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RESUMO

Objectivos: Estudo da prevaléncia dos gendtipos do VHC e da sua correlagiio com a histopatologia
hepitica e o perfil imunolégico humoral e celular dos doentes. Doentes e métodos: 77 doentes com
hepatite cronica C (52 H, 25 M), com idade de 44+14 anos, divididos em quatro grupos: 1. 23 (11 H)
sem outra etiologia, I1. 19 (18 H) bebedores excessivos, II1. 18 (12 H) hemodialisados e IV. 17 (11 H)
transplantados renais. Genotipagem por PCR (primers do core) e hibridizagio com sondas especificas
(la, 1b, 2a, 2b e 3a). Em 45 doentes foram quantificadas as Igs A, G e M (nefelometria) e procedeu-se
a fenotipagem dos linfdcitos do sangue periférico por citometria de fluxo (CD19, CD2, CD4, CD8). Es-
tudo histopatoldgico em 69 doentes. Resultados: Identificou-se um tnico gendtipo em 62 doentes ¢ 4
tinham infecgfio mdltipla (1b+3a num, Ib+2a em dois e 1a+3a noutro). Em 12 (15,6%) nio foi possivel
determinar o genétipo (ND). No total, encontrou-se o 1b em 45 casos (69,2%), o la em 15 (21,5%), o
2aem?2(3,1%),02bem 2 e 0 3aem 6(9,2%). A prevaléncia relativa dos gendtipos nio foi significativa-
mente diferente nos 4 grupos; em 7 toxicodependentes ndo se encontrou o Ib, o la infectava 5 (71,4%)
€ 03a2 (28,6 %). Nos 34 doentes com menos de 40 anos encontrou-se o 1b em 38,2%, o laem 29,4%,
os outros em 11,8%, e os ND em 20,6%; nos 32 que tinham entre 40 e 60 anos o 1b em 68,8%, o laem
9,4%, os outros em 6,3% e os ND em 15,6%; nos 11 com mais de 59 anos o 1b infectava 90,9% e o 1a
9,1%. Dos identificados, s6 o gendtipo 1 (1a ou Ib) se associava 2 actividade moderada e grave ¢ infec-
tava 11/13 casos de cirrose ou fibrose grave. As IgM tinham valores séricos mais baixos nos infectados
pelo gendtipo 1b do que nos outros (1.58+1.23 g/dL vs. 2.53%1.93 g/dL, p<0,01) e os linféeitos eram
menos numerosos (n/mm3), com destaque para os CD8+ (5404239 vs. 7394420, p<0.01). Conclusées:
O gendtipo 1b € o mais prevalecente nos nossos doentes, sobretudo nos mais idosos. A distribui¢io dos
genétipos foi semelhante nos quatro grupos de doentes, mas o Ib niio infectava nenhum dos toxicode-
pendentes. Nas lesdes hepdticas mais graves encontrou-se mais frequentemente o genétipo | (1b e la).
AIgM e os CD8+ apresentavam valores médios mais baixos nos doentes infectados pelo genétipo 1b.
A grande percentagem de casos nio identificados alerta para a existéncia doutros genétipos em Portugal.

SUMMARY

MCYV Genotypes. Hepatic histopathology and immunological profile
in four groups of patients

Aim: Study on the prevalence of MCV genotypes, and correlation with liver pathology and
immunological parameters. Patients and methods: 77 chronic hepatitis C patients (52 males, 25
females), mean age 44+14 years, belonging to four groups: (1) 23 (11 males) without other aetiolo-
gy, (I1) 19 (18 males) excessive drinkers, (I11)18 (12 males) haemodialysed, (IV) 17 (11 males) renal
transplantation patients Genotyping was done by PCR (primers of the core, and hybridisation with
specific probes). Serum Igs A, G, and M (by nephelometry), and peripheral blood lymphocyte (PBL)
subsets (by flow cytometry) were determined. Results: One genotype was found in 62 patients (1b

Recebido para publicacao: 6 de Setembro de 1997

67



ARMANDO DE CARVALIO e al

69.2%,1a21.5%, 2a 3.1 %, 2b 3.1%, 32 9.2 %), and two genotypes in 4 patients (Ib+3a in | of group
I, 1b+2a in 2 and la+3ain | of group 111). Twelve cases (15.6%) were not identified (NI). Relative
prevalence was not different in the four groups, but in 7 drug addicts I b was not found (Ia in 71.4%,
3 a 28.6%) The relationship between genotypes and age was significant (p<0.05): in the 34 patients
with less than 40 years, Ib was found in 38.2%, in the others in 41.2%, and NI in 20.6%; in those
with 40-60 years, b was found in 68.8%, in the others in 15.6%, M in 15.6%; in those above 60
years, Ib was found in 90.9%, in the others in 9.1%. Of those identified, only genotype I (la and b}
was associated to moderate or severe activity, and infected 11/13 cases of cirrhosis or severe fibro-
sis. IgM (g/dL) was lower in Ib than in the others: 1.58+1.23 vs. 2.53+1.93 (p<0.01). PBL (per mm3)
were lesser in b than in the others, with significance for the CD8+: 540t239 vs. 739+420 (p<0.01).
Conclusions: Genotype 1b was the most prevalent in Portuguese patients, more significantly in the
elderly, and was absent in drug addicts. The prevalence of genotypes is similar in general patients,
in chronic haemodialysed, in renal transplantation recipients and in alcoholics. More severe liver
pathology was associated with 1b and la genotypes. IgM and CD8+ had lower mean values in Ib

infected patients. Other genotypes are certainly important in Portugal.

INTRODUCAO

O VHC, identificado em 1989!, é um virus ARN, de
cadeia simples, com 30-60 nm de didmetro, capsulado,
com um genoma de cerca de 9400 nucledtidos, possui
uma tinica regidio de leitura (ORF), de sentido positivo e
codifica uma longa poliproteina, com cerca de 3010 a
3033 aminodcidos?3. Os genes da terminagfio 5° codifi-
cam a proteina da nucleocdpside (C, core), de estrutura
bastante conservada entre os diversos gendtipos e duas
proteinas do revestimento, varidveis, as glicoproteinas
El e E2/NS|1, esta tdltima compreendendo a regifo hiper-
varidvel (HVR). Existem mais quatro regides (NS2,
NS3, NS4 e NS5) que codificam proteinas ndio estrutu-
rais, com fungdes enzimdticas*3. A hipervariabilidade do
VHC deve-se as frequentes mutacdes do genoma, por
erros de transcrigdo®’. A grande heterogeneidade da
populagdo viral infectante resulta na existéncia no
mesmo individuo dum genoma principal (master) e dum
conjunto doutros, semelhantes, nisso consistindo a
natureza de quasispécies da infecgao8.

Os virus podem classificar-se pelas suas propriedades
(fenétipo), pela sequéncia do genoma (genétipo), ou pela
antigenicidade (serdtipo). A dificuldade em cultivar o
VHC in vitro torna impossivel utilizar os métodos cldssi-
cos da virologia para a sua classificagao filogenética, pelo
que as suas variantes tém sido classificadas através da
comparagio das sequéncias de nucledtidos de diferentes
regiGes do genoma, designadamente a 5’ néo codificante
(5’NCR), a NS4, a NS5 e o core. A genotipagem pode
realizar-se por sequencia¢io do genoma, ou pela amplifi-
caglio e deteccdo de sequéncias definidas, que se sabe
corresponderem aos diferentes gendétipos identificados.
Para isso, utilizam-se técnicas baseadas na PCR, usando
primers especificos do tipo a procurar e sondas especifi-
cas para detec¢io dos produtos da PCRY-!1. Também se

68

pode determinar o serétipo, por meio de técnicas imu-
noenzimdticas (ELISA), empregando peptideos sintéticos
(correspondentes as regides NS4 e do core), ou proteinas
recombinadas (regidio NS4), para a detec¢do de anticor-
pos dirigidos contra epitopos dessas regides!2.
Conhecem-se seis genétipos, com diversos subtipos,
apresentando diferengas da sequéncia genémica inferi-
ores a 10% dentro de cada tipo e superiores a 20% entre
os diferentes3.13.15, Actualmente utiliza-se a classificagio
proposta por Simmonds, em que os genétipos sdo desig-
nados por algarismos ¢ os subtipos por letras mindsculas,
atribuidos por ordem da sua descoberta!®.

Os gendtipos la, 1b, 2a e 2b t€m uma distribui¢do quase
universal, com algumas varia¢des regionais. Nos EUA,
Europa Ocidental e Canada encontram-se os genétipos la,
1b, 2a, 2b e 3a, com predominio do 1b (50 a 70 % dos
doentes) no sul e no leste europeus!”-!8 e do 1a nos EUA®.
Diversos estudos revelaram o predominio do genétipo 4a
no Egipto e em diversos paises do médio oriente € da Afri-
ca central'420, do 5a na Africa do Sul2!, do 1b no Japio,
onde foi identificado pela primeira vez?2, do 3 em Sin-
gapura e na Tailandia e do 6a em Hong-Kong e Macaul4.
A prevaléncia dos gendtipos é também dependente da
idade dos doentes, sendo o gendtipo 3a mais frequente nos
jovens e o 1b nos individuos com mais de 50 anos!8. Além
disso, sdo possiveis infec¢des miiltiplas, em que um indivi-
duo € infectado por mais do que um genétipo?3.24,

A variabilidade gen6émica pode ter implica¢fes na pato-
genicidade e na gravidade da doenga, na resposta ao trata-
mento com interferdo e na obten¢do de vacinas efi-
cazes>25.26, [nicialmente, sugeriu-se um potencial
patogénico maior para o tipo 1b, por se encontrar mais fre-
quentemente nos doentes cirréticos?’28 e associado a
viremias mais elevadas2®. Contudo, também os outros tém
sido implicados em casos de doenca hepdtica crénica
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grave. A resposta a terapéutica com interferdo parece ser
menor nos infectados pelo genétipo 1b27-32 ¢ nos casos de
infecgdo miltipla33, No entanto, outros atribuiram esse
facto a maior viremia, que poderia estar dependente da
capacidade replicativa dos diferentes gen6tipos34-37.

Com o objectivo de conhecer a prevaléncia dos gen6ti-
pos mais importantes do VHC em diferentes grupos de
doentes portugueses (comuns, alcodlicos, hemodialisados
e transplantados renais) e de determinar a sua relagio com
dados clinicos e fisiopatoldgicos procedemos & genoti-
pagem em casos seleccionados. Os primeiros dados obti-
dos foram incluidos num estudo de 4mbito mais vasto
sobre hepatite cronica C38, publicando-se agora os resul-
tados finais do estudo dos genétipos do VHC.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 77 doentes (52 H, 25 M), com média
de idades de 44,0 = 14,2 anos (17-73), todos com anti-
VHC positivo (ELISA2), ARN-VHC em circulagio (RT-
PCR, Amplicor-HCV, Roche Diagnostic Systems) e
hepatite crénica ou cirrose hepatica, com confirmagio his-
toldgica em 67 casos. Do total de doentes, 23 (11 H) ndo
eram portadores doutra patologia nem apresentavam outra
etiologia para a doenga hepatica (grupo I), 19 (18 H) refe-
riam consumo alcodlico excessivo (superior a 80 g/d no
homem, ou a 60 g/d na mulher), ao longo de mais de cinco
anos, mas com abstinéncia actual (grupo II), 18 (12 H)
eram insuficientes renais crénicos submetidos a hemodia-
lise periédica (grupo III) e 17 (11 H) eram transplantados
renais (grupo 1V). Sete doentes (3 do grupo I e 4 do grupo
II) referiam consumo de drogas por via endovenosa.

A genotipagem foi realizada por meio da amplificacio
do genoma, por nested-PCR, utilizando primers da
regido do core3940 e hibridizagio dos produtos da PCR
com sondas especificas, marcadas com digoxigenina,
com detecgdo por quimioluminescéncia, segundo o
esquema da Figura 1.

5" NCR CORE El
|
25 < las 1° PCR
(35 ciclos)
Primers 3s =
<= 5as 2° PCR
4s > (35 ciclos)
fad 2a0
Sondas 1bO 2bO
3a0

Fig. | - Esquema da determinagdo dos gendtipos do VHC
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Na amplifica¢do do genoma do VHC utilizaram-se os
primers anti-sense (as) e sense (s), da regidao do core
(BIOTECH), sendo Y = [C/T], R = [A/G]: las - 5° ATG
TAC CCC ATG AGG TCG GC 3’; 2s - 5° TAG ATT
GGG TGT GCG CGC GA 3’; 3s - 5° CGC GCG ACT
AGG AAG ACT TC 3’; 4s - 5 TGT GTG CGC GAC
GCG TAA A 3’; 5as - 5° GCA YGT RAG GGT ATC
GAT GAC YT 3’. Na primeira amplificacdo utilizaram-
-se os primers las e 2s e na segunda os outros. Cada
amplificag@o consistiu em 35 ciclos de | minuto a 94° C,
| minuto a 55 ° C e I'minuto a 72° C.

A deteccd@o dos produtos da PCR foi feita em gel de
agarose a 1,5 %, procedendo-se a sua fixacdo em filtros
de nylon (com carga positiva) e, sobre estes, a hibridiza-
¢do da regido amplificada do VHC com sondas especifi-
cas dos gendtipos, marcadas com digoxigenina (DIG-11-
ddUTP, Boehringer-Manheim): la - GCA ACC TCG
AGG TAG ACG TC; 1b - GCA ACC TGC TGG AAG
GCG AC; 2a - GAG GTT CCC GTC CCT CTT GG; 2b
- CYC TGT AYG GAA ACG AGG GY (Y=[C/T)); 3a -
GCG CGT CGG AGC GAA GGC CG; 135 - ACCCTC
GTT TCC GTA CAG AG. Os filtros foram lavados, para
remocdo das sondas ligadas inespecificamente, com
SSPE em SDS a 0,1% (6 lavagens, A temperatura de
desibridizag¢do (Td) de cada sonda).

A detecgdo do produto hibrido, com consequente iden-
tificacdo do genétipo do VHC, foi feita de acordo com o
protocolo da Boehringer-Manheim, utilizando anticor-
pos anti-digoxigenina, com fosfatase alcalina conjugada
e um derivado do dioxetano (CDP-Star tm, Boehringer-
Manheim) como substracto quimioluminescente. Apés
marcagao do filtro procedeu-se & autorradiografia.

O estudo histopatolégico foi realizado em 67 doentes
(todos os dos grupos I, I e 111 e 7 do grupo 1V), biopsa-
dos por pungio intercostal, com agulha de Menghini (1.4
ou 1.6). Os fragmentos de parenquima hepdtico foram
fixados imediatamente em formol tamponado, a 10 % e
incluidos em parafina. Em cortes de 4 i de espessura uti-
lizaram-se as coloragdes de hematoxilina-eosina, do tri-
crémico de Masson e de Perls. As alteracdes morfoldgi-
cas foram observadas e classificadas de acordo com as
propostas recentes de Scheuer?! e de Desmet et al.42, A
actividade necro-inflamatéria foi assim classificada em
quatro graus, de acordo com a pontuagio resultante da
soma dos trés primeiros componentes do indice de
actividade histolégica de Knodell43: minima (0-3 pon-
tos), ligeira (4 a 8), moderada (9 a 12) e grave (13 a 18);
o estadiamento foi obtido através da magnitude da
fibrose, classificada em cinco graus (0 a 4): (0) ausente,
(1) ligeira (expansdo fibrosa dos espacos porta, sem
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pontes), (2) moderada (septo(s) porto-portal(is), com
preservagiio da arquitectura hepdtica), (3) grave (septos
fibrosos porto-terminais, ou com distor¢io da arquitec-
tura) e (4) cirrose.

Estudaram-se alguns parimetros imunolégicos em 45
doentes, 23 infectados pelo gendtipo 1b e 22 pelos outros
(8 casos com genétipo ndo identificado). As imunoglo-
bulinas A, G e M e as frac¢des C3 e C4 do complemento
foram doseadas, no soro, por nefelometria (valores nor-
mais: 0,9 a4,5 g/l paraa IgA, 8 a 18 g/L paraaIgGe 0,6
a 3,5 g/L para a IgM; 0,7 a 1,7 g/L para a fraccdo C3 e
0,15 a 0,45 g/L para a C4). A fenotipagem das populagdes
linfocitdrias do sangue periférico foi efectuada por cito-
metria de fluxo, num citémetro EPICS-XL (Coulter
Immunology). Determinaram-se os linf6citos B (CD19+)
e T (CD2+) e, dentre estes, os T auxiliadores (CD4+) € os
T supressores/citotéxicos (CD8+), utilizando-se os anti-
corpos monoclonais murinos, duplos, conjugados, Cyro-
Stat/Coulter Clone TII-RDI1/B4-FITC (CD2/CDI19) e
Cyto-Stat/Coulter Clone T4-RDI/T8-FITC (CD4/CD8)
(Coulter Immunology). Em cada determinaco foi usado
um controlo negativo e os valores de referéncia, para
adultos, foram (linf6citos/mm?3 e %): 2820 + 795 (100 %)
para os linfécitos totais, 282 + 84 (10 = 3 %) para os
CD19+, 2425 + 169 (86 + 6 %) para os CD2+, 1579 =
169 (56 + 6 %) para os CD4+, 902 + 113 (32 + 4 %) para
0s CD8+ e 1,79 + 0,28 para a relagiio CD4/CDS.

RESULTADOS

Os genétipos do VHC foram identificados em 65
doentes, ndo se conseguindo amplificagdo do genoma,
com os primers utilizados, em 12 casos (15,6%). Estava
presente um tnico gendtipo em 62 doentes e em 4 (6,2%)
havia infec¢do miltipla, por dois gendétipos.

Nos 65 doentes em que foi possivel a identificagdo, o
gendtipo mais frequente foi o 1b, presente em 45 casos
(69,2%), seguindo-se o la em 15 (21,5%). Os restantes
eram raros: o 2a existia em 2 casos (3,1%), em ambos
associado ao 1b, o 2b era o tinico presente noutros dois e
o0 3a infectava seis doentes (9,2%), em associagdo ao 1b
num caso e ao la noutro. Dos quatro doentes com
infecgio muiltipla, uma pertencia ao grupo I e estava
infectada pelos genétipos 1b e 3a e os outros trés eram
hemodialisados e apresentavam co-infec¢do pelos
gendtipos b e 2a (dois homens) e 1a € 3a (uma mulher).

No Quadro I mostra-se a distribui¢io dos genétipos nos
quatro grupos de doentes, considerando-se a totalidade dos
casos, incluindo aqueles em que ndo foi conseguida a iden-
tificagdo. Salienta-se o predominio do tipo 1, sobretudo do
gen6tipo 1b, em todos os grupos e a auséncia de diferencas
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Quadro 1 - Gendtipos do VHC nos quatro grupos de

doentes

Gr. I* Gr. 1l Gr. ITI# Gr.lV Total

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
la 5217 4211y 36,7y 2(11,8) 14(182)
1b 10(43,5) 10(52,6) 13(72,2) 12(70,5) 45(58,4)
2a 0 0 2(11,1) 0 2 (26,0)
2b 1 4,3) 1 (5,3) 0 0 2 (26,0)
3a 1 (43 2(105) I (56) 2(1,8) 6 (1.8
ND 7 (304) 2(10,5y 2L 1 (59 12(15,6)

*um doente com associagdo dos gendtipos 1b ¢ 3a
# dois doentes com associagdo dos gendtipos 1b e 2a e unm com la ¢ 3a

significativas da prevaléncia dos vérios gendtipos nos qua-
tro grupos estudados, embora com maior percentagem do
b nos hemodialisados e nos transplantados renais.

Considerando os sete doentes com passado de toxi-
codependéncia, verificimos que cinco (71,4%) estavam
infectados pelo gendtipo la e dois (28,6%) pelo 3a.
Quatro deles referiam ingestdo alcodlica excessiva,
incluindo os dois infectados com o gendtipo 3a.

Nos doentes do sexo masculino (n=52) encontrou-se o
gendtipo laem 11 (21,2%), 0 1bem 30 (57,7%), 0 2a em dois
(3,8%), 0 2b também em dois e 0 3a num (1,9%); nos do sexo
feminino (n=25) o la estava presente em trés (12%), o 1bem
15 (60%) e o 3a em cinco (20%). Nao se identificou o
gendtipo em oito homens (15,4%) e em quatro mulheres
(16%). As diferencas sdo dificeis de valorizar, devido ao
pequeno niimero de casos com infecgfio pelos gendtipos 2 e 3.

