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RESUMO
DISSERTACAQO DE MESTRADO
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O diagnostico da infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV) é feito pela deteccdo de marcadores
sorolégicos e moleculares, porém o custo destas metodologias é bastante elevado e a coleta de
sangue para a realizagdo destes ensaios além de requerer pessoal treinado, é dificil em areas
remotas ou com poucos recursos. O objetivo deste estudo foi otimizar protocolos e padronizar
meétodos de diagndstico molecular para infeccdo pelo HCV em amostras de sangue coletado em
papel de filtro (SPF) para facilitar o acesso ao diagnéstico em &reas remotas ou com recursos
limitados. Para isto, 99 individuos forneceram amostras pareadas de soro e SPF, dentre os quais 59
eram anti-HCV reagente e 40 eram n&o reagentes em suas amostras de soro. As amostras anti-HCV
reagentes foram submetidas a técnica de quantificagdo comercial. Para o desenvolvimento da RT-
PCR quantitativa (RT-gPCR) in house, uma curva padrdo interna foi construida utilizando um
plasmideo contendo o inserto do HCV e iniciadores e sonda foram desenhados para a regido 5"NC
do HCV. Para otimizacao da técnica, a concentracdo de cDNA, transcriptase reversa e niumeros
de ciclos de reacéo foram avaliados. Para a extracdo de RNA de HCV em amostras de SPF, sete
métodos foram avaliados. A sensibilidade, especificidade, correlagdo, reprodutibilidade e
presenca de inibidores da RT-PCR quantitativa também foram determinados. O conjunto de
QlAamp DNA Mini Kit foi 0 método mais eficiente para extragdo do RNA do HCV em SPF. A RT-
gPCR in house desenvolvida foi capaz de quantificar o HCV no soro de 44 amostras onde a mediana
de carga viral foi inferior aquela observada na técnica comercial (logio 4,94 e logwo 6 coOpias de
HCV/mL, respectivamente). A faixa de deteccdo do método in house foi de 10 a 10° cdpias de HCV
por reacdo. Para a detec¢éo de HCV em SPF foi necessério o aumento da transcriptase reversa e de
cDNA, permitindo que 35 amostras fossem detectadas com um limite minimo de detec¢do igual a
58,5 copias/mL e a mediana de carga viral foi semelhante a observada nas respectivas amostras de
soro avaliadas pela técnica comercial (logio 5,38 e logio 5,89 copias de HCV/mL, respectivamente).
Obteve-se boa reprodutibilidade da RT-gPCR in house através da andlise da curva padrdo e de
amostras de soro e SPF. N&o foi observada a presenca de inibidores de reacéo utilizando o GAPDH
como controle interno. Quando comparado com a metodologia comercial, a RT-gPCR apresentou
sensibilidade de 74,58% (1C95% 61,5-85,0) em soro e 59,3% (IC95% 45,7-71,9) em SPF, e a
especificidade foi igual a 100% para ambos espécimes. Quando a RT-qPCR foi avaliada entre os dois
espécimes clinicos, a sensibilidade da técnica em SPF foi igual a 65,9% (IC95% 50,0-79,5) e a
especificidade foi igual a 100%. Quarenta e cinco amostras de soro e quinze amostras de SPF foram
amplificadas na RT-PCR qualitativa, onde 43 amostras de soro e 11 amostras de SPF foram
sequenciadas. Entre as amostras de soro, 29 foram classificadas como subgenotipo 1b, 13 como
subgendtipo 1a, 1 como gendtipo 3. Entre as amostras de SPF, 9 foram classificadas como
subgendtipo 1b e 2 como subgendtipo la. Foi observada alta homologia nucleotidica entre as
sequencias de HCV das amostras pareadas de soro e SPF onde todas foram classificadas como
gendtipo 1. Conclui-se que o sangue em papel de filtro pode ser utilizado para deteccao,
guantificacdo e andlise filogenética do HCV, sendo uma ferramenta promissora para estudos de
epidemiologia da hepatite C.

Palavras Chaves: Hepatite C, PCR em tempo real, Sangue coletado em Papel de Filtro, genotipagem.
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ABSTRACT

The diagnosis of hepatitis C virus (HCV) infection is made by detection of molecular and serological
markers, but the cost of these methodologies is quite high and blood sample collection requires
trained personnel what it is difficult in remote areas or presenting few resources. The aim of this study
was to optimize protocols and standardize molecular diagnostic methods for HCV infection in dried
blood samples (DBS) to facilitate access to diagnosis in remote areas or with limited resources. For
this, 99 individuals provided paired serum and DBS samples, where 59 of them were anti-HCV
reactive and 40 were non-reactive in their serum samples. Anti-HCV positive samples were subjected
to commercial quantification technique. For the development of quantitative RT-PCR (RT-gPCR) in
house, an internal standard curve was constructed using a plasmid containing the insert and HCV
primers and probe designed for the 5' non coding (NC) region of HCV. For optimization of these
techniques, the concentration of cDNA, reverse transcriptase and numbers of cycles of reaction were
evaluated. For the extraction of HCV RNA in DBS samples, seven methods were evaluated. The
sensitivity, specificity, correlation, reproducibility and presence of inhibitors in quantitative RT-PCR
were also determined. QlAamp DNA Mini Kit was the most efficient method for HCV RNA extraction
among DBS samples. The in house RT-qPCR was able to quantify HCV among 44 serum samples
where the median viral load was lower than that observed in commercial technique (4.94 logiw and 6
logio copies of HCV / mL, respectively). The range of HCV detection using in house RT-gPCR was 10-
10° copies of HCV per reaction. For HCV detection in DBS, it was necessary to increase reverse
transcriptase and cDNA concentration giving 35 HCV RNA reactive samples with a limit of detection
equal to 58.5 copies of HCV/ mL and the median viral load was similar to that observed in their sera
evaluated by commercial technique (5.38 logio and 5.89 logio copies of HCV / mL, respectively). In
house RT-gPCR presented good reproducibility using standard curve and paired DBS and sera
samples. It was not observed the presence of inhibitors of the reaction using GAPDH as internal
control. In house RT-gPCR showed a sensitivity of 74.58% (95% CI 61.5 to 85.0) in serum and 59.3%
(95% CI 45.7 to 71.9) in DBS, and the specificity was 100% for both specimens compared to the
commercial methodology. When the RT-gPCR was evaluated in two clinical specimens, the sensitivity
of the technique in DBS was equal to 65.9% (95% CI 50.0 to 79.5) and specificity was 100%. Forty-
five serum samples and 15 DBS samples were amplified in qualitative RT-PCR, where 43 serum
samples and 11 DBS samples were sequenced. Among the serum samples, 29 were classified as
HCV subgenotype 1b, 13 as subgenotype la, genotype 1 and 3. Among DBS samples, 9 were 9
classified as HCV subgenotype 1b and 2 as HCV subgenotype la. HCV nucleotide sequences
presented high homology between paired DBS and sera samples and all of them were classified as
genotype 1. It is conclude that dried blood spot may be used for detection, quantification and
phylogenetic analysis of HCV and it is a promising tool for studying the epidemiology of hepatitis C.

Keywords: Hepatitis C, Real time PCR, dried blood spot, genotyping
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1. INTRODUCAO

1.1 Histérico

Hepatite refere-se a uma inflamacdo no figado que pode ser causada por
virus, bactérias, medicamentos, entre outros. As hepatites virais podem ser
causadas por um dos cinco diferentes virus que séo: o virus da hepatite A (HAV), o
virus da hepatite B (HBV), o virus da hepatite C (HCV), o virus da hepatite Delta
(HDV) e o virus da hepatite E (HEV) (Melnick; Howard, 1994), e atualmente estas
infeccbes representam grave problema de saude publica mundial. Os virus das

hepatites A, B e C sdo os responsaveis pela maior parte das infec¢gbes agudas.

Na década de 70, dois tipos de hepatites virais haviam sido identificados: o
HBV, membro protétipo de uma nova familia de virus de DNA, Hepadnaviridade;
seguido do HAV, um picornavirus designado para um novo género: Hepatovirus.
Com o desenvolvimento de novos testes de diagndstico sorolégico observou-se
que diversos casos de infec¢gbes pos transfusionais ndo eram causados por HBV
ou HAV, surgindo, entdo, o termo hepatites ndo-A ndao-B (NANB) para classificar

esse novo agente. (Lemon et al., 2007)

Soro de pacientes com hepatite NANB com niveis persistentes elevados de
alanina aminotransferases (ATL) foram inoculados em chimpanzés (Pan
troglodytes) como modelo de estudo experimental da hepatite aguda e crénica. A
utilizacdo desse modelo indicou a existéncia de dois possiveis agentes das
hepatites NANB, e em um deles foram observados tubulos membranosos dentro
do citoplasma dos hepatécitos de chimpanzés infectados, também chamado de
agente formador de tubulo (Tubule forming agent ou TFA). A partir de tais
estudos identificou-se que o agente NANB era suscetivel a agentes lipidicos e
capaz de passar por filtros de 50 a 80nm, sugerindo um virus pequeno e
envelopado. (Shimizu et al. 1979)

A partir de 1980, foi possivel a deteccdo e identificacdo de diversos
patdégenos infecciosos através das técnicas de biologia molecular, tal como a
identificacdo e caracterizagéo viral em clones de DNA complementar (cDNA). Em
1989, um clone de cDNA, 5-1-1 provenientes de amostras de plasma e figado

derivados de chimpanzés infectados, foi isolado por Choo e colaboradores




através do uso do método de triagem imunoldgica randémica (blind imunoscreen)
e através de comparacdo em biblioteca de cDNA, onde o0s anticorpos
provenientes de pacientes com diagndstico de hepatite NANB foram usados, foi
possivel identificar um clone de cDNA codificando um epitopo imunodominante
dentro da proteina n&o-estrutural 4 do virus. Apds seis meses de analises
extensas o clone 5-1-1 foi identificado e recebeu o nome de virus da hepatite C.
(Choo et al., 1989; Kuo et al., 1989, Lemon et al., 2007).

1.2 Estrutura e organizacdo Gendmica do Virus
O virus da hepatite C (HCV) é um membro da familia Flaviviridae, género
Hepacivirus (Simmonds, 2004) e um dos principais agentes etiolégicos de doenca
crénica do figado, cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular no mundo, sendo
mais de 22% dos novos casos anuais de cancer hepético atribuidos a infeccéo
pelo virus (Hartwell et al., 2011).

O HCV é um virus envelopado, seu nucleocapsideo contém uma unica fita
de RNA de polaridade positiva de aproximadamente 9,6 kb. A particula viral tem
formato esférico e mede aproximadamente 50 nm de diametro (ICTVdB, 2006). O
nucleocapsidio é icosaédrico e tem diametro de aproximadamente 30 nm (Figura
1.1).

Capsideo
Envelope

RNA viral

Glicoproteinas

Figura 1.1. Estrutura viral do HCV (Adaptado de Perkins, J.A., 2002)

O RNA viral funciona como RNA mensageiro para a traducdo das proteinas
virais. A molécula linear € composta por uma regido 5’-ndo-codificante (NC), que




inclui um sitio interno de entrada do ribossomo (Internal ribosome entry site ou
‘IRES”), uma unica fase de leitura aberta (open reading frame ou “ORF”) que
codifica uma poliproteina precursora de 3000 aminoacidos e uma regido 3’-NC
(Moradpour et al. 2007).

Durante a etapa de replicacdo viral essa poliproteina € clivada pela acao
de enzimas virais e do hospedeiro em 3 proteinas estruturais: proteina do
capsidio C, duas glicoproteinas do envelope E1 e E2; e varias proteinas néao-
estruturais: o canal ibnico P7, a protease NS2-3, a serino protease NS3 e RNA
helicase; o polipeptidio NS4A, as proteinas NS4B e NS5A; e NS5B RNA
polimerase dependente de RNA (Figura 1.2) (You et al., 2004, Wasmuth, 2010).

Poliproteina 3000 aminoacidos

Estrutural N&ao estrutural
Autgprotease
CapSl’deO RNA
Protease Polimerase
Helicase dependente de
NTPase
) RNA
Glicoproteinas Co-fatores
do Envelope \4
Proteina
Transmenbrana

Figura 1.2. Organizagdo do Genoma do Virus da Hepatite C (Lemon et al. 2007)

As proteinas estruturais sdo componentes essenciais para a formacao do
capsideo e envelope viral, enquanto as proteinas ndo estruturais estao
associadas a replicacdo do RNA e a morfogéneses dos virions. A fase de leitura
aberta é flanqueada pelas regides 5’ e 3’ ndo codificantes que contém sequéncia
nucleotidicas relevantes para regulacao da replicacdo viral.

A regidao 5’NC representa o segmento mais conservado do genoma viral. E
composta por aproximadamente 341 nucleotideos e altamente conservada entre

os diferentes genoétipos do HCV, apresentando quatro dominios estruturais
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secundérios e o IRES, que € essencial para o inicio da tradu¢do de uma forma
cap-independente do RNA viral. Os dominios sdo ordenados de | a IV, sendo os
dominios | e Il, localizados na extremidade 5', essenciais para replicacdo do RNA
viral (Brass et al. 2006; Moradpour et al. 2007).

A regido 3’NC apresenta trés dominios distintos: uma regido variavel de 80
nucleotideos, um trato poli U/UC de comprimento variavel e uma regido altamente
conservada chamada cauda X. A regido variavel, de 80 nucleotideos, € altamente
conservada dentro de cada gendtipo, entretanto variavel entre cada um deles. A
cauda de aproximadamente 98 nucleotideos € essencial para etapas de
replicacdo do RNA, delecdes e substituicdes. (Brass et al. 2006; Moradpour et al.
2007, Lemon et al.,, 2007). Na cauda X desta regido existe uma estrutura
secundaria de RNA que parece ter papel essencial na replicacdo do HCV.
(Moradpour et al. 2007).

1.3 Proteinas virais

1.3.1 Proteinas Estruturais

O segmento amimo terminal da poliproteina é processado por sinais
peptidicos do hospedeiro para producdo do nucleocapsideo (core), duas
glicoproteinas de envelope (E1 e E2) e uma proteina transmembrana p7.

A proteina core possui estrutura a-helicoidal, sendo encontrada nas
membranas do RE dentro de redes membranosas e na superficie de residuos de
lipidios (Boulant et al. 2006). Existem evidéncias de que a interacdo da proteina
core com os residuos de lipidios pode afetar o metabolismo lipidico, contribuindo
para o desenvolvimento de esteatose hepética, que ocorre principalmente em
pacientes infectados com o gendétipo 3 (Asselah et al. 2006). Esta proteina tem
papel fundamental na formacédo do nucleocapsideo, na modulacdo do gene de
transcricdo, na proliferacdo celular, morte celular e nos mecanismos de

sinalizacgéo celular (Murphy et al. 2007).




As proteinas E1 e E2 sdo glicosiladas constituindo um complexo néo-
covalente responséavel pela formacdo do envelope do HCV e tém papel

importante na entrada do virus na célula (Moradpour et al., 2007).

A proteina p7 é formada por duas a-hélices transmembrana, conectadas
por uma alga voltada para o citoplasma. E uma proteina integral de membrana,
hidrofdbica, localizada entre a regido estrutural (E2) e nao-estrutural (NS2) do
HCV. Sua funcéo consiste em um ion oligomérico presente na formacao do canal
ibnico capaz de mediar o fluxo de cations através das membranas artificiais. O
HCV também depende da funcdo da proteina p7 para montagem, liberacdo e
producdo de virions infecciosos para célula hepética (Wasmuth,2010; Khaliq et al.
2011).

1.3.2 Proteinas ndo estruturais

A proteina ndo estrutural 2 (NS2) desempenha um papel central na
morfologia da particula viral. Estudos indicam que a NS2 atrai as proteinas do
envelope viral para o sitio de montagem do virus, promovendo a interacdo entre
as demais proteinas nao-estruturais para a montagem da particula viral (Popescu
et al., 2011)

A proteina NS3-4A apresenta funcdo de serino protease em seu terco
inicial da regido N-terminal, e funcdo de RNA helicase/NTPase nos dois tercos da
regido C-terminal. O polipeptidio NS4A funciona como um cofator da serina
protease NS3 (Moradpour et al., 2007). E responsavel pela clivagem da
poliproteina viral nas juncdes NS3-4A, NS4A4B, NS4B5A e NS5A5B, e de duas
proteinas adaptadoras da resposta imune da célula hospedeira, TRIF e MAVS.
Dessa forma, é um dos principais alvos para o desenvolvimento de novas

terapias para hepatite C (Romano et al., 2011).

A proteina NS4B consiste em 217 aminoacidos. E uma proteina de
membrana integral localizada no reticulo endoplasmatico. A NS4B desencadeia a
formacao especifica do rearranjo das membranas vesiculares que constituem a
rede membranosa, correspondendo ao complexo replicativo do HCV.(Wasmuth,
2010; Paul et al., 2011).




A proteina NS5A é uma fosfoproteina com multiplas fungdes que pode ser
encontrada nas formas basal e hiperfosforilada. A fosforilacdo é um processo
altamente regulado por varias proteinas quinases celulares (Moradpour et al.
2007). Esta localizada normalmente na membrana do reticulo endoplasmatico e
acredita-se que faca parte de um componente do complexo de replicacdo viral
compreendido entre NS2 e NS5B, também chamado de replicase. Possui uma
regido de 40 aminoacidos onde foram identificadas mutacées chamada de regiao
determinante da sensibilidade ao interferon (ISDR), que foi relacionada a
eficiéncia do tratamento com interferon alfa. Sua funcdo também esta relacionada
com a modulacao do ciclo celular, apoptose e via de resposta ao estresse, assim

como nas vias de sinalizacdo (Huang et al. 2007).

A proteina NS5B possui atividade de RNA polimerase dependente de RNA,
essencial para replicacdo do genoma viral. O dominio hidrofébico na extremidade
C da proteina NS5B se insere na membrana do reticulo endoplasmatico,
enquanto os sitios de atividades da polimerase encontram-se no citoplasma. O
dominio citosolitico da enzima viral forma a estrutura tipica de polimerase com 3
subdominios. Sua estrutura Unica vem se constituindo também em um alvo
intensamente estudado para terapia anti-HCV (Wasmuth, 2010, Ferrari et al.
2008).

1.4 Entrada na Célula e Replicacgéo Viral

A entrada do virus na célula é um processo complexo que envolve diversas
etapas. Andréo et al. (2007) demonstraram que a atividade catalitica da lipase de
lipoproteinas permite a ligacdo e internalizacdo de particulas do HCV por
diferentes tipos celulares, agindo como “ponte” entre as lipoproteinas

complexadas ao HCV e receptores de proteoglicanos na superficie das células.

A entrada do virus na célula do hospedeiro é o primeiro passo de infec¢céo
pelo HCV que requer a interacdo de glicoproteinas de envelope E1 e E2 do HCV
e a membrana da célula hospedeira. E1 e E2 s&o proteinas transmembranares do
tipo | com um ectodominio N-terminal e um dominio transmembranar curto de

terminal-C (DTM). (Moradpour et al.,2007; Lemon et al., 2007).
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A associacdo das glicoproteinas E1E2 forma grandes complexos
covalentes estabilizados por pontes de dissulfeto permitindo a entrada. O dominio
transmembranar curto da extremidade C desempenha um papel importante na
formacdo dos complexos E1E2 e no processo de fusdo de membrana. Os
ectodominios N-terminais de E1 e E2 sdo fortemente glicosiladas. Os glicanos
desempenham papel importante na associacdo E1E2, assim como na entrada de
HCV e sao cruciais para a evasdo das respostas imune do hospedeiro. Além
disso, existem formas heterogéneas do HCV no soro humano que podem estar
associadas a VLDL, LDL, HDL e também protege o virus a partir de anticorpos de
neutralizacdo de segmentacdo das glicoproteinas do envelope do HCV (Zeisel et
al., 2011).

Estudos sugerem que a entrada do virus no hepatécito seja mediada por
lipoproteinas, principalmente VLDL (Very-low-density lipoprotein ou lipoproteina de
muito baixa densidade) e o receptor para LDL (Low-density lipoprotein ou
lipoproteina de baixa densidade) e/ou GAG (glicosaminoglicano). Posteriormente, o
HCV se liga ao receptor CD81 que torna a célula permissiva a entrada do virus,
porém sozinha é insuficiente, necessitando entdo de co-fatores como SR-BI
(scavanger classe B tipo I), gerando o sinal para entrada do virus. Em seguida, o
HCV é transferido para juncbes estreitas onde se liga a CLDN-1 (claudina) e
ocludina. O virus entra na célula através das juncdes estreitas via endocitose
mediada por clatrina seguido pela fusdo no endossoma da célula através das
glicoproteinas do envelope viral, E1 e E2, e libera o nucleocapsideo. A entrada e
saida do virus envolvem uma rede dindmica de microtubulos celulares (Wasmuth,
2010; Burlone et al., 2009; Budkowska, 2009) (Figura 1.3).
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Figura 1.3- Mecanismo de entrada e saida do HCV na célula (Zeisel, 2011)

O processo de replicacao do HCV ocorre no citoplasma do hepatdcito e
nao € diretamente citopatico. Sua taxa de replicacdo no organismo do paciente
pode ser bastante elevada, variando entre 101° a 1012 virions por dia, com meia-
vida viral estimada de 2 a 3 horas (MS, 2011). A traducdo do RNA gendmico é
dependente do sitio de entrada interna de ribossomos (IRES) localizado ao longo
da regiao 5’NC. O segmento IRES se liga diretamente ao ribossomo 40S por alta
afinidade. Em seguida, liga-se elF3 e elF2 formando um complexo 48S que é
capaz de agir como um ribossomo 80S de replicacdo-competente. A IRES parece
estar diretamente envolvida na montagem dos fatores iniciadores no ribossomo
como também no posicionamento do tRNA e na localizag&o do cédon de iniciacao
na extremidade 3’. A ligagdo da subunidade 40S ao ribossomo induz a mudangas
conformacionais no 40S. As polipirimidinas se ligam ao IRES do RNA e

aumentam a atividade traducional (Lemon et al. 2007).

Pouco se sabe sobre o mecanismo de liberacdo do virus da célula

hospedeira, mas estudos sustentam que a proteina NS2 esteja envolvida
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indiretamente no processo. A proteina p7, desempenhando o papel de canal
ibnico contribui para o processo de liberacdo da particula (Lemon et al. 2007).
Estudos bioquimicos e morfolégicos por Andre et al. (2005) sugerem que o HCV é
empacotado em conjunto com lipidios como lipoviroparticulas (LVP) com
densidades semelhantes a da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). LVP
purificadas sdo ricas em triglicerideos e contém apolipoproteinas B e E (apoB e
apoE), HCV RNA e proteina do core. Ambos apoB e apoE foram detectadas nas
fracbes de baixa densidade do RNA do HCV contendo particulas (Chang et al.
2007; Zeisel et al. 2011).

1.5 Diversidade Genética

HCV é classificado dentro do género distinto Hepacivirus, na familia
Flaviviridade. Essa classificacdo é baseada na comparacdo filogenética da
sequéncias virais. O HCV difere das outras flaviviroses e pestiviroses, na
organizacdo de suas proteinas estruturais que compreendem o terceiro amino
terminal. (Lemon et al., 2007). A analise filogenética da regido NS5 do HCV
demonstra a existéncia de 6 grandes grupos genotipicos do virus (tipos 1-6)., e
um numero ainda maior de subtipos (>80), que diferem, cerca de, 20% e 30% em
suas sequéncias nucleotidicas, respectivamente (Simmonds, 2004; Simmonds,
2005).

Os gendtipos tém distribuicdo geografica variavel nas diferentes regides do
globo, refletindo, provavelmente, a evolucéo filogenética do virus e o modo de
transmissdo da doenca entre os hospedeiros (Augusto, 2003). Gendtipos 1 e 2
sao globalmente distribuidos, gendtipo 3 é predominante em parte da Europa,
Asia e América do Norte. Regides da Europa, Africa Central e Oriente Médio
apresentam diversidade endémica para o genoétipo 4, o gendétipo 5 é encontrado
na Africa do sul e o genétipo 6 é encontrado prioritariamente no Sudeste da Asia
e América do Norte (WHO, 2009; Zhao, Feng & Xia, 2012) (Figura 1.4).




Figura 1.4 — Distribuicao Mundial dos Gendtipos do HCV ( WHO, 2009)

Os tipos mais comuns encontrados mundialmente séo: l1a, 1b, 1c, 2a, 2b, 2c, 3a,
3b, 4, e 5. O gendtipo 1 apresenta maior resisténcia a terapia com interferon e
ribavirina, enquanto o gendtipo 3 apresenta maior taxa de resposta ao tratamento
com interferon (WHO, 2009).

No Brasil, sdo encontrados, principalmente, os gendétipos 1, 2 e 3, com
predominancia do gendétipo 1 sobre os genotipos 2 e 3, com distribuicdo de 60%
para o primeiro e taxas aproximadas de 40% entre os dois outros genotipos
comumente encontrados (MS, 2011; ABPH, 2012).

O estudo da filogenia dos diferentes isolados do HCV apresenta grande
importancia no estabelecimento da relagédo evolutiva entre grupos, possibilitando a
compreensao historica da disseminacdo destes isolados e da cadeia de transmisséo
dos mesmos. Lampe e colaboradores (2010) tracaram a histéria epidémica dos
subtipos 1a, 1b e 3a do HCV no Brasil e demonstraram que os trés subtipos dos
HCV brasileiros apresentam multiplas linhagens, e numero e tipos muito variados
entre as linhagens identificadas. O estudo indicou que grande parte das infec¢gbes do

subtipo la (95%) no Brasil sejam consequéncia da introdu¢éo de uma Unica cepa do
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HCV disseminada dentro das fronteiras brasileiras, uma vez que os isolados se

apresentaram dentro de uma mesma grande linhagem parafilitica.

Os agrupamentos monofiléticos das infeccbes dos subtipos 1b e 3a
compreendem apenas 25-30% de sequéncias brasileiras, sugerindo que o subtipo
1b e 3a brasileiros ocorreram por meio de difuso simultdnea de mdultiplas cepas
incluindo cepas locais, pequenas variantes locais, e cepas aléctones.

Em estudo realizado por Campiotto e colaboradores (2005) para determinar
a distribuicdo dos genodtipos do HCV no Brasil, obtiveram os seguintes resultados:
gendtipo 1. 64.9% (1.095); gendtipo 2: 4.6% (78); gendtipo 3: 30.2% (510);
genotipo 4: 0.2% (3); e gendtipo 5: 0.1% (2). Em todas as regides geogréficas do
Brasil, o gendtipo 1 foi o mais frequente (51.7% a 74.1%) com maiores
percentuais na regido Norte; o gendétipo 2 foi mais prevalente na regido Centro-
Oeste (11.4%), enquanto o gendtipo 3 foi mais comum no Sul do pais (43.2%).
Os gendtipos 4 e 5 foram encontrados, apenas no estado de Sdo Paulo, em taxas

muito baixas (0,4% e 0,2%, respectivamente).

A contaminacdo pelo HCV entre individuos submetidos a hemodiélise foi
descrita por Espirito-Santo e colaboradores (2007) onde o genétipo la foi 0 mais
prevalente entre os pacientes usudrios da terapia na regido Central do Brasil.
Esta mesma observacgao foi constatada em outros estudos realizados em centros

de hemodialise no Brasil (Moreira et al., 2003; Albuquerque et al., 2005).

1.6 Epidemiologia

A maioria dos casos de infeccdo aguda pelo HCV é assintomatica (60-70%)
e, portanto, os dados sobre a incidéncia da infeccdo aguda sdo escassos. De
acordo com dados da Organizacao Mundial da Saude (WHO, 2012) estima-se
que 130-170 milhdes de individuos, cerca de 3% da populacdo mundial, estejam
infectados pelo virus do HCV. Relata-se também que 3-4 milhées de novas
infeccdes ocorram anualmente. Apesar de afetar mundialmente a populacdo, ha

regides onde a prevaléncia da doenca é mais elevada.
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As maiores taxas de soroprevaléncia regionais de anticorpo anti-HCV sao
encontradas no Oriente médio (4,7%) e Africa (3,2%), em paises como Egito
(14%), Camardes (13,8%), Mongodlia (10,7%). Enquanto as prevaléncias mais
baixas foram documentadas na regido da Australia e Oceania (1,2%) (Lavanchy,
2011; WHO, 2012) (Figura 1.5).
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Figura 1.5. lsrevaléncia Global de Hepatite C (Lavanchy, 2011)

No periodo compreendido entre a Segunda Guerra Mundial e os anos de
1980, as principais vias de transmissdo nos paises desenvolvidos eram a
exposicdo ao sangue contaminado ou a produtos derivados do sangue e o uso de
drogas injetaveis. A introducdo dos testes de diagndstico para deteccdo de anti-
HCV nos bancos de sangue eliminou praticamente esta via de transmissao nos
paises desenvolvidos. No entanto, o uso de drogas injetaveis continua sendo a
principal via de transmissdo, representando 40% ou mais do total de pessoas

infectadas (Lavanchy, 2009).
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Tawa de defecgan

No Brasil, pais de variacbes demograficas, sociais e culturais entre suas
diferentes regibes, as hepatites virais foram, em 1996, incluidas na lista de
doencas de notificacdo compulsoria. Dados epidemioldgicos recentes divulgados
pelo Ministério da Saude (2012) estimam que entre os anos de 1999 e 2011
foram registrados mais 82.000 casos, ocorrendo cerca de 2.000 mortes, e 10.000
novos casos registrados anualmente. Na figura 1.7 podemos observar que a partir

de 2010 as taxas de deteccdo na regido Sul ultrapassam a regido Sudeste que
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até entdo, se mostrava como principal area de notificacdo de casos de hepatite C.

Figura 1.6 Taxa de deteccdo dos casos de HCV (por 100.000 habitantes) segundo regido de
residéncia por ano de notificagdo: Brasil 1999-2011. (MS, 2012).

De 1999 a 2011, observou-se que do total de casos confirmados do sexo
masculino (49.291), a maior proporcéao, 34,5%, encontrava-se na faixa etaria de 40 a
49 anos de idade. Para o sexo feminino (32.734), a mesma faixa etaria representou
24% dos casos (MS, 2012).

Entretanto, as maiores taxas de deteccdo de HCV em ambos 0s sexos em

2011 ocorreram na faixa etéria de 50 a 59 anos de idade (Figura 1.7).
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Figura 1.7- Taxa de deteccao de hepatite C (por 100.000 hab.) segundo faixa etaria e sexo.
(MS/SVS/ Departamento de DST, Aids, Hepatites Virais e IBGE, 2011).

Realizado nas capitais brasileiras, o estudo de prevaléncia de base
populacional das infec¢cdes pelos virus das hepatites A, B e C encontrou as
seguintes prevaléncias de anti-HCV: na Regido Norte, 2,1% (I1C95% 1,4-2,8); no
Nordeste, 0,7% (IC95% 0,4-1,0); no Centro-Oeste, 1,3% (IC95% 0,9-1,7); no
Sudeste, 1,3% (IC95% 0,9-1,6); no Sul, 1,2% (IC95% 0,8-1,6); e no Distrito Federal,
0,8% (IC95% 0,4-1,2) (MS, 2011).

1.7 Transmissao e Prevencéao

O HCV é transmitido principalmente pela via parenteral, através de grandes
ou repetidas exposi¢cOes percutaneas ao sangue (ex. transfusdo ou transplante de
orgaos de doadores infectados e uso de drogas injetaveis) (MORBIDITY AND
MORTALITY WEEKLY REPORT (MMWR), 1998;, Shepard, Finelli, Alter, 2005; Te,
Jensen, 2010; Pereira et al. 2013) A transmissdo pelo HCV por exposicao
percutanea inaparente tem sido também relatada e foi atribuida a contaminacéo
cruzada pelo reuso de agulhas e seringas, uso multiplo de medicacbes
endovenosas, e acessorios para uso de drogas injetaveis (Williams; Perz; Bell,
2004; Hagan et al., 2001).

Um grande percentual de individuos infectados é representado por
usuarios de drogas endovenosas e/ou intranasal ilicitas e receptores de
hemoderivados (Alter, 2002). Pacientes transplantados com 6rgédos de doadores

anti-HCV positivos também sdo um grupo de risco (Ho, 1991). Entretanto, de
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acordo com trabalho apresentado por Strauss (2001) estima-se que 40% a 50%
dos individuos com infeccdo por HCV ndo apresentem qualquer fator de risco
parenteral conhecido na sua historia epidemioldgica, configurando o0s casos

esporadicos da infeccao.

As taxas de transmissao vertical variam de 0% a 20% na maioria dos
estudos. Os fatores de riscos para a transmissao vertical estdo associados com
elevada carga viral da méae, trabalho de parto prolongado, ruptura placentéria, e
co-infeccdo HCV-HIV. Dados do Ministério da Saude do Brasil demonstraram que
as principais formas de transmissao do HCV no periodo de 1999 a 2011 foram o
uso de drogas e a transfusao sanguinea (antes de 1993). (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Distribuicao percentual dos casos de HCV segundo provavel fonte/ mecanismo de
infeccdo por ano de notificagdo. Brasil, 1999 a 2011 (MS/SVS/ Departamento de DST, Aids, Hepatites
Virais e IBGE, 2011).

1.8 Profilaxia

Na inexisténcia de uma vacina contra a infeccdo pelo HCV, séo
recomendadas medidas de prevencdo para diminuir os riscos de contaminacao.
Entre estas medidas estdo: a selecao de doadores de sangue, tecidos e 6rgao e
aconselhamento para desenvolver atitudes e praticas seguras em relacdo a
modificacdo do comportamento de alto risco e a precaucdo com sangue e fluidos
corpOreos, como 0 uso adequado do preservativo e 0 ndo compartilhamento de
instrumentos perfurocortantes e objetos de higiene pessoal - como escovas de

dente, alicates de unha, barbeadores ou depiladores (MS, 2011).
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1.9 Tratamento

O tratamento inicial para a infeccdo com HCV era realizado apenas com
Interferon-a recombinante. O interferon-a (IFN a) administrado no tratamento é
uma citocina que compde a resposta inata do hospedeiro humano; a adicédo de
uma molécula de polietilenoglicol a molécula do IFN alfa prolonga a acao, eleva a
velocidade de absorgédo, aumenta a meia-vida reduzindo o tempo de absorcao do
INF no organismo. Estudos demonstraram que apenas 15% dos pacientes
tratados por 6 meses com IFN recombinante foram capazes de eliminar o virus.
Entretanto, o aumento para 12 a 18 meses da terapia associando o IFN a
peguilado com a ribavirina ofereceu aumento substancial na resposta viral

tornando-se tratamento padrao para a doenca (MS, 2011).

A conjugacdo do polietilenoglicol inerte ao IFN o parece alterar
favoravelmente a cinética do virus permitindo maiores intervalos nas injecdes e
facilitando o tratamento. Em paciente com gendtipo 1, a combinacédo do IFN a
peguilado a ribavirina registra 42% a 46% de resposta viroldgica sustentada, e
esse percentual pode chegar a 82% em pacientes infectados com genétipos 2 ou
3. A terapia viral tende a alcancar melhores resultados em pacientes mais jovens

com baixa viremia, auséncia de fibroses ou cirrose (Lemon et al., 2007).

O mecanismo de acao do interferon ainda néo esta bem caracterizado nas
infeccbes do HCV, entretanto, acredita-se que a estimulacdo dos genes
associados ao interferon através dos antivirais representa grande importancia
para a habilidade do IFN em controlar a infeccdo. O niveis de viremia tendem a
baixar 8 horas apds a aplicagédo de uma alta dosagem do IFN a recombinante.

IFN y também é capaz de inibir a amplificacbes dos replicons (Lemon et al., 2007).

A ribavirina (RBV) é um nucleosideo sintético, que consiste de D-ribose
acoplada a 1,2,4 triazole carboxamida. Esta droga tem um largo espectro de
atividade antiviral in vitro contra os virus do RNA e DNA. Acredita-se que a RBV
reduza a capacidade de replicacdo durante o tratamento, possibilitando o
desenvolvimento natural de uma resposta imunoldogica do hospedeiro para

combater a infecgéo viral (MS, 2011)
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No Brasil, estd disponivel o IFN convencional e a RBV, de producao
nacional, e o PEG-IFN alfa-2a e alfa-2b, produzidos por diferentes companhias

farmacéuticas.

O tratamento da hepatite C cronica tem como objetivo controlar a
progressao da doenca hepética por meio da inibicdo da replicagéo viral. De forma
geral, a reducdo da atividade inflamatéria impede a evolugdo para cirrose e
carcinoma hepatocelular. A genotipagem do HCV é obrigatéria para candidatos a
tratamento, ja que o mesmo € definido de acordo com o gendtipo encontrado. O
esquema recomendado para tratamento dos pacientes portadores de hepatite
cronica C com gendtipo 1 é a associacdo de interferon peguilado (PEG-IFN) e
RBV, durante 48 a 72 semanas conforme a figura 1.9. (MS, 2011).
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Figura 1.9 Fluxograma de tratamento da hepatite crénica C em pacientes portadores do genétipo | do
HCV.

De forma geral, as taxas de RVS dos genotipos 2 e 3 sdo superiores aquelas
encontradas no gendtipo 1, independentemente da estratégia de tratamento
adotada. O esquema recomendado para o tratamento, na inexisténcia de fatores
preditores de baixa RVS como, fibrose avancada ou cirrose e carga viral superior a
600.000Ul/mL, é a associacao de IFN convencional e RBV, durante 24 semanas. Na
existéncia desses fatores, o esquema recomendado é a associagdo de PEG-IFN e
RBV, durante 24 a 48 semanas conforme a figura 1.10.
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Figura 1.10 Fluxograma de tratamento da hepatite cronica C em pacientes portadores do genoétipo 2 e 3
do HCV e fatores preditores de mé resposta.

Os gendtipos 4 e 5 sdo pouco frequentes no Brasil e por isso existem poucas
informacdes sobre tratamento. O esquema recomendado de tratamento € o0 mesmo

para os portadores de hepatite C do gendtipo 1.

Em pacientes néo tratados as taxas de cronificacdo podem achegar a 80%,
sendo que 20-40% evoluem para quadro de cirrose hepética com risco de
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descompensacao hepatica, carcinoma hepatocelular e morte. Por tais motivos, se
recomenda a todos os pacientes com niveis alterados de aminotransferases (ALT) e
doenca hepdética crbnica que sejam realizados testes diagnosticos para HCV
(McHutchison, 2004).

1.10 Diagndstico

A infeccdo aguda da hepatite C apresenta uma evolucado subclinica, pois
cerca de 80% dos pacientes infectados sdo assintomaticos e sem ictericia.
Consequentemente, a doenga muitas vezes é diagnosticada acidentalmente durante
triagem sorolégica em doadores de sangue ou para investigagdo da causa do
aumento da atividade enzimética das aminotransferases (Foccacia, 2007), e
normalmente nestes casos, o0s individuos ja se encontram na fase cronica.
Aproximadamente 10 a 20% dos individuos apresentam sintomas inespecificos,
como anorexia, astenia, mal estar e dor abdominal. Quando presente, o quadro
clinico é semelhante aquele decorrente de outros agentes que causam hepatites
virais e o diagndstico € possivel apenas através de testes soroldgicos para deteccéo

de anticorpos especificos (MS, 2011).

Sintomas de infec¢do aguda podem ter inicio cerca de 6 a 12 semanas apoés a
exposicdo ao HCV. Em apenas 20% dos pacientes sintomaticos o inicio dos
sintomas precede a soroconversao, a qual raramente ocorre em periodo superior a 6
meses. Os niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT/TGP) comecam a
aumentar entre 2 e 8 semanas apos a exposicao indicando necrose dos hepatdcitos
e frequentemente atingem niveis superiores ao limite superior da normalidade (10

vezes), nhormalmente com padrao flutuante (MS, 2011) (Figura 1.11).

O HCV RNA pode ser detectado no sangue com 1-3 semanas apos a
exposicdo inicial (Figura 1.11). Dentro de 4-12 semanas, a lesdo das células do
figado se manifesta pela elevacdo da alanina aminotransferase (ALT). A infeccéo
aguda pode ser grave, porém raramente, fulminante. Os sintomas sao inespecificos
e geralmente eles desaparecem depois de varias semanas assim como ocorre 0
declinio dos niveis de ALT (NIH, 2002). O nivel do HCV-RNA aumenta rapidamente

durante as primeiras semanas, atingindo seus niveis maximos entre 10° e 107 Ul/mL,
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imediatamente antes do pico dos niveis séricos de aminotransferases, coincidindo

com o inicio dos sintomas, exceto nos assintomaticos (Figura 1.11).

O clearence viral espontaneo apés a infeccdo aguda pelo HCV ocorre em
cerca de 20 a 25% dos casos. Alguns fatores do hospedeiro tém sido identificados
como associados ao clareamento viral espontaneo: idade abaixo de 40 anos, sexo

feminino, aparecimento de ictericia e fatores genéticos (MS, 2011).
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Figura 1.11. Evolucdo dos marcadores bioquimicos e sorolégicos durante o curso da infecgédo
pelo virus da hepatite C (MS, 2011)

O diagnostico do HCV baseia-se na identificacdo do virus ou dos seus
anticorpos, sendo utilizados dois tipos de testes: sorolégicos e moleculares (Scott,
2007). Os testes soroldgicos de terceira geracdo apresentam taxas de sensibilidade
superiores a 99%, e sao considerados adequados para identificar pacientes
cronicos. Resultados soroldgicos positivos necessitam dos testes moleculares de
deteccgdo de acidos nucleicos a fim de confirmar cronificagdo. Nos casos de hepatite
C aguda, € essencial a deteccdo e quantificacdo do HCV RNA que tera papel
importante para determinacdo do tempo, tipo e sucesso esperado do tratamento

(Terrault, 2005).
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1.10.1 Testes Sorolégicos

Os dois principais testes soroldgicos sao o ensaios imunoenzimaticos (EIE)
e o immunoblot recombinante (RIBA), que se baseiam na deteccdo de anticorpos
dirigidos contra antigenos virais, estruturais e ndo-estruturais, no soro ou plasma
de individuos infectados. Por meio de diversos métodos, dentre eles o EIE, os
anticorpos anti-HCV séo revelados. Os anticorpos anti-HCV séo detectaveis de 4
a 10 semanas ap0s o0 contato com o virus, persistindo uma vez que a infeccao

tende a seguir para um curso cronico (Filho, Galizzi, 2008).

A primeira geracdo de EIE permitia a deteccdo apenas de anticorpos
contra a regido NS4, com a utilizacdo do antigeno recombinante c100-3. Com o
desenvolvimento da segunda geracéo de testes, foram adicionados antigenos na
regido central e foram utilizadas a regido NS3 e uma parte do ¢100-3 (chamado
5-1-1) da regido NS4. A terceira geracao incluiu um antigeno adicional da regiédo
NS5 e uma reconfiguracdo dos antigenos do core e NS3 (Kesli et al., 2009).
Recentemente desenvolvida, a quarta geracdo de testes permite a deteccao
simultanea anticorpos anti-HCV e antigenos do core viral (Goncales; Gongales Jr.
2007).

A janela imunoldgica foi reduzida significantemente com a introdugdo dos
EIE de quarta geracdo. A quarta geracdo de testes pode detectar anticorpos a
partir 14 a 20 dias de infeccdo, comparados com 28 a 70 dias da terceira, 82 dias

da segunda e 150 dias da primeira geracao (Lambert, 2007).

Os testes disponiveis no mercado capazes de detectar anticorpos anti-HCV
apresentam especificidade maior que 99% e sensibilidade entre 95-99%
(Goncales; Gongales Jr. 2007). Os testes que detectam antigeno e anticorpo
apresentam sensibilidade de 100% e especificidade igual ou maior que 99,5%
(Lambert, 2007).

Pacientes imunossuprimidos podem nao apresentar sorologia reagente
(anti-HCV), em virtude da diminuicdo ou auséncia da producédo de anticorpos.
Nesses casos, o diagndstico devera ser realizado por meio de testes moleculares
(MS, 2011).
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1.10.2 Testes Moleculares

A partir de 1997, a Organizagdo Mundial da saude (OMS) estabeleceu um
padrdo internacional de conversdo da quantificacdo de carga viral para o HCV
conhecido como Unidade Internacional (Ul) que permite que os diferentes
sistemas de deteccdo do virus, mesmo que apresentem resultados quantitativos
em concentracfes distintas possam ser convertidos em um padrdo Unico para

avaliacdo e comparacao.

Séo testes de amplificacdo de acidos nucleicos, denominados HCV RNA,
que permitem detectar o RNA viral de todos os gendétipos e subtipos descritos do
HCV. Esses testes podem ser qualitativos, quando apenas detectam a presenca

do RNA viral, ou quantitativos, quando quantificam o RNA viral.

1.10.2.1 Ensaios qualitativos para detec¢cao do HCV RNA.

Os ensaios qualitativos indicam a presenca ou auséncia do virus e sao
indicados no diagndstico confirmatério da hepatite C quando os anticorpos do
HCV séo positivos em testes soroldgicos. Podem ser utilizados também para
confirmacado de resposta virologica sustentada (RVS), definida pela auséncia do
RNA detectavel, ap6s o tratamento com antivirais bem como em triagem para
doacdo de sangue e Orgdos. Diversos fluxogramas para diagnéstico e
confirmacdo de casos de hepatite C, tais como aqueles preconizados pelo CDC
(Centro de Controle de doencas) e Ministério da Saude, sugerem que apos
confirmacdo pelo teste qualitativo, os pacientes sejam conduzidos a testes
quantitativos que visam a deteccdo da carga viral. Existem diferentes técnicas

disponiveis de deteccao qualitativa do RNA do HCV:

a) RT-PCR qualitativo: teste baseado na PCR com transcrigdo reversa,
gquando o HCV RNA ¢ utilizado como matriz para a sintese da fita
complementar (cDNA) por transcricdo reversa. Posteriormente, o
cDNA é amplificado pela acdo da DNA polimerase em multiplas

copias de DNA dupla fita. Esses testes sado capazes de detectar
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até 50 Ul/mL do HCV RNA com sensibilidade igual para qualquer
gendtipo (Lange, Sarrazin, 2010).

b) TMA: Amplificacdo mediada por transcricdo € uma metodologia
muito sensivel (96-100%) com limites de deteccao inferiores a 5-
10 Ul/mL e especificidade superior a 99% independente do
gendtipo. Esse teste ocorre em 3 etapas: captura do alvo,
amplificacdo e deteccdo especifica dos amplicons por
hibridizacdo. Nele sao utilizados 2 iniciadores, o iniciador
contendo o promotor T7 hibridiza com o RNA viral resultando na
sintese do cDNA mediado pela transcricdo reversa. A transcricao
reversa favorece a ativacdo de RNases que degrada o RNA
resultante da fita hibrida. O segundo iniciador se liga ao cDNA
que ja contém o promotor T7 e a dupla fita é sintetizada. Em
seguida, a RNA polimerase reconhece a regido T7 e 0s transcritos
de RNA gue subsequentemente retornam ao ciclo do TMA sao
amplificados exponencialmente (Figura 1.12). Um teste TMA
disponivel comercialmente € o Versant™ HCV RNA Qualitativos
(Siemens Medical Solutions Diagnostics, Alemanha) (Lange,
Sarrazin, 2010).
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Figura 1.12. Esquematizacao do ensaio qualitativo aplicando a metodologia de TMA.

1.10.2.2 Ensaios quantitativos para deteccdo do HCV RNA.

A quantificacdo do HCV RNA pode ser obtida através de técnicas de
amplificacdo do sitio alvo, como a PCR em tempo real ou amplificacao de sinal,
ou o DNA ramificado. Atualmente no mercado estdo disponiveis os testes Cobas
Tagman HCV (Roche) e Abbot Real Time™ HCV (Abbott) que utilizam a PCR em
tempo real e o teste Versant™ HCV RNA (Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Alemanha) que utiliza a metodologia de DNA ramificado (bDNA).

. DNA Ramificado (branched DNA ou bDNA): Essa técnica baseia-se
na deteccdo por amplificacdo de sinal. Na reagéo, apds a transcri¢ao
reversa do HCV RNA, a fita complementar resultante liga-se a
oligonucleotideos com sequéncia especificas de regido conservada
do genoma do HCV. Em seguida, multiplos oligonucleotideos se
ligam as terminacdes livres da dupla fita do DNA e séo hibridizadas
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por cépias multiplas de uma sonda de fosfatase alcalina. A detecgéo
entdo é alcancada pela incubacdo desse complexo com um
substrato quimioluminescente (Sarrazin, 2002). O limite de deteccao
da versédo atual 3.0 do Versant™ HCV RNA (Siemens) é de 615
Ul/mL (Lange, Sarrazin, 2010).

. PCR em tempo Real: A PCR em tempo real realiza a quantificacéo

de acidos nucléicos de maneira mais precisa e com maior
reprodutibilidade, pois determina valores durante a fase exponencial
da reacdo. O ponto que detecta o ciclo no qual a reacdo atinge o
limiar da fase exponencial € denominado Cycle Threshold (Ct),
permitindo a quantificacdo exata baseada na fluorescéncia (Figura
1.13). A emissdo dos compostos fluorescentes aumenta
proporcionalmente a quantidade de produto da PCR. As
metodologias mais empregadas sdao SYBR® Green e TagMan. A
PCR em tempo real consiste numa plataforma contendo um
termociclador com sistema Optico capaz de coletar a emissao de
fluorescéncia e um computador com programa para aquisicdo e

analise dos dados.
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Figura 1.13. Curva de Amplificagdo da PCR em tempo real demonstrando 3 fases distintas:

(1)Linha Basal: ndo ha produto da PCR suficiente para ser detectado pela fluorescéncia, (2) Fase log: a

quantidade do produto da PCR dobra a cada ciclo, (3) Fase Platd: ndo ha mais aumento no nimero de

produtos.

a) TagMan: A metodologia TagMan apresenta uma sonda que consiste em

um fragmento de DNA especifico para a regido alvo que apresenta em
sua regido 5 um fluoréforo e em sua extremidade 3’ um quencher,
molécula que aceita energia em forma de luz e a dissipa. Durante a
PCR em tempo real, a sonda se liga a sequéncia de fita simples do DNA
alvo e é degrada pela acdo de 5’ exonuclease da TagDNA polimerase,
separando fisicamente o quencher do fluoréforo. A separagéo resulta no
aumento da fluorescéncia, assim durante o processo de amplificacédo a
emissdo de luz é aumentada exponencialmente e captada pelo
equipamento permitindo a quantificacdo da regido alvo (Figura 1.14).
Hibridizacdo especifica entre sondas e alvo é necessaria nessa técnica
para emissdo da fluorescéncia, logo permite reducéo de falsos positivos
e interferentes no ensaio (Novais, Pires-Alves e Silva, 2004; Lange,
Sarrazin, 2010) Outra vantagem da metodologia € a possibilidade de
amplificacdo de diferentes alvos em uma mesma amostra, uma vez que
€ possivel associar diferentes sondas e reporteres. O processamento
p6s PCR também é eliminado, o que reduz o risco de contaminacédo e

os custos de material de ensaio (Life Technologies, 2012).
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Reporter fluorescence detected

Figura 1.14 PCR em tempo real com sonda TagMan. (Q). Quencher, (R). Reporter (Koch, 2004)

b) SYBR Green: O corante SYBR Green se liga entre a fita dupla do DNA

e com a excitacdo da luz emitida pelo sistema 6tico do termociclador,
emite uma fluorescéncia verde. No comeco da reacdo de amplificacdo a
mistura contém DNA desnaturado, iniciadores e o SYBR Green.
Durante a polimerizacédo catalisada pela enzima Taq DNA polimerase,
as moléculas do SYBR Green védo se ligando ao DNA recentemente
sintetizado. A reacdo é monitorada continuamente, e o0 aumento da
fluorescéncia observado em tempo real (Figura 1.15). A principal
desvantagem relativa a essa metodologia é que por se ligar a todo DNA
dupla fita, incluindo dimeros dos iniciadores e outros produtos
inespecificos, esse pode superestimar a concentragcdo do fragmento.
Entretanto, apresenta um custo mais baixo, maior facilidade no uso e

sensibilidade em comparacdo a metodologia TagMan.
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Figura 1.15. PCR em tempo real com o principio da metodologia de SYBR Green, demonstrando

que durante a polimerizagdo as moléculas de SYBR Green se ligam ao DNA dupla fita gerando

uma excitagdo e emitindo fluorescéncia (QIAGEN, Hilden, Germany, 2013).

O Ministério da Saude (2011) recomenda o uso de métodos quantitativos
para confirmar diagnostico de hepatite C, caracterizar transmissao vertical, definir
possiveis vias de transmissdo (casos de acidentes com materiais biologicos),

monitoramento clinico e avaliacdo da resposta virologica.

1.11. Uso de amostras de sangue coletado em papel de filtro
A coleta de amostras de sangue é necessaria para estabelecimento do
diagnostico etiolégico da infeccdo pelo HCV, porém h& necessidade de pessoal
treinado para a realizacdo da puncdo venosa, além de infra-estrutura para coleta
dentro das condi¢cdes de biosseguranca. Estas condicbes nem sempre estao

disponiveis em areas distantes do laboratorio.

O conceito de sangue capilar obtido por puncao digital em papel de filtro

surgiu na década de 1960, na Escdcia, por Robert Guthrie para o rastreio de
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doencas metabodlicas em grandes populacbes de recém-nascidos. Desde entdo,
amostras de sangue coletadas em papel de filtro (SPF) foram coletados
rotineiramente de criancas recém-nascidas em mais de 20 paises para deteccdo de
fenilcetonuria e, mais recentemente, hipotireoidismo congénito, doencas falciformes
e infeccao pelo HIV (Parker & Cubitt, 1999).

O uso de amostras de SPF para o diagnostico de desordens metabdlicas
congénitas em recém-natos foi introduzido no Brasil em 1976, pelo pediatra
Benjamin J. Schmidt e se tornou obrigatério em todo o pais em 1990, através da lei
federal n. 8.069/90. Em 2001 o Ministério da Saude criou o Programa Nacional de

Triagem Neonatal.

O SPF pode ser preparado aplicando cuidadosamente poucas gotas de
sangue fresco coletado por puncdo venosa, ou pela puncédo digital com lanceta
retratii em um papel de filtro absorvente. O sangue € saturado no papel, seco a
temperatura ambiente por 4 horas, e encaminhado dentro de um envelope para o

laboratorio.

A grande vantagem da utilizacdo de papel de filtro para o diagndstico da
hepatite C € a facilidade na coleta tornando esta uma alternativa satisfatoria e
conveniente, principalmente em estudos populacionais em larga escala em areas
remotas, pois requer espaco minimo de estocagem, apresenta pouco risco biolégico,

€ menos onerosa, e facilita o transporte das amostras.
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2.0 JUSTIFICATIVA

A infeccdo pelo virus da hepatite C foi identificada como um problema de
saude publica com 170 milhdes de individuos infectados em todo o mundo
(Lavanchy, 2009). Os testes moleculares representam uma importante ferramenta de
deteccéo, quantificacéo e caracterizacdo do tipo viral. O desenvolvimento de testes
rapidos, sensiveis e de baixo custo é muito importante para aumentar o acesso ao

diagnéstico, assim como definir e monitorar o tratamento antiviral.

A utilizacdo de sangue venoso € fundamental para a realizagcdo de
praticamente todos os ensaios diagnésticos para HCV e embora relativamente
simples em se tratando de um ambiente clinico, ela exige profissionais treinados,
insumos e equipamentos para coleta da amostra, processamento e armazenamento,
representando um problema para locais mais remotos e com pouca infraestrutura.
Amostra de sangue coletada por puncdo digital e absorvidas em papel de filtro,
chamadas como sangue em papel de filtro ou sangue seco, tem algumas vantagens
sobre 0 sangue venoso, pois exigem volumes menores de sangue, sdo simples de
serem coletadas, ndo necessitam de profissionais com experiéncia, nao requerem
instalacbes para centrifugacdo e possuem boa estabilidade podendo ser
armazenadas e transportadas a temperatura ambiente, além de diminuicao do risco

biologico referente a coleta.

A deteccdo de marcadores para hepatite C em SPF foi inicialmente
demonstrada por Parker e colaboradores em 1997. Desde entéo, varios estudos tém
sido feitos, utilizando amostras de SPF para a deteccado de marcador para hepatite C
(Parker et al., 1997; Abe e Konomi, 1998; Montebugnoli et al., 1999; McCarron et al.,
1999; Parker et al., 1999; Solmone et al., 2002; Mendy et al., 2005; Toledo et al.,
2005; Croom et al.,, 2006; Marques et al.,, 2012). Nestes estudos, diferentes
percentuais de sensibilidade, grupos de individuos e testes de deteccdo foram
relatados.

A deteccdo do HCV RNA em papel de filtro ja foi relatada previamente
(Tuaillon et al., 2010; De Crignis et al.,, 2010; Bennet et al.,, 2012; Santos et al.,
2012). No estudo de Tuaillon e colaboradores foi possivel observar 96.7% de
concordancia na deteccdo do HCV RNA em papel de filtro comparado com o soro.

Neste mesmo estudo, observaram que a amostra é estavel por até 6 dias a -20°C,
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tempo maximo de estabilidade testado. O HCV RNA também foi detectado em
amostras de SPF utilizando a metodologia de SYBR Green RT-PCR (De Crignis et
al., 2010), onde foi possivel detectar o HCV RNA em 15 das 16 amostras analisadas
contaminadas com o virus. No estudo de Bennet e colaboradores (2012), o limite de
deteccdo do HCV RNA pelo método PCR em tempo real utilizando a metodologia
TagMan foi de 250 Ul/mL em amostras de papel de filtro e a sensibilidade e
especificidade encontradas foram 100% e 95,8%, respectivamente. Santos et al.
(2012) realizaram estudos para deteccdo do RNA do HCV com amostras de SPF
provenientes de pacientes em tratamento com hepatite C cronica no Brasil
encontrando taxas de 98% de sensibilidade e 94,3% de especificidade para a
metodologia in house utilizada.

Pelo exposto, € fundamental desenvolver métodos de diagndstico para
hepatite C que sejam mais baratos e possam ser utilizados para detec¢do do virus

em fluidos alternativos, tal como, o sangue em papel de filtro.
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3.0 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo € otimizar protocolos para deteccdo e
quantificacdo do virus da hepatite C em amostras de sangue coletado em papel de
filtro em métodos moleculares a fim de facilitar o acesso ao diagnéstico em areas

distantes de grandes centros.

3.2. Objetivos Especificos

e Testar diferentes conjuntos de extracdo de RNA para determinar o mais
adequado para detecgcdo de HCV em SPF

¢ Quantificar o RNA do HCV em amostras de sangue coletado em papel de
filtro utilizando a metodologia de RT-PCR em tempo real para a regido 5’NC
do genoma do HCV;

e Comparar a carga viral das amostras pareadas de soro e de sangue coletado
em papel de filtro para verificar se existe correlacdo entre a carga viral
presente nestes dois tipos de espécimes clinicos;

e Avaliar sensibilidade, especifidade, reprodutibilidade e presenca de
inibidores como parametros de qualidade dos protocolos moleculares
desenvolvidos para deteccédo e quantificacédo de HCV

e Detectar e genotipar o RNA do HCV em amostras de sangue coletado em
papel de filtro utilizando a metodologia de RT-PCR e sequenciamento.
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4.0 METODOLOGIA

Este trabalho estd inserido no projeto “Padronizacdo de testes
imunoenzimaticos e moleculares para o diagndstico das hepatites B e C em sangue
coletado em papel de filtro”, o qual foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz, segundo resolugdo 196/96, sob n° 459/08
(ANEXO 1).

4.1. Amostra Populacional

Para a realizacdo deste estudo, foram obtidas amostras pareadas de soro
e sangue coletado em papel de filtro (SPF), entre o periodo de 2010 a 2012, de:
e 59 individuos com hepatite C crénica (anti-HCV/HCV RNA detectado no
soro por mais de 6 meses) atendidos no Ambulatério de Hepatites
Virais do Laboratério de Hepatites Virais (LAHEP/IOC/Fiocruz) e no
Ambulatério de Hepatologia do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho (HUCFF/UFRJ).
e 30 individuos ndo reagentes para hepatite C ou hepatite B
e 10 individuos com sorologia reagente para o antigeno de superficie do
virus da hepatite B (HBsAQ). Estes individuos foram recrutados no
LAHEP/IOC/FIOCRUZ e HUCFF/UFRJ
Como critérios de inclusdo, os participantes do estudo poderiam ser de
qualguer sexo ou raca, e teriam que concordar em participar do estudo apés
leitura e assinatura do termo de consentimento pdés-informacdo (Anexo |I),
conforme resolugcdo n°® 01, de 13 de junho de 1988 do Conselho Nacional de
Saude — Ministério da Saude. Os critérios de exclusdo seriam aqueles que nao

preencheram os critérios de inclusao citados.

Um questionario contendo dados epidemioldgicos e socioeconémicos, bem
como informagdes relativas as caracteristicas individuais e fatores de risco foi
aplicado a todos os participantes do estudo a fim de caracterizar da populacdo de

estudo envolvida.
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4.2. Coleta e preparo das amostras bioldgicas

De cada voluntéario, foram coletados dois tubos de sangue venoso por
puncdo venosa periférica (Vaccutainer (BD, Franklin Lakes, Nova Jersey), um
deles contendo anticoagulante (EDTA) para obtencdo de sangue total, e outro
contendo gel separador para obtengéo do soro. Posteriormente, 75 pL do sangue
total obtido foram transferidos para cada circulo do papel de filtro Whatman .903
(GE Healthcare, Piscataway, NJ) que apresenta tamanho de 12,5 mm de
diametro. As amostras de SPF foram mantidas a temperatura ambiente por 4
horas, e depois foram acondicionadas em saco plastico tipo Ziplocks com

dissecante a temperatura de -20°C até o momento da extracdo do eluato.

4.2.1 Processamento das Amostras de Soro

O tubo de sangue contendo o gel separador foi centrifugado a 1701,28 x g
em centrifuga Biofuge® Primo, Thermo Scientific, EUA (3500 rpm, raio médio 124
mm) & temperatura de 25°C durante 10 minutos. O soro sobrenadante obtido de
cada amostra foi acondicionado em um microtubo de 2 mL previamente

identificado e armazenado a temperatura de -20°C até a realizacdo das analises.

4.2.2 — Processamento amostras de SPF para testes sorologicos

Para preparar o eluato do SPF, um disco de 3 mm de diametro de papel de
filtro foi recortado, transferido para um microtubo 1,5mL e incubado por 18 a 24
horas com 300 uL de tampé&o PBS/BSA 0,5%. Ap0s a incubacdo, uma ponteira de
pipeta foi utilizada para transferir o disco e o tampao de eluicdo para o sistema de
centrifugacdo correspondente. O sistema consistiu em um tubo de centrifuga de
15 mL de capacidade que continha um microtubo de 1,5mL e uma seringa de 3
mL sem o émbolo. As amostras foram centrifugadas a 1249,92 x g em centrifuga
Biofuge primo (3000 rpm, raio médio 124 mm) a temperatura ambiente de 25°C
por 5 minutos. Os microtubos contendo os eluatos foram removidos do interior
dos tubos da centrifuga, utilizando uma ponteira de pipeta e estocados a —20°C

até o momento de uso (Figura 4.1) (Mercader; Featherstone; Bellini, 2006).
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1. Preparo do material 2. 300 pL do tampao de eluigdo no microtubo 3. Corte do papel de filtro 4. Transferéncia para microtubo de 1,5 mL

5. Homogeneizacéo 6. Antes e apds 18 a 24h de incubagdo a 2-8°C 7. Tubo de 15 mL e seringa de 3 mL sem émbolo e transferéncia do disco 3 mm

Sistema pronto 8. Centrifugagéo a 3.000 rpm (1249,92 x g) por 5 minutos 9 .Eluato pronto para uso ou congelamento a -20°C

Figura 4.1. Procedimento de eluicdo do SPF (Fonte: Laboratério de Referéncia Nacional de Hepatites
Virais - LRNHV).

4.3 Ensaios imunoenzimaticos

As amostras de soro e SPF foram submetidas a ensaio imunoenzimatico
comercial para deteccéo de anticorpos anti-HCV: HCV Ab Radim (Italia). Para as
amostras de soro, o protocolo recomendado pelo fabricante foi seguido, enquanto

para as amostras de SPF foram necessarias modificacdes (Marques, 2012).

4.3.1 — Pesquisa de anti-HCV no soro

O teste de deteccéo de anticorpos anti-HCV do fabricante Radim baseia-se
na ligacdo de anticorpos anti-HCV da amostra de soro aos antigenos especificos
derivado das regides core e NS codificadas do genoma do HCV e determinantes
antigénicos imunodominantes (peptideo core, peptideos NS3, NS4 e NS5
recombinantes), que estdo capturados na microplaca. Estes anticorpos se ligam
aos anticorpos humanos policlonais (cabra), imunoglobulinas G e M (IgG e IgM),
conjugados com a enzima peroxidase de radbano (HRP) e, em seguida, a

peroxidase reage com o cromdgeno (tetrametilbenzidina) / substrato (perdxido de
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hidrogénio), gerando um sinal 6tico (coloracdo) que é proporcional a quantidade
de anticorpos anti-HCV presentes na amostra de soro. O resultado final das
amostras é dado em densidade otica (D.O.) obtida pela leitura em
espectrofotdmetro 450-620nm. Para o teste de deteccdo de anticorpos anti-HCV
(Radim), adiciona-se 200 uyL de controle negativo em triplicata, 200 pL de
calibrador em duplicata e 200 pL de controle positivo em uniplicata em cada
microcavidade. Nas demais microcavidades, adiciona-se 200 uL do diluente de
amostra e 10uL da amostra de soro. Em seguida, acrescenta-se 50 pL do
diluente de ensaio em todas as microcavidades e procede-se a incubacéo por 45
minutos a 37°C. Apds a incubacado, cada cavidade da microplaca é lavada 5
vezes com 350 pyL de solucdo de lavagem (Fosfato 10mM a pH 7,0 +/-0,2 e
0,05% Tween 20 e 0,05% Kathon GC). Em seguida, ocorrem as etapas de adicéo
de conjugado enzimético, incubacdo e lavagem; adicdo de cromdgeno/substrato,
incubacdo, e finalizando, a reacdo é interrompida com acido sulfirico e a
intensidade de cor da solucdo € medida em um espectrofotdbmetro com um filtro

de 450nm com referencia de 620-630 nm (Radim Italia).

4.3.2 Pesquisa de anti-HCV em SPF

Para a deteccdo do anti-HCV em SPF utilizando a técnica de ELISA, o
volume de amostra foi modificado, onde adicionamos 100 pyL do diluente de
amostra e 110 uyL da amostra de SPF. Todos os demais procedimentos

permaneceram inalterados.

4.4. Extracdo do RNA do HCV
4.4.1 Extragdo do RNA do HCV em amostras de Soro

O RNA do HCV das amostras de soro utilizadas nesse estudo foi extraido
utilizando o conjunto comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha)
conforme protocolo estabelecido pelo fabricante. Esta metodologia comercial de
purificagdo do RNA viral utiliza colunas de membrana de silica-gel e centrifugagao.
Todas as amostras de soro desse estudo foram submetidas a este protocolo para
extragdo do RNA viral. Conforme protocolo do fabricante, 140 yl de amostra foi

misturado com 560 pL de tampdo AVL (“Viral Lysis buffer’), e incubado a
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temperatura ambiente por 10 minutos para a desnaturacdo do material, inibicdo de

RNases e isolamento do RNA.

Posteriormente foram adicionado 560 uL de etanol 100% no tubo contendo a
mistura para lavagem do material. O material foi transferido para coluna de silica e
centrifugado 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto (Microcentrifuga 1-14 Edition, Sigma).
Os tubos coletores das colunas foram descartados e novos tubos foram recolocados.
Apés a adicdo de 500uL do tampao AW1 (“Washer buffer 1”) para lavagem da
coluna, houve outra centrifugagcédo de 8000 rpm por 1 min. Novamente, 0s tubos
coletores foram descartados e novos tubos foram recolocados. Foram adicionados
500uL do tampéo AW2 (“Washer buffer 2”) para segunda lavagem; as colunas foram
centrifugadas a 14000 rpm durante 4 min e mais uma vez o tubo coletor foi
removido. Apés colocar tubos cénicos estéreis de poliestireno de 1,5 mL na parte
inferior da coluna, foram adicionados 60uL do tampdo AVE (“Elution buffer’) para
eluir o RNA e as colunas foram submetidas a centrifugacdo de 8000 rpm por 1
minuto. Posteriormente, as colunas foram descartadas e os tubos conicos estéreis
contendo o RNA viral foram estocados a —70° C até o momento de sua utilizacdo na

sintese do DNA complementar.

4.4.2 Extracdo do RNA do HCV em amostras de SPF

Para determinacdo do método de extracdo do RNA viral mais eficiente para
as amostras de SPF uma diluicdo seriada foi realizada, onde uma amostra de soro
HCV RNA reagente (carga viral igual a 3,22 x 10%Ul/mL) foi diluida em sangue total
proveniente de individuo sem infeccdo pelo HCV. A partir dai uma diluicdo seriada
foi realizada obtendo assim painel controle com 5 amostras de SPF com carga viral
estimada de 3,22 x 10°Ul/mL a 3,22 Ul/mL. Um volume de 75 uL deste sangue foi
aplicado em cada circulo do papel de 12,5mm de didmetro. Adicionalmente 75 uL do
sangue total ndo infectado foi também aplicado no papel e empregado como

controle negativo.

Estas amostras foram secas por 4 horas a temperatura ambiente e em
seguida o RNA viral foi extraido utilizando os seguintes conjuntos de diagndstico: (1)
QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha), (1) QlAamp DNA Mini Kit / QlAamp
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DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Alemanha-), (Ill) SV Total RNA Isolation System
(Promega, EUA), (IV) Genomic DNA from Blood (Nucleospin, Alemanha), (V) Dried
Blood Spot (DBS) Genomic DNA Isolation Kit (Norgen Biokit Corp, Canada), (VI)
Fenol-Cloroformio (Maniatis et al., 1989) , (VII) Metanol (Bereczky et al., 2005).

I. QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha)

Esta metodologia comercial de purificacdo do RNA viral utiliza colunas de
membrana de silica-gel e centrifugacdo. Todas as amostras de soro desse estudo
foram submetidas a este protocolo para extracdo do RNA viral conforme descrito no
item 4.4.1.

Para a extracdo do RNA do HCV em SPF, 3 circulos de papel de filtro com
didmetro de 3mm cada foram acondicionados em tubo cénico estéril contendo 140uL
de agua e a solucdo foi mantida a 2 a 4°C por 10 minutos. Este material foi
empregado no conjunto de diagnéstico Qiamp Viral RNA Mini kit seguindo protocolo

recomendado pelo fabricante, porém o RNA foi eluido em 30uL de tampé&o AVE.

II. QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha)

O QlAamp DNA Mini Kit baseia-se na purificacdo do DNA por colunas de
membrana de silica-gel e centrifugacdo, apesar de ser um conjunto que visa a
purificacdo de DNA, nele encontra-se protocolo empregado para sangue seco
coletado em papel de filtro. Logo, o protocolo recomendado pelo fabricante foi
seguido, onde trés circulos de 3mm de didmetro cada de SPF foram acondicionados
em tubos cénicos estéreis contendo 180 uL de tampéo de ATL (tampéo de lise) e a
mistura foi incubada a 85°C por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 20 uL
da solucao de proteinase K a mistura, que foi homogeneizada e incubada a 56°C por
1 hora. Posteriormente, foram adicionados 200 yL de Tampé&o AL e a mistura foi
incubada a 70°C por 10 minutos. Seguiu-se, entdo, a adicdo de 200 pL de etanol
(96- 100%) a amostra e a mesma foi homogeneizada. O material foi transferido para
as colunas de silica. Estas colunas foram centrifugadas a 6000 x g (8000 rpm) por 1

minuto (Microcentrifuga 1-14 Edition, Sigma).
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Os tubos coletores das colunas foram descartados e novos tubos foram
recolocados. ApGs a adicdo de 500uL do tampao AW1 (“Washer buffer 1”) para
lavagem da coluna, houve outra centrifugagédo de 8000 rpm (6000 x g) por 1 min.
Novamente, os tubos coletores foram descartados e novos tubos foram recolocados.
Foram adicionados 500uL do tampdo AW2 (“Washer buffer 2”) para segunda
lavagem; as colunas foram centrifugadas a 14000 rpm (20000 x g) durante 4 min e
mais uma vez o tubo coletor foi removido. Apos colocar tubos cbnicos estéreis de
poliestireno de 1,5 mL na parte inferior da coluna, foi adicionado tampdo AVE
(“Elution buffer”) para eluir o material genético e as colunas foram submetidas a
centrifugacéo de 8000 rpm (6000 x g) por 1 mino. O fabricante preconiza a utilizacao
de 150uL do tampdo AVE, porém a fim de aumentar a concentracdo de material
genético, foi feita eluicAo com 30uL do tamp&do AVE. Posteriormente, as colunas
foram descartadas e o0s tubos coOnicos estéreis contendo o RNA viral foram
estocados a —-70° C até o momento de sua utilizacdo na sintese do DNA

complementar.

lll. SV Total RNA Isolation System (Promega, EUA)

Para esta metodologia que se baseia na purificacdo por colunas de
silica gel e centrifugacdo, um circulo de 6mm de didmetro de SPF foi misturado com
100uL agua e esta mistura foi incubada a 2 a 4°C por 10 minutos para recuperacao
do sangue. Posteriormente, o liquido obtido foi dispensado em um novo tubo
contendo 175ulL de Tampé&o de lise de RNA, e em seguida foi adicionado 350 pL de
tampdo de diluicio de RNA (RNA Dilution Buffer), conforme recomendacdo do
fabricante. A amostra foi homogeneizada e incubada a 70°C por 3 minutos seguida
por centrifugacdo a 12,000xg por 10 minutos. O material lisado foi transferido para
um novo tubo contendo 200uL de etanol 95% e homogeneizada. A mistura foi,
entdo, transferida para colunas de silica e foi feita nova centrifugagéo a 12,000xg por

1 minuto.

Os tubos coletores das colunas foram descartados e novos tubos foram
recolocados. Apos a adicdo de 600uL da solucédo de lavagem de RNA (“RNA Wash
solution”) para lavagem da coluna, houve outra centrifugagdo de 12000 x g por 1

min. Novamente, os tubos coletores foram descartados e novos tubos foram
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recolocados. Foram adicionados 600uL solucdo de lavagem de RNA (“RNA Wash
solution”) para segunda lavagem; as colunas foram centrifugadas a 14000 rpm
durante 2 min e mais uma vez o tubo coletor foi removido. Apds colocar tubos
cOnicos estéreis de poliestireno de 1,5 mL na parte inferior da coluna, foram
adicionados 40uL de agua livre de nucleases para eluir o RNA e as colunas foram
submetidas a centrifugacdo de 12000 x g por 1 minuto. Posteriormente, as colunas
foram descartadas e o0s tubos cOnicos estéreis contendo o RNA viral foram
estocados a —70° C até o momento de sua utilizacdo na sintese do DNA

complementar.

IV. Nucleospin Blood (Macherey-Negel, Alemanha)

Para esta extracdo, colunas de membrana de silica-gel e centrifugagéo foram
empregadas. O procedimento emprega 200uL de sangue total, para utilizacdo em
papel de filtro, empregamos um circulo de SPF de 6mm de diametro que foi
acondicionado em um tubo cbnico estéril contendo 200 pL de &gua livre de
nucleases. A mistura foi homogeneizada e incubada a 2 a 4°C por 10 minutos. A
seguir, 25 uL da solucéo de proteinase k e 200 uL do tampéo B3 (tampéo de lise)
foram adicionados a mistura e realizada uma incubacdo a 20-25°C por 5 minutos
seguida de outra incubacao a 70°C por 10 min.

Posteriormente, 210 pL de etanol (96-100%) foram adicionados a mistura que
foi transferida para o tubo contendo a coluna de silica gel. Ap6s centrifugacdo a
11.000 x g por 1 min, os tubos coletores das colunas foram descartados e novos
tubos foram recolocados. Apos a adigcdo de 500uL do tamp&o BW (solugéo de
lavagem) para lavagem da coluna, houve outra centrifugacdo de 11000 x g por 1
min. Novamente, os tubos coletores foram descartados e novos tubos foram
recolocados. Foram adicionados 600uL de tampé&o B5 (solugcdo de lavagem) para
segunda lavagem; as colunas foram centrifugadas a 11000 X g por 1 minuto e o
filtrado descartado. Foi feita nova centrifugacdo a 11000 X g por 1 minuto e o tubo
coletor foi removido. Apds colocar tubos conicos estéreis de poliestireno de 1,5 mL
na parte inferior da coluna, foram adicionados 100uL de tampéo BE pré-aquecido a
70 °C para eluir o RNA, feita uma incubacéo a 20-25 °C por 1 minuto e as colunas

foram submetidas a centrifugacédo de 11000 x g por 1 minuto. Posteriormente, as
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colunas foram descartadas e os tubos conicos estéreis contendo o RNA viral foram
estocados a -70°C até o momento de sua utilizagdo na sintese do DNA

complementar.

V. Dried Blood Spot (DBS) Genomic DNA Isolation Kit (Norgen Biokit Corp,

Canada)

O conjunto de extragcdo DBS Genomic DNA Isolation Kit foi desenvolvido para
obtencdo de DNA gendmico a partir de gotas de sangue seco, sem necessidade de
centrifugagéo. A purificacdo € baseada no uso de resina como matriz de separagéo,
esta € altamente densa, permitindo que o material se deposite rapidamente e de
forma eficiente usando a gravidade e eliminando a necessidade de centrifugacéo.
Para este procedimento, trés circulos de SPF de diametro de 3mm foram
acondicionados em microtubos estéreis contendo 450uL da solucdo de Lise (lysis
solution) e 30uL de proteinase K. A mistura foi homogeneizada e incubada a 60°C
por 20 minutos. Esta mistura foi transferida para um novo tubo contendo 450uL da
solucéo de ligacdo e resina (Slurry/binding solution), homogeneizada e incubada

verticalmente por 10 minutos a 60°C.

O sobrenadante foi removido com auxilio de pipeta, e a resina contendo o
material genético ligado foi acondicionada em novo tubo contendo 500uL do Tampéao
de lavagem I. Este material foi homogeneizado e incubado a 60°C por 5 min. O
sobrenadante é coletado e descartado com auxilio de pipeta e 500uL de solucéo de
lavagem Il foram adicionados ao precipitado. A solucdo é homogeneizada e
incubada a 60°C por 5 minutos e o sobrenadante foi coletado e descartado. A
lavagem com a solucdo de lavagem Il foi repetida mais uma vez. Em seguida, o
tampdao de eluicédo foi adicionado ao precipitado e a mistura foi incubada a 60°C por
5 min e o sobrenadante foi coletado e descartado. O volume de tampéao de eluicédo
preconizado pelo fabricante foi de 200uL, entretanto neste estudo adicionamos 60uL
de tampdo de eluicdo para aumento da concentracdo de material genético. Este
procedimento foi repetido e o sobrenadante foi colocado em novo tubo estéril e
estocados a —-70° C até o momento de sua utilizacdo na sintese do DNA

complementar.
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VI. Extracdo manual com Fenol-Cloroformio (Maniatis et al., 1989):

Para extracdo manual utilizando a digestdo com proteinase K seguida por
fenol-cloroférmio, foi empregado um circulo de SPF com diametro de 12mm. Este
material foi transferido para um tubo estéril com capacidade de 2 mL contendo 400
ML da solucdo de extracdo (Tris-HClI 50 mM pH 7.5, NaCl 50 mM, EDTA 10 mM,
SDS 0.5%, proteinase K 10mg/mL) seguido por incubacdo a 56°C por 1 hora. Em
seguida o sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo onde 400uL da
solucdo de fenol foram adicionados a mistura. Esta mistura foi centrifugada a
12.000g (Microcentrifuga 1-14 Edition, Sigma) por 1 min e o sobrenadante foi
coletado e transferido para novo tubo contendo 400uL de cloroférmio. A mistura foi
homogeneizada e centrifugada a 12.000g por 1 min. O sobrenadante foi
acondicionado em novo tubo contendo (800 uL) de etanol 96-100% e a mistura foi
incubada a — 20°C por 4 horas para precipitacdo do material. Apdés a incubacéo, o
sobrenadante foi descartado, e 500 uL de etanol 70% foram adicionados ao
precipitado. Foi realizada centrifugacdo a 12.000g por 30 minutos e 0 sobrenadante
foi descartado. Em seguida, a amostra foi seca a temperatura ambiente e o material
genético foi diluido em 25 uL de &gua destilada. O material foi armazenado a — 70°C

até o momento da utilizacdo.

VII. Extracdo quimica por metanol (Bereczky et al., 2005)

Para a extracdo do material genético utilizando metanol, um circulo de SPF
de 3mm de didmetro foi acondicionado em um tubo contendo 125uL de metanol e a
solucéo foi incubada a 20-25°C por 15 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi

removido com auxilio de pipeta e as amostras foram secas a 20-25°C por 10 min.

Em seguida, 65uL de agua destilada foram acrescentados a mistura que foi

homogeneizada e incubada a 97°C por 15 min para a obten¢do do RNA purificado.
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Quadro 4.1. Conjuntos de extracdo de material genético empregados neste estudo para

obtencao do RNA viral em sangue em papel de filtro (SPF).

NGmero de Volume Final do _
, ~ . . Eluato Volume Final do
Conjunto de Extracdo | Metodologia| Circulos .
SPE preconizado pelo Eluato
fabricante
QIlAamp DNA Mini Kit .
(Qiagen, Alemanha) Silica gel 3 (3mm) 150uL 30uL
QlAamp Viral RNA
Mini Kit (Qiagen, Silica gel 3 (3mm) 30-50uL 30uL
Alemanha)
SV Total RNA
Isolation System Silica gel 1 (6mm) 100uL 40uL
(Promega, EUA)
Nucleospin Blood -
(Nucleospin, Alemanha) Silica gel 1 (6mm) 100pL 100pL
Dried Blood Spot
(DBS) Genomic DNA ;
Isolation Kit (Norgen Resina 3 (3mm) 200uL 60uL
Biotek, Canadd)
Fenol-cloroférmio Reacbes
(Maniatis et al., 1989) quimicas 1 (12mm) 25uL 25uL
Metanol (Bereczky et al., Reacdes
2005) quimicas |+ ©&mm) 65uL 65uL

4.5. Testes Moleculares

45.1 - Deteccao quantitativa do HCV em amostras de soro utilizando a

técnica comercial.

As amostras de soro anti-HCV reagentes utilizadas nesse estudo foram
submetidas a técnica COBAS® TagMan® HCV (Roche, Nova Jersey, EUA) para
deteccado quantitativa do HCV.

O Teste COBAS® TagMan® HCV, v2.0 é um teste de amplificacdo de acido
nucleico in vitro destinado a quantificacdo dos genétipos 1 a 6 do RNA do HCV, no
soro ou plasma humano, utilizando o conjunto de extracdo de acido nucleico viral do

Sistema High Pure para a extracdo manual do &cido nucleico nas amostras e o
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Analisador COBAS® TagMan® 48 para a amplificacéo e detecgcédo automatizadas. O
teste utiliza iniciadores de transcrigdo reversa e amplificagdo por PCR que definem

uma sequéncia dentro da regido 5’'NC do HCV.

Segundo fabricante o limite de deteccédo do teste COBAS® TagMan® HCV,
v2.0 para amostras de genétipo 1 é de 9,3 Ul/mL (95%CI 6,1; 24,2) em plasma
EDTA e 8,8 UI/mL (95% CI 7,5; 11,1) em soro, enquanto para amostras de genaétipo
4 é de 25,4 Ul/ml (95% CI 21,5; 31,2) em soro.

4.5.1.2 — Procedimento do Teste

A solucdo de trabalho de ligagaol/lise foi preparada com volume final
aproximado de 10 mL contendo 7 mL de tampao de eluicdo, 1,4mL de solucédo de
proteinase K, 140 uL de RNA carreador e 56 pl de HCV QS. Em cada reservatorio
do suporte de lise, foram adicionados 625 pl de Solucdo de Trabalho de
Ligacdo/Lise e em cada reservatorio apropriado foram adicionados 500 pL de
amostra ou controle. Apés a adicao das amostras € feita a mistura com o tampao de
lise por agitacdo forte por 10 minutos e a reacdo é incubada a 50°C (x 2°C) por

10minutos.

Em seguida, a solucao foi centrifugada a 4600 x g por 10 a 20 segundos em
centrifuga para placas Rotanta 460 Rotor (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany).
Logo apds, foram adicionados 250 pL de isopropanol a mistura que foi
homogeneizada por inverséo trés vezes e, em seguida, foi feita agitacédo forte por 10

seg.

Foi feita nova centrifugacdo a 4600 xg por 10 a 20 segundos, e foram
adicionados 750 pL de amostra ou do controle nos reservatérios correspondentes do
Suporte de Tubos de Filtragem com o Suporte de Residuos afixado. Depois de
adicionar todas as amostras ou controles, centrifugou-se a unidade do Suporte de

Tubos de Filtragem durante 2 min a 4600x g no centrifugador de placas.

A amostra ou a mistura de controle foi transferida para os reservatorios
correspondentes do Suporte de Tubos de Filtragem. Centrifugou-se a unidade do
Suporte de Tubos de Filtragem durante 2 minutos a 4600 x g no centrifugador de

placas. Em seguida as amostras foram transferidas ao suporte de tubos de filtragem

44




e feita nova centrifugacéo a 4600 x g por 2 min. Em seguida, o suporte de residuos
foi eliminado e substituido por um novo Suporte de Residuos. Logo apds foram
adicionados 400 puL de Tampéo de Remocéao de Inibidor (IRB) em cada suporte de
tubos de filtragem e feita centrifugacdo a 4600 x g por 2 minutos, em seguida,
pipetou-se 700 pL de Tampéo de Lavagem (WASH) ao longo das paredes laterais
de cada reservatorio.

Apos centrifugacéo, retirou-se o Suporte de Tubos de Filtragem do Suporte de
Residuos, onde este ultimo foi eliminado e substituido por um novo Suporte de
Residuos. Foi feita nova lavagem do suporte de tubos de filtragem com 700 uyL de
Tampao de Lavagem seguida pela centrifugacdo a 4600 x g por 3 min. Em seguida,
retirou-se o Suporte de Tubos de Filtragem e o mesmo foi encaixado no Suporte de
Eluicdo ao qual se adicionou 75 puL do Tampéao de Eluicdo (ELB) pré-aquecido e
realizou-se incubacédo a 20-25°C por 3 min. Em seguida, foi feita nova centrifugacao
durante 2 min a 4600 x g no centrifugador de placas para obtencado do RNA viral. Foi
feita a transcricdo reversa e amplificacdo do material, onde 50uL do RNA obtido
foram adicionados em tubo K contendo a mistura principal de trabalho. Para um
conjunto de 12 amostras, a mistura principal é preparada misturando 669 uL de HCV
MMX (mistura principal Cobas Tagman HCV) com 81 pL de CTM Mn2+ (solucdo de
manganés Cobas Tagman) em um tubo de 2 MI, invertendo-o 10 vezes. Os tubos K
contendo esta solucdo sdo enviados ao Analisador Cobas Tagman para que a

reacao seja realizada conforme instru¢des do fabricante.

4.5.2 - Transcricdo do RNA do HCV em amostras de soro e sangue coletado

em papel de filtro para detecg¢ao quantitativa do HCV “in house”

A transcricdo reversa em amostras de soro foi feita utilizando 10 uL do RNA
extraido pelo QIAamp Viral RNA Mini Kit e 10 uL do mix de reacdo. As amostras
foram incubadas a 25°C por 5 minutos, 50°C durante 60 minutos para ocorrer a
transcricdo reversa do RNA em DNA complementar. Logo apds, a enzima foi

inativada pela incubagao das amostras a 70°C por 15 minutos (Almeida et al., 2007).
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Quadro 4.2. Reagentes utilizados na reagéo de Transcricdo Reversa

DNTP’s 10mM 1! 1L
Random Primer 20 pmol 0,5 uL
Tampao 5X 4 uL

DTT 0,1M 1L

RNA SIN 1L

Agua RNAse/DNAse free 1,5 uL
RT SuperScript Il (200U/mL) 1 1,0 uL
ssRNA 10 uL

Total 20 pL

1(Invitrogen, EUA)

A fim de determinar os parametros da PCR quantitativa para HCV em
amostras de SPF, a concentracdo de cDNA na reacédo (5uL e 7,5uL), concentracéo
da transcriptase reversa Superscript Il reverse transcriptase (luL e 1,5uL) e o
namero de ciclos de amplificacdo (40 e 45) foram avaliados. Controles negativos
obtidos a partir de amostra de sangue total anti-HCV/HCV RNA néo reagentes foram

incluidos em todas as etapas conforme citado acima.

4.5.3 Construcdo da Curva Padrao

Para a construcdo da curva interna, uma amostra de soro, genétipo 1b, carga
viral de 18.400UI/mL foi submetida a uma PCR convencional com iniciadores para a
regidao 5’NC do HCV. A extracdo do RNA foi feita como descrita no item 4.4.1 e o
DNA complementar foi construido com iniciador anti-senso para a regidao 5’NC (K11:
5GGTGCACGGTCTACGAGACCZ3’) (Almeida et al., 2007). O DNA complementar foi
utilizado em uma primeira reacao de PCR utilizando iniciadores especificos para a
regido 5’NC (senso K10 (5" GGCGACACTCCACCATRRAT 3’) e antisenso K11 (5’
GGTGCACGGTCTACGAGACC 3) e em uma segunda amplificacdo, nested PCR,
utilizando os iniciadores senso K15 (5° ACCATAGATCACTCCCCTGT 3’) e antisenso
K16 (5 CAAGCACCCTATCAG GCAGT 3’)- para obtencdo de um fragmento de
280bp.

Para analise dos amplicons foi realizada eletroforese a 100V por 4min onde
10uL do produto amplificado acrescido com 1mL de azul de bromofenol (Sigma
Chemical Company, St. Louis, EUA) foram aplicados em gel de agarose (Sigma
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Chemical Company, St. Louis, EUA) a 1,5% em Tris&cido Bérico-EDTA 1X (100 mM
Tris, 90 mM cido brico, 100mM EDTA, pH 8,3) impregnado com 3L de brometo de
etidio 10mg/mL (Gibco, California, EUA). Os amplicons foram visualizados com o
auxilio de um transluminador (Labnet, Edison, NJ, EUA) e registrados por um

sistema de captura e fotodocumentacao (UVP, Mitsubishi, Jap&o).

O fragmento de 280 bp foi seqlenciado para confirmacdo de que o genoma

amplificado correspondia ao do HCV.

4.5.3.1 Ligacdo do amplicon ao vetor de clonagem

Antes de darmos inicio a esta etapa, submetemos os amplicons a purificacéo
utilizando o conjunto QlAquick Gel Extraction (QIAGEN, Hilden, Germany). A seguir,
adicionamos na extremidade 3’ moléculas de deoxiadenosina (A) para que o vetor
possa se ligar ao amplicon. Com este intuito, preparamos uma mistura contendo 0.2
mM dATP (1,25 mM), 5 U Platinum Tag DNA Polimerase, 1X tampao da PCR(10X),
1,5 mM MgCl2 (50 mM) que foi adicionada aos amplicons. Em seguida, esta mistura
foi submetida a 72°C por 15 min. Terminada esta etapa, demos inicio a clonagem
utilizando o conjunto comercial pPCR®4 TOPQO® (Invitrogen, EUA) como descrito pelo
fabricante. Brevemente, adicionamos 4 uL do amplicon a uma mistura contendo 1 pL
do vetor de clonagem e 1 uL de Salt Solution, seguida pela incubacgéo a temperatura

ambiente por 30 min e posterior resfriamento em gelo.

4.5.3.2 Transformacao bacteriana e purificacdo do DNA plasmidial contendo o
inserto do HCV

Células bacterianas competentes (E. coli cepa TOP10), previamente
preparadas pelo método de cloreto de célcio (CaCl2) (Sambrook et al, 2001), foram
descongeladas em banho de gelo. A estas células, foram acrescidos 2uL do produto
da ligacdo e a mistura foi submetida a temperatura de 2 a 8.°C por 20 minutos. Essa
reacao foi submetida a um choque térmico por 3 minutos a 42°C e uma nova
incubacédo a 2 a 8.°C por 10 minutos. A recuperacdo das células bacterianas, apos
choque térmico, foi realizada pela adicdo de 250uL de meio S.O.C. seguida de

incubacédo a 37°C sob forte agitacao (250 rpm) por 1 hora (Gyrotech Water Bath
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Shaker Modelo G75, New Brunswick, Scientific Edison, New Jersey, EUA)
(Sambrook et al, 2001).

Apés esta etapa, foi realizado o plagueamento em uma Unica placa contendo
meio Luria Bertani (LB) solido (LB liquido com 1,5% (p/v) de agar suplementado,
100ug/mL de ampicilina, 0,21mM de IPTG e 40ug/mL de X-Gal). Apos incubacéo a
37°C por 18 a 24 horas, cerca de 10 colbnias bacterianas correspondentes a 10
clones plasmidiais foram selecionadas por cor e transferidas para tubos contendo
5mL de meio LB liquido (LB: 1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de
NacCl, pH 7,0) suplementado com ampicilina 50ug/mL. A reacgao foi incubada a 37°C
por 18 a 24 horas sob agitacdo constante de 150rpm (Gyrotech Water Bath Shaker
Modelo G75, New Brunswick, Scientific Edison, New Jersey, EUA). A fim de
verificarmos quais clones continham o inserto de HCV, realizamos a digestdo com a
enzima de restricdo Eco RI onde 16 yL do DNA plasmidial foram misturados a 2 uL
da enzima e 2 pL de tampao 10X. Esta reacgao era incubada a 37 °C por 2 horas e a
seguir a checagem era realizada em gel de agarose a 1,5% através de eletroforese.
As culturas dos clones bacterianos selecionados foram submetidos a extracdo do
DNA plasmidial utilizando-se o conjunto comercial QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN,

Hilden) de acordo com o protocolo descrito pelo do fabricante.

A concentracdo do DNA plasmidial recombinante foi determinada por
espectofotometria e em seguida, este DNA foi diluido em série de logio para
construir uma curva padrao interna e controle positivo do HCV na PCR em tempo

real.
4.5.3.3 Quantificacdo e obtencado da curva padrao

A concentracao dos plasmidios recombinantes contendo o inserto de HCV foi
determinada pela leitura de 50 uL do produto em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 260 nm de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante
(Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, Alemanha). A quantificacdo medida fornecida
em ng/uL , sendo transformada em numero de copias/uL (n° copias/uL ) de acordo

com a féormula;

NUmero de cépias/uL = Concentracéo (g/ul ) X 6,022 x 1023

(NUmero de pares de base do plasmidio recombinante) X 660
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ApoOs determinacdo do numero de coOpias do genoma viral, realizou-se
diluicbes seriadas na base 10 dos plasmidios com concentracdes variando de 10'°
até 10 copias para obtencédo da curva padrdo. Estas diluicdes foram aliquotadas e

armazenadas a -70°C para posterior utilizac&o.

4.5.4 — Deteccao quantitativa por PCR em Tempo Real in house

4.5.4.1 Desenho dos Oligonucleotideos

Com o intuito de otimizar o desempenho do teste para as variantes
predominantes do HCV no Brasil, foi realizada uma busca de sequencias de
diferentes cepas internacionais e brasileiras, de diferentes genétipos no GenBank,
para o desenho dos oligonucleotideos.

As sequencias da regido 5’NC do genoma do HCV foram alinhadas utilizando
o software CLUSTAL X, versdo 1.83 (Thompson et al.,, 1997), para definir o
segmento ideal para desenho de nossos oligonucleotideos. Posteriomente, o
software Primer Express (Applied Biosystems, EUA) foi utilizado para gerar um
assay contendo oligonucleotideos e a sonda especifica para deteccdo e
guantificacdo da regido 5’NC comuns a todos os genoétipos. Esta sonda foi marcada
com um fluoréforo especifico na extremidade 5 (FAM) e um quencher na
extremidade 3" (TAMRA).

Tabela 4.1. Sequéncias dos iniciadores e sonda usados na reacdo de PCR quantitativa in

Iniciadores Sequéncias Posigao no genoma (5’NC)
Senso GCGAAAGGCCTTGTGGTACT 271- 290
Anti-senso ACGGTCTACGAGACCTCCC 318-336
Sonda ACTCGCAAGCACCCTAT 296-312
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Nucleotideos

1 22 3 55 s 7 9 9
3 9 4 57 4 34 2 b 36
“ ) 86 2 17 5 0 7 4
1.2 87 g 09 0 3s 8 2 8 6
EAS= 1 I 1 I I []- sum
W 1 €2 P7T NS2 NS3 NS NS48 NSSA NSSB
3 78 1 11 1 2 3
N\ 8 41 0 67 9 4 0
2 \4 70 2 51 7 2 3
- g 7 1
Aminoacidos . . er : . ,
Iniciadores senso e anti-senso para regido 5’NC

4.5.4.2 Protocolo de reagdo da PCR em Tempo Real in house em amostras
de Soro e SPF

Para quantificagdo do numero de copias do RNA do HCV em soro e SPF, foi
empregado uma PCR em tempo real in house com iniciadores e sondas desenhados
para a regidao 5NC do. Para este método empregamos o equipamento Icycler
(Biorad, Franca) e a metodologia TagMan, onde foi utilizado o reagente real time
TagMan com uma concentracdo 300nM de cada iniciador e 150nM da sonda do
TagMan (Gentec, Applied Biosystems assay, CA), sendo a mistura de reacdo: 1x
TagMan Universal PCR Master Mix (tamp&o, dNTPs com UTP, AmMpERASE UNG e
AmpliTaqg Gold DNA polimerase) (Roche, Nova Jersey, EUA), concentracdes
determinadas pelo fabricante no assay by design. Os volumes utilizados na reacao

padrdo em amostras de soro esta apresentado na tabela 4.2:

Tabela 4.2. Concentracdo dos reagentes e cDNA utilizados na RT-PCR em tempo

real in house
Mix gRT-PCR Volumes
Sonda TagMan (150 nM) 0,4 pL
Mistura de reacéo 12,5 uL
Agua RNAse free 6,7 uL
cDNA 5,4 uL
Total 25 pL por amostra

As condicfes da reacdo foram: 50°C por 2 min; 95°C por 10 min seguido de
40 ciclos de: 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min. Todas as amostras foram testadas
em duplicata. A fluorescéncia foi detectada ao final da etapa de hibridizagdo da

sonda. O valor de Cr (threshold cycle) foi fornecido automaticamente, em cada
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corrida. Este valor refere-se ao niumero do ciclo no qual a fluorescéncia é detectada
caracterizando a amplificagdo da amostra.
Para a quantificacdo absoluta do HCV nas amostras foi construida uma curva

padrao interna a partir de uma amostra de soro contendo HCV RNA.

Os resultados gerados pelo aparelho estdo em numero de equivalentes de
genomas na reacao de PCR. A transformacao para nimero de cépias, considerando
recuperacdo das possiveis perdas de material durante as etapas de extracédo, se

deu conforme a formula:

N=n/k". k”.k”

N= Calculo do nimero de equivalentes genémicos esperado em 1000 pL de soro
n= numero de equivalente de genomas na reacao de PCR (25 pL)

K’= fragcao esperada de recuperacdo do RNA extraido

K”= fracdo do RNA extraido utilizado na reacédo de formacédo do cDNA
(transcrigao reversa)

K= fragdo do cDNA usada na reacao de PCR em tempo real

Dado que a eficiéncia de cada extracdo comercial € maior que 50% em
amostras de soro (Tian, Hummer, Landers, 2000), estabelecemos esta eficiéncia
como 62,5% em amostras de soro e aproximadamente metade deste valor em SPF
(32,5%). Foi utilizado 33,3% do RNA extraido a partir do SPF na reacao de formacéao
do cDNA e 16,6% do RNA extraido a partir do soro na reacédo de formacdo de cDNA,
e 50% de cDNA na reacédo de PCR em tempo real das amostras de soro e 75% de
cDNA na reacédo de PCR em tempo real das amostras de SPF. Logo, a partir do
namero de equivalentes de copias encontrado por reacdo pode-se estimar o numero
de coépias que estariam presentes em cada mililitro de soro ou SPF no inicio da

extracdo. Desta forma, o célculo para soro e SPF foi realizado como descrito abaixo:
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N em amostras de soro= n
0,625 x 0,166 x 0,250

N em amostras de SPF= n
0,325 x 0,333 x 0,375

4.6 Parametros de qualidade do gRT-PCR

Para a avaliacdo da sensibilidade, especificidade, concordancia
reprodutibilidade e presenca de inibidores, foram utilizadas amostras de soro e
SCPF obtidas da popula¢cédo estudada, provenientes de individuos reagentes e nao
reagentes cujas amostras de soro foram confirmadas pelos testes de diagndéstico
empregados para deteccdo de anticorpo anti-HCV e do RNA do HCV para satisfazer
o critério de caso confirmado do Ministério da Saude. Os resultados obtidos no
SCPF foram comparados com os resultados das respectivas amostras de soro.

Sensibilidade: A sensibilidade da PCR em tempo real para deteccdo e
quantificacdo do HCV foi investigada através da comparacdo dos resultados obtidos

entre as amostras HCV RNA reagentes no soro e respectivas amostras de SPF.

Especificidade: A especificidade desta técnica foi determinada através da
comparacao dos resultados obtidos entre as amostras HCV RNA né&o reagentes no
Soro e respectivas amostras de SPF.

Reprodutibilidade: A fim de avaliar a reprodutibilidade do ensaio, foram
analisadas as dez diluicbes da curva padrao do HCV com cargas estimadas entre
10! e 10° copias/mL (4.8.3) em cinco reacdes por cinco dias diferentes. Além disto, a
reprodutibilidade da técnica foi determinada avaliando-se espécimens clinicos de
soro e de sangue em papel de filtro. Para isso, foram testadas trés vezes
consecutivas em dias distintos, 4 amostras de sangue em papel de filtro, onde 3

eram HCV reagentes e 1 era HCV né&o reagente.
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Presenca de inibidores: Para avaliacdo da presenca de inibidores, um
controle de DNA interno Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (controle
enddgeno humano) , que consiste em uma proteina presente no sangue humano.
Este controle interno e seus reagentes especificos foram adicionados a 3 amostras
de soro e 3 amostras de SPF, todas HCV-RNA negativas, permitindo a co-
amplificagéo da sequéncia alvo do controle interno e da sequéncia alvo de HCV sem

nenhum comprometimento da amplificacdo das amostras em questao.

Para confirmacao da presenca de DNA apds a extracao, foi realizada uma PCR
com um kit contendo o conjunto de primers para o gene da Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e sonda para confirmar a presenca e amplificagdo de DNA

nas amostras.

4.8 Deteccéo qualitativa do HCV em amostras de soro e SPF

O RNA obtido das amostras de soro e SPF foi submetido a transcricdo
reversa e PCR utilizando os reagentes SuperScript® Il One-Step RT-PCR System
with Platinum®Taq (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, California), com os
iniciadores para regido NS5B do HCV, PR3, PR4 e PR5 (Tabela 4.2)

Quadro 4.3 Reagentes utilizados na reacdo de RT-PCR qualitativa para

amostras de soro

Tampéo 2x 12,5 L
PR3 20 pM 0,5 uL
PR4 20 pM 0,5 uL
SuperScript™ Il One-Step RT / Platinum® 1L
Taq Mix
RNasin® 1l
Agua destilada DNAse RNAse free 4,5 uL
cDNA 5l
Total 25 pL

Nas amostras de SPF foram utilizados 7,5 pL do RNA e 17,5 yL da mistura,
sendo subtraido da agua os 2,5 uL. As condi¢des da reacdo foram: 1 ciclo de 42°C
por 45 min, 94°C por 2 min, seguidos de 5 ciclos de 93°C por 30s, 60°C por 45 s; 35
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ciclos (com diminuicdo de 0,3°C a cada ciclo) de 72°C por 1 min, 93°C por 30 s,
60°C por 45s, 1 ciclo &: 72°C por 1min e 72°C por 5min.

Tabela 4.3. Iniciadores de reacao utilizados no One-Step RT-PCR e PCR

Iniciadores Sequéncia Posi¢éo no Genoma
PR3 Sense 5 TATGAYACCCGCTGYTTTGACTCZ 655-677

PR4 Antisense 5 GCNGARTAYCTVGTCATAGCCTC & 1021-1043

PR5 Antisense 5 GCTAGTCATAGCCTCCGT 3 1018-1035

Em seguida, foi realizada uma nested-PCR, onde foram utilizando 20 pL do

mix em cada tubo e 2 uL do PCR 1.

Quadro 4.4. Reagentes utilizados na reacédo de nested-PCR para amostras

de soro

Agua destilada DNAse RNAse free 10,9 uL

DNTPs 1,25 mM 4L

Tampéao 10x 2,5uL

ClMg 50 mM 1,5 uL

PR3 20 pM 0,5 puL

PR5 20 pM 0,5 puL

Taq DNA Polimerase 0,1 puL

Produto da PCR | 2 uL

Total 22 uL

Nas amostras de SPF o volume de Taq DNA Polimerase utilizado foi de 0,3
uL .As seguintes condi¢Bes foram estabelecidas: 1 ciclo de 95°C por 5 min; 35 ciclos
de 95°C por 30s, 55°C por 30s, 72°C por 30s e posterior ciclo de 72°C por 10 min.
Para a purificacdo do DNA e sequenciamento nucleotidico foi feita uma PCR 2 com
volume final de reag&o de 100ul (96pL da mistura de reagéo e 4 yL da PCR1).

As amostras foram submetidas a visualizacdo em gel de agarose a 1,5% com
5 uL de gel red para identificar quais haviam sido detectadas. Nesta etapa, 10 uL da

PCR Il foram utilizados, e a corrida foi de a 90V por cerca de 1 hora.
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4.9 Sequenciamento nucleotidico do HCV obtido das amostras de soro e
SPF

As amostras de soro ou SPF que apresentaram o0 padrdao de bandas de
aproximadamente 380 pares de bases foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose com baixo ponto de fusdo (Low melting point, Sigma Chemical Company,
St. Louis, EUA) para que a respectiva banda fosse cortada, purificada e

posteriormente sequenciada.

Aplicou-se 100uL do produto da PCR Il em gel de agarose a 1% em tampao
TBE contendo 5pL brometo de etidio (Invitrogen, California, EUA) numa
concentracéo final de 0,0025%. Apds a corrida eletroforética a 90V por 40 minutos, 0
gel foi visualizado em transluminador ultravioleta e as bandas foram cortadas com

auxilio de bisturi sob visualizacdo em luz de ultravioleta.

4.9.1 Purificacdo do DNA em gel de agarose

O DNA presente no gel de agarose foi purificado utilizando o conjunto
comercial para extragdo de DNA em gel (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) de
acordo com as instrugcdes do fabricante. Cada banda foi cortada com auxilio de um
bisturi e pesadas em balanca eletrénica (EK 200I, A&D, Tokyo, Japdo). Em seguida,
o peso em mg foi convertido para ul e colocado em um tubo cénico estéril. Logo
apos, foi adicionado o tampédo QG (3 vezes o volume da banda) e a mistura foi
incubada a 50°C por 10 minutos para dissolucdo do gel contendo o DNA. Em
seguida foi adicionado o isopropanol (1 vez o volume da banda) a amostra e

homogeneizado.

A mistura entdo foi transferida para a coluna Qlaquick, e centrifugada
(MiniSpin plus, Eppendorf) por 1 minuto a 20.000 x g. O tubo contendo o filtrado foi
descartado, e substituido por outro. Em seguida, 500 uL do Tampdo GQ foram
adicionados a cada coluna e esta foi submetida a nova centrifugagcéo por 1 minuto a
20.000 x g. O filtrado foi descartado e 750ul do Tampéao PE foi adicionado a coluna.

Uma nova incubacédo a temperatura ambiente por 2 a 5 minutos foi realizada e o
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material foi centrifugado por 1 minuto a 13,000 rpm. Para Eluicdo do DNA, 30ul do
Tampédo EB (10mM Tris-Cl, pH 8.5) foi adicionado a membrana da coluna, e apés
incubacdo de 1 minuto a temperatura ambiente, foi centrifugado por 1 minuto a
20.000 x g.

Apbés a purificacdo do DNA, o mesmo foi quantificado em gel de agarose a
1,5%, onde 2uL do marcador de massa molecular Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen, Califérnia, EUA) e 4uL do material purificado foram aplicados no gel. A
determinacdo da concentracdo de DNA em ng foi feita pela comparacdo com o

tamanho das bandas do marcador de massa molecular.

4.9.2 Reacao de Sequenciamento

Os produtos de PCR purificados como descrito no item 4.6.1 foram
sequenciados utilizando-se os reagentes e protocolos do Kit “Big Dye Terminator 3.1
Cycle Sequencing Kit. As amostras foram amplificadas na Plataforma de

Sequenciamento (PDTIS), Fiocruz.

Em cada poco da placa foram adicionados aproximadamente 30ng de DNA,
1L de oligonucleotideos (sense e antisense), 1uL (16x) do marcador “BigDye” mix e
1,5uL de tampéao (5x), sendo o volume final da reacdo de 10uL. Em seguida as
amostras foram colocadas em um termociclador e submetidas a 40 ciclos de
amplificacdo. Cada ciclo consistia de: 94°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e
60°C por 4 minutos. O sequenciamento e a leitura automatica das sequéncias foram

feitos utilizando-se o equipamento “DNA analyzer 3730” da Applied Biosystems.

Tabela 4.4. Reagentes e volumes utilizados na reacdo de sequenciamento.

Reagentes Reagentes Volume (uL)
DNA (30ng) 35-6,5
Iniciadores de cadeia PR3 (3,2 pMol) 1,0
Iniciadores de cadeia PR% (3,2pMol) 1,0
BigDye 1
Tampéo (5x) 15
H20 DNAse/RNAse livre Volume p/ completar 10 uL
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4.10. Analise dos dados

Os dados obtidos dos resultados dos testes sorolégicos e moleculares foram
codificados e digitados em um banco de dados criado no programa Microsoft Excel
XP. Andlise estatistica descritiva foi realizada com célculo de médias, frequéncias e
intervalos de confianca (IC) de 95%. Para comparacao de prevaléncias utilizaremos
o teste do Qui-quadrado. Um valor de p< 0,05 foi estabelecido como nivel de

significancia utilizando o programa SPSS verséo 17.0.

Toda a analise estatistica, incluindo os céalculos de sensibilidade e
especificidade dos testes diagnosticos, foram realizados utilizando-se o programa
GraphPad InStat 3.01 (GraphPad software, San Diego, CA) e MedCalc (version
9.2.1.0, MedCalc Software, Bélgica). As analises de sequenciamento foram
realizadas através do pelo banco de dados HCV Database e alinhadas pelo

programa Mega 5 (Tamura et al., 2011).

57




5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas da Populacdo de Estudo

A populacédo deste estudo foi composta por 99 individuos com amostras
pareadas de soro e SPF, onde a maioria da populacdo era do sexo feminino
(56,5%) e apresentava média de idade igual a 47,3 (+16,6) anos. Quanto ao grau
de instrucdo, a maioria tinha até o ensino fundamental (40%) e quanto a renda

familiar, 72% dos individuos recebia até trés salarios minimos mensais.

Dos 99 individuos incluidos, 59 tinham a infeccdo pelo HCV e destes 57
eram heterossexuais, 3 relataram uso de drogas, 16 admitiram compartilhamento
de laminas e giletes, 1 realizava hemodialise e 29 realizaram hemotransfusdes,

onde sete deles receberam sangue ou hemoderivados antes de 1994, conforme a

figura 5.1.
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Figura 5.1. Fatores de risco a infeccao pelo HCV entre os 59 individuos infectados pelo HCV incluidos no

estudo
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5.2 Deteccgao de anti-HCV em soro e SCF

A fim de confirmar o status soroldgico dos individuos incluidos no estudo, as
amostras pareadas de soro e SPF foram submetidas ao teste imunoenzimatico
comercial HCV Ab Radim (Itdlia), onde 59 amostras de soro foram anti-HCV
reagentes com valor médio de densidade ética (D.O.) igual a 2,970nm (+0,227).
Dentre os 59 individuos anti-HCV reagentes no soro, 56 também apresentaram anti-
HCV em suas respectivas amostras de SPF (valor médio de D.O. igual a 2,814 nm
(x0,447). Por outro lado, 40 amostras de soro apresentaram resultado ndo reagente
para anti-HCV (valor médio de D.O. igual a 0,051 nm £0,058) e 43 amostras de SPF
também né&o tiveram o anti-HCV detectado (valor médio de D.O. igual a 0,033 nm
+0,028). Dentre as 40 amostras de soro anti-HCV nao reagentes, 10 eram reagentes

para o antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsSAQ).

5.3 — Determinacédo do método de extracdo do RNA do HCV em SPF

Todas as amostras de soro tiveram seu RNA extraido utilizando o conjunto
comercial de extracdo QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Espanha) conforme
instruces do fabricante. Para o SPF, sete métodos de extracdo foram avaliados (5
conjuntos comerciais e 2 métodos manuais), onde um painel de amostras de SPF
contendo com cargas virais de 8,69 x 10° copias/mL a 8,69 cépias/mL e um controle
negativo foram empregados. O conjunto de extracdo QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)
e a técnica que emprega fenol cloroférmio foram os Unicos métodos onde foi
possivel a deteccdo do HCV pela técnica de PCR quantitativo in house. Utilizando o
Qiamp DNA mini kit, foi possivel detectar o HCV nas amostras de SPF contendo
8,69 x 10° e 8,69 x 10* cépias/mL com valores de Ct iguais a 33,6 e 36,2,
respectivamente. Pela técnica de fenol cloroférmio, foi possivel detectar na amostra
contendo carga estimada igual a 8,69 x 10°. A partir disto, o conjunto QlIAamp DNA

Mini Kit foi empregado nas analises seguintes.
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5.4. Desenvolvimento da PCR quantitativa in house

5.4.1. Desenho dos Oligonucleotideos

ApOs busca na base de dados GenBank, 300 sequéncias da regido 5’NC do
genoma do HCV pertencente aos 6 gendtipos foram obtidas e as mesmas foram
alinhadas no programa CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997) onde foi possivel
obter uma sequéncia consenso com mais de 90% de identidade nucleotidica (Figura
5.2). Esta sequéncia foi submetida ao programa Primer Express 3.0 (Applied
Biosystems) para constru¢cdo dos iniciadores e sondas empregados na PCR

guantitativa conforme apresentado na Tabela 5.1.

DNA Ti Protein |

Species/Abbrv.

- Gen 1 BR 2008
2. Gen 1b CN

- Gen 1 JP

. Gen 1 BR 2007
- Gen 6e VN

- Gen 6g ID

. Gen 1z EUR

- Gen 1 BR 2006
- Gen 6j TH

- Gen 6i TH

- Gen 6u CN

2. Gen &s CA

- Gen 6 EUA

- Gen 3 BR

. Gen 3 BR

- Gen 3b JP

. Gen 3b CN

- Gen 3b TH

- Gen 3a DK

26. Gen 52 IN 2
27. Gen 52 GB

28. CGen S5a CA

25. Gen 5 32

30. Gen S BR

31. Gen 2 B2 2

32. Gen 2c IT

33. Gen 2c FR

34. Gen 23 VE 2

35. Gen 2a Jp

36. SEQ CONSENSO [}

Figura 5.2. Alinhamento realizado com as sequéncias de HCV de diferentes genétipos obtidas no GenBank para
construcao dos iniciadores e sondas utilizados na PCR quantitativa.

5.4.2. Amplificacdo, clonagem e obtencdo de plasmideos recombinantes para

quantificacdo do virus da hepatite C

A construcdo da curva padrdo da PCR quantitativa foi feita utilizando uma
amostra de soro HCV RNA reagente pertencente ao gendtipo 1 com carga viral de
49.680 copias/mL (18.400 Ul/mL). A figura 5.3 mostra o resultado da nested PCR
para a amostra protétipo de HCV, utilizando iniciadores especificos para a regido
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5'NC do HCV. Observa-se uma banda com tamanho molecular de aproximadamente
280pb a qual foi visualizada no gel de agarose conforme o esperado.

01/06/2009 - PCR 2 - K15/K16

Figura 5.3. Resultado da amplificag&o da regido 5 NC do protétipo de HCV em gel de agarose 1,5%. Da
esquerda para direita temos o padréo de peso molecular (100 bp), o protétipo do HCV amplificado (S158-Pré) e o
controle negativo da reacdo (CN).

Apés a ligacdo de cada fragmento amplificado ao vetor plasmidial,
seguida de transformacdo e plaqgueamento bacteriano, as colonias foram
selecionadas para crescimento pela inabilidade de degradar a lactose do meio,
possivelmente, contendo o inserto de interesse. A purificagdo dos DNAs plasmidiais
das colbnias selecionadas, contendo o inserto de HCV foram realizados e a
presenca do inserto foi confirmada pela reacédo de digestdo do plasmidio purificado
com a endonuclease de restricdo Eco RI. O inserto de HCV, clonado e digerido
apresentou banda na altura de 280pb (Figura 5.4) visualizado em gel de agarose por

brometo de etidio.
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03/06/2009 - Digestdo com Eco RI

Inserto - HCV - Regido 5’ (K15/K16)

Figura 5.4. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% apresentando o inserto do HCV gendétipo 1 apds a
reacao do produto purificado com a enzima de restricdo Eco RI.

O inserto de HCV foi clonado e amplificado por PCR conforme descrito no
item 4.5.3, e sequenciado e alinhado utilizando o programa Blast, apresentando 98%

de similaridade com HCV gendtipo 1.

5.4.3. Padronizacao da RT-PCR quantitativa para Hepatite C

Aplicando a férmula descrita no item 4.5.3.3 foi obtido uma quantificacdo do
plasmidio recombinante de aproximadamente 1 X 1019 cépias/uL. Os protocolos
apresentados foram resultantes da otimizacdo das concentracfes dos iniciadores e
das sondas para cada uma das reagoes.

A PCR quantitativa apresentou limite de deteccdo de 10 coOpias de genoma
viral por reacdo. A curva padrdo obtida apresentou coeficiente de regresséao linear
(R2) de 0,997 e “slope” de -3,22. Para cada reacao foi utilizada uma nova curva com
os padrdes variando de 1 X 10° a 10 cdpias, aliquotados e estocados a temperatura

de -70°C para afericdo de cada teste realizado (Figura 5.5).

62




Correlation Coefficient: 0,997 Slope: -3.220 Intercept: 36.977 Y =-3.220 ¥ + 36,977 o Unknownz
PCR. Efficiency: 104.4 % @ Standards

o 25

Threshold Cycl

Log Starting Quantity, copy number

Figura 5.5. Grafico representativo da curva padrado utilizada na PCR quantitativa obtida de diluicdes seriadas do
plasmidio recombinante contendo o inserto do HCV.

5.5. Deteccao quantitativa do RNA HCV

5.5.1. Deteccao quantitativa do HCV em amostras de soro pelo método

comercial

Todas as 59 amostras de soro anti-HCV reagentes incluidas neste estudo
foram submetidas ao teste comercial COBAS® TagMan® HCV (Roche) para
qguantificacdo do RNA do HCV, onde foi possivel detectar o HCV em todas as
amostras. A mediana de carga viral foi igual a 1.782.000 cépias/mL (variando de 41
a 5,8 x 107 copias/mL) e a mediana em logio copias/mL igual 5,82 (valor minimo
igual a 1,1 e maximo igual a 7,3) conforme apresentado no quadro 5.1.

5.5.2. Deteccdo do HCV RNA pela PCR quantitativa in house em amostras

de soro

ApoOs extracdo do RNA nas amostras de soro e construcdo do DNA
complementar, este foi submetido a PCR quantitativa in house como descrito nos
itens 4.5.4.2. Das 59 amostras de soro anti-HCV reagentes e detectadas pelo
COBAS® TagMan® HCV (Roche), 44 tiveram sua carga viral determinada pela PCR
quantitativa in house, onde a mediana da carga viral foi igual 90.200 copias/mL
(variando de 1834 a 4,8 x 10%° copias/mL) e a mediana em logio copias/mL igual
4,94 (valor minimo igual a 3,26 e maximo igual a 10,68) (Quadro 5.1). Pela técnica

comercial, estas mesmas amostras apresentaram mediana de carga viral igual a
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1.875.150 cépias/mL (variando de 41 a 5,8 x 107 copias/mL) e a mediana em log1o
copias/mL igual 6 (valor minimo igual a 1 e méximo igual a 7). Todas as amostras de
soro anti-HCV néo reagentes submetidas a PCR quantitativa in house nédo foram
detectadas. Das 15 amostras de soro com resultados discordantes entre a técnica
comercial e a PCR quantitativa in house, a mediana da carga viral foi igual a
1.692.900 copias/mL (variando de 41 a 11.610.000 cépias/mL) e mediana em logio
copias/mL igual a 5,79 (variando de 1,17 a 6,63) pelo COBAS® TagMan® HCV.

Foi possivel observar a correlacéo entre os valores de carga viral em log de
copias/mL obtidos entre as 44 amostras anti-HCV reagentes nos dois testes
guantitativos (comercial e in house) com coeficiente de correlacdo Spearman's rho
igual a R= 0,263 e p=0,085 (figura 5.6).

B R R
e » &

»
1

44 I

| |
log comercial soro log in house soro

HCV Carga Viral (log10 copias/mL)

HCV RNA QUANTITATIVO

Figura 5.6. Diagrama de caixas da carga viral no soro de 44 pacientes positivos para HCV-RNA no soro
e SPF. A caixa central representa os valores dos quartis inferiores (25") e superiores (75") e a mediana
é representada pela linha horizontal. Diferencas entre os grupos (HCV-RNA positivo no soro pela PCR
guantitativa comercial versus HCV-RNA positivos no soro pela PCR quantitativa in house) em relagdo a

carga viral (log10 cépias/mL) ndo foram significantes (p=0,085).
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5.5.3. Deteccao quantitativa in house em amostras de SPF

A fim de determinar as condi¢cbes da reacdo de PCR em tempo real nas
amostras de SPF, avaliamos a concentragdo de transcriptase reversa, cDNA e

numero de ciclos da reacdo em um painel de 6 amostras de SPF (tabela 5.1):

Tabela 5.1. Determinacédo da carga viral do HCV (c6pias/mL) e threshold cycle (Ct) das
amostras de SPF avaliadas pela PCR quantitativa in house com diferentes

concentracdes de transcriptase reversa, cDNA e nimero de ciclos da reacéo.

Volume de
Volume de transcriptase reversa na transcriptase
reacao (1,0uL) reversana

Amostras Carga viral no soro (copias/mL) reacdo (1,5uL)

COBAS Tagman HCV 5uL DNA/ 40 5ul DNA/45 7,5l DNA/  7,5uL DNA/ 40

ciclos ciclos 45 ciclos ciclos

Carga Ct Carga Ct Carga Ct Carga Ct

1 1.274.400 45750 29,6 52.250 29,5 60.500 29,7 44.000 28,23
1.101.600

2 45.025 29,5 32.000 31 26.937.5 31 114.000 27.43
3 104.328 74125 32 5.6375 33 4.470 34 310.000 38
4 NR ND - ND - ND - ND -
5 NR ND - ND - ND - ND -
6 NR ND - ND - ND - ND -

NR = Nao realizado; ND = Nao Detectado

Ao analisar os dados obtidos, ndo foi possivel observar diferenca
estatistica entre as medianas das cargas virais obtidas nos diferentes protocolos
(p=0,32). Entretanto, utilizando 1,5 uL de transcriptase reversa e 7,5 uL de cDNA
na reacao de PCR em tempo real in house, observamos maior mediana de carga
viral igual a 456 cépias/mL, seguido pelos protocolos com 1,0 uL de transcriptase
reversa, 5 uL de cDNA e 45 ciclos (mediana de carga viral igual a 128,4
copias/mL), 5 uL de cDNA e 40 ciclos (mediana de carga viral igual a 108,1
copias/mL), 7,5 uL de cDNA e 45 ciclos (mediana de carga viral igual a 107,75
copias/mL). Logo, foi definido o uso de 1,5 uL de transcriptase reversa e 7,5 uL

de cDNA com 40 ciclos de reacédo para a PCR quantitativa em SPF.

Foi possivel detectar e quantificar o HCV RNA em 35 amostras de SPF
utilizando a PCR quantitativa in house com mediana de carga viral igual a 241.750
copias/mL (variando de 58.5 a 3,07 x 109 coépias/mL) e a mediana em logio
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copias/mL igual a 5,38 (valor minimo igual a 1,76 e maximo igual a 10,48). As
amostras de soro correspondentes apresentaram carga viral mediana igual a
2.111.400 copias/mL pelo COBAS Tagman HCV (variando de 86 a 58.590.000
copias/mL), e a mediana em logio copias/mL igual a 5,89 (1,504 a 7,336 copias/mL).
Pela PCR quantitativa in house, estas amostras de soro apresentaram carga viral
mediana igual a 121.600 cépias/mL (variando de 5560 a 4,31 x 10° cépias/mL), e a
mediana em logio cOpias/mL igual a 3,74 (3,74 a 10,63 logio cépias/mL). Além disto,
seis amostras de soro néo foram detectadas pela PCR quantitativa in house, embora
tenham sido detectadas no SPF pelo mesmo método. Todas as amostras de SPF
provenientes de individuos com soro anti-HCV nédo reagente ndo foram detectadas
pela PCR quantitativa in house. Das 24 amostras de SPF que ndo foram detectadas
pela PCR quantitativa in house, todas tiveram o HCV RNA quantificado em suas
amostras de soro pela técnica comercial apresentando mediana da carga viral foi
igual a 1.061.100 copias/mL (variando de 41 a 24.300.000 copias/mL) pelo COBAS®
TagMan® HCV.

Quadro 5.1. Carga viral de HCV em coépias/mL e logl0 em soro e SPF utilizando a

metodologia comercial e in house.

HCV RNA no HCV RNA no HCV RNA no
Numero soro pelo soro pela PCR SPF pela
da método . Log guantitativa in . Log PCR Log copias/mL
Amostra comercial copias/mL house copias/mL | quantitativa in
(copias/mL) (copias/mL) (cér;)(i)alljss/?nL)

1 2373300 5,944 20840 4,319 58,5 1,767
2 58590000 7,336 472000 5,674 4575 3,660
3 15066000 6,747 257200 5,410 ND ND
4 116640 4,635 2380 3,377 ND ND
S 116640 4,635 1834 3,263 ND ND
6 1101600 5,611 48800 4,688 ND ND
7 22086000 6,913 290400 5,463 ND ND
8 2111400 5,893 38640 4,587 695 2,842
9 5616000 6,318 70400 4,848 123,25 2,091
10 685800 5,405 1972 3,295 ND ND
1 14688000 6,736 242800 5,385 4200 3,623
12 1533600 5,754 10200 4,009 712,5 2,853
13 36990 4,137 4120 3,615 ND ND
14 21114000 6,893 1024000 6,010 ND ND
15 1425600 5,723 28120 4,449 249500 5,397
16 3736800 6,141 44400 4,647 ND ND
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17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

1053000
1069200
8316000
5346000
28944000
19818000
2000700
1968300
24300000
41
255960
3.159.000
6.858.000
3.375.000
68
1134000
4.509.000
6.210
3245400
2246400
88020
4811400
1431000
2006
4.185.000
126090
645300
1541700
8.964.000
265680
1166400
40284000
14850000
3704
41
78
1.692.900
1782000
86
24732000
11.610.000
68
68

5,591
5,598
6,489
6,297
7,030
6,866
5,870
5,863
6,954
1,176
4,977
6,068
6,405
6,097
1,398
5,623
6,223
3,362
6,080
5,920
4,513
6,251
5,724
2,871
6,190
4,669
5,378
5,757
6,521
4,993
5,635
7,174
6,740
3,137
1,176
1,459
5,797
5,820
1,504
6,962
6,633
1,398
1,398

27960
59200
121600
316400
408000
556000
110000
13560
816000
ND
2864
ND
ND
ND
ND
13440
ND
ND
428000
2992000
55600000
3320000000
16920
43200000000
ND
17920
11800
46800
ND
366000
2448000
52400000
408000000
3296000000
48000000000
ND
ND
5560
ND
6760
ND
ND
ND

4,447
4,772
5,085
5,500
5,611
5,745
5,041
4,132
5,912
ND
3,457
ND
ND
ND
ND
4,128
ND
ND
5,631
6,476
7,745
9,521
4,228
10,635
ND
4,253
4,072
4,670
ND
5,563
6,389
7,719
8,611
9,518
10,681
ND
ND
3,745
ND
3,830
ND
ND
ND

ND
ND
1707500
4825
241000
ND
33250
31250
ND
ND
ND
238750
ND
1595000
ND
241750
ND
33250
31500000
240750
257500000
1505000
780
2092500000
1492500
30250000
32500000
255000000
30250000
252500000
67,5
2090000000
2107500000
30500000000
ND
ND
ND
1402,5
30750000000
807,5
ND
ND
ND

ND
ND
6,232
3,683
5,382
ND
4,522
4,495
ND
ND
ND
5,378
ND
6,203
ND
5,383
ND
4,522
7,498
5,382
8,411
6,178
2,892
9,321
6,174
7,481
7,512
8,407
7,481
8,402
1,829
9,320
9,324
10,484
ND
ND
ND
3,147
10,488
2,907
ND
ND
ND

*ND — Nao detectado
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Ao comparar os resultados da PCR em Tempo Real “in house” de SPF com a
técnica in house padronizada em amostras de soro, foi possivel observar correlacéo

positiva entre os métodos (r=0,515; p=0,004) (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Diagrama de caixas da carga viral no soro de 29 pacientes positivos para HCV-RNA no soro
e SPF. A caixa central representa os valores dos quartis inferiores (25™) e superiores (75") e a mediana
€ representada pela linha horizontal. Diferencas entre os grupos (HCV-RNA positivo no soro pela PCR
quantitativa in house versus HCV-RNA positivos no SPF pela PCR quantitativa in house) em relacdo a

carga viral (log10 cépias/mL) foram significantes (p=0,004).

Na comparacdo da PCR guantitativa in house em SPF com a PCR
comercial empregada no soro, 35 amostras foram detectadas e o coeficiente
de correlagcdo Spearman's rho foi igual a R= 0,255 (p=0,139) (figura 5.8).
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Figura 5.8. Diagrama de caixas da carga viral no soro de 35 pacientes positivos para HCV-RNA no soro
e SPF. A caixa central representa os valores dos quartis inferiores (25") e superiores (75") e a mediana
€ representada pela linha horizontal. Diferengas entre os grupos (HCV-RNA positivo no soro pelo
método comercial versus do HCV-RNA positivos no SPF pela PCR quantitativa in house) em relacdo a
carga viral (log10 cépias/mL) ndo foram significantes (p=0,139).

5.4. Avaliagdo dos Parametros de Qualidade da PCR quantitativa

in house

5.4.1. Determinacdo da sensibilidade e especificidade da PCR gquantitativa in

house

Inicialmente os valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivo e negativo e concordancia kappa foram calculados para a PCR quantitativa
in house em amostras de soro em comparacdo com a técnica comercial, onde foi
possivel observar 74,58% de sensibilidade e 100% de especificidade com
concordancia Kappa igual a 0,703 indicando uma boa concordancia entre as
metodologias. Ao compararmos o desempenho da PCR quantitativa in house em
SPF com os resultados obtidos nas amostras de soro pela técnica comercial,
verificamos menor sensibilidade (59,3%), porém a mesma especificidade (100%)

com baixa concordancia kappa (0,541). Entretanto ao compararmos a PCR
69




guantitativa in house em amostras de SPF e soro, foi possivel verificar melhor

desempenho da técnica in house em SPF com 65,9% de sensibilidade, 100% de

especificidade e concordancia kappa igual a 0,648 (tabela 5.2).

Tabela 5.2. Valores de Sensibilidade, especificidade, Valores Preditivos positivo e

negativo e Concordancia entre a PCR quantitativa in house e a PCR quantitativa

comercial para detecgcao do HCV.

Métodos de quantificagdo Sensibilidade Especificidade VPP* VPN* Concordancia
avaliados (95% IC) (95% IC) (95% IC) (95% IC) (kappa)
PCR quantitativa comercial
(soro) x 74,58% 100% 100% 72,7% 0,703
PCR quantitativa in house (61,5-85,0) (91,1-100) (91,9-100) (58,9-83,8)
(soro)
PCR quantitativa in house
(soro) x 65,9% 100% 100% 72,7% 0,648
PCR quantitativa in house (50,0-79,5) (91,1-100) (88,0-100)  (58,9-83,8)
(SPF)
PCR quantitativa comercial
(soro) x 59,3% 100% 100% 62,5% 0,541
PCR quantitativa in house (45,7-71,9) (91,1-100) (90-100) (49,5-74,2)

(SPF)

*VPP - Valor Preditivo Positivo; VPN - Valor Preditivo Negativo

5.4.2 Avaliacdo da Reprodutibilidade

A fim de avaliar a reprodutibilidade do ensaio, foram analisadas nove diluices

da curva Padrdo do HCV com cargas estimadas entre 10t e 10° cépias/mL (4.5.3.3)

em duplicata por cinco dias distintos (Quadro 5.2).
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Quadro 5.2. Valores de Ct da curva padrdo avaliados em 5 dias distintos para a avaliacdo

da reprodutibilidade.

Amostra Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5

(HCV Média DP CV (%)
copias/mL) Ct Ct Ct Ct Ct
1(10°) 8.56 8,16 8,96 8,88 9,06 8,72 0,367 4,20%
2 (10%) 11,21 11,06 | 1188 11,36 12,24 11,55 0,494 4,27%
3 (107) 13,94 14,05 14,75 14,57 15,30 14,52 0,553 3,80%
4 (10°) 17,59 17,32 | 1845 17,70 18,82 17,97 0,631 3,51%
5(109) 20,88 2054 | 2144 | 2145 21,41 21,14 0,414 1,95%
6(10% 23,62 237 | 2420 | 2376 24,72 24,00 0,463 1,93%
7 (10%) 26,92 27,08 | 2800 | 2791 28,06 27.59 0,548 1,08%
8 (10%) 31,71 30,65 | 31,08 31,31 31,31 31,21 0,387 1,24%
9 (109 33,48 3335 | 3445 33,82 34,41 33,90 0,512 1,50%

* Ct= threshold cycle, DP=Desvio Padrdo e CV= Coeficiente de Variagdo

A analise estatistica pelo método de Bonferroni forneceu um valor de p=0,99,
0 que demonstra uma variacdo nao significante entre os dados obtidos pela curva
padrdo em cinco dias distintos, indicando boa reprodutibilidade inter ensaio do

método.

A reprodutibilidade da técnica também foi avaliada em amostras de SPF,
onde 3 eram HCV reagentes e 1 HCV nado reagentes. Essas amostras foram
avaliadas em duplicata em trés dias distintos e a média, desvio padrdo e coeficiente

de variacdo foram obtidos (tabela 5.3), onde pouca variacao foi observada.
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Tabela 5.3. Reprodutibilidade da PCR em tempo real na deteccdo do HCV em
amostras de SPF (trés amostras HCV RNA positivas e uma amostra HCV RNA

negativa utilizadas).

Ccve _
Dia Valores de Ct (threshold cycle)
SPF 1 SPF 2 SPF 3 SPF4
1 29,6 29,5 32 ND
2 29,5 31 33 ND
3 29,7 31 34 ND

Média + DP  29,6+0,1 30,5+0,86 331

CV? (%) 0,34% 2,84% 3,03%

Coeficiente de Variagédo

DP: Desvio Padrao

ND: Nao Detectado

5.4.3 Avaliacdo da Presenca de Inibidores

Para avaliar a presenca de inibidores na PCR quantitativa in house, 5
amostras pareadas de soro e SPF foram testadas utilizando o reagente GAPDH na
reacdo de PCR em tempo real in house utilizando o protocolo otimizado neste

estudo.

Observamos na tabela 5.4, que em todas as amostras de soro e SPF
previamente HCV-RNA negativas, somente o DNA exdgeno foi amplificado
demonstrando que estas amostras sdo negativas devido a auséncia de sequéncia
alvo do RNA do HCV e néo pela presenca de substancias inibidoras de PCR nestas
amostras. Estes resultados nos permitem distinguir os dois possiveis tipos de
reacoes negativas: amostras identificadas como negativas devido a auséncia de
sequéncia alvo de DNA e amostras identificadas como negativas devido a presenga
de inibidores de PCR.
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Tabela 5.5. Avaliacdo da presenca de substancias inibidoras em amostras de

soro e SPF através de controles exdégenos internos GAPDH.

Valores de Ct (threshold cycle)

Detector HCV (FAM) Controle Interno (HEX)
Soro 1l ND 33,2
Soro 2 ND 4,5
Soro 3 ND 14
SPF 1 ND 29,2
SPF 2 ND 23
SPF 3 ND 19,1

ND: Ndo Detectado

5.5 — Detecc¢éo Qualitativa do RNA HCV

Todas as amostras de soro e SPF provenientes dos 59 individuos anti-HCV
reagentes foram submetidas a PCR qualitativa com iniciadores para regidao NS5B
conforme descrito no item 4.5, onde foi possivel detectar o HCV RNA em 45
amostras de soro e 15 amostras de SPF pareadas a estas amostras de soro
detectadas pela PCR qualitativa (Figuras 5.9 e 5.10). Dentre as 45 amostras
detectadas pelo PCR qualitativo, 8 ndo foram detectadas pela PCR quantitativa e a
mediana de carga viral pela PCR quantitativa in house foi igual a 59.200 copias/mL
(variando de 1834 a 3,32 x 10° copias/mL). Dentre as 15 amostras de SPF
detectadas pela PCR qualitativa, 6 também foram detectadas pela PCR quantitativa
in house com mediana de carga viral igual a 241.250 copias/mL (variando de 1402 a
2,09 x 10° copias/mL).
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SPF2

Amostras de SPF
(aprox. 280bp)

Figura 5.9. Perfil eletroforético dos resultados encontrados no RT-nested PCR no gel de agarose 1,5% utilizando
amostras de sangue em papel de filtro. Linha 1, peso molecular 100bp. Linhas 2 e 4, amostras de sangue em
papel de filtro HCV reagentes. Linha 3, amostra de sangue em papel de filtro HCV néo reagente.

Amostras de soro
(aprox. 280bp)

Figura 5.10. Perfil eletroforético dos resultados encontrados no RT-nested PCR no gel de agarose
1,5% utilizando amostras de soro. Linha 1, peso molecular 100bp. Linhas 2, controle negativo. Linhas

3 a b, amostras de soro HCV reagentes.

5.6.- Sequenciamento das amostras de soro e SPF

Todas as amostras detectadas pela PCR qualitativa foram submetidas ao
sequenciamento nucleotidico, onde foi possivel obter 43 sequéncias provenientes de
amostras de soro e 11 sequéncias provenientes de amostras de SPF. A fim de
confirmar se todas as sequéncias dos isolados obtidos eram do HCV, utilizamos o
programa BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/blast) para verificar a identidade destas

sequéncias com sequéncias do HCV disponiveis no GenBank. Verificamos que

todas as sequéncias dos isolados eram de virus da hepatite C.
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Foi calculado a distancia entre as sequéncias nucleotidicas e peptidicas das

amostras pareadas de soro e de SPF entre si (n=11), onde o valor de distancia

varou de 0 a 0,267 entre as sequéncias nucleotidicas (quadro 5.3) e 0 a 0,204 entre

as sequencias peptidicas (quadro 5.4).

Quadro 5.3. Distancia entre as sequencias nucleotidicas dos 22 isolados de HCV
provenientes de 11 amostras pareadas de soro e SPF utilizando pairwise deletion e o
modelo Kimura 2 parametros.

SPF 1460 SPF 1287 S 1287 S 1493 SPF 1493 S 1484 SPF 1484 SPF 1610 SPF 1288 S 1288 SPF 1290 S 1290 S 1545 SPF 1545 S 1460 SPF 1485 S 1485 S 1610 SPF 1619 S 1293 S 1619

SPF 1460

SPF 1287| 0,069

$1287 | 0,076 0,006

$1493 | 0,112 0,109 0,102

SPF1493| 0,062 0,056 0,049 0,049

$1484 | 0,079 0,073 0,066 0,075 0,037

SPF1484| 0,079 0,073 0,066 0,075 0,037 0,000

SPF1610| 0,052 0,052 0,059 0,098 0,049 0,069 0,069

SPF1288| 0,052 0,052 0,059 0,098 0,049 0,069 0,069 0,003

$1288 | 0,049 0,049 0,056 0,095 0,046 0,065 0,065 0,003 0,006

SPF1290| 0,046 0,059 0,066 0,095 0,059 0,076 0,076 0,046 0,046 0,043

$1290 | 0,037 0,056 0,063 0,085 0,049 0,066 0,066 0,036 0036 0,033 0,009
$1545 | 0,043 0,050 0,056 0,085 0,043 0,053 0,053 0,030 0030 0027 0,033 0,024
SPF1545( 0,033 0,046 0,053 0,088 0,040 0,056 0,056 0,027 0,027 0,024 0,030 0,021
$1460 | 0,006 0,069 0076 0,112 0,062 0,079 0,079 0052 0052 0049 0,046 0,037
SPF1485( 0,089 0,043 0,049 0,123 0069 0,079 0079 0072 0,072 0,069 0,08 0,076
$1485 | 0,083 0,043 0,049 0,116 0,062 0,072 0,072 0,065 0,065 0,062 0,079 0,069
S1610 | 0,082 0,062 0,062 0,098 0,049 0,08 0,08 0075 0075 0072 0,079 0,069
SPF1619| 0,197 0,221 0,226 0,232 0205 0,193 0,193 0212 0,212 0,212 0,225 0,213
S1293 | 0,234 0230 0234 0270 0,239 0,234 0,234 0241 0241 0241 0255 0,243
S1619 | 0,249 0267 0271 0261 0,258 0,249 0,249 0,265 0,265 0,265 0,266 0,253
SPF1293| 0,205 0,209 0,213 0,240 0,209 0,213 0,213 0,220 0,220 0,220 0,216 0,213

0,009
0,043
0,062
0,056
0,062
0,205
0,243
0,253
0,221

0,033
0,066
0,059
0,059
0,201
0,238
0,253
0,209

0,089
0,083
0,082
0,189
0,226
0,240
0,205

0,006
0,089 0,089
0212 0,213
0,224 0,229
0,261 0,266
0,221 0,225

0,221
0,242 0,059

0,257 0,055 0,062
0,213 0,049 0,046 0,062

Quadro 5.4. Distancia entre as sequencias peptidicas dos 22 isolados de HCV provenientes
de 11 amostras pareadas de soro e SPF utilizando pairwise deletion e 0 modelo de correcao
de Poisson.

SPF 1460 SPF 1287 S 1287 S 1493 SPF 1493 S 1484 SPF 1484 SPF 1610 SPF 1288 S 1288 SPF 1290 S 1290 S 1545 SPF 1545 S 1460 SPF 1485 S 1485 S 1610 SPF 1619 S 1293 S 1619 SPF 1293

SPF 1460
SPF 1287
$1287
$1493
SPF 1493
$1484
SPF 1484
SPF 1610|
SPF 1288|
$1288
SPF 1290
S 1290
S 1545
SPF 1545
S 1460
SPF 1485
S 1485
S 1610
SPF 1619
$1293
S1619
SPF 1293

0,044
0,044
0,106
0,035
0,053
0,053
0,027
0,027
0,027
0,053
0,035
0,035
0,027
0,000
0,053
0,044
0,062
0,142
0,150
0,195
0,150

0,000
0,080
0,009
0,027
0,027
0,018
0,018
0,018
0,044
0,027
0,027
0,018
0,044
0,027
0,018
0,018
0,142
0,159
0,186
0,142

0,080
0,009 0,071
0,027 0,080
0,027 0,080
0,018 0,080
0,018 0,080
0,018 0,080
0,044 0,097
0,027 0,080
0,027 0,080
0,018 0,080
0,044 0,106
0,027 0,088
0,018 0,080
0,018 0,097
0,142 0,159
0,159 0,204
0,186 0,195
0,142 0,186

0,018
0,018
0,009
0,009
0,009
0,035
0,018
0,018
0,009
0,035
0,018
0,009
0,027
0,133
0,159
0,186
0,142

0,000
0,027
0,027
0,027
0,053
0,035
0,035
0,027
0,053
0,018
0,009
0,044
0,124
0,150
0,177
0,133

0,027
0,027
0,027
0,053
0,035
0,035
0,027
0,053
0,018
0,009
0,044
0,124
0,150
0,177
0,133

0,000
0,000
0,027
0,009
0,009
0,000
0,027
0,027
0,018
0,035
0,124
0,150
0,177
0,133

0,000
0,027
0,009
0,009
0,000
0,027
0,027
0,018
0,035
0,124
0,150
0,177
0,133

0,027
0,009
0,009
0,000
0,027
0,027
0,018
0,035
0,124
0,150
0,177
0,133

0,018
0,018
0,027
0,053
0,053
0,044
0,062
0,150
0,177
0,195
0,159

0,000
0,009
0,035
0,035
0,027
0,044
0,133
0,159
0,177
0,142

0,009
0,035
0,035
0,027
0,044
0,133
0,159
0,177
0,142

0,027
0,027
0,018
0,035
0,124
0,150
0,177
0,133

0,053
0,044
0,062
0,142
0,15
0,195
0,150

0,009
0,044
0,133
0,159
0,186
0,142

0,035
0,124 0,159
0,150 0,159
0,177 0,186
0,133 0,142

0,044
0,062 0,071
0,027 0,018 0,053
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Para a classificacdo do virus da hepatite C em gendétipos e correlacionar os
genaotipos presentes nas amostras pareadas de soro e de SPF, um segmento de 339
nucleotideos correspondente a regido NS5B foi utilizado. Todas as sequéncias
foram editadas com o auxilio dos programas MEGA 5.0 e CLUSTAL X e comparadas
com sequéncias padrdo do HCV que estavam depositadas no HCV Database - Los

Alamos.

Um dendrograma foi construido comparando 339 nucleotideos da regido
NS5B das amostras de soro e SPF com as sequéncias nucleotidicas do HCV
correspondentes aos subgenotipos 1a, 1b, 1c, 2a, 2b, 2c, 3a, 3b, 4a, 5a, 6a, 6b. O
resultado desta andlise filogenética € apresentado na figura 5.13. Todas as amostras
sequenciadas neste estudo foram classificadas como genotipo I, com excecdo de
uma amostra classificada como gendétipo 3a. Entre as amostras de soro, 29 foram
classificadas como subgendtipo 1b, 13 como subgendtipo 1a, 1 como gendétipo 3.
Entre as amostras de SPF, 9 foram classificadas como subgendtipo 1b e 2 como
subgenotipo 1a. Entre as amostras pareadas (n=22) foram observados dois tipos de
ocorréncia: 1) Amostras pareadas com mesmo subgenétipo e com sequéncias
idénticas (S1484 e SPF1484), 2) Amostras pareadas com mesmo subgendtipo e
com sequéncias semelhantes (S 1287 e SPF 1287, S1288 e SPF 1288, S1290 e
SPF 1290, S1293 e SPF 1293, S1460 e SPF1460, S1485 e SPF1485, S1493 e
SPF1493, S1545 e SPF1545, S 1610 e SPF 1610, S1619 e SPF1619,) (figura 5.12).

As sequéncias obtidas neste estudo serdo posteriormente submetidas ao
GenBank. As sequéncias referentes as amostras de soro deste trabalho estéo
representadas com a sigla S na frente da numeracéo, enquanto que as referentes as
amostras de SPF deste trabalho estédo representadas com a sigla SPF na frente da
numeracdo. As outras sequéncias estao identificadas com o nome correspondente

ao banco de dados Genbank.
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Figura 5.12. Arvore Filogenética compostas por 43
sequencias de HCV oriundas de soro e 11 sequencias de
HCV oriundas de SPF provenientes deste estudo e 12
sequencias de HCV provenientes dos genoétipos 1 e 3
obtidas do GeneBank. As amostras que sdo deste
trabalho estéo representadas pelas siglas S (amostras de
soro) e SPF (amostras de sangue em papel de filtro) na
frente da numeracéo.
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6. DISCUSSAO

Os estudos com SPF iniciaram-se na década de 60 em recém-natos para
deteccdo de fenilcetonudria (Guthrie e Suzi, 1963) e posteriormente este espécime
alternativo foi utilizado para deteccdo de marcadores de diversas doengas
infecciosas (Villa et al. 1981; Gil et al. 1997; Tappin et al. 1998; Abe e Konomi 1998;
Parker e Cubitt 1999; McCarron et al. 1999; Mercarder et al. 2006; Fachiroh et al.
2008; Villar et al. 2011; Marques et al., 2012), e marcadores moleculares (Sherman
et al., 2005; Tuaillon E et al.,, 2010; De Crignis et al., 2010; Bennet et al., 2012;
Santos et al., 2012; Neogi et al., 2012). O SPF representa um método de coleta de
sangue alternativa, menos oneroso, mais seguro e ndo necessita de equipe
especializada, além da facilidade de transporte e armazenamento, principalmente
quando utilizados para atender demandas em populacdes de dificil acesso (Mei et
al. 2001).

O objetivo principal deste estudo foi desenvolver métodos moleculares para
deteccdo e quantificacdo do HCV em sangue em papel de filtro. A extracao viral é
particularmente importante principalmente quando o genoma viral € de RNA, no qual
0 estagio de transcri¢do reversa é necessario. Além disso, a baixa concentracdo de
RNA viral e a presenca de substancias inibitérias ou de interferéncia sdo os maiores
fatores limitantes da técnica (Arnal et al., 1999). Portanto, € necessaria a
padronizacdo de uma metodologia que permita uma alta sensibilidade de detecc¢ao
de virus em amostras de sangue em papel de filtro. Inicialmente, avaliamos o
método de extracdo de RNA mais adequado em SPF, onde sete metodologias foram
avaliadas (cinco métodos comerciais e dois métodos manuais) utilizando diluicdes
seriadas do HCV e o conjunto QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha) apresentou
maior eficiéncia para deteccdo de HCV RNA. Este método ja foi utilizado para
deteccdo de HCV RNA em SPF pela metodologia de SybrGreen (De Crignis et al.,
2011), assim como para detecgao de citomegalovirus (CMV) em SPF (Atkinson et al,
2009) com ¢6timos resultados. Neste método, o RNA viral se liga especificamente a
uma membrana gel-silica enquanto o0s contaminantes passam através da
membrana, sendo entdo eliminados. Logo, isto permite que somente o RNA alvo
seja recuperado e a maior quantidade de interferentes possa ser eliminado da

amostra (Ratcliff et al.).
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A fim de otimizar a PCR quantitativa, a concentracao de transcriptase reversa
e de cDNA, assim como o numero de ciclos de reacao foram avaliados. Podemos
observar que ao aumento da concentracdo da enzima Superscript (Invitrogen, CA,
EUA) e do cDNA foram essenciais para maior mediana de carga viral das amostras
de SPF analisadas. Este fato pode ter ocorrido devido a baixa concentragao de RNA
viral presente na amostra, logo a otimizacao da PCR é fundamental para a deteccao
do HCV em SPF, assim como foi demonstrado por Zhang et al. (2013) que
realizaram a otimizacdo de diversas etapas da técnica para deteccdo do HCV
gendtipo 1 em amostras de plasma.

Assim como em qualquer tipo de espécime clinico, a quantificacdo apropriada
de patdgenos virais em amostras de sangue em papel de filtro através de PCR em
tempo real requer uma validacdo da técnica com padrbes definidos e varios
controles. Sendo necessario avaliar critérios esperados em qualquer teste
laboratorial como: sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade.

A sensibilidade da PCR em tempo real avaliada através de diluicbes seriadas
de controles de HCV em &gua livre de RNA/DNAse foi de 10 cépias/mL, enquanto
que em amostras de sangue em papel de filtro foi possivel detectar o HCV até a
concentracdo de 58,5 copias/mL e em soro até a concentracéo de 1834 cépias/mL.

No presente estudo, o limite de deteccédo do HCV em SPF foi menor do que
demonstrado por Bennet et al. 2010 que observaram um limite minimo de 250 [U/ml,
utilizando extracdo automatizada e deteccao do RNA do HCV por técnica in house
Tagman gRT-PCR. De Crignis e colaboradores. (2010) também obtiveram um alto
limite minimo de deteccado (500 Ul/ml) utilizando o conjunto comercial QIAamp DNA
mini kit para extracdo do RNA em SPF e SYBR green PCR para deteccdo do HCV.
Brown e colaboradores (2009) também obtiveram alto valor minimo de deteccéo
(1000 Ul/mL) utilizado a extracdo automatizada easyMAG (bioMérieux) para
obtencdo do RNA em SPF e uma PCR desenvolvida pelo grupo.

A PCR em tempo real desenvolvida neste estudo foi baseada na linearidade
da curva padrdo que foi construida através da utilizacdo de controles de HCV-RNA
com numeros de copias conhecidas. Neste estudo, empregamos uma curva
plasmidial devido a facilidade na obtencdo de grande quantidade de DNA, maior
reprodutibilidade e menor custo quando comparada ao uso da curva comercial.

Nossa curva padrdo apresentou boa linearidade entre as diluicées 1x10° até 10 com
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coeficiente de correlacédo de 0,997 e slope de -3,22 (figura 5.6), ambos considerados
satisfatorios, conforme relatado por outros autores (Yang et al., 2002).

A andlise da reprodutibilidade intra-ensaio verifica a variabilidade dos
resultados dentro de um Unico teste, enquanto que a reprodutibilidade inter-ensaio,
verifica a variabilidade dos resultados em testes realizados consecutivamente.
Nossos resultados, em concordancia com estudos anteriores (Yang et al.,, 2002),
demonstraram que a variabilidade inter e intra-ensaio ndo foram estatisticamente
significativas utilizando tanto controles de HCV RNA quanto espécimes clinicos, ja
que observamos que as médias dos coeficientes de variacdo dos valores de Ct em
cada diluicdo utilizada foram menores que 10%. Estes resultados demonstram a
acuracia e a confiabilidade desta técnica, utilizando amostras de soro e de SPF.

A fim de verificar a presenca de substancias inibidoras do PCR em tempo real
em amostras de sangue em papel de filtro, foram utilizados controles positivos
internos, que consistem em uma proteina presente no sangue humano conforme tem
sido descrito por alguns autores (Watzinger et al., 2004; Abd El Galil et al., 2005;
Brooks et al., 2005). Observamos que em todas as amostras de sangue em papel de
filtro, o sinal de fluorescéncia foi negativo para sequéncia-alvo do HCV e positivo
para o DNA exdgeno de virus ndo-humano, indicando que a sequéncia-alvo de HCV
nao estava presente nestas amostras e que nao ocorreu inibicdo do PCR. Portanto,
estes resultados sugerem que ndo ha substancias de interferéncia ou inibidoras do
PCR em tempo real nas amostras de sangue em SPF.

A PCR quantitativa in house para o HCV em amostras de soro apresentou
boa sensibilidade e excelente especificidade em comparagcdo com a técnica
comercial. Além disto, foi observada boa correlacdo entre as cargas virais
detectadas pelos dois métodos (teste comercial apresentou mediana de carga viral
igual a ,5,82 log copias/mL e o teste in house apresentou mediana igual a 4,94 log
copias/mL), demonstrando a utilidade da técnica desenvolvida neste estudo em
amostras de soro. Outros estudos que empregaram a PCR em tempo real para
deteccdo do HCV em soro também apresentaram bons resultados (Yang et al. 2002;
Puig et al., 2002). Yang e colaboradores observaram um limite de detec¢éo de 1000
copias de RNA por reacdo com uma faixa dinamica de deteccao entre 10(3) e 10(7)
copias de RNA, utilizando a tecnologia de molecular beacons. Por outro lado, Puig et

al. (2002) obtiveram o mesmo limite de detec¢édo observado no presente estudo (10
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cOpias de RNA por reac¢do) utilizando a metodologia Tagman e demonstrando boa
concordancia com duas técnicas comerciais (Amplicor Monitor Version 2.0 (Roche,
Molecular Systems, Pleasanton, CA) e bDNA tests (Quantiplex 2.0 Chiron
Diagnostics, CA)).

Observamos excelente especificidade da PCR quantitativa desenvolvida
neste estudo, visto que nenhuma amostra anti-HCV né&o reagente foi detectada em
soro ou SPF pela técnica desenvolvida. Isto foi observado também entre as 10
amostras HBsAg reagentes, demonstrando que a técnica ndo apresenta reacdes
cruzadas com o HBV.

Ao avaliar as 99 amostras de SPF com a PCR quantitativa in house, foi
possivel detectar o HCV RNA em 35 amostras representando 59,3% de
sensibilidade em comparacdo com a técnica comercial e 65,9% em comparacao com
a PCR quantitativa in house para o soro. Estes valores foram mais baixos do que
agueles observados por Tuaillon et al. (2010) e Bennett et al. (2012) para a deteccéo
do HCV em SPF . Nos dois estudos o papel de filtro empregado foi 0 mesmo que
utilizado no presente trabalho (Whatman 903), porém foi empregada uma extracao
automatizada nestes dois estudos (Tuaillon et al., 2010; Bennett et al., 2012), o que
pode ter colaborado para melhor desempenho desta técnica na detec¢cdo do HCV
em papel de filtro.

No presente estudo, a mediana da carga viral em log copias/mL das
amostras de SPF detectadas pelo método quantitativo in house foi bem préxima
(log10 5,38 copias/mL) aquela obtidas nas amostras de soro pareadas pelo método
comercial (5,84 log coépias/mL), demonstrando a boa correlagdo entre as cargas
virais nos dois espécimes clinicos. Estudos anteriores demonstraram que a carga
viral do HCV em amostras de soro é maior do que aquela obtida em amostras
pareadas de SPF (van der Eijk et al 2005; Tuaillon, 2010). Por outro lado, a mediana
da carga viral obtida em amostras de soro pelo método quantitativo in house (log
4,94 copias/mL) foi inferior aquela observada pelas mesmas amostras pela técnica
comercial (5,79 log copias/mL). Isto pode ter ocorrido devido as diferengas entre os
iniciadores e sondas empregados em ambas as técnicas, apesar dos dois métodos
utilizarem iniciadores para a regidao 5’"NC do HCV.

Neste estudo também foi realizada a detec¢cdo do HCV RNA em soro e SPF

utiizando a PCR qualitativa a fim de analisar a variabilidade genética das
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sequencias de nucleotideos e consequentemente de aminoacidos do HCV, a partir
de um fragmento de 339 pares de bases correspondentes a regido NS5B. Esta
regido foi selecionada neste estudo por apresentar um alto grau de heterogeneidade
gquando comparada as outras regibes genbmicas e tem sido utilizada para a
classificacdo dos isolados do HCV em gendétipos (Espirito-Santo et al. 2007, Daniel
et al. 2008; Lampe et al. 2010; Hope et al. 2011; Pagani et al. 2012).

Neste estudo através da andlise filogenética das sequéncias identificamos os
genatipos circulantes nas amostras de soro e SPF incluidas. Foi possivel detectar os
gendtipos la, 1b e 3a neste estudo, onde todas as amostras de soro e SPF
pareadas apresentaram o mesmo gendtipo. Entre as amostras de soro, 29 foram
classificadas como subgendtipo 1b, 13 como subgendtipo 1a, 1 como gendtipo 3.
Entre as amostras de SPF, 9 foram classificadas como subgenétipo 1b e 2 como
subgendtipo la. Ao compararmos a distancia nucleotidica e aminoacidica das
amostras pareadas de soro e SPF (n=22), observamos valores de 0 a 0,267, onde
um par de sequencias nucleotidicas foram iguais no soro e DBS (S1484 e
SPF1484). Por outro lado, 9 pares de amostras de soro e SPF ficaram agrupados no
mesmo braco do dendograma, enquanto 0 outro par apresentou maior variagao
entre as sequencias nucleotdicas de soro e SPF. Alta taxa de homologia entre
sequencias nucleotidicas do HCV de soro e SPF ja foi observada por Hope et al
(2011) que analisaram amostras de soro e SPF provenientes de usuarios de drogas

do Reino Unido onde os gendtipos de HCV mais prevalentes foram 1la e 3a.

Este estudo demonstrou a importancia na utilizacdo do sangue em papel de
filtro para detec¢cdo molecular do HCV. Além disto, foi possivel realizar a analise da
variabilidade genética empregando amostras de SPF que apresentaram resultado
semelhante aquele observado em amostras pareadas de soro. O uso da PCR em
tempo real e da analise filogenética para o HCV em SPF demonstrou ser uma
ferramenta promissora para o diagnostico e estudos de epidemiologia molecular do
HCV. A conveniéncia, acuracia e a facilidade de coleta e transporte do sangue em
papel de filtro, tornam este espécime uma ferramenta atrativa ndo apenas para a
deteccdo de anticorpos, mas também para caracterizacdo molecular do HCV,
confirmando o potencial de sangue em papel de filtro para diagnostico e

investigacdo molecular da hepatite C.
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7. CONCLUSOES

e O conjunto comercial de extragdo QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen foi o método

mais eficaz para extracdo do RNA do HCV em amostras de SPF

¢ O limite minimo de deteccdo da PCR em tempo real in house foi igual a 10
copias de HCV por reacao e limite maximo igual a 109 copias de HCV por

reagéo com boa reprodutibilidade;

e Foi necessario otimizar as condicbes da reacdo com o aumento da
concentracdo da transcriptase reversa e de cDNA utilizado na reacéo para a

quantificacdo do HCV RNA em amostras de SPF.

¢ O limite minimo de detec¢do na PCR in house para as amostras de soro foi
igual a 1834 copias/mL e a mediana de carga viral foi inferior aquela
observada nas respectivas amostras de soro avaliadas pela técnica comercial
(logio0 4,94 e logio 6 cOpias de HCV/mL, respectivamente).

¢ O limite minimo de detec¢do do RNA do HCV em amostras de SPF foi igual a
58,5 cépias/mL e a mediana de carga viral semelhante aquela observada nas
respectivas amostras de soro avaliadas pela técnica comercial (logio 5,38 e

logi0 5,89 copias de HCV/mL, respectivamente).

¢ N&o foi observada presenca de inibidores em amostras de SPF utilizando o

GAPDH como controle interno;

e Em comparacdo a técnica comercial, a sensibilidade da PCR quantitativa in
house foi igual a 74,58% em amostras de soro e 59,3% em amostras de SPF,
com uma concordancia moderada (k=0,541) em SPF e concordancia
substancial em soro (k=0,703), indicando que a técnica desenvolvida pode ser

empregada para quantificagdo do HCV em ambos espécimes clinicos;

¢ Foi possivel detectar o HCV RNA pela PCR qualitativa em 43 amostras de soro
e 11 amostras de SPF, onde 11 amostras pareadas de soro e SPF foram
sequenciadas e apresentaram o0 mesmo genoétipo (gendétipo 1) indicando que

é possivel utilizar o SPF para deteccado e genotipagem do HCV,
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Avaliar a interferéncia de determinados fatores na deteccdo quantitativa do
HCV RNA em amostras de SPF, tal como: o tipo de papel utlizado, o

hematdcrito, presenca de outras doencas hematoldgicas;

Desenvolver um controle interno para o HCV que sera utilizado desde a etapa

de extracao até a amplificacdo do HCV RNA em soro e SPF,;

Avaliar o desempenho da PCR quantitativa desenvolvida neste estudo frente a

diferentes genotipos do HCV;

Avaliar o uso do SPF para estudo da distribuicdo de quasiespecies do HCV.
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ANEXOS

I- Aprovacgdo do Comité de Etica em Pesquisa da Fundacg&o Oswaldo Cruz

Ministério da Saude
Fundagéo Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 16 de novembro de 2009.

L PARECER |

Titulo do Projeto original: “Avaliagdo de marcadores do virus da Hepatite B obtidos
em papel de filtro armazenadas em diferentes condigées ambientais”

Titulo do Projeto: “Avaliagdo de marcadores do virus da Hepatite B e C obtidos em
papel de filtro armazenadas em diferentes condi¢des ambientais”

Protocolo CEP: 459/08

Pesquisador Responsavel: Lia Laura Lewis Ximenez S. Rodrigues

Instituigao: IOC

Foram ap resentados e s ubmetidos & a preciacdo do CE P/FIOCRUZ o r elatério
parcial e emenda com alteragdes ao projeto original do projeto supra mencionado.

Trata-se de projeto de pesquisa iniciado em 2008 com o objetivo de
caracterizar a estabilidade de amostras sanguineas coletadas em papel de filtro
para a realizagdo de testes sorologicos para a hepatite B. O relatério parcial esta
em acordo com os objetivos e desenho experimental apresentados no projeto
original e conta com a inclus&o de 155 individuos até o presente.

A emenda proposta visa acrescentar a detecgdo sorologica para hepatite C
nas mesmas amostras. Foram apresentadas alteragées no titulo, projeto de
pesquisa e TCLE.

Por se tratar da continuidade de um projeto e por ndo apresentar fatos novos que
indiquem desacordos com a - Resolugdo 196/96, foi aprovado o documento acima

mencionado.




- -

Informamos, outrossim, que deverdo ser apresentados relatérios parciais anuais e

Ministério da Saiide
Fundag&o Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

relatdrio final do projeto de pesquisa.
Além disso, qualquer mddiﬁcagéo ou em enda ao protocolo de pesquisa,
deve ser submetida a apreciagdo do CEP/FIOCRUZ. e

; @ J - o) Y
Patricia T/Bozza I
Coordenadora Interina do Comité de Efica em Pesquisa’em Seres Humanos

Fundagédo Oswaldo Cruz
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Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Ministério da Saude

Fundagao Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz
Laboratorio de Hepatites Virais

FIOCRU.Z

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Instituicdo: Laboratdrio de Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz

Projeto de Pesquisa: Padronizacao De Testes De Diagndstico Da Infeccao Pelos Virus Das
Hepatites B e C Em Amostras De Saliva

Pesquisador: Dra. Livia Melo Villar

Como voluntario, o (a) Sr. (a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa realizada
pelo Laboratdrio de Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz sob a coordenacao
da Dra. Livia Melo Villar. O objetivo da pesquisa é padronizar o diagndstico da infeccao pelos
virus das hepatites B e C através de testes realizados em saliva e sangue em papel de filtro.
Este documento pretende fornecer a (0) Sr. (a) informagdes sobre o problema de
saude em estudo, detalhando os procedimentos, exames, beneficios, inconvenientes
e riscos potenciais. O (a) Sr.(a) possui a liberdade de recusar a participar da

pesquisa ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem
penalizacdo e sem prejuizo ao seu cuidado.

Os investigadores se obrigam a ndo revelar sua identidade em qualquer publicacao
resultante de informagOes obtidas durante o estudo. Os exames e procedimentos aplicados
sao gratuitos. O (a) Sr. (a) recebera todos os cuidados médicos adequados para o controle
dos efeitos colaterais que possam ocorrer em conseqiiéncia de sua participagao na pesquisa.

Antes de assinar este termo, o Sr.(a) sera informado plenamente sobre a pesquisa,
ndo hesitando em formular perguntas sobre qualquer aspecto que julgar conveniente
esclarecer. E importante estar ciente das seguintes condigoes:

1. Exames e procedimentos que serdo realizados: o voluntario sera submetido a
coleta de sangue e saliva. Serao coletados 8 mL de sangue por pungao venosa
periférica e 1 mL de saliva utilizando um coletor comercial pelos técnicos
especializados do Grupo de Atendimento para Hepatites Virais (IOC/FIOCRUZ).
Também serdo coletados amostras de sangue em papel de filtro que serdao coletadas
por puncao digital com lanceta e aplicadas em papel de filtro Whatmann 903.
Alternativamente, as amostras de sangue total obtidas por pungdo venosa serao
aplicadas em papel de filtro Whatmann 903.

2. Beneficios: Obter resultado de exames laboratoriais para Hepatite B e C que serado
entregues acompanhados de esclarecimentos sobre o significado dos resultados de
maneira confidencial. O (a) Sr. (a) também sera encaminhado para unidades de
salde do Estado do Rio de Janeiro, nos casos em que o tratamento da hepatite se
fizer necessario. Esta pesquisa podera ndo trazer beneficios imediatos para o meu
acompanhamento clinico, mas podera auxiliar no desenvolvimento de métodos
inovadores para o diagnostico da infeccao pelos virus das hepatites B e C.
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3. Inconvenientes: Caso seja necessario, o (a) Sr. (a) sera contatado por um dos
membros da pesquisa que irda perguntar se o (a) Sr. (a) esta disposto a doar nova
amostra de sangue. O (a) Sr. (a) estara livre para recusar esta solicitacao.

4. Riscos potenciais conhecidos até o dia de hoje: Os possiveis riscos e
desconfortos sdo aqueles relacionados com a retirada rotineira de sangue, dor ou
rouxidao no local que serdao controladas por uma coleta de sangue realizada dentro
das normas de biosseguranca.

5. Garantia de esclarecimentos: Todos 0s esclarecimentos sobre a metodologia da
pesquisa antes e durante o desenvolvimento da mesma serao realizados pela equipe
da Pesquisa.

6. Utilizacdo para estudos futuros: O material bioldgico coletado, apds exames, sera
estocado, podendo ser usado posteriormente, em outras pesquisas com fins
semelhantes, mas somente apds a avaliacdo, pelo Comité de Etica em Pesquisa, que
poderd dispensar a assinatura de um novo Termo de Consentimento, todavia
mantendo sempre a identidade do doador em sigilo;

Eu,
_ (nome do(a) paciente), abaixo identificado(a) e firmado(a), declaro ter sido
informado(a) claramente sobre todas as indicagbes e riscos relacionados a coleta de sangue
e saliva.

Os termos médicos foram explicados e todas as minhas duvidas foram esclarecidas
pelo pesquisador (nome do
pesquisador).

Expresso também minha concordancia e espontdnea vontade em submeter-me ao
referido procedimento (coleta de sangue e saliva).

Entendi que minhas informagdes pessoais poderdo ser revistas por pessoas
devidamente autorizadas para conduzir a pesquisa, porém serao estritamente
CONFIDENCIAIS €, de forma alguma, poderdo tornar-se publicas.

Assim, declaro que:

- Fui claramente informado a respeito dos beneficios que a pesquisa pode trazer na
avaliacdo dos resultados dos exames usados no diagndstico das hepatites virais.

- Fui também claramente informado a respeito dos potenciais riscos relacionados a
coleta de sangue para a realizagao desses exames.

Paciente: RG do paciente:
Sexo do () Masculino Idade: Telefone: ()
paciente: () Feminino
Endereco: Cidade:
CEP: -

Responsavel legal (quando for o caso):

RG do responsavel legal:

Assinatura do paciente ou do responsavel legal:

Pesquisador Responsavel: Livia Melo Villar RG:11403613-0/IFP
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Caso tenha alguma duvida ou necessite de qualquer esclarecimento sobre o estudo vocé
pode entrar em contato com o pesquisador relacionados acima:

Laboratorio de Hepatites Virais, fone 2562-1918.

(local e data)

Testemunha: (nome completo)

(assinatura)

Assinatura do pesquisador responsavel.
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