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Resumo

O virus da hepatite C (VHC), identificado pela primeira vez em 1989, representa
uma das causadas mais comuns de doenca hepatica cronica no mundo afectando 0,5 a
2% da populagdo do mundo. Este é constituido por uma pequena cadeia de RNA e
pertence & familia dos Flavivirus. Varios fendmenos autoimunes hepaticos e extra-
hepaticos, como crioglobulinemia mista, distirbios autoimunes da tirdide e linfomas de
células B, tém sido frequentemente associados a infec¢do crénica por virus da hepatite
C sugerindo uma possivel associacdo entre hepatite C e autoimunidade. Estas
manifestacbes autoimunes tém por base varios mecanismos nomeadamente o
mimetismo molecular entre 0 HCV e proteinas do hospedeiro, a diminuicéo do limiar de
activacdo dos linfécitos B como passo facilitante para a producdo de autoanticorpos e a
infeccdo directa do linfocitos pelo HCV.

Um exemplo da associacdo entre o virus da hepatite C e a autoimunidade é o
sindrome de sobreposicdo da Hepatite C/ Hepatite autoimune. A distin¢do entre estas
duas patologias é crucial para a implementacdo da estratégia terapéutica uma vez que o
tratamento com corticoesterdides pode aumentar a replicacdo viral e o tratamento anti-
viral pode deflagrar uma hepatite autoimune. Apesar desta conclusdo continuam por
esclarecer critérios absolutos que permitam a distin¢do das duas patologias perante este
sindrome. Os anticorpos 6rgao-ndo-especifico fazem parte dos critérios simplificados de
diagnostico hepatite autoimune e estdo frequentemente presentes em doentes com
infecgdo pelo virus da hepatite C. A andlise do padrdo imunoserolégico dos anticorpos
6rgdo-ndo-especifico e o seu impacto no perfil clinico assim como o padrao histolégico
apresentado na biopsia hepéatica podem sugerir o diagndstico e consequentemente
orientar a estratégia terapéutica.

Assim, a presente tese de mestrado tem o objectivo de descrever as mais
recentes descobertas sobre os mecanismos indutores de autoimunidade em doentes com
hepatite C e aprofundar o sindrome de sobreposi¢do Hepatite autoimune/ Hepatite C,

nomeadamente a sua traducdo clinica e terapéutica.

Palavras-chave: Autoimmunity; Autoimmune hepatitis; Hepatitis C virus
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1. Introducao

O virus da hepatite C (VHC), um Flavivirus de cadeia de RNA, foi identificado
pela primeira vez em 1989. Este representa uma das causadas mais comuns de doenca
hepética crénica no mundo afectando 0,5 a 2% (mais 170 milhoes de pessoas) da
populagédo do mundo Ocidental (Dustin et al, 2007; Antonelli et al, 2008). A infeccdo
pelo VHC torna-se cronica em mais de dois tercos dos individuos infectados reflectindo
a inabilidade do sistema imune em montar uma resposta antiviral eficaz (Dustin et al,
2007). A resposta do hospedeiro face a uma infec¢do pelo VHC é composta por uma
resposta imune ndo especifica, incluindo a producao interferdo (INF) e accdo de células
natural-killer (NK), e por resposta anti-viral especifica, incluindo os componentes da
resposta humoral e celular (Cojocaru et al, 2007). O VHC € um virus hepatotropico e
linfotrépico e tem sido, durante os dltimos anos, implicado no desenvolvimento de
manifestacdes imunoldgicas autoimunes hepaticas e extra-hepaticas como a
crioglobulinemia mista, distdrbios autoimunes da tirdide e linfomas de células B,
glomeronefrite membranosa, porfiria cutanea tarda e sialadenite (Zignego et al, 2008,
Ramos-Casals et al, 2009). A autoimunidade na infeccdo pelo VHC néo esta limitada
apenas a producdo de anticorpos mas sim a um largo espectro de distarbios autoimunes.

Os mecanismos moleculares, celulares e fisiolégicos exactos que conduzem a
autoimunidade ainda ndo se apresentam completamente esclarecidos em doentes com
Hepatite pelo virus C (HVC). A autoimunidade no organismo humano tem um
estabelecimento muito lento o que normalmente encobre a identificacdo do agente ou
mecanismo ofensor na maioria dos casos. Geralmente assume-se uma causa
multifactorial que tem por base factores tanto genéticos como ambientais,
nomeadamente agentes infecciosos (Strassburg et al, 2003). Ao longo dos anos tém-se
questionado sobre a relacdo entre autoimunidade e HCV: sera esta desregulacéo
autoimune genuina, podendo ser exacerbada pela infec¢do pelo virus C, ou é resultado
da infeccdo pelo HCV? Estudos tém sido realizados no sentido de aprofundar o
conhecimento sobre 0s possiveis mecanismos (mimetismo molecular, diminuigdo do
limiar de activacdo dos linfdocitos B, infeccdo directa dos linfocitos e producdo de
anticorpos orgao ndo especificos - NOSA) bem como outros aspectos imunoldgicos
(células T regulatérias, cél. Treg; o factor estimulador das células B, BAFF) que
favorecam o desencadear de uma resposta autoimune em um doente infectado pelo
HCV.
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A descoberta da infeccdo por VHC em doentes com doencas autoimunes foi um
achado que propulsionou a investigacdo do virus da hepatite C como possivel etiologia
da HAI. Apesar de ainda ser um assunto controverso, as evidéncias apontam para uma
clara associacdo entre HAI e HCV, dando origem ao chamado sindrome de
sobreposicdo. Perante este sindrome, a presenca simultanea de critérios de diagnostico
de ambas as patologias torna dificil a distin¢do entre uma activacdo de um HAI latente
pelo virus do HCV ou até pela terapia anti-viral (dependendo principalmente de factores
do hospedeiro) e uma HAI de novo desencadeada pela infecgdo viral (dependendo
maioritariamente de factores virais). Apesar desta sobreposi¢do entre HCV e HAI ter
sido praticamente provada, existe indubitavelmente a necessidade de estabelecer
critérios de diagndstico que permitam a diferenciagdo entre a doenca autoimune
associada ao virus e a doencga autoimune genuina.

Aproximadamente 25-70% (Bianchi et al, 2007; Ferri et al, 2008) dos doentes
com hepatite C cronica apresentam anticorpos 0rgao-nao-especificos (NOSA)
especialmente anticorpos antinucleares (ANA), anticorpos anti-musculo liso (SMA) e
anticorpos anti-microssoma figado- rim tipo 1 (LKM1) o que representa uma alteracédo
na homeostasia do sistema imune. Estes NOSA’s, por sua vez, fazem parte dos critérios
simplificados de diagndstico de HAI. Contudo o padrdo imunoserolégico dos NOSA,
bem como influéncia da sua positividade no perfil de apresentacdo, sdo actualmente
alvo de pesquisa no sentido de acurar os critérios de diagnéstico do sindrome de
sobreposicdo HVC/HAL. As caracteristicas histologicas também sdo indicadas como
possivel critério de diagndstico, apesar da escassez de estudos a este nivel.

A infeccdo pelo virus da hepatite C requer uma precisa diferenciacdo da hepatite
autoimune tendo em vista a estratégia terapéutica. O tratamento da HAI passa pela
imunossupressao, enquanto que o tratamento da HVC normalmente é feito com
Interferon-o. (IFN). A implementagdo de uma estratégia terapéutica errada pode
conduzir a uma propagacdo da infecgdo viral, no caso implementacdo da
imunossupressdao, ou induzir autoimunidade em geral ou até exacerbar a hepatite
autoimune no caso da implementacdo de IFN. O diferente tratamento destas patologias

faz com que a sindrome de sobreposicdo HCV/HAI seja actualmente um desafio clinico.
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2. Objectivos e métodos

Devido a crescente importancia do tema e a multiplicacdo de estudos
prospectivos que tém vindo a abordar a associacdo entre Hepatite C e a autoimunidade,
este trabalho tem como objectivo descrever as mais recentes descobertas sobre
mecanismos indutores de autoimunidade em doentes com HCV e aprofundar o
sindrome de sobreposicdo HAI/HVC, nomeadamente a sua traducdo clinica e
terapéutica.

Para a sua elaboracéo foi feita uma pesquisa bibliografica com recurso a bases de dados
electrénicas como a Medline/PubMed® e Science Direct®, com introducéo das palavras-
chaves Autoimmunity; Autoimmune hepatitis; Hepatitis C virus, ndao se tendo feito

restricdo por tipo de artigo ou ano de publicagéo.
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3. Mecanismo de induc¢ao de autoimunidade em doentes com HCV.

3.1. Células T regulatorias

As células T regulatorias (células Treg) tém como funcdo controlar a resposta
imune contra aos antigénios préprios e estranhos ao organismo sendo por isso,
consideradas celulas de maior importancia na manutengdo do equilibrio entre a
imunidade e a tolerancia (ver figura 1). Estas células tém sido implicadas em fenomenos
quer patoldgicos (doencas autoimunes, nomeadamente na HAI, infecces e neoplasias),
quer em fendmenos fisioldgicos (gravidez, envelhecimento) (Ferri et al, 2008). A sua
funcdo baseia-se basicamente na supressdo da activacdo e expansdo de linfocitos
reactivos contra o proprio que poderiam desencadear uma doenca autoimune. Na
infeccdo pelo VHC, o aumento destas células parece ter um papel crucial na persisténcia
do VHC no organismo ao suprimir a resposta das cél. T HCV-especificas através de
contacto célula a célula (Crabera et al, 2004; Billerbeck et al, 2007).

Varios tipos de células Treg tém sido descritos ao longo dos anos, no entanto a
maioria dos estudos aborda o fendtipo CD4+ CD25+ que expressa especificamente o
factor de transcricio FOXP3. Uma completa falha na expressdo deste factor de
transcricdo nas células Treg, podendo estas ser CD25+ ou CD25-, pode activar clones
de células T reagentes contra o proprio, induzindo uma severa e disseminada reaccdo
autoimune/inflamatoria (Sakaguchi et al, 2006). Boyer et al (2004), num estudo em que
aborda as manifestacdes extra-hepaticas da HCV, mostraram uma menor frequéncia
destas células em doentes VHC positivos ndo tratados com crioglobulinémia mista
(CM) sintomaética, quando comparados com portadores de CM assintomatica e com 0s
controlos saudaveis, concluindo assim que a deplecdo destas células induz
autoimunidade. Outras anormalidades genéticas ou adquiridas através de factores
ambientais que comprometam o desenvolvimento, manutencdo ou fungdo destas células
podem conduzir & perda da tolerancia e consequente doenca autoimune. As células T
regulatérias sdo por isso indicadas como um componente imunoldgico com possivel

influéncia na HVC associado a autoimunidade.
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Figura 1. Apds a infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC), a reposta imune inata é induzida.
Posteriormente as células infectadas apresentam o antigénio as células CD4+ e CD8+ que sdao ambas
controladas pelas células T regulatérias. As particulas virais libertadas podem ser neutralizadas pelo
anticorpos. Este dois Ultimos mecanismos integram a resposta imune adaptativa. Adaptado de Thimme,
2007.

3.2. Factor estimulador das células B (BAFF)

O factor estimulador das células B (BAFF) é um membro da superfamilia do
factor de necrose tumoral (TNF) que é produzido palas células do sistema imunitario
inato (mondcitos, macrofagos, células denditricas). BAFF tem um importante papel na
sobrevivéncia e maturacdo das células B, bem como no desenvolvimento de
autoimunidade (Atta et al, 2010). Migita et al (2007) demostraram que 0s niveis de
BAFF eram especificamente elevados na HAI, sugerindo que estes contribuem para a
lesdo hepatica, bem como para o desenvolvimento da doenca. No entanto Toubi et al
(2006) verificaram que, entre doentes com HCV, os valores mais altos de BAFF
pertenciam aos que apresentavam caracteristicas autoimunes, sugerindo assim que 0

BAFF apresenta um papel na autoimunidade relacionada com a infecc¢éo por HCV.
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3.3. Diminuicao do limiar de activa¢ao dos linfocitos B

Na superficie da célula B a imunoglobulina actua como receptor da célula B
(RCB) para o antigénio viral. Para além desta interacgdo existem duas vias alternativas
para a ligagdo entre a particula viral e a cél. B: a ligacdo via CD81 (através de outras
moléculas, HCV-E1 e HCV-E2) e a ligacdo via complexo CD19-CD21 (através do
Cd3).

A ligacdo do CD81 a proteina E2 (principal proteina do envelope do HCV)
por si s6 promove activacdo das células B, principalmente de células imaturas, quando
comparado com as células de B de memoria. Rosa et al (2005) propuseram um modelo
em que o HCV ndo necessitaria de invadir a célula, apenas o contacto entre o CD81 e
HCV seria suficiente para activar as células B. A proliferacdo preferencial de células B
imaturas pode ser uma explicacdo para a presenca de alta taxa de anticorpos presentes
na infeccdo por HCV. Esta reaccdo cruzada pode ter um papel adicional no
estabelecimento da infeccdo crénica, uma vez que induz uma inactivacdo das células
Natural Killer (NK) (constituintes da resposta anti-viral) e uma coestimulagdo das
células Th2 (constituintes da resposta pré-inflamatéria), o que no fundo revela um
mecanismo de escape do virus ao sistema imunologico inato e a uma diluicdo da
resposta adaptativa (Kanto et al, 2006).

O complexo CD19-CD21 permite uma activacdo de vias de sinalizacéo
alternativas que ndo seriam activadas apenas com uma simples ligacdo a
imunoglobulina de membrana, mesmo que essa ligacdo fosse em numero 6ptimo. A
ligacdo do CD21 ao virus é feita através do C3d, um fragmento do complemento que
reveste a particula viral. A ligacdo estabelecida entre o virus e os fragmentos de C3,
como C3d, opsoniza outras particulas virais no sentido de facilitar a clearence pelas
células que apresentam receptores do complemento. A ligacdo C3d-CD21 regula a
funcdo do CD19 durante a resposta imune. Pequenas alteracdes na fungdo do complexo
CD19 podem ter efeitos draméticos no limiar de sinalizacdo que regula o
desenvolvimento das células B e na resposta da imunidade inata e humoral. Estas
alteracdes do limiar de sinalizagdo podem, por sua vez, alterar a susceptibilidade do
individuo a infecgdo e ao desenvolvimento de autoimunidade (Tedder et al, 1997;
Doner et al, 2006).

Como demonstrado resumidamente na figura 2, estas multiplas interaccdes

reduzem o limiar de activacao das células B em 100 vezes o que favorece a producéo de
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anticorpos e crioglobulinas que conduzem as manifestacbes extra-hepaticas

caracteristicas da infeccdo pelo HCV.
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Figura 2 : Activagdo da célula B apds a exposigao a particula de HCV. A imunoglobulina actua como
receptor da cél. B reconhecendo o epitopo na particula viral (1); A proteina viral (E1 e E2) liga-se
tretaspanina CD81 (2) e o fragmento do complemento C3d que reveste a particula viral liga-se ao
complemento ao receptor CD21(3). Adaptado de Ferri et al (2008).

3.4. Infeccdo directa do linfocitos

Apesar da sua propriedade principalmente hepatotropica, varios estudos tém
demonstrado a presenca de reservatorios extra-hépaticos do HCV, nomeadamente nas
populacBes de linfocitos. A infeccdo das células linféides pode influenciar a eficacia da
clearence do virus do hospedeiro, constituindo assim um importante factor de risco para
persisténcia, reactivacao e recorréncia da infeccdo, bem como um factor importante para
de resisténcia ao tratamento. Mondcitos, células B, e linfocitos T CD4+ e CD8+ podem
suportar a replicacdo do HCV e servir de reservatdrio quer em doentes sintomaticos
quer em doentes com infec¢do oculta (Barré, 2009). Como ja foi referido, o virus
funciona como um gatilho para a producdo policlonal de células B, resultando num
variado espectro de doencas linfoproliferativas como linfoma ndo-Hodgkin e
crioglobulinémia (Pham et al, 2008). Um estudo realizado por Sansonno et al (2007),
através de um método de altamente especifico e sensivel para detec¢cdo do HCV,
demonstraram a existéncia de infeccdo nas células mononucleares do sangue periférico
em 13% de uma amostra de doentes infectados pela HCV. Nesse mesmo estudo a
presenca formas replicativas de HCV foi fortemente associada a existéncia de

11
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crioglobulinémia mista, apoiando assim a relacdo entre linfotropismo e a maior

frequéncia de doencas linfoproliferativas.

3.5. Mimetismo Molecular

O mimetismo molecular é actualmente uma hipotese aceite para a explicacdo
da perda de tolerancia imunoldgica nos doentes com VHC. De acordo com esta
hipdtese, o individuo susceptivel adquire a infeccdo pelo VHC que apresenta sequéncias
de aminoacidos ou conformacdes de epitopos semelhantes a sequéncias de aminoacidos
de antigénios préprios do hospedeiro. Os antigénios virais semelhantes aos antigénios
do hospedeiro sdo apresentados aos linfocitos T CD4+ e CD8+ através das células
apresentadoras de antigenios estimulando a producdo de uma resposta efectora (humoral
e celular) contra o proprio organismo (Strassburgo et al, 2003). Esta reacgdo
imunoldgica cruzada desencadeia uma potencial lesdo dos tecidos. Posteriormente a este
gatilho inicial, hd uma expansdo da resposta auto-imune que passa a ndo depender da
permanéncia do antigénio desencadeador e este pode ou ndo estar presente quando a
doenca autoimune se torna clinicamente aparente (Ferri et al, 2008).

Estudos realizados até ao momento sugerem a possibilidade um mecanismo de
mimetismo molecular ao identificarem sequéncias homdlogas entre 0 genoma do HCV
e o citocromo P4501ID6 (CYP2D6) presente no lado citoplasmatico do reticulo
endoplasmatico dos hepatdcitos normais. Esta homologia em doentes com HCV resulta
na producdo de anticorpos LKM-1 que tém simultaneamente como alvo antigénico o
citocromo P45011D6 (CYP2D6), proteina envolvida no metabolismo dos xenobidticos, e
proteinas do HCV (NS3, NS5A) (Marceu et al 2005). O estabelecimento desta reac¢ao
cruzada permite colocar a hipotese do mimetismo molecular como mecanismo de

ligacdo entre a infeccdo por HCV e a autoimunidade.

3.6. NOSA’s - Autoanticorpos orgio-nao-especificos na HVC

Os NOSA’s sdo interpretados como uma manifestacdo decorrente de
alteracfes na homeostasia do sistema imune. A positividade dos NOSAS’s em doentes
com VHC esta associada, segundo a maioria dos autores, a lesdo hepatocelular num

hospedeiro geneticamente favoravel. Estes anticorpos frequentemente encontrados em

12
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doentes com HVC fazem parte de critérios de diagnéstico da HAI. NOSA’s sdo
detectados em mais de desde 20-25% (Bianchi et al, 2007) até 70% dos doentes HCV
positivos (Ferri et al, 2008). O mais frequente (mais de 60%) sdo anticorpos anti-
musculo liso (SMA), seguindo-se os anticorpos anti-nuclear (ANA) (8-10%) e mais
raramente o anticorpo anti-figado-rim microssomal tipo 1 (LKM-1) (1-5%). Menos
frequentemente, outros NOSA’s podem ser encontrados em doentes com HCV,
nomeadamente o anticorpo anti-célula parietal géstrica, o anticorpo anti-mitocondrial
(AMA), o anticorpo anti-neutréfilo citoploasmatico e o anticorpo citosol hepatico tipo
1. Nos vérios estudos realizados até a actualidade é observada uma discrepancia
relativamente a prevaléncia destes anticorpos que € maioritariamente associada as
diferentes metodologias usadas em cada estudo, bem como associadas a etnia e
diferencas geogréaficas de cada amostra populacional (Stroffoli et al, 2004).

Apesar da sua baixa prevaléncia, o anticorpo anti LKM-1 é o NOSA melhor
caracterizado em doentes com HCV. Contudo, o anticorpo anti LKM-1 é também uma
marca serologica da HAI tipo 2. Anti- LKM-1 apresenta um padrdo caracteristico a
imunofluroscéncia que € idéntico na HVC e na HAI e em ambos os casos este NOSA
tem como principal alvo (70%) o citocromo P45011D6 (Ferri et al, 2008). Estudos
confirmaram a presenca exclusiva destes anticorpos nos doentes com HAI e HCV e,
portanto, ndo devem ser atribuidos somente a libertacdo de proteinas antigénicas
sequestradas pelo hepatdcito durante a lesdo hépatica uma vez que estes anticorpos
estdo completamente ausentes em outras patologias hepéticas (Marceu et al, 2005).
Contrariamente, outros autores, sugerem que a libertacdo destes antigénios
intracelulares durante a lesdo hepatica é responsavel pelo desencadeamento da resposta
imune com formacao de NOSA"s em geral (Bogdanos et al, 2005).

Outros NOSA como ANA e SMA sdo frequentemente reportados na infecgédo
pelo HCV, mas tém sido menos investigados. Os alvos moleculares destes anticorpos
continuam a ser desconhecidos apesar de ja ter sido reconhecida uma reac¢do cruzada
entre sequéncias moleculares do HCV e curtas sequéncias lineares do musculo liso e de
proteinas do nucleo no soro de doentes com HCV (Gregorio et al, 2003).

Os mecanismos exactos que conduzem a formagdo dos NOSA’s continuam
por esclarecer o que faz permanecer a divida se 0s NOSA’s sdo causa ou consequéncia

da lesé@o hepatica.
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4.Associacao entre a Hepatite C e Hepatite Autoimune

4.1. Hepatite autoimune e seus critérios de diagnostico

A hepatite auto-imune é uma doenca crénica e progressiva resultante da perda
de tolerdncia em relacdo ao tecido hepatocelular. HAI caracteriza-se por um grau
elevado de actividade histologica  (hepatite  severa) e  bioguimica
(hipergamaglobulinémia e altos niveis de aminotransferases e pela presenca de
anticorpos) (Hennes et al, 2008). Esta doenca é mais frequente em mulheres e esta
associada ao haplétipo HLA-A1-B8-DR3 ou DR4. O seu diagnostico pode ser feito
através da aplicacdo dos critérios do Grupo Internacional de Hepatite Autoimune
(IAHG - International Autoimmune Hepatitis Group) (ver tabela 1). A combinacdo de
testes seroimunuldgicos e biomoleculares permite distinguir a HAI de outras causas de
hepatite crénica. A exclusdo de infeccdo por virus hepatotropicos, a presenca de sexo
feminino, hipergamaglobulinémia e uma resposta positiva ao tratamento
imunossupressor sao achados que permitem o diagndstico correcto de HAL.

O perfil seroldgico de anticorpos é a chave para subclassificacdo a HAI: HAI
tipol é caracterizada pela presenca de ANA e/ou SMA, HAI tipo 2 € caracterizada pela
LKM-1 e a HAI tipo 3 é caracterizada por autoanticorpos contra ao antigénio sollveis
hepéaticos (SLA/LP). Relativamente a etiologia da HAI esta permanece desconhecida.
No entanto, ao longo dos anos, tem-se verificado uma alta prevaléncia de HAI em
doentes infectados por VHC o que fez levantar a hipdtese do HCV ser um possivel
factor etiologico capaz de desencadear uma resposta autoimune em doentes

geneticamente susceptiveis.

Variavel Cut-off Pontos

ANA ou SMA 21:40 1
ANA ou SMA ou >1:80 2%
LKM ou >1:40
SLA Positivo
IgG > que o limite normal 1

> 1,10 vezes o limite normal 2
Histologia hepatica (a evidéncia de Compativel com HAI 1
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hepatite é uma condicdo necessaria) | Tipica de HAI 2

Auséncia de hepatite viral Sim 2

2 6: provavel HAI = 7: HAI defenitiva

*Adicdo dos pontos para todos os autoanticorpos (maximo 2 pontos)

Tabela 1. Critérios Diagnodsticos Simplificados para Hepatite Autoimune. Adapatdo Hennes et al, 2008.

4.2. Diagnostico diferencial através do padrao dos NOSA's e sua
influéncia no perfil clinico.

Como ja foi referido anteriormente, os NOSA’s mais frequentes que
caracterizam a hepatite C cronica sdo semelhantes aos anticorpos marcadores da
hepatite autoimune, os SNA e 0s ANA sdo os marcadores seroldgicos da HAI tipo 1 e o
anti KML-1 da HAI tipo 2.

Em termos imunoseroldgicos a HVC e HAI apresentam algumas diferencas
nos perfis de apresentacdo dos NOSA"s que poderdo ser Uteis no diagndstico diferencial
perante um sindrome de sobreposicdo (Cassani et al, 1997; Bianchi et al, 2007). Os
titulos sorolégicos de NOSA"s sdo normalmente indicadores uma vez que estes tendem
a ser inferiores nos doentes com HCV quando comparados com os titulos de doentes
com HAI (Bogdanos et al, 2005), mas superiores quando comparados com a populagéo
em geral (Lenzi et al, 1999).

Perante um doente com HVC, a apresentacdo de um padrdo de anticorpos
ANA e/ou SMA tipico da HAI pode revelar um componente autoimune importante que
deve ser enquadrado em todo o quadro clinico. O padrdo ANA “difuso” ou
“homogéneo” (ANA-H) raramente ocorre no HCV, no entanto, este padrdo é
predominante na HAI tipo 1. De forma semelhante, o padrdo SMA-T (anti-
microfilamentos ou anti-actina) é fortemente associado a HAI tipo 1 e é bastante raro
HCV. Nos doentes com HCV o padrdo seroldgico é mais representado pelo SMA-V (o
alvo é mdasculo liso das paredes dos vasos) e menos frequentemente pelo ANA
associado a um padrdo pontilhado (ANA-P) (Bianchi et al, 2007). Actualmente os
critérios do IAHG para o diagnéstico de HAI apenas englobam o titulo de anticorpos,
desprezando a avaliacdo das subespecificidades de ANA e SMA. Cassani et al (1997)
mostraram no seu estudo que ao identificar a subespecificidade dos padrdes dos
anticorpos ANA e SMA reduziu significativamente o diagnéstico de sindrome de

sobreposicdo conseguindo encaixar esses doentes em um diagnéstico de HVC ou num

15




Autoimunidade e Virus da hepatite C — Uma associacdo complexa

diagnostico de HAI do tipo 1. Contudo, apesar de incrementar a probabilidade de um
diagnostico correcto de HAI tipo 1, a introducdo de mais um pardmetro poderia tornar o
sistema excessivamente criterioso. O facto de SMA e os ANA serem positivos no HCV
ndo parece influenciar o perfil clinico nem a resposta ao tratamento antiviral, ou seja, é
semelhante aos doentes com HCV sem estes anticorpos.

O anti-corpo Anti KLM-1 é o marcador da HAI tipo 2 e afecta 3-5% dos
pacientes com hepatite C crénica. A HAI tipo 2 é mais frequente em mulheres com
idades inferiores a 20 anos. Este tipo apresenta altos valores de anti-KLM-1, um perfil
muito activo de doenca e uma resposta favoravel ao tratamento imunossupressor.
Contrariamente, os pacientes HCV/anti-KLM-1 positivos sdo mais frequentemente
homens e apresentam um titulo mais baixo destes anticorpos, bem como uma actividade
histoldgica e bioquimica mais moderada. O padrdo de imunoflurescéncia do anticorpo
anti-LKM-1 nos doentes com HVC (coloracdo brilhante do citoplasma das células
hepéticas e por¢cdo P3 dos tdbulos renais) é indistinguivel daqueles com HAI tipo 2
(Ferri et al, 2008). Como ja foi referido atras, o anti-KLM-1 é conhecido por reagir
especificamente contra ao citocromo P45011D6 (CYP2D6). Estes anticorpos circulantes
no soro de doentes com HAI tipo2 reconhecem epitopos lineares da proteina CYP2D6
enquanto que os doentes HCV/LKM-1 positivos reconhecem apenas epitopos
conformacionais deste antigénio. O estudo de Klein et al (1999) sugere que a presenca
de anticorpos dirigidos a dois epitopos lineares imunodominantes na HAI tipo 2 (257-
269 a 196-218) em pacientes com HCV devem ser considerados uma evidéncia
verdadeira do sindrome de sobreposicdo HCV/HAI. Avangos na ciéncia que permitam a
identificacdo estrutural dos epitopos reconhecidos pelo anti KLM-1 podem conduzir a
novos métodos de diagnostico, através do uso de péptidos miméticos pelo método de
ELISA. Estes avancos iriam conduzir a aplicacdo simples e alargada de testes para
pesquisa anti -KLM-1 positivos em doentes com HCV facilitando assim o diagnostico.

A presenca NOSA’s ndo depende do genotipo do virus da hepatite C o que
sugere que os factores dependentes do hospedeiro sdo 0s que apresentam maior
importancia na expressdo das caracteristicas autoimunes (Cassani et al, 1997; Muratori
et al, 2003).

Recentemente foi realizado um estudo que demonstrou pela primeira vez o
aumento dos anticorpos anti-Proteina C reactiva (anti-PCR) circulantes em doentes
infectados com VHC (17% em doentes com HVC vs. 6,4% em controlos saudaveis) e a

sua possivel associagcdo com manifestagdes autoimunes. Quando comparados 0s doentes
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com HCV anti-PCR negativos e HCV anti-PCR positivos, este ultimo grupo
apresentava uma maior severidade da doenca hepatica (avaliada atraves da actividade
histologica pela pontuacdo de Knodell) e estava associado a presenca de
crioglobulinémia e de factor reumatoide. No entanto, sdo necessarios mais estudos para
que se considere estes dados no diagnostico diferencial (Kessel et al, 2007).

A influéncia da positividade dos NOSA"s na apresentacdo e historia natural da
doenca assim como na resposta ao tratamento tém sido alvo de debate desde h& varios
anos. Os resultados destas pesquisas ndo tém sido unadnimes e para isso podem
contribuir variaveis da amostra populacional e diferentes métodos de avaliacdo. A
grande maioria dos estudos realizados até ao presente mostram uma correlacdo entre a
presenca de NOSA’s em doentes anti-HCV positivos e uma maior actividade da alanina
transaminase (ALT), bem como uma maior actividade histoldgica (graus mais
avancados de fibrose) (Cassani et al, 1997; Bogdanos et al, 2005; Hsieh et al, 2008;
Ferri et al 2009). Segundo o estudo realizado por Cherétien et al (2009), verificou-se
que a correlacdo entre a positividade dos NOSA’s e a severidade da doenca hepética é
independente de parametros viroldgicos, nomeadamente do gendtipo e carga viral. No
entanto, um estudo realizado por Stroffoni et al (2004), o qual incidiu sobre uma larga
amostra ndo seleccionada de doentes com Hepatite C crénica, concluiu que presenca de
NOSA’s ndo tem impacto no perfil bioquimico e histoldgico da doenca, no curso da

doenca nem na resposta a terapia antiviral.

4.3. A importancia da analise histoldgica para o diagndstico diferencial

Apesar de varios estudos terem sido realizados no sentido de aperfeicoar 0s
critérios de diagnostico histolégico de HVC e de HAI, poucos sdo 0os que abordam o
sindrome de sobreposicdo HCV/HAI a este nivel. No entanto, Czaja et al (1996),
propuseram que os doentes sejam avaliados e classificados, através das caracteristicas
histologicas em “predominantemente autoimune” e “predominantemente viral” 0 que
pode facilitar a introducdo da terapia correcta. As caracteristicas histologicas mais
estudadas compreendem: a severidade da inflamacdo, da fibrose e da infiltracdo de
plasmocitos, o desenvolvimento de agregados linfoides ou foliculos e colangite
destrutiva nédo supurativa (CDNS) e a forma de aumento dos tractos portais atraves de
fibrose (Tipo S, uma forma estrelada/poligonal irregular e o Tipo R, uma forma

arredondada com pequenas espiculas fibréticas).
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Actualmente sabe-se que HAI ndo apresenta caracteristicas patognomanicas a
nivel histoldgico no entanto os chamados “casos tipicos” comummente apresentam uma
hepatite cronica activa com uma intensa reac¢do necroinflamatoria. Apesar de Hano et
al (2000) terem verificado no seu estudo que a severidade da inflamagéo pode variar de
moderada a grave, o perfill histologico da HAI pode ser caracterizado por lesbes
necroinflamatorias severas e pelo desenvolvimento mais frequentemente de tratos
portais do tipo S. Contrariamente, a Hepatite C cronica mostrou um grau de inflamacgéo
muito menos severo bem como uma maior frequéncia de desenvolvimento de tratos
portais do tipo R. Bach et al (1992) verificaram uma maior frequéncia de ocorréncia de
agregados/foliculos linfoides (49% vs 10%) e de lesdo no ducto biliar, como NSDC
(91% vs 40%) em doentes com HCV do que em doentes com HAI. A infiltracdo por
plasmacitos nem sempre esta presente, no entanto quando detectada, € considerada um
forte indicador diagnostico de HAIL. A combinacdo de agregados linféides e esteatose
mostraram ter uma especificidade de 91% para HCC enquanto que o padrdo portal
linfoplasmatico e hepatite de interface e acinar mostrou 81% de especificidade para a
HAI (ver figura 3).

Figura 3: Biopsia hepatica de doente com sindrome de sobreposicdo HCV/HAI , com extensa actividade
lobular e infiltrado linfoplasmatico, tipico das caracteristicas histoldgicas da AHI predominantes.
Adaptado do de Pane et al (2010).

Hano et al (2000) compararam as caracteristicas histoldgicas de doentes com
HAI pura (HAIp), doentes com formas autoimunes de HCV positivos para anti-VHC e
negativos para RNA-VHC (aRNA — VHC +) doentes com formas autoimunes de HCV
positivos anti-VHC e positivos para RNA-VHC (aRNA-VHC -) e doentes com hepatite
C cronica (HCC). Os doentes com aRNA-VHC — e os doentes com HCC apresentaram
diferengas significativas relativamente ao grau de inflamacdo. No entanto, concluiu-se
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que a maioria dos doentes com aRNA_VHC — eram histologicamente mais similares
com a HAIp e por isso, provavelmente apresentariam uma HAI com histdria de infecgdo
pelo VHC. Os poucos doentes histologicamante mais idénticos a8 HCC provavelmente
apresentariam uma histéria de HVC com diminuicéo da replicacdo viral. Relativamente
aos doentes aRNA-VHC +, concluiu-se que estes tinham muitas mais caracteristicas
histolégicas em comum com HCC do que com HAIp. Esta conclusdo indica que um
doente com aRNA-VHC + com caracteristicas histologicas HCC provavelmente
apresenta uma HCC com caracteristicas clinicas que mimetizam a HAI e que, em menor
frequéncia, os doentes com aRNA-VHC + com um perfil histolégico mais idéntico a
HAIp provavelmente apresentam uma AHI e HVC simultaneamente. Para além da
positividade no soro, os niveis de RNA-HCV parecem estar correlacionados com o grau
e severidade de lesdo hepatica, no entanto existem estudos controversos. Adinolfi et al
(2001) mostraram que niveis elevados de RNA-HCV (>3 x10%q/ml) estdo associados
significativamente a maior grau de actividade necroinflamatdria e maior grau de fibrose
hepética, outros autores mostram que ndo existe correlacdo entres essas varidveis
(McGuiness et al, 1996; De Moliner et al, 1998).

4.4, Tratamento

Apesar das diferencas discutidas atras relativamente ao padrdo dos NOSA’s
poderem sugerir um sindrome de sobreposicdo HCV/HAI, nédo existe nenhum factor que
nos permita afirmar com seguranca que estamos perante um HVC isolada ou perante o
sindrome de sobreposicdo. Contudo, embora ndo sendo absolutas, as caracteristicas
histol6gicas podem sugerir um padrdo dominante e assim orientar a conduta terapéutica.
O dilema clinico surge uma vez que as patologias em causa sdo tratadas de forma
distinta: a imunossupressdo para o tratamento da HAI pode aumentar a replicacdo viral
na HVC e contrariamente, o tratamento da HVC com Interferon-a (INF) pode deflagrar
uma hepatite autoimune. Varios estudos relatam casos de doentes HCV/anti-KLM-1
positivos gque ao realizarem tratamento anti-viral com INF desencadearam uma hepatite
aguda com altos niveis de transaminases necessitando da retirada do INF e introducéao
da terapia com corticoesteroides. Por esta razdo, recomenda-se fazer um teste de
pesquisa de aniticorpos antes da introducdo da terapia anti-viral (Bianchi et al, 2007;
Koslinska-Berkan et al, 2007). Nestes casos, em particular nos anti-LKM1 positivos, é

sugerido aplicacéo do score IAHG: se o0 score cumulativo sugerir ou diagnosticar HAI
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deve ser primariamente introduzida a terapia com corticoesteroides e s6 no caso de
auséncia de resposta mudar para terapia com INF (Garcia-Buey et al, 1995; Bianchi et
al, 2007).