Relativamente & idade verificou-se que nos infectados
pelo Ib a média era mais elevada (48,1 + 14,2 anos) do que
naqueles em que foi identificado outro gendtipo (38,4 +
10,8 anos), sendo a diferenca estatisticamente significativa
(p<0,001). Na Figura 2 mostra-se a prevaléncia relativa em

o
(=]
(=]
100% ©
[+ 9]
80% ©
60%| o ®
s 3 outros
40% ©
> ND
< ©@ o
20% o 2o =
0% °
<40 anos 40-59 anos >59 anos
Idade

Fig. 2 - Prevaléncia relativa dos gendtipos do VHC em 77
doentes (incluindo 12 em que ndo foi possivel identificar o
genotipo
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rés grupos etdrios: nos doentes com menos de 40 anos
(n=34), 13 estavam infectados com o gendtipo 1b (38,2%),
dez com o la (29,4%), quatro com outros (11,8%) ¢ em
sete casos nao foi determinado o gendtipo (20,6%); nos
doentes com idade entre os 40 e os 60 anos (n=32), os
niimeros eram 22 para o 1b (68,8%), trés para o 1a (9,4%),
dois para os outros (6,2%) e cinco para os ndo identifica-
dos (15,6%); nos doentes com mais de 59 anos (n=11), dez
estavam infectados pelo 1b (90,9%) e um pelo la (9,1%).
~ Nos casos em que foi identificado o gendtipo, o pre-
dominio muito marcado do I (lae Ibem 90,8% dos casos)
tornou dificil a comparagfio com os outros (2 e 3), que ape-
nas eram responsaveis, isoladamente, pela infec¢io de seis
casos (9,2%). Optamos por estabelecer comparagoes entre
os infectados pelo gendtipo 1b, os infectados pelos outros
identificados (1a, 2a, 2b e 3a) e os doentes em quem ndo se
determinou o gendtipo infectante, procurando detectar
diferencas entre o genétipo 1b e os outros.
Nas Figuras 3 e 4 resumem-se as relacoes dos virios
gendtipos com a actividade necro-inflamatéria e com a
fibrose.

100% 2 5 ,
; 3
80%

i 2 2 ND
60% mult.
40% 1 17 8 outros

b
20% 1a
0% 5 4 2
minima ligeira mod./grave
(n=24) (n=30) (n=13)

Fig. 3 - Prevaléncia relativa dos gendtipos em trés grupos de
actividade necro-inflamatéria

100% 2
6 3
80% 2 2
! 2 ND
60% u mult.
40% 8 12 6 outros
3 1b
0,
20% 1a
4 5 2
0% 1
ausente ligeira  moderada  grave cirrose
(n=17) (n=26)  (n=10) (n=9) (n=5)

Fig. 4 - Prevaléncia relativa dos gendtipos em cinco estddios,
de acordo com a magnitude da fibrose hepdtica
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* p<0,01 entre 1b e outros

Verificou-se que, dos gendtipos identificados, apenas o
I (la e 1b) se associava a actividade necro-inflamatéria
moderada ou grave (dez casos), mas havia outros trés
doentes infectados por gendtipos nio determinados. No
que diz respeito ao estddio da hepatite, os gendtipos lae
Ib causavam 12 dos 14 casos de cirrose ou fibrose grave.
Os restantes dois casos de cirrose ocorriam em doentes
infectados pelo genétipo 3a, ambos toxicodependentes ¢
alcodlicos, apresentando actividade necro-inflamatéria
pouco intensa (minima num, ligeira noutro).

Apesar do pequeno niimero de casos, notava-se que os
dois doentes infectados pelo gendtipo 2b tinham lesoes
hepdticas pouco importantes: um com actividade e
fibrose ligeiras e o outro com actividade minima, sem
fibrose. Comparando o gendtipo la com o 1b, ndio pare-
cia existir uma aprecidvel diferenca no que concerne a
lesao hepitica, embora fosse aparente uma tendéncia
para maior gravidade nos doentes infectados com o
gendtipo 1b. Contudo, o dado mais importante a realgar
nesta série é que qualquer genotipo se associava a lesio
hepidtica grave e que mesmo o b, referido geralmente
como mais agressivo, infectava doentes com lesdes
menos graves.

Relativamente aos pardmetros imunoldgicos, na imu-
nidade humoral (Quadro 1) apenas as imunoglobulinas
M tinham um valor médio mais baixo nos infectados
pelo gendtipo 1b: 1,58 = 1,23 g/L. no 1b versus 2,53 +
1,93 g/L nos outros (p < 0,01). No entanto, a dispersio
dos valores faz com que este achado deva ser considera-
do com cautela, sobretudo no que respeita a extrapo-
lagdes individuais. As IgG (15,37 = 4,29 g/L versus
15,90 £ 5,10 g/L) e IgA (3,11 = 1,47 g/L versus 2,73 +
1,21 g/L.) ndo mostravam diferencas significativas. A
frac¢do C3 do complemento apresentava um valor
médio mais elevado nos doentes infectados pelo
gendtipo Ib (1,03 £ 0,25 g/L) do que nos outros (0,97 +
0,10 g/L) e nos ND (0,97 = 0,11 g/L), mas sem atingir
diferenga significativa. As médias da fraccdo C4 eram
semelhantes.

