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RESUMO 

 

A hepatite C é um grave problema de saúde pública mundial, causada pelo vírus da 
hepatite C (VHC). Apesar dos hepatócitos serem o alvo principal do VHC, o vírus 
pode ainda interagir com monócitos, linfócitos, células endoteliais, eritrócitos e 
plaquetas. Neste contexto o presente estudo buscou avaliar a cinética viral em 
componentes do sangue de pacientes sintomáticos cronicamente infectados pelo 
VHC, antes e durante a terapia tripla (interferon-peguilado/ribavirina e inibidor de 
protease). Com esta finalidade, os seguintes objetivos específicos foram propostos 
para a população avaliada: otimizar uma metodologia in house para adaptação do kit 
Abbott RealTime HCV® (Abbott Molecular, EUA) para a execução da quantificação 
da carga viral de VHC em soro, sangue total, eritrócitos, plaquetas e leucócitos; 
quantificar a carga viral de VHC nesses componentes sanguíneos; associar e 
correlacionar a carga viral de VHC com dados laboratoriais dos pacientes antes e 
durante terapia tripla. Os objetivos foram cumpridos pela execução da metodologia 
de transcrição reversa seguida de PCR em tempo real (RT-qPCR) utilizando o kit 
Abbott RealTime HCV®. Dessa maneira avaliou-se amostras de componentes 
sanguíneos de 20 pacientes com diagnóstico confirmado de hepatite C crônica, 
infectados pelo VHC genótipo 1. Esta população de estudo apresentou perfis 
epidemiológicos e clínico-laboratoriais semelhantes aos descritos na literatura. 
Obteve-se otimização do kit Abbott RealTime HCV® para quantificação do RNA-VHC 
em condições de pesquisa e aumentou-se em 4 vezes o número de reações por kit, 
resultando em uma economia financeira considerável. A análise da quantificação da 
carga viral foi realizada por quatro variáveis, sendo elas: tempo de tratamento, 
componente sanguíneo, níveis da carga viral e desfecho clínico. Em todas, 
observou-se que o soro foi o componente com maiores níveis de carga viral e as 
hemácias com menor nível. Durante a terapia tripla, houve redução dos níveis de 
cargas virais em todos os componentes sanguíneos analisados. Esta redução só 
não foi observada na 24ª semana de tratamento, quando houve aumento das cargas 
virais, quando comparado com a quarta semana. Estes níveis apresentaram queda 
na 48ª semana sem, no entanto, atingir carga nula no soro, sangue total, hemácias e 
plaquetas. Positividade que não foi capaz de alterar o desfecho clínico dos 
pacientes, que se mantiveram apresentando resposta virológica sustentada (RVS). A 
concretização deste estudo demonstrou que pacientes infectados pelo VHC 
cronicamente apresentaram altas cargas de VHC associadas aos componentes 
sanguíneos. O tratamento medicamentoso da infecção apresentou-se eficiente e 
efetivo, provocando uma alteração na cinética de interação do vírus com os 
componentes sanguíneos. O aumento das cargas virais na 24ª semana é um 
indicativo de que esta é uma semana crítica na terapia tripla, que merece maior 
atenção dos profissionais de saúde. A constatação de baixas cargas virais no soro, 
sangue total, hemácias e plaquetas na 48ª semana da terapia foi um resultado 
surpreendente do estudo, visto que 85,7% dos pacientes obtiveram RVS. Sugere-se 
a continuidade de estudos que aprofundem pontos importantes evidenciados por 
este trabalho. Os resultados obtidos proporcionaram um entendimento maior da 
fisiopatologia do processo e da interação do VHC com os componentes do sangue.  

 

Palavras-chave: Hepatite C, VHC, Carga viral, Interação VHC-componentes do 
sangue, RT-qPCR. 



 

 

ABSTRACT 

 

Hepatitis C is a serious global public health problem, caused by the hepatitis C virus 
(HCV). Although hepatocytes are the major target of HCV, the virus may still interact 
with monocytes, lymphocytes, endothelial cells, erythrocytes, and platelets. In this 
context, the present study sought to evaluate viral kinetics in blood components of 
patients chronically infected with HCV before and during triple therapy (pegylated 
interferon/ ribavirin and protease inhibitor). The following specific objectives were 
proposed: to optimize an in-house methodology for the adaptation of the Abbott 
RealTime HCV® kit (Abbott Molecular, USA) for the quantification of HCV viral load in 
serum, whole blood, erythrocytes, platelets and leukocytes; to quantify the HCV load 
in these blood components; to associate and correlate HCV load with laboratorial 
data of patients before and during triple therapy. The objectives were met by the 
implementation of the reverse transcription methodology followed by real-time PCR 
(RT-qPCR) using the Abbott RealTime HCV® kit. Using this approach, peripheral 
blood samples from 20 patients with a confirmed diagnosis of chronic hepatitis C, 
infected by HCV genotype 1, were analyzed. This study population presented 
epidemiological and clinical-laboratorial profiles similar to those described in the 
literature. Abbott RealTime HCV® kit was optimized for HCV RNA quantification in 
research conditions and increased the number of reactions per kit in 4 times. The 
analysis of the viral load was performed by four variables: treatment time, blood 
component, viral load levels and clinical outcome. In all of them, it was observed that 
serum was the component with the highest levels of viral load and the red cells with 
the lowest level. During triple therapy, there was a reduction in levels of viral loads in 
all blood components analyzed. This reduction was not observed at 24th week of 
treatment, when viral loads increased when compared to the fourth week. At 48th 
week, the viral load levels were decreased without, however, reaching zero load in 
serum, whole blood, red blood cells and platelets. This persistent positivity was not 
able to change the clinical outcome of the patients, who maintained a sustained 
virological response (SVR). The achievement of this study demonstrated that HCV 
chronically infected patients present high HCV loads associated with blood 
components. The drug treatment of the infection was efficient and effective, causing 
a change in the kinetics of virus interaction in the blood components. The increase in 
viral load at 24th week is indicative that this is a critical week in triple therapy, which 
deserves more attention from health professionals. Low viral load in serum, whole 
blood, red blood cells and platelets at 48th week of therapy was a surprising result of 
the study, since 85.7% of the patients obtained SVR. 
This finding suggests that additional studies could improve the understanding of the 
mechanisms responsible for the blood components-HCV interaction during the viral 
infection. 

 

Key words: Hepatitis C, HCV, Viