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RESUMO

As caracteristicas clinicas da hepatite C em transplantados renais ainda néo
estdo bem definidos. A puncéo biépsia hepatica (PBH) é o padrdo-ouro para o
diagnostico do grau de lesdo nesses pacientes, O presente estudo objetivou avaliar o
papel da citologia hepatica obtida por meio de puncdo aspirativa com agulha fina
(PAH) no diagnéstico das lesdes hepéaticas em transplantados renais com hepatite
cronica pelo virus C. Avaliou-se, também, a freqiéncia e a gravidade das lesbGes
hepaticas nesses pacientes e caracteristicas clinico-laboratoriais correlacionadas com
a gravidade da doenca.

Vinte e oito pacientes foram submetidos a PBH e a PAH e os resultados
comparados. A PAH utilizou a técnica de Hayry e von Willebrand calculando-se o
Incremento Corrigido Total e 0 nimero de células imunoativadas (CIA).

Dezoito pacientes (66,6%) apresentaram, na PBH, auséncia de les@es, lesbes
minimas ou lesGes ndo caracterizadas como hepatite crénica; 6 pacientes (22,2%)
apresentaram hepatite cronica persistente ou lobular e 3 pacientes (11,1%) tiveram
hepatite cronica ativa.

N&o se verificou associacdo estatisticamente significativa entre os resultados
da PAH e os da histologia (erro 8 = 0,82).

A idade dos pacientes mostrou associagcdo significativa com o diagnéstico
histologico, sendo a idade média dos pacientes com leses minimas igual a 37,50

(+10,1) anos, com hepatite crénica persistente igual a 51,33 (+6,2) anos e com

hepatite crbnica ativa igual a 58,33 (+12,7) anos (p=0,0015 - ANOVA). O uso de OKT3
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associou-se a presenca de lesbes de hepatite cronica (p=0,0420). A presenca de
rejeicbes agudas, um maior nimero de rejeicbes e ter recebido pulsos de metil-
prednisolona associou-se a lesbes histologicas de menor gravidade. As demais
variaveis ndo apresentaram relacao significativa com o diagnéstico da PBH.

Na analise multivariada, apenas a idade manteve-se como fator
independentemente associado a presenca de lesbes de hepatite crbnica.

Conclui-se que a citologia hepatica obtida mediante pungdo aspirativa com
agulha fina ndo demonstrou utilidade para diagnosticar ou estabelecer o nivel de
gravidade ou de evolugdo da doenca hepatica em transplantados renais com hepatite
cronica pelo virus C, embora essa possibilidade ndo possa ser totalmente excluida. A
imunossupressao e as rejeicdes mostraram resultados contraditorios, ndo estando
ainda clara a sua relacdo com o dano hepético provocado pelo virus C. A idade foi o
anico fator consistentemente associado a maior gravidade das lesGes histolégicas

nesses pacientes.
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SUMMARY

The clinical manifestations of hepatitis C virus infection in Kidney transplant
recipients are not well defined as yet. Core-needle hepatic biopsy (CNHB) is currently
the gold standard for the diagnosis of the nature of the hepatic lesions in these
patients. The present study was undertaken in order to investigate the role of hepatic
cytology, got by fine-needle aspiration biopsy (FNAB) in the diagnosis of the hepatic
lesions in kidney transplant patients with chronic C-virus hepatitis. The frequency and
severity of hepatic lesions in these patients, and the clinical and laboratorial features
that correlate with severity of disease were determined as well.

Twenty-eight patients had a CNHB and a FNAB. The FNAB were performed
according the technique of Hairy & von Willebrand, which calculates the Total
Corrected Increment (TCI) and the number of immunoactivated cells (IAC) in each
specimen.

Eighteen patients (66,6%) had, on CNHB, absence of lesions, minimal lesions
or lesions other then chronic hepatitis; 6 patients (22,2%) had chronic persistent or
chronic lobular hepatitis, and 3 patients (11,1%) had chronic active hepatitis.

No statistically significant association was verified between the results of FNAB
and histologic diagnosis (p error equal 0,82).

Patients’ age showed significative association with the severity of histological
diagnosis. Mean age of patients with minimal lesions was 37,50 (+10,1) years; for
those with chronic persistent hepatitis was 51,33 (+6,2) years and was 58,33 (x12,7)

years for those with chronic active hepatitis (p=0,0015 - ANOVA).
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The use of OKT3 was associated with lesions of chronic hepatitis (p=0,0420).
Otherwise, the occurrence of acute graft rejections, a higher number of rejections and
the use of “pulses” of metil-prednisolone were associated with lower grade histologic
lesions. None of the other variables showed a positive relationship with the histologic
diagnosis

Age of the patients was the only independent predictor of chronic hepatitis by
histology in the multivariate analysis.

We conclude that hepatic cytology, obtained by fine needle aspiration biopsy
did not prove to be useful for to diagnosis or establish the severity of hepatic disease in
renal transplant patients with chronic hepatitis C virus infection. However, this
possibility couldn't be fully excluded. The immunosupressive drugs and the
immunological events (i.e. rejection) showed contradictorial results. The relationship of
these factors with hepatic damage caused by virus C in kidney transplant patients is
yet to be determined. Age was the only factor invariably associated with severity of

histologic lesions.



20

1 INTRODUCAO

Em aproximadamente 3 décadas, o transplante de 6rgdos evoluiu de um
procedimento experimental para uma terapéutica reconhecida e eficaz em pacientes
com doencas terminais de varios 6rgdos. Em relacdo aos doentes com insuficiéncia
renal cronica terminal, o transplante é a forma de tratamento que oferece a maior
sobrevida e a melhor qualidade de vida, com o menor custo social (57, 116, 170).

No Rio Grande do Sul foram realizados, até 1993, 656 transplantes renais (144
somente naquele ano), verificando-se uma tendéncia de crescimento as custas de
transplantes de doador cadaver (57).

A sobrevida, em um ano, dos receptores de transplantes de rins cadavéricos
tem ficado em torno de 90% na literatura internacional e até 89,8% no Rio Grande do
Sul, enquanto que a sobrevida dos enxertos, no mesmo periodo, situa-se em 80% e
até 77%, respectivamente (62, 100).

Dentre as complicacdes que contribuem substancialmente para a morbidade e
mortalidade dos transplantados renais, as infec¢cbes ainda estdo entre as mais
freqlentes, apesar de seu impacto estar diminuindo, ndo sé devido a um melhor
diagnostico e tratamento dessas doengas, mas também devido a um manejo mais
criterioso da imunossupressao (34).

Dentro desse contexto, as infec¢des por virus latentes ou persistentes, como

0s retrovirus, os herpesvirus e os virus das hepatites B, C e D continuam constituindo

fonte de preocupacéo e exigindo a atencdo de clinicos e pesquisadores.
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1.1 A hepatite pelo virus C

As hepatites infecciosas sao reconhecidas, hi bastante tempo, como um
problema freqiente em receptores de transplantes renais e de outros 6rgaos(26, 34,
56, 158).

Com a "clonagem" do virus da hepatite C (HCV) por Kuo e Choo em 1989 (33,
90), abriu-se um vasto campo de investigacao, trazendo inidmeras consequéncias e
novas perspectivas para a pratica clinica quotidiana (6).

Com esses estudos, verificou-se que a infec¢cdo pelo virus C é a principal
causa das hepatites previamente chamadas de "n&o-A-ndo-B". Mais ainda, com o
decréscimo verificado na incidéncia da hepatite B na maioria dos paises, em virtude
das medidas de controle adotadas, a hepatite C tornou-se o grande problema
emergente em unidades de dialise e transplante renal (128).

O problema da hepatite C atingiu tal magnitude que a testagem para o virus C
€ incluida nos exames de rotina (do tipo check up) em paises como a Itélia (19).

No entanto, até agora, pode-se dizer que mais numerosas sao as duvidas do
que as certezas com relacdo a esse virus. Especialmente no que concerne aos
transplantados renais, as caracteristicas clinico-patoldgicas, a historia natural e os

indicadores progndsticos da doenca néo foram ainda definidos (31).

1.1.1 Hepatite C em pacientes com insuficiéncia renal crénica e em
transplantados renais

A presenca da hepatite C em transplantados renais deve-se a diversos fatores
associados: a elevada prevaléncia do virus C em pacientes em hemodialise, a
realizacao de transfusdes sanguineas no perioperatorio do transplante, a possibilidade
de aquisicdo da infeccdo através do enxerto e a imunossupressdo a que Ssao
submetidos esses pacientes (128).

A freqliéncia da infeccao pelo virus C em pacientes em hemodialise, doadores
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e receptores de transplantes renais tem apresentado grande variacdo entre 0s

diversos centros.

Como mostra a tabela 1, a frequéncia de

hemodialisados variou amplamente, de 4,0% a 80,6%.

infeccdo pelo HCV em

Tabela 1. Frequéncia de Infeccao pelo HCV em Pacientes em Hemodidlise

Referéncia Local Frequéncia (%) Teste
Jeffers, L. J., Kidney Int, 1990 (81) Miami 12,0 ELISA-1
Alivanis, P. , Transplant Proc, 1991 (3) Grécia 9,0 ELISA-1
Hsien-Hong, L. , Am J Nephrol, 1991 (75) Taiwan 46,7 ELISA-1
Kallinowski, B. , Nephron, 1991 (83) Heidelberg 7,4 ELISA-1
Al-Dhahry, S.H.S. , Transplant Proc, 1992 (2) Oman 26,5 ELISA-2
Bracchi, O. , Nephron, 1992 (18) Melegnano 29,0 ELISA-1
Gubertini, G. , Nephron, 1992 (68) Milao 22,3 ELISA-1
Mc Hutchison, J. G. , Hepatology, 1992 (107) New Jersey 4,0 ELISA-1
Mitwalli, A. , Am J Nephrol, 1992 (111) A. Saudita 30,7 ELISA-1
Triolo, G. , Nephron, 1992 (162) Turin 32,0 ELISA-1
Alves, D. M., (9) * Para 80,6 ELISA-2
Cunha, S. M., (35) * S.Paulo (S. Casa) 14,0 ELISA-1
Goldani, J. C., (60) * P.Alegre (S. Casa) 32,3 ELISA-1
Pinto, L. V., (126) * R. de Janeiro 35,7 ELISA-1
Bilgin, N. , Transplant Proc, 1993 (15) Turquia 49,0 ELISA-2
Chan, T. M. , Hepatology, 1993 (30) Hong-Kong 11,8 ELISA-1
Kubo, M., Transplant Proc, 1994 (89) Japao 30,0 ELISA-2
Cecilio, A. M., (23) + Niterdi 32,0 ?
Franco, M.H.C. , (54) + Sao Paulo (S.Casa) 20,8 ?
Gongalves, M.R.T., (63) + Niterdi 68,5 ELISA-2
Maccariello, E.R. , (96) + R. de Janeiro 449 ELISA-2
Naghettini, A. V., (117) + Goiéania 36,0 ELISA-2
Nogueira Paes, F.J.V., (120) + Ribeirao Preto 24,5 ?
Santana, G., (145) + Bahia 29,8 ELISA-2/
Cendoroglo M. Nephrol Dial Transplant, 1995. (25) + S&o Paulo (EPM) 35,1 ?
Karohl, C., J Bras Nefrol, 1995 (84) P.Alegre (HCPA) 28,8 ELISA-2

* XVI Congresso Brasileiro de Nefrologia - Livro de Resumo, 1992
+ Jornal Brasileiro de Nefrologia, vol XVI, N° 2, Suplemento, 1994

? = N&o explicitado
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A transmissibilidade do HCV pelo enxerto renal foi alvo de inumeras
discussbes. Hoje, esta bem estabelecido que a transmisséo existe, embora com taxas
variaveis (22, 27, 77, 114, 122, 123, 124, 125, 132, 141, 159, 165, 171, 175), sendo
influenciada, entre outros fatores, pela viremia do doador no momento do transplante.
Como conseqiiéncia, alguns autores recomendam a néo utilizacdo de 6rgaos oriundos
de doadores HCV-positivos (77, 114, 125), enquanto outros propdem que esses
orgdos continuem a ser utilizados, embora sob determinadas condi¢ées (10, 11, 86,
125, 141, 142, 165). De qualquer maneira, existe, atualmente, um vasto contingente
de transplantados ja infectados pelo HCV, quer durante a dialise, quer durante ou apos
o transplante.

Nos transplantados renais, a freqiéncia da infecgcdo tem mostrado variagbes
amplas, atingindo valores bastante elevados em alguns centros. Algumas estatisticas
relativas a frequéncia do virus da hepatite C nesses pacientes sdo mostradas na
tabela 2.

Tanto no caso dos pacientes em dialise como entre os transplantados, as
diferencas entre os resultados encontrados podem dever-se a diversos fatores: 1)
diferencas epidemiolégicas reais entre os diversos centros em diversos paises, com
tendéncia a maior prevaléncia em paises subdesenvolvidos; 2) diferencas nos
momentos de testagem, alguns dos estudos detectando infeccbes agudas
imediatamente apds o transplante e outros identificando a persisténcia do virus algum
tempo depois; 3) diferencas na acurécia dos testes utilizados para diagnosticar a
presenca ou a exposicdo ao HCV. No caso especifico dos transplantados, a origem
dos doadores dos 6rgdos e sua condigdo soroldgica sao fatores a mais a determinar a

magnitude da prevaléncia do HCV nesse grupo.
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Tabela 2. Frequéncia de Infeccdo pelo Virus C em Transplantados Renais em

Diversos Centros

Referéncia Local Frequéncia (%) Teste
Alivanis, P. , Transplant Proc, 1991 (3) Grécia 16,6 ELISA-1
Chan, T. M., Transplantation, 1991 (28) Hong-Kong 6,2 ELISA-1
Fernandez, J.A. , Transplant Proc, 1991 (47) Miami 22,0 ELISA-?
Oliveras, A., Transplant Proc, 1991 (121) Barcelona 25,0 - 314* ELISA-?
Roth, D., Transplantation, 1991 (140) Miami 30,0 - 22,0* ELISA-1
Alberu, J. , Transplant Proc, 1992 (1) México 6,5 ELISA-1
4,8 ELISA-2
Al-Dhahry, S.H.S., Transplant Proc, 1992 (2) Oman 13,4 ELISA-2
Cendoroglo Neto, M., Transplant Proc, 1992 (24)  S&o Paulo (EPM) 40,0 ?
Huang, C. , Transplantation, 1992 (76) Taiwan 65,0 - 37,9* ELISA-1
Klauser, R. , Transplant Proc, 1992 (87) Viena 13,0 ELISA-1
Marcen, R. , Transplant Proc, 1992 (101) Madrid 10,0 ELISA-1
Morales, J. M. , Transplant Proc, 1992 (112) Madrid 33,0 ELISA-1
Triolo, G. , Nephron, 1992 (162) Turin 45,0 ELISA-1
Chan, T.M. , Gastroenterology, 1993 (29) Hong-Kong 12,4 ELISA-2
PCR
Marcen, R., Am J Nephrol, 1993 (102) Madrid 13,9 ELISA-1
24,7 ELISA-2
19,9 RIBA-4
Morales, J. M., Transplant Proc, 1993 (113) Madrid 25,3 ELISA-2
RIBA-4
Stempel, C. A., Transplantation, 1993 (156) Califérnia 10,6 ELISA-1
Kubo, M., Transplant Proc, 1994 (89) Japéo 34,2 ELISA-2
Tomikawa, S. , Transplant Proc, 1994 (161) Toquio 29,0 ELISA-2
Zanotelli, M. L. , Tese de Mestrado, 1994 (175) P. Alegre 33,3 ELISA-2
Bang, B. K., Nephron, 1995 (14) Coréia 12,8 ELISA-2
Manfro, R. C., Transplant Proc, 1995 (100) P. Alegre (HCPA) 39,5 ELISA-2

* Resultados em momentos distintos do seguimento

? = N&o explicitado
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1.1.2 Caracterizacao e deteccdo do virus da hepatite C

O virus da hepatite C é um virus pequeno, cuja classificacdo ainda ndo esta
completamente definida, mas que, a principio, faz parte da familia Flaviridae em um
género intermediario entre os flavivirus e os pestivirus, guardando maior semelhanca
com os Ultimos (43, 152). E composto por uma Unica cadeia de acido ribonucleico
(RNA), dividida em regifes que codificam as proteinas do nucleocapsideo ou core
(regidao C), do envelope (regibes E1 e E2), além de uma série de proteinas nao-
estruturais (regifes NS1 a NS5). Algumas dessas regifes, em especial a E2 e a NS1
possuem segmentos hipervariaveis, responsaveis pela enorme heterogeneidade do
genoma viral. Como consequéncia, o HCV apresenta diversos genétipos (ao menos 6
gendtipos principais), com distribuicdo geografica e caracteristicas clinico-
epidemiolégicas distintas, além das chamadas quasi-espécies, que sao variacdes do
genoma do virus em um mesmo individuo infectado (21, 128).

A deteccdo do virus da hepatite C e seus anticorpos no soro humano foi
revisada recentemente em diversos artigos (109, 169).

O teste inicialmente introduzido por Kuo e Choo (33, 90) foi o ELISA (Enzime-
linked immuno-sorbent assay), posteriormente chamado de ELISA-1 ou de primeira
geracdo. Esse teste identifica a existéncia de anticorpos voltados para antigenos virais
e ndo a presenca do virus diretamente. A presenca do anti-HCV detectado pelo
ELISA-1 surge ainda na fase aguda da doenca e, portanto, nado reflete
necessariamente o desaparecimento do virus ou um estado de prote¢cdo contra a
infeccdo. Pode, em alguns casos, significar a cura apés uma infeccdo aguda, mas
pode, também, estar presente em vigéncia de doenca ativa (crénica). Por outro lado, o
anti-HCV pelo ELISA-1 pode desaparecer apés a resolucdo do processo infeccioso
(43, 109, 169). O ELISA -1 detecta anticorpos especificos contra o antigeno "c100 - 3",
que corresponde ao produto de parte da regido NS3 e quase toda a regido NS4
(regiBes ndo-estruturais) do virus. O teste tem uma janela imunoldgica em torno de 3

meses, sensibilidade limitada (55 a 90 %) e alta percentagem de falsos positivos (50 a
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80 %) entre grupos de baixo risco, em pacientes com hepatite crbnica auto-imune
(105) e em presenca de hipergamaglobulinemia (43, 109).

Em 1991 foi introduzido o teste de segunda geracdo, chamado ELISA-2. Esse
teste detecta anticorpos contra as proteinas recombinantes c22-3, derivada do core do
virus, e ¢200, derivada da combinacéo dos epitopos c33c (da regido NS3) e c100-3, ja
conhecido. O novo teste diminuiu a janela imunolégica para 4 a 8 semanas e
aumentou a sensibilidade em mais 10% a 30% (5, 43, 107, 169). A especificidade do
ELISA-2 é superior a do ELISA-1(43), situando-se entre 60% a 70% se comparado
com o RIBA (107). O ELISA de segunda geracdo € hoje o teste mais difundido na
prética clinica e o teste de triagem mais utilizado a nivel de pesquisas. Uma avaliacdo
das potencialidades e limites dos testes de segunda geracéo pode ser encontrada em
editorial de H. J. Alter, de 1992 (7).

Como em outros pacientes imunocomprometidos, os testes sorolégicos tipo
ELISA, em especial os de primeira geracdo subestimam a prevaléncia da infec¢cdo nos
transplantados renais (56, 166).

O teste "confirmatério” mais extensamente avaliado e mais utilizado € o RIBA
(Recombinant immunoblot assay) de segunda geracdo. E conhecido por RIBA-2 (por
ser de segunda geracao) ou RIBA-4, por detectar anticorpos contra 4 antigenos: os
trés ja identificados pelo ELISA-2 e mais a proteina 5.1.1, da regido NS4. O RIBA-2
tem alta especificidade e valor preditivo positivo (133). A positividade do RIBA
correlaciona-se fortemente com infectividade, viremia detectavel e doenca hepética
clinica (43, 49, 163, 169). O RIBA néo é disponivel em nossa instituicdo atualmente.

Ja existem, embora ainda ndo difundidos, testes ELISA e RIBA de terceira
geracgdo, que incluem um peptidio adicional da regido NS5 (109, 128).

A deteccdo do RNA viral no soro e em tecido hepatico é usualmente realizada
pelo método da PCR (Polymerase Chain Reaction), que amplifica determinadas
sequéncias do genoma viral apds sua transcricdo para DNA através da enzima

transcriptase-reversa. Os resultados dos estudos de prevaléncia do HCV em
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transplantados realizados com PCR tendem a ser mais uniformes que aqueles que
utilizam apenas detec¢éo do anti-HCV (104, 130). Além disso, 0 HCV-RNA ¢ o unico
marcador da infeccdo em um periodo de algumas semanas iniciais nas quais os testes
sorolégicos séo negativos (46). No entanto, o PCR € uma tecnologia cara, complexa e
ainda ndo esta suficientemente padronizada (43, 109). Embora seu papel ndo esteja
ainda definido, é considerado o indicador mais confiavel da persisténcia da infeccéo
viral, e o método preferivel em pacientes com resposta imunolégica comprometida,
como 0s urémicos e os transplantados (20, 130), mas um teste negativo ndo exclui
niveis baixos (indetectaveis) de HCV-RNA ou particulas virais sequestradas em
determinados tecidos (43, 109). Resultados falsos-negativos e falsos-positivos
ocorrem freqlentemente por problemas técnicos e de controle de qualidade do
laboratério executor (169).

Atualmente o PCR quantitativo esta sendo utilizado na afericdo da viremia pré
e pos-tratamento com interferon ou outras drogas antivirais, mas as dificuldades
técnicas e os cuidados necessérios sdo ainda maiores (55, 176).

A quantificacdo do RNA viral pode ser realizada, também, pela técnica da
amplificacdo do sinal do DNA ramificado (branched-DNA), que detecta o virus em
concentracdes "fisiolégicas", isto é, nas que ocorrem naturalmente nos liquidos e
tecidos biologicos, evitando os problemas técnicos da amplificagdo pelo PCR. No

entanto, é uma técnica experimental que tem demonstrado baixa sensibilidade (109).
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1.1.3 Fisiopatogenia e evolugado da hepatite C

N&o se conhece, com certeza, 0 mecanismo patogénico do HCV nem o modo
de persisténcia da infeccdo. Sabe-se que o RNA viral ndo se incorpora ao genoma do
hospedeiro e que o desaparecimento tanto do anti-HCV como do HCV-RNA do soro
do paciente nao significa, necessariamente, recuperacao da doenca (43, 46, 106).

Ainda ndo esta totalmente claro se o HCV é diretamente citopatico ou se o
dano a célula hepéatica é imunologicamente mediado (43). Recente revisdo de
Gonzales-Peralta e Lau (64) aponta evidéncias de que o dano hepéatico pode se dar
por mais de um mecanismo: dano citopatico direto pelo virus e mecanismos
imunomediados, particularmente citotoxicidade por linfécitos T. O mecanismo
predominante em cada caso dependeria das relagbes agente-hospedeiro (virus-
imunidade) particulares daquela determinada situacado clinica, naquele momento.

Como foi enfatizado anteriormente, as consequéncias da infeccdo pelo HCV
ainda ndo estdo totalmente claras, em especial no que concerne a pacientes com
alteracBes na resposta imunitaria. Porém, de modo geral, a hepatite C deve ser
considerada uma doenca com alta morbidade e mortalidade a longo prazo.

Em individuos "normais”, ou seja, ndo imunodeprimidos, a hepatite C tem um
curso bastante variavel, porém com uma alta taxa de cronificacdo, certamente acima
de 50% (5). Algumas estimativas chegam a avaliar a taxa de persisténcia do anti-HCV,
entendida como cronificacdo da infec¢éo, em até 80% dos infectados (149).

Recente relato de autores franceses confirmou a existéncia do "estado de
portador”, com ALT e histologia normais, em até 11% dos pacientes assintomaticos
com infeccéo pelo HCV (78).

Embora algumas vezes a hepatite C seja muito agressiva e maostre um
prognéstico pior do que o da hepatite B em periodos curtos de tempo (41), na maior
parte das vezes, a doenca avanga insidiosa e inexoravelmente, produzindo danos
clinicamente significativos apds 20 anos da infec¢do, chegando a cirrose em até 20%

dos casos e progredindo a carcinoma hepatocelular (ao menos em certas populacdes)
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apos 30 anos da presenca do virus (128, 150).

Em imunodeprimidos, incluindo-se ai os transplantados renais, a progressao da
doenca tem mostrado curso diferente daquele da populacdo em geral (32, 56, 125,
158), mas as informagfes disponiveis sobre a historia natural da infeccdo pelo HCV
apos transplante renal devem ser consideradas ainda preliminares (56, 59).

Embora a morbidade associada a infec¢do pelo virus da hepatite B em
pacientes transplantados renais seja elevada (26, 34, 44, 167), ndo estdo bem
definidas as consequéncias da presenca da infec¢do pelo HCV e/ou da presenca do
anti-HCV na evolucdo desses pacientes.

Em 1985, antes, portanto, da identificacdo do virus C, Rao (135) ja havia
verificado que a hepatite cronica persistente (HCP), independente de sua etiologia,
que era tida tradicionalmente como "benigna", pode, em transplantados renais,
progredir para cirrose do figado e levar o paciente a morte por insuficiéncia hepatica.

Inimeros estudos tém sido realizados a respeito da evolucdo dos
transplantados renais infectados pelo HCV, com resultados contraditérios.

A frequiéncia de disfuncdo hepatica nos transplantados renais HCV-positivos
tem variado de 29% a 50% (89, 102, 161, 172). Foi verificada evolucdo para doenca
hepatica severa (HCA ou cirrose) (102, 113), e alguns autores afirmam que a hepatite
cronica em transplantados HCV-positivos € mais agressiva e com pior prognostico do
que entre os transplantados HCV-negativos.

Parece ser particularmente agressiva e de mau progndéstico a doenca hepatica
em transplantados em que ha co-infeccao pelo HBV e pelo HCV.

A maioria dos autores conclui, no entanto, que a presenca do HCV, embora
venha efetivamente a causar alteracdes hepaticas nestes pacientes, cursa com
manifestacdes clinicas que tendem a ser benignas, e a infec¢do nao altera a sobrevida
global nem a sobrevida do enxerto (11, 28, 47, 85, 87, 110, 128, 134, 140, 143, 152,
156, 161, 172).

Particularmente interessante € o estudo de Pol e colaboradores (127) que,
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analisando 140 receptores de transplantes renais HCV+ com uma média de 51 meses
pos-transplante, verificaram que, embora a prevaléncia do anti-HCV tenha sido maior
entre os transplantados renais com lesdes de hepatite crénica e cirrose do que em
pacientes com lesdes minimas ou sem lesdes histolégicas, ao comparar 0s pacientes
anti-HCV positivos e negativos dentro de cada categoria histologica, ndo detectaram
diferencas de sobrevida atuarial dos pacientes e dos enxertos.

Essas conclus@es, no entanto, ndo podem ser consideradas definitivas devido
a diversos fatores, como por exemplo: 1) o tempo de seguimento desses estudos é
relativamente curto, situando-se em torno de 3 a 10 anos e na hepatite C a morbidade
e mortalidade associadas a infeccdo aumentam com o tempo de seguimento, sendo
mais nitidas justamente apds 10 anos; 2) na maioria desses trabalhos, a hepatopatia
crbnica € definida a partir de alteragcbes nas enzimas hepéticas, que
caracteristicamente ndo sdo um bom indicador de doenca na hepatite pelo virus C; 3)
a deteccdo do HCV foi feita por métodos distintos nos varios estudos, embora a
tendéncia geral de ndo-alteracdo do progndstico tenha se mantido mesmo nos
trabalhos que utilizaram PCR; 4) independentemente do teste utilizado, o préprio
significado patogénico da presenca do antigeno viral ou seu anticorpo ndo esta
claramente definido, devido as peculiaridades da biologia do virus C e ao pouco
conhecimento existente sobre suas relagdes com um hospedeiro imunossuprimido.

Portanto, faz-se necessario, em todos os receptores de transplantes renais que
se mostrarem HCV-positivos, um acompanhamento préximo e permanente das
condicBes hepaticas. Coloca-se, dessa forma, o problema de qual a maneira mais
adequada de fazer este acompanhamento.

As relagbBes entre niveis anormais de ALT, lesdes histoldégicas de hepatite
cronica e disfuncao hepatica ndo estdo bem definidas (158).

Em recente trabalho, Chan e colaboradores (31) afirmaram que em
transplantados renais o perfil bioquimico correlaciona-se com a histologia hepatica.

Em nosso meio, Manfro e colaboradores (100) verificaram que o0s
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transplantados renais HCV-positivos tinham provas bioquimicas hepaticas mais
elevadas que os transplantados HCV-negativos. No entanto, essa relagdo ndo é
consistentemente confirmada pela maioria dos autores.

Embora a presenga de anticorpos anti-HCV ou de HCV-RNA tenha sido
claramente associada a aumento persistente ou "flutuante" das enzimas hepéticas, o
valor preditivo e a sensibilidade da elevacdo das aminotransferases (AST e ALT) sdo
reduzidos, quer do ponto de vista de indicar infec¢cdo pelo HCV, quer na correlagédo
com a gravidade da doenca hepdtica (17, 29, 41, 59, 136, 137, 156). Existem relatos
consistentes de casos de hepatite C com RNA viral detectavel, bidpsia evidenciando
lesBes histoldgicas de hepatite crdnica, mas com aminotansferases persistentemente
normais (19).

Por esses motivos, alguns autores tém enfatizado a importancia de biépsias
seriadas na avaliacdo de receptores de transplantes infectados pelo HCV (123, 135).
Druwé (40), revisando a literatura a respeito, € incisivo em afirmar que a positividade
para o anti-HCV per se e a presenca de anormalidades nas provas hepaticas ndo tém
valor diagndstico ou prognéstico se ndo forem acompanhadas pela histologia. De fato,
resultados mais consistentes no sentido de avaliar as consequéncias da doenca
hepatica em transplantados renais sao os de Rao (136, 137), que verificou morbidade
e mortalidade mais elevadas em transplantados renais que apresentavam hepatite
crbnica ativa a puncao bidpsia hepatica (PBH). Essa elevac¢do ndo ocorreu quando a
lesdo hepatica encontrada na PBH foi esteatose ou hepatite crénica persistente (136).
Esses dados estdo de acordo com o fato que, em nao-transplantados, o grau de leséo
hepatica encontrado na primeira bidpsia realizada estd associado ao ritmo de
progressao da hepatite crénica para cirrose (43, 144). No entanto, nos estudos de
RAO, as conclusdes nao foram correlacionadas com a etiologia da hepatite crénica, ou
seja, ndo séo apresentados elementos que permitam pressupor os riscos de evolugdo
da doenca hepética crénica em transplantados especificamente infectados pelo virus

C.
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Boletis e colaboradores (17) s&o incisivos em afirmar a necessidade de bidpsia
hepatica nos transplantados renais HCV positivos, com finalidade diagnostica e
prognéstica, jA que em seu estudo de 40 pacientes verificaram a existéncia de um
espectro de lesbes morfolégicas hepaticas nesses pacientes, ndo previstas pelos

niveis de enzimas hepaticas nem pela presenca de anticorpos anti-HCV IgM.

1.1.4 Histopatologia na hepatite C

A interpretacdo de bidpsias hepaticas em casos de hepatites infecciosas
depende dos critérios de classificacdo das hepatites empregados pelo patologista,
critérios estes que tem passado por modificacdes.

A classificacdo das hepatites cronicas proposta, em 1968, por De Groote,
baseava-se, originalmente, em critérios morfolégicos e buscava expressar uma
diferenca de progndstico entre os grupos de casos com caracteristicas semelhantes,
particularmente com respeito ao potencial desenvolvimento de cirrose. Em 1977, um
grupo internacional promoveu uma revisdo dessa classificacdo, estabelecendo uma
nomenclatura para designar as formas de hepatite crénica que vem sendo
amplamente usada até hoje (79, 152, 153).

Hepatite crbnica agressiva ou ativa (HCA) foi definida como uma leséo crdnica
inflamatdria e fibrosante do figado, caracterizada por necrose em saca-bocado com
formacdo de fibras novas e infiltracdo linfocitica dos espacos-porta e dos Iébulos,
admitindo a presenca de infiltragcdo por outras células, mais comumente plasmécitos,
(79).

Hepatite crbnica persistente (HCP) caracteriza-se por uma infiltracdo
inflamatoria crénica, principalmente portal, com auséncia de fibrose e necrose em
saca-bocado (79). A hepatite cronica lobular (HCL) é incluida junto a HCP em algumas
classificacbes, mas diferencia-se dessa, morfologicamente, por apresentar infiltrado
inflamatério predominantemente intralobular, podendo mostrar alguma necrose focal

intra-acinar (79, 153).
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Cabe destacar que em qualquer dos casos, existe atividade inflamatdria com
infiltracdo celular e que essa classificagdo foi desenvolvida em um contexto que se
referia fundamentalmente a hepatite pelo virus B.

Em 1981 Knodell e colaboradores desenvolveram um sistema de escore
numérico para avaliar a atividade histolégica em pacientes com hepatite crbnica ativa
assintomatica (88). O objetivo principal do escore era correlacionar achados
histolégicos com diferentes prognésticos e respostas a tratamento pelos pacientes,
visto que a classificacdo de hepatite crénica ativa inclui um grupo clinicamente
bastante heterogéneo de pacientes. Outro objetivo desse sistema era possibilitar
analises estatisticas dos resultados das bidpsias hepéticas para fins de trabalhos
cientificos. Esse sistema foi chamado de indice de Atividade Histologica (IAH), ou
Escore de Knodell, e baseia-se na quantificacdo (ainda que subjetiva) dos achados
morfoldgicos caracteristicos da hepatite cronica ativa: necrose periportal e em ponte,
degeneracdo intralobular e necrose focal, inflamacdo portal e fibrose. O escore tem
como resultado numeros inteiros, teoricamente de zero a 22. A0 menos no que
concerne as lesbes periportais (inflamacdo e necrose), o escore é tanto maior quanto
maior for a atividade inflamatéria e o infiltrado celular. No proprio trabalho original, os
autores aplicaram o IAH também a pacientes com hepatite crénica persistente e
lesdes inespecificas, nos quais obtiveram escores mais baixos (88).

Com a explosado de informacfes sobre a hepatite C, apds a clonagem do virus
por Kuo e Choo, ficou 6bvia a necessidade de rever a patologia das hepatites cronicas
no novo contexto, bem como verificar a existéncia de um padrao histoldgico especifico
do virus C. Os marcos nessa avaliagdo foram os trabalhos de Scheuer e
colaboradores (147) e Bach e colaboradores (12), publicados simultaneamente em
1992. Nesses trabalhos, ficou claro que a hepatite crénica pelo virus C preenche os
critérios previamente estabelecidos para classificar as hepatites crénicas. No entanto,
possui caracteristicas préprias, que embora ndao sendo patognomdnicas da doenca,

estdo fortemente associadas a etiologia por esse virus, auxiliando no diagnéstico
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diferencial com outras formas de hepatite crénica, como a auto-imune. Foram citados,
naqueles trabalhos: padrdo histoldgico habitual de hepatite cronica leve, foliculos
linféides em espacos-portas, leséo de ductos biliares e esteatose.

Certamente, a atividade inflamatoria presente no figado de pacientes com
hepatite crénica C é altamente varidvel, mas verifica-se com regularidade a tendéncia
de concentracao de linfécitos no espago-porta, sob a forma de foliculos ou agregados,
e presengca menos marcada dessas células no espaco acinar.

E importante ressaltar que o diagndstico de hepatite crénica pelo virus C so
pode ser estabelecido se os critérios histologicos de hepatite cronica estdo
preenchidos e mediante a comprovacdo sorolégica ou imuno-histoquimica da
presenca do virus C (147).

Posteriormente agregou-se aos achados previamente descritos como
sugestivos de hepatite C a presenca periportal de corpusculos tipo Mallory, e verificou-
se que, com a evolucao da doenca, a atividade histologica pode ser mais intensa do
que a originalmente descrita (65). Mais recentemente, Czaja (37) reafirmou que as
caracteristicas histolégicas mais sugestivas de hepatite C sdo a esteatose e 0s
agregados linféides em espaco-porta, sugerindo que padrdes histolégicos baseados
nas caracteristicas individuais das hepatites podem ter alta especificidade (81% a
99%), mas baixa sensibilidade (36% a 57%).

Chan e colaboradores (31) desenvolveram uma modificacdo do sistema de
Knodell, de modo a incluir, além do IAH, graduacdes de "anormalidades da
arquitetura" e de "dano em ductos biliares", os quais somados levam a um "escore
total". Esse sistema, no entanto, ainda é pouco utilizado na literatura.

Mais recentemente diversos autores, revisados por Czaja (36), apontaram
problemas e divergéncias quanto a classificacdo das hepatites cronicas. Esses
problemas, em parte, referem-se a demonstracdo, por estudos de longo seguimento,
de discordancias entre o prognostico e o subtipo histolégico da doenca necro-

inflamatéria do figado, bem como dos resultados da aplicagdo de novas drogas
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terapéuticas, como o interferon (80).

Ao mesmo tempo, em boa parte baseada na experiéncia com a hepatite C,
ganhou corpo uma concepc¢do contraria a que via a hepatite crbnica persistente e a
crbnica ativa como entidades totalmente separadas, passando-se a considerar ambas
como distintos graus de severidade de um mesmo processo (39).

Em artigo de 1993, Czaja concluiu pela necessidade de uma nova classificacdo
para as hepatites cronicas, que se baseasse tanto no agente etiolégico como no
mecanismo patogénico predominante (36).

Em 1994, Desmet e colaboradores (39) definiram a hepatite crénica ndo como
uma simples doenca, mas como uma sindrome clinica e patoldgica, com varias causas
e caracterizada por varios graus de inflamagdo e necrose hepatocelular, sendo o
componente inflamat6rio composto por células predominantemente linfociticas. Em
seu artigo, propdem-se a fornecer elementos para uma classificacdo das hepatites
cronicas baseada primariamente na etiologia, servindo as caracteristicas histolégicas
para definir o grau e o estagio evolutivo das mesmas.

A tarefa de definir a nova nomenclatura foi levada a cabo por um grupo de
trabalho internacional, que estabeleceu que "a designacdo etioldgica deve ser usada
sempre que possivel", e que os nomes tradicionais sao inaceitaveis, particularmente
se utilizados sem a designacao etiologica (95). Pela nova classificagcao, as categorias
de doencas crbnicas do figado séo as seguintes: hepatite auto-imune, hepatite crbnica
B, hepatite cronica C, hepatite cronica D, hepatite crdnica viral ndo especificada ou de
tipo desconhecido, hepatite crénica ndo classificada como de origem viral ou auto-
imune; hepatite crénica por drogas, cirrose biliar priméaria, colangite esclerosante
primaria, doenca de Wilson e doenca hepatica por deficiéncia de alfa-1-antitripsina. O
elemento determinante para classificar uma hepatite crénica como B, C, ou D é a
deteccdo da presenca de marcadores virais (antigenos virais ou anticorpos
especificos), jA que somente os padrBes histoldégicos ndo sdo suficientes para

estabelecer a etiologia da doenca (37).
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Como a classificacdo etioldgica, isoladamente, nao informa sobre o grau ou o
estagio das lesbes, sdo agregados elementos indicativos da atividade inflamatoria
(o Indice de Atividade Histologica - Escore de Knodell) e da quantidade de fibrose
encontrada (39, 65, 80).

Outro problema é a avaliacdo das caracteristicas das hepatites virais no
paciente imunodeprimido. Nao s6 a evolugdo anatomopatoldgica da doenca é distinta
daquela nos pacientes imunocompetentes, mas também a relacdo entre padréo
morfolégico e desenlace clinico pode estar modificada.

A imunossupressao per se e o tipo de droga utilizada também tém influéncia na
gravidade da doenca e, possivelmente, em sua expressao morfoldgica (113, 143).

Em receptores de transplante hepético, Ferrel e colaboradores verificaram que
a hepatite C produz quadros histoldgicos leves, por vezes dificeis de distinguir de
outros eventos que atingem o figado desses pacientes, como isquemia, rejeicao,
obstrucéo ou infec¢des por outros agentes (48).

Franceschini e colaboradores(52) verificaram que, em urémicos em
hemodialise, o dano hepatico na co-infec¢ao pelos virus B e C ndo é aditivo, e que é
possivel que somente a hepatite B determine a severidade do dano nesses pacientes.
Diferente é o que ocorre nos transplantados, em que a co-infeccédo pelo HBV e HCV
parece provocar doenca de maior agressividade (76).

Alguns estudos clinicopatolégicos realizados em transplantados renais com
hepatite C ndo evidenciaram diferencas no padrédo histolégico de expressdo das
lesBes causadas pelo virus relativamente ao padréo encontrado em outros tipos de
pacientes com hepatite C (17, 31).

De qualquer maneira, a morfologia do tecido hepéatico obtido através de bidpsia
continua sendo o "padrdo-ouro" para o diagnéstico das doencas infecciosas e
imunoldgicas do figado.

Por outro lado, a PBH ndo é um procedimento inofensivo. Embora com a

utilizacdo do método de Menghini a mortalidade seja pequena (de 0,015% a 0,017%),
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existe risco de hemorragia, hematoma, fistula artério-venosa intra-hepéatica e

bacteremia transitoria (138, 151).

1.2 Citologia aspirativa hepatica

Recente trabalho realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
avaliou o papel da citologia aspirativa hepatica obtida mediante puncdo aspirativa com
agulha fina (PAH) no diagnostico da hepatopatia crénica em pacientes urémicos
HBsAg positivos, concluindo que a PAH é (til no diagndstico da doenca hepatica e na
discriminacdo entre pacientes com lesdes maiores (hepatite cronica ativa) e menores
(lesdes minimas ou hepatite cronica persistente) (51, 53).

A técnica da puncédo aspirativa com agulha fina foi originalmente descrita por
Hayry e von Willebrand para diagnéstico de rejeicdo em transplantes renais (70). A
partir de entdo, vem sendo utilizada com esta finalidade rotineiramente em varios
centros em todo o mundo e inclusive em nosso meio (16, 61, 66, 99, 139, 173).

Em 1982, a PAH foi introduzida por Lautenschlager (autor do mesmo grupo de
Helsinque) para avaliacdo de processos imunoldgicos (rejeicdo) também no
transplante hepatico, no qual tem sido amplamente utilizada, mostrando-se eficiente e
segura (69, 72, 92, 93, 119, 148).

Foi verificado, além disso, que a PAH pode demonstrar a presenca de infiltrado
inflamatdrio no figado em situacdes de infeccao viral, ao menos no que se refere a
hepatite B (174).

Schlitt e colaboradores(148) utilizaram, com sucesso, a PAH em receptores de
transplante de figado para diferenciar episédios de disfuncdo do enxerto por rejeigéao,
dano tdxico, isquemia ou infec¢ao viral.

Lautenshlager (94), posteriormente, relizou estudo semelhante, mas ja no
ambito da hepatite C. Concluiu que os padrdes citoldgicos da reativacdo da infeccdo

pelo HCV diferem levemente daqueles da infeccao pelo citomegalovirus (CMV), mas
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se distinguem claramente da rejei¢cdo aguda do enxerto hepatico.

O método da citologia aspirativa por aspiracdo do figado (ou do rim) por agulha
fina baseia-se na contagem das células inflamatdrias presentes no intersticio do 6rgéo,
dando a elas "pesos" diferenciados de acordo com sua importdncia na resposta
inflamatéria e / ou imunitaria. De forma a "corrigir" a amostra de possivel
contaminacao por células do sangue, € realizada uma puncdao digital para obtengéo de
sangue periférico e as células inflamatérias ai encontradas sdo "descontadas"
daquelas obtidas do tecido. Os valores alcan¢ados pelo nimero de cada um dos tipos
celulares, devidamente ponderados, sdo somados, constituindo um escore numérico
chamado de Incremento Corrigido Total (ICT).

O ICT é, pois, uma medida de atividade inflamatéria ou imunoldgica nos
tecidos.

Do ponto de vista de riscos para o paciente, a PAH tem-se mostrado segura.
Os acidentes descritos na literatura em punc¢des hepaticas com agulha fina referem-se
a situacdes distintas daquelas utilizadas para o calculo do ICT. Artigo de revisdo de
Smith (154B) refere que em pacientes com neoplasia do figado, a pungdo pode
semear células malignas no trajeto da agulha, ou pode provocar hemorragia severa
pela puncéo direta do tecido neoplasico mais vascularizado e com menos capacidade
de hemostasia do que o tecido hepatico normal. Nenhuma desses riscos ocorre em
figados transplantados ou em pacientes com hepatite infecciosa. Além disso, no artigo
citado, as agulhas utilizadas foram de calibre 19 a 23, mais grossas, portanto, do que
as utilizadas na técnica de Hayry e von Willebrand e Lautenshlager, de calibre 25,
também utilizadas em nosso meio (ver Pacientes e Métodos, secao 2.4.3). Desde que
0 método do ICT passou a ser empregado na monitorizagao de transplantes renais no
HCPA em 1988, néo foi verificado nenhum acidente pela puncdo com a agulha fina.
Também nado ocorreram acidentes nas puncdes hepéticas realizadas em nossa
unidade em pacientes urémicos com hepatite B (51, 53).

O presente trabalho propde-se a avaliar o papel da medida do ICT obtido por
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meio da PAH no diagnéstico da doenca hepética pelo virus C em transplantados

renais.
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1.3 Objetivos

1) Verificar a eficacia da puncdo aspirativa hepatica por agulha fina na
identificacdo da presenca e do nivel de gravidade das lesGes hepaticas em
transplantados renais portadores de hepatite crénica pelo virus C.

2) Verificar a freqliéncia e a gravidade das lesdes histoldgicas hepaticas em
uma populacéo de transplantados renais HCV-positivos.

3) ldentificar fatores associados a maior freqténcia ou gravidade da hepatite
crbnica nesses pacientes, examinando-se 0s seguintes fatores:

- parametros demograficos: sexo e idade;

- doenca-base (que levou a insuficiéncia renal);

- alteracdo e nivel das enzimas hepaticas;

- tempo de hemodialise;

- numero de transfusdes de sangue;

- tempo de transplante;

- rejeicoes;

- drogas imunossupressoras;

- drogas hepatotéxicas;

- co-infeccao por outros virus.
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2. PACIENTES E METODOS

2.1 Caracterizacédo do estudo

Este estudo foi realizado no periodo de marco de 1993 a junho de 1995 no
Servico de Nefrologia do HCPA, contando com o apoio das demais éareas de
diagnéstico e tratamento do hospital.

Trata-se de um estudo com dois componentes, em que foram realizadas
puncbes aspirativas com agulha fina (PAH) e punc¢des biopsias hepéticas (PBH) em
transplantados renais que realizam acompanhamento no Servico de Nefrologia do
HCPA e que mostraram-se positivos para o anti-HCV por 6 meses ou mais,
independentemente do tempo de transplante.

Seu nucleo principal € um estudo de método diagndstico, em que comparam-
se os resultados da PAH com os da PBH realizada simultaneamente nos mesmos
pacientes.

A segunda parte é um estudo transversal em que se avaliam as lesbes
histolégicas encontradas nesses pacientes (conforme a PBH) e a presenca de

diversos fatores de exposicao.

2.2 Variaveis em estudo

O evento principal do estudo é o tipo ou grau de lesdo hepatica encontrada nos

pacientes por meio da PBH. Para expressa-la, utilizou-se: a) a classificagédo classica
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das hepatites crbnicas (79, 153), adaptadas por Scheuer para aplicacdo as hepatites
pelo virus C (146); b) o escore de atividade histolégica, ou Escore de Knodell (88).
Pelo primeiro critério, as lesbes encontradas foram agrupadas, para efeito de analise,
em 4 categorias, em ordem crescente de gravidade: 1) auséncia de lesdes, lesdes
minimas ou inespecificas e lesdes de outro tipo que ndo hepatite crdnica (por
exemplo, a hemossiderose); 2) hepatite crénica persistente e hepatite crénica lobular;
3) hepatite crénica ativa em grau leve, moderado e grave ou avancado; 4) cirrose
hepéatica. O Escore de Knodell constitui uma variavel numérica discreta, sendo
expressa em numeros inteiros. O protocolo de interpretacédo da PBH esta no Anexo |l.

Os resultados da PAH sdo expressos principalmente através do "Incremento
Corrigido Total" e do numero de células imunoativadas por lamina. O protocolo de
interpretacéo da PAH é apresentado no Anexo llI.

As variaveis independentes sdo aquelas de caracterizacdo do paciente e as
que poderiam estar associadas ao resultado histolégico encontrado. Sdo as seguintes:

- dados demograficos dos pacientes - sexo e idade;

- doenca base que levou a perda da funcéo renal;

- tempo de hemodialise;

- numero de transfusdes de sangue;

- tipo de doador;

- tempo pés-transplante;

- ter ou néo ter tido rejeicOes agudas;

- numero de rejeigdes;

- imunossupressao: estar utilizando atualmente ou ter utilizado, no passado,
prednisona, azatioprina, ciclosporina ou ciclofosfamida; tempo de uso destas drogas;
ter ou néo ter recebido pulsos de metil-prednisolona; nimero de pulsos recebidos; ter
ou nao utilizado OKT3 (profilaticamente ou para resgate de rejeicdo aguda) e nimero
de cursos recebidos;

- uso, atual ou passado de drogas hepatotédxicas: metil-dopa, cetoconazol,
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isoniazida, paracetamol; tempo de uso destas drogas;

- status soroldgico para HBsAg, HIV e CMV;

- provas bioquimicas hepéaticas: aminotransferases (ALT e AST), gama-GT,
fosfatase alcalina e bilirrubinas.

O protocolo de investigagéo esta apresentado no Anexo |.

As drogas nao-imunossupressoras hepatotdxicas selecionadas para o estudo
obedeceram ao critério da possibilidade de produzir um padrédo de lesédo hepética que
pode ser confundido, histologicamente, com o das hepatites virais, ou influenciar a

evolucdo das mesmas (136, 151).

2.3 Pacientes

2.3.1 Imunossupresséao

O protocolo basico de imunossupressdo em uso no Servico de Transplante
Renal do HCPA desde 1989, chamado "esquema triplo”, consta das seguintes drogas:

- prednisona: 2 mg/kg/dia por via oral (VO) iniciais, reduzindo-se rapidamente
para 0,5 mg/kg/dia, e, apos o primeiro més, reducdo gradual até chegar em 0,15
mg/kg/dia por volta do 6° més, mantendo-se, entdo, nessa dose;

- ciclosporina A: 8 mg/kg/dia VO até o 14° dia, reduzindo-se para 6 mg/kg/dia
do 15° dia ao final do primeiro més, depois reduzindo gradualmente até o final do 6°
més, quando se atinge a dose de manutencédo de 3 a 4 mg/kg/dia, conforme a funcéo
renal e as condi¢des clinicas;

- azatioprina: 2 mg/kg/dia VO no primeiro més, reduzindo-se gradualmente até
chegar a 0,5 mg/kg/dia no final do primeiro ano, mantendo-se nessa dose ou
retornando a 2 mg/kg/dia nos pacientes em que seja nhecessario suspender a
ciclosporina.

Receptores de rins de doador vivo HLA-idéntico recebem doses mais baixas de

prednisona e azatioprina e ndo utilizam ciclosporina.
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Pacientes de alto risco imunoldgico recebem o esquema chamado
"imunossupressdo quadrupla sequencial’. No momento do transplante, recebem um
curso "profilatico" de anticorpo monoclonal anti-CD3 (ORTHOCLONE-OKT3®), na
dose de 5 mg/dia (EV), de 5 a 14 dias. Nesses pacientes, a ciclosporina é iniciada
somente 2 dias antes da retirada do OKT3, e ja em dose de 6 mg/kg/dia.

O tratamento da rejei¢cdo aguda é realizado com "pulsos" de metil-prednisolona
na dose de 7 mg/kg/dia, por 3 dias. Caso ndo haja resposta (rejeicdo cértico-
resistente), o pulso pode ser estendido por 2 dias adicionais ou realizado um curso de
OKT3 na dose descrita acima, de 10 a 14 dias.

Pacientes transplantados antes de 1989 receberam esquemas diversos.

2.3.2 Tamanho da amostra

Previamente ao inicio do trabalho foi realizado o céalculo do tamanho ideal da
amostra, a fim de servir de referéncia para a andlise e posterior discussdo dos
resultados. Esse célculo buscou o tamanho da amostra necessario para encontrar
uma sensibilidade de 75% no teste em estudo (a PAH) com uma significancia
estatistica de 5% (o = 0,05) e um erro maximo admitido de 10% (¢ = 0,10). A
sensibilidade de 75% utilizada no célculo baseou-se na encontrada por Franceschini
(51) ao avaliar o mesmo método - a citologia hepética - em urémicos com hepatite B.

A férmula utilizada foi :

n = [NZy2?2p@-p)] + [Ne2+(Zy2)2pL-p)]

sendo: Zy/2 = 1,96
e€=0,10

N =61
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O “N” por sua vez, foi calculado levando-se em conta que, nos 111 pacientes
testados para a presenca de anti-HCV, encontrou-se 40,5% de positividade.
Aplicando-se essa freqiiéncia aos 150 transplantados em acompanhamento no
ambulatério do Hospital de Clinicas, chega-se a uma populagdo estimada de
transplantados renais HCV+ de 61 pacientes (N = 61).

Aplicando-se a foérmula acima, tem-se como resultado uma amostra ideal

estimada em 33 pacientes ( n = 33).

2.3.3 Selecéo dos pacientes

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre iniciou a realizacdo de transplantes
renais em janeiro de 1974, tendo, até junho de 1995, realizado 243 transplantes com
doadores vivos e cadavéricos. Desses pacientes, 150 encontravam-se em
acompanhamento, com enxerto funcionante, no ambulatério de transplantes do
hospital no més de junho de 1995.

A testagem para o anti-HCV pelo ELISA-2 foi introduzida no hospital no final de
1992. A partir dai, passaram a ser testados os candidatos a receptores no momento
da avaliagdo pré-transplante e os ja transplantados na medida em que vinham
comparecendo ao ambulatério para avaliacdo periddica. Os pacientes que
apresentaram anti-HCV positivo pelo ELISA-2 na primeira testagem repetiram o teste
pelo mesmo método apds um periodo minimo de seis meses. Aqueles que
permaneceram positivos foram considerados elegiveis para o estudo.

Em junho de 1995, cento e onze (111) pacientes haviam sido testados, sendo
que 45 (40,5%) apresentaram resultado positivo. Trinta e seis (36) pacientes haviam
tido oportunidade de repeticdo do exame 6 meses apds o primeiro teste, sendo que
em todos eles o anti-HCV permaneceu positivo pelo ELISA-2.

A presenca de qualquer das seguintes condi¢des foi considerada critério para a
excluséo do estudo:

- alcoolismo recente ( h4 menos de 10 anos), identificado pelo relato do
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paciente ou familiares, por registro no prontuéario ou pelo teste CAGE (82, 103, 160);

- condicao que nao permitisse a realizacdo de PBH, como doenca hemorrégica,
mau estado geral, infeccéo sistémica, sepse, etc.;

- infeccdo aguda (ativa) pelo CMV ou hepatopatia aguda;

- doenca hepética focal;

- ja ter realizado bidpsia / ja ter diagnéstico histolégico.

Quatro pacientes foram excluidos, dois por ja ter bidpsia prévia, um por
apresentar rins policisticos volumosos, dificultando a bidpsia, e outro por apresentar
quadro infeccioso no dia do procedimento. Restaram, pois, 32 pacientes, que
constituiram a amostra final, nUmero semelhante ao previsto, inicialmente, para o
tamanho da amostra (secdo 2.3.2). Um desses pacientes havia recebido um
retransplante, mas, por constituir-se em um caso isolado, ndo sofreu andlise estatistica
em separado.

Os pacientes foram informados e orientados sobre os objetivos e os possiveis
riscos do estudo. Dois pacientes ndo aceitaram submeter-se a PBH e em outros dois
casos ndo houve tempo habil para a marcagdo das biopsias dentro do prazo do
estudo. Esses pacientes foram tratados como "perda” na andlise estatistica.

Todos os 28 restantes assinaram termo de consentimento informado (Anexo

IV) e submeteram-se a biépsia e a punc¢éo aspirativa.

2.4 Métodos

2.4.1 Marcadores virais

O teste realizado para a deteccdo do anti-HCV foi o ELISA de 22 geracédo
"UBI® HCV EIA 4.0" (United Biomedical, Inc. New York, USA), que emprega peptidios
sintéticos correspondentes aos segmentos NS3, NS4 e NS5 do core do virus da
hepatite C. No momento da primeira testagem, foi realizado também o teste para o

HBsAg "Enzygnost® HBsAg monoclonal 11" (Behring - Behringwerke AG, Marburg,
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Germany) e proteinograma, esse Ultimo com a finalidade de identificar
hipergamaglobulinemia, fator que pode afetar o resultado do anti-HCV, levando a

falsos positivos.

2.4.2 Avaliagao clinico-laboratorial

Previamente a bidpsia, os pacientes foram avaliados clinica e laboratorialmente
com hemograma, contagem de plaquetas, provas de coagulacdo (tempo de
protrombina e TTPA), ALT, AST, gama-GT, bilirrubinas e fosfatase alcalina. Também
foram submetidos a ecografia abdominal para verificar a existéncia de leséo focal ou
outra patologia que contra-indicasse a bidpsia. A testagem para o CMV e o HIV é
realizada rotineiramente nos pacientes na avaliagdo pré-transplante e repetida
posteriormente em caso de suspeita clinica.

As demais informacbes contidas no protocolo foram obtidas a partir do

prontudrio e em entrevista com o paciente .

2.4.3 Puncéo aspirativa hepéatica (PAH)

A PAH foi realizada com agulha de puncdo lombar pediatrica, 25 G x 3%,
conforme a técnica de Hayry e von Willebrand (70), adaptada para figado por
Lautenschlager e outros (69, 72, 93). Por essa técnica, o procedimento € realizado a
beira do leito ou em carater ambulatorial. O paciente é posicionado em decubito lateral
esquerdo, o figado é demarcado por percussédo e é realizada anti-sepsia local com
iodofor. Nao € necesséria a anestesia local cutdnea. A agulha é inserida
perpendicularmente a pele, é retirado o mandril, adaptada uma seringa de 20 ml e
realizada aspiracdo manual, a0 mesmo tempo em que se produz movimento de
rotacdo da seringa. O material obtido é eluido e suspenso em 03 ml de meio de cultura
para células RPMI. Todas as puncdes foram realizadas em duplicata. Imediatamente

apos a PAH, foi realizada coleta de sangue periférico por puncao digital e o material
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obtido foi também suspenso em RPMI. As suspensB@es com o produto das PAH e da
puncéo digital foram processadas por citocentrifugacado, e dois citoesfregacos de cada
amostra foram fixados em metanol e corados com corante hematol6gico de May-

Grunwald, Giemsa. A listagem do material utilizado consta da tabela 3.

Tabela 3 . Material Utilizado na PAH
- Seringas de 20 ml e 5 ml

- Agulha de puncéo lombar pediatrica, 25 G 3%, com mandril

- Agulha hipodérmica 21 G

- Campo fenestrado

- Alcool iodado / lodofor

- Tubos de ensaio para centrifuga

- Meio de Cultura para células (RPMI 1640 + heparina 25 U/ml + Hepes 1 ml + albumina
bovina 30% 10 ml)

2.4.4 Puncéo biépsia hepéatica (PBH)

As puncdes biépsias hepaticas (PBH) foram realizadas no Centro Cirdrgico
Ambulatorial (CCA) do HCPA, seguindo a técnica convencional, com cuidados de
assepsia e anestesia local, utilizando agulha de Menghini de tamanho variavel de
acordo com o paciente. Os fragmentos obtidos foram fixados em formalina, incluidos
em parafina e corados com hematoxilina-eosina, tricrémico de Gomori, reticulina, PAS
e picrossirius; as laminas em que se pesquisou hemossiderose foram coradas com o

corante de Pearl.

2.4.5 Avaliacdo do material e interpretacdo das leituras das PAH

Todas as PAH foram interpretadas em duas ocasifes por um Unico individuo
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(nefrologista da equipe de transplante renal) com experiéncia no método do ICT. A
primeira leitura foi realizada conforme a ordem da entrada dos casos no servi¢co. Na
segunda leitura foi seguido apenas um cddigo numérico sequencial sem relacdo com a
situacao clinica do paciente naquele momento. Em ambas as situa¢gdes o nefrologista
gue interpretou as PAH desconhecia o resultado da anatomia patolégica.

As laminas de PAH foram processadas sempre em duplicata, cada uma
representando uma das punc¢des, e escolhendo-se o resultado da punc¢éo considerada
mais representativa.

Foram consideradas adequadas para diagndstico as laminas que
apresentassem ao menos 7 hepatdcitos para cada 100 leucdcitos. As laminas que néo
cumprissem esse critério ndo eram consideradas representativas e ndo foram
incluidas nas andlises.

Além disso, a leitura das PAH foi realizada duas vezes, em dois momentos
diferentes: a primeira durante a rotina do servico e a segunda em uma revisao
especifica para o estudo. Os resultados foram comparados estatisticamente, e optou-
se, para efeito das andlises restantes, por utilizar a segunda série de leituras. Em um
dos casos quando da realizacdo da segunda leitura, tinha havido descoramento da
lamina, inviabilizando sua interpretacdo; nesse caso utilizou-se para a analise somente
o resultado da primeira leitura.

O protocolo de leitura da PAH e de célculo do Incremento Corrigido Total esta
no Anexo lll. Além da contagem, os hepatocitos foram avaliados quanto a sua
integridade morfolégica e graduados como 0 (hepatdcitos normais), 1 (edema celular),
2 (edema + vacuolizacdo), 3 (presenca de inclusdes), 4 (necrose). A quantidade de
colestase também foi graduada como 0 (sem colestase), 1 (minima), 2 (leve),
3(severa) e 4 (macica), com descricdo adicional da localizacdo predominante da bile,
intracelular (i) ou extracelular (e), conforme descrito por Schlitt (148). Esses escores,
além de indicar a presenca de processos parenquimatosos de outras etiologias,

serviram como "marcadores" auxiliares na comparacdo entre as duas leituras da
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mesma lamina.

O Incremento Corrigido Total (ICT) foi calculado contando-se o nimero de
células inflamatérias presentes no esfregaco, de acordo com o0s critérios
hematoldgicos classicos, contando-se um ndmero minimo de 100 e méaximo de 300
células. Desse valor, subtrai-se o numero das mesmas células verificadas no
esfregaco de sangue periférico, utilizando-se os mesmos critérios. Quando o resultado
€ positivo, € multiplicado por um fator de correcdo que valoriza diferentemente cada
tipo de célula de acordo com sua importancia na resposta imunolégica. Por exemplo:
linfoblastos, plasmécitos, monoblastos e macréfagos tém fator de correcdo igual a 1;
linfécitos ativados valem 0,5; linfécitos granulares grandes e mondcitos tém correcao

de 0,2 e os linfécitos comuns valem 0,1. A soma dos valores encontrados € o ICT. (62)

2.4.6 Interpretacdo das PBH

Todas as PBH foram interpretadas pelo mesmo patologista, que tinha como
informacado prévia apenas o fato de o paciente ser transplantado renal HCV-positivo,
sem conhecimento do resultado da citologia.

O protocolo de avaliagdo das PBH pelo patologista estd no Anexo Il e, como ja
citado, baseia-se na classificacdo tradicional das hepatites crbnicas (79), acrescida
dos critérios de Scheuer (147) para caracterizacdo da hepatite C, ambos descritos na
secdo 1.4. As categorias diagnosticas utilizadas foram: lesbes minimas ou
inespecificas, hepatite cronica persistente (HCP), hepatite crénica lobular (HCL),
hepatite crénica ativa (HCA) e cirrose. Outros diagnésticos que ndo hepatite crénica
foram adotados, quando presentes, de acordo com seus critérios tradicionais.

Para a caracterizacdo dos diagnosticos, buscou-se detectar a presenca das
seguintes alteracBes caracteristicas de hepatite cronica: infiltrado inflamatério lobular
ou em espaco-portas; necrose hepatocitéria isolada, em saca-bocado ou em ponte;
degeneracdo hepatocitaria; fibrose e nodulos regenerativos; esteatose, foliculos

linféides em espacos-portas e lesdes do epitélio ductal. Essas leses foram graduadas
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como leves, moderadas ou intensas. O protocolo de interpretacdo das PBH esti no
Anexo II.

A partir desses achados, a interpretacdo final era definida como:

categoria 1) auséncia de lesbes ou lesbes minimas: incluiu principalmente
esteatose, admitindo a presenca de degeneracao hepatocitaria, mas sem necrose ou
lesdo ductal; incluiu-se também, nesse grupo, para efeito da analise estatistica, outras
lesBes que nao hepatite crénica, como a hemossiderose;

categoria 2) hepatite cronica persistente” e hepatite crénica lobular;

categoria 3) hepatite crbnica ativa, leve, moderada ou severa;

categoria 4) cirrose hepatica.

Essas categorias diagnésticas bésicas foram agrupadas para a realizagdo da
andlise estatistica, conforme descrito na respectiva segao.

Como todos os pacientes eram portadores crénicos do virus C, presumiu-se
que as lesBes encontradas fossem devidas a esse virus isoladamente ou, no minimo,
tivessem sua participacdo em associacdo com outro agente. No entanto, quando
presentes, os achados histopatolégicos sugestivos de hepatite crénica pelo virus C
(foliculos linféides em espacos-portas, lesdo do epitélio ductal, corpusculos tipo
Mallory em zona I) corroboraram esse diagndstico; a esteatose, também considerada
sugestiva de hepatite crénica pelo virus C, ndo foi valorizada como elemento
diagnéstico, pois todos os pacientes estavam fazendo ou haviam feito uso de
corticoesteroides, que produzem alteracdes hepaticas semelhantes.

Optou-se por néo utilizar a classificacdo recentemente proposta pelo Grupo de
Trabalho Internacional (95), acrescida dos elementos de graduacdo da atividade
inflamatdria e da fibrose, conforme proposto por Desmet (39), por considerar-se que:
1) todos os casos tém, por definicdo, etiologia pelo virus C; 2) os varios "graus de

atividade" da hepatite cronica nas novas classificacbes ndo estdo suficientemente

A hepatite crénica persistente e a lobular tém sido aglutinadas, para efeito de
analise, em outros estudos, como o de Boletis e colaboradores (17).
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consolidados; 3) a nova graduacdo proposta envolve varios indices, o que dificulta
sobremaneira a andlise estatistica. No entanto, conforme descrito previamente, o

Escore de Knodell foi avaliado como variavel em separado.

2.4.7 O Escore de Knodell

Escore de Knodell ou indice de Atividade Histoldgica (IAH) é o nome dado ao
valor numérico gerado pela soma de escores parciais atribuidos a quatro categorias de
achados das biépsias hepéticas: a) necrose hepatocelular periportal com ou sem
necrose em pontes; b) degeneracdo intralobular e necrose hepatocelular focal; c)
inflamacdo portal e d) fibrose. Portanto, o IAH combina afericbes de necrose,
inflamacao e fibrose. A necrose, porém, € ponderada com maior importancia que 0s
outros parametros por ter mais influéncia em determinar a atividade e a severidade da
hepatite cronica ativa avancada (88). A descricdo do célculo do Escore de Knodell esta

na tabela 4.
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Necrose Periportal e | E | Degeneragao Intra- | E | Inflamacado Portal E | Fibrose E
em Pontes lobular e Necrose
Focal
A. Ausente 0 | A. Ausente 0 | A. Ausente 0 | A. Ausente 0
B. Necrose em saca- | 1 | B. Leve (corpuscu- 1 | B. Leve (presenca 1 | B. Expansao fibrosa | 1
bocado leve ulos acidofilicos, esparsa de células portal
degeneracgéo inflamatoérias em
vacuolar ou focos menos de 1/3 dos
esparsos de necrose espagos-portas)
em menos de 1/3
dos I6bulos)
C. Necrose em saca- | 3 [ C. Moderada 3 | C. Moderada 3 | C. Fibrose em ponte | 3
bocado moderada (envolve 1/3 a 2/3 (células inflamato- (porta-porta ou
(envolve menos de dos I6bulos ou rias aumentadas em centro-porta)
50% da circunferén- nédulos) 1/3 a 2/3 dos espa-
cia do espaco-porta) ¢os-portas)
D. Necrose em saca- |4 | D. Marcada (envol- 4 | D.Marcada (agre- 4 | D. Cirrose 4
bocado marcada vimento de 2/3 dos gados densos de
(envolve mais de I6bulos ou nédulos) células inflamatdrias
50% da circunferén- em mais de 2/3 dos
cia da maioria dos tratos-portas)
espacos-portas)
E. Necrose em saca- |5
bocado moderada
mais necrose em
ponte
F. Necrose em saca- |6
bocado marcada
mais necrose em
ponte
G. Necrose multi- 1
lobular 0

Fonte : (88); E = Escore
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2.5 Andlise estatistica

2.5.1 Distribuicao das variaveis

Em uma andlise preliminar da distribuicdo das variaveis numéricas principais
(dependentes), os valores encontrados do Incremento Corrigido Total, nimero de
células imunoativadas e Escore de Knodell foram dispostos em histogramas e
testados quanto a aderéncia a curva normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnow
(Lilliefors). Verificou-se que a distribuicdo apresentada pelo ICT aproximou-se da
distribuicdo normal (p = 0,2000 ; K-S - Lilliefors), o mesmo ndo ocorrendo com 0
namero de células imunoativadas nem com o Escore de Knodell.

Consequentemente, nas andlises subseqlentes realizadas com essas
variaveis utilizaram-se testes paramétricos para o ICT e ndo-paramétricos para as

restantes.

2.5.2 Reprodutibilidade da interpretacdo da PAH

A comparacdo entre as duas leituras das laminas das PAH foi realizada
utilizando-se o célculo do coeficiente de correlacdo de Pearson, para o ICT, e o teste
de postos de Spearman, para o nimero de células imunoativadas e para o escore de
colestase. Também foi realizada a comparacdo entre as médias das duas leituras,
pelo teste "t" em amostras emparelhadas e pelo teste de Wilcoxon respectivamente

para o ICT e para as outras duas variaveis.

2.5.3 Diagnéstico histolégico

As analises que envolveram o diagnéstico histolégico foram realizadas de trés
formas. Na primeira, utilizaram-se as categorias descritas acima. Na segunda, a
exemplo de Franceschini (51), reagruparam-se os diagndsticos em dois novos grupos:
lesdes leves, que inclui os grupos originais de "lesGes minimas ou auséncia de

lesbes" e "hepatite crbnica persistente ou lobular'; e lesdes avancadas, que



55

compreende 0s grupos originais "hepatite cronica ativa" e "cirrose". Essa divisdo
fundamenta-se no conceito "classico" das hepatites crénicas de que somente lesdes
do tipo hepatite crbénica ativa teriam potencial evolutivo, podendo levar a cirrose, o que
nao aconteceria com as formas "leves" de hepatites cronicas ( a HCP e a HC lobular),
que néo ofereceriam esse potencial (79). No entanto, com 0S novos conceitos sobre
hepatites crbénicas, desencadeados, em parte, pelo surgimento da hepatite C, que
resultaram na nova classificacdo das hepatites, ficou claro que mesmo lesdes "leves"
podem apresentar potencial evolutivo. Assim, realizou-se as andlises de uma terceira
forma: reagrupando os diagnésticos em les8es de hepatite crénica, por um lado, e
lesBes minimas ou inexistentes, de outro (36, 65). As varidveis binarias categoricas

assim criadas foram submetidas aos mesmos testes estatisticos que as originais.

2.5.4 Escore de Knodell

Examinou-se a existéncia, em nossa amostra, de concordancia entre o Escore
de Knodell e o diagnéstico histoldgico, por meio da comparacéo dos valores medianos
do Escore em cada uma das categorias do diagnostico pelo teste de Kruskal-Wallis.
Subseqiientemente, as variaveis independentes (descritivas e de exposi¢cao) foram
comparadas com o Escore da mesma forma que ao diagndstico histolégico.

O Escore de Knodell foi analisado, inicialmente, como variavel continua.
Entretanto, em seu artigo original, Knodell refere-se a "altos escores vistos em
biépsias cujos diagnosticos convencionais foram HCA, HCA com pontes, e cirrose
ativa, enquanto escores baixos foram vistos com diagnésticos de HCP e alteracfes
inespecificas" (88). Embora em seu artigo o autor ndo tenha explicitado o que
considerou altos escores ou baixos escores, € apresentado um grafico em que os
escores correspondentes a HCP tém valor entre 4 e 6 e 0s correspondentes a lesdes
mais avancadas (HCA ou maior) tém escore igual ou superior a 6. Consequentemente,
estabelecemos dois pontos de corte possiveis para o Escore de Knodell, com valor de

4 e 6, respectivamente, os quais geraram dois pares de variaveis binarias que foram
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analisadas como tal.

2.5.5 Testes estatisticos

Para comparacgédo das variaveis independentes, tanto as demogréficas como as
de exposicdo, com os diagnosticos histologicos agrupados, foram utilizados os
seguintes testes:

- ¥2 para as variaveis categéricas, quando os "valores esperados" foram
suficientes;

- Andlise de variancia (ANOVA), para a idade - variavel quantitativa
com distribuicdo normal,

- Kruskal-Wallis para as demais variaveis quantitativas, que ou nao
apresentaram distribuicdo normal ou tiveram um ndmero de casos insuficiente para
admitir testes paramétricos.

Para comparacdo das mesmas variaveis com o diagnéstico histoldgico
dicotomizado utilizaram-se:

- Teste Exato de Fisher para as variaveis categoricas;

- Teste "t" de Student para a idade;

- Mann-Whitney para as demais variaveis quantitativas, que ou nao
apresentaram distribuicdo normal ou tiveram um numero de casos insuficiente para
admitir testes paramétricos.

Para comparacdo estatistica das variaveis independentes com o Escore de
Knodell utilizaram-se os testes de:

- Mann-Whitney para as variaveis categoricas;

- Coeficiente de Correlacdo de Pearson para a idade;

- Spearman (Rank-Test, teste de postos) para as demais variaveis
gquantitativas.

Em algumas das analises, o niumero de pacientes foi insuficiente para permitir

a utilizagéo de testes estatisticos, mesmo 0s ndo-paramétricos. Nesses casos, quando
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possivel, procedeu-se ao agrupamento de categorias proximas de modo a obter um
namero maior de pacientes por categoria.

A andlise multivariada foi realizada por meio de regresséo logistica, sendo
elaborados varios modelos, tendo como desfecho a presenca de "lesbes de hepatite
cronica" na forma agrupada dicotomizada, conforme descrito acima, ou valores de

Escore de Knodell iguais ou maiores que 2.

2.5.6 Nivel de significancia
Em todas as andlises, o nivel de significancia estatistica considerado foi de 5%

(a=0,05).

2.5.7 Programas de computacao
Os testes estatisticos foram realizados por meio dos programas EPI-INFO,
versao 5.01 B (julho, 1991), SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versao 4.0

e MULTLR (Ludwig Foundation for Cancer Research).
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3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas da amostra

Trinta e dois pacientes preencheram os critérios e foram incluidos na amostra.
Desses, 12 eram do sexo masculino (37,5%) e 20 do sexo feminino (62,5%). No
entanto, dois pacientes (ambos masculinos) ndo aceitaram submeter-se a bidpsia.
Outros dois pacientes (um masculino e um feminino) sofreram demora no processo de
marcacdo dos procedimentos junto aos servicos do Hospital de Clinicas e néo
puderam submeter-se aos mesmos dentro do prazo habil do estudo. Esses quatro
pacientes foram tratados, estatisticamente, como "perda”. Como n&o passaram pela
entrevista de preenchimento do protocolo, todas as outras informacdes relativas a eles
estdo "faltando" (missing).

Nao foi verificada hipergamaglobulinemia em nenhum dos pacientes
examinados. Consequentemente, todos os testes anti-HCV positivos foram
considerados validos.

Vinte e oito pacientes, portanto, passaram pela entrevista e submeteram-se
aos procedimentos do estudo. Com exceg¢do do sexo, conhecido, também, nos quatro
casos "perdidos", todas as informac¢fes disponiveis para a andlise sdo provenientes
apenas desses casos. A idade, o tempo de hemodialise, tempo de transplante e

namero de transfusdes de sangue desses pacientes estao na tabela 5.



59

Tabela 5. Idade, Tempo de Didlise, Tempo de Transplante e NUmero de

Transfusdes de Sangue dos Pacientes Estudados.

Caracteristica Limite Limite Mediana Média Desvio
Inferior Superior Padrao
Idade (anos) 23 73 42,5 42,86 12,01
Tempo de Hemodidlise (meses) 3 156 29,5 43,64 39,54
Tempo de Transplante (meses) 6 168 445 44,68 31,13
Numero de Transfusdes 1 50 6,6 11,82 12,30

As patologias que levaram esses pacientes a insuficiéncia renal estdo
apresentadas na tabela 6. Na maior parte das vezes (35,7%), o diagnéstico etiolégico
foi indeterminado. Em outros 28,6% dos casos, a causa presumivel da perda da
funcdo renal foi hipertensdo arterial sistémica. Houve 4 casos (14,3%) de
glomerulonefrite e 3 (10,7%) de nefropatia de refluxo. O Unico caso classificado como

"outras patologias" foi 0 de uma paciente com diagnostico de anemia falciforme.

Tabela 6. Etiologia da Insuficiéncia Renal.

Etiologia Numero de Casos Percentual
Diabete Mélito 1 3,6
Glomerulonefrites 4 17,9
Hipertensédo Arterial Sistémica 8 28,6
Indeterminada 10 35,7
Nefropatia Obstrutiva 1 3,6
Nefropatia de Refluxo 3 10,7
Outras Patologias 1 3,6
Total 28 100,0

Apenas dois dos pacientes examinados foram positivos para o HBsAg. Ambos
foram enquadrados, pela biépsia hepética, no grupo das "lesdes minimas". As
variaveis principais (dependentes) desses pacientes estdo mostradas na tabela 7. Em
uma andlise preliminar, ndo houve associacao entre positividade para o HBsAg e o
diagnéstico histolégico na forma agrupada primariamente (y2=1,08; p=0,58275) nem
entre HBsSAg e presenca de lesbes de Hepatite Cronica, na forma dicotomizada de

andlise (p=0,4359, Fisher). Assim, optamos por incluir esses casos na andlise global.
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Os quatro casos "perdidos" eram negativos para o HBsAg.

3.2 Puncéo bidépsia hepética

Os resultados das PBH e das PAH, estéo descritos na tabela 7. Dos vinte e
oito pacientes examinados, ndo foi obtido material satisfatorio em apenas uma das
PBH e uma das PAH. Esses casos, constiuiram dois pares incompletos e foram
tratados estatisticamente como "missing".

Dentre as 26 puncbes consideradas satisfatorias, a média do numero de
espacos-porta por fragmento foi de 8,27, com desvio padrdo de 4,07. A moda foi de 8
espacos-porta por fragmento (verificada em 6 casos). O valor minimo encontrado foi
de 3 e o0 maximo de 19 espagos-porta por fragmento. Dezenove puncdes (73%)
apresentaram 6 ou mais espacos-porta e apenas 4 casos (15,4%) tiveram menos de 5
espacos-porta.

Nao se verificou nenhuma complicacdo decorrente de qualquer dos
procedimentos realizados.

Dezoito pacientes tiveram auséncia de lesGes ou lesdes minimas, na maior
parte das vezes esteatose, mas com trés casos de hemossiderose. Houve cinco casos
de hepatite crbnica persistente, um de hepatite cronica lobular e trés de hepatite
cronica ativa. Nao foi verificado nenhum caso de cirrose hepética ou carcinoma
hepatocelular.

A figuras de 1 a 3 mostram as caracteristicas das principais lesdes encontradas
nas biopsias: esteatose, necrose focal e necrose em saca-bocado, respectivamente.
Na figura 3 aparece, também, a lesdo de epitélio ductal caracteristica da hepatite C.

A tabela 8 sumariza os resultados das PBH, com o diagnostico original
conforme a nomenclatura "classica”, e agrupados primariamente conforme descrito na
secdo "Pacientes e métodos" (se¢éo 2.5.3).

Os valores do Escore de Knodell encontrados nas laminas das PBH séo

mostrados na tabela 9.
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Figura 1. PBH: area de esteatose macrogoticular. (Tricrdmico de Gomori, 400x)

Figura 2. PBH: area de necrose focal (seta). (HE, 400x)
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e N Pl N %0 : . . e 3, Oy - :
Figura 3. PBH: hepatite crénica ativa pelo virus C: necrose em saca-bocado (seta curta) e lesdo do
epitélio ductal (seta longa). (HE, 400x)

Figura 4. PAH: hepatécitos edemaciados com grinulos de bilirrubina, indicando colestase. (MGG,
400x)



Figura 5. PAH: hepatécitos vacuolisados, indicando dano celular; escore morfolégico=2. (MGG,
400x)
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Figura 6. PAH: linfécito ativado (seta grande) ao lado de polimorfonucleares e um linfécito normal
(seta pequena). (MGG, 400x)



Tabela 7. Resultado das PBH e das PAH
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Caso Diagnostico Classico

Classificagéo Atual

EK ICT* CIA*

© 00 N oo o b~ W N P

N N B R R R R R R R R
P O © ©® N o o »h W N B O

22 +
23
24
25
26
27
28+

Esteatose

HCP

HCA avancada
Esteatose
Hemossiderose
HC Lobular
HCP

Esteatose leve

HCP

Esteatose macronodular

HCP

Esteatose minima
Hemossiderose
Esteatose leve
Auséncia de lesGes
HCA leve

Auséncia de lesfes
HCA leve

Auséncia de lesbes
Auséncia de lesGes
Auséncia de lesGes
Esteatose moderada
Auséncia de lesfes
HCP
Hemossiderose
Auséncia de lesGes

Auséncia de lesGes

Esteatose

HC com atividade minima, sem fibrose

HC com atividade intensa e expanséo fibrosa portal

Esteatose

Hemossiderose

Hepatite minima

HC sem atividade e sem fibrose
Esteatose

HC sem atividade e sem fibrose
Esteatose

HC sem atividade e sem fibrose
Esteatose

Hemossiderose

Esteatose

Auséncia de lesdes

HC com atividade leve, sem fibrose
Auséncia de lesdes

HC com atividade leve, sem fibrose
Auséncia de lesbes

Auséncia de lesdes

Auséncia de lesdes

Esteatose

Auséncia de lesdes

HC sem atividade e sem fibrose
Hemossiderose

Auséncia de lesdes

Auséncia de lesGes

N W O O o N Bk

P N PP O P O kP O M O W O O O O N O N O

0

4,0
17
3,8
2,5
2,4
19
0,6
2,3
16
1,0
1,2
2,3
11
2,4
1,9
12
1,0
0,4
18
16
2,6
2,9
4,2
15
0,4
31
15

12

o

P P A O P P N W PP O O N NP P O O |

[
[

w O + o

1

*. Considerada a segunda leitura das laminas, com excegdo do caso n° 28, em que foi considerada a

primeira

leitura. EK =

Escore de Knodell; ICT =

Incremento

Corrigido

Total;

CIIA. = Numero de Células Imunoativadas; HC = Hepatite Cronica; HCP = Hepatite Cronica Persistente;
HCA = Hepatite Crdnica Ativa; ( --- ) = Material insuficiente / ndo representativo, ndo utilizado na analise;
+: Pacientes HBsAg-positivos



Tabela 8. Diagnoésticos Histol6gicos Encontrados nas PBH
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Diagnéstico Primario N % Diagnostico Agrupado N %
Auséncia de lesGes 8 29,6 LesOes Minimas 18 66,6
Esteatose 25,9

Hemossiderose 3 11,1

HCP 5 18,5 HCP 6 22,2
HC Lobular 1 3,7

HCA 3 11,1 HCA 3 11,1
Total 27 100,0 27 100,0

Tabela 9. Escore de Knodell nos Casos Biopsiados

Escore N %
0-2 23 85,2
3 -4 111
5-6 3,7
>= 7 0,0
Total 27 100,0

Como sugerem os dados da tabela 9, a distribuicdo dos valores do Escore de

Knodell na amostra ndo apresentou distribuicdo normal. No teste de Kolmogorow-

Smirnoff (Lilliefors), o valor de "p" encontrado foi de 0,0003, rejeitando a aderéncia a

curva normal.

A fim de verificar a concordancia, nessa amostra, entre o Escore de Knodell e o

diagnéstico histoldgico, comparou-se os valores do escore encontrados em cada um

dos grupos histolégicos. Verificou-se que os valores encontrados foram inferiores aos

originalmente descritos por Knodell para os respectivos diagnosticos (88), mas

aumentaram significativamente conforme a gravidade da lesdo. Esses resultados

estdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10. Valores do Escore de Knodell conforme o Diagndstico Histoldgico
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Diagndstico Histoldgico Escore de Knodell

Valor Minimo  Valor M&ximo  Mediana* Média
Lesdes Minimas ou Inespecificas 0 2 0 0.353
Hepatite Crbnica Persistente ou Lobular 1 3 2 2.000
Hepatite Cronica Ativa 3 6 4 4.333

* p =0,000142 (Kruskal-Wallis)

3.3 Puncéo aspirativa hepatica (PAH)

As figuras 4 a 6 mostram exemplares das PAH. A figura 4 mostra hepatécitos
impregnados com bilirrubina, que é o elemento definidor do escore de colestase. A
figura 5 mostra um grupo de hepatécitos vacuolisados, o que indica dano
hepatocelular e caracteriza um escore morfologico igual a 2. A figura 6 mostra um
tipico linfocito ativado, que é computado com peso 0,5 no calculo do ICT.

N&o houve nenhum acidente relacionado as puncées com a agulha fina.

3.3.1 Reprodutibilidade da leitura

A concordancia entre as duas leituras das laminas das PAH foi avaliada
comparando-se os valores encontrados, em cada uma delas, do Incremento Corrigido
Total, do ndmero de células imunoativadas e, também, do escore de colestase, aqui
utilizado como "marcador" acessoério da reprodutibilidade das leituras.

Os valores médios de Incremento Corrigido Total encontrados nas duas leituras
da PAH, com seus respectivos desvios padrbes, sdo mostrados na tabela 11. A
comparagdo dos valores do escore de colestase e do numero de células

imunoativadas entre as duas leituras esta na tabela 12.

Tabela 11. Comparacao entre Valores do Incremento Corrigido Total nas Duas
Leituras da PAH
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Média 1 Média 2 S1 S2 Valor de p *

Incremento Corrigido Total 2,40 1,98 1,09 1,04 0,012

Média 1 = média na primeira leitura; Média 2 = média na segunda leitura; S1 = desvio padrédo na primeira

leitura; S2 = desvio padrdo na segunda leitura; * Teste t para amostras pareadas;

Tabela 12. Comparacdo dos Valores do Nimero de Células Imunoativadas e do

Escore de Colestase entre as Duas Leituras da PAH

Variavel Primeira Leitura Segunda Leitura p
vm VM Md X vm VM Md X

Células Imunoativadas 0 12 2 3,52 0 12 15 2,88 0,157

Escore de Colestase 0 3 0 0,58 0 3 0 0,50 0,500

vm = valor minimo; VM = Valor Maximo; Md = Mediana; x = Média; p = Valor de "p" pelo teste de

Wilcoxon para amostras pareadas;

Verifica-se que houve uma diferenca estatisticamente significativa entre as
médias encontradas para o Incremento Corrigido Total, mas nao houve diferenca
significativa entre os outros dois elementos nas duas leituras.

Foram calculados os coeficientes de correlagdo entre os valores do ICT,
namero de células imunoativadas e escore de colestase encontrados na primeira e
segunda leituras das laminas. Os valores encontrados e 0s respectivos intervalos de

confianga de 95% s&o mostrados na tabela 13.
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Tabela 13. Coeficiente de Correlacdo entre as Duas Leituras das Laminas das
PAH para o Incremento Corrigido Total, o NOomero de Células Imunoativadas e o

Escore de Colestase

Variavel Coeficiente de Intervalo de Confianga Valor de p
Correlacéo (95%)

Incremento Corrigido Total 0,72 0,45<R<0,86 p = 0,000 *

Células Imunoativadas 0,54 0,19<R< 0,77 p = 0,038 **

Escore de Colestase 0,73 0,47<R< 0,87 p = 0,000 **

* Pearson; ** Spearman

Verificou-se uma correlacdo estatisticamente significativa entre as duas
leituras, embora os dados da tabela 11 sugiram que tenha havido uma superestimacéao

do ICT na primeira leitura.

3.3.2 Relacao entre o ICT e o diagndstico histolégico

Os valores médios encontrados do ICT, de acordo com os diagnosticos

histolégicos, sao apresentados na tabela 14.

Tabela 14. Relacdo entre o ICT e o Diagnéstico Histoldgico

Diagndstico Histologico ICT

N Média * Desvio Padréo
LesBes Minimas ou Auséncia de LesGes 17 2,153 1,038
Hepatite Crdnica Persistente ou Lobular 6 1,717 0,407
Hepatite Crénica Ativa 3 1,800 1,778

*p = 0,6364 ; ANOVA

Conforme mostra a tabela 14, os valores médios do ICT nao diferiram

significativamente entre os trés grupos de diagndsticos histologicos.

Os diagnosticos histolégicos foram agrupados nas formas dicotomizadas
"lesOes leves x lesdes avancadas" e "lesdes de HC x lesdes minimas ou inexistentes",

e foi avaliada a sua relacdo com o ICT. Esses resultados sdo mostrados na tabela 15.
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Tabela 15. Relacédo entre o ICT e os Diagndésticos Histoldégicos Dicotomizados

Diagndstico Reagrupado N ICT
Média Desvio Padrao

LesOes Leves 23 2,039 0,927
LesBes Avangadas 3 1,800 1,778
Valorde p* 0,7084

Lesbes Minimas 17 2,153 1,038
Lesdes de HC 9 1,744 0,946
Valor de p * 0,6630

* "t" de Student; HC = Hepatite Crdnica

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores do ICT nas
duas formas de agrupamento dos diagndsticos histolégicos.

Foi calculada a probabilidade de erro do tipo Il ( B ) no teste da diferenca entre
as médias dos valores do ICT dos pacientes com lesdes minimas ou inexistentes e 0s
pacientes com lesdes de hepatite cronica (Tabela 15). A probabilidade B encontrada
foi igual a 0,82. Consequentemente, o poder do teste para rejeitar a hipotese de
nulidade (encontrar uma diferenca existente entre as médias) foi de apenas 18%.

Foram estabelecidos pontos de corte para o ICT nos valoresde 1,5,2,0,25¢e
3,0. Para cada um desses pontos de corte foi avaliada a existéncia de associacao
entre os valores superiores e inferiores com os diagndsticos histolégicos reagrupados
(dicotomizados), tanto na forma "lesfes leves x lesbes avancadas" como na forma

"lesdes de HC x lesdes minimas ou inexistentes". Os resultados estdo na tabela 16.
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Tabela 16. Associacdo entre os Pontos de Corte do Incremento Corrigido Total

(ICT) e o Diagndstico Histologico Dicotomizado

ICT Numero de Casos
L. Leves L. Avancadas L. Minimas L.de HC
>=1,5 18 1 13 6
< 15 5 2 4 3
Valor de p * 0,1669 0,4624
>=20 10 1 9 2
< 20 13 2 8 7
Valor de p * 0,6192 0,1375
>=25 6 1 6 1
< 25 17 2 11 8
Valor de p * 0,6273 0,1989
>=3,0 3 1 3 1
< 3,0 20 2 14 8
Valor de p * 0,4077 0,5686

* Teste exato de Fisher

Verifica-se que ndo houve associacdo significativa entre os valores do ICT,
categorizados em niveis conforme os varios pontos de corte, e os diagndsticos
histologicos dicotomizados. Esses resultados, porém, devem ser vistos com ressalvas
devido ao pequeno nimero de casos em algumas categorias.

Foram avaliados, ainda, a sensibilidade, a especificidade e os valores
preditivos positivo e negativo de cada um dos pontos de corte do ICT para detectar os
diagnosticos histolégicos, na forma reagrupada (dicotomizada). Esses resultados séo

mostrados nas tabelas 17 e 18.

A sensibilidade do ICT para diferenciar lesbes avancadas de lesdes minimas foi muito
baixa, qualquer que fosse o ponto de corte utilizado, ficando sempre em 33%. A
especificidade chegou a 74% e o valor preditivo negativo a 91% quando o ponto de
corte utilizado foi o valor 3, mas o valor preditivo positivo, nesse caso, foi de apenas
25% (tabela 18).

Para diferenciar leses minimas de lesGes de hepatite crénica, a sensibilidade
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méaxima chegou a 67%, empregando um valor do ICT maior ou igual a 1,5, mas a
especificidade, nesse caso, foi de apenas 24%. Com o valor 3 como ponto de corte, a
especificidade chegou a 82%, mas com sensibilidade de apenas 11% (tabela 18).
Aqui, também, o pequeno numero de casos em algumas categorias torna pouco

consistente a validade da analise.

Tabela 17. Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo e Negativo de
Diferentes Pontos de Corte do ICT para Detectar Lesdes Avancadas (diagnostico

histolégico agrupado na forma lesdes leves x lesGes avancadas)

Ponto de Corte do ICT Sensibilidade Especificidade VPP VPN
>= 15 0,33 0,22 0,05 0,71
>= 2,0 0,33 0,57 0,09 0,87
>= 25 0,33 0,74 0,14 0,89
>= 3,0 0,33 0,74 0,25 0,91

VPP = Valor Preditivo Positivo ; VPN = Valor Preditivo Negativo

Tabela 18. Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo e Negativo de
Diferentes Pontos de Corte do ICT para Detectar Lesdes de Hepatite Crbnica
(diagndstico histoldgico agrupado na forma lesdes minimas x les6es de hepatite
crbnica)

Ponto de Corte do ICT Sensibilidade Especificidade VPP VPN
>= 1,5 0,67 0,24 0,32 0,57
>= 2,0 0,22 0,47 0,18 0,53
>= 2,5 0,11 0,65 0,14 0,58
>= 3,0 0,11 0,82 0,25 0,64

VPP = Valor Preditivo Positivo ; VPN = Valor Preditivo Negativo
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3.3.3 Relacao entre o ICT e o Escore de Knodell

A correlagdo entre o ICT e o Escore de Knodell ndo foi estatisticamente
significativa. O coeficiente de correlacdo r (de Pearson) foi igual a -0,01 , com um
intervalo de confianca de 95% de -0,40 a 0,38 .

Conforme descrito em "Pacientes e Métodos" (secdo 2.5.4), foram
estabelecidos como pontos de corte para o Escore de Knodell os valores 4 e 6, que
correspondem aos valores do Escore indicativos de hepatite crénica persistente e
hepatite crbénica ativa respectivamente, de acordo com a descri¢do original do autor.
Foi avaliada a relacdo entre esses niveis de corte do Escore de Knodell e o ICT. Os
valores do ICT conforme o nivel de corte do Escore de Knodell sdo mostrados na

tabela 19.

Tabela 19. Incremento Corrigido Total Conforme os Niveis de Corte do Escore de
Knodell

Escore de Knodell Incremento Corrigido Total

N Média * Desvio Padrao
0-3 24 2,004 0,923
4-5 1 0,400 0,000
>=6 1 3,800 0,000

* Andlise estatistica ndo valida. {p = 0,0495 (ANOVA)}

Nao foi possivel realizar andlise estatistica desses resultados, devido ao

pequeno nimero de casos nas faixas mais elevadas do Escore de Knodell.
Foi realizada nova andlise, dessa vez com os niveis do Escore de Knodell

divididos em "baixos" (menores que 4) e "altos" (iguais ou maiores que 4). Esses

resultados sdo apresentados na tabela 20.
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Tabela 20. Incremento Corrigido Total Conforme os Niveis Dicotomizados do

Escore de Knodell

Escore de Knodell Incremento Corrigido Total

N Média * Desvio Padréo
0 - 3 (baixo) 25 1,948 0,946
>= 4 (alto) 2 2,100 2,404

*p =0,8387 ( "t" de Student)

Com os valores do Escore de Knodell categorizados da forma acima, verificou-
se a inexisténcia de relacdo estatisticamente significativa entre os valores deste

Escore e os valores do Incremento Corrigido Total (p=0,8387; "t" de Student).

3.3.4 Relacdo entre o numero de células imunoativadas (CIA) e o diagndéstico
histolégico

A relacao entre o nimero de células imunoativadas e o diagnéstico histologico
foi analisada, inicialmente, pela comparacéo entre os valores medianos do nimero de
células imunoativadas conforme o diagnéstico histolégico. Esses resultados sdo
apresentados na tabela 21. A seguir, foram comparados os valores medianos do
namero de células imunoativadas com os diagnésticos histolégicos dicotomizados.

Esses resultados sdo mostrados na tabela 22.

Tabela 21. Relacdo entre o Numero de CIA e o Diagndstico Histolégico

Diagndstico N Células Imunoativadas

X vm VM Md *
Lesdes Minimas ou Auséncia de Lesdes 18 3,412 0 12 2
Hepatite Crbnica Persistente ou Lobular 6 2,667 0 7
Hepatite Cronica Ativa 3 0,333 0 1 0

X = Média; vm = valor minimo; VM = Valor Maximo; Md = Mediana;
*p =0,1193, Kruskal-Wallis
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Tabela 22. Relacdo entre o Numero de CIA e os Diagnésticos Histoldgicos

Dicotomizados

Diagndstico Reagrupado N Numero de Células Imunoativadas

X vm VM Md
LesOes Leves 24 3,217 0 12
LesBes Avancadas 3 0,333 0 1 0
Valor de p 0,0407 *
Lesbes Minimas 18 3,412 0 12 2
Lesdes de HC 9 1,889 0 7
Valor de p 0,2162 *

X = Média; vm = valor minimo; VM = Valor Maximo; Md = Mediana;
* Mann-Whitney

O numero de células imunoativadas ndo teve variagdo estatisticamente
significativa entre os trés grupos diagnésticos (p=0,1193, Kruskal-Wallis), como
demonstra a tabela 21. A auséncia de diferenca persistiu na analise "lesdes de HC x
lesbes minimas ou inexistentes" (p=0,2162; Mann-Whitney), embora com uma
tendéncia a um nimero maior de células imunoativadas nos pacientes com lesdes
minimas. No entanto, na comparacao entre "lesGes leves x lesdes avancadas", a
média do numero de células imunoativadas foi significativamente maior no grupo das
lesdes leves (p = 0,0407; Mann-Whitney).

Foi calculada a probabilidade de erro do tipo Il ( B ) no teste da diferenca entre
os valores do nimero de células imunoativadas dos pacientes com lesdes minimas ou
inexistentes e o0s pacientes com lesdes de hepatite cronica (Tabela 22). A
probabilidade B encontrada foi igual a 0,78 . Consequentemente, o poder do teste para
rejeitar a hipétese de nulidade (encontrar uma diferenca existente entre os valores) foi

de apenas 22% .

" O célculo do erro B no teste ndo-paramétrico para diferenca de medianas de Mann-
Whitney é realizado como se fosse um teste de diferenca de médias, produzindo,
portanto, um resultado estimado .



75

Foram estabelecidos, aleatoriamente, pontos de corte para o numero de
células imunoativadas, nos valores de 3, 5 e 7, tendo-se avaliado a existéncia de
associacdo entre essas faixas de valores de células imunoativadas e o diagnéstico

histologico. Esses resultados séo apresentados na tabela 23.

Tabela 23. Distribuicdo dos Pacientes Conforme o Numero de Células

Imunoativadas e o Diagnéstico Histolégico

Células Imunoativadas Numero de Pacientes *

L. Minimas HCP HCA Total
0-2 10 3 3 16
3-4 3 2 0 5
5-6 1 0 0 1
>=7 3 1 0 4
Total 17 6 3 26

* N&o foi possivel realizar o teste #2, pois o nimero de casos em algumas categorias foi insuficiente

Como mostra a tabela 23, ndo parece haver associacdo entre as faixas de
valores de numero de células imunoativadas e os diagndsticos histoldgicos. No
entanto, o numero de casos analisados ndo permitiu a realizacdo de teste de
significancia estatistica.

Foi realizada nova analise de associagdo, dessa vez com o numero de células
imunoativadas dicotomizado em duas faixas (menor ou igual/maior que 3) e 0
diagnéstico histolégico também dicotomizado na forma "lesGes minimas x lesbes de

hepatite cronica". Esses resultados sao apresentados na tabela 24.

Tabela 24. Relacdo entre o NiUmero de Células Imunoativadas e o Diaghdstico

Histologico Dicotomizado

Células Imunoativadas Numero de Pacientes *

Les6es Minimas Lesdes de H.C. Total
<3 10 6 16
>=3 7 3 10
Total 17 9 26

*p =0,5172 (Fisher)
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N&ao foi verificada a existéncia de associacdo significativa entre as faixas de
valores do numero de células imunoativadas acima e abaixo do valor 3 e o diagndstico

histologico dicotomizado na forma "lesbes minimas x lesées de hepatite crbénica".

3.3.5 Relacédo entre o numero de células imunoativadas (CIA) e o Escore de
Knodell

Ao analisar a correlagdo entre o nimero de células imunoativadas e o Escore
de Knodell, verificou-se a inexisténcia de significancia estatistica. O valor encontrado
do coeficiente de correlacao (Spearman) foi de -0,25 , com valor de p igual a 0,215 .

Os pontos de corte para o Escore de Knodell nos valores de 4 e 6 foram
utilizados para testar a existéncia de associacao entre o0 mesmo € o0 numero de células
imunoativadas. O resultado da comparacdo entre os valores do numero de células
imunoativadas, conforme a faixa de valores do Escore de Knodell, esta apresentado

na tabela 25.

Tabela 25. Niumero de Células Imunoativadas Conforme Niveis de Valores do

Escore de Knodell

Escore de Knodell N NUmero de Células Imunoativadas
Valor Minimo Valor Maximo Md *
0-3 24 0 12
4-5 1 0
>=6 1 0

* Andlise estatistica ndo-valida {p = 0,1196 (Kruskal-Wallis)} ; Md = mediana

Nao foi possivel realizar analise estatistica desses resultados devido ao

pequeno numero de casos nas faixas mais elevadas do Escore de Knodell.
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A relagéo entre o numero de células imunoativadas e o Escore de Knodell foi
reavaliada, dicotomizando-se os valores do Escore de Knodell de forma a considerar
"baixos" os valores ndo associados a hepatite cronica (valores menores que 4), e
"altos" os valores associados a hepatite crénica persistente ou ativa (valores iguais ou

maiores que 4). Esses resultados sdo mostrados na tabela 26.

Tabela 26. Niumero de Células Imunoativadas Conforme Niveis de Valores do

Escore de Knodell Dicotomizados

Escore de Knodell N Numero de Células Imunoativadas

Valor Minimo Valor Maximo Md*
0-3 24 0 12 2
>=4 2 0 0 0

* p=0,0393, Kruskal-Wallis ; Md = mediana

Verificou-se que o valor mediano do numero de células imunoativadas foi
significativamente menor quando o Escore de Knodell foi maior ou igual a 4. Esse
resultado deve ser considerado com cautela, devido ao pequeno nimero de casos

com Escore de Knodell na faixa considerada elevada.

3.3.6 O escore morfoldgico e o escore de colestase

As relacdes do escore morfolégico e do escore de colestase com o diagnéstico
histolégico foram avaliadas por meio da comparacao entre os valores medianos de
cada um dos respectivos escores nas categorias de diagnostico histolégico, agrupados
primariamente ou na forma dicotomizada. Esses resultados sdo mostrados nas tabelas

27 e 28.
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Tabela 27. Valores do Escore Morfoldgico e do Escore de Colestase Conforme o
Diagnéstico Histologico

Diagndstico Histoldgico N Escore Morfologico Escore de Colestase

vm VM Md vm VM Md
Lesdes Minimas 17 0 2 2 0 3 1
Hepatite Crbnica Persistente 6 0 2 1 0 1 0
Hepatite Crbnica Ativa 3 2 3 2 0 2 0
Valor de p * 0,1174 0,3346

* = Kruskal-Wallis; vm = Valor Minimo; VM = Valor Maximo; Md = Mediana

Tabela 28. Valores do Escore Morfoldgico e do Escore de Colestase Conforme o
Diagnéstico Histoldégico Dicotomizado na Forma "Lesdes Minimas x Lesdes de
Hepatite Cronica"

Diagndstico Histologico N Escore Morfolégico Escore de Colestase
Dicotomizado vm VM Md vm VM Md
Lesbes Minimas 17 0 2 2 0 3 1
Lesdes de Hepatite Cronica 9 0 3 2 0 2 0
Valorde p * 0,4654 0,2072

* = Mann-Whitney; vm = Valor Minimo; VM = Valor Maximo; Md = Mediana

N&o houve relagéo estatisticamente significativa entre os valores do escore de
colestase e do escore morfolégico com o diagndstico histologico, quer agrupado na
forma primaria, quer dicotomizado.

Foi avaliada, também, a presenca de correlagdo entre o escore morfologico e o
escore de colestase com o Escore de Knodell. Esses resultados sdo mostrados na

tabela 29.

Tabela 29. Correlacdo entre Escore Morfolégico e Escore de Colestase e o

Escore de Knodell

Correlagéo Coeficiente de Correlacdo (r) p
Escore Morfolégico x EK 0,29 0,150
Escore de colestase x EK - 0,07 0,740

EK = Escore de Knodell
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Verifica-se que ndo houve correlacdo significativa entre os escores morfologico

e de colestase e o Escore de Knodell.

3.4 Avaliacao clinico-laboratorial

3.4.1 Provas bioquimicas hepaticas

A tabela 30 sumariza os valores dos testes bioquimicos hepaticos.

Tabela 30. Valores dos Testes Bioguimicos Hepaticos e Numero de Casos

Alterados

Limite N° de casos Média S vm VM Md
Superior * alterados (%)

ALT 22 8 (29%) 26,5 30,2 4 110 11,5
AST 18 7 (25%) 19,9 20,4 3 83 12,5
GGT # 8 (29%) 43,8 41,1 8 163 24
FA 170 6 (21%) 143,1 86,2 40 473 130
BibT 1,2 6 (21%) 1,00 0,42 0,5 2,1 0,85
BibD 0,2 7 (25%) 0,21 0,19 0,1 0,5 0,10

* Valores do laboratério do HCPA: ALT, AST, GGT e FA = valores em Ul/I; Bilirrubinas, valor em mg/dl;
S = Desvio Padrdo; vm = menor valor; VM = maior valor; Md = Mediana: # = limite para homens = 26,
limite para mulheres = 48

As enzimas hepaticas apresentaram comportamento irregular entre 0s casos.
Entre os 28 pacientes com resultados disponiveis, sete (25%) tiveram aumento na ALT
e na AST, e outro teve aumento apenas na ALT. Oito pacientes (29%) tiveram
aumento na GGT, mas apenas seis desses estavam entre os sete com AST e/ ou ALT
aumentadas, totalizando seis pacientes com as 3 enzimas aumentadas (21%). Esses
seis pacientes tiveram diagndstico histolégico de hepatite crénica ativa (2 casos),
hepatite crénica persistente (1 caso), leses minimas ou auséncia de lesfes (2 casos)
e um deles nao teve diagnéstico histolégico por ter apresentado material insatisfatério

na PBH. Seis pacientes (21%) tiveram aumento da fosfatase alcalina, mas, com
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excecdo de dois, foram pacientes distintos daqueles com alteracdo das
aminotransferases e da GGT. O paciente que apresentou o valor mais elevado de
fosfatase alcalina (473 Ul/l) teve diagndstico histoldgico de lesbes minimas. Apenas
um paciente apresentou alteragdes em todas as provas hepdéticas (incluindo

bilirrubinas), e teve diagnéstico de hepatite crdnica ativa.

3.4.2 Rejeicdes

Sete pacientes (25%) ndo tiveram nenhum episodio de rejeicdo aguda, 11
pacientes (39%) tiveram apenas 1 episédio de rejeicdo e 9 pacientes (32%) tiveram 2
episodios. A tabela 31 mostra a frequéncia do numero de rejeicdes conforme o

diagnéstico histologico.

Tabela 31. Numero de Rejeicbes Agudas Conforme o Diagndstico Histologico

Numero de Rejeicbes Nimero de Pacientes
HCA HCP Lesdes Minimas Total
0 2 3 2 7
12
2 0 8 8
Total 3 6 18 27

3.4.3 Drogas imunossupressoras

Todos os 28 pacientes estudados estavam em uso de prednisona desde o
momento do transplante. Apenas 1 paciente nunca tinha usado azatioprina, mas, no
momento do estudo, somente 14 (50%) ainda estavam usando a droga. O tempo
médio de uso da azatioprina foi de 36,2 meses, e a mediana foi de 25 meses. O
motivo da suspensdo, na maior parte das vezes, foi o diagnostico da infeccao pelo
virus C. Com excecdo de 3 pacientes (11%), todos estavam em uso de ciclosporina
desde o transplante. Trés pacientes (11%) estavam em uso de ciclofosfamida, sendo o

tempo médio de uso entre os que estavam usando o medicamento, igual a 11,6
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meses. A indicagdo de ciclofosfamida foi em substituicdo a azatioprina, em parte dos
pacientes nos quais a azatioprina havia sido suspensa devido ao diagndstico de
hepatite C.

Dezoito pacientes (64%) receberam pulsos de metil-prednisolona, e apenas 8
(29%) fizeram uso de OKT3 como inducdo ou para tratamento de rejeicdo aguda. O
namero de pulsos ou cursos dessas drogas recebidos pelos pacientes é mostrado na

tabela 32.

Tabela 32. Numero de Pulsos de Metil-prednisolona e Cursos de OKT3

Recebidos pelos Pacientes

Droga Numero de Pacientes

0 Pulso/Curso 1 Pulso/Curso 2 Pulsos/Cursos 3 Pulsos/Cursos Ign

Metil-prednisolona 8 11 6
OKT3 18 7 1 0 2

Ign = Ignorado

3.4.4 Drogas hepatotdxicas

Nenhum paciente estava em uso de metil-dopa na época do estudo. Quatorze
pacientes (50%) tinham usado essa droga no passado. Nenhum paciente, também,
estava em uso de cetoconazol ou de isoniazida no momento do estudo, sendo que
apenas 2 pacientes haviam usado cetoconazol no passado e apenas 1 havia utilizado

isoniazida.

Quanto ao uso de acetaminofen, apenas 2 pacientes ndo tinham no prontuario
ou ndo expressaram na entrevista ter utilizado a droga de maneira esporadica.

Entretanto, por tratar-se de droga de uso corrente e com diversas apresentacdes
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comerciais, ndo podemos excluir com certeza seu uso por todos os pacientes.

3.4.5 Infecc¢bes virais

A presenca do HBsAg ja foi discutida na se¢do 3.1. Quanto a presenca de
anticorpos contra o citomegalovirus (CMV), ndo foi possivel obter essa informagéo em
10 pacientes (36%). Dos dezoito cuja informacéo foi obtida, apenas 1 foi negativo para
a presenca de anti-CMV IgG. Apenas 1 paciente foi positivo para o anti-CMV IgM no
momento do estudo, com titulos baixos (1:5), mas sem sintomatologia clinica. Esse

paciente teve diagndstico histolégico de auséncia de lesdes, Escore de Knodell igual a

zero (0), ICT igual a 1,8 e nimero de células imunoativadas igual a 4.

3.4.6 Relacdo das caracteristicas descritivas dos pacientes com o diagnéstico
histolégico e com o Escore de Knodell

As variaveis "demogréficas" (descritivas) foram analisadas quanto a suas
relagbes com o diagndstico histolégico agrupado, com o diagnostico histolégico
dicotomizado na forma "lesGes de hepatite cronica x lesées minimas ou inexistentes"
e com o Escore de Knodell. Nao foi realizada analise com o diagndstico histoldgico na
forma "lesdes leves X lesdes avancadas”, pois 0 humero de casos de hepatite crénica
ativa, por ser muito pequeno (apenas 03), inviabilizou os testes estatisticos.

Os resultados das comparagdes entre idade, sexo, tipo de doador, tempo de
hemodialise, tempo de transplante e nimero de transfusdes de sangue e o diagndstico

histologico estao expostos nas tabelas 33 a 44.

Tabela 33. Relacéo entre Idade e Diagnéstico Histoldgico

Diagndstico Histoldgico N Idade

Média * S
Lesbes Minimas 18 37,5 10,1
Hepatite Crdnica Persistente 6 51,3 6,2
Hepatite Crbnica Ativa 3 58,3 12,7

S = Desvio Padrdo ; * p =0,0015 (ANOVA)
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Tabela 34. Relacdo entre Idade e Diagnhdstico Histolégico Dicotomizado

Diagnostico Histolégico N Idade

Média * S
Lesdes Minimas 18 37,5 10,1
LesBes de Hepatite Crdnica 9 53,7 8,7

S = Desvio Padrdo ; * p =0,0006 ("t"de Student)

Tabela 35. Distribuicdo dos Casos por Sexo e Diagnostico Histolégico

Sexo Numero de Casos *

L. Minimas HCP HCA Total
Masculino 4 3 1 8
Feminino 14 3 2 19
Total 18 6 3 27

*p=0,4301 (2=1,69)

Tabela 36. Distribuicdo dos Casos por Sexo e Diagndstico Histolégico

Dicotomizado

Sexo Nuamero de Casos *

Lesdes Minimas Lesdes de HC Total
Masculino 4 4 8
Feminino 14 5 19
Total 18 9 27

*p =0,2261 (Fisher)

Tabela 37. Distribuicdo dos Casos por Tipo de Doador e Diagnéstico Histoldgico

Tipo de Doador NUmero de Casos *

L. Minimas HCP HCA Total
Vivo Relacionado 10 4 1 15
Cadaver 7 2 2 11
Total 17 6 3 26

*p=0,6262 (,2=0,94)
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Tabela 38. Distribuicdo dos Casos por Tipo de Doador e Diagnostico Histologico
Dicotomizado

Tipo de Doador Nimero de Casos *

Lesdes Minimas Lesbes de HC Total
Vivo Relacionado 10 5 15
Cadaver 7 4 11
Total 17 9 26

*p =0,5982 (Fisher)

Tabela 39. Relacado entre o Tempo de Hemodialise e o Diagnéstico Histoldgico

Diagnostico Histolégico N Tempo de Didlise (meses)

X vm VM Md *
Lesbes Minimas 18 45,72 3 156 36
Hepatite Cronica Persistente 6 25,50 10 54 21,5
Hepatite Crbnica Ativa 3 75,00 21 132 72

X = Média ; vm = Valor Minimo ; VM = Valor Maximo ; Md = Mediana ;
*p =0,2120 (Kruskal-Wallis)

Tabela 40. Relacdo entre o Tempo de Hemodialise e o Diagnéstico Histoldgico
Dicotomizado

Diagnéstico Histoldgico N Tempo de Dialise (meses)

X vm VM Md *
Lesdes Minimas 18 45,72 3 156 32
Lesbes de Hepatite Crbnica 9 42,00 10 132 31

X = Média ; vm = Valor Minimo ; VM = Valor Maximo ; Md = Mediana ;
*p =0,7185 (Mann-Whitney)

Tabela 41. Relagdo entre o Tempo de Transplante e o Diagndstico Histoldgico

Diagndstico Histolégico N Tempo de Transplante (meses)

X vm VM Md *
Lesdes Minimas 18 45,44 8 168 34
Hepatite Crbnica Persistente 6 36,50 6 54 42
Hepatite Cronica Ativa 3 52,67 46 61 51

X = Média ; vm = Valor Minimo ; VM = Valor Maximo ; Md = Mediana ;
*p=0,5175 (Kruskal-Wallis)
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Tabela 42. Relacdo entre o Tempo de Transplante e o Diagndstico Histoldgico

Dicotomizado

Diagndstico Histoldgico N Tempo de Transplante (meses)

X vm VM Md *
Lesdes Minimas 18 45,44 8 168 35
LesBes de Hepatite Crdnica 9 41,89 6 61 46

X = Média ; vm = Valor Minimo ; VM = Valor Maximo ; Md = Mediana ;
*p = 0,8369; (Mann-Whitney)

Tabela 43. Relacdo entre o Numero de Transfusdes de Sangue e o Diagndéstico

Histologico
Diagndstico Histologico N NUmero de Transfusdes

X vm VM Md *
LesGes Minimas 18 14,28 2 50 11,0
Hepatite Cronica Persistente 6 7,50 1 30 3,5
Hepatite Crénica Ativa 3 9,00 3 20 4,0

X = Média ; vm = Valor Minimo ; VM = Valor Maximo ; Md = Mediana ;
* p = 0,1822; (Kruskal-Wallis)

Tabela 44. Relacdo entre o Numero de Transfusdes de Sangue e o Diagndéstico

Histol6gico Dicotomizado

Diagndstico Histologico N Nimero de Transfusées

X vm VM Md *
LesGes Minimas 18 14,28 2 50 11
Lesdes de Hepatite Cronica 9 8,00 1 30 4

X =Média; vm = Valor Minimo ; VM = Valor Maximo ; Md = Mediana ;
*p =0,0753; (Mann-Whitney)

Foi testada a associacéo entre valores do Escore de Knodell e sexo ou tipo de
doador, tendo sido avaliada, também, a correlagdo do Escore de Knodell com o tempo
de didlise, tempo de transplante e nimero de transfusfes de sangue. Esses resultados

sdo mostrados nas tabelas 45 a 47.

Tabela 45. Relagéo entre o Sexo e o0 Escore de Knodell
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Sexo N Escore de Knodell

Média V. minimo V. Maximo Mediana *
Masculino 8 1,75 1,5
Feminino 19 0,89 0
*p =0,1734; (Mann-Whitney)
Tabela 46. Relagado entre o Tipo de Doador e o Escore de Knodell
Doador N Escore de Knodell

Média V. minimo V. Maximo Mediana *

Vivo Relacionado 15 0,93 4 0
Cadaver 11 1,54

*p =0,3492; (Mann-Whitney)

Tabela 47. Correlagao entre Idade, Tempo de Hemodidlise, Tempo de Transplante

e Nimero de Transfusdes com o Escore de Knodell

Variavel Correlacionada r Significancia Teste
Idade 0,63 I.C.=0,31a0,82 Pearson
Tempo de Dialise -0,01 p=0,951 Spearman
Tempo de Transplante 0,30 p=0,134 Spearman
NuUmero de Transfusdes -0,18 p=0,375 Spearman

r = Coeficiente de Correlagcéo

A Unica varidvel descritiva que mostrou relagdo estatisticamente significativa

com o diagndstico histolégico foi a idade. A média de idade entre os pacientes com

HCA foi de 58,33 anos, com HCP foi de 51,33 anos e com lesdes minimas ou

inespecificas foi de 37,50 anos (p=0,0015, ANOVA). A relacdo foi mais clara na

andlise do diagnostico na forma dicotomizada. A média de idade entre os pacientes

com lesdes de Hepatite Crdnica foi de 53,7 anos, enquanto que a dos pacientes com

lesbes minimas ou inexistentes foi de 37,5 anos (p=0,0006,

"t" de Student). A

correlacdo entre idade e Escore de Knodell demonstrou-se também estatisticamente

significativa, com um coeficiente de correlacéo linear de Pearson igual a 0,63 (intervalo



de confianca de 95% de 0,31 a 0,82).

N&o houve associacdo entre sexo e diagndstico histoldgico, nem entre tipo de

doador e diagnostico histologico. Nao houve associacdo, também, entre tempo de

didlise, tempo de transplante ou nimero de transfusfes de sangue com diagnostico

histologico, nem correlacao de qualquer dessas variaveis com o Escore de Knodell.

Buscou-se verificar se um hipotético tempo de exposicdo a doenca traria

relacdo com o diagnéstico histolégico ou com o Escore de Knodell. Esse tempo,

imaginado como a soma do tempo de didlise com o tempo de transplante, ndo mostrou

relacdo estatisticamente significativa com o diagndstico histolégico nem com o Escore

de Knodell. O resultado dessas analises € mostrado nas tabelas 48 e 49.

Tabela 48. Relagdo entre o Tempo de Exposi¢cao e o Diagnostico Histoldgico

Diagndstico Histologico N Tempo de Exposi¢cdo (meses)

X vm VM Md *
Lesbes Minimas 18 91,17 36 182 81,5
Hepatite Crbnica Persistente 6 62,00 16 108 58,0
Hepatite Crbnica Ativa 3 127,67 82 178 123,0

X = Média ; vm = Valor Minimo ; VM = Valor Maximo ; Md = Mediana ;
*p =0,0915; (kruskal-Wallis)

Tabela 49. Relacdo entre o Tempo de Exposicdo e o Diagnéstico Histolégico

Dicotomizado

Diagndstico Histologico N Tempo de Exposicdo (meses)

X vm VM Md *
Lesbes Minimas 18 91,17 36 182 81,5
LesOes de Hepatite Crdnica 9 83,89 16 178 77,0

X = Média ; vm = Valor Minimo ; VM = Valor Maximo ; Md = Mediana ;
*p =0,7772; (Mann-Whitney)
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A correlagédo entre o tempo de exposicdo e o Escore de Knodell foi avaliada
através do coeficiente de correlagdo de Spearman. O coeficiente encontrado para
essa correlacdo foi de 0,15, sendo o valor de "p" igual a 0,476. Logo, ndo houve
correlagdo estatisticamente significativa entre o hipotético tempo de exposicdo e o
Escore de Knodell.

A doenca-base que levou a perda da funcao renal ndo pode ser analisada,
mesmo com testes ndo-paramétricos, devido ao pequeno nimero de casos em cada

categoria.

3.4.7 Relacao entre as provas bioquimicas hepaticas e o diagnéstico histolégico

As provas bioquimicas hepéticas foram avaliadas quanto ao fato de estarem ou
ndo dentro dos limites normais e comparadas com o diagndstico histologico. A
comparacdo dos resultados das provas hepaticas com o diagndstico histolégico

dicotomizado na forma "les6es minimas ou inexistentes x lesdes de hepatite cronica

esta exposta na tabela 50.

Tabela 50. Relacdo entre o Resultado das Provas Bioquimicas Hepaticas e o
Diagnéstico Histolégico Dicotomizado na Forma "Lesbes Minimas ou

Inexistentes x Les@es de Hepatite Cronica"

Numero de Pacientes

ALT AST GGT FA Bib T
N A N A N A N A N A
LesBes Minimas 14 4 15 3 15 3 15 3 15 3
LesOes de Hepatite Crbnica 5 4 6 3 5 4 6 3 7
Total 19 8 21 6 20 7 21 6 22 5
Valor de p (Fisher) 0,2261 0,3046 0,1392 0,3046 0,5527

ALT = Alanina-aminotransferase; AST = Aspartato-aminotransferase; BibT = Bilirrubina total; GGT =
Gama-glutamil-transpeptidase; FA = Fosfatase alcalina; N = Normal; A = Alterado (acima dos valores

normais)
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N&o foi observada associacdo estatisticamente significativa entre provas
hepéticas elevadas (acima de seu limite normal) e diagndstico histologico
dicotomizado.

Os valores das provas bioquimicas hepéaticas, independentemente de serem
considerados normais ou elevados, foram comparados com o diagnostico histoldgico.
Os resultados da andlise na forma dicotomizada " lesdes minimas ou inexistentes x

lesGes de Hepatite Crbénica" estdo demonstrados na tabela 51.

Tabela 51. Valores Médios dos Testes Bioquimicos Hepaticos Conforme o
Diagnéstico Histolégico Dicotomizado na Forma "Lesbes Minimas ou

Inexistentes x Les@es de Hepatite Cronica"

Teste Lesdes Minimas Lesdes de H. C. Valor de p
Média S Média S (Teste "t")
ALT 22,3 25,2 35,7 40,3 0,3077
AST 17,7 19,3 23,7 24,3 0,5063
BibT 0,9 0,4 1,1 0,5 0,1726
BibD 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1492
GGT 40,4 44,7 50,2 40,5 0,6009
FA 142,3 106,6 150,6 36,9 0,8280

ALT = Alanina-aminotransferase; AST = Aspartato-aminotransferase; BibT = Bilirrubina total; BibD =
Bilirrubina direta; GGT = Gama-glutamil-transpeptidase; FA = Fosfatase alcalina; H.C. = Hepatite
Cronica; S = Desvio-padrdo

As provas hepéticas, embora apresentando tendéncia a valores mais elevados
nos pacientes com lesées mais avangadas, ndo mostraram, na andlise estatistica,

diferencas significativas entre 0s grupos de pacientes conforme o diagnostico

histologico.

3.4.8 Relacao entre as provas bioquimicas hepaticas e o Escore de Knodell
Foi avaliada a correlagdo entre as provas bioquimicas hepéticas e o Escore de

Knodell. Esses resultados estédo expostos na tabela 52.
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Tabela 52. Coeficientes de Correlacdo entre as Provas Hepaticas e o Escore de

Knodell

Teste Coeficiente ( Spearman ) Valor de p
ALT 0,43 0,029 *
AST 0,43 0,027 *
BibT 0,34 0,094
BibD 0,51 0,010 *
GGT 0,37 0,079

FA 0,16 0,443

ALT = Alanino-transferase; AST = Aspartatotransferase; BibT = Bilirrubina total; BibD = Bilirrubina direta;
GGT = Gama-glutamil-transpeptidase; FA = Fosfatase alcalina; * = significativo para o = 0.05

Na avaliacdo da correlagdo das enzimas hepaticas com o Escore de Knodell,
verificou-se significancia estatistica para a ALT (p=0,029), a AST (p=0,027) e a
bilirrubina direta (p=0,010), e valores de "p" proximos da significAncia para a Gama-

GT e para a bilirrubina total.

3.4.9 Relacdo entre a presenca de rejeicfes e o diagnostico histolégico e o
Escore de Knodell

Foi avaliada a associacao entre presenca de rejei¢cdes e diagnéstico histolégico
na forma dicotomizada "les6es minimas x lesGes de hepatite cronica". Os resultados

sdo apresentados na tabela 53.

Tabela 53. Relacdo entre Presenca de Rejeicbes e Diagndstico Histoldgico
Dicotomizado

Rejeicao Numero de Pacientes
Lesdes Minimas Lesdes de HC Total
Sim 14 4 18
Nao 2 5 7
Total 16 9 25

*p =0,0343 ; (Fisher)



91

A tabela 54 apresenta 0os numeros médio e mediano de rejeicdes conforme o
diagnéstico histologico e a tabela 55 apresenta a comparacdo com o diagnostico

histologico dicotomizado.

Tabela 54. Numero de Episédios de Rejeicdo conforme o Diagndéstico

Histologico
Diagndstico N NUumero de Episodios de Rejeigcédo

Valor Minimo Valor Maximo Mediana* Média
LesGes Minimas 16 0 2 1,5 1,375
HCP 6 0 1 0,5 0,500
HCA 3 0 1 0 0,333

* p =0,0174; Kruskal-Wallis

Tabela 55. Numero de Episédios de Rejeicdo conforme o Diagndéstico

Histolégico Dicotomizado

Diagndstico N NUumero de Episodios de Rejeigcédo

Valor Minimo Valor Maximo Mediana* Média
Lesdes Minimas 16 0 2 1,5 1,375
Lesbes de HC 9 0 1 0 0,444

* p=0,0046; (Mann-Whitney)

O fato de haver tido rejeicdo aguda mostrou uma associacdo inversa com a
gravidade do diagnéstico histologico. Conforme mostra a tabela 53, verificou-se uma
associacdo estatisticamente significativa entre presenca de rejeicdo e apresentar, na
analise dicotomizada do diagnéstico, "LesGes minimas ou inexistentes" (p=0,0343;
teste exato de Fisher).

Os pacientes que tiveram um numero maior de rejeicbes apresentaram
diagnésticos histolégicos mais favoraveis, tanto na analise agrupada primariamente
como na dicotomizada. A mediana do numero de episodios de rejei¢cdo foi zero (0)
entre os pacientes com HCA, 0,5 entre os pacientes com HCP e 1,5 entre os pacientes

com lesBes minimas ou inespecificas (p=0,0174; Kruskal-Wallis).
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Na andlise dicotomizada (tabela 55) a mediana foi zero (0) entre os pacientes
com lesBes de hepatite crbnica e 1,5 entre os pacientes com lesdes minimas,
mantendo-se a significancia estatistica da diferenca (p=0,0046; Mann-Whitney).

Foi realizada a avaliacdo da relacdo do Escore de Knodell com a presenca ou

nao de rejeicBes. Esses resultados sdo mostrados na tabela 56.

Tabela 56. Escore de Knodell conforme a Presenca ou Nao de Rejeicdes

Pacientes N Escore de Knodell

Valor Minimo Valor Maximo Mediana *
Com Rejeicdo 18 0 4 0
Sem Rejeigcéo 7

* p =0.0041, Mann-Whitney

A mediana dos valores do Escore de Knodell foi maior nos pacientes que nao
apresentaram rejeicdo (Md=2) do que nos pacientes que tiveram ao menos um
episodio de rejeicdo (Md=0); p = 0.0041 pelo teste de Mann-Whitney.

O numero de episddios de rejeicdo apresentou uma relagdo inversa com o
Escore de Knodell. O coeficiente de correlacdo encontrado foi -0,667 (p=0,000,

Spearman).

3.4.10 Relagcdo da imunossupressao com o diagndstico histolégico e com o
Escore de Knodell

O uso de prednisona, azatioprina, ciclosporina ou ciclofosfamida, tanto atual
como no passado, descrito na secédo 3.4.3, ndo mostrou associacdo estatisticamente
significativa com os diagndsticos histoldgicos, nem com o Escore de Knodell.

Foi avaliada a relacdo do tempo de uso dessas drogas com o diagnéstico
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histolégico e com o Escore de Knodell.

Nado houve diferencas significativas no tempo de uso dessas drogas
relativamente ao diagndéstico histolégico.

A correlagdo entre o tempo de uso das drogas imunossupressoras béasicas e o

Escore de Knodell, avaliada através do teste de Spearman, € mostrada na tabela 57.

Tabela 57. Coeficientes de Correlagdo (Spearman) entre o Tempo de Uso das

Drogas Imunossupressoras e o0 Escore de Knodell

Droga Coeficiente (r) Valor de p
Prednisona 0,41 0,037
Ciclosporina 0,37 0,059
Azatioprina 0,18 0,398
Ciclofosfamida 0,09 0,672

O tempo de uso de prednisona apresentou uma correlacdo estatisticamente
significativa com o Escore de Knodell (r=0,41, p=0,037). O tempo de uso de
ciclosporina apresentou uma tendéncia a correlagcdo com o Escore de Knodell (r=0,37;
p=0,059), ndo verificada com os tempos de uso de azatioprina e ciclofosfamida
(p=0,398 e p=0,672, respectivamente).

Foi avaliada a associacdo entre o fato de ter recebido pulsos de metil-
prednisolona ou cursos de OKT3 com o diagnostico histolégico dicotomizado na forma
"lesdes minimas x lesGes de hepatite crénica". O resultado € mostrado nas tabelas 58

e 59.
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Tabela 58. Relacdo entre Pulso de Metil-Prednisolona e Diagndéstico Histologico

Dicotomizado na Forma "Lesdes Minimas x Lesdes de Hepatite Cronica".

Pulso de MP Numero de Pacientes *

LesOes Minimas Lesdes de Hepatite Cronica Total
Sim 13 3 16
Nao 2 6 8
Total 15 9 24

*p =0,0127; ( Fisher)

Tabela 59. Relacdo entre Curso de OKT3 e Diagndstico Histoldégico Dicotomizado

na Forma "Lesdes Minimas x Les8es de Hepatite Cronica".

Curso de OKT3 Numero de Pacientes *

Lesdes Minimas Lesdes de Hepatite Cronica Total
Sim 2 5 7
Nao 13 4 17
Total 15 9 24

*p =0,0420; ( Fisher)

O fato de ter recebido pulso de metil-prednisolona apresentou associacéo
estatisticamente significativa com a presenca de lesdes minimas ou inexistentes na
PBH (p=0,0127, Fisher). No entanto, o fato de ter recebido pulso de OKT3 evidenciou
um efeito oposto, ou seja, apresentou associacao estatisticamente significativa com a
presenca de lesdes de hepatite cronica (p=0,0420, Fisher).

Foi avaliada a relacdo entre o fato de ter recebido pulsos / cursos dessas
drogas e o Escore de Knodell. Essa avaliagdo foi realizada através da comparagéo
entre os valores do Escore para quem recebeu e para quem nao recebeu os pulsos /

cursos. Os resultados sao mostrados na tabela 60.

Tabela 60. Escore de Knodell conforme Ter ou Nado Ter Recebido Pulsos de
Metil-Prednisolona ou OKT3
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Escore de Knodell

Valor Minimo Valor Maximo Mediana * Média
Com pulso de MP 0 4 0 0,62
Sem pulso de MP 1 6 2 2,50
Com curso de OKT3 0 6 2 2,29
Sem curso de OKT3 0 4 0 0,82

MP = Metil-Prednisolona ; * p = 0,0018 para a MP e 0,0340 para o OKT3 (Mann-Whitney)

A mediana do Escore de Knodell foi significativamente menor entre os que
receberam pulso (Md=0) do que entre os que ndo receberam pulso (Md=2) de metil-
prednisolona (p=0,0018), enquanto que a mediana do Escore de Knodell foi
significativamente maior entre os que receberam curso (Md=2) do que entre os que
nao receberam curso de OKT3 (Md = 0, p=0,0340, Mann-Whitney).

O namero de pulsos de metil-prednisolona e de cursos de OKT3 foi comparado
com os diagnésticos histoldgicos dicotomizados. Esses resultados sdo mostrados na

tabela 61.

Tabela 61. Niumero de Pulsos de Metil-Prednisolona e de Cursos de OKT3

Conforme o Diagndéstico Histolégico Dicotomizado

Diagndstico Histologico N Pulsos de Metil-prednisolona Pulsos de OKT3
Dicotomizado vm VM Md * vm VM Md **
Lesdes Minimas ou Inexistentes 15 0 2 1 0 2 0
LesGes de Hepatite Crdnica 9 0 3 0 0 1

*p =0,0253; ** p = 0,0508; (Mann-Whitney);
vm = valor minimo; VM = valor maximo; Md = mediana

O numero de pulsos de metil-prednisolona foi maior entre os pacientes que
apresentaram lesdes minimas ou inexistentes (Md=1) do que entre os que tiveram
lesBes de hepatite crénica (Md=0, p=0,0253). Inversamente, o nimero de cursos de
OKT3 foi maior entre os pacientes que apresentaram lesdes de Hepatite Cronica

(Md=1) do que entre os que tiveram lesdes minimas ou inexistentes (Md=0,
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p=0.0508).

O numero de pulsos de metil-prednisolona e de cursos de OKT3 foram
relacionados com o Escore de Knodell utilizando-se o teste de correlagdo de
Spearman. Verificou-se que houve correlacdo estatisticamente significativa entre o
namero de cursos de OKT3 e o Escore de Knodell (r=0,45, p=0,029). O nimero de
pulsos de metil-prednisolona, por outro lado, apresentou correlacdo inversa,

estatisticamente significativa com o Escore de Knodell (r = -0,58, p=0,003).

3.4.11 Relacdo do uso de drogas hepatotdoxicas com o diagnéstico histolégico e
com o Escore de Knodell

A utilizacdo atual ou passada das drogas potencialmente hepatotoxicas - metil-
dopa, cetoconazol, izoniazida ou acetaminofen - ndo mostrou relacdes
estatisticamente significativas, quer com o diagndstico histoldgico, quer com o Escore

de Knodell, em nenhum dos testes utilizados.

3.4.12 Relacao entre a sorologia para o citomegalovirus (CMV) e o diagnhostico
histolégico e o Escore de Knodell

Conforme descrito acima (secdo 3.4.5), apenas um paciente mostrou
positividade na sorologia para o CMV - IgM, e em titulos baixos (1 :5), e apenas um
outro mostrou-se negativo para o CMV-IgG. Essa distribuicdo das variaveis nédo
permitiu a realizacdo de testes estatisticos e ndo permite evidenciar nenhuma relagao

com o diagndstico histolégico nem com o Escore de Knodell.
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3.5 Analise Multivariada

Foi realizada analise multivariada por regressdo logistica, na qual foram
estabelecidas como varidveis desenlace, em modelos distintos: a) lesdes de hepatite
cronica (diagnostico histologico dicotomizado na forma "lesGes minimas x lesdes de
hepatite cronica™) ; b) Escore de Knodell maior que 2.

Foi realizada modelagem, incluindo as varidveis que apresentaram correlacao
significativa ou préxima da significancia na analise univariada, bem como possiveis
variaveis de confusdo. Foram incluidos, inicialmente, idade, HBsAg, tempo de
exposicao (tempo de dialise + tempo de transplante), ocorréncia de rejei¢cdes, nimero
de rejeicdes, tempo de uso de prednisona, tempo de uso de ciclosporina, pulsos de
metil-prednisolona, numero de pulsos, cursos de OKT3, numero de cursos, ALT e
AST. No entanto, o nimero pequeno de casos nao permitiu a inclusdo de muitas
variaveis no mesmo modelo.

No processo de definicdo do modelo logistico foram realizadas analises
bivariadas entre diferentes varidveis de exposi¢cdo, bem como analises estratificadas
da relacdo das variaveis de exposi¢cdo com o desenlace.

As anadlises bivariadas entre presenca de rejeicdo e curso de OKT3 com a
idade sdo mostradas nas tabelas 62 e 63. O comportamento da “ocorréncia de pulsos
de metil-prednisolona” foi superponivel ao da “ocorréncia de rejeicbes”, visto que o

pulso de metil-prednisolona é o tratamento inicial de escolha para a rejei¢cdo aguda.

Tabela 62. Relagdo da Idade Com a Ocorréncia de Rejeicao

Rejeicao N Idade

Média * Desvio padréo
Sim 20 39,2 10,41
Néo 7 53,0 11,87

*p =0,0073; "t" de Student
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Tabela 63. Relagdo da Idade Com a Presenca de Cursos de OKT3

Cursos N Idade

Média * Desvio padréo
Sim 8 49,7 14,65
N&o 18 40,2 10,30

*p =0,0635; "t"de Student

Verificou-se que a idade foi significativamente menor entre 0os pacientes que
tiveram rejeicdo, o que explica o efeito da rejeicdo no diagndstico histolégico, que foi
perdido quando controlado para a idade.

Embora ndo tendo atingido significancia estatistica (p = 0,0635), a idade dos
pacientes que receberam cursos de OKT3 tendeu a ser maior do que aqueles que nédo
receberam curso.

Os resultados da andlise estratificada da relacdo da idade com o diagnéstico
histolégico dicotomizado na forma “lesbes minimas ou inexistentes x lesdes de
hepatite cronica”, de acordo com a ocorréncia de rejeicdes e uso de OKT3, sdo
mostrados nas tabelas 64 e 65.

Tabela 64. Relagdo entre a Idade e o Diagnéstico Histolégico Dicotomizado,

Estratificada Conforme a Ocorréncia de Rejeicao.

Rejeicao N Média de Idade + s p
L. Minimas L. de Hepatite Cronica

Sim 18 35,3+8,5 53,2+5,6 0,0014

Nao 7 50,5+ 17,7 54,0+ 11,4 0,7544

s = desvio padréo
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Tabela 65. Relacdo entre a Idade e o Diagnéstico Histol6gico Dicotomizado,

Estratificada Conforme o Uso de OKT3

OKT3 N Média de Idade + s p
L. Minimas L. de Hepatite Cronica

Sim 7 35,5+13/4 58,4+£9,0 0,0409

Nao 17 37,7+£110 47,7 £ 3,4 0,0948

s = desvio padrédo

Verificou-se que, entre 0s pacientes que tiveram rejeicdo, a idade foi
significativamente maior entre os que tiveram lesbes de hepatite crénica (idade
média=53,2 anos) do que entre os que tiveram lesdes minimas (idade média=35,2
anos; p=0,0014). No entanto, entre 0s pacientes que nao tiveram rejeicao, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as idades dos que tiveram lesdes
minimas e dos que tiveram lesdes de hepatite crénica (p=0,7544). O efeito da
ocorréncia de rejeicdo sobre o diagndstico histologico foi, portanto, confundido pelo
efeito da idade.

Entre os pacientes que receberam curso de OKT3, a idade também foi
significativamente maior entre os que tiveram lesdes de hepatite crénica (p=0,0409).
Esta diferenca ndo se verificou entre os pacientes que nao receberam cursos de OKT3
(p=0,0948). Aqui, novamente, verificou-se confusdo do efeito do uso de OKT3 sobre o
diagnéstico histologico pelo efeito da idade.

O resultado do modelo logistico final que melhor expressou a relacdo entre as

variaveis é mostrado na tabela 66.
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Tabela 66. Modelo Logistico: Relacdo da ldade, Controlada para Tempo de
Exposicdo, Ocorréncia de Rejeicao, Numero de Pulsos de Metil-Prednisolona,
Numero de Cursos de OKT3 e Valor da ALT, com a Presenca de Lesdes de

Hepatite Crbnica *

Variavel Razao de Chances Intervalo de Confianga  Valor
(Odds-Ratio) dep
Idade 1,241 1,018 a 1,511 0,0323
Tempo de Exposicdo 0,979 0,935 a 1,025 0,3657
Rejeicao 0,841 0,146 a 4,856 0,8463
Numero de Pulsos de Metil-prednisolona 0,619 0,155 a 2,469 0,4970
Numero de Cursos de OKT3 1,862 0,501 a 6,926 0,3536
ALT 1,042 0,985 a 1,102 0,1541

* Razao de Verossimilhanca do Modelo: p = 0,0057

A idade mostrou associacao significativa com a presenca de lesGes de hepatite
cronica. A idade manteve associacdo significativa com o diagnéstico histologico
mesmo quando controlada para tempo de exposicdo, drogas imunossupressoras e
rejeicoes.

A razdo de chances (odds-ratio) da idade foi de 1,2. Isso significa que o risco
de apresentar lesGes de hepatite cronica foi 20% maior, a cada ano de vida, nessa
populacéo de transplantados com hepatite C.

O tempo de exposicdo nao apresentou associagdo significativa com o
diagndéstico histolégico na analise multivariada, ndo confundindo o efeito da idade.

A presenca e 0 numero de rejeicdes, a presenca e o numero de pulsos de
metil-prednisolona, a presenca e o nimero de cursos de OKT3, a ALT e a AST,
quando incluidas como principal exposicdo, apresentaram associa¢do ou tendéncia a
associacdo com o diagndstico histologico, mas as associacdes foram perdidas quando
controladas para a idade.

Assim sendo, a idade mostrou-se, na analise multivariada, o Unico fator
independentemente associado com a presenca de lesdes de hepatite crénica no

diagnéstico histologico.
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4 DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas da amostra

Conforme descrito na secdo 2.3.2, uma amostra de tamanho ideal para o
estudo proposto constaria de 33 pacientes. Tal amostra permitiria detectar, com uma
confianga de 95%, a existéncia de uma sensibilidade de 75% na capacidade do
exame da PAH em diagnosticar o grau e a evolucdo das lesBes hepaticas nos
transplantados renais com hepatite C, tendo como padrdo-ouro a bhiépsia hepatica. O
namero de pacientes efetivamente examinados no presente estudo chegou a 28,
sendo que foram obtidos 26 pares validos com resultados satisfatérios na PAH e na
PBH. O numero de casos obtido, portanto, ficou abaixo do esperado, certamente
constituindo um dos fatores que dificultou o cumprimento dos objetivos propostos, na
medida em que houve prejuizo de algumas das analises estatisticas, em especial da
analise multivariada.

A selecéo dos pacientes tomou como base a presenca de anticorpos anti-HCV,
detectados pelo método ELISA de segunda geracdo. Esse teste tem sensibilidade
elevada, entre 80% e 100%, com uma janela imunologica de 4 a 8 semanas (5, 43,
107, 169), sendo o teste de triagem mais empregado em clinica e em pesquisas.
Pode, porém, apresentar alto indice de falsos positivos entre grupos de baixo risco, e
em presenca de hipergamaglobulinemia (107).

Em recente dissertacdo de mestrado, onde foram estudados transplantados
renais de outro hospital de Porto Alegre, Zanotelli (175) utilizou 3 testes ELISA de

segunda geracdo(UBI, ABBOT e BEHRING) para deteccdo do anti-HCV, obtendo
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frequéncias de 27,5%, 25,0% e 22,9%, respectivamente, entre 0S mesmos pacientes.
Entre os positivos pelo teste UBI, apenas 45,45% foram positivos para o HCV-RNA por
PCR double-nested (dupla incubacéo). O significado desses resultados é discutivel, no
sentido de que ndo se pode afirmar que os restantes 44,55% fossem falsos positivos.
O mais correto é reconhecer a variabilidade da acuréacia dos testes anti-HCV ELISA de
segunda geragdo, que, embora pequena, existe de fato.

Nossos pacientes foram testados, na primeira vez, a partir de 4 meses apés o
transplante, e em todos eles o proteinograma ndo mostrou elevacbes da gama-
globulina. Quando o teste foi positivo, foi realizada nova testagem apds 6 meses.
Considerando-se que a populacdo estudada € uma populacdo de alto risco para o
HCV, tanto do ponto de vista clinico quanto da prevaléncia efetivamente encontrada
(40,5% - ver secdo 2.3.2), e que, por se tratar de pacientes imuno-suprimidos é
improvavel a presenca de hepatite cronica auto-imune, pode-se considerar que o
procedimento de selecdo torna pouco provavel a presenca de falsos positivos na
amostra.

A existéncia de falsos negativos, isto €, pacientes indevidamente excluidos
pelo método de testagem, deve ser considerada, ja que pacientes imunossuprimidos
podem nao desenvolver ou apresentar titulos muito baixos de anticorpos anti-HCV.
Poterucha (130) verificou que em receptores de transplante de figado a magnitude da
infeccao pelo HCV foi subestimada com o uso dos testes sorolédgicos para o anti-HCV,
sendo necesséria a utilizagéo de técnicas de deteccdo do RNA viral para o diagnéstico
da infeccdo pés-transplante. Em nossa amostra, a exclusdo dos pacientes falsos-
negativos, caso existam, poderia influenciar a frequéncia final de lesdes hepéticas
encontradas, mas nao teria influéncia no objetivo principal do estudo, que é a
avaliacdo da PAH como método diagnéstico.

Dos trinta e dois pacientes originalmente selecionados, quatro foram
“perdidos”, conforme descrito na secdo 3.1. Nao séo conhecidas as caracteristicas

clinicas desses pacientes, ja que o protocolo de coleta de dados somente era aplicado
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imediatamente antes da realizacdo dos procedimentos, caso esses fossem
efetivamente realizados. Constatou-se, apenas, que dos quatro “perdidos” 3 foram do
sexo masculino, o que provocou uma modificacdo na proporcdo entre oS sexos na
amostra final, que constou de 9 pacientes masculinos (32%) e 19 femininos (68%).

Ao contrario da hepatite B, ndo parece haver diferenca na incidéncia ou na
prevaléncia da hepatite C em relacéo ao sexo (8, 152). Nao existe, também, indicacao
de que a progressdo da doenca seja pior em algum dos sexos. Rao (136) encontrou o
sexo feminino como fator associado a progressao histolégica em transplantados renais
com hepatopatia cronica, mas a etiologia da doenca hepatica em seus pacientes era
variada, incluindo hepatite B, C, e hemossiderose. Em nossa amostra, 0 sexo ndo
mostrou relagdo com o diagndstico histolégico (tabelas 35 e 36), nem com o Escore de
Knodell (tabela 45). Considera-se, portanto, que a proporcdo de pacientes masculinos
e femininos na amostra néo teve influéncia nos resultados do estudo.

Dois pacientes examinados foram positivos também para o HBsAg. N&o
existem, ainda, conclusdes definitivas a respeito do efeito da co-infec¢do pelos virus
da hepatite B e C em transplantados renais. Franceschini e o grupo do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (52) concluiram que em urémicos o dano hepatico com a co-
infeccdo B e C nao € aditivo, sendo que possivelmente a severidade do dano hepatico
nesses pacientes seja determinada apenas pelo virus B. No entanto, Huang (76)
considera que, em transplantados renais, a co-infeccdo de HBV e HCV é
particularmente agressiva e de pior progndstico. Em nossa amostra, os dois pacientes
HBsAg-positivos apresentaram lesdes minimas a bidpsia hepética. A existéncia de
apenas dois casos impossibilitou a verificacdo de existéncia de associacdo
estatisticamente significativa entre a presen¢ca de HBsAg e o diagndstico histolégico.
Em conseqliéncia, optou-se por incluir esses pacientes na analise global. Os quatro
casos "perdidos" eram negativos para o HBsAg.

A idade, o tempo de hemodidlise e 0 tempo de transplante dos pacientes da

amostra foram descritos na tabela 5, e, embora néo tenha sido realizada prova
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estatistica especifica, parecem semelhantes aos de outros trabalhos da literatura (17,
31, 113).

Os pacientes foram selecionados para o estudo tendo como critério basico a
positividade para o anti-HCV. Nao foram tomados em conta, para fins de inclusdo no
estudo, caracteristicas clinicas ou laboratoriais de doenca hepética. A tabela 30
mostra os resultados dos testes bioquimicos hepéticos na amostra. Como se vé na
tabela, o nimero de pacientes com enzimas elevadas no momento do exame atingiu
no maximo 29% da amostra (no caso da ALT e da GGT). Deve-se, portanto, ao
analisar os resultados, considerar que trata-se de uma populacdo em sua maioria sem
evidéncias clinicas ou laboratoriais de hepatopatia cronica.

A tabela 6 mostra a etiologia da insuficiéncia renal nos pacientes estudados.
Stempel (156) ndo encontrou diferencas na prevaléncia do anti-HCV em
transplantados renais conforme a etiologia da doenca renal, mas nao se refere as
caracteristicas clinico-patolégicas dai decorrentes. Para efeito de comparacéo,
podemos citar a série de Allison, em Glasgow (4), que entre 37 transplantados renais
com hepatopatia cronica (de etiologias diversas) encontrou como doenca renal
subjacente : glomerulonefrites 15 (41%), pielonefrite cronica 5 (14%), nefropatia
obstrutiva e/ou de refluxo 5 (14%), doenca cistica renal 2 (5%), nefropatia diabética 2
(5%) e outras doencas em 8 (22%) pacientes. Essas diferencas provavelmente nao
tém relacdo com o desenvolvimento da hepatopatia, mas devem-se a diferencas de
prevaléncia das respectivas doencas aqui e na Escécia. Deve-se salientar a alta
propor¢cdo de casos com etiologia indeterminada e a razoavel frequéncia de
hipertensdo arterial em nossa amostra. Em Glasgow, a virtual inexisténcia de
pacientes com etiologia desconhecida reflete-se na alta taxa de glomerulonefrites
diagnosticadas. Por outro lado, em um pais com um sistema de salde publica
provavelmente mais eficiente, o nUmero de perdas de rins por hipertensdo néo tratada

deixa de ser importante.
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4.2 A puncéo bidpsia hepatica

Conforme descrito na secdo 2.4.6, foi utlizada, nesse estudo, uma
classificacdo das lesdes histolégicas hepaticas baseada na classificacdo tradicional
das hepatites cronicas (79), acrescida dos critérios de Scheuer (147) para
caracterizacdo da hepatite C.

Embora Czaja (37) tenha verificado alta especificidade (81% a 99%) e valor
preditivo (62% a 91%) das caracteristicas histolégicas para diferenciar a etiologia das
hepatites crénicas, no presente estudo a histologia ndo foi utilizada com essa
finalidade, ja que o critério de selecdo partiu do pressuposto que todos os pacientes
biopsiados eram portadores crénicos da hepatite C.

A classificacdo mais recente das hepatites, reivindicada por Czaja (36) e
Desmet (39), entre outros, e consolidada por um grupo de trabalho internacional em
1994 (95), agrega ao diagndéstico morfolégico e a graduacgéo, a designacéo etiolégica e
0 estadiamento (65, 80). Diante da necessidade de mensurar de maneira mais precisa
a atividade inflamatdria, foram sugeridos diversos sistemas de quantificagdo. O mais
empregado é o Escore de Knodell.

Nesse estudo, optou-se pela utilizacdo da classificacdo tradicional por dois
motivos principais: 1) a nova classificagdo tem uma estrutura “ramificada”, ou seja,
parte da etiologia e vai até a caracterizacdo da atividade inflamatéria (graduacéo) e da
fibrose (estadiamento); dessa forma, cada caso tem ao menos 3 parametros
classificatorios, o que, se por um lado torna mais precisa e compreensiva a
classificacdo, por outro dificulta o tratamento estatistico dos dados, mais ainda em
amostras relativamente pequenas. A classificacdo tradicional permitiu a sumarizacao
de distintas caracteristicas de um espécime em uma mesma categoria diagnéstica,. 2)
0s casos estudados eram todos, por definicdo, de hepatite crénica pelo virus C.
Conseqglentemente, o diagndstico etiolégico tornava-se redundante, interessando ao

estudo, precipuamente, a evolucdo e a gravidade das les6es morfolégicas, sendo
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suficiente a classificacdo na forma tradicional.

Deve-se ressaltar que grande parte dos autores continuam utilizando a
classificacéo tradicional em suas publicacdes recentes (17, 31, 42, 52, 102, 113, 118,
125, 136).

A citologia aspirativa hepatica, objeto principal do estudo, fundamenta-se na
presenca de células inflamatdrias no tecido. A fim de resgatar a expressdo da
atividade inflamatoria na histologia, agregou-se ao estudo a medida do Escore de
Knodell. As analises, portanto, foram realizadas sempre em paralelo com o
diagnostico histoldgico categdrico e com o Escore de Knodell.

Os diagnésticos histoldégicos foram agrupados, inicialmente, em quatro
categorias, descritas nas secodes 2.2 e 2.4.6 . No citado estudo de Franceschini (51), a
demonstracdo da relacdo da citologia aspirativa com a histologia s6 foi possivel ao
dicotomizar as lesGes encontradas em “Lesdo Menor’ e “Lesdo Maior”. Naquele
estudo, foram consideradas lesdes menores as alteracdes hepaticas minimas e a
hepatite crénica persistente. No presente trabalho, procedeu-se também a
dicotomizacao dos diagnosticos histoldégicos encontrados, porém de duas maneiras
distintas. A primeira, pelo mesmo critério de Franceschini, agrupou os diagndsticos em
“lesbes leves” (lesbes minimas + hepatite crbnica persistente) e “lesbes avancadas”
(hepatite cronica ativa + cirrose). A segunda dicotomizacdo levou em conta o0s
conhecimentos atuais sobre as hepatites cronicas, que demonstram que em individuos
imunossuprimidos, e em especial ao tratar-se de hepatite pelo virus C, a hepatite
crbnica persistente também apresenta potencial de progressao a longo prazo (36, 65).
Dessa forma, reagruparam-se os diagndsticos histolégicos em “lesdes minimas” e
“lesBes de hepatite cronica” (hepatite cronica persistente e hepatite crénica ativa). As
analises com essa classificacdo apresentaram resultados mais consistentes e
significativos.

Em nossa amostra, o material obtido nas 26 punc¢des aproveitadas pode ser

considerado satisfatério. Como foi apresentado nos resultados (secdo 3.2), 73% dos
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casos (19 casos) tiveram 6 ou mais espacos-porta por fragmento, sendo a média da
amostra de 8,27 espacos-porta. O numero de espacos porta considerado satisfatorio
pela literatura é de 6 ou mais no fragmento considerado (88).

Conforme mostrado na tabela 8, entre os 27 pacientes biopsiados foram
encontrados 18 casos de lesGes minimas ou inexistentes (66%), 6 casos de hepatite
crOnica persistente (22%) e 3 casos de hepatite cronica ativa (11%). As frequéncias
encontradas de lesGes de hepatite crénica (persistente ou ativa), e em especial a de
lesBes hepaticas avancadas (hepatite cronica ativa ou cirrose), ficaram abaixo das
esperadas.

A freqUéncia de lesdes histolégicas nas bidpsias de pacientes HCV-positivos
tem apresentado grande variabilidade. Esteban (42), em 77 doadores de sangue HCV-
positivos pelo ELISA e pelo RIBA-2, encontrou 18 (23%) de HCP e 46 (60%) de HCA.
Naito (118)encontrou 19 casos de HCP entre 22 portadores do HCV com ALT
persistentemente normal. Marcen (102) biopsiou 10 transplantados renais HCV-
positivos pelo RIBA-4 e com alterac¢des das provas hepaticas, encontrando HCA em 6,
HCP em 2 e hepatite crénica lobular em 2. Morales (113), em 27 transplantados renais
com hepatopatia crénica, encontrou 5 (18,5%) com cirrose, 9 (33,3%) com HCA e 6
(22,2%) com HCP. Chan (31) biopsiou 13 transplantados renais com positividade para
o0 HCV-RNA, 39,6 + 31,2 meses ap0Os o0 transplante. Desses, 3 pacientes tinham
enzimas persistentemente normais e apresentaram alteracdes minimas a biépsia. Dos
8 que tinham alteracdes flutuantes ou persistentes das enzimas, 7 (53,8%)
apresentaram, na bidpsia, alteracdes minimas; 1 mostrou hepatite crénica lobular, 5
(38,5%) mostraram hepatite cronica ativa e 1 teve cirrose. Boletis (17), em estudo
extenso e elegante, realizou bidpsias hepaticas em 40 transplantados renais HCV-
positivos (ELISA-2 e RIBA-2), em média 27426 (1 a 113) meses apos o transplante,
encontrando 21 (57%) com auséncia de lesfes ou altera¢cdes minimas, 6 (17%) com
hepatite cronica persistente ou lobular e 2 casos (5%) de cirrose. Rao e colaboradores

(136) estudaram 72 transplantados renais com hepatopatia crbnica, independente



108

da etiologia, encontrando 8 (11%) com esteatose, 9 (12%) com hemossiderose, 20
(28%) com hepatite crbénica persistente e 35 (49%) com hepatite crbnica ativa.

Em nosso meio, Vasconcellos e colaboradores (164) encontraram a freqiiéncia
de 37,5% de hepatite crénica e cirrose em doadores de sangue HCV-positivos
assintomaticos, mas com enzimas alteradas, e Franceschini (51), em trabalho
semelhante ao nosso, porém com pacientes urémicos HBsAg-positivos, entre 15
pacientes biopsiados encontrou 72,7% de hepatite cronica e 36,4% somente de
hepatite crbnica ativa. Como nossa estimativa inicial de prevaléncia de lesdes baseou-
se nesses dois ultimos estudos, o resultado efetivamente encontrado resultou abaixo
do esperado. A repercussdao das frequéncias dos diagnosticos histologicos
encontradas sobre os demais resultados do estudo seréd abordada adiante.

Dentre as causas possiveis dessa baixa frequéncia, deve-se considerar 0s
critérios de exclusdo do estudo. Dois pacientes foram excluidos por ja terem sido
biopsiados (se¢do 2.3.3). Esses pacientes haviam sido submetidos a bidpsia por
apresentarem alteracfes clinicas sugestivas de doenca hepética. Dessa forma, a
exclusao foi seletiva para casos com lesdes histolégicas mais avangadas.

Outra causa possivel de baixa frequéncia de lesdes seria um tempo de
evolucdo da doenca insuficiente para o aparecimento de les6es avancadas.

O tempo transcorrido da infeccdo €, reconhecidamente, um dos fatores
determinantes da progressao clinica e patolégica da doenca (150, 152, 153). Na maior
parte dos casos é impossivel saber quando deu-se a infec¢cdo pelo HCV. O mais
provavel é que a infeccdo dos pacientes estudados tenha se dado através de
transfusdes sanguineas durante a hemodialise, em uma época em que 0s testes anti-
HCV ndo eram utilizados pelo banco de sangue local. O fato de o nimero de
transfusbes de sangue ndo ter apresentado relacdo com a gravidade da leséo
hepatica ndo exclui essa hipétese, j4 que o fator mais importante é o tempo, e ndo o
namero de transfusdes. O tempo de transplante € um intervalo que pode ser utilizado

como estimativa do tempo de infec¢cdo. Conforme discutido acima (secéo 4.1) o tempo
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de transplante dos pacientes estudados foi, em média, de 44,68 meses, variando de 6
a 168 meses. Na série de Oliveras (121), todos os casos avancados de doenca
hepatica se desenvolveram apds 5 ou mais anos apds o transplante renal, no entanto
o diagnéstico foi feito somente por alteracdes enzimaticas persistentes, sem realizacdo
de bidpsia hepética. Embora a literatura ndo apresente estudos com realizacdo de
biépsia hepatica com seguimentos muito superiores aos nossos, deve-se considerar a
possibilidade de ndo ter havido tempo suficiente para o aparecimento de lesGes
histologicas mais avancadas.

Os estudos que apresentaram lesdes mais avancadas foram realizados com
pacientes que apresentavam positividade para o teste RIBA-2, e/ou HCV-RNA, e/ou
apresentavam alteracfes enzimaticas persistentes (31, 42, 102). A positividade do
RIBA-2 correlaciona-se fortemente com infectividade, viremia detectavel (HCV-RNA) e
doenca hepatica clinica (43, 49, 163, 169). Os pacientes positivos para o anti-HCV
pelo ELISA de segunda geragdo, mas negativos pelo RIBA e/ou para o HCV-RNA,
ainda sdo objeto de discussdes. Em grupos de baixo risco de exposicao para a
hepatite C, esses pacientes provavelmente sejam falsos-positivos. Porém, em grupos
de alto risco de exposicdo fazem-se necessarios novos estudos para determinar a
frequéncia da presenca do HCV-RNA nesses pacientes (107,109). E possivel que ao
menos parte desses resultados ndo sejam falsos-positivos, mas sim pacientes nos
quais, naguele momento, ndo esta havendo replicacdo viral, ou que apresentam niveis
muito baixos de viremia. Pode significar, também, cura da doenca ou “cicatriz
sorolégica” em pacientes que eliminaram o virus.

Em pacientes tratados com interferon, a redugdo da viremia, medida por
técnicas quantitativas de PCR, é interpretada como fator prognostico de melhora da
progressao clinica (55, 169, 176) . Portanto, aqueles pacientes com presenca do HCV-
RNA ou positivos pelo RIBA-2 poderiam representar o subgrupo com atividade viral
mais intensa e, em consequéncia, com maior probabilidade de lesGes hepaticas

avancadas (109, 169). No entanto, existem relatos de que, em transplantados
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hepaticos com hepatite C, o nivel quantitativo da viremia pés-transplante ndo se
correlaciona com a severidade do dano histologico (158). Desse modo, o efeito
causado nas frequéncias de lesdes histolégicas encontrada, pelo fato de termos
selecionado os pacientes para o estudo somente a partir do teste ELISA, sem a
utilizacdo de RIBA ou técnicas de deteccdo do RNA viral, permanece incerto.

Por outro lado, conforme discutido acima (se¢éo 4.1), os pacientes do presente
estudo apresentaram, em sua maioria, provas bioquimicas hepéaticas normais.

Portanto, as diferencas no critério de selecdo dos pacientes poderiam ser
responsaveis pelas diferencas nas frequencias das lesdes encontradas nesse e nos
estudos citados.

Outra causa possivel das diferencas de evolugédo das lesdes histolégicas nos
pacientes com hepatite C é a existéncia de multiplos subtipos genotipicos do virus.
Apesar da nomenclatura dos tipos e subtipos do HCV n&o ser, ainda, objeto de
consenso, ja foram descritos 9 grupos principais e pelo menos 30 subgrupos
genotipicos, com implicacfes bioldgicas e clinicas distintas,inclusive no que concerne
a resposta ao tratamento com interferon (21). O gendtipo 1b (Il), por exemplo, é
reconhecidamente associado a doenca hepatica mais severa e a um efeito citopatico
mais intenso em pacientes transplantados (129). O subtipo mais frequentemente
identificado no Brasil tem sido o grupo 1, o mais comum na maioria dos paises (21).
No entanto, isso pode apenas refletir o fato desse ter sido o primeiro tipo a ser descrito
e 0 que mais disseminadamente é testado. Nao dispomos, até o momento, de dados
sobre a tipagem do HCV em Porto Alegre.

O diagnéstico histolégico de hepatite crénica em transplantados renais nao
ofereceu maiores dificuldades. Os critérios utilizados pelo patologista na analise das
biépsias hepéaticas, expressos no protocolo (Anexo 1) e relatados na secdo 2.4.6,
foram os habitualmente utilizados na clinica e em pesquisas. Em transplantes
hepéticos, a infeccdo pelo virus C pode ser de dificil diagndstico, pois os achados

histolégicos podem assemelhar-se aos da rejei¢cdo, isquemia, obstrugdo ou outras
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infeccbes (48), mas esse risco, evidentemente, ndo se aplica aos transplantados
renais. A ciclosporina ndo costuma ser responsavel por hepatotoxicidade significativa,
e 0 leve aumento das bilirrubinas em transplantados tratados com essa droga
possivelmente relaciona-se a interacdo entre a ciclosporina e a excrec¢ao da bilirrubina,
sem toxicidade da primeira (71). A azatioprina e outras drogas que podem causar
lesbes hepaticas semelhantes a hepatite foram analisadas como variaveis
independentes.

No presente estudo, além do diagnéstico morfolégico, foi utilizado o Escore de
Knodell para graduacdo das lesBes histologicas hepaticas. A tabelal0 mostra os
valores do Escore conforme o diagndstico histoldgico. Os escores encontrados foram
mais baixos que os originalmente descritos por Knodell para cada categoria de
diagnéstico histolégico (88). Em seu estudo, Knodell descreveu 14 bidpsias obtidas de
5 pacientes, seguidos por periodos de tempo variados, quatro dos quais tinham
diagnéstico de hepatite cronica ndo-A-ndo-B. O Escore foi concebido para avaliar
espécimes com lesBes de hepatite cronica. O fato de termos tido, em nossa amostra,
um numero grande de pacientes com lesdes minimas ou auséncia de lesdes pode ter
sido responsavel pela discrepancia dos valores encontrados. Outra possibilidade é que
em a imunossupressédo tenha sido responsavel pela diferenca nos valores do Escore.
No entanto, o fato de a presente série contar com 27 bidpsias, quase o dobro da série
de Knodell, é relevante, podendo sugerir que os valores do Escore de Knodell devam
ser revalidados para populagfes distintas daquelas originalmente estudadas. Mesmo
assim, como demonstra a tabelalO, no presente estudo foi mantida uma relacdo de

progressividade do Escore de Knodell com a piora do diagndéstico histologico.

4.3 A puncdo aspirativa hepética

A PAH é um método amplamente utilizado para avaliacdo de rejeicdo em
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transplantes de rim e figado (16, 61, 69, 72, 92, 93, 119, 139, 148, 173). Em nosso
meio, Franceschini (51) demonstrou a utilidade da PAH para diagnosticar lesdes
hepaticas em pacientes em hemodialise com hepatite B.

Manfro (99) avaliou a reprodutibilidade dos achados da PAH no diagndstico da
rejeicdo aguda de enxerto. Em seu estudo, a associacdo de técnicas de
imunoperoxidase para avaliagdo dos antigenos HLA-DR e do ICAM-1 aumentou a
sensibilidade e o valor preditivo do método, mas a reprodutibilidade foi considerada
satisfatéria mesmo com a técnica convencional.

No presente estudo, a reprodutibilidade da interpretacdo da PAH foi avaliada
mediante a comparac¢éo dos valores do ICT, do nimero de células imunoativadas e do
escore de colestase das duas leituras realizadas de cada lamina. Verificou-se pequena
discrepancia entre os valores médios do ICT, que foram significativamente maiores na
primeira leitura do que na segunda. Porém, manteve-se boa correlacdo entre a
primeira e a segunda leitura, como mostra a tabela 13, e ndo houve diferenca
significativa entre os valores do niumero de células imunoativadas e do escore de
colestase da primeira para a segunda leitura.

Neste estudo, a primeira leitura das laminas foi realizada no contexto da rotina
habitual de exames do servi¢o. A segunda leitura foi realizada ao final do estudo com
a finalidade especifica de “revisdo” das laminas. Nessa ocasido, trés laminas néo
puderam ser avaliadas devido a problemas de conservacdo. Em ambas as leituras foi
mantido o carater “cego” em relacdo ao diagnéstico histolégico. Como se trata de
técnica que exige atencdo para diferenciar os subtipos celulares, presume-se que a
leitura realizada com a finalidade especifica de revisdo deva ser a mais correta. Os
resultados do estudo permitem concluir que a técnica apresentou razoavel
reprodutibilidade, mas que para obter seu maximo potencial necessita de interpretacao

atenta e cuidadosa do material obtido.
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Dessa forma, nas restantes analises, foram utilizados os valores da segunda
leitura, a ndo ser nas laminas prejudicadas, nas quais utilizou-se os valores da
primeira leitura.

O presente trabalho ndo demonstrou existéncia de relacdo entre o Incremento
Corrigido Total e o diagnoéstico histolégico (tabelas 14 e 15). Os valores de corte do
ICT testados, embora com numeros pequenos em algumas categorias, nao
evidenciaram também associacdo com os resultados da histologia (tabela 16). A
acurdcia do ICT para diferenciar a gravidade das lesGes hepéticas foi baixa, qualquer
que fosse o ponto de corte do ICT utilizado (tabelas 17 e 18).

O ndmero de células imunoativadas nao apresentou associacdo com as
categorias do diagnéstico histoldgico (tabela 21), mas na andlise dicotomizada, o
namero de células imunoativadas foi maior nos pacientes com lesbes leves (tabela
22). Porém, ao estabelecer pontos de corte para o nimero de células imunoativadas,
ndo se demonstrou relagdo entre as faixas de CIA e as categorias de diagnostico
histolégico (tabelas 23 e 24).

O escore morfologico e o escore de colestase também nao apresentaram
relacdo estatisticamente significativa com o diagndéstico histologico (tabelas 27 e 28).

No entanto, o calculo da probabilidade de erro B demonstra que o poder dos
testes realizados para detectar, com uma confianca de 95%, a existéncia de uma
correlacdo porventura existente entre o ICT e o nimero de células imunoativadas com
o diagnostico histoldgico foi muito pequeno: 18% e 22% respectivamente.

Nao foi verificada correlacéo significativa entre o ICT e o Escore de Knodell
(ver secdo 3.3.3), nem entre o niumero de células imunoativadas, escore morfolégico e
escore de colestase eo Escore de Knodell (se¢éo 3.3.5 e tabela 29, respectivamente).
A relacao do ICT e do numero de células imunoativadas com o Escore de Knodell foi

avaliada também comparando seus valores com as faixas do Escore de Knodell
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descritas pelo mesmo em seu trabalho original (88), como estd mostrado nas tabelas
19, 20, 25 e 26. Nao foi verificada relacdo estatisticamente significativa em nenhum
dos casos, embora 0 pequeno nimero de pacientes nas faixas superiores do Escore
de Knodell tenha prejudicado algumas das analises.

Seria de se esperar que houvesse relacdo entre a citologia aspirativa e o
Escore de Knodell, mesmo na auséncia de correlagédo entre a citologia e o diagnostico
histologico, ja que ambos (a citologia aspirativa e 0 Escore) medem, em teoria, 0
mesmo fendmeno, que € a atividade inflamatéria tecidual. Uma possivel explicacdo
para nao ter sido evidenciada essa relagdo no presente estudo é que o Escore de
Knodell foi desenhado para medir lesBes de hepatite crbnica e, em nossa amostra,
tivemos um predominio de casos com lesdes minimas.

