestacbes
reumatoldgicas.

MR+ MR-

Variaveis n =111 (%) n =41 (%) P-value
Idade (anos), média 49,4 + 10,12 46,6 £ 10,4 0,03597
Género

MaSt-:u.Ilno 54 (65,0) 29 (35,0) 0,0249
Feminino 57 (82,6) 12 (17,4)
Etinia
Br~anco 98 (72,6) 37 (27,4) 1,0000
N&o-branco 13 (76,5) 4 (23,5)
Gendtipo VHC
1 77 (74,0) 27 (26,0)
Nao 1 34 (70,8) 14 (29,2) 0,8280
Fibrose?*
FO-F2 50 (66,7) 25 (33,3) 0,1186
F3-F4 61 (79,2) 16 (20,8)

Teste exato de Fisher ou Teste qui-quadrado (x?); P < 0,05 é considerado
estatisticamente significante; TTeste t; *¥Agrupamento histolégico; MR+/-: presenca/
auséncia de manifestac6es reumatoldgicas.

BN

Manifestacbes reumatologicas nédo relacionadas a coexisténcia de
outras doencas autoimunes foram observadas em 111 (73%) pacientes,
dentre elas artralgia (50,4%), mialgia (44,1%), fenbmeno de Raynaud
(38,7%), sensacdes parestésicas (38,7%), fraqueza muscular (37,8%), dor
lombar (24,3%), vasculite (18,9%), artrite (14,4%) e nodulo subcutéaneo
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(1,8%).

As frequéncias alélicas do HLA-DRB1 foram distribuidas entre os
grupos com presenca e auséncia de manifestacbes reumatologicas e
associacao significativa foi observada (Tabela 2). Nao houve significancia
estatistica quando os resultados foram distribuidos por género ou genétipo
viral (dados ndo mostrados).

Tabela 2. Frequéncias alélicas do HLA-DRB1 em pacientes com hepatite C crénica,
distribuidas pela presenca ou auséncia de manifestacfes reumatolégicas.

HLA-DRB1 MR+ MR- Analise Estatistica
Alelo 2n =222 (%) 2n =82 (%) OR (IC 95%) P-value
*01 11 (5,0) 7 (8,5) 0,56 (0,21 — 1,49) 0,2745
*03 28 (12,6) 12 (14,7) 0,84 (0,41 -1,75) 0,7026
*04 36 (16,2) 16 (19,5) 0,80 (0,42 - 1,53) 0,4964
*07 28 (12,6) 11 (13,4) 0,93 (0,44 - 1,97) 0,8482
*08 6 (2,7) 7 (8,5) 0,30 (0,10 -10,91) 0,0483*
*09 2(0,9) 0(0) 1,87 (0,09 — 39,41) 1,0000
*10 3(1,4) 1(1,2) 1,11 (0,11 -10,83) 1,0000
*11 28 (12,6) 6 (7,3) 1,83 (0,73 — 4,59) 0,2240
*12 5(2,3) 2(2,5) 0,92 (0,18 — 4,85) 1,0000
*13 34 (15,3) 10 (12,2) 1,30 (0,61 — 2,77) 0,5837
*14 14 (6,3) 3(3,7) 1,77 (0,50 — 6,34) 0,5742
*15 23 (10,3) 6 (7,3) 1,46 (0,57 — 3,74) 0,5137
*16 4 (1,8) 1(1,2) 1,49 (0,16 — 13,50) 1,0000

Teste exato de Fisher; OR: razdo de chance; IC: intervalo de confianga; * considera-
se P < 0,05 relagéo estatisticamente significante.

Quando a frequéncia alélica HLA-DRBL1 foi distribuida de acordo com
o grau de fibrose (METAVIR??), foi observada maior frequéncia do alelo
DRB1*15 no grupo com menor dano hepatico (OR =2,48; IC 95% = 1,09 —
5,64; P = 0,0315; Tabela 3).
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Tabela 3. Frequéncias alélicas do HLA-DRB1 em pacientes com hepatite C
cronica, distribuidas por grau de fibrose (METAVIR?™®).

HLA-DRB1 FO-F2 F3-F4 Andlise Estatistica

Alelo 2n =150 2n =154 OR (IC 95%) P-value
*01 6 (4,0) 12 (7,8) 0,49 (0,18 - 1,35) 0,2243
*03 17 (11,3) 23 (14,9) 0,73 (0,37 -1,43) 0,3984
*04 28 (18,7) 25 (16,2) 1,18 (0,65 — 2,14) 0,6508
*Q7 14 (9,3) 25 (16,2) 0,53 (0,27 - 1,07) 0,0865
*08 6 (4,0) 7(4,7) 0,88 (0,29 - 2,67) 1,0000
*09 2(1,3) 0(0) 5,20 (0,25 - 109,34) 0,2426
*10 4 (2,7) 0 (0) 9,49 (0,51 - 177,97) 0,0581
*11 18 (12,0) 15 (9,7) 1,26 (0,61 —2,61) 0,5827
*12 4 (2,7) 3(2,0) 1,38 (0,30 — 6,27) 0,7203
*13 19 (12,7) 25 (16,2) 0,75 (0,39 - 1,43) 0,4174
*14 9 (6,0) 8 (5,2) 1,17 (0,44 - 3,11) 0,8071
*15 20 (13,3) 9 (5,8) 2,48 (1,09 — 5,64) 0,0315*
*16 3(2,0) 2(1,3) 1,55 (0,26 — 9,42) 0,6813

Teste exato de Fisher; FO — F2: sem fibrose ou fibrose leve; F3 — F4: fibrose
avancada ou cirrose; OR: razéo de chance; IC 95%: intervalo de confianga de 95%;
*considera- se P< 0,05 relacdo estatisticamente significante.

Os casos também foram categorizados segundo o comprometimento
hepético’® e foi observado que os alelos HLA-DRB1 ndo estavam
associados a ocorréncia de MR, independentemente do grau de fibrose

(dados ndo demonstrados).

DISCUSSAO

Estudos mostram que o comprometimento reumatoldégico € a
manifestacdo extra-hepatica mais frequente na infec¢éo crénica pelo VHC,
podendo atingir mais de 70% dos pacientes®2°?2 assim como observado
em nossos resultados, em que 73% dos casos apresentaram queixas
reumatoldgicas nao atribuidas a outras causas. Nao houve correlacdo com
etnia, genotipo viral e grau de fibrose, porém houve com a idade (P =
0,0359) e género (P =0,0249), diferentemente dos resultados apresentados
por Gohar et al que ndo constataram essas relacdes no estudo?. As

mulheres parecem ser mais suscetiveis ao desenvolvimento destas
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manifestacdes®?4, independentemente de outras condicdes clinicas
concomitantes?®. A associacdo observada entre MR e o grupo de mulheres
deste estudo foram sustentadas pela analise de regressao logistica.

Estudos relatam que os alelos HLA-DRB1*04, *01, *09, *10; *14 e
*1516.17,26-30 gymentam o risco para o desenvolvimento das doencas difusas
do tecido conjuntivo (MR-DDTC) e os resultados verificados em nossa
casuistica sugerem uma distincdo entre MR-VHC daquelas ligadas MR-
DDTC, corroborando a hipotese de que as duas vias fisiopatoldgicas sejam
distintas.

O alelo DRB1*08 parece conferir protecdo contra MR na hepatite C
cronica (OR = 0,30; IC 95% = 0,08 — 0,91; P = 0,0483). Apesar de alguns
alelos apresentarem uma associacgao protetiva ao desenvolvimento de MR-
DDTC (DRB1*07:01 e DRB1*13:01'627), ndo foram encontrados estudos
publicados relatando efeito protetor de alelos HLA-DRB1 contra MR-VHC.

Adicionalmente, nés observamos que o alelo HLA-DRB1*15 (OR =
2,48; IC 95% = 1,09-5,64; P = 0,0315*) pode ter um efeito protetor contra o
dano hepatico. Marangon et al também observaram associacdo de alelo
HLA-DRB1 contra o dano hepético, porém com o alelo DRB1*1131:32,

Neste contexto, 0s resultados do presente estudo sugerem que as vias
fisiopatolégicas das MR-VHC e MR-DDTC sejam distintas, uma vez que
nao foi observada associacao de suscetibilidade entre os alelos HLA-DRB1
e as manifestacdes reumatologicas. Ainda, o alelo HLA-DRB1*15 parece

exercer efeito protetor contra o dano hepatico.
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Abstract

Introduction: Hepatitis C virus (HCV) infection 1z imvolved in the pa

buman platelet anty ) pol
manifestations Thlﬂ;msnaigu

i3m are associated with HCV persistence, they have not been investy
on verifying associations between allele and genotype HPA and

i3 of autormomme and rheumatic disorders. Although the
in rthenmatelogical
in patients with chronic

hepatitis C. Methods: Patients (159) with chrome hepatitis C of both genders were analyzed. Results: Women showed association

between HPA-3 poly 1sms and EM. Conclusions: An

ed sirong association between rheumatological manifestations

and HPA-3 polymorphism, possibly predisposing women to complications duning the disease course, was observ
Eeywords: Hepatitis C. Human platelet antigens. Polymorphism. Fheumatological manifestations.

Chronic hepatitis Cvims (HCV) mfection is a worldwide public
health problem with a global prevalence of 2-3%%'. In addition to
being a frequent canse of chronic liver diseases such as hepatifis,
cirthosis, and hepatocellular carcmoma, 1t 15 also mvolved in the
pathogenesis of various autommme and rhenmatic disorders such
as arthnfis, vasculitis, sicca syndrome, porphyna cutanea tarda,
lichen planus, nephropathies, thyroid diseases, hung fibrosis, among
others***. Even though the thenmatic disorders are common among
the extrahepatic manifestations, the mechamsms mvolved m the
onset of these symptoms as well as the associated genetic factors
are yet to be understood completely.

Host genetic factors such as the the human platelet antigens
(HPA) polymorphism are also known to be associated with the
infection and persistence of HCW4. However, there is no evidence
of its relation to rthenmatological manifestations.

HPAs result from the polymorphisms m the genes encoding
surface glycoproteins of platelets, endothelial cells, and
fibroblasts™'. and are commeonly mvelved in rhenmatological
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diseases. Considering that the fibroblasts express HPA, these
proteins could be involved m theommtological manifestations. Thns,
the amm of this study was to venfy associations between allele and
genotype HPA-1, -3, and -5 polymorphisms and rheumatological
mamfestations in patients with chronic hepatitis C.

A total of 159 individuals aged between 18 and 20 years, of
both genders and affected by chronic hepatitis C, assisted at the
Wiral Hepatitis Outpatient Clinic of Botucatu Medical Schocl,
Unesp, Brazil, were mcluded i this study. We only considered
detectable HCWV-RNA cases, with identification of HCV genotype,
no previous hepatitis C treatment (naive patients), with known
fibrosis stage or clinical diagnosis of cirhosis by image. Patients
with HEV/HIV co-infection, chrome renal insufficiency, lver or
renal transplantation, liver diseases, and other diffnse connective
tissue diseases, including rhewmatoid arthritis, according to
Bheumatoid Arthritis Classification Criteria (ACE-EULAR. 2010),
were excludeds.

Clinical symptoms, such as presence of paresthesia sensations,
FRaynaud's phenomenon, cutaneous alterations, subcutaneous
nodule, myalgia, mmscle weakness, non-mechanical low back
pam, arthralgia, arthntis, and other thenmatological mamfestations
were considered as theumatological mamfestations m this study.
Laboratorial parameters evaluated were rhenmatoid factor
(qualitative and semi-quantitaive) and ant-CCP (semi-quantitative)
using Renmalatex kit (Labtest Diagnostica S/A. Lagoa Santa, MG,

174



35

Andlise de associagdo de polimorfismos HLA, HPA, indicadores de autoimunidade e

manifestacdes reumatoldgicas na hepatite C

Medolago MB et al. - Rheumatic manifestations in hepatitis C

Brazil) and QUANTA Lite TM CCP3.1 kat (INOVA Diagnostic Inc.,
San Dhego, CA USA), respectively, according to the mamufactirer s

Deoxynbomcleic acid (DMNA) was isolated from the total blood
uzmg the Wizard® hMinpreps DA Purification System and used to
genotype HPA-] and HPA-3 with polymerase chain reacti
specific primers {(PCR-55F), as described by Kliiter et al’. HPA-5 was
polymorphism (PCE-BFLP). as described by Kalb et al'®.

The association analysis between the categoncal vanables was
performed usmg the 3 or Fisher's exact test. Students t-test was
used for comparmg the mean ages. Logistic regression was used to
categorize the risk of the association among the groups. Odds ratio
values with 95% confidence mterval were also calculated. P=0.03
was considered statistically significant.
of Sao Paulo State University (Protocel 3727/2010], and conforms
to the isions of Helsinki Declaration of 1964, as revised in
1975, 1983, 1989, 19946, and 2000. All the participants of this study
signed the mdmwidually mformed consent forms.

Out of 159 mdividuals, 87 (54.7%) were men and 72 (43.3%)
were wonen. The median and mean ages were 49 years (24 to 76
years) and 48.7 years, respectively.

PBheumatological manifestations were present in 72.3% of the
patients. Table 1 shows the demographic and clinical charactenistics
related to rhevmatic involvement. An association between female
gender and development of rheumatological manifestations
(P=0.0201) was observed. This association was maintained when
the data was subjected to nmltivanate logistic regression analysis
(P = 0.0381). It is well-known that the rheumatic diseases are
mere prevalent in women, regardless of other concomitant clinical
conditions" . The correlation between rhenmatic manifestation and
female gender was already observed in a research conducted with
Egyptian population affected by chronic hepatiis C'2. In addition,

Cacoub et al” showed that more than 70% of the HCV-imfected
Joints, muscles, and skin which as per our findmpgs, were also
associated to female gender.

Genotype and allele frequencies of HPA-1, -3, and -5 were
distnbated according to the presence or absence uf thevmatological
manifestations. There was no sigmificant association observed among the
patients. However, upen considermg the gender (Tables 2 and 3), the
females showed a significant association between rheumatological
manifestation and allele HPA-3a (OR = 3.83, 93% CI=1.60-9.22,
and P=0.0044) and HPA-3a3a (OR. = 6.98, 95% CI=142-34 31,
and P=10.0123). Moreover, a nisk was also observed for HPA-1alb
(OF.=7.67,93% CI=0.93-63.02, and F=0.0452). On the contrary.
HPA-3b3b was protective (OF = 0.21, 95% CT = 0.47-0.93, and
P =10.0496) for theumatological manifestations.

In this context, it is noteworthy that HPA-1 and HPA-3 are
located m the same ghycoprotem complex (GPIIb-IIIa) expressed
both endothelial cells and fibroblasts’, which are the cells commonly
mwhred n l'hmnmmhglcal diseases. However, additional studies

mamfestations m chrome HCV mfection. Similar to the well-established
association of imen leukocyte anfigens (HLA) and diseases, studies
mportant molecular markers, thereby aidmg m understandmg the
pathophysiological mechamsns myvobved i the diseases.

Our study 1z the first repoert of a strong association between
rhemmatological manifestations and HPA-3 polymorphism, which
may explam the possible predisposition of women to complications
doring the course of chromic hepatitis C.
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TABLE 1: Clinical and demographic charactenistics of the population with chronic hepatitis C. distributed by presence or absence of rheumatological manifestations.

