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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar a ocorréncia de resposta
virolégica sustentada (RVS) ao tratamento com interferon (IFN) + ribavirina (RBV)
em relacdo a presenca ou auséncia da mutacdes H63D e/ou C282Y do gene HFE
em grupo de pacientes com hepatite crénica C e ferritina elevada infectados com
0 genotipo 2 ou 3 do virus da hepatite C (VHC).

Foram incluidos um total de 44 pacientes virgens de tratamento, com
hepatite crénica C e ferritina sérica >500 ng/mL. A média de idade foi de 48,4 +
7,7 anos (variacdo: 26 a 63 anos). Quarenta pacientes (91%) eram homens e
todos eram brancos. Quanto ao genétipo do VHC, 38 (86%) tinham gendtipo 3 e 6
(14%) tinham gendtipo 2. Todos possuiam ALT elevada e biopsia hepatica
compativel com hepatite cronica C pré-tratamento, sem qualquer outra
hepatopatia. A média da ferritina sérica foi de 1.097 + 552 ng/ml (variacdo: 500 a
2.865) e a média da saturacédo da transferrina foi de 51% + 18% (variacédo: 25% a
86%). Nenhum paciente apresentou critério histolégico para diagnéstico de
hemocromatose hereditaria. A andlise histolégica do escore da fibrose hepatica
revelou o seguinte estadiamento: 28 pacientes (64%) com cirrose (Metavir F4); 5
pacientes (12%) com numerosos septos e fibrose em ponte, sem cirrose (Metavir
F3); 1 paciente (2%) com expansao fibrosa dos espacos-porta e raros septos
(Metavir F2); 8 pacientes (18%) com expanséao fibrosa dos espacos-porta, sem
septos (Metavir F1) e 2 pacientes (4%) sem fibrose (Metavir FO).

Todos pacientes foram tratados com IFN (3 MU, 3 vezes/semana) + RBV
(1.000 mg/dia) por pelo menos 24 semanas. Apenas pacientes que receberam

>80% da dose de IFN e >80% da dose de RBV por >80% do tempo previsto de
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tratamento foram incluidos. A RVS foi definida por achado de RNA-VHC negativo
24 semanas ou mais poés-tratamento. O RNA-VHC sérico foi medido por PCR
qualitativo proprio com limite de deteccéo de 50 Ul/ml. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da instituicido e todos assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Foram obtidos os seguintes resultados:

- Mutagbes do gene HFE foram detectadas em 16 (36%) pacientes, assim distribuidos:
heterozigotos H63D: 11 pacientes (68%); heterozigotos C282Y: 2 pacientes (13%), e heterozigotos
compostos H63D + C282Y: 3 pacientes (19%). Nenhum paciente foi homozigoto para qualquer
das mutacoes.

- Nenhum dos 16 pacientes pertencentes ao grupo com muta¢des HFE apresentou RVS, enquanto
que 11 (39%) dos 28 pacientes pertencentes ao grupo sem mutacdes HFE apresentaram RVS (P
= 0,003; Teste Exato de Fisher). A Gnica variavel associada com RVS na populacdo estudada foi a

presenca ou ndo da mutacdo do gene HFE.

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a presenca de mutagcdes
H63D e/ou C282Y do gene HFE foi fator preditivo de auséncia de RVS ao IFN +
RBV em pacientes com hepatopatia crénica pelo genétipo 2 ou 3 do VHC e niveis

séricos elevados de ferritina.
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ABSTRACT

The aim of this study was to assess the occurrence of sustained viral
response (SVR) to interferon (IFN) + ribavirin (RBV) with regard to the presence or
absence of H63D and/or C282Y HFE gene mutations, in a group of patients with
chronic hepatitis C and elevated serum ferritin infected with hepatitis C virus
(HCV) genotype 2 or 3.

A total of 44 treatment naive patients with chronic hepatitis C and serum
ferritin >500 ng/mL were included. Median age was 48.4 + 7.7 years (range: 26-63
years). Forty patients (91%) were males and all were caucasians. HCV genotype 3
was found in 38 (86%) cases and genotype 2 was found in 6 (14%) cases. All
patients had elevated ALT and liver biopsy compatible with chronic hepatitis C
before treatment, without any other form of liver disease. Median serum ferritin
was 1.097 + 552 ng/ml (range: 500-2,865) and median transferrin saturation was
51% + 18% (range: 25%-86%). No patient had histologic diagnosis of hereditary
hemochromatosis. Histological analysis of the liver fibrosis score revealed the
following staging: 28 patients (64%) with cirrhosis (Metavir F4); 5 patients (12%)
with numerous septa and bridging fibrosis, without cirrhosis (Metavir F3); 1 patient
(2%) with portal fibrosis and rare septa (Metavir F2); 8 patients (18%) with portal
fibrosis without septa (Metavir F1) and 2 patients (4%) without fibrosis (Metavir
FO).

All patients were treated with IFN (3 MU, three times a week) + RBV (1,000
mg, daily) for at least 24 weeks. Only patients who received >80% of IFN, >80% of

RBV dose for >80% of the intended treatment duration were included. SVR was
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defined as negative HCV-RNA 24 weeks after the end of treatment. Serum HCV-
RNA was measured by qualitative in house PCR with a limit of detection of 50
IU/ml. The study was approved by the institution ethics comittee and all patients
signed the informed consent form.

The following results were obtained:

- HFE gene mutation was detected in 16 (36%) patients, with the following distribution:
heterozigous H63D: 11 patients (68%); heterozigous C282Y: 2 patients (13%), and compound
heterozigous H63D + C282Y: 3 patients (19%). No patient was found with homozygosis for either
mutation.

- None of the 16 patients with HFE gene mutations achieved a SVR, while 11 (39%) of the 28
patients without HFE gene mutations showed a SVR (P=0.003; exact Fisher test). The only

variable associated with SVR in this population was the HFE gene mutation status.

Based on the results obtained, it can be concluded that the presence of
H63D and/or C282Y HFE gene mutations constitute predictive factors for the
absence of SVR to IFN + RBV among patients with genotype 2 or 3 HCV related

chronic liver disease and elevated ferritin levels.
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1. INTRODUCAO

1.1 O gene HFE

Em 1996, Feder et al (FEDER et al, 1996) descobriram o gene HFE,
localizado no braco curto do cromossoma 6, na posi¢cao 21.3 (Figura 1). Sabe-se,
atualmente, que esse gene codifica a sintese de glicoproteina com 343
aminoacidos, homodloga ao complexo de histocompatibilidade (HLA) classe |
(EISENBACH et al, 2004). Essa proteina liga-se com a p2-microglobulina (32M) e
interage com o receptor da transferrina (TfR-1) nos enterécitos das criptas
duodenais, regulando assim a absorcéo do ferro da dieta (BENNETT et al, 2000;

BONFORD, 2002; BRITTON et al, 2002; TRINDER et al, 2002).
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Figura 1. O gene HFE (seta), localizado no braco curto do cromossoma 6, posicao
21.3.
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Mutacdes no gene HFE podem provocar distirbios no metabolismo do ferro
no organismo, constituindo a principal causa de hemocromotase hereditaria (HH)
no mundo (FLEMING et al, 2004). Cerca de 80% a 90% dos pacientes brancos de
origem européia com diagnastico clinico de HH sdo homozigotos para mutacao no
nucleotideo 845 do gene HFE, resultando na troca de cisteina por tirosina no
aminoéacido localizado na posicado 282 (C282Y) da proteina HFE (FEDER et al,
1996; POWELL et al, 2000; BONFORD, 2002; PIETRANGELO, 2003;
EISENBACH et al, 2004). Essa mutacao impede a ligacdo entre a proteina HFE e
a B2M, reduzindo a expressdo do complexo HFE/TfR-1 na superficie dos

enterdcitos duodenais (FEDER et al, 1997) (figura 2A e 2B).

Outra mutacdo bem conhecida do gene HFE é aquela que ocorre no
nucleotideo 187, codificando para substituicAo de histidina por aspartato no
aminoéacido da posicao 63 (H63D) da proteina HFE (FEDER et al, 1996). Sabe-se
qgue individuos com essa mutacdo, tanto homozigotos quanto heterozigotos,
podem apresentar certo grau de elevacdo dos marcadores bioguimicos de ferro
(ferritina sérica e saturacéo da transferrina), porém a forma fenotipica da HH néao
costuma ocorrer (FLEMING et al, 2004).

Por outro lado, existem casos bem demonstrados de HH clinica em
individuos heterozigotos compostos, nos quais um alelo possui a mutagdo C282Y
enquanto que o outro alelo possui a mutacdo H63D (FEDER et al, 1996).
Curiosamente, a troca desses aminoacidos ndo parece afetar a ligacdo da
proteina HFE com a p2M ou sua expressdao na superficie da célula,
permanecendo desconhecido o seu papel no distirbio do metabolismo do ferro

(PIETRANGELO, 2003).
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Figura 2. Interacdo entre a proteina HFE e o receptor da transferrina (TfR1)
nas criptas dos enterdcitos, sem mutagdo HFE (A) e com mutagdo HFE (B).
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Sabe-se que adultos saudaveis acumulam 3-5 g de ferro corporal, sendo a
maior parte armazenada na hemoglobina dos eritrocitos, no figado e nos
macrofagos do sistema reticuloendotelial (TOWNSEND & DRAKESMITH, 2002).
Cerca de 20-30mg de ferro sdo necessarios diariamente para a eritropoiese,
sendo 1-2 mg perdidos por descamacéo da pele ou menstruacao. O ferro perdido
deve ser reposto a partir da absorcdo do ferro da dieta, a qual ocorre
fundamentalmente através dos enterécitos maduros encontrados no apice das
vilosidades duodenais (ANDREWS et al, 1999).

O mecanismo exato por meio dos quais as mutacdes do gene HFE
provocam a sobrecarga de ferro caracteristica da HH ainda nédo esta totalmente
elucidado. Existem, atualmente, duas hipoteses principais: a da hepcidina e a da
programacao das células das criptas duodenais (FLEMING et al, 2004). Essas
hipéteses ndo sdo mutuamente excludentes, diferindo apenas quanto ao tipo de
célula afetada pela perda do funcionamento da proteina HFE: o hepatdcito na
hipétese da hepcidina e o enterécito na hipotese da programacéao das células das
criptas duodenais.

Segundo a hipoétese da hepcidina, os hepatécitos seriam o0s principais
reguladores do metabolismo do ferro no organismo, secretando para o plasma
esse peptideo inibidor da absorcdo do ferro da dieta (PARK et al, 2001; GANZ,
2003; FLEMING et al, 2004; IOANNOU & KOWDLEY, 2004). Nos pacientes com
HH e mutacdes do gene HFE, a proteina HFE mutante faria com que o0s
hepatocitos ndo recebessem a informacdo da verdadeira quantidade de ferro
circulante, levando a diminuicdo na producdo de hepcidina. Com a perda desse

peptideo, os enterdcitos duodenais passariam a absorver ferro sem controle,
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levando a sobrecarga tipica da HH (BRIDLE et al, 2003; GANZ, 2003; FLEMING
et al, 2004; IOANNOU & KOWDLEY, 2004).

Por outro lado, segundo a hipétese da programacéao das células das criptas
duodenais, pacientes com proteina HFE mutante teriam alteracdo da expressao
do complexo HFE/TfR-1 na membrana dos enterdcitos das criptas duodenais
(FLEMING et al, 2004). Esses enterocitos, pela perda do mecanismo sensor de
ferro, transformar-se-iam em células maduras programadas para absorver ferro
em excesso no apice das vilosidades (TAYLOR et al, 1966; LOMBARD et al,
1997; WAHEED et al, 1997; PHILPOTT 2002; TOWNSEND & DRAKESMITH,

2002; BOMFORD, 2002; FLEMING et al, 2004).

Atualmente, um dos métodos mais usados para o diagnostico das
mutagbes do gene HFE consiste na amplificacdo do acido desoxiribonucleico
(DNA) por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), com iniciadores

especificos para o local das mutacées (FEDER et al, 1996).

A identificacdo dos alelos das mutacdes, por sua vez, baseia-se na técnica
do polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP), para
verificar se o0 paciente € homozigoto ou heterozigoto (FLEMING et al, 2004).
Como os genes sdo compostos por dois alelos, as duas principais mutaces do
gene HFE (C282Y e H63D) podem ser encontradas em diferentes combinagdes

(tabela 1).
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Tabela 1. Mutacbes C282Y e H63D do gene HFE da hemocromatose hereditaria

ALELO 1/ALELO 2

INTERPRETACAO

C282Y: Negativo/Negativo  Auséncia das mutagdes comuns da HH nos dois
H63D: Negativo/Negativo alelos.

C282Y: Negativo/Positivo  Heterozigoto C282Y (apenas um alelo afetado do
H63D: Negativo/Negativo gene HFE)

C282Y: Negativo/Negativo Heterozigoto H63D (apenas um alelo afetado do
H63D: Negativo/Positivo  gene HFE)

C282Y: Positivo/Positivo Homozigoto C282Y (ambos alelos afetados do
H63D: Negativo/Negativo gene HFE)

C282Y: Negativo/Negativo Homozigoto H63D (ambos alelos afetados do
H63D: Positivo/Positivo gene HFE)

C282Y: Positivo/Negativo  Heterozigoto composto (um alelo afetado de cada
H63D: Positivo /Negativo gene HFE simultaneamente)

As mutacOes C282Y e H63D acometem particularmente as populagbes de
origem celta, sendo a prevaléncia de homozigotos estimada em 1:200 habitantes
no Norte da Europa (PHILPOTT, 2002; BOMFORD, 2002; TAVILL, 2001). A
mutacao C282Y parece ter surgido ha cerca de 2.000 anos na espécie humana e
encontra-se virtualmente ausente em populacdes ndo caucasianas, tais como
africanos, asiaticos e aborigenes australianos (CULLEN et al, 1998). A mutacao
H63D, por outro lado, € mais antiga que a C282Y, sendo encontrada em
frequéncia superior a 5% nas populagbes da Europa, Bacia do Mediterraneo,
Oriente Médio, Asia e india (MERRYWEATHER-CLARKE et al, 1997).

A prevaléncia média da mutacdo C282Y em populacdes Européias esta

estimada em 0,4% de homozigotos e 9,2% de heterozigotos (HANSON et al,
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2001). Resultados semelhantes foram descritos para populacfes caucasianas da
Ameérica do Norte, Nova Zelandia e Australia, refletindo provavelmente o fluxo de
imigrantes Europeus para essas regides nos ultimos 400 anos (BURT et al, 1998;
STEINBERG et al, 2001).

Na Europa existe grande variacdo na frequéncia de heterozigotos para a
mutacdo C282Y, diminuindo drasticamente no sentido Norte-Sul e Oeste-Leste
(LUCOTTE, 2001). A Irlanda possui a maior frequéncia (14,2%), seguida pela
Franca (9,4%) e Pais de Gales (8,3%) (RYAN et al, 1998; JEZEQUEL et al, 1998;
JACKSON et al, 2001). Na populacdo do Reino Unido a frequéncia variou entre
6% e 11% (SMITH et al, 1998). A menor frequéncia européia (1,6%) foi descrita
na Itélia (CASSANELLI et al, 2001).

No Brasil, estudo em amostra randomica obtida entre individuos normais
no Rio de Janeiro evidenciou 3% de heterozigotos C282Y e 12% de heterozigotos
H63D (KLAINCHOT, 2001), sendo inferior aos resultados encontrados nha
populacao européia, com excec¢ao da Italia.

Dependendo da regido geografica estudada, verifica-se que
aproximadamente 60% a 100% dos pacientes caucasianos com diagndstico
clinico de HH sdo homozigotos C282Y, sendo outros 3-5% heterozigotos
compostos (C282Y/H63D) ou homozigotos H63D (MERRYWEATHER-CLARKE et
al, 1997; RAMRAKHIANI e BACON, 2001). Na Franca, Reino Unido e Australia,
mais de 90% dos pacientes com HH sdo homozigotos C282Y (SMITH et al, 1998).

Por outro lado, no Sul da Italia, apenas 33% dos pacientes com fenotipo de
HH apresentaram mutacbes C282Y e/ou H63D do gene HFE (FLEMING et al,
2004). Alem disso, a frequéncia da mutacdo C282Y tem sido praticamente nula

em pacientes ndo caucasianos com HH provenientes da Asia, Africa e india
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(BOMFORD, 2002). No Brasil, estudos preliminares com pequeno numero de
pacientes com fenoétipo de HH também indicam baixa taxa de homozigotos
C282Y, variando entre 40-53% dos casos em dois trabalhos publicados
(BITTENCOURT, 2001; CARVALHO-FILHO, 2001). A frequéncia de homozigotos
C282Y e heterozigotos compostos (C282Y/H63D) em pacientes com quadro
clinico classico de HH, provenientes de diversos paises, encontra-se resumida na

tabela 2.

Tabela 2. Frequéncia de homozigotos (C282Y/C282Y) e heterozigotos
compostos (C282Y/H63D) em pacientes com quadro clinico classico de HH em
diferentes paises.

PAIS C282Y/C282Y C282Y/H63D REFERENCIA
Australia 100% 0% Jazwinska et al, 1996
Norte da Franca 96% 3% Jouanolle et al, 1996
Reino Unido 91% 3% The UK H.C.* 1997
Irlanda 90% 4% Ryan et al, 1998
Alemanha 90% 4% Nielsen et al, 1998
Estados Unidos 83% 5% Feder et al, 1996
Austria 77% 8% Datz et al, 1997
Sul da Franca 72% 4% Borot et al, 1997
Italia 64% 5% Piperno(a) et al, 1998

* H.C. = hemochromatosis consortium; C282Y/C282Y = homozigoto para a mutacdo C282Y do
gene HFE; C282Y/H63D = heterozigoto composto.

A ocorréncia de HH em individuos sem qualquer mutacéo identificavel no
gene HFE poderia ser decorrente de graus variaveis de heterogeneidade
genética, sugerindo a existéncia de casos de HH originados por mutacdes em
genes ainda desconhecidos (CONTE et al, 1998; BOMFORD, 2002).

Deve ser ressaltado que o teste genético ndo é soberano no diagndstico da

HH, devido ao fato da penetrancia clinica ser extremamente variavel (PARKKILA
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et al, 2001). Assim, existem individuos com mutacdes tipicas da HH (homozigotos
C282Y ou heterozigotos compostos C282Y/H63D) que nunca chegam a
desenvolver a forma fenotipica classica da doenca (BURT et al, 1998;
McDONNELL et al, 1999; ADAMS, 2000; WILLIS et al, 2000; ASBERG et al,
2001; BOMFORD, 2002; PHILPOTT, 2002).

Nesse sentido, estudo populacional realizado na Australia em 1999
(OLYNYK et al, 1999), envolvendo 3.011 adultos brancos, mostrou elevacdo da
saturacdo da transferrina e da ferritina em 94% dos homozigotos C282Y
identificados, porém apenas 58% desses individuos apresentavam alteracao
histolégica hepética compativel com diagndstico de HH.

Do mesmo modo, estudos populacionais realizados no Pais de Gales
(JACKSON et al, 2001) e Canada (ADAMS et al, 2000), mostraram que apenas
20% dos individuos homozigotos C282Y identificados apresentavam evidéncia
bioquimica de sobrecarga de ferro, todos de baixa intensidade, sem qualquer
indicio de dano tecidual em érgéos-alvo.

Com efeito, estudo recente (BEUTLER et al, 2002), envolvendo 41.000
individuos submetidos a exames laboratoriais de rotina na California, EUA,
encontrou 152 (0,4%) homozigotos C282Y, dos quais apenas um apresentava
quadro clinico compativel com o diagndstico de HH, sugerindo penetrancia inferior
a 1% em homens e ainda menor em mulheres.

Quanto aos homozigotos H63D, estudo realizado no Sul da Franca
envolvendo 50 individuos com esse genotipo, mostrou 25% de sobrecarga de
ferro e apenas trés casos de cirrose por HH (AGUILAR-MARTINEZ et al, 2001). A
penetrancia dos heterozigotos compostos (C282Y/H63D) parece ser igualmente

baixa (BRISSOT et al, 1999). Estima-se que até 10% dos individuos heterozigotos
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C282Y possam apresentar evidéncia bioquimica de sobrecarga de ferro, porém
raramente encontra-se doenca histologica hepatica significativa (BOMFORD,
2002).

A falta de conhecimento em relacdo a verdadeira penetrancia da mutacao
C282Y do gene HFE da HH dificulta a implementacdo de testes de triagem
genética direcionados para a populacdo geral. Aparentemente, um numero
extremamente elevado de individuos homozigotos C282Y teria que ser
identificado e acompanhado por longo prazo para prevenir a ocorréncia de um
anico caso da forma fenotipica da doenca (BOMFORD, 2002).

Portanto, recomenda-se atualmente que a triagem para HH com testes
genéticos (mutaces C282Y e H63D) restrinja-se a populacdes de risco, incluindo
individuos com indicio de sobrecarga de ferro (elevacdo da saturacdo da
transferrina e/ou ferritina), diagndstico de hepatopatia crénica e/ou outras doencas
potencialmente associadas com sobrecarga de ferro, tais como diabete mellitus,
insuficiéncia cardiaca, impoténcia, artrite, porfiria cutanea tarda ou familiares de
pacientes com HH (TAVILL, 2001; KRAWCZAK et al, 2001; FLEMING et al,

2004).

1.2 Sobrecarga de Ferro na Hepatite Cronica C

O virus da hepatite C (VHC), clonado em 1989, pertence a familia
Flaviviridae, sendo composto por RNA de hélice simples com polaridade positiva

e envelope lipidico (CHOO et al, 1989). O VHC é o principal agente etiolégico da
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hepatite ndo-A, ndo-B pds-transfusional (DONAHUE et al, 1992). Esse agente
viral apresenta grande diversidade genética, representada pela existéncia de pelo
menos seis genotipos e mais de 50 subtipos, razao pela qual cronifica em 60% a
85% dos casos (MARTELL et al, 1992; DOMINGO et al, 1996). Acredita-se que
existam cerca de 170 a 300 milhdes de individuos cronicamente infectados no
mundo, com prevaléncia na populacdo variando desde menos de 1% nos paises
desenvolvidos até mais de 20% em certos locais da Africa e Oriente Médio
(HEINTGES et al, 1997).

Doencas hepéticas crbnicas de qualquer etiologia costumam cursar com
graus variaveis de deposicdo de ferro no figado, porém, na hepatite crénica C
este evento ocorre com maior frequéncia do que qualquer outra hepatopatia, com
excecdo da HH (SMITH et al, 1998).

De fato, sabe-se que cerca de 20% a 30% dos pacientes com hepatite
cronica C apresentam marcadores seéricos de sobrecarga de ferro, tais como
elevacdo da ferritina e da saturacdo de transferrina (BONKOVSKY et al, 1997).

Interessante notar que a analise histolégica hepatica mostra que o depdésito
de ferro na hepatite C encontra-se geralmente nas células de Kupffer, enquanto
gue na HH concentra-se no interior dos hepatécitos (BACON, 1998; EISENBACH
et al, 2004). Alem disso, a analise da quantificacdo de ferro no tecido hepatico em
pacientes com hepatite C e marcadores séricos de sobrecarga de ferro costuma
ser significativamente menor do que a encontrada em individuos com diagndéstico
de HH (EISENBACH et al, 2004).

Com efeito, Di Bisceglie et al (Di BISCEGLIE et al, 1992) relataram
evidéncia bioquimica de sobrecarga de ferro, definida como elevagao dos niveis

séricos de ferro, ferritina e/ou saturacéao da transferrina, em 46% de 80 pacientes
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com hepatite cronica viral, porém apenas 5% apresentaram concentracao de ferro
no figado acima de 25 umol por grama de peso seco, considerado como o limite
superior da normalidade.

Embora a histéria natural da infeccdo pelo VHC ainda nédo tenha sido
completamente elucidada, sabe-se que a doenca nao apresenta evolucdo
uniforme em todos individuos infectados (ROUDOT-THORAVAL et al, 1997).
Enquanto alguns individuos progridem para cirrose e carcinoma hepatocelular em
20-30 anos, outros permanecem com hepatite leve e minima fibrose por mais de
50 anos (ALBERTI et al, 1999).

Ainda ndo se sabe porque alguns pacientes infectados apresentam doenca
progressiva enquanto outros desenvolvem curso indolente, porém o papel
patogénico do ferro na hepatite cronica C tem sido sugerido por diversos autores,
associando o excesso de ferro hepatico com maior fibrogénese hepatica, maior
risco de evolucao para cirrose, maior chance de carcinoma hepatocelular e menor
resposta ao tratamento antiviral (Di BISCEGLIE et al, 1992; BEINKER et al, 1996;
BACON, 1998; BONKOVSKY et al, 1997; SMITH et al, 1998; HEZODE et al,
1999; GIANNINI et al, 2001; EISENBACH et al, 2004).

E digno de nota que alguns estudos ndo encontraram associagdo entre
ferro e maior progressao da fibrose em pacientes com hepatite cronica C (HAQUE
et al, 1996; LEBRAY et al, 2004), sugerindo que essa relacdo possa ser
controversa.

Tém sido postulado que o excesso de ferro poderia provocar leséao
hepatica por inducdo de estresse oxidativo e liberacéo de citocinas implicadas na
fiborogénese hepatica, destacando-se aumento na expressao do fator

transformador de crescimento beta (HOUGLUM et al, 1997) e ativacdo da célula
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de Ito (RAMM et al, 1997; MARTINELLI et al, 2004). Além disso, 0 excesso de
ferro parece diminuir a imunidade celular em pacientes com hepatite cronica C,
podendo potencializar o dano hepatico, aumentar a replicacéo viral e diminuir a
resposta ao tratamento antiviral (WEISS et al, 1999; KAKIZAKI et al, 2000).
Deve-se ressaltar que a influéncia negativa da sobrecarga de ferro tecidual
na RVS ao tratamento dos pacientes com hepatite crénica C foi evidente apenas
nos estudos que utilizaram o IFN em monoterapia (VAN THIEL et al, 1994;
CLEMENTE et al, 1994; OLYNYK et al, 1995; IZUMI et al, 1996; KAGEYAMA et
al, 1998; PIANKO et al, 2002), porém nédo nos que empregaram IFN combinado
com ribavirina (RBV) (PIANKO et al, 2002; HOFER et al, 2004; LEBRAY et al,

2004). (Tabela 3).

Tabela 3. Niveis médios do indice de ferro hepético pré-tratamento em
pacientes com hepatite crénica C com e sem resposta viroldégica sustentada
ao interferon isolado ou associado a ribavirina.

REFERENCIA N IFH COM RVS IFH SEM RVS P
Van Thiel et al, 1994" 79 638 1.156 <0,05
Clemente et al, 1994" 51 118 218 <0,01
Olynyk et al, 1995" 58 548 860 <0,05
Barton et al, 1995" 14 624 782 NS
lzumi et al, 19967 65 429 875 <0,05
Kageyama et al, 1998" 28 343 710 <0,05
Pianko et al, 20027 51 241 803 <0,01
Pianko et al, 2002"* 40 662 533 NS
Hofer et al, 2004** 135 458 445 NS

IFH = indice médio de ferro hepatico (mcg/g) pré-tratamento; RVS = RNA-VHC negativo seis
meses poés-tratamento; NS = diferenca n&o significativa (P>0,05); ' = tratamento com
interferon isolado; ' = tratamento com interferon + ribavirina.
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Por outro lado, a maioria dos estudos, incluindo os mais recentes
(DISTANTE et al, 2002; HOFER et al, 2004; LEBRAY et al, 2004), tém destacado
o fato de que os nao respondedores apresentaram niveis séricos de ferritina mais
elevados pré-tratamento em comparagcdo com 0S pacientes que alcancaram a
RVS (tabela 4). Assim, parece provavel que o achado de niveis séricos basais
elevados de ferritina constitua importante fator preditivo de ma resposta ao
tratamento, porém por mecanismos aparentemente ndo relacionados com a

deposicao de ferro no tecido hepatico.

Tabela 4. Niveis médios de ferritina sérica pré-tratamento em pacientes com
hepatite crénica C com e sem resposta viroldgica sustentada ao interferon
isolado ou associado a ribavirina.

REFERENCIA N FERCOMRVS FERSEMRVS P
Van Thiel et al, 1994* 79 329 376 NS
Clemente et al, 1994 51 1.812 2.463 0,002
Barton et al, 1995* 14 150 387 NS
Girelli et al, 19957 74 168 439 0,003
Distante et al, 2002"* 256 75 130 0,03
Hofer et al, 2004"* 131 137 270 <0,01

FER = média da ferritina sérica (ng/ml) pré-tratamento; RVS = RNA-VHC negativo seis meses
pos-tratamento; NS = diferenca ndo significativa (P>0,05); * = tratamento com interferon
isolado; ** = tratamento com interferon + ribavirina.

Apesar dos estudos ndo comprovarem que a maior concentracéo de ferro
hepatico seja fator preditivo negativo de RVS em pacientes com hepatite cronica
C, alguns autores (HAYASHI et al, 1994; SARTORI et al, 2001) relataram melhora
bioquimica e histoldégica com o emprego de sangrias em pacientes com hepatite

cronica C e sobrecarga de ferro. Essa observacao inicial levou a suposicédo de
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que a reducdo do ferro hepatico, por meio de sessdes de flebotomia pré-

tratamento, poderia aumentar a chance de RVS ao IFN (VAN THIEL et al, 1996).

Apesar da andlise dos resultados apontar para maior tendéncia a RVS no
grupo de pacientes flebotomizados (tabela 5), deve-se salientar que a magnitude
da diferenca observada na maioria dos estudos foi pequena. Além disso, 0s
trabalhos publicados até 0 momento restringiram sua analise a pacientes tratados
com IFN convencional em monoterapia, deixando de avaliar os efeitos da
flebotomia em pacientes tratados com a combinacdo IFN (convencional ou
peguilado) + RBV. Portanto, mesmo existindo evidéncias de que existiria menor
percentual de RVS em pacientes com hepatite cronica C e ferritina elevada,
permanece ainda controverso o uso da flebotomia como coadjuvante ao
tratamento antiviral, principalmente pelo risco de potencializar a anemia associada

ao uso da RBV.

Tabela 5 — Efeito da flebotomia pré-tratamento na resposta viroldgica
sustentada ao Interferon em pacientes com hepatite cronica C.

REFERENCIA N TIPO RVS C/FLEBO RVS S/FLEBO P

Van Thiel et al, 1996 30 NR 60% 13% 0,04
Tsai et al, 1997 20 NR 15% - -
Guyader et al, 1999 11 NR 0% - -
Herrera, 1999 33 NR 0% - -
Di Bisceglie etal, 2000 96 NR 0% 0% NS
Fong et al, 1998 38 VT 29% 5% NS
Fontana et al, 2000 82 VT 17% 7% NS
Fargion et al, 2002 114 VT 28% 16% NS

NR = ndo respondedores; VT = virgens de tratamento; * = interferon 5 MU/dia por 24
semanas; RVS = RNA-VHC negativo 6 meses pos-tratamento; FLEBO = flebotomias
semanais até hemoglobina entre 10 e 11 g/dl pré-tratamento; NS = diferenga nao significativa
(P>0,05).
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1.3 O Gene HFE na Hepatite Cronica C

Recentemente alguns autores tém pesquisado a prevaléncia das mutacdes
C282Y e H63D do gene HFE em pacientes com hepatite C, sem encontrar
diferenca significativa em comparacéo com a populacao geral (EISENBACH et al,
2004). Neste sentido, Piperno et al (PIPERNO(b) et al, 1998) estudaram 110
pacientes com hepatite crénica B e C, comparados com 139 controles, sem notar
diferenca significativa entre os grupos quanto a frequéncia das mutacgdes.

Em estudo semelhante, Smith et al (SMITH et al, 1998) analisaram 137
pacientes com hepatite crénica C, encontrando 7% de heterozigotos C282Y. Este
valor ndo foi considerado estatisticamente diferente do grupo controle, composto
por 117 individuos VHC negativos, onde os autores verificaram 14% de mutacdes
do gene HFE.

No Brasil, existem poucos estudos sobre a prevaléncia das mutacfes
comuns do gene HFE em pacientes com hepatite crénica C. Em Ribeirdo Preto,
Martinelli et al (MARTINELLI et al, 2000) investigaram a prevaléncia de mutacoes
do gene HFE em 135 pacientes com hepatite crénica C, ndo selecionados por
critérios de sobrecarga de ferro. Foram encontrados 6 (4%) heterozigotos C282Y
e 32 (24%) heterozigotos H63D, sendo a prevaléncia semelhante a dos pacientes
do grupo controle, sem hepatite C.

No Rio de Janeiro, (TERRA, 2001) foram analisados 228 pacientes com
hepatite cronica C, também nao selecionados por evidéncia de sobrecarga de

ferro, sendo detectados 10 (4%) heterozigotos C282Y, 55 (24%) heterozigotos
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H63D e 5 (2%) homozigotos H63D. Também néo foi notada qualquer diferenca na
prevaléncia das mutacdes em relacédo aos 82 controles VHC negativos.

Em outro estudo, realizado em Recife (CAMPOS et al, 2001), foram
avaliados 26 pacientes com hepatite cronica C. Diferentemente dos estudos
relatados anteriormente, 0s autores selecionaram apenas pacientes com
saturacdo da transferrina acima de 55%. Curiosamente, a prevaléncia das
mutacfes do gene HFE nado foi maior do que a relatada nos estudos que
avaliaram pacientes ndo selecionados, sendo encontrados 23% de heterozigotos
H63D e 4% de heterozigotos C282Y.

Quanto ao significado clinico do achado das mutacées do gene HFE na
hepatite crénica C, Piperno et al (PIPERNO(b) et al, 1998), estudando 110
pacientes com hepatite crénica B e C, verificaram que os heterozigotos C282Y e
H63D possuiam maior quantidade de ferro hepatico e maior percentual de cirrose,
sugerindo envolvimento do ferro nos mecanismos de progressao da doenca.

Da mesma maneira, Smith et al (SMITH et al, 1998) analisando 137
pacientes com hepatite crénica C, compararam os 10 heterozigotos C282Y com
os 127 individuos ndo-mutantes, verificando, respectivamente, maior elevacdo de
ferritina sérica (339 versus 153 mcg/ml; P=0,005), maior quantidade de ferro
hepatico (30% versus 4%; P=0,02) e maior frequéncia de cirrose (40% versus
8,7%; P=0,01) nos pacientes com a mutacdo do gene HFE. Os autores
concluiram que a mutacado C282Y do gene HFE parecia de fato influir na historia
natural da hepatite C, potencializando a progresséao para cirrose.

Em estudo semelhante, conduzido no Brasil, Martinelli et al (MARTINELLI
et al, 2000) investigaram a associacdo entre mutacdes do gene HFE e gravidade

da histologia hepatica em 135 pacientes com hepatite cronica C. Comparando os
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38 pacientes heterozigotos C282Y ou H63D com 0s que ndo possuiam mutacdes
do gene HFE, os autores encontraram niveis mais elevados de ferro sérico e
saturacao da transferrina, porém nao de ferritina sérica. Interessante notar que os
escores de fibrose e atividade necroinflamatoria hepéatica foram significativamente
maiores nos carreadores das mutacfes. Os autores também concluiram que a
mutacdo C282Y ou H63D do gene HFE tem impacto na evolucdo da doenca.

Por outro lado, Hezode et al (HEZODE et al, 1999), estudando a
associacdo entre mutacdes do gene HFE e estagio da fibrose hepatica em 209
pacientes com hepatite crénica C, encontraram resultados conflitantes: os 23
(11%) heterozigotos C282Y e os 50 (24%) heterozigotos H63D, comparados aos
nao-mutantes, ndo apresentaram maior quantidade de ferro hepatico ou maior
frequéncia de cirrose na bidpsia hepatica. Ao contrario dos estudos anteriores, 0s
autores concluiram que as mutacdes do gene HFE nao parecem conferir efeito
negativo aos pacientes com hepatite crénica C. Do mesmo modo, Negro et al
(NEGRO et al, 2000) também nao encontraram relacdo entre depdsito de ferro
hepatico e mutacdes do gene HFE em série de 120 pacientes suicos com hepatite
cronica C.

Esses resultados foram corroborados, mais recentemente, por Lebray et al
(LEBRAY et al, 2004) em 273 pacientes com hepatite cronica C. Apesar desses
autores encontrarem maior elevacao dos marcadores bioquimicos de sobrecarga
de ferro (ferritina e saturacdo da transferrina) nos individuos heterozigotos C282Y
ou H63D, ndo houve associacdo entre a presenca de mutacdes do gene HFE e

maior quantidade de fibrose ou atividade necro-inflamatoria na biopsia hepatica.
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Quanto a influéncia do polimorfismo do gene HFE na resposta ao
tratamento antiviral em pacientes com hepatite cronica C, além dos estudos
relatados por nosso proprio grupo (COELHO BORGES et al, 2001; COELHO
BORGES et al, 2002; CHEINQUER et al, 2002), existem apenas trés outros
estudos publicados (DISTANTE et al, 2002; HOFER et al, 2004; LEBRAY et al,
2004), porém em pacientes com hepatite crénica C que néo foram selecionados
por critério de sobrecarga de ferro.

No primeiro estudo, Distante et al (DISTANTE et al, 2002) estudaram 256
pacientes com hepatite cronica C, todos virgens de tratamento, sendo dois (0,8%)
homozigotos C282Y e 36 (14%) heterozigotos C282Y. A mutacdo H63D nao foi
avaliada nesse estudo. Apoés tratamento com IFN + RBV por seis meses, 0S
autores mostraram RVS em 26/38 (68%) carreadores da mutacdo C282Y versus
102/216 (48%) néo-carreadores (P = 0,02).

No segundo estudo, Hofer et al (HOFER et al, 2004) avaliaram 169
pacientes com hepatite crénica C, também virgens de tratamento, sendo 140
tratados com IFN + RBV e 29 com IFN peguilado + RBV. Pacientes com niveis
altos de ferritina pré-tratamento apresentaram menor chance de RVS, porém nao
houve diferenca na resposta ao tratamento entre os mutantes do gene HFE e os
nao mutantes.

Finalmente, no terceiro estudo, Lebray et al (LEBRAY et al, 2004)
avaliaram a resposta ao tratamento com IFN + RBV em 146 pacientes com
hepatite cronica C sem historia de tratamento prévio. Pacientes com mutacao
C282Y ou H63D apresentaram niveis significativamente mais elevados dos
marcadores bioquimicos de sobrecarga de ferro, porém apenas 0s mutantes

H63D posuiam maior quantidade de ferro no tecido hepéatico. Globalmente a RVS
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foi maior nos pacientes com mutacao H63D, porém nao no subgrupo com ferritina
sérica elevada pré-tratamento.

Verifica-se que, até 0 momento, existem escassos registros na literatura
meédica de estudos clinicos relacionando a resposta ao tratamento antiviral com a
presenca das mutacdes C282Y e H63D do gene HFE em pacientes cronicamente
infectados pelo VHC, principalmente no que tange aos pacientes com marcadores
séricos de sobrecarga de ferro. Assim, o presente estudo poderia revelar se existe
relacdo entre a magnitude de RVS e o polimorfismo do gene HFE, especialmente
numa populacdo de pacientes com genoétipo 2 ou 3 do VHC com marcador

bioquimico de sobrecarga de ferro, representado pela ferritina sérica.
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista a inexisténcia, em nosso meio, de estudos que avaliam a
associagao entre resposta virolégica ao tratamento com IFN + RBV e a presenca
da mutacdo C282Y e/ou H63D do gene HFE em pacientes com hepatite crbénica

C, este estudo propbe-se a:

- Avaliar a prevaléncia do polimorfismo do gene HFE (mutacdo C282Y e/ou
H63D) em pacientes com infec¢do crbnica causada pelos gendétipos 2 ou 3 do

VHC e ferritina sérica elevada.

- Avaliar se existem diferencas demograficas (sexo, idade), laboratoriais
(saturacdo da transferrina, ferritina e alanina aminotransferase [ALT]) e/ou
histologicas (estagio da fibrose hepatica) entre os pacientes com e sem a

mutacédo C282Y e/ou H63D.

- Avaliar se o polimorfismo do gene HFE (mutacdo C282Y e/ou H63D) influencia
a resposta virologica ao tratamento com IFN + RBV em pacientes com infec¢ao
cronica causada pelos gendtipos 2 ou 3 do VHC e ferritina sérica elevada, de
forma independente das varidveis demograficas (sexo, idade), laboratoriais
(saturacdo da transferrina, ferritina, ALT) e/ou histolégicas (estagio da fibrose

hepatica).
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3. PACIENTES E METODOS

Este trabalho foi realizado no Ambulatorio de Hepatites Virais do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), RS, no periodo de marco de 2000 a
dezembro de 2003. Todos pacientes foram incluidos mediante assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido. O projeto foi aprovado pela Comisséo
de Etica do HCPA e pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

O delineamento do estudo pode ser definido como transversal, pois foram
avaliados simultaneamente o fator em estudo (presenca das mutacdes C282Y e
H63D) e o desfecho clinico (resposta viroldgica ao tratamento com IFN + RBV e

caracteristicas dos pacientes com e sem as mutacfes do gene HFE).

3.1 Pacientes

Foram selecionados 44 pacientes para o estudo de acordo com os

seguintes critérios:

- Critérios de incluséo:
a) Ambos 0s sexos
b) Idade acima de 18 anos
c) RNA-VHC positivo

d) Gendtipo 2 ou 3 do VHC
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e) Biopsia hepatica com hepatite cronica ou cirrose
f) Ferritina sérica >500 ng/ml
g) Tratamento padrdo com IFN + RBV

h) Assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido

- Critérios de excluséo:
a) Outras causas de hepatopatia, exceto HH
b) Insuficiéncia renal
c) HIV positivo
d) Evidéncia de carcinoma hepatocelular
e) Hepatopatia descompensada
f) Tratamento inadequado com IFN + RBV

g) N&o consentimento

Dos 44 pacientes, 40 (91%) eram homens e 24 (9%) mulheres. A idade
variou de 26 a 63 anos, sendo que a média foi de 48,4 anos, com desvio-padrao
de 7,7 anos. Em relacéo a cor, todos eram brancos. Quanto ao genétipo do VHC,
38 (86%) tinham gendtipo 3 e 6 (14%) tinham gendtipo 2. A analise histolégica do
escore da fibrose hepatica revelou o seguinte estadiamento: 28 pacientes (64%)
com cirrose (Metavir F4); 5 pacientes (11%) com numerosos septos e fibrose em
ponte, sem cirrose (Metavir F3); 1 paciente (2%) com expansao fibrosa dos
espacos-porta e raros septos (Metavir F2); 8 pacientes (18%) com expansao
fibrosa dos espacos-porta, sem septos (Metavir F1) e 2 pacientes (4%) sem
fiborose (Metavir FO). Nenhum paciente apresentou critério histoldégico para

diagnostico de HH.



36

Todos os pacientes possuiam resultado de ferritina sérica pré-tratamento,
sendo a média de 1.097 + 552 ng/ml (variacdo: 500 a 2.865). Dos 44 pacientes,
36 possuiam resultado de saturagdo da transferrina pré-tratamento, sendo a
média de 51% + 18% (variacdo: 25% a 86%). Quanto a ALT, todos pacientes

apresentavam niveis séricos elevados pré-tratamento, sendo a média de 230 +

120 U/l (variacao: 55 a 516).

3.2 Métodos

O tamanho da amostra necessario para estabelecer diferenca
estatisticamente significativa na resposta viroldgica ao tratamento com IFN + RBV
em pacientes com hepatite cronica C com e sem mutacdes C282Y e/ou H63D foi
estimado em 42 individuos, compreendendo 28 sem as mutacdes (ndo-expostos)
e 14 com as mutacBes (expostos). Estes célculos foram realizados no programa
StatCalc do Epi-Info (versdo 3.2.2 de 14 de abril de 2004), baseados em estudo
piloto com 15 pacientes, considerando-se as seguintes variaveis: intervalo de
confianca de 95%; poder do estudo de 80%; relacdo ndo expostos/expostos 2:1;
diferenca de RVS entre os grupos com e sem as mutacdes estimada em 40%
(40% de RVS nos nao-expostos vs 0% nos expostos).

Todos os pacientes possuiam fragmento de biopsia hepatica percutanea
adequado (>5 espacos-porta) obtido no maximo seis meses antes do inicio do
tratamento. A analise histologica foi efetuada por patologista experiente, cego

para os resultados do polimorfismo do gene HFE e para os resultados de ferritina
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e saturacdo da transferrina. Foram utilizadas as coloracdes de hematoxilina-
eosina, vermelho picrosirius (para colageno) e azul da Prussia (para ferro).

A classificacdo histolégica empregada para o estadiamento da hepatite
cronica C foi a do componente de fibrose (F) do escore Metavir (BEDOSSA, 1993;
THE METAVIR COOPERATIVE GROUP, 1994; BEDOSSA & POYNARD, 1996),
composta pelos seguintes estagios: FO = sem fibrose; F1 = fibrose portal sem
septos; F2 = fibrose portal com raros septos; F3 = fibrose portal com numerosos
septos, sem cirrose, e F4 = cirrose. A coloracédo do azul da Prassia foi empregada
para deteccado histologica do ferro hepatico, com atencdo para 0 compartimento
predominante (células de Kupffer ou hepatocitos), segundo Scheuer (SCHEUER
et al, 1991).

O diagnéstico da infeccdo cronica pelo VHC foi confirmado em todos os
pacientes pela deteccdo do RNA do VHC sérico por PCR qualitativo (método in
house; Simbios Biotecnologia, ULBRA, Canoas, RS; limite de deteccdo de 50
Ul/ml). Em resumo, RNA foi extraido de 100 microlitros de plasma pelo método
guanidina-fenol-cloroformio (CHOMCCZYNSKI & SACCHI, 1987). A seguir, 0
RNA foi submetido a transcri¢do reversa a 37°C por 30 minutos, usando 75 mM

de KCI, 50 mM de tris-HCI (pH 8,3), 3 mM de MgClp, 2,5 mM de DTT, 1 mM de
dNTPs, 20 unidades da enzima de transcricdo reversa do virus da leucemia
murina (Gibco BRL Life Technologies, EUA), 8 unidades da enzima RNasin
(Promega Corp., EUA), 2 uM de iniciador “antisenso” para regido 5' n&o-
codificante do VHC e 3 pul de RNA. A amplificagéo foi feita com 10 ul de DNA

complementar, 10 mM de tampéo tris-HCI (pH 8,3), 1,5 mM de MgClp, 50 mM de

KCI, 0,2 mM de dNTPs, 2 uM de iniciador “senso” para regido 5' nao-codificante
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do VHC e 1,5 unidades da Tag DNA polimerase (Centro de Biotecnologia,
UFRGS, Brasil). A amplificacdo foi feita por 35 ciclos em termociclador (MJ
Research PTC-100, EUA) com as seguintes temperaturas e tempos: 94°C por 30
segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos, com passo final de
estenséo de 72°C por 7 minutos. Os produtos foram separados por eletroforese
em gel de agarose e visualizados pela coloracéo de brometo de etidio. O tamanho
do produto da reacdo de transcricdo reversa seguida de PCR foi de 325 pares de
bases. Todas amostras foram submetidas a segunda amplificagdo (nested PCR)
com iniciadores internos para confirmar os resultados. Amostras positivas e
negativas foram adicionadas como controles.

A genotipagem foi realizada por RFLP (Simbios Biotecnologia, ULBRA,
Canoas, RS), segundo o método descrito por McOmish et al (McOMISH et al,
1994), empregando o produto externo da reacdo de PCR para aplicacdo do
método de restricdo. Em resumo, aliquota de 5 ul do produto externo da reacao
de PCR foi digerida com 1 unidade de cada da enzima Rsal e Haelll em tampéao
apropriado por 1,5-2 horas a 37°C, juntamente com 1 unidade de cada da enzima
BstNI e Hinfl em tampéo apropriado por 1,5 horas a 37°C e mais 1,5 horas a
60°C. O produto digerido foi separado por eletroforese em 12,5% de gel de
poliacrilamida, sendo visualizado por coloracdo com prata (SANGUINETTI et al,
1994). Os padrdes de banda dos diferentes genotipos do VHC foram deduzidos a
partir das sequéncias publicadas (McOMISH et al, 1994) e daquelas obtidas da
base de dados de genes (Genebank, EUA). Amostras com genaotipos identificados
foram adicionadas como controles.

A determinagéo do polimorfismo do gene HFE foi realizada por RFLP, no

Laboratorio Amplicon (Porto Alegre, RS). Em resumo, amostra de 4 ml de sangue
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em meio EDTA foi obtida ap6s assinatura do termo de consentimento informado.
A extracdo do DNA foi realizada em trés passos, iniciando com a lise da
membrana celular por meio do detergente "TKM1", seguida da lise e precipitacao
da membrana nuclear utilizando-se o detergente "TKM2" e NaCl. A seguir, 50
microlitros do DNA foram submetidos a reacdo de PCR (figura 3A) com uma
temperatura de anelamento de 60°C, utilizando iniciadores compostos de
oligonucleotideos especificos para regifes flanqueando os cédons 282 e 63 do
gene HFE e condi¢des de clivagem descritas por Feder et al (FEDER et al, 1996).

Os alelos das mutacfes C282Y e H63D foram detectadas pela técnica de
RFLP (figura 3B), visando estabelecer o estado de homozigoto ou heterozigoto
por meio da aplicacdo de enzimas de restricdo. Para melhor detec¢do da mutacéo
H63D, o iniciador “antisenso” da reacao de PCR foi deslocado para permitir a
inclusdo de um segundo local de restricdo Mbol (Invitrogem, Life Technologies,
EUA), criando assim um controle interno de clivagem conforme sugerido pelo
grupo inglés de estudo da HH (THE UK HAEMOCHROMATOSIS CONSORTIUM,
1997). Para a mutagdo C282Y foi utilizado 10 microlitros do produto amplificado
com 10 unidades de Rsal (Invitrogem, Life Technologies, EUA) em tampéao
adequado (React 3, Invitrogen Life Technologies EUA) por 2 horas a 37°C. Para
mutacdo H63D, também foi usada 10 microlitros de produto amplificado em 10
unidades de Mbol (Invitrogen, Life Technologies, EUA) em tamp&o por 2 horas a
37°C. Apos a digestdo dos produtos, o material foi submetido a eletroforese em
gel de poliacrilamida 12,5%, com controles positivos e negativos, sendo

visualizado por coloracdo com nitrato de prata (SANGUINETTI et al, 1994).
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Figura 3A/B. Deteccdo das mutacdes C282Y e H63D por PCR (A) e RFLP (B).
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Todos pacientes foram tratados com IFN convencional + RBV, fornecidos
pela Secretaria da Saude do Estado do Rio Grande do Sul (SES/RS), seguindo as
normas das Portarias 639 (Portaria GM/MS 639/00, 2000) e 863 (Portaria GM/MS
863/02, 2002). O protocolo de tratamento utilizado em todos o0s pacientes
incluidos baseou-se no uso de IFN alfa-2a ou alfa-2b (diferentes marcas
comerciais fornecidas pela SES/RS), na dose de trés milhdes de unidades, trés
vezes por semana, por via subcutanea, associado a RBV (diferentes marcas
comerciais fornecidas pela SES/RS), na dose de 1.000 a 1.250 mg/dia (de acordo
com o peso do paciente <75 kg ou >75 kg, respectivamente), por via oral.

A duracdo do tratamento foi de no minimo seis meses, conforme
recomendado para pacientes com genotipos 2 e 3 do VHC. O tratamento foi
interrompido em pacientes com PCR positivo no sexto més de tratamento, sendo
estes considerados nao-respondedores.

Foram incluidos no presente estudo apenas os pacientes que realizaram o
tratamento de forma adequada, definida como uso acima de 80% da dose
preconizada de IFN e RBV, por mais de 80% do tempo preconizado de
tratamento. Utilizando-se o PCR qualitativo (limite de deteccdo de 50 Ul/ml),
foram considerados cinco tipos diferentes de resposta virolégica:

- Resposta virolégica ao final do tratamento (RVFT) — RNA do VHC negativo por
ao final do tratamento;

- Resposta virolégica sustentada (RVS) - RNA do VHC negativo seis meses ou
mais apos o término do tratamento;

- Nao respondedor (NR) - RNA do VHC positivo no sexto més do tratamento;

- Escape (ESC) - Retorno de positividade do RNA do VHC ainda durante o

tratamento, em paciente que ja havia apresentado resultado negativo;
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- Recidiva (REC) - Retorno de positividade do RNA do VHC ap0és o tratamento em
paciente que ja havia apresentado resultado negativo ao final do tratamento;

Os niveis séricos de ferro foram medidos pelo método da Ferrozina (Roche
Diagnostics, Mannhein, Alemanha) em analisador automatico (Hitachi 917,
Hitachi, Tokyo, Japdo) calibrado de acordo com a referéncia internacional padréo
80/578 da Organizacdo Mundial da Saude. A ferritina e a transferrina foram
determinadas pelo método imuno-nefelométrico (N latex ferritin resp. N antisera to
human transferrin, Dade Behring, Marburg, Alemanha) em analisador automatico
(Behring Nephelometer Ila, Dade Behring, Marburg, Alemanha). A saturacédo da
transferrina foi calculada por meio da seguinte férmula: ferro sérico x 70,9 /
transferrina sérica (valor normal: 16-45%). Valores normais para ferritina,
expressos em ng/mL, foram: 20-280 para homens e 10-140 para mulheres <45
anos e 25-250 para mulheres 245 anos. ALT e AST séricas foram medidas por
método fotocolorimétrico padrdao, com valor superior da normalidade para ambas
de 40 Ul/I para homens e 35 Ul/l para mulheres.

Foram excluidos pacientes com insuficiéncia renal (creatinina sérica >1,5
mg/dl), pacientes com anticorpo reagente contra o virus da imunodeficiéncia
humana (anti-HIV) e pacientes com outras causas de hepatopatia, exceto HH, de
acordo com 0s seguintes critérios: a) hepatopatia alcodlica, definida pelo consumo
de bebidas alcoodlicas acima de 100 gramas por semana nos ultimos 5 anos e
histologia hepatica sugestiva; b) co-infeccdo com o virus da hepatite B (VHB)
definida pela presenca de positividade para o antigeno de superficie (HBsAg) do
virus B; c¢) hepatopatia autoimune, definida pela presenca de autoanticorpos (fator
antinuclear e/ou anti-musculo liso) acima de 1:80 e achado de infiltrado

predominante de plasmocitos na analise histolégica; d) doenca de Wilson,
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definida pelo achado de ceruloplasmina abaixo de 20 mg/dL em pacientes com
idade inferior a 45 anos e histologia hepatica sugestiva; e) deficiéncia de alfa-1-
antitripsina, definida pela dosagem de alfa-1-antitripsina sérica abaixo de 100
mg/dL e histologia compativel; f) hepatotoxicidade medicamentosa, definida pela
historia clinica de uso de drogas hepatotdéxicas nos udltimos seis meses e
histologia compativel; g) carcinoma hepatocelular, definido pelo achado de lesédo
focal hepética a ultrassonografia com histologia compativel e/ou alfa-fetoproteina
acima de 400ng/ml e/ou nédulo hepatico com captacdo de contraste na fase
arterial de tomografia computadorizada helicoidal trifasica, indicando
hipervascularizacao arterial.

Do ponto de vista estatistico, inicialmente, foram obtidas tabelas de
frequéncia para todas as variaveis do banco de dados. As variaveis quantitativas
foram descritas por meio da média e desvio-padrdo, enquanto que nas
qualitativas utilizou-se o percentual. Os resultados foram avaliados por testes néao-
paramétricos. O teste Exato de Fisher foi usado para comparar proporcdes entre
variaveis categoricas e o teste de Kruskall-Wallis foi usado para comparar médias
entre variaveis quantitativas. Adicionalmente, utilizou-se o coeficiente de
correlacdo linear de Pearson na avaliagdo da associacdo entre variaveis
guantitativas. O nivel de significancia estatistica adotado foi de alfa = 0,05. Os
dados foram processados e analisados com auxilio do programa “SPSS for
windows”. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre (HCPA) e pela Comissao Nacional de Pesquisa (CONEP).
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4. RESULTADOS

Os dados demogréficos, laboratoriais e histologicos dos pacientes da
presente casuistica, bem como a distribuicdo das mutacfes do gene HFE e o tipo
de resposta ao tratamento com IFN + RBV, podem ser analisados no anexo A.

Avaliando a prevaléncia das mutac¢des do gene HFE nos 44 pacientes com
infeccdo cronica pelo gendtipo 2 ou 3 do VHC e ferritina >500 mg/dl, verificou-se
que 28 pacientes (64%) ndo apresentavam mutacdes do gene HFE, enquanto 16

pacientes (36%) foram heterozigotos para uma ou ambas as mutacdes (figura 4).

Figura 4. Prevaléncia das mutacbes do gene HFE em 44 pacientes com
hepatopatia crénica pelo gendtipo 2 ou 3 do virus C e ferritina acima de 500 ng/dl.
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Em relacédo ao grupo total de 44 pacientes, os 16 portadores de mutacoes
do gene HFE estavam assim distribuidos (figura 5): heterozigotos H63D: 11 casos
(25%); heterozigotos C282Y: 2 casos (4%) e heterozigotos compostos H63D +
C282Y: 3 casos (7%). Nenhum paciente foi homozigoto para qualquer das

mutacdes.

Figura 5. Distribuicdo dos 16 pacientes com mutaces do gene HFE
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Dos 44 pacientes, 39 foram tratados por seis meses e cinco usaram a
estratégia “a la carte” e foram tratados por 12 meses, sendo dois pertencentes ao
grupo de 16 individuos com mutacbes HFE e trés pertencentes ao grupo de 28
individuos sem mutacdes HFE.

Comparando-se as caracteristicas demograficas, laboratoriais e
histolégicas, bem como a resposta ao tratamento antiviral, dos 16 pacientes com
alguma ou ambas mutacdes do gene HFE versus os 28 pacientes sem qualquer
das mutacdes do gene HFE, encontrou-se 0s seguintes resultados, resumidos na

tabela 6:

Tabela 6. Caracteristicas demograficas, laboratoriais, histolégicas e de
resposta ao tratamento com interferon + ribavirina em 44 pacientes portadores
de hepatopatia crbnica pelo virus C com e sem mutagéao do gene HFE.

PARAMETRO Cﬁ'\i Tg E Sﬁ\i ggE P
Média de idade (anos + DP) 50+ 6 48 + 8 0,33
Sexo masculino 15 (94%) 25 (89%) 0,54
Gendtipo 3 14 (88%) 24 (86%) 0,62
ALT pré-tto (média + DP; Ul/l) 221 + 88 239 £ 138 0,66
FER pré-tto (média + DP; ng/dl) 1.171 + 587 1.060 + 546 0,68
SAT pré-tto (média + DP) 57% + 18%* 46% + 17%** 0,06
Fibrose em ponte (Metavir F3) 2 (13%) 3 (11%) 0,62
Cirrose (Metavir F4) 10 (63%) 18 (64%) 0,66
Tratamento por 12 meses n (%) 2 (13%) 3 (11%) 0,71
Resposta viroldgica final do tto. 25% 64% 0,03
Resposta viroldgica sustentada 0% 39% 0,003

HFE = mutacéo do gene HFE; DP = desvio padrdo; P = significAncia estatistica; ALT = alanina
aminotransferase; FER = ferritina sérica; SAT = saturacdo da transferrina; tto. = tratamento.
*Dados disponiveis em 14/16 pacientes; **Dados disponiveis em 22/28 pacientes.



47

A RVS ocorreu em 11 (25%) dos 44 pacientes. Quanto aos grupos com e
sem RVS, verificou-se que um dos 11 casos com RVS foi tratado por 12 meses,
comparado com quatro dos 33 casos sem RVS.

Comparando-se os 11 pacientes com RVS com os 33 pacientes sem RVS
quanto as suas caracteristicas demograficas, laboratoriais, histolégicas e
genéticas (mutacbes do gene HFE), encontrou-se o0s seguintes resultados,

resumidos na tabela 7:

Tabela 7. Caracteristicas demograficas, laboratoriais, histolégicas e genéticas
dos pacientes portadores de hepatopatia crénica pelo virus C com e sem
resposta viroldgica sustentada ao tratamento com interferon + ribavirina.

PARAMETRO COM RVS SEM RVS
N=11 N =33
Média de idade (anos + DP) 48 +£11 49+7 0,89
Sexo masculino 10 (91%) 30 (91%) 0,70
Gendtipo 3 8 (73%) 30 (91%) 0,62
ALT pré-tto (média + DP; UI/) 244 + 170 225 + 102 0,66
FER pré-tto (média + DP; ng/dl) 1.158 + 634 1.076 + 531 0,68
SAT pré-tto (média + DP) 48% + 17%* 520 + 18%** 0,54
Fibrose em ponte (Metavir F3) 1 (9%) 4 (12%) 0,64
Cirrose (Metavir F4) 8 (73%) 20 (61%) 0,75
Tratamento por 12 meses n (%) 1 (9%) 4 (12%) 0,82
Mutacdo C282Y e/ou H63D 0 (0%) 16 (48%) 0,003

HFE = mutacéo do gene HFE; DP = desvio padrdo; P = significancia estatistica; ALT = alanina
aminotransferase; FER = ferritina sérica; SAT = saturacdo da transferrina; tto. = tratamento.
*Dados disponiveis em 10/11 pacientes; **Dados disponiveis em 26/33 pacientes.
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Nenhum dos 16 pacientes pertencentes ao grupo com mutacdes HFE
apresentou RVS, enquanto que 11 (39,3%) dos 28 pacientes pertencentes ao
grupo sem mutacdes HFE apresentaram RS (P = 0,0028; Teste Exato de Fisher).
A acuracia da presenca das mutacdes do gene HFE para a ocorréncia de RVS

encontra-se resumida na figura 6.

Auséncia de resposta

virologica sustentada

Sim N&o
Sim 16 (a) 0 (b)
MutacOes
do gene HFE N&o 17 (c) 11 (d)

Figura 6. Acuracia das mutacdes do gene HFE para a ocorréncia
de resposta virologica sustentada

e Sensibilidade = a/a+c (16/16+17) = 48%
e Especificidade = d/b+d (11/11) = 100%
e Valor preditivo positivo = a/a+b (16/16+0) = 100%

e Valor preditivo negativo = d/c+d (11/17+11) = 39%
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A acuracia da saturacdo da transferrina para o achado de mutacbes HFE

foi analisada em 36 pacientes que apresentavam esse dado no prontuario e

encontra-se resumida na figura 7. Em 21 destes 36 pacientes (58%), o resultado

foi superior a 45%. Utilizando-se esse valor como ponto de corte, verificou-se que

10 (48%) dos 21 pacientes com nivel sérico de saturacao da transferrina acima de

45% possuiam mutacdo HFE, enquanto que apenas quatro (27%) dos 15

pacientes com nivel sérico de saturacdo da transferrina inferior a 45% eram

mutantes HFE. O risco relativo da saturacéo elevada para o achado de mutacéo

HFE foi calculado em 1,43 (intervalo de confianca de 95%: 0,84 a 2,43; P = 0,36).

Mutacoes
C282Y elou H63D
do gene HFE
Sim Nao
Saturacgdo da Sim 10 (a) 11 (b)
transferrina
acimade 45% Nao 04 (c) 11 (a)

Figura 7. Acuracia da saturacdo da transferrina para mutacdées HFE

Sensibilidade = a/a+c (10/10+04) = 71%
Especificidade = d/b+d (11/11+11) = 50%
Valor preditivo positivo = a/a+b (10/10+11) = 48%

Valor preditivo negativo = d/c+d (11/4+11) = 73%
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5. DISCUSSAO

O VHC acomete cerca de 3% da populacdo mundial, totalizando mais de
200 milhdes de portadores cronicos (National Institutes of Health, 2002). A
infeccdo torna-se persistente em cerca de 80% dos casos, com potencial de
progressdo para cirrose, insuficiéncia hepatica e carcinoma hepatocelular
(ALBERTI et al, 1999). O tratamento fundamenta-se na combinacdo de IFN
(convencional ou peguilado) + RBV, erradicando o virus em aproximadamente
50% dos casos (STRADER et al, 2004). Na auséncia de novos esquemas
terapéuticos, projecdes epidemiologicas estimam, para as proximas duas
décadas, aumento de cinco a sete vezes na ocorréncia de carcinoma
hepatocelular e na necessidade de transplante hepatico relacionado a infeccao
pelo VHC (DAVIS et al, 2003).

Vérios estudos recentes (TANAKA et al, 2000; GRAMENZI et al, 2001,
KASAHARA et al, 2004; VELDT et al, 2004), incluindo algumas metanalises
(POYNARD et al, 1999; CAMMA et al, 2004), sugerem que a resposta sustentada
ao tratamento de pacientes com hepatopatia crénica pelo VHC modifica a historia
natural da doencga, diminuindo a mortalidade e/ou a incidéncia do carcinoma
hepatocelular.

O conhecimento dos fatores preditivos de resposta ao tratamento antiviral
da hepatite C poderia auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas, visando aumentar o percentual de RVS. Nesse sentido, no presente

estudo, procurou-se estabelecer a prevaléncia de mutacbes do gene HFE em
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pacientes com hepatopatia cronica causada pelos gendtipos 2 ou 3 do VHC e
ferritina elevada, bem como avaliar a possivel relacdo dessas mutacdes com o
percentual de RVS ao tratamento com IFN + RBV.

Em relacdo a prevaléncia das mutacées HFE em pacientes com hepatite
cronica C, varios estudos tém demonstrado frequéncia semelhante a controles
VHC negativos (SMITH et al, 1998; PIPERNO et al, 1998; HEZODE et al, 1999;
KAZEMI-SHIRAZI et al, 1999; ERHARDT et al, 2003; GEHRKE et al, 2003;
EISENBACH et al, 2004).

Nesse sentido, Hezode et al (HEZODE et al, 1999), estudando 209
pacientes franceses com hepatite crénica C, encontraram 11% de heterozigotos
C282Y e 24% de heterozigotos H63D. Dados da populacdo geral francesa
mostraram prevaléncia semelhante de heterozigotos do gene HFE, variando entre
8% a 14% para a mutacdo C282Y e 23% a 26% para a mutacdo H63D (HANSON
et al, 2001).

Da mesma maneira, Smith et al (SMITH et al, 1998), estudando 137
pacientes com hepatite crénica C na Inglaterra, identificou 7% de heterozigotos
C282Y, enquanto os dados da populacédo inglesa mostram frequéncia variando
entre 6% a 8% para essa mutacao.

Resultados concordantes também foram obtidos por Piperno et al
(PIPERNO et al, 1998), ao estudarem 110 pacientes italianos com hepatite
cronica B e C, comparados com 139 controles, sem notar diferenga significativa
entre 0s grupos quanto a frequéncia das mutacoes.

Na Austria, Kazemi-Shirazi et al (KAZEMI-SHIRAZI et al, 1999) também
compararam a prevaléncia das mutacdes C282Y e H63D em 184 pacientes com

hepatite cronica C versus 487 controles, encontrando mutagdes C282Y e H63D,
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respectivamente, em 7% e 12% dos VHC positivos versus 5% e 11% nos VHC
negativos (P>0,05).

Na Alemanha, dois estudos independentes (ERHARDT et al, 2003;
GEHRKE et al, 2003) chegaram a mesma conclusdo. No primeiro, Erhardt et al
(ERHARDT et al, 2003) analisaram 401 pacientes com hepatite crénica C e 295
controles saudaveis, sem encontrar diferenca significativa na frequéncia dos
alelos das mutacdes C282Y e H63D entre os pacientes VHC positivos e negativos
(7% versus 6% para C282Y; 15% versus 16% para H63D, respectivamente). No
segundo estudo, Gehrke et al (GEHRKE et al, 2003) incluiram 246 pacientes VHC
positivos e 200 doadores de sangue VHC negativos, também sem encontrar
diferenca significativa entre os grupos quanto a prevaléncia do polimorfismo do
gene HFE.

No Brasil existem poucos estudos publicados comparando a prevaléncia do
polimorfismo do gene HFE entre pacientes com hepatite cronica C e individuos da
populacao geral. No estudo de Martinelli et al (MARTINELLI et al, 2000), realizado
em Ribeirdo Preto, os autores investigaram a prevaléncia de mutacdes do gene
HFE em 135 pacientes nao selecionados com hepatite crénica C. Foram
encontrados 4% de heterozigotos C282Y e 24% de heterozigotos H63D, sendo
essa freqiiéncia semelhante a encontrada no grupo controle sem hepatite C.

O fato dos pacientes por nés estudados terem sido incluidos neste trabalho
a partir do achado de ferritina elevada poderia fazer supor que encontrariamos
maior prevaléncia das mutacfes do gene HFE, em comparagcdo com estudos que
analisaram pacientes com hepatite cronica C ndo selecionados por critérios

especificos de sobrecarga de ferro.
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Porém, encontramos frequéncia semelhante a descrita por Martinelli et al
(MARTINELLI et al, 2000), sendo 4% de heterozigotos C282Y, 25% de
heterozigotos H63D e 7% de heterozigotos compostos. Embora ndo existam
dados sobre a prevaléncia do polimorfismo HFE na populacdo geral em nosso
meio, verifica-se que a frequéncia de mutacdes encontrada nesta casuistica &
superponivel a maioria dos dados publicados no Brasil e no exterior.

Assim, a analise dos resultados indica ndo haver diferenca significativa no
percentual de mutacbes do gene HFE entre pacientes VHC positivos e a
populacdo geral. Essa conclusdo significa apenas que ser portador dessa
alteracdo genética ndo torna os individuos carreadores mais suscetiveis a
infeccdo pelo VHC ou a sua cronificacao.

Na verdade, o achado deste polimorfismo genético em percentual
significativo dos pacientes com hepatite crénica C ja era esperado, em vista da
prevaléncia global de heterozigotos para o gene HFE na populacdo geral de
diversos paises variar entre 5% e 10% para a mutacao C282Y e entre 6% e 30%
para a mutacdo H63D (MERRYWEATHER-CLARKE et al, 1997).

A grande guantidade de estudos comprovando prevaléncia semelhante das
mutacdes C282Y e H63D, entre pacientes com hepatite crénica C e individuos
VHC negativos na populagcédo geral, constitui forte argumento contra a existéncia
de qualquer papel das mutacdes do gene HFE como fator genético favorecedor
do contagio pelo VHC (EISENBACH et al, 2004).

Em relacdo ao significado clinico da presenca do polimorfismo do gene
HFE em pacientes infectados pelo VHC, estudos recentes salientam o possivel
papel das mutacdes C282Y e H63D como fator acelerador da progressao da

hepatite cronica C para cirrose e carcinoma hepatocelular, provavelmente pela
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maior sobrecarga de ferro comumente encontrada nesses pacientes (TUNG et al,
2003; EISENBACH et al, 2004).

Nesse sentido, sabe-se que o ferro apresenta potencial de
hepatotoxicidade. Esse ion € armazenado no figado, ligado a ferritina, formando
complexo que impede seu contato direto com o parénquima hepatico. Quando a
capacidade de ligacdo da ferritina é excedida, o ferro ionizado livre acumula-se
diretamente nos tecidos (TRINDER et al, 2002; FLEMING et al, 2004).

O ferro, uma vez livre do ambiente protegido fornecido pela ligacdo com a
ferritina, cataliza a formacéo de espécies reativas de oxigénio, as quais danificam
a membrana lipoproteica dos hepatdcitos e liberam enzimas lisossomiais que
terminam por provocar necrose hepatocitaria (EATON, 2002) e dano ao DNA
celular (EISENBACH et al, 2004).

Além disso, tem sido comprovado efeito fibrogénico direto do ferro, por
meio da ativacdo das células hepéticas estreladas, principais produtoras de
colageno no figado (PIETRANGELO, 1996; RAMM et al, 1997; MARTINELLI et al,
2004).

Existem muitas evidéncias apontando para o fato de que pacientes
portadores de polimorfismo do gene HFE acumulam ferro em excesso no figado,
potencializando o dano hepatico em hepatopatias de diversas etiologias, além da
prépria HH, incluindo porfiria cutanea tarda (STUART et al, 1998; SAMPIETRO et
al, 1998; MARTINELLI & ZAGO, 2000), esteatohepatite né&o-alcodlica
(BONKOVSKY et al, 1999) e lesdo por agentes quimicos, tais como o alcool ou o
tetracloreto de carbono (BONKOVSKY et al, 2003).

Na hepatite cronica C é frequente o achado de acumulo de ferro na analise

histolégica do figado, especialmente em pacientes com ferritina elevada (Di
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BISCEGLIE et al, 1992; FARINATI et al, 1995; BOUCHER et al, 1997,
BONKOVSKY et al, 1997; BARBARO et al, 1999).

Tanto a ferritina sérica quanto o acumulo de ferro no tecido hepatico
tendem a aumentar na medida em que a fibrose progride, sendo maiores nos
pacientes com cirrose bem estabelecida (BEINKER et al, 1996; LUDWIG et al,
1997; COTLER et al, 1998).

Contudo, esse achado nao indica necessariamente relacdo de causa e
efeito, podendo ocorrer depdsito de ferro simplesmente em consequéncia do
aumento do processo necro-inflamatério que precede a fibrogénese (IOANNOU et
al, 2002; EISENBACH et al, 2004). Nesse sentido, sabe-se que a medida da
ferritina sérica, apesar de util na avaliacdo da sobrecarga de ferro, pode gerar
resultados falsos-positivos para excesso de ferro na vigéncia de processos
inflamatorios sistémicos, por ser marcador de fase aguda (GUYADER et al, 1998).

Por essa razdo, a saturacdo da transferrina poderia ser considerada teste
de triagem mais fidedigno do que a ferritina para o diagnostico de acumulo de
ferro (ADAMS, 2000; CRAWFORD, 2000, BONFORD, 2002). No entanto, no
presente estudo, optamos por incluir os pacientes com hepatite crénica C
baseados no critério de elevacao da ferritina sérica, por ser o teste que tem sido
associado na literatura com ma resposta ao tratamento antiviral (DISTANTE et al,
2002; HOFER et al, 2004; LEBRAY et al, 2004; EISENBACH et al, 2004), embora
outros autores ndo tenham verificado essa relagéo (PIANKO et al, 2002).

Além disso, a medida direta dos niveis séricos da saturacao da transferrina
requer analise imunoldgica, com alto custo e falta de padronizacéo, tendo de ser
usualmente estimada de forma indireta, a partir de formula matematica (ADAMS,

2000; CRAWFORD, 2000).
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Outro motivo para preferirmos a dosagem da ferritina como fator de
inclusdo nesse estudo reside no fato de que o ponto de corte da saturacdo da
transferrina para acumulo de ferro ndo esta ainda bem estabelecido. Utilizando-se
niveis acima de 50% para mulheres e acima de 60% para homens, esse teste
revelou sensibilidade de 92%, especificidade de 93% e valor preditivo positivo de
86% para o diagnostico de HH (EDWARDS et al, 1988; BORWEIN et al, 1984;
BASSETT et al, 1984).

Em contrapartida, estudos mais recentes indicam que a mudanca do ponto
de corte da saturacdo de transferrina sérica para valores acima de 45%,
independente do género masculino ou feminino, seria capaz de detectar
praticamente 100% dos individuos homozigotos C282Y em uma populacao,
porém englobaria cerca de 30% a 60% de individuos heterozigotos ou sem
qualquer mutacao conhecida do gene HFE da HH, comprometendo seriamente a
especificidade do teste (MCLAREN et al, 1998; OLYNYK et al, 1999).

No presente estudo, verificou-se que 36 dos 44 pacientes estudados
apresentavam resultado de saturacdo de transferrina disponivel no prontuario. Em
21 destes 36 pacientes (58%), o resultado foi superior a 45%. Utilizando esse
valor como ponto de corte verificou-se que 10 (48%) dos 21 pacientes com nivel
sérico de saturacdo da transferrina acima de 45% possuiam mutacdo HFE,
enquanto que apenas quatro (27%) dos 15 pacientes com nivel sérico de
saturacao da transferrina inferior a 45% eram mutantes HFE.

Embora esse resultado revele tendéncia a maior percentual de carreadores
do polimorfismo HFE entre pacientes com hepatite crénica C e saturacdo da
transferrina acima de 45%, a sensibilidade da saturacdo da transferrina para o

achado das mutacdes HFE foi de apenas 71% com especificidade ainda menor,
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da ordem de 50%. A baixa especificidade desse método para o diagnostico da
presenca do polimorfismo do gene HFE, pelo menos no que diz respeito ao
estado de heterozigoto simples ou composto, limita seu uso como marcador
indireto da presenca do polimorfismo HFE nessa populacao.

O risco relativo da saturacéo elevada para o achado de mutacdo HFE foi
calculado em apenas 1,43 (intervalo de confianca de 95%: 0,84 a 2,43) n0 NOSSO
estudo, sendo considerado sem significancia estatistica (P = 0,36). Porém, no
estudo da acuracia dos niveis de saturacdo da transferrina acima de 45% para o
diagnéstico da presenca de mutacdes HFE, o melhor resultado encontrado foi o
valor preditivo negativo de 73%, indicando ser essa a probalilidade de pacientes
com saturacao inferior ou igual a 45% ndo apresentarem os polimorfismos aqui
estudados do gene HFE.

Independente do teste bioguimico usado para identificar a sobrecarga de
ferro, sua presenca parece acarretar pior prognéstico em pacientes com hepatite
cronica C, tanto em termos de maior progressao da fibrose (BEINKER et al,
1996; LUDWIG et al, 1997; COTLER et al, 1998), quanto de menor resposta ao
tratamento com IFN em monoterapia (VAN THIEL et al, 1994; CLEMENTE et al,
1994; OLYNYK et al, 1995; IZUMI et al, 1996; KAGEYAMA et al, 1998; PIANKO et
al, 2002).

Evidéncias recentes tém indicado que o ferro poderia aumentar a
replicacdo do VHC (KAKIZAKI et al, 2000) e diminuir a atividade do sistema
imunologico (BROCK & MULERO, 2000; WEISS, 2002), podendo assim
influenciar a probabilidade de resposta ao tratamento com IFN e RBV.

Curiosamente, estudos mais recentes nao tém encontrado relagdo entre

indice de ferro no tecido hepatico e RVS obtida com a combinacdo de IFN
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(convencional ou peguilado) + RBV (PIANKO et al, 2002; HOFER et al, 2004,
LEBRAY et al, 2004), embora alguns destes mesmos autores reconhecam que o
achado de nivel sérico elevado de ferritina no periodo pré-tratamento continue
sendo fator preditivo negativo para RVS (DISTANTE et al, 2002; HOFER et al,
2004; LEBRAY et al, 2004).

No presente estudo, ao contrario do sugerido pela literatura, ndo se
encontrou diferenca significativa na média da ferritina pré-tratamento entre os
pacientes com e sem RVS (1.158 ng/ml versus 1.076 ng/ml, respectivamente;
P=0,68). Da mesma maneira, apesar de certa tendéncia a menor média de
saturacao da transferrina nos pacientes com RVS, ndo houve diferenca estatistica
desse parametro em comparagdo com os individuos sem RVS (48% versus 52%,
respectivamente; P = 0,54).

Talvez esse achado discrepante esteja relacionado ao fato de todos
pacientes incluidos em nosso estudo apresentarem niveis elevados de ferritina.
Assim, seria dificil perceber diferenca nos niveis médios de ferritina entre os
grupos com e sem RVS sérica, pois todos possuiam esse parametro elevado. O
fato da média dos niveis de saturacdo da transferrina encontrar-se acima do
ponto de corte de 45% em ambos 0s grupos, com e sem RVS, sugere que exista
certa correlacdo entre a ferritina sérica e outros marcadores seéricos de
sobrecarga de ferro.

Em nossa casuistica, verificamos RVS em apenas 11 dos 44 pacientes
(25%). O percentual de RVS global obtida nesse estudo foi nitidamente inferior ao
esperado para pacientes com genotipo 2 ou 3 (STRADER et al, 2004). Dois
grandes estudos multicéntricos internacionais, publicados em 1998, mostraram

percentual de RVS da ordem de 69% (McHUTCHISON et al, 1998) e 64%
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(POYNARD et al, 1998) nos pacientes com hepatite crénica C infectados pelo
genatipo 2 ou 3 do VHC tratados por 24 semanas com IFN alfa-2b + RBV.

Interessante notar que, nesses estudos, o tratamento por 48 semanas néo
aumentou a chance de RVS em pacientes com gendtipo 2 ou 3. Além disso, a
carga viral elevada também ndo foi fator de ma resposta nesse grupo de
pacientes com genotipo favoravel (McHUTCHISON et al, 1998; POYNARD et al,
1998).

Ha quatro anos, Poynard et al (POYNARD et al, 2000), baseando-se em
analise retrospectiva da base de dados dos 1.744 pacientes incluidos nos dois
estudos multicéntricos internacionais (McHUTCHISON et al, 1998; POYNARD et
al, 1998), sugeriu que pacientes com genoétipo 2 ou 3 com RNA-VHC negativo por
PCR na semana 24 do tratamento deveriam ser tratados por mais 24 semanas
guando apresentassem menos de trés fatores preditivos de boa resposta (carga
viral abaixo de 3,5 milhdes de cépias por mililitro, fibrose ausente ou portal, sexo
feminino e idade inferior a 40 anos).

Essa estratégia, conhecida como tratamento “a la carte”, foi seguida por
algum tempo no Brasil, sendo mencionada inclusive na Portaria 639 do Ministério
da Saude publicada no Diario Oficial da Unido em 26 de junho de 2000
(PORTARIA GM/MS 639/00, 2000). No entanto, apds a publicacéo do estudo que
sugeria o tratamento “a la carte” da hepatite crénica C (POYNARD et al, 2000),
doze hepatologistas de renome internacional redigiram carta-resposta, publicada
em revista meédica indexada de grande impacto (MARCELLIN et al, 2000). Neste
documento havia forte critica a metodologia empregada, praticamente invalidando

as conclusdes do estudo de Poynard et al (POYNARD et al, 2000).



60

A partir da publicacdo dessa carta-resposta, a estratégia “a la carte” passou
a ser questionada, principalmente por basear-se em analise retrospectiva de
dados gerados com outros objetivos. Como conseqiiéncia, a nova Portaria 863 do
Ministério da Saude, publicada no Diario Oficial da Unido em 08 de novembro de
2002 (PORTARIA GM/MS 863/02, 2002), concluiu que pacientes com hepatite
cronica C portadores de gendtipo 2 ou 3 deveriam voltar a ser tratados com IFN
convencional + RBV por 24 semanas, independente de qualquer fator preditivo
positivo ou negativo.

Assim, todos nossos pacientes foram tratados com IFN convencional +
RBV, fornecidos pela SES/RS, seguindo as normas das Portarias 639 e 863.
Cinco dos 44 pacientes usaram a estratégia “a la carte” e foram tratados por 48
semanas, sendo dois pertencentes ao grupo de 16 individuos com mutacées HFE
e trés pertencentes ao grupo de 28 individuos sem mutacdes HFE.

Quanto aos grupos com e sem RVS, verificou-se que apenas um dos 11
casos com RVS havia sido tratado por 48 semanas, comparado com quatro dos
33 casos sem RVS. Como o percentual foi semelhante entre os grupos com e
sem mutacao HFE (13% versus 11%, respectivamente; P>0,05), bem como entre
0S grupos com e sem RVS (9% versus 12%, respectivamente; P>0,05), o tempo
de tratamento parece nao ter influenciado os resultados do presente estudo.

Os estudos multicéntricos internacionais usando tanto IFN alfa-2b + RBV
(Rebetron®) (McHUTCHISON et al, 1998; POYNARD et al, 1998) quanto IFN
peguilado + RBV (HADZYANNIS et al, 2004) também ndo mostraram maior RVS
em pacientes com genotipo 2 ou 3 do VHC tratados por 48 versus 24 semanas,
mesmo em individuos com fatores preditivos negativos importantes, tais como

carga viral elevada, fibrose em ponte ou cirrose.
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Contudo, permanece a duvida em relacdo ao motivo do percentual de RVS
ter sido muito inferior ao publicado na literatura internacional. Nesse sentido,
algumas possiveis explicacoes, discutidas a seguir, podem ser aventadas para
tentar elucidar essa discrepancia.

Inicialmente, deve ser destacado que 0s pacientes tratados no presente
estudo apresentavam ferritina elevada pré-tratamento, a qual tem sido
reconhecida como fator de méa resposta ao tratamento antiviral com IFN + RBV
(DISTANTE et al, 2002; HOFER et al, 2004; LEBRAY et al, 2004).

Com efeito, no estudo de Distante et al (DISTANTE et al, 2002), conduzido
na Noruega, 256 pacientes com hepatite cronica C, virgens de tratamento,
receberam IFN alfa-2b + RBV (Rebetron®) por seis meses. Os resultados
mostraram que os 127 pacientes que nao atingiram a RVS apresentavam niveis
significativamente mais elevados de ferritina sérica pré-tratamento em
comparacao com os 129 que alcancaram a RVS (130 microgramas/litro versus 75
microgramas/litro, respectivamente; P<0,001). Interessante notar que ndao houve
diferenca nos niveis médios de saturacdo da transferrina pré-tratamento entre os
grupos.

Da mesma maneira, no estudo de Hofer et al (HOFER et al, 2004),
conduzido na Austria, 131 pacientes com hepatite crénica C, virgens de
tratamento, receberam IFN + RBV. Destes, 71 alcangaram a RVS e 60 n&o. Os
niveis médios de ferritina sérica pré-tratamento foram significativamente menores
nos pacientes com RVS em comparagdo com os pacientes sem RVS (137
microgramas/litro versus 270 microgramas/litro, respectivamente; P<0,01).

Interessante notar que a ferritina foi o Unico parametro de sobrecarga de ferro



62

associado com a RVS nesse estudo, superando a saturacao da transferrina e o
indice de ferro no tecido hepatico.

Também no estudo de Lebray et al (LEBRAY et al, 2004), realizado na
Franca, a ferritina elevada revelou ser fator preditivo de ma resposta ao
tratamento com IFN + RBV, reduzindo a razdo de chance de atingir a RVS para
0,26 (intervalo de confianca de 95%: 0,09 a 0,70; P<0,0001). De modo
semelhante ao relatado no estudo anterior, de Hofer et al (HOFER et al, 2004), o
nivel sérico de ferritina pré-tratamento foi o Unico teste de sobrecarga de ferro
associado com a RVS nesse estudo.

No presente estudo, todos os pacientes possuiam niveis elevados de
ferritina sérica pré-tratamento, ajudando assim a explicar os niveis baixos de RVS
agui obtidos. Em nossa casuistica, a auséncia de diferenca significativa ha média
da ferritina pré-tratamento entre os pacientes com e sem RVS, conforme ja
mencionado, deve-se provavelmente ao fato de todos pacientes incluidos nesse
estudo apresentarem niveis elevados de ferritina, mascarando assim a validade
deste parametro como fator preditivo de resposta ao tratamento com IFN + RBV.

Por outro lado, deve ser mencionado que outros autores (PIANKO et al,
2002) também n&o encontraram relagdo entre ferritina sérica elevada e auséncia
de RVS, persistindo certa controvérsia em relacdo ao verdadeiro impacto deste
teste na probabilidade de erradicacdo sustentada do RNA do VHC apo6s o
tratamento com IFN + RBV.

Outro aspecto diz respeito ao fato de que, no presente estudo, ndo houve
padronizacdo do tipo de IFN (alfa-2a ou alfa-2b) ou RBV utilizados, nem dos
fabricantes dos mesmos. A aquisicdo dos produtos dependia de licitacdo

organizada pela SES/RS. Como varios fabricantes foram licitados, ndo se tem
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conhecimento da bioequivaléncia entre os medicamentos fornecidos, fato esse
reconhecido por médico integrante da propria Secretaria da Saude, em publicacdo
recente (ALVES et al, 2003).

Nessa mesma publicacdo (ALVES et al, 2003), a SES/RS mostrou sua
experiéncia no tratamento da hepatite cronica C com o IFN e RBV fornecidos por
meio da Assessoria de Medicamentos Especiais.

Da mesma forma que o ocorrido em nosso estudo, o0s resultados
encontrados foram muito inferiores aos publicados na literatura médica
internacional. Por exemplo, entre os 173 pacientes com genétipos 2 e 3 tratados
por 6 meses com IFN + RBV pelo protocolo da SES/RS, a RVS foi observada em
apenas 69 casos (39%), contrastando com o0s 69% (McHUTCHISON et al, 1998)
e 64% (POYNARD et al, 1998) obtidos nos estudos internacionais para pacientes
com hepatite crénica C infectados pelo gendtipo 2 ou 3 do VHC tratados por 24
semanas com IFN alfa-2b + RBV padronizados (Rebetron®).

Embora a diferenca no percentual de RVS seja de tal magnitude que leve
realmente a duvidar da qualidade do IFN e da RBV fornecidos em nosso meio,
deve-se destacar que outros fatores poderiam ter contribuido para o pior resultado
encontrado nos pacientes tratados pelo protocolo da SES/RS. Nesse sentido,
sabe-se que a intensidade da fibrose hepatica constitui fator preditivo negativo
para RVS. Contudo, na experiéncia da SES/RS (ALVES et al, 2003), a fibrose
hepatica ndo pode ser usada para explicar os maus resultados encontrados, pois
45% dos pacientes tratados com IFN + RBV pelo protocolo da SES/RS
apresentavam fibrose em ponte ou cirrose, percentual idéntico ao encontrado nos
pacientes tratados no estudo multicéntrico internacional (McHUTCHISON et al,

1998).
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Em contrapartida, nos 44 pacientes incluidos em nosso estudo, verificou-se
cirrose em 28 e fibrose em ponte em cinco, constituindo 75% de fibrose
significativa na casuistica estudada. Esse resultado foi bem maior dos que os
45% de cirrose e fibrose em ponte relatados no estudo multicéntrico internacional
(McHUTCHISON et al, 1998) e na experiéncia da SES/RS, podendo explicar, em
parte, a pior resposta terapéutica encontrada no presente trabalho.

Outra razdo para a pior RVS observada neste estudo poderia estar
relacionada ao fato de tratamentos realizados em ambiente de pesquisa clinica
apresentarem melhores resultados em comparagao com os obtidos na “vida real’
(PARIENTE et al, 2003). Com efeito, nos protocolos prospectivos, os critérios de
inclusdo costumam ser extremamente rigidos e os pacientes frequentemente
recebem abordagem diferenciada.

Nesse sentido, pesquisadores italianos observaram que a taxa de
erradicacao do Helicobacter pylori foi bastante inferior em pacientes atendidos no
ambulatério de hospital universitario, quando comparados aquela registrada em
ensaios clinicos, mesmo usando tratamentos de primeira linha (DELLA MONICA
et al, 2002).

Por outro lado, Pariente et al (PARIENTE et al, 2003), em estudo recente
realizado na Franga, procurou comparar a RVS obtida com tratamento
padronizado (IFN alfa-2b + RBV; Rebetron®) fornecido fora de estudos clinicos
prospectivos, com a RVS obtida com o mesmo tratamento, porém dentro de
protocolo de pesquisa (estudo multicéntrico Europeu-Canadense) publicado por
Poynard et al (POYNARD et al, 1998). Foram analisados 262 pacientes com
hepatite crénica C tratados durante 48 semanas em 31 centros de hepatologia

franceses. Os autores observaram que 0S 262 pacientes tratados fora de
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protocolos de pesquisa possuiam a mesma distribuicio de género
masculino/feminino e genoétipo 1/ndo-1 do que a dos 227 pacientes tratados com
IFN alfa-2b + RBV (Rebetron®) por 48 semanas no estudo multicéntrico Europeu-
Canadense, porém a média de idade era maior e o percentual de individuos com
cirrose também (17% versus 5%, respectivamente).

A RVS encontrada foi um pouco menor do que a publicada no estudo
multicéntrico (37% versus 43%, respectivamente), mas a diferenca ndo alcangou
significancia estatistica, sugerindo que o tratamento com IFN + RBV, quando
padronizado e fornecido de maneira adequada, funciona tdo bem na “vida real”
quanto nos estudos clinicos randomizados.

Com relagdo aos aspectos demograficos, verificou-se que, no presente
estudo, a média de idade de 48 anos foi discretamente mais elevada do que a
observada nos estudos multicéntricos internacionais, de 42 anos (POYNARD et
al, 1998) e 44 anos (McHUTCHISON et al, 1998). Além disso, o género masculino
predominou em nosso estudo (91%), contrastando com os 63% (POYNARD et al,
1998) e 65% (McHUTCHISON et al, 1998) dos estudos internacionais.

Este fato poderia ser relevante para explicar o baixo percentual de RVS,
visto que Poynard et al (POYNARD et al, 2000) identificaram idade superior a 40
anos e sexo masculino como fatores preditivos de negativos para RVS. No
entanto, deve ser lembrado que nao houve, em nosso estudo, diferenca
estatistica significativa nestes parametros quando comparados 0s pacientes com
e sem RVS.

O valor da carga viral pré-tratamento como fator preditivo de resposta nao
foi avaliado no presente estudo, pois este teste ndo estava disponivel na rede

publica quando da realizacdo do mesmo. Contudo, os estudos multicéntricos
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internacionais (McHUTCHISON et al, 1998; POYNARD et al, 1998) mostraram
claramente que este parametro ndo influiu na resposta de pacientes com genétipo
2 ou 3 do VHC. Por esse motivo selecionamos apenas pacientes com esse
genotipo para o presente estudo. Sabe-se que nos pacientes com gendétipo 1 do
VHC a carga viral influencia o percentual de RVS, tornando impossivel a
avaliacao do efeito isolado da mutacédo HFE.

Assim, em nossa casuistica, existem comprovadamente varios motivos
para explicar os niveis baixos de RVS alcancados, porém o Unico dos parametros
estudados que mostrou diferenca estatisticamente significativa tanto na RVFT
qguanto na RVS foi a presenca ou auséncia da mutacdo HFE. De fato, os
resultados mostraram auséncia completa de RVS no grupo de pacientes
heterozigotos para as mutacfes C282Y, H63D ou ambas.

Existem poucos estudos publicados (DISTANTE et al, 2002; HOFER et al,
2004; LEBRAY et al, 2004) avaliando o papel do polimorfismo HFE no percentual
de RVS em pacientes com hepatite cronica C tratados com IFN + RBV.

Os resultados encontrados por esses autores diferem do presente estudo,
porém a populacdo estudada foi também muito distinta das principais
caracteristicas de nossa casuistica, exemplificadas por exclusividade de
pacientes com genétipo 2 ou 3 e ferritina elevada, com grande predominancia de
homens e doenca bastante avancada na maioria.

Em que pese estas marcantes diferencas, os estudos conflitantes serdo
analisados separadamente a seguir. Distante et al (DISTANTE et al, 2002),
avaliaram 256 pacientes com hepatite cronica C sem histéria prévia de tratamento
com IFN monoterapia ou combinado com RBV. Apenas a mutacdo C282Y do

gene HFE foi avaliada nesse estudo. Os resultados mostraram que a RVS ao
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tratamento com IFN + RBV por seis meses foi significativamente maior nos 38
pacientes com a mutacao C282Y (68% versus 48%; P = 0,02).

Outros autores (LEBRAY et al, 2004) usaram IFN + RBV em 146 pacientes
com hepatite cronica C virgens de tratamento, verificando maior percentual de
RVS no grupo com mutacdo H63D. Curiosamente, a quantidade de ferro no tecido
hepatico ndo afetou a resposta ao tratamento, porém a presenca de niveis
elevados de ferritina sérica foi fator preditivo negativo para RVS. Esses autores
comprovaram que 0s pacientes com hepatite crénica C e mutacdo C282Y ou
H63D apresentavam niveis significativamente mais elevados dos marcadores
bioquimicos de sobrecarga de ferro, sem contudo acarretar perda da RVS. Deve-
se salientar que o0s pacientes desse estudo receberam medicamentos
padronizados e ndo apresentavam fibrose avancada, diferindo da cauistica de
nosso estudo, conforme mencionado anteriormente.

Por outro lado, Hofer et al (HOFER et al, 2004), ao avaliarem 140
pacientes com hepatite crénica C tratados com IFN convencional + RBV e 29
tratados com IFN peguilado + RBV. N&do houve diferenca na resposta ao
tratamento entre os mutantes do gene HFE e os ndo mutantes, porém, pacientes
com niveis altos de ferritina pré-tratamento também apresentaram menor
percentual de RVS.

A analise conjunta dos dados mostra que ainda existem controvérsias
cercando o papel das mutacbes HFE, tanto com relacdo ao seu impacto na
historia natural da hepatite cronica C, quanto na resposta ao tratamento com IFN
+ RBV.

De fato, enquanto um estudo mostrou melhor RVS em pacientes com

mutacdo C282Y (DISTANTE et al, 2002), outro mostrou melhor RVS com a
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mutacdo H63D (LEBRAY et al, 2004), sendo que um terceiro estudo ndo mostrou
diferenca entre os grupos com e sem RVS quanto a presenca ou ndo do
polimorfismo HFE.

E possivel que, da mesma forma que ocorre na HH, a simples presenca do
polimorfismo HFE né&o seja condicdo suficiente para apresentar impacto negativo,
necessitando de co-fatores internos (penetrancia do gene) ou externos (consumo
de alcool, maior atividade histologica, fibrose avancada) para sua plena
manifestacao.

Nossos pacientes possuiam varias caracteristicas negativas para resposta
terapéutica, tais como fibrose avancada, ferritina sérica elevada, idade acima de
40 anos e alta prevaléncia do género masculino. Nesse grupo de pacientes, a
especificidade da mutacdo HFE para auséncia de RVS, bem como o valor
preditivo negativo, foram de 100%.

Retirando-se os 16 pacientes com mutacdes HFE da amostra, verifica-se
que 11 (39%) dos 28 pacientes restantes alcancaram RVS. Considerando o fato
de que nove (82%) dos 11 pacientes possuiam estadiamento histolégico
compativel com fibrose avancada (fiborose em ponte ou cirrose), a RVS torna-se
semelhante a encontrada na literatura.

De fato, Marcellin et al (MARCELLIN et al, 2003), revisaram recentemente
a base de dados de dois estudos multicéntricos de fase Ill para tratamento de
pacientes com VHC e cirrose, definida pelos autores como Metavir F3 e F4. Os
autores encontraram apenas 45% de RVS nos pacientes com genotipo 2 ou 3
tratados com IFN + RBV por 48 semanas. Esse resultado ndo difere muito dos
39% encontrados em nossa casuistica, quando nao incluimos os 16 com mutacao

HFE.
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Assim, pode-se dizer que pacientes com genétipo 2 ou 3 do VHC, ferritina
sérica elevada, fibrose avancada e mutacdo HFE parecem ser maus candidatos
ao tratamento da hepatite crébnica C com IFN convencional + RBV. N&o foi
necessario empregar analise estatistica multivariada em nosso estudo, pois a
Unica variavel associada com o desfecho de auséncia de RVS foi a mutacédo HFE.

O mecanismo pelo qual a mutacdo HFE poderia atrapalhar a resposta
terapéutica permanece ainda obscuro. O efeito direto poderia estar relacionado ao
préprio gene HFE e sua homologia com o sistema HLA, provocando disturbio na
ativacdo do sistema imunolégico. Por outro lado, indiretamente, o polimorfismo
HFE poderia aumentar a deposi¢éo de ferro no organismo, aumentando a fibrose
hepatica e até mesmo a replicacdo do VHC (EISENBACH et al, 2004).

Quanto ao possivel efeito imunologico direto, sabe-se que a proteina
codificada pelo gene HFE é semelhante a peptidio do sistema HLA classe-I
(FEDER et al, 1996). Ainda que nao existam evidéncias concretas indicando que
a proteina HFE compartilhe certas fun¢cdes com o sistema HLA, como, por
exemplo, auxiliar na apresentacdo de antigenos de membrana aos linfocitos T
citotoxicos, parece razoavel supor que possa exercer algum papel no
funcionamento adequado do sistema imunolégico (TEN ELSHOF et al, 1999).

Nesse sentido, sabe-se que diversos agentes infecciosos desenvolveram
mecanismos para escapar da resposta imune celular, incluindo estratégias ligadas
a inibicdo da expressdo de moléculas HLA classe-l na membrana celular,
removendo assim o alvo preferencial do ataque dos linfoécitos T citotoxicos
(LORENZO et al, 2001). Experimentos in vitro demonstraram que o VHC utiliza
esse mecanismo (TARDIF & SIDDIQUI, 2003), o qual Ihe proporciona vantagem

evolutiva e potencializa a cronificacdo, permitindo sua sobrevivéncia em meio
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hostil. Assim, a proteina HFE mutante, ao diminuir sua expressao na membrana
celular, poderia provocar disturbio imunolégico por perda da funcéo inerente de
proteina do sistema HLA classe-I.

Por outro lado, quanto ao efeito indireto, representado pelo aumento da
deposicao de ferro e aumento da fibrose hepéatica, varios relatos tém mostrado
maior fibrose em pacientes VHC positivos com muta¢des HFE, principalmente a
C282Y (SMITH et al, 1998; MARTINELLI et al, 2000; BONKOVSKY et al, 2002;
ERHARDT et al, 2003; GEHRKE et al, 2003; TUNG et al, 2003).

No estudo de Gehrke et al (GEHRKE et al, 2003) a razédo de chance para
fibrose significativa foi de 2,5 em heterozigotos C282Y e 4,8 em heterozigotos
compostos.

Da mesma maneira, no estudo de Erhardt et al (ERHARDT et al, 2003), os
autores encontraram prevaléncia 5,7 vezes maior de fibrose significativa entre os
pacientes VHC positivos heterozigotos (simples ou compostos) para a mutacdo
C282Y. Segundo os autores, ndo foi verificada diferenca significativa no estagio
da fibrose hepéatica em pacientes heterozigotos para a mutacdo H63D
(ERHARDT et al, 2003; GEHRKE et al, 2003).

Em contrapartida, Tung et al (TUNG et al, 2003) realizaram projecdes
matematicas para calcular a probabilidade de progressao da fibrose até o estagio
de fibrose em ponte ou cirrose em 15 anos, encontrando razdo de chance da
ordem de 30 e 22 vezes maior para heterozigotos C282Y e H63D,
respectivamente, em comparacao com VHC positivos ndo mutantes.

Esses dados sédo recentes e baseiam-se em avaliacbes realizadas em

grande numero de pacientes. Quando analisados em conjunto, sugerem
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fortemente a existéncia de influéncia deletéria das muta¢cdes do gene HFE na
sobrecarga de ferro e progressao da fibrose em pacientes com hepatite crénica C.

Porém, deve ser considerado que existem inUmeras variaveis capazes de
afetar a progressdo da doenca, tais como idade, género, consumo de alcool e
duracdo da doenca, entre outras. Assim, torna-se dificil elucidar o papel isolado
da mutacdo HFE em estudos com casuistica pequena.

Para elucidar definitivamente essa questdo, possivelmente sejam
necessarios grandes estudos prospectivos com numero elevado de pacientes e
correcdo estatistica adequada para todas as variaveis envolvidas (BATALLER et
al, 2003).

Em nossa casuistica ndo se encontrou maior prevaléncia dos marcadores
de sobrecarga de ferro nos individuos com mutacdo HFE. Nosso achado encontra
respaldo em outros autores que ndo evidenciaram relacdo entre polimorfismo
HFE e sobrecarga de ferro hepatica ou mesmo maior fibrose em pacientes com
hepatite crénica C (KAZEMI-SHIRAZI et al, 1999; NEGRO et al, 2000;
THORBURN et al, 2002).

N&o foi utilizada metodologia para medir o indice de ferro hepéatico, porém
a analise histologica com coloragédo pelo método do azul da Prussia ndo mostrou
diferenca entre os grupos. Esse aspecto néo foi discutido no presente estudo pelo
fato do achado de hemossiderose significativa encontrar-se ausente em
praticamente todas bidpsias analisadas, com excecao de dois pacientes, ambos
sem mutagédo HFE.

Finalmente, quanto a resposta terapéutica, vale mencionar que dois dos
16 pacientes com mutacdo HFE ja se submeteram a novo tratamento com IFN

peguilado + RBV por 48 semanas, alcancando RVS. Portanto, a mutacdo HFE
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nao confere impedimento absoluto a erradicacdo do VHC, podendo ser superada
por melhora no tratamento antiviral.

Talvez, baseado nessa experiéncia, fosse prudente iniciar o tratamento
com IFN peguilado + RBV em casos semelhantes. No entanto, a Portaria 863 ndo
permite 0 uso desse tipo de IFN em pacientes com genétipo 2 ou 3 do VHC,
mesmo que apresentem fibrose avancada e outros fatores preditivos de ma
resposta. E possivel que os resultados desse estudo possam contribuir para
motivar mudancas na forma de tratar pacientes “dificeis”, mesmo que seu
genatipo pareca favoravel.

No entanto, sabe-se que alguns especialistas aguardam estudos
prospectivos randomizados e controlados para modificar suas condutas, seguindo
os preceitos recomendados pela medicina baseada em evidéncias (COUTINHO,
1998). Nao ha duvida que essa postura pode ser adequada, no entanto, deve ser
lembrado que varios procedimentos em medicina foram adotados antes de que
houvesse comprovacéo baseada em estudos randomizados controlados.

Como exemplo, pode-se mencionar a colecistectomia videolaparoscépica,
cujo emprego foi difundido mundialmente antes que houvesse estudo com
metodologia recomendada pela medicina baseada em evidéncias que
comprovasse sua vantagem sobre a colecistectomia classica (PROCEEDINGS
OF THE NIH CONSENSUS DEVELOPMENT CONFERENCE ON GALLSTONES
AND LAPAROSCOPIC CHOLECYSTECTOMY, 1993).

Talvez a propria validade cientifica da “medicina baseada em evidéncias”
nao esteja baseado em evidéncias. Recentemente, Poynard et al (POYNARD et
al, 2002) revisaram 474 conclusbes obtidas de artigos originais e metanalises

sobre cirrose e hepatite em adultos, publicados entre 1945 e 1999. Até o ano



73

2000, 285 das 474 conclusbes (60%) ainda eram consideradas verdadeiras, 91
(19%) estavam obsoletas e 98 (21%) foram consideradas falsas.

Interessante notar que a sobrevida em 20 anos das conclusdes baseadas
em estudos ndo randomizados foi até maior do que a dos estudos randomizados,
(87% versus 85%; P>0,05), levando a conclusao légica de que a sobrevida das
“verdades cientificas” apoiadas em estudos com melhor qualidade metodolégica
nao foi maior do que a sobrevida de “verdades” apoiadas em pequenos estudos
ndo randomizados e ndo controlados.

Esse achado mostra, de forma inequivoca, que a utilidade dos preceitos
ditados pela “medicina baseada em evidéncias” ndao pode ser simplesmente
aceita sem reservas, devendo antes comprovar se realmente confere beneficios a
pratica médica.

Devido aos altos custos dos procedimentos médicos diagndsticos e
terapéuticos, multiplicam-se as normas, manuais e portarias visando padronizar
as condutas e limitar os gastos em medicina. No entanto, esses instrumentos, por
sua natureza em geral inflexivel, falham em contemplar as infinitas variaveis que
cercam as doencgas e os doentes.

Espera-se que as conclusbes do presente estudo provoquem maior
reflexdo sobre os rumos atuais da medicina. Quanto do ato médico esta sendo
guiado atualmente pelos paradigmas da ciéncia, da estatistica e da “medicina
baseada em evidéncias”, em detrimento da arte da medicina?

Neste novo milénio, quem ira garantir ao médico o direito de individualizar
suas condutas, conjugando arte e ciéncia, para maximizar as chances de cura de

seus pacientes?
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6. CONCLUSOES

- A prevaléncia de mutacdes do gene HFE foi de 36,4% em portadores do virus C

com genotipos 2 ou 3 e ferritina elevada.

- Comparando-se as caracteristicas demograficas, laboratoriais e histolégicas dos
pacientes em relacédo a presenca das mutacfes do gene HFE, encontrou-se, nos
pacientes com as mutacdes do gene HFE, menor percentual de resposta
virolégica ao final do tratamento e auséncia total de resposta sustentada, sendo a

diferenca considerada estatisticamente significativa entre os grupos.

- Nao houve diferenca na sobrecarga de ferro (niveis séricos de ferritina e

saturacao da transferrina) entre 0s grupos com e sem mutacao do gene HFE.

- Comparando-se as caracteristicas demograficas, laboratoriais e histologicas dos
pacientes em relagcdo a presenca ou ndo de RVS, ndo houve diferenca na
sobrecarga de ferro (niveis séricos de ferritina e saturacdo da transferrina) entre

0S grupos com e sem mutacao do gene HFE.

- Nesse estudo, a Unica varidvel que se mostrou associada tanto com a RVFT

quanto com a RVS foi a auséncia de mutacdes do gene HFE.
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TO THE EDITOR: Abnormal serum iron studies are found in
approximately 50% of the patients with chronic hepatitis C (1). Hepatic iron
concentration (HIC) is increased in a small proportion of these patients, but
not to the degree of iron loading seen in hereditary hemochromatosis (2,3).
Numerous studies have shown that HIC has an effect in the response rate to
interferon monotherapy in patients with chronic HCV infection (4-7). To the
best of our knowledge, an association between H63D/C282Y HFE mutations
and the efficacy of interferon plus ribavirin (IFN/RBV) treatment of chronic
hepatitis C patients has not been previously demonstrated, except for an
abstract recently published by our group with preliminary data on 21 patients
(8).

We report now 34 patients with chronic hepatitis C and ferritin levels
above 500 ng/mL who were treated with IFN/RBV in a single center. Our
protocol was designed to include only treatment-naive HCV infected patients
(anti-HCV ELISA-3 and PCR positive) with elevated ALT and compensated
liver disease who have received at least 80% of prescribed IFN alfa (3 million
units 3 times a week) plus RBV (1,000 mg daily) for at least 80% of the
intended duration.

Patients were tested for HCV-RNA six months after the initiation of
treatment using an “in-house” PCR with a lower limit of detection of 200
copies/mL. Therapy was discontinued in those with a positive result and they
were classified as virologic non-responders (VNR). Patients with a negative
HCV-RNA received six additional months of IFN/RBV. At the end of the
twelve-month treatment period HCV-RNA was tested again: those with a

positive result were considered VNR and those with a negative result were
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considered end of treatment virologic responders (EOTVR). Patients with a
negative HCV-RNA were followed for six months after the end of treatment
and HCV-RNA was tested once more: those with a negative result were
defined as sustained virologic responders (SVR) and those with a positive
result as virologic relapsers. HFE mutation analysis was done prospectively
using PCR amplification followed by restriction-enzyme digestion with Rsal
(for C282Y mutation analysis) and Bcll (for H63D mutation analysis) as
previously published (9). Histologic analysis was performed by an
experienced pathologist unaware of the HFE mutation status.

HFE mutations were found in 14/34 patients (41%), with the following
genotypes: 10/14 (72%) H63D heterozygotes; 2/14 (14%) C282Y
heterozygotes, and 2/14 (14%) C282Y/H63D compound heterozygotes. There
were no significant differences between patients with and without HFE
mutations except for the SVR rate (Table 1). The absence of SVR to standard
IFN/RBYV treatment in chronic hepatitis C patients with serum markers of iron
overload and HFE gene mutations is a preliminary finding that will require

confirmation in future prospective studies with a larger sample size.
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Table 1. Demographics and clinical characteristics of HFE non-mutants vs.

HFE mutants.

Variable HFE non- HFE mutants p
mutants (n=20) (n=14) Value
Mean age (years) + SD 48.7+5.6 484+ 4.1 0.8
Male sex 15/20 (75%) 14/14 (100%) 0.06

Fibrosis Stage

Transition to cirrhosis 05/20 (25%) 01/14 (7%) 0.1
Cirrhosis 12/20 (60%) 11/14 (79%) 0.2
Mean Ferritin (ng/mL) = SD 1323.3+757.2 1303.3+561.4 0.8

Mean Transferrin saturation + SD 50.8% + 15.2% 52.4% +17.2% 0.9

Mean ALT (UI/L) + SD 307.5+149.1 284 +87.2 0.7
HCV Genotype
Genotype 1 07/20 (35%) 06/14 (43%) 0.2
Genotype 2,3 13/20 (65%) 08/14 (57%) 0.2

Virologic Response to IFN/RBV*
End of treatment response 11/20 (55%) 04/14 (29%) 0.1

Sustained response 06/20 (30%) 0/14 (0%) 0.03

Abbreviations: HFE, hereditary hemochromatosis gene; SD, standard
deviation of mean; ALT, alanine aminotransferase; HCV, hepatitis C virus;
IFN/RBYV, interferon plus ribavirin treatment. *Negative HCV-RNA by PCR
(lower limit of detection of 200 copies/mL).
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