Conforme discutido acima, no presente estudo os valores do Escore de Knodell
encontrados para cada categoria de diagnostico histolégico foram inferiores aos
descritos originalmente pelo autor, talvez como reflexo dessa diferenca amostral. Com
a finalidade de avaliar outras possibilidades de relagédo entre a citologia e a histologia,
realizou-se também o teste da associacdo entre o ICT e o numero de células
imunoativadas com as faixas de Escore de Knodell que nessa amostra
correlacionaram com as categorias de diagnéstico histolégico: 0 a 1 (baixo), 2 a 3
(médio) e 4 ou mais (alto). Nao foi encontrada associacao estatisticamente significativa
também na andlise realizada dessa forma (dados ndo mostrados).

Tomados em seu conjunto, os resultados apontam para a inexisténcia de
capacidade da PAH para diagnosticar o grau de lesdes hepaticas nos transplantados
renais com hepatite crénica pelo virus C. No entanto, essa conclusdo merece algumas
consideragoes.

Franceschini (51) com um nimero menor de pacientes (apenas 17), conseguiu

demonstrar a capacidade da PAH em diferenciar “lesbes maiores” (HCA) de “lesGes
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menores” (alteracfes minimas ou HCP) em urémicos com hepatite crbénica pelo virus
B. Porém, no trabalho de Franceschini a frequéncia de lesdes de hepatite cronica foi
de 53%, portanto mais elevada do que nesse trabalho.

Zannier (174), também em pacientes com hepatite cronica pelo virus B, nédo
encontrou diferenca significativa entre os valores do ICT nos casos de HCP, HCA, ou
cirrose. No entanto, o autor evidenciou, por meio da PAH, diferencas entre os tipos
celulares predominantes no infiltrado hepatico, conforme o diagndstico histoldgico. Na
HCP o infiltrado foi moderado, com raros blastos. Na HCA o infiltrado foi mais intenso,
com predominio de linfécitos pequenos, alguns linfécitos ativados, poucos blastos e
mondcitos. Na cirrose, o componente monocitico foi mais importante do que nas
outras categorias. Em todas as categorias Zannier encontrou um predominio de
células T CD8+ e expressao citoplasmatica ou na membrana de HLA-DR, que estava
sempre ausente nos hepatdcitos normais. Recentemente, Ballardini e colaboradores
(13) estudaram caracteristicas imuno-histoquimicas em bidpsias hepaticas de
pacientes HCV-positivos. Em seu estudo, 0 autor encontrou uma correlacao
significativa entre o niumero de linfécitos T CD8+ no espaco lobular e os niveis de ALT,
bem como uma maior expressdo de antigenos HLA-A, B e C, principalmente nos
pacientes que ndo responderam ao tratamento com interferon.

Os trabalhos de Franceschini, Zannier e Ballardini sugerem que, de algum
modo, a quantidade e o tipo de células que infiltram o figado de pacientes com
hepatites virais tém significado diagnéstico e prognéstico para a evolugao da doenca.

No presente trabalho, em que néo foi realizado estudo imuno-histoquimico de
determinantes antigénicos e subtipos celulares, a citologia aspirativa tradicional néao foi
capaz de diferenciar as lesfes histolégicas nos transplantados com hepatite C. Esse
fato pode ser explicado de véarias formas: 1) o ICT e o nimero de células

imunoativadas por si s6 podem ndo ser capazes de fazer essa diferenciacdo, sendo
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necessario agregar-lhes uma contagem diferencial dos tipos celulares e/ou técnicas
imuno-histoquimicas; 2) em pacientes imunossuprimidos, o comportamento do
infiltrado celular pode ser diferente daquele em pacientes imunocompetentes e, nesse
caso, os critérios diagnésticos da PAH ndo se aplicariam ou teriam que ser adaptados
para essa situagdo especifica; 3) a metodologia empregada pode ter sido inadequada
para demonstrar o objetivo proposto, o que é sugerido pelo elevado erro § encontrado.

A possibilidade de que a imunossupressdo modifigue a relacdo agente-
hospedeiro na infeccao pelo virus C, alterando o processo patogenético é 6bvia, e
sera discutida adiante. No entanto, de que maneira isso se reflete na expresséo
citolégica do infiltrado que se apresenta a PAH é menos claro. Se por um lado os
transplantados renais infectados pelo HCV tém um aumento da replicacdo viral
provavelmente dependente da imunossupressdo (56), o estudo de Ballardini (13)
sugere um papel proeminente da citotoxicidade mediada por células T na génese do
dano hepatocelular. Nesse caso, o infiltrado celular deveria correlacionar-se com a
intensidade da atividade inflamatdria hepatica, detectavel pela PAH. Gongalves (62),
demonstrou uma reducéo significativa de linfécitos CD3+ intra enxerto e no sangue
periférico de transplantados renais com rejeicdo aguda tratados com anticorpo
monoclonal OKT3. Ndo se sabe de que maneira 0 uso desses anticorpos afeta o
infiltrado inflamatério decorrente da infec¢cdo hepatica pelo virus C e seu reflexo na
citologia aspirativa.

Conhecimentos recentes sobre a imunologia dos tranplantes sugerem a
possibilidade de outro fator passivel de confundir a relacdo morfolégica entre infiltrado
inflamatdrio hepatico e hepatites infecciosas em pacientes transplantados. Trata-se do
“microquimerismo”, que é a presenca de células imunes do doador em tecidos do
receptor. Tem sido demonstrada a presenca dessas células no receptor até 29 anos

apos o transplante especialmente nos érgaos linféides, incluindo-se ai o figado, que é€,
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sob certo aspecto, um 6rgdo linféide (155). Embora ndo esteja claro, pressupbe-se
gue a interacao entre células imunes do enxerto e do hospedeiro inicie imediatamente
apos a reperfusdo, estando o fenbmeno do microquimerismo possivelmente
relacionado ao desenvolvimento de tolerancia ao enxerto (155). Pode-se supor que,
em alguns dos pacientes com diagnostico histologico de lesdes minimas, mas com
ICT e nimero de células imunoativadas elevados, ao menos parte do infiltrado celular
detectado pela PAH seja expressdo de microquimerismo, e ndo de reacdo imune do
hospedeiro contra o virus C. Essa possibilidade necessitaria de outros métodos para
ser avaliada, incluindo a utilizacéo de técnicas especificas de imunocitoquimica.

A tabela 67 sintetiza as possiveis explicacdbes para a ocorréncia de

divergéncias entre a citologia e o diagndstico histoldgico.

Tabela 67. Situacdes de Divergéncia entre a Citologia e o Diagndstico

Histolégico
Diagndstico Histoldgico Indicadores Citolégicos Explicacao
(ICT e Namero de CIA)
LesGes minimas ou auséncia 0 1) Infiltrado por células imunes ndo
de lesbes direcionadas contra hepatécitos
infectados pelo virus C
2) Células imunes do doador
alojadas no tecido
(microquimerismo)
LesOes de hepatite cronica J 1) Efeito citopético direto do virus,

ndo mediado por inflamagédo
2) Reducdo da inflamacédo pela

imunossupressao

T = elevados; { = baixos

Nossos dados sugerem, portanto, que a citologia aspirativa hepética ndo pode
ser excluida como instrumento de avaliacdo do dano hepatico pelo virus C nos

transplantados renais, sendo necessarios novos estudos para avaliar esse potencial,
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com maior numero de pacientes e com emprego de técnicas imuno-citoquimicas.
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4.4 Avaliacao clinico-laboratorial

4.4.1 Sexo

Conforme discutido na secédo 4.1, o sexo ndo apresentou relacéo significativa
com a gravidade das lesdes hepaticas mensuradas quer pelo diagndstico histolégico
quer pelo Escore de Knodell (tabelas 35, 36 e 45), o que corresponde ao descrito na

literatura (8, 152).

4.4.2 Tipo de doador

Em nossa amostra, o tipo de doador (vivo ou cadavérico) ndo apresentou
relacdo com o diagnéstico histoldgico (tabelas 37 e 38), nem com o Escore de Knodell
(tabela 46). Na literatura revisada, os trabalhos ndo fazem mencéo ao tipo de doador
como causa de alguma diferenca na evolugdo da doenca hepatica. No Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, desde sua introducao em 1992, o teste anti-HCV passou a
ser aplicado aos candidatos a doadores renais vivos relacionados. No entanto, no que
se refere a doadores cadavéricos, a testagem para o anti-HCV foi introduzida mais
recentemente, somente no contexto de retirada de multiplos érgdos. A politica do
servico de transplante renal tem sido, até agora, ndo aceitar 6rgdos HCV-positivos,
guando essa informacao € conhecida. A organizacdo das rotinas dos transplantes
cadavéricos no HCPA permite que o teste anti-HCV seja realizado sem aumentar
significativamente o tempo de isquemia do 6rgdo. Com excecdo dos casos de
doadores relacionados HLA-idénticos, o protocolo de imunossupressdo é o mesmo
para os receptores de rins de doadores vivos ou cadavéricos (se¢do 2.3.1). Assim, ndo

se espera, de fato, que o tipo de doador interfira na evolugao da doenca hepéatica
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subsequente.

4.4.3 Co-infeccbes virais

Os aspectos referentes a presenca do HBsAg ja foram discutidos acima, na
secado 4.1. As informac¢des quanto a infeccdo pelo CMV foram mais dificeis de
recuperar. Embora, em tese, todos os receptores sejam testados para o CMV antes do
transplante, esse resultado muitas vezes s6 € disponivel apos a realizacdo do ato
cirurgico, nédo influindo na decisdo de receber ou ndo um 6rgado de doador cadaver.
Dessa forma em 10 (36%) dos 28 pacientes estudados ndo foi encontrada no
prontuario informag&o sobre o estado sorologico relativo ao CMV. Dos 18 pacientes
cuja informacéo foi obtida, todos menos 1 foram positivos para o anti-CMV IgG (ver
secao 3.4.5). Por outro lado, apenas 1 paciente foi positivo para o anti-CMV IgM no
momento do estudo, mas com titulos baixos (1:5) e sem sintomatologia clinica.

Lautenschlager (94) avaliou as caracteristicas citologicas do figado de
receptores de transplantes hepaticos monitorados por citologia aspirativa e concluiu
que os padrdes celulares de reativacdo do HCV e do CMV apresentam pequenas
diferencas entre si, mas diferem significativamente do padrdo encontrado na rejeicao
aguda do figado. No presente estudo, que examinou transplantados renais, a
presenca de infec¢do aguda ou reativagédo da infec¢cdo pelo CMV poderia ser elemento
de confusdo para a citologia hepatica, mesmo sem causar repercussdes no
diagnéstico histoldgico.

As caracteristicas do Unico paciente com anti-CMV IgM positivo estao

mostradas na tabela 68.
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Tabela 68. Caracteristicas Clinico-Laboratoriais do Paciente com Anti-CMV IgM

Positivo

Caracteristica Resultado
ALT 9

AST 8

GGT 9
Bilirrubina Total 0,8
Fosfatase Alcalina -
Diagndstico Histolégico Auséncia de lesdes
Escore de Knodell 0

ICT 1.8
Células Imunoativadas 4

Pelo fato de apenas 1 paciente ser negativo para o anti-CMV 1gG e apenas um
outro ser positivo para o anti-CMV IgM, fica evidente a impossibilidade de analise
estatistica da relacdo da presenca de infeccdo pelo CMV e lesdo hepatica nessa
amostra. No entanto, como mostra a tabela 68, o Unico paciente com positividade para
0 anti-CMV IgM nédo apresentou evidéncias de lesdo hepética. Os titulos baixos
apresentados pelo paciente sdo dificeis de interpretar em face da imunossupressao,

mas provavelmente ndo sejam indicativos de doenca ativa.

4.4.4 Provas bioquimicas hepaticas

Talvez um dos aspectos relativos a infeccdo pelo HCV mais extensamente
avaliados e debatidos na literatura seja a relagdo da infeccdo com as provas
bioquimicas hepaticas, impropria mas habitualmente chamadas de “enzimas”.

Estudos com diferentes desenhos abordaram a associacdo de valores
elevados das provas hepaticas quer com a presenca da infeccdo, quer com a
gravidade da evolucgao clinica ou histopatolégica. Frequentemente, os estudos definem
a disfuncéo hepatica crébnica como altera¢des ocasionais ou persistentes das provas
hepéticas, o que, a priori, acarreta um problema metodolégico para o estudo dessa
relacdo. Alguns dos estudos representativos sobre o0 assunto sdo comentados a

seguir.
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Kubo (89) encontrou 57 (89,1%) pacientes anti-HCV positivos entre 64
transplantados renais com hepatopatia crbnica, definida como aumento da ALT ou
AST mantido por 6 meses.

Naito (118) biopsiou 22 portadores “sadios” (ndo transplantados) HCV-RNA
positivos, com ALT persistentemente normal, encontrando 19 casos de hepatite
cronica.

Da mesma forma, Bruno (19) acompanhou por 14 meses 8 pacientes com anti-
HCV (ELISA-2) e HCV-RNA (PCR) positivos. As aminotransferases mantiveram-se
sempre dentro dos limites normais. Ao final do seguimento, quando foi realizada
biépsia hepatica, 7 dentre os 8 apresentaram lesdes de hepatite crdnica.

Rao (136) realizou estudo prospectivo em transplantados renais com
hepatopatia cronica po6s transplante, definida como anormalidade nas provas
hepaticas persistindo por 6 meses ou mais, independente da etiologia. Na populacéo
selecionada por esse critério, o nivel das “enzimas” no momento da biépsia
correlacionou-se com o diagnéstico histolégico e com o prognéstico da doenca.

Chan (31) avaliou as caracteristicas histolégicas de 13 transplantados renais
positivos para o HCV-RNA, concluindo que a histologia correlacionou-se com o0s niveis
médios de ALT e da fosfatase alcalina e as lesdes hepaticas foram mais severas nos
pacientes com anormalidades bioquimicas persistentes.

Goffin (59) verificou que, embora 10 entre 13 transplantados renais HBsAgQ-
negativos com ALT elevada fossem anti-HCV positivos, apenas 10 entre os 20
transplantados que tinham HCV-RNA detectavel por PCR apresentavam elevacao
daquela enzima.

Marcen (102) encontrou 46 (19,9%) pacientes positivos para o HCV pelo RIBA-
4 entre 231 transplantados renais testados. Desses, 21 (45,7%) tinham anormalidades
persistentes ou intermitentes das provas hepéticas. Dez pacientes foram biopsiados,
evidenciando hepatite crénica ativa em 6, crénica persistente em 2 e crbnica lobular

em 2. Outros 23 transplantados RIBA-4 positivos mantiveram a ALT normal apesar de
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seguimento de 66,2 + 32,2 meses, ndo sendo submetidos a bidpsia.

Boletis (17), biopsiando 40 transplantados renais anti-HCV positivos, concluiu
que as provas bioquimicas hepaticas em geral e as transaminases em particular
relacionam-se pobremente com a histologia hepatica.

Allison (4), estudando pacientes selecionados a partir da anormalidade das
provas bioquimicas, demonstrou claramente que o diagndstico histologico foi variavel
e que a ALT flutuou ao longo dos 48 meses do estudo, embora em um dos casos
tenha apresentado aumento logo ap6s os periodos de intensificacdo da
imunossupressdo e tenha regredido ap6s a perda do enxerto e retirada da
imunossupressao, sugerindo correlacdo com atividade de replicagéo viral.

Em Porto Alegre, diversos trabalhos tratam do assunto, como descrito abaixo.

No HCPA, Vasconcellos (164) biopsiou 16 doadores de sangue anti-HCV
positivos assintomaticos mas com dois ou mais testes bioquimicos alterados,
encontrando 4 casos (25%) de hepatite crénica e 1 de cirrose, em que pese a elevada
taxa de consumo de &lcool na amostra.

No Servico de Nefrologia e Transplante Renal do HCPA, com a mesma
populacdo de transplantados que serviu de base para o presente estudo, Manfro e
colaboradores (100) encontraram diferencas estatisticamente significativas entre os
valores da ALT, AST e GGT entre os pacientes positivos e 0s hegativos para o anti-
HCV (ELISA-2). No entanto, em estudo realizado com os transplantados renais da
Santa Casa de Misericérdia, Zanotelli (175) ndo encontrou diferencas significativas nas
dosagens de ALT e AST entre os receptores anti-HCV negativos e positivos aos 6
meses e 1 ano pos transplante.

O conjunto de informacgdes da literatura permite inferir que: 1) as alteragfes nas
provas bioquimicas ndo sao consistentes, tendem a ser de moderada magnitude, e é
frequente a existéncia de pacientes com infec¢do pelo HCV de longa duracdo com
provas normais, 0 mesmo ocorrendo em pacientes com diagndstico histolégico de

lesbes avancgadas; 2) quando persistentemente elevadas, as provas hepaticas
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parecem indicar maior gravidade da doenca hepética e pior prognéstico.

No presente estudo, em que o critério de selecao foi a presenca do anti-HCV
(ELISA-2) por no minimo 6 meses, a propor¢cao de pacientes com alteracdes nas
provas bioquimicas hepéticas variou entre 21%, para a fosfatase alcalina e a
bilirrubina, e 29% para a ALT e a GGT (tabela 30). Nao foi encontrada associacao
significativa entre a presenca de alteracdes (acima do valor normal de nosso
laborat6rio) das provas hepéaticas com o diagndstico histolégico (tabela 50). Da mesma
forma, como mostra a tabela 51, os valores das provas hepdaticas, embora tendendo a
ser mais elevados nos pacientes com lesdes mais avancadas, ndo mostraram
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de pacientes. Na avaliacao
da correlacdo das enzimas hepéticas com o Escore de Knodell, verificou-se
significancia estatistica para a ALT (p=0,029), a AST (p=0,027) e a Bilirrubina direta
(p=0,010), e valores de "p" préximos da significAncia para a Gama-GT e para as
bilirrubinas.

Em seu conjunto, os achados do presente estudo referentes a relacdo da
hepatite C com as provas bioquimicas hepaticas estdo de acordo com os descritos na
literatura, isso é, as “enzimas” hepdticas ndo se mostraram um bom marcador da

gravidade das lesBes histoldgicas nos transplantados renais, mas verificou-se uma

tendéncia a um pior progndstico nos pacientes com provas hepaticas elevadas.

4.4.5 O tempo de dialise, o tempo de transplante e o numero de transfusdes

No presente estudo, ndo foi verificada relacdo estatisticamente significativa
entre o tempo de hemodialise, tempo de transplante ou o nimero de transfusfes de
sangue e o diagnéstico histol6gico ou o Escore de Knodell (tabelas 39, 40, 41, 42, 43,
44 e 47).

Como mostra a tabela 5, o tempo de didlise médio dos pacientes estudados foi
de 43,64 meses, com mediana de 29,5 meses. E um tempo condizente com o

habitualmente verificado nas unidades de didlise em nosso meio.
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O nuamero mediano de transfusdes de sangue recebidas pelos pacientes foi de
6,6 , mas chegou a 50 em uma paciente com anemia falciforme (tabela 5).

A maior parte dos trabalhos publicados sobre o assunto demonstra associacéo
entre tempo de hemodidlise e nimero de transfusdes de sangue e prevaléncia do
HCV (29, 59, 102, 113, 156), embora alguns autores tenham encontrado resultados
discordantes (112, 175). Poucos estudos, no entanto, avaliaram a relacdo desses
fatores de risco com os achados histoldgicos em transplantados renais.

Chan (31) encontrou associacdo, em transplantados renais, entre o tempo de
hemodialise e alteracbes persistentes das provas hepaticas e dessas, por sua vez,
com maior gravidade das lesdes histolégicas.

Morales (113), no entanto, ndo evidenciou relacdo direta entre o tempo de
didlise ou o numero de transfusBes de sangue e o desenvolvimento de hepatite
crbnica (como um todo) a bidpsia.

Aparentemente, embora a literatura ndo seja conclusiva a respeito, 0s
resultados do presente estudo corroboram a constatacao de que, embora o tempo de
didlise e 0o numero de transfusdes seja importante fator de risco para o contagio pelo
HCV, apds adquirida a infeccdo esses dois fatores deixam de ser preditivos da
evolucéo das lesdes histoldgicas.

O tempo médio de transplante foi de 44,68 meses, e 0 mediano de 44,5 ,
variando entre 6 e 168 meses (tabela 5).

Conforme assinalado anteriormente, € dificil identificar o momento de contégio
dos pacientes estudados pelo virus C, jA que boa parte deles contrairam a doenca
antes que se tivesse disponivel o teste do anti-HCV. Também contribui para essa
dificuldade o fato de a fase aguda da hepatite C ser, na maior parte dos casos, de
curso discreto ou subclinico. No entanto, pode-se considerar que o Gltimo momento
de alto risco para o contagio tenha sido o transplante, jA que apés 0 mesmo 0s
pacientes deixaram de se submeter a dialise e receber transfusdes de sangue.

Portanto, o tempo minimo de evolucdo da hepatite nos paciente estudados pode ser
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considerado igual ao tempo de transplante. O periodo em torno de 4 anos €
relativamente curto para o surgimento de consequéncias clinicas ou histologicas da
hepatite C, embora poucos estudos tenham seguimentos maiores.

Nos estudos inicais publicados sobre hepatite C no contexto do transplante
renal (87, 112, 140, 156, 162), a constatacdo dos autores de que o HCV ndao trazia
consequéncias clinicas importantes nem alterava a sobrevida do paciente ou do
enxerto, talvez se devesse, em parte, ao curto tempo de seguimento (158).

Embora existam relatos de que aproximadamente 12% dos pacientes urémicos
ja apresentam positividade para o anti-HCV ao entrarem em dialise (Silveira,
Roseméri, estudo em curso no HCPA, comunicacdo pessoal), € sabido que a
hemodiadlise - juntamente com as transfusdes de sangue que acompanham o
tratamento dialitico - é o principal fator de risco para o contagio pelo HCV nesses
pacientes (56, 58, 154, 157). Portanto, para efeitos de analise, constituimos um
hipotético tempo de exposi¢cao, composto pela soma do tempo de dialise (tempo em
que o0 paciente estaria exposto a contrair a doengca) com o tempo de transplante
(tempo minimo de evolucdo da doenga nesses pacientes). O tempo de exposicao,
assim constituido, buscou representar o possivel tempo real de evolugdo da doenca.
No entanto, a andlise estatistica ndo demonstrou relacao significativa do tempo de
exposi¢cao com o diagnéstico histolégico nem com o Escore de Knodell.

Como o tempo de evolucdo da doenca comprovadamente leva a uma piora nas
lesBes histoldgicas, pode-se levantar duas hipoteses para a inexisténcia da relagédo
entre tempo de transplante ou tempo de exposicdo e diagndstico histolégico. A
primeira, ja comentada acima, é a de que o tempo de evolugdo na amostra estudada
(sob imunossupresséo) tenha sido insuficiente para o desenvolvimento de lesbes
avancadas, de modo que essa relacdo pudesse ser demonstrada estatisticamente. A
segunda possibilidade é a de que nem o tempo de transplante nem o tempo de
exposicao (hipotético) tenham sido indicadores do tempo de evolucdo real da doenca.

Nesse aspecto, a idade, que demonstrou forte associacdo com o diagnostico
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histolégico, mantida na analise multivariada, pode ter sido um indicador melhor do
tempo de doenca. A relagdo da idade com as demais variaveis do estudo sera

discutida a seguir.

446 A analise multivariada: a idade, o processo imunoldégico e a
imunossupresséao

Na andlise univariada foram encontradas as seguintes associacbes e
correlacBes entre as variaveis de exposicado (fatores de risco) e o desenlace:

- idade mais avancada com hepatite crénica ativa (p=0,0015, tabela 33), com
lesBes de hepatite cronica (p=0,0006, tabela 34) e com maior Escore de Knodell
(r=0,63, tabela 47);

- ocorréncia de rejeicdo com melhor diagnéstico histolégico dicotomizado
(lesbes minimas; p=0,0343, tabela 53) e com menor Escore de Knodell (p=0,0041,
tabela 56);

- numero maior de rejeicdes com lesBes minimas ou inexistentes na analise
primaria (p=0,0174, tabela 54) ou dicotomizada (p=0.0046, tabela 55), e menor Escore
de Knodell (r =-0,667, p = 0,000);

- tempo de uso de prednisona com Escore de Knodell (r=0,41, p=0,037, tabela
57);

- tempo de uso de ciclosporina e Escore de Knodell (tendéncia a associacao,
préoximo ao limite de significancia, r=0,37, p=0,059, tabela 57);- ter recebido pulso de
metil-prednisolona com lesdes minimas (p=0,0127, tabela 58) e menor Escore de
Knodell (p=0,0018, tabela 60);

- ndmero maior de pulsos de metil-prednisolona com lesGes minimas
(p=0,0253, tabela 61) e menor Escore de Knodell (r =-0,58, p=0,003);

- ter recebido pulso de OKT3 com lesGes de hepatite crénica (p = 0,0420,
tabela 59) e maior Escore de Knodell (p=0,0340, tabela 60);

- numero maior de cursos de OKT3 com lesBes de hepatite crénica (p=0,0508,
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tabela 61) e maior Escore de Knodell (r=0,45, p=0,029).

As anadlises que envolveram diagnéstico histoldogico na forma agrupada
primariamente (lesdes minimas x HCP x HCA) tém valor estatistico questionavel, ja
que o numero de casos de hepatite crénica ativa foi de apenas 3 pacientes. Os
resultados das analises restantes sdo metodologicamente consistentes.

Na literatura, a situagdo imunologica e a imunossupressao tém sido
freqientemente relacionadas com a evolucéo da hepatite C.

Aparentemente, o tipo de imunossupressao utilizado ndo se associa ao risco de
contrair a hepatite C ou apresentar positividade para o anti-HCV (89), mas sim ao
desenvolvimento da doenca apds o contagio.

Ja em 1981, La Quaglia (citado em editorial de Druwé, 1994) verificou marcado
aumento dos linfécitos T supressores/citotdxicos e concomitante reducdo dos linfocitos
auxiliares/indutores em transplantados renais com hepatite ndo-A-néao-B.

Chan (31) comparou os achados histolégicos de transplantados renais com
hepatite C com os de outros doentes de hepatite C ndo imunossuprimidos, e concluiu
que os escores utilizados para indicar dano tecidual foram mais baixos entre os
transplantados. No mesmo artigo, o autor verificou associacdo entre o tempo de dialise
e pior resultado histolégico. Dessa forma, o autor sugere que, se por um lado o estado
de imunossupressédo resultante da uremia e da didlise predisponha a replicacéo viral
precoce e ao desenvolvimento de hepatopatia severa apés o transplante, por outro
lado a medicacdo imunossupresora poderia beneficiar a evolugdo da doenca nesses
pacientes, por meio da diminuicdo da resposta inflamatéria. No entanto, o autor nao
analisou, separadamente, o efeito diferenciado de cada uma das drogas
imunossupressoras.

Na mesma linha de pensamento, Boletis (17), ao verificar a dissociacdo entre
achados histolégicos e provas bioquimicas hepéticas em transplantados renais anti-
HCV positivos, atribuiu essa dissociacdo ao estado de imunosupressdo desses

pacientes.



129

No que concerne ao uso especifico de corticosterdides, os trabalhos de Fong
(50) e de McHutchinson (108) demonstram que, em pacientes com hepatite C mas
com imunidade normal, o uso de “pulso” de prednisona/prednisolona diminui os niveis
de ALT, porém aumenta a replicagdo viral. Em transplantados renais tratados com
corticoides, Lau (91) verificou a ocorréncia do mesmo fenémeno.

Morales (112, 113) verificou que, entre 22 renais cronicos HCV positivos que ja
apresentavam hepatite crénica antes do transplante, 5 pacientes apresentaram
melhora clinica da hepatite, com normalizacdo das provas hepaticas apdés o
transplante. Todos os 5 estavam em uso de cicloporina como droga isolada. Em
contraste, 2 pacientes que desenvolveram hepatopatia severa estavam em uso de
azatioprina.

Roth (143), em 109 transplantados estudados, verificou que a dose cumulativa
de globulina antilinfocitica (GAL) utilizada como terapia de inducdo da
imunossupressao foi um preditor independente da gravidade da doenca hepatica pos-
transplante, com uma relacédo dose-resposta.

Em interessante trabalho prospectivo, Allison (4) descreveu a variagdo dos
niveis de ALT em um paciente transplantado renal infectado pelo virus C. Os niveis da
enzima elevaram-se significativamente apés periodos de intensificacdo da
imunossupressao, mas em seguida a perda do enxerto e a suspensdo da
imunossupressao verificou-se remissdo bioquimica prolongada.