Presence of rheumatological Absence of rheumatological
Variables. manifestations manifestations. P-value
n=115 (%) n=44 (%)

hge [years), mean 408100 46.3:103 n.0a72r
Sex

Male 56 (84.4) 31 (358)

Femnale 58 @19 13{18.1) 0.0201
Ethnicity

White 102 (72.3) 10277)

Mon-white 13(72.2) 5(27.8) 10000
HCV Genotype

1 20 (73.4) 70 (28.8)

Mot 1 25 (70.0) 15 (20.0) LrDsz
Fibrosis®

Absent (FO) 3(7E.0O) 1(25.0)

Moderate (F1, F2) 43.(84.) 27 (38.0) 00518

Advanced (F3) 20 (62.0 o(31.0)

Cimhosis 44 (36.3) 7137

Fisher's exact test or Chi-square test (yF); P < 0.05 is considered a statistically significant relation; 1T-test; #Histological grouping.
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TABLE 2- Genotype and alele frequencies of HPA-1. -3, and -5 in women with chronic hepafitis C, distributed by the presence and absence of rheumatological

manifestations.
Presence of Absence of
HPA rheumatological rheumatological Statistical Analysis
manifestafions manifestations
Alleles 2n="1148 %) 2n =26 (%) OR [C] 95%) Povalue
1a 93 (B0.2) 23(19.8) 0.48(013-1.75) 04111
b 25 (BB 3(10.T) 2.06 (0.57 -743)
3a 87 (BB.E) 112 3.83(1.80-922)
3b 3 (674 15 (32.8) 029 {011 - 0.83) D004
fa ap (Ta.E) 25(203) 0.21(0.03—1.83
fb 18 (B5.0) 1(5.00 4.80 [l:ﬂ.fﬁ - ET.B;:I pizs7
Genotypes. n =38 (%) n="13 %) OR [C] 95%) P-value
1lafla 35 (Ta.m 11 (24.00 0.27 {0.05- 131} QL1155
1lafb 23 (BEE) 1(4.3) 767 (063 —63.02) o432
1Mk 1 {50.0) 1 (500} 0.21{0.01 — 3.55) 0.3306
3al3a 33 (43 2(5.7) GUBE (1.42 —34.31) o125
3a3b 21 (780 T (25.0) 0.47 (0.14 — 1800 0.3460
b3k 5{55.8) 4 (4.4 0.21 (047 — 083} oup4aa
falfa 42 (TTR) 12(22.3) 0.21{0.03-171) 0.1828
LEL 16 (B3.8) 1{8.2) 4.09 (D48 — 34 20) 02723
Shifb 2 (100.0) 0o 1.17 (D05 —265.01) 1.0000

Fisher's exact test; OR: odds rafio; CI: confidence interval; P = 0.05 is considered a stafistically significant relation.

TABLE 3: Genotype and allele frequencies of HPA-1, -3, and -5 in men with chronic hepatitis C, distributed by the presence and absence of rheumatclogical

Presence of .
HFA heumstologioal Absence of theumatological Statistical Analysis
Alleles 2n = 112 (%) 2n =62 (%) OR [C195%) P-value
1a o7 (86.4) 408 (33.8) 1.72 (0.76 - 3.90) 02030
1 15 (53.8) 13 (48.4) 0.52 {026 1.32)
Za 76 (B2.8) 45 (37.2) 0.80 (0,40 - 1.58) 06087
b 36 (B7.9) 17 (32.1) 1.25 (063 — 2.50)
fa 09 (B4.7) 54 (35.3) 1.13(0.44—2.30) .
fb 13 (81.9) B (38.1) 0.68 (0.35-2.27)

Genotypes n =56 [%) n=31 %) OR [C195%) P-value
1aMa 44 (B0.8) 18 (30.2) 237 [0E2—6.08) 0.1318
1alb 0 {45.0) 11 (55.0) 0.35 (012 -0.07) 00812
b 3(75.0) 1(250) 1.70 (017 — 17.07) 1.0000
Zala 26 (63.4) 15 (36.8) 002 (038 - 2.23) 1.0000
Zallh 24 (B1.5) 15 (38.5) 0.80 (0,33 - 1.03) 06577
03 6 (B5.7) 1(14.3) 3.80 (0.41-31.39) 0.4135
Baffia &4 (B5.7) 23 (34.3) 1.28 (048 — 3.58) 07908
Falf 1 (57.0) B42.1) 0.70 (025 - 1.09) 0.5907
ol 1{100.0) 00} 1.70 (0.07 — 43.09) 1.0000

Fisher's exact fest: OR: odds rafio; ClI: corfidence interval; P < 0.05 is considered a statistically significant relation.
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Verificar possiveis associagies de indicadores de autoimunidade e polimorfismos do HLA & HPA com
manifestagdes reumatologicas e pardmetros clinicos em pacientes com Hepatite C crénica.

Objetivo secundario do Projeto de Doutorado:

1. Verificar a frequéncia dos polimorfizmos HLA & manifestagdes reumatoldgicas;

2. \erificar a associagio de polimorfismos HLA com indicadores de autcimuniade;

3. Verificar a associagio de manifestagdes reumatoldgicas, polimorfismos HLA & HPA e resposta ao
tratamento da Hepatite C.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos do Projeto de Doutorado: Nac se aplica, haja vista ser compilag8o de Dades do Projeto anterior
{Mestrado).

Beneficios do Projeto de Doutorado: A avaliagBo destas associagfes com a infecgdo pelo virus C pode
sugerir um progndstico de manifestagdes reumatologicas no cursc da Hepatite C e possiveis condutas
terapéuticas (Permanece inalterado para o Doutorada).

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Ma proposta atual os pesquisadores analizardo de forma retrospectiva oz dados coletados de 159
participantes de pesguisa do Projeto mestrado. Sendo: "HPA, indicadores de autcimunidade e
manifestagdes reumatologicas) associando-os com o HLA gue também ja foi coletado e processado, mas
ndo analisado estatisticamente.” Desta forma os autores completardo o estudo, propondo o Doutorado de
Matdlia Bronzatto Medolago, orentada pelo Prof. Adjunto Giovanni Faria Silva.

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

1. Para esta proposta, os autores solicitam Dispensa de Mova aplicagdo de TCLE, uma vez que o mesmo foi
aplicado por ocasido da coleta inicial (Projeto de Mestrado) & neste momento somente serdo utilizados os
dados ja coletados. Sou de opinifo favoravel a solicitag&o;

2. Apresentou Mova versdo de Folha de Rosto, constando o titulo da pesquisa proposto para o Doutorado;
3. Apresentou o Projeto de Pesquisa devidamente Emendado;

4. Apresentou Anuéncia Institucional, expedida pelo Escritdrio de Apoio & Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu,

Enderego:  Chacara Butignalli , s/n
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5. Apresentou Relatdrio Final de Atividade do projeto de Mestrado, o qual cumpre as normas estabelecidas
por este CEP.

6. Apresentou todo o cadastro da Plataforma Brasil, emendado incluindo todas as etapas do Doutorado,
com cronograma que pretende-se iniciar em 17/10/2016, e previsdo para finalizagdo em novembro de
2.017.

Recomendagies:

Solicita-se apresentagio do “Relatorio Final de Atividades” t8o logo o projeto de Doutorado seja concluido.
O envio dessa documentagdo se faz necessario ser enviado pelo Sistera Plataforma Brasil através de
“Motificagdo”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:

Sugire aprovacio, sem necessidade de envio 8 COMEP.

Consideragies Finais a critério do CEP:

O CEP em reunido extracrdinaria de 17/08/2016, APROVA, o Projeto de Pesquisa “Andlise de associagdes
de polimorfismes HLA, HPA, indicadores de autoimunidade e manifestagdes reumatologicas na Hepatite C7
que sera desenvolvido com objetivo de Tese de Doutorado de Matdlia Bronzatto Medolago, orientada pelo
Prof. Adjunto Giovanni Faria Silva.