Quadro 11 - Imunoglobulinas e complemento séricos ver-
sus gendtipos do VHC

Genodtipo 1b

Outros ND
IgG (g/L) 15,37+429 1590+5,10 12,61 1,65
IgA (g/L) 3,11 x1,47 273121 249 +1,57
IgM (g/Ly* 1,58 +1,23 253193 1,81 +£233
C3 (g/L) 1,03£0,25 097+0,10 0,97 0,11
Cd4(g/L)y 021 £0,07 0,24 £ 0,12

0,21 £ 0,09
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No Quadro III mostram-se os valores encontrados pa-
ra as populagdes linfocitdrias do sangue periférico, veri-
ficando-se alguns aspectos interessantes. Os linfécitos
totais eram menos numerosos nos doentes infectados pe-
lo genétipo Ib do que nos outros e nos ND, embora sem
atingir significado estatistico. Os linfécitos CD 19+ apre-
sentavam médias idénticas nos grupos. Os linfécitos
CD2+ tinham um valor médio mais baixo nos infectados
pelo gendtipo 1b, mas sem atingir significado estatistico.
Dentre estes, estavam diminuidos os CD8+ (540 + 239
linfécitos/mm3 no 1b vs. 739 + 420 nos outros vs. 818 +
501 nos ND) de modo significativo (p < 0,05), enquanto
ndo havia diferenca relativamente aos CD4+. Também
ndo eram significativas as diferengas respeitantes as per-
centagens, nem a relagio CD4+/CD8+.

Quadro 1l - Populagdes linfocitdrias do sangue peri-
[férico versus gendtipos do VHC (valor absoluto e per-

centagein)
Genétipo 1b Qutros ND
Linfocitos n 1976 + 741 2260+ 721 2788 + 1327
CD19+ n 225 +217 224 + 118 306 +£273
% 9673 9,7+58 10,557
CD2+ n 1625 + 588 1863 £ 625 2204 = 1110
% 82,2+69 82050 795110
CD4+ n 900 = 372 919+285 1110+ 555
% 453+93 418+6,5 41,0106
CD8+ n* 540 + 239 739+420 818+ 501
% 28,3 £ 10,1 314+ 11,3 28989
CD4/CD8 1,82 £ 0,71 1,54 + 0,59

1,57 £ 0,76

*p<0,05 entre 1b e outros

DISCUSSAO

Dos 77 doentes em quem foi tentada a genotipagem, s
foi possivel identificar o genétipo infectante em 65 casos.
Os 12 doentes (15,6%) em quem nio foi determinado ti-
nham ARN-VHC em circula¢do, mas ndo houve amplifi-
cacdo com os primers utilizados. Nenhum método de
genotipagem consegue identificar todos os casos*4, apon-
tando-se vdrias causas para essas falhas, designadamente
auséncia de amplificagdo por presenca doutro(s)
gendtipo(s), ndo reconhecidos pelos primers, ou viremia
muito baixa. Isto € mais frequente com métodos basea-
dos na PCR, com primers especificos, em que a percen-
tagem de amostras em que n#o se identifica o gendtipo é
habitualmente de 11 a [7%%4-46,

Nio devemos eliminar a hipdtese destes casos corres-
ponderem a infecgdes por outros gendtipos. Julgamos
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mesmo que ela € a mais provavel, pois a auséncia de
amplificacdo do genoma nfo pode explicar-se pela
viremia, uma vez que ela era suficientemente elevada
para ter sido detectada ndo s6 pela RT-PCR, mas também
pelo bDNA. Recentemente pudemos comprovar a
existéncia de infec¢do pelo gendtipo 4 numa doente
nossa incluida num protocolo terapéutico internacional.
Em dois outros estudos portugueses foi encontrada uma
percentagem significativa de doentes infectados pelo
gendtipo 2¢4748. Assim, defendemos que é muito
provdvel que haja entre nés um niimero considerdvel de
casos com infecgdio por outros gendtipos, sendo con-
certeza esse o caso de alguns (todos?) dos nossos doentes
em que a identificagdo ndo foi feita.

Relativamente aos dados doutros paises europeus!7-18,
0s nossos resultados podem considerar-se concordantes.
Nos 65 doentes em que se identificou o genétipo, encon-
tramos o la, o 1b, 0 2a, 0 2b e 0 3a, com um predominio
marcado do 1b (69,2% dos casos identificados), seguido
do ta (21,5%), pelo que os outros s6 se encontravam em
cerca de 12% dos doentes, mas algumas vezes em asso-
cia¢do aos mais frequentes.

Em relagio a dados recentes dos EUA%4.4549 ¢ de
Franga e Itdlia%6, em que o tipo 1 (la e Ib) era respon-
sdvel por cerca de 70 % dos casos, a nossa prevaléncia
deste gendtipo € maior (90,7%), talvez porque 0s nossos
doentes tenham adquirido a infec¢do hd mais tempo.
Contudo, niio devemos esquecer que a percentagem de
casos ndo identificados é¢ maior na nossa série e a serem
considerados no total, baixard a percentagem de casos
com infec¢do pelos gendtipos la e 1b.