Entre os autores defensores da corticoterapia como tratamento de primeira
linha destacam-se Shiano et al (2001), que verificaram uma melhora do padrdo
histolégico, bem como uma diminui¢do dos niveis seroldgicos de ALT e Y -globulina
apo6s o tratamento com corticdide, concluindo assim que a corticoterapia é benéfica
como terapia inicial para alguns doentes com sindrome de sobreposicdo HCV/AHI.
Apesar da resposta apreciavel a nivel bioguimico e histologico, este tratamento nédo
erradica a infecgdo viral e o proprio aumento da carga viral pode ser considerado um
achado comum. Na mesma linha de raciocinio, Kharchafi et al (2006), mostraram o
melhoramento das caracteristicas histolégicas de cinco mulheres francesas com
sindrome de sobreposicdo HCV/HAI apds o tratamento com corticoesteroide e/ou
imunossupressao, e sublinhou que mesmo que se detecte um aumento da carga viral
durante o tratamento este ndo compromete a evolugédo favoravel da histologia hepética.
Tran et al (1997), ap6s a avaliacdo de trés doentes com sindrome de sobreposicédo
HCV/HAI, concluiram que estes doentes devem ser tratados primariamente com
prednisona e azatioprina reservando o IFN para quando a primeira linha terapéutica
falha. Contudo sublinha que o risco de agravamento da componente viral numa hepatite
cronica activa pelo tratamento com imunossupressor deve ser inferior ao risco de
exacerbacdo de uma hepatite autoimune durante o tratamento com Interferon.

Contrariamente ao descrito acima, o tratamento inicial com IFN-ribavirina é
considerado seguro e efectivo em doentes com HCV/NOSA's positivo naqueles doentes
em que, segundo os critérios do IAHG, o diagndstico de provavel ou definitivo de HAI
foi descartado (Muratori et al, 2005). Ferri et al (2009) através dos resultados
encontrados no seu estudo concluiram que o tratamento inicial com anti-virico
(Interferon peguilado — PEG-INF) é benéfico em doentes anti-KLM1 positivos e anti-
KLM-1 negativos. Defende ainda que raramente pode deflagrar uma reaccédo
necroinflamatoria e que, caso isso acontega, pode ser controlada de forma eficaz com a
introducdo de corticoesteroides, permitindo mais tarde o recomeco da terapia antiviral.

A influéncia dos NOSA em relacdo a resposta do tratamento antiviral
permanece igualmente controversa. Enquanto certos estudos concluiram que a presenca
dos NOSA’s, nomeadamente anti-LKM1, tende a aumentar a actividade das

transaminases durante o tratamento (Muratori et al, 1994), outros ndo encontraram
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diferencas na resposta ao tratamento de acordo com o perfil dos NOSA’s (Cassani et al,
1997; Stroffolini et al, 2004; Bogdanos et al, 2005; Ferri et al, 2009). Actualmente
existe 0 consenso que a presenca de autoanticorpos por si s6 ndo é contra indicacdo para
o tratamento com Interferon (Robbins et al, 2007). Independentemente do tratamento

instituido, estes doentes devem se monitorizados cuidadosamente.
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5. Conclusao

A associacdo entre HCV e autoimunidade é actualmente uma condicao
claramente comprovada pelos estudos cientificos realizados até ao momento. Apesar
das varias descobertas, 0s mecanismos que conduzem a autoimunidade ainda
permanecem por esclarecer. A conexdo entre a HVC e a autoimunidade pode,
resumidamente, traduzir-se em duas formas: uma forma directa através do fendmeno de
mimetismo molecular e consequente producdo de NOSA's e uma forma indirecta
resultante da activagdo de células B e T autoreactivas decorrente do processo de
infeccdo. Varios processos imunoldgicos que surgem em paralelo com a autoimunidade
foram descritos nesta revisdo, no entanto, a literatura ainda ndo € consensual sendo
necessarios mais estudos para completar o cenério patogénico.

Um exemplo claro de associac¢do entre HCV e autoimunidade é o sindrome de
sobreposicdo HVC/HAI o que se caracteriza pela presenca de critérios de ambas as
patologias. As dificuldades diagndsticas e de implementacdo de tratamento tornam este
tema um verdadeiro dilema clinico. A falta de critérios de diagnostico absolutos nao
permite distinguir entre uma HAI desencadeada pela infeccdo pelo VHC ou se a
infecgdo deflagrou uma HAI preexistente. Nesta revisdo bibliografica examinou-se o0s
possiveis critérios de diagnostico e concluiu-se que o padrdo imunoseroldgico dos
NOSA’s e a sua traducdo clinica bem como as caracteristicas histoldgicas podem
orientar o diagnoéstico apesar de ndo serem critérios absolutos.

Apesar dos resultados controversos reportados na literatura, verificar-se que
perante o sindrome de sobreposicdo HCV/HAI o esquema terapéutico introduzido é
muitas vezes sugerido pelo resultado pela histologia da biopsia hepatica. No caso de
predominar um padrdo histolégico autoimune é sugerido a introducdo inicial de
corticoterapia/imunossupressdo deixando INF para doentes ndo responsivos a terapia de
primeira linha. Por outro lado, se a biopsia apresentar caracteristicas predominantes de
HVC, existir um titulo baixo de NOSA’s e ndo coexistir doencas autoimunes, devera ser
iniciado o INF.

Com esta revisdo bibliografica concluiu-se que a realizacdo de futuros estudos
€ necessaria para a compreensao exacta dos mecanismos que induzem autoimunidade
em doentes com HVC. O esclarecimento desses mecanismos juntamente com avaliagdo
do perfil clinico destes doentes vai permitir futuramente a criagdo de critérios

diagndsticos para diferenciar as duas patologias.
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