Mo entanto, solicitamos aos pesquisadores que ao final da execugdo do projeto proposto, seja enviado o
respectivo “Relatorio Final de Atividades” via Plataforma Brasil na forma de Notificag&o.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagies Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_T60336) 0V08/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 16:45:45
Outros Autorizacao_institucional_pdf 09/08/2016 |Matalia Bronzatto Aceito

16:41:47 [Medolago
Folha de Rosto Folha_de_rosto. pdf 09/08/2016 |Matalia Bronzatto Aceito
16:38:51 | Medolago
Par=cer Anterior PARECER_COMSUBSTAMCIADO CEP| 28/07/2016 |Natalia Bronzatio Aceito
1415544 anterior a PB.pdf 10:01:28 | Medolago
Cronograma 6_Cronograma_de_atividades. doc 28/07/2016 |Matalia Bronzatto Aceito
09:55:12  |Medolago
TCLE/ Termos de |5 Solicitacao_dispensa_do_TCLE doc 28/07/2016 |Matalia Bronzatto Aceito
Assentimento / 09:54:55  |Medolago
Justificativa de

Enderego:  Chacara Butignalli , s/n
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Auséncia 5 Solicitacao_dispensa_do_TCLE.doc 28/07/2016 |Matalia Bronzatto Aceito
095455 |Medolago
Outros 4 Oficio_explicativo_sobre_a_emenda.d| 28/07/2016 |Matalia Bronzatto Aceito
oc 09:54:31 | Medolago
Projeto Detalhado /| 3_Projeto_emendado_com_alteracoes_ | 28/07/2016 |Matalia Bronzatto Aceito
Brochura destacadas.docx 09:53:44  |Medolago
Investigador
Outros 2_Relatorio_final_de_atividades_mestra| 28/07/2016 |Matalia Bronzatto Aceito
do.doc 09:53:05 | Medolago
Outros 1_Oficio_crientador doc 28/07/12016 |Matalia Bronzatto Aceito
09:52:23 | Medolago

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mo

BOTUCATU, 17 de Agosto de 2016

Assinado por:
SILVAHNA ANDREA MOLIMA LIMA
(Coordenador)
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“Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”

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

A maioria das pessoas com Hepatite C Cronica ndo apresentam
sintomas, porém raramente pode ocorrer mal-estar, nausea, dor no abdome
ou prurido (coceira). Em casos de doenca avancada, onde ha cirrose
(cicatrizes e nédulos no figado), nota-se o aparecimento de ictericia (pele
amarelada), aumento do baco, acimulo de liquido no interior do abdome,
dilatacBes nas veias do es6fago e disturbio mental devido ao aumento de
toxinas circulantes. Além desses, ha sintomas que ndo estao relacionados
diretamente a doenca como dores ou inflamacédo nas juntas devido a
resposta do corpo a doenca.

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

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

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

Serdo avaliados o historico pessoal (fatores de risco, uso de
medicamentos, profissdo, sexo, idade, etnia), sintomas clinicos
relacionados a doenca e articulares. Além disso, uma amostra de sangue
sera retirada através de punc¢ao venosa periférica, com agulha, identificada
com nome e numero do registro do Hospital, e estocada em freezer a menos
80 graus, no Hemocentro do Hospital das Clinicas de Botucatu para a
realizacdo deste trabalho e de futuras pesquisas.

Caso sua avaliacédo apresente alguma anormalidade entraremos em
contato para fazermos o0 acompanhamento/tratamento/prevencédo da
mesma.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E
GARANTIA DE SIGILO

Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que
desejar. Vocé é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento
ou interromper a participacéo a qualquer momento.
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A sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo ira
acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios.