Os outros estudos portugueses, utilizando diversas
metodologias, mostraram a preponderincia dos genéti-
pos 1b e la, seguidos a alguma distincia pelo 248.50-54,
O genétipo 2c foi encontrado apenas nas duas séries jd
referidas, ambas de Lisboa%’48, O genétipo 3a, que
encontrdmos sobretudo em doentes jovens e toxicode-
pendentes, a semelhanga do que tem sido descrito, foi
muito frequente numa série de Lisboa4” e noutra do
Porto3!, mas, curiosamente, nio foi encontrado noutras
duas séries de Lisboa43:53, Pensamos que estas dife-
rengas poderfio ter a ver com a dimens3o das amostras,
mas serd aconselhdvel uma andlise mais profunda dos
doentes incluidos em todas elas, de modo a poderem ser
tiradas conclusdes seguras acerca da epidemiologia da
infecgido em Portugal.

Apenas estuddmos individuos com infec¢do comprova-
da pelo VHC e hepatite crénica, a semelhanga da maioria
dos trabalhos publicados. Deste modo, avaliamos a parte
mais grave do espectro da infecgdo pelo VHC, pois néo
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incluimos individuos com sinais de infec¢io, mas sem
doenga aparente. Logo, a predomindncia dos genétipos
habitualmente considerados mais agressivos (la e 1b) po-
de estar inflacionada por este facto. No entanto, noutros
estudos em que se incluiram individuos com aminotrans-
ferases normais, os resultados ndo foram uninimes: en-
quanto em Itdlia se verificou uma prevaléncia maior do
gendtipo 2a nos casos com ALT normal ou com doenga
menos grave’?, no Japdo ndo se encontraram diferengas da
prevaléncia dos gendtipos entre casos com e sem altera-
¢des bioquimicas3®. Assim, continua a justificar-se que se
alarguem os estudos aos doentes com aminotransferases
normais, de modo a ter uma nogiio mais precisa da preva-
1€ncia relativa dos diferentes gendtipos e da sua relagio
com a actividade e a gravidade da doenga. Além disso, se-
ria muito interessante proceder a genotipagem em doentes
com hepatite aguda C e procurar determinar possiveis di-
ferencas de evolucdo entre os vdrios gendtipos infectantes.

Encontramos infec¢iio miltipla em quatro doentes. Na
realidade, a natureza de quasispecies da infecgio pelo
VHC faz com que existam genomas diferentes no
mesmo individuo, sé se identificando o dominante. Por
outro lado, a identificagio de mais que um gendtipo,
mais frequente nos métodos baseados na PCR, pode sig-
nificar apenas falta de especificidade dos primers%4.
Teremos de ter essa reserva na interpretaciio dos nossos
dados, apesar deles ndio se afastarem muito doutros46.

Nio havia diferencas significativas entre os grupos
estudados, sendo equivalente a prevaléncia dos diversos
gendtipos nos doentes comuns, nos bebedores exces-
sivos, nos hemodialisados e nos transplantados renais,
embora com uma percentagem maior de infec¢des pelo
gendtipo 1b nestes dois ultimos. Ao contririo do que
esperdvamos, devido ao maior risco de re-infecgdes, nio
encontramos uma percentagem maior de infecces
miiltiplas nos hemodialisados e transplantados.

Um grupo francés demonstrou recentemente que o
gendtipo 1b mostrava um declinio da prevaléncia nos
doentes que iniciaram hemodidlise hd menos tempo
(16/24 antes de 1977, 14 em 24 entre 1978 ¢ 1985, 5/12 a
partir de 1985), surgindo apds 1982 os gendtipos 3a e
4257, O pequeno nimero de casos com infecgdo por
gendtipos ndo-1b que encontramos e a variabilidade dos
tempos de hemodialise nos infectados pelo 1b, ndo nos
permitem qualquer conclusio a esse respeito. Contudo, o
facto do reservatério na hemodidlise ser muito grande
(cerca de 50% dos doentes estavam infectados pelo
VHC), predominar largamente o gendétipo Ib e ser a
infec¢io nosocomial a mais frequente nestes casos38,
fazem com que, entre nds, este gendtipo seja ainda o prin-
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cipal responsdvel pelas infecgdes recentes neste grupo.

Realcamos a ocorréncia do gendtipo 1b em idades
mais avangadas e a sua auséncia nos toxicodependentes
(todos eles relativamente jovens). Estes dados siio seme-
Ihantes aos de Nousbaum et al.46, que também encon-
traram mais frequentemente o gendtipo 1b em doentes
mais velhos (47,4 % abaixo dos 40 anos, 68,6 % entre os
40 e os 60, 80,4 % acima dos 60 anos) e menos fre-
quentemente em toxicodependentes (30,4 %), tal como
outros verificaram em Itdlia58. Estes autores atribufam as
diferencas 4 antiguidade do contdgio, defendendo que o
gendtipo 1b seria agora menos frequente do que no pas-
sado. Contudo, num estudo americano a idade média dos
infectados pelo genétipo 1b ndo era mais elevada, sendo
a sua prevaléncia igualmente menor em toxicodepen-
dentes#>. Provavelmente a melhor relagdo dos genétipos
é a estabelecida com a antiguidade da infec¢@o e ndo com
a idade, mas esse é um dado dificil de avaliar, pois na
pritica nio é possivel determinar com rigor, na maioria
dos doentes, a data do contagio.