Por outro lado, Fan (45), em receptores de transplante de medula éssea, e
Gruber (67), em um paciente com purpura trombocitopénica idiopatica, verificaram que
a suspensdo da imunossupressao levou a reativagdo da hepatite C. A interpretacédo de
ambos os autores foi de que a imunossupressdo desencadeou um aumento da
replicacdo viral, que se manteve clinicamente silente devido aos efeitos
“antiinflamatdrios” da imunossupressdo, mas que levaram a dano hepatico severo
apos a suspensdo da mesma e retomada da competéncia imunolégica dos pacientes.

A titulo de dissipacdo de duavidas quanto a outros efeitos dos
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imunossupressores, cabe citar o trabalho de Horina (73), que verificou que os
transplantados renais com hepatite C crbénica foram mais suscetiveis a
hepatotoxicidade induzida pela ciclosporina, mas o padrao histoldgico do dano téxico
foi claramente diferencidvel do dano pela hepatite. A suscetibilidade aumentada
provavelmente decorra da interferéncia do virus C no metabolismo e na excrecao biliar
da droga.

Conforme comentado na sec¢édo 1.3, o dano hepéatico provocado pelo virus C
parece posuir duplo mecanismo: a) diretamente citopatico e b) imunomediado,
particularmente por citotoxicidade por células T. O efeito predominante em cada caso
dependera da relagdo do virus com o estado imunolégico do paciente em cada
situacao clinica particular. A literatura oferece evidéncias de ambos 0s mecanismos.

O mecanismo de dano ao hepatécito na hepatite C mais evidenciado é a acdo
citopatica direta do virus. Os trabalhos acima citados reforcam essa hipétese. Por
outro lado, existem evidéncias bastante fortes de dano mediado por mecanismos
imunoldgicos.

A infiltracdo intra-hepatica de células na hepatite C se da predominantemente
por linfécitos T CD8, do mesmo subtipo que aparece no figado na hepatite B,
sugerindo que existe acdo citotoxica das células T em ambas as doencas. Os
agregados linféides intraportais, que caracterizam a hepatite C e indicam maior
gravidade da doenca, sdo constituidos por um centro germinativo com linfécitos B
ativados, uma estrutura de células dendriticas e uma zona externa de linfocitos T
contendo populacdes de CD4, CD8 e linfécitos ativados. Linfécitos CD8 isolados do
tecido hepético de pacientes com infec¢do crénica pelo virus C evidenciaram
multiplos epitopos do core do HCV (HLA Classe I-restritos), constituindo mais uma
forte evidéncia do papel dos linfécitos T citotoxicos na patogénese do dano celular na
hepatiteC. Os linfécitos T auxiliares/indutores (CD4) também parecem modular o dano
hepatocelular na hepatite C. Foi demonstrada resposta proliferativa de células CD4+

(HLA Classe ll-restritas) a presenca de proteinas virais. A resposta linfoproliferativa foi
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maior em “portadores sadios”, sugerindo que as células CD4 poderiam controlar ou
limitar o dano imunoloégico, e ndo media-lo (64).

Os mecanismos de acdo das drogas imunossupressoras estdo, até agora,
apenas parcialmente desvendados.

O principal efeito imunossupressor dos corticosterdides parece ser o bloqueio
da transcricdo e da secre¢do da interleucina-1 (IL-1) e da interleucina-6 (IL-6) pelas
células apresentadoras de antigenos, com consequente reducdo da ativacdo dos
linfécitos CD4 e, em menor escala, também os CD8. Os corticbides bloqueiam,
também, a expressdo dessas citocinas e da IL-2, IL3, TNF-a e interferon-y, bem como
de receptores de citocinas, pelas células apresentadoras de antigenos e pelos
linfécitos T. Outros efeitos imunossupressores dessas drogas seriam a producgdo de
linfopenia, monocitopenia e eosinopenia (por sequestracdo dessas células,
especialmente os linfécitos T auxiliares), bem como reducao na ligacdo dos anticorpos
as células alogénicas. Além disso, os esterdides exercem agdes anti-inflamatorias,
com estabilizacdo da parede vascular, bloqueio da liberacdo das enzimas dos
lisossomas e diminuicdo na resposta dos neutréfilos e mondcitos aos estimulos
guimiotaticos (74, 98).

A ciclosporina A age principalmente bloqueando a producéo e liberacdo da
interleucina-2 (IL-2) e outras linfocinas, como o interferon-y e a IL-4, pelos linfocitos T
CD4 (auxiliares). A ciclosporina também determina a inibi¢cdo da ativacdo dos linfécitos
T auxiliares e citotoxicos, permitindo a ativacdo dos T-supressores, a inibicdo da
apresentacdo de antigenos pelas células apresentadoras de antigenos e a inibicao da
producdo de anticorpos por algumas subpopulaces de linfécitos B. A ciclosporina
reduz marcadamente a presenca de linfocitos T citotoxicos em sangue periférico, em
comparacdo com a azatioprina e a prednisolona. Finalmente, a droga pode inibir a
inducdo da expressao dos antigenos Classe Il do MHC, reduzindo, assim, a
antigenicidade do 6rgao alvo (98, 115).

As imunoglobulinas e anticorpos antilinfocitarios agem por mecanismos
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multiplos, dependentes da acdo desses anticorpos sobre epitopos e receptores da
parede das células sanguineas. Os anticorpos policlonais, como a globulina
antilinfocitica (GAL), tém efeito mais difuso em diversos tipos celulares (linfocitos,
mondcitos, macréfagos), enquanto que o Unico monoclonal em uso comercial,
atualmente (o OKT3), é direcionado especificamente contra o complexo CD-3 da
superficie dos linfécitos T (98).

A GAL provoca linfopenia imediata e profunda ap6s a administracao,
provavelmente por destruicdo das células T circulantes. A imunossupressao seria
mantida através da inibicdo da resposta proliferativa por geracdo de células
supressoras inespecificas (98, 131).

O OKT3 provoca uma profunda deplecdo dos linfécitos CD3+ no sangue
periférico. Trés a cinco dias apds o inicio do tratamento, os linfécitos T reaparecem
gradualmente em circulacdo, mas sem expressar o antigeno CD3 (somente outros
marcadores como o CD4 e CD8). Esse processo, chamado “modulacédo antigénica”,
torna as células destituidas de CD3 imunologicamente incompetentes (98, 131).

Portanto, pode-se concluir que as drogas imunossupressoras exercem efeitos
distintos nos diversos mecanismos imunologicos, acarretando resultados diferentes e
nao completamente conhecidos na resposta imune ao enxerto e também nas defesas
organicas contra a infec¢ao viral e na consequente reacao inflamatoria.

As informacbes disponiveis sobre a hepatite C, como foi visto, ndo somente
séo insuficientes e inconclusivas, como em alguns aspectos parecem conflitantes. No
entanto, vistas em conjunto, permitem levantar algumas suposicoes:

1) A patogenia do virus da hepatite C ocorre, entre diversos mecanismos, por dano
celular direto (citopatico). No entanto, ocorreria somente com um actumulo viral acima
de determinado nivel, nivel esse que ndo seria atingido na maioria dos hepatécitos dos
pacientes com hepatite cronica (64). A intensificacdo da imunossupressdo nos
transplantados provocaria um aumento da replicacdo viral acima do limiar de dano

direto, levando a um subsequente agravamento das lesdes histoldgicas;
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2) A imunossupresséao facilita, portanto, a multiplicacdo viral (56). Em transplantados
renais, existe um aumento da replicagdo viral, que é mais intensa nos periodos de
intensificacdo da imunossupressao;
3) O dano celular, medido pelo aumento das aminotransferases, ndo acompanha,
necessariamente, o periodo de imunossupresséo, parecendo ser mais intenso apés a
suspensdo da mesma. A explicagdo mais provavel é que a imunossupressao, ao
mesmo tempo que facilita a replicagdo viral, bloqueia a resposta imunolégica e a
“inflamacéo”, que s&do os outros fatores envolvidos no dano celular. Suspensa a
imunossupressao, a carga viral aumentada no periodo anterior desencadearia um
processo intenso de dano direto e mediado por resposta imunoldgica. E necessario
ressaltar, porém, que o trabalho de Allison (4) apresenta conclusdes opostas;
4) A maneira como cada uma das drogas supressoras interfere na relacdo agente-
hospedeiro ndo esta totalmente clara, e provavelmente seja variavel conforme as
doses empregadas, 0 tempo de uso, interrelacbes entre as diferentes drogas bem
como caracteristicas imponderaveis do virus e do paciente;
5) A ciclosporina parece, no entanto, ter, de modo geral, efeito benéfico na evolucdo
das lesBes  histolégicas, provavelmente exercendo efeito antinflamatoério
proporcionalmente mais importante que seu efeito supressor da imunidade antiviral,
6) Os anticorpos antilinfociticos, policlonais (imunoglobulina antilinfocitica) ou
monoclonais (OKT3), pela magnitude de seu efeito imunossupressor, Sao
particularmente maléficos a hepatite C, levando a piora significativa das lesdes
histologicas. O efeito dos anticorpos antilinfociticos ficou claramente demonstrado no
estudo de Roth (143), e coincide com o conhecido efeito colateral desse tipo de
medicacao, que favorece infec¢gbes por diversos outros virus, como o herpes e o CMV.
No presente estudo, em gque a imunossupressao aplicada aos pacientes seguiu
um protocolo uniforme, todos os pacientes estavam usando prednisona e apenas 3
nao usavam ciclosporina (secéo 3.4.3). O tempo de uso de prednisona e o tempo de

uso de ciclosporina tenderam a ser iguais ao tempo de transplante, a ndo ser para os
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pacientes mais antigos, cujo transplante foi anterior a introdugcdo da ciclosporina.
Dessa forma, ficou inviabilizada a deteccdo de relacdo entre o uso das drogas com
qualquer outra variavel, pela inexisténcia de grupo de pacientes que nado as utilizaram.
A inexisténcia de associacdo significativa entre o tempo de uso dessas drogas e o
diagnéstico histolégico, bem como a correlacdo limitrofe encontrada entre esses
tempos e o Escore de Knodell, sédo coerentes com 0 mesmo achado relativo ao tempo
de transplante, conforme discutido acima. Evidentemente, o uso dessas drogas
influencia a evolucdo da hepatite C. No entanto, nesse estudo, essa influéncia se deu,
para todos os pacientes, de modo paralelo ao tempo de transplante e com intensidade
insuficiente para sobrepujar os outros fatores de associagdo presentes.

Entretanto, neste estudo, embora a prednisona ndo tenha mostrado efeito
sobre o resultado histolégico, pelos motivos discutidos acima, o achado do efeito da
metil-prednisolona sobre a histologia, associando-se a uma menor gravidade das
lesBes, contraria os achados da literatura. Nao existe explicacdo clara, atualmente,
para o fenbmeno verificado. Seria de se esperar que as doses utilizadas no “pulso”,
bastante mais elevadas que as usuais, determinassem o aumento do dano induzido
pelo virus, ainda mais levando-se em conta que nenhum paciente foi biopsiado
durante a administracdo de pulsos, mas, somente varios meses apos 0 término da
medicacao.

O uso de OKT3 correlacionou com evidéncias de pior evolugcdo da hepatite C.
Nesse aspecto, o presente estudo concorda com os achados da literatura. Pelo
protocolo do HCPA, tendo ocorrido rejeicdo, o uso de OKT3 ¢é indicado na
dependéncia da ndo-resposta a metil-prednisolona, cujos determinantes nao estéo
suficientemente estabelecidos. Por outro lado, nao foi realizada anélise em separado
dos pacientes que utilizaram OKT3 como terapia de inducdo no esquema quadruplo-
sequencial e os que utilizaram a droga como terapia de resgate da rejeicdo aguda (ver
secao 2.3.1).

O fato da ocorréncia de rejeicdo ter-se associado a melhor diagndstico
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histolégico sugere que pacientes com atividade imunolégica mais intensa (e que,
portanto, rejeitaram o enxerto) estejam protegidos do dano cusado pelo virus, o que
corrobora a hipétese de efeito citopatico direto do virus C.

No entanto, no atual estudo, quando realizada analise multivariada por
regressao logistica, apenas a idade manteve significancia estatistica como preditor
independente de maior gravidade das lesdes histologicas (tabela 66). O tempo de
exposi¢cdo, que na andlise simples ndo havia mostrado relagdo com o diagnostico
histologico, foi reintroduzido na analise multivariada com a finalidade de identificar
alguma possivel confusdo com a idade, mas persistiu sem apresentar relevancia como
fator de risco.

A ocorréncia de rejeicdo pareceu ser um indicador de evolucdo benigna da
hepatite crénica. No entanto, conforme mostra a tabela 62, os pacientes que tiveram
rejeicdo foram significativamente mais jovens do que aqueles que ndo rejeitaram
(idades médias iguais a 39,2 e 53 anos, respectivamente, p=0,0073). O
comportamento do uso da metil-prednisolona foi paralelo ao da ocorréncia de rejeicao,
pelo evidente motivo de que o pulso de metil-prednisolona é o primeiro e obrigatorio
tratamento para as crises de rejeicdo aguda no protocolo utilizado no HCPA (secao
2.3.1).

Como mostra a tabela 64, mesmo o conjunto dos pacientes que rejeitaram
tendo sido mais jovem do que 0S que nao rejeitaram, entre 0Ss pacientes que
rejeitaram, a idade média foi menor entre os que apresentaram lesdes minimas (35,3
anos) do que entre os que tiveram lesdes de hepatite crénica (53,2 anos, p=0,0014).
Entre os que néo rejeitaram, ndo houve diferencas significativas de idade conforme o
diagnostico histolégico. Isso explica o efeito estatistico da ocorréncia de rejeicdo sobre
o diagnéstico histologico, que desapareceu guando controlado para a idade.

N&o houve diferenca significativa entre a idade dos pacientes que utilizaram ou
nao utilizaram OKT3 (tabela 63). Na andlise estratificada (tabela 65) houve diferenca

entre as idades dos pacientes que receberam OKT3, conforme o diagndstico
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histolégico, embora a significAncia tenha sido limitrofe (p=0,0409). Entre os que nao
receberam OKT3, a idade ndo mostrou relagdo com o diagnostico histologico. Mesmo
assim, na analise multivariada, a influéncia do uso de OKT3 sobre o diagnéstico
histologico desapareceu ao ser controlada para a idade.

O efeito da idade sobre a evolucdo das lesdes histoldgicas da hepatite C no
presente estudo, foi, portanto, marcado e persistente. Esse fenébmeno pode ser
interpretado de duas maneiras, como veremaos a seguir.

Sabe-se que o0 sistema imunoldgico sofre mudancas importantes com o
envelhecimento. Apesar dessas alteracfes serem grandemente variaveis, de modo
geral existe diminuicdo da resposta imune a aloantigenos e aumento da resposta a
antigenos autdlogos, as custas de alteragbes funcionais dos linfécitos B, e
modificacBes quantitativas e funcionais nas subpopulacfes de células T (38, 168). No
presente trabalho, em concordancia com o descrito por diversos autores, a ocorréncia
de rejeicdo associou-se a menor idade dos pacientes (tabela 62), o que corrobora a
teoria de uma imunossupressdo causada pela idade. Desse modo, 0s pacientes mais
idosos, apesar de rejeitar menos, teriam maior suscetibilidade ao dano citopético direto
causado pelo virus C, e consequentemente piora das les@es histologicas da hepatite.

A outra possibilidade, ndo excludente da primeira, € de que a idade seja um
marcador mais fidedigno do tempo de evolucdo da doenca do que os tempos de
didlise, de transplante ou “de exposicao” (da forma aqui considerada). Nao dispomos
de elementos que comprovem ou contestem essa hipotese, ja que a epidemiologia e
0s modos de transmissdo do virus C ndo sdo totalmente conhecidos. Fazem-se
necessarios estudos especificos para avaliar essa possibilidade.

Por ultimo, deve ser salientado que os métodos de analise multivariada, de
modo gersl, tem poder estatistico menor do que métodos de analise bivariada simples.
No presente estudo, mesmo com a sele¢do de apenas algumas das variaveis para
entrada na regressao logistica, o0 tamanho da amostra foi relativamente pequeno para

este tipo de método. Consequientemente, o fato de algumas associacdes estatisticas
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presentes na andlise bivariada terem desaparecido na andlise multivariada pode
dever-se ao menor poder estatistico desta ultima, e ndo a inexisténcia de associacao
entre as variaveis, ou efeito de confusao entre elas. A Unica maneira de verificar com
mais precisdo o efeito real da ocorréncia de rejeicbes e das drogas
imunossupressoras (em especial a metil-prednisolona e o0 OKT3) sobre a evolucao das
lesbGes hepaticas, no presente estudo, seria através de um aumento no tamanho da

amostra.
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5 CONCLUSOES

5.1 A citologia aspirativa hepatica é um método diagnostico que, nesse estudo,
apresentou boa reprodutibilidade, mas ndo se mostrou capaz de diagnosticar e
diferenciar as lesdes histologicas e seu nivel de gravidade nos transplantados renais

com o virus C.

5.2 A puncdo biopsia hepatica com obtencdo de fragmentos de tecido para
estudo histologico continua sendo indispensavel para o diagnéstico da gravidade e da

evolucéao das lesBes decorrentes da hepatite C nos transplantados renais.

5.3 Tanto a puncao aspirativa com agulha fina (PAH) como a pungéo bidpsia

hepética por via percutanea (PBH) mostraram-se seguras na populacao estudada.

5.4 A frequéncia dos achados histolégicos encontrados entre os transplantados
renais HCV-positivos foi: lesdes minimas = 66,6%, hepatite crdnica persistente =

22,2%; hepatite cronica ativa = 11,1%.

5.5 Confirmou-se, na populacdo e nas condigbes estudadas, a relagédo descrita

na literatura entre o Escore de Knodell e o diagnéstico histolégico hepatico.

5.6 As enzimas hepéticas ALT e AST e a bilirrubina total correlacionaram-se
significativamente com o Escore de Knodell, mas ndo com o diagnéstico histolégico

hepatico ndo se mostrando, portanto, um bom indicador da gravidade das lesGes de
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hepatite crénica nesses pacientes.

5.7 Na&o houve associacdo estatisticamente significativa entre tempo de
hemodialise, tempo de transplante, nimero de transfusdes de sangue, doenca renal
de base, ocorréncia de rejei¢cdes ou uso de drogas imunossupressoras e a gravidade
das lesbes da hepatite cronica expressas pelo diagnéstico histologico ou pelo Escore

de Knodell.

5.8 O Unico fator estudado que mostrou associacao constante e independente
com maior gravidade no diagnéstico histolégico foi a idade do paciente no momento do

exame.
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ANEXO 1

HCPA - CITOLOG
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ANEXOS

IA HEPATICA EM TRANSPLANTADOS RENAIS COM

INFECCAO CRONICA PELO VIRUS DA HEPATITE C

1) N°® no estudo:

FICHA DE PACIENTE

2) N° registro:

3) Nome:
4) ldade: 5) D.nasc.: 6)Sexo:
7) Doenca basica: (1)D.mélito (2)HAS
(3)GNF
(MR.policistico (5)0Obstrutiva
(6)PNC
(7)Refluxo (8)0Outra
(9 Indet.
8) Tempo de HD _ (meses) 9) Tempo de CAPD _ (meses)
10) Transfusbes: sim nao ndo sabe

11) N° transfusfes

13) N® TX renais: D

14) Tempo TX atual:

12) Ultima transf. ha ___ (meses)

VR DC Total

(meses até a PBH/PAH)

15) No de rejeicdes

16) IMUNOSSUPRESSAO
Droga:
Prednisona
Azatioprina
Ciclosporina
Ciclofosfamida
Metil-prednisol
OKT3

17) Outras drogas:
Meti l-Dopa
Cetoconazol
Isoniazida

Acetaminofen

nunca passado atual meses de uso
C D C D C D -
C D C D C D -
C D C ) C ) -
C D C D C D
ona( ) « ) n® de pulsos
C ) C ) n° de pulsos_
nunca passado atual meses de uso
C D C D C D -
C D C ) C ) -
C D C D C D -
C D C D C D -



18)

19)

20)

21)

22)

23)

24)

25)

26)

Alcoolismo: relatado pelo paciente Sim Nao
relatado pela familia Sim Nao
referido no prontuario Sim Nao

CAGE: C - Ja pensou em parar de beber?

A - Se aborrece quando criticado?
G - Sentiu-se culpado por beber?
E - Bebe ao acordar?
Data do HCv+ | 1° método:
20 método:

HBsAg: positivo ( ) negativo ( )

HIV: positivo ( ) negativo ( )

CMV: positivo IgG( ) titulo ; IgM(C ) titulo

negativo ( )

Hematoc: Hemoglob: Leucéc:

Plaq: TC: TP: KTTP:
ALT: AST: Gama-GT:

Bib.Tot.: Dir: Ind: F.Alc:
ECOGRAFIA:

Data dos procedimentos: PAH/PBH:
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ANEXO 11

HCPA - CITOLOGIA HEPATICA EM TRANSPLANTADOS RENAIS COM
INFECCAO CRONICA PELO VIRUS DA HEPATITE C
PATOLOGIA / INTERPRETACAO DA PBH

1) N° no estudo: 2) N° registro:

3) Nome:

4) N© do exame de Patologia:

5) AVALIACAO DA LAMINA: N°© de espacos-porta:
Ne de veias centrolobulares:
6) ALTERACOES: escala: 0 1 2 3

1._Esteatose: C ) C > C > )
2.Les&o de epitélio ductal: C ) C ) C > )
3.Foliculo linfoide em EP: C )Y C D> C > >
4_Infiltrado lobular: C ) C ) C )y D
5.Necrose isolada: C )y C D> > C > C >
6.Necrose em saca-bocado: C ) C > C ) )
7.Necrose em ponte: C )y C D> > C > C >
8.Degeneracgdo hepatocitaria: C ) C > > C ) C )
9.Hepatdéc. em vidro despolido: (¢ ) C ) C D) C )
10.Fibrose porta-porta: C > C D) > C > >
11.Fibrose porta-veia: C )Y C D> C > >
12 Nédulo regenerativo: C ) C )y C > D

ausente leve

moderado 3 intenso

7) INTERPRETACAO:
Auséncia de lesbes
Hepatite crbénica persistente
Hepatite crbnica ativa leve
moderada
avancada

~AAAAANAD
v W\ N\

Cirrose

8) Escore de Knodell:

9) Observacodes:
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ANEXO 111

HCPA - CITOLOGIA HEPATICA EM TRANSPLANTADOS RENAIS COM
INFECCAO CRONICA PELO VIRUS DA HEPATITE C
CITOLOGIA 7/ INTERPRETACAO DA PAH

1) N°® no estudo: 2) N° registro:
3) Nome:

4) N© do exame de Citologia:

RESULTADO:
Células (x100) PAH SANGUE INC FC INCcor
Linfoblastos: 1,0
Plasmablastos: 1,0
Linfécitos Ativados: 0,5
Linféc. Gran. Grandes: 0,2
Linfécitos - outros: 0,1

PMN Formas Jovens:

Neutrofilos:

Basofilos:

Eosinofilos:

Monoblastos:

Monécitos:

Macrofagos: 1,0

Outros:

INCREMENTO TOTAL CORRIGIDO:

Numero de Hepatdcitos: EM: EC:

ESCORE MORFOLOGICO (EM): O = sem alteracdo; 1 = edema; 2 =

edemat+vacuolizagjo; 3 = edematvac.+inclus_es; 4 = necrose:

ESCORE DE COLESTASE (EC):0 = sem colestase; 1 = minima; 2 =
leve; 3 = severa; 4 = macica; i1 = intracelular; e =

extracelular

COMENTARI10S:




ANEXO 1V

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
CURSO DE POS GRADUACAO EM MEDICINA/NEFROLOGIA
HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
PESQUISA/DISSERTACAO DE MESTRADO
CITOLOGIA HEPATICA EM TRANSPLANTADOS RENAIS COM INFECCAO
CRONICA PELO VIRUS DA HEPATITE C

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

1.Justificativa:

A hepatite do tipo C foi descoberta ha pouco tempo, em 1989, e é
muito freqlente em pessoas que fazem hemodidlise e em transplantados
renais.

A hepatite C pode levar a doenca crbnica e a cirrose do figado
Por 1isto, os transplantados renais com hepatite C precisam ser
acompanhados para se saber como a doenca estd evoluindo, identificar as
complicagcbes que podem surgir, e a necessidade de alguma modificacao
no tratamento.

Até agora, o método utilizado para avaliar com certeza o estado do
figado destes pacientes tem sido a bidpsia hepatica, mas a bidpsia é um
procedimento de alguma dificuldade e com alguns riscos, o que limita a
sua utilizagéo.

0 objetivo desta pesquisa é avaliar a possibilidade de utilizar a
citologia hepatica por pungdo com agulha fina para avaliar os
transplantados com hepatite C. A puncdo com agulha fina ¢é um
procedimento muito mais simples e seguro (a mailoria dos transplantados
renais ja fez repetidas puncdes do rim enxertado nos primeiros dias
apés o transplante) e, se for comprovado que nos da as mesmas
informagdes que a bidpsia, podera ser usada como rotina, Tacilitando
muito o acompanhamento dos pacientes.

2.Procedimentos:

Os pacientes serao submetidos, no mesmo dia, a bidpsia e a puncao
hepatica com agulha Tfina. Antes dos procedimentos, o0s pacientes serao
avaliados quanto as condigcdes de coagulacdo, e realizardo ecografia do
figado para marcar com seguranca o local mais apropriado para a
biépsia. A biodpsia sera realizada com anestesia local. A puncdo com
agulha fina pode ser feita sem anestesia, pois é praticamente indolor.
Apés a Dbiodpsia, o paciente permanecera por algumas horas em
observacdo, mas ndo necessitara permanecer hospitalizado.
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3.Desconforto e Riscos:

A Dbiodpsia hepatica traz alguma dor, mesmo sendo realizada com
anestesia local. Seus principais perigos sao: hemorragia, hematoma e
infecéo. Como em qualquer procedimento, existe uma  pequena
possibilidade de algum problema mais grave e até de morte (0,015%). Para
diminuir estes riscos sdo tomadas todas as precaugdes, especialmente a
marcacdo do local da biodpsia pela ecografia, e a manutencdo de um
periodo de observacdo apdés o procedimento. A puncdo com agulha fina,
afora a dor comparavel a de uma injecdo ndo apresenta maiores riscos.
Na nossa experiéncia e na de outros hospitais em outros paises, nunca
houve nenhum acidente grave com o uso da puncdo com agulha fina.

4 _Beneficios:

Para os pacientes que participarem da pesquisa, o maior beneficio
sera o de saber o nivel de gravidade da sua hepatite C, de modo a ter
um prognéstico mais claro e, eventualmente, possibilitar alguma mudanca
no tratamento. Caso se comprove o0s bons resultados da citologia,
futuros pacientes nao necessitardo ser biopsiados, realizando somente a
puncdo aspirava.

5.Alternativas:

Nenhum paciente estd obrigado a participar da pesquisa.
Os pacientes que ndo aceitarem ou que por algum motivo tiverem
que ser excluidos do estudo continuardo sendo atendidos normalmente em
nosso servico. A alguns destes pacientes podera vir a ser solicitada a
realizacdo de bidpsia hepatica independente da participacdo na pesquisa.

6.Responsavel :

0 pesquisador responsavel por esta pesquisa € o Dr. Marcelo
Generali da Costa, tendo este projeto sido aprovado pelo Comité de Etica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre em 03/11/1994.
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CONSENTIMENTO

Pelo presente

Consentimento

Pés-Informacdo, declaro que Ffui

informado, de forma clara e detalhada, dos objetivos, da justificativa dos

procedimentos a
da

que

beneficios presente

serei

submetido, dos riscos, desconfortos e

pesquisa, assim como dos procedimentos

alternativos aos quais poderia ser submetido, conforme expresso acima.

fui, igualmente informado:
- da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento a qualquer duavida acerca dos procedimentos, riscos,

beneficios e outros assuntos
- da liberdade de retirar
de participar do
continuacdo do meu cuidado e

deixar

- da seguranca de que néo
confidencial das informacbes

relacionados com a pesquisa;

meu consentimento, a qualquer momento, e
estudo, sem que isto traga prejuizo a
tratamento;

serei identificado e que se mantera o carater

relacionadas com a minha privacidade;

- do compromisso de proporcionar informacdo atualizada obtida durante o

estudo, ainda que esta possa afetar minha vontade de continuar
participando;

- da disponibilidade de tratamento médico caso existam omplicacdes
causados por esta pesquisa;

- de que nédo terei despesas por participar do estudo, e de que se
existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da
pesquisa.

Porto Alegre, /__/

Nome e assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador responsavel
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