O(s) pesquisador(es) ira(ao) tratar a sua identidade com padrées
profissionais de sigilo. Seu nome ou o material que indique a sua
participacdo nao sera liberado sem a sua permissdo. Vocé nao sera
identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.
Uma copia deste consentimento informado sera arquivada com o
pesquisador e outra sera fornecida a voceé.

DECLARACAO DO(A) PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL

PELO(A) PARTICIPANTE

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

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

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

Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura do Pesquisador Data

Nome Assinatura da Testemunha Data



ANEXO Ill

[Ficha de Coleta de Dados]




45

Andlise de associagdo de polimorfismos HLA, HPA, indicadores de autoimunidade e

manifestacdes reumatoldgicas na hepatite C

RG:

Idade: Datade Nascimento:__/__/

Estado Civil:

Profissdo:

Procedéncia:

Enderego:

Sexo: OM CF
Cor: OB DAOMON

DatadaSoroteca:__/ /|

Telefone:

ENCAMINHAMENTO:

-ANTIHCV
-AgHBs
-ANTI HBc

OTXR
CHMD

FATORES DE RISCO:

C ADIn. Ha

CADI. Ha

OTATUAGEM. Ha

OTRANSFUSAO. Ha

O ATIVIDADE HOMOSSEXUAL

T PROMISCUIDADE

O CIRURGIA Ha

O PROFISSIONAL DA SAUDE

O TRATAMENTO DENTARIO
D OUTROS

- Drogas em uso:

O CONTATO FAMILIAR
TJCONTATO GRUPO RISCO
T ACUPUNTURA

O ALCOOLISMO. DOSE:

O TABAGISMO

JGLUCO. Ha

aost

OHMD

JTXR

-Antecedente Hepatite/Ictericia:

MANIFESTACOES CLINICAS:

C Ascite

O Ictericia

C Hematomas
C Prurido

O ndo

C Spiders

C Ginecomastia
CEHPS

C Petequias

OHDA
O Outros sangramentos:
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MANIFESTACOES EXTRA-HEPATICAS: Jndo Osim

e Orgdos acometidos:

-Sangue: T Crioglobulinemia mista C Trombocitopenia

T anemia aplastica O Linfoma ndo - Hodgkins
- Pele: O Porfiria Cutanea Tardia C Liquen plano
- Rins: O Glomerulonefrite T Sindrome Nefrotica
-Tiredide: T Hipotireoidismo CHipertireoidismo
-Olhos: O Ulcera Cornea T Uveite

C Olhos secos C Esclerite

C Prurido

- Glandulas Salivares:: T Sialodenite U Boca seca
T Ulceras orais C Glossite
C Quelite

MANIFESTACOES GERAIS: Ondo Osim
O Mal estar
T Sensagado de fraqueza
C Indisposi¢do
C Febre
T Emagrecimento
SOROLOGIA:

* RNC VHC QUANTIT.

BIOPSIA HEPATICA: O ndo Osim

* RESULTADO: F=__ ; (P=__ ,(PP=__ ; (L=
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E Fisico R tolégi
1) NEUROPATIA PERIFERICA: O ndo Csim
* Localizagdo: J0MMSS O MMII
2) FENOMENO DE RAYNAUD: O ndo Osim
e (Caracteristicas:
O bifasica O palidez
O trifasica O cianose
C hiperemia
4) ALTERACOES CUTANEAS: Tndo Osim
*  Vasculite: T nao O sim
s Localizagdo:
C regido palmar
C regido plantar
C polpas digitais
C peri-unguel
C conjuntiva
C outros locais:
5) NODULO SUBCUTANEO: Ondo Jsim
e Localizagdo:
6) MIALGIA: C ndo Osim
7) FRAQUEZA MUSCULAR: Onédo Osim

¢ Localizacdo: O distal

8) DOR LOMBAR/ NADEGAS:

» (Caracteristicas da dor:

C proximal

Onao

— O Cintura escapular

= O Cintura pélvica

Osim

* Rx bacia (frente e Ferguson): Jndo

Osim
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Avaliacdo da Dor