E ainda polémica a relagio entre os gendtipos e o
potencial patogénico do virus, embora o Ib tenha sido
relacionado com doenga mais graveZ’-28 ¢, recentemente,
se tenha descrito a associagdo do gendtipo 2 & maior
actividade inflamatéria hepatica®#45. Alguns defendem
que o 1b se associa a casos mais graves apenas porque
essas sdo infeccdes com mais tempo de evolucio, de
acordo com o actual declinio deste gen6tipod’, parecen-
do-nos ser essa a interpretacio mais razodvel dos dados
actualmente disponiveis.

Na nossa série, dada a enorme predominéncia do
gendtipo 1b, nio era ficil estudar este aspecto. Contudo,
verificimos que, dos identificados, sé o tipo 1 (1a ou 1b)
se associava a inflamagdo moderada e grave e que a
fibrose grave e a cirrose também eram causadas por estes
dois gendtipos, a excepgdo de dois casos associados ao
3a. Este dltimo achado € importante, pois ilustra a
natureza multifactorial e individualizada das doengas
hepiticas. Aqueles dois casos de infec¢do pelo gendtipo
3a ocorreram em toxicodependentes jovens, que con-
sumiam dlcool imoderadamente e sofriam de cirrose.
Ainda é cedo para conclusdes definitivas, mas de um
ponto de vista pritico, mesmo que se prove a maior pato-
genicidade de certos genotipos, devemos ter presente que
qualquer dos outros pode também causar doenga grave,
tal como demonstrdmos. Assim, ndo se pode utilizar a
genotipagem como factor de progndstico, desinserido de
todo o contexto de cada doente.

Por ndo encontrarmos referéncias ao assunto, procuré-
mos relacionar os gendtipos com pardmetros imunoldgi-
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cos e verificimos que, quer as imunoglobulinas M, quer
os linfécitos CD8+ mostravam valores mais baixos nos
infectados pelo gendtipo Ib. Curiosamente, essas altera-
¢Oes eram o inverso do que encontramos quando se com-
param os parimetros imunoldgicos com a actividade
necro-inflamatdria, no que respeita aos valores da IgM e
dos linfécitos CD8+ (mais elevados nos mais graves),
sendo, contudo, semelhante ao observado nos casos com
fibrose mais grave, em que os valores dos CD8+ eram
também mais baixos38. Uma interpretagio simplista
seria a de que aquelas alteragdes imunoldgicas fossem
consequéncia do compromisso funcional hepdtico, asso-
ciado a fibrose, que poderia ser mais grave na infecg¢o
pelo gendtipo 1b. Nos nossos doentes, de 14 com fibrose
grave ou cirrose, dez estavam infectados pelo gendtipo
Ib, o mesmo acontecendo com 26 dos outros 53. Apesar
de tudo, esta diferenca nfio era estatisticamente significa-
tiva. Outra hipdtese seria o genétipo 1b ser mais agressi-
vo por induzir menor resposta imunolégica do hos-
pedeiro, o que os nossos dados referentes aos parimetros
imunoldgicos do sangue periférico favorecem. Também
a idade avancada se relaciona com diminui¢iio do
niimero de linfécitos circulantes, pelo que poderia ser
uma explicagdo para este achado.

Haverd diferentes respostas aos vdrios gendtipos?
Estard isso na base de possiveis diferengas patogénicas?
Serd que uma resposta imunolégica menor perante o
gendtipo 1b, lhe permitird replicar-se e permanecer no
organismo com maior facilidade, causando uma lesdo
hepitica de maior gravidade, por ac¢do citopdtica direc-
ta? So necessdrios estudos mais vastos e profundos que
possam esclarecer estas e outras questdes, que se pren-
dem com a fisiopatologia e a gravidade da lesdo hepati-
ca e, talvez mesmo, com a génese de alteragdes auto-
imunes associadas a hepatite C.

Em conclusdo, nos nossos doentes os gendtipos I1be la
sdo responsdveis pela grande maioria das hepatites créni-
cas C, mas ndo € possivel estabelecer uma correlagdo
significativa com a gravidade da doenca, apesar de ser
aparente uma maior gravidade histolégica nos infectados
pelo genétipo 1b. Os outros gendtipos procurados (2a, 2b
e 3a) foram encontrados mais raramente ¢ num nimero
considerdvel de doentes niio se identificou o genétipo,
pelo que é de supor que outros estejam implicados. Nio
verificdmos diferencas significativas entre os grupos
estudados (doentes comuns, alcodlicos, hemodialisados
e transplantados renais), quanto A prevaléncia relativa
dos gendtipos. Confirmdmos a maior prevaléncia do
genétipo 1b nos individuos mais velhos e a sua raridade
entre os toxicodependentes. Finalmente, encontrdmos
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valores mais baixos de IgM e CD8+ nos infectados pelo
gendtipo b do que nos outros doentes, alteragiio que
merece ser mais profundamente estudada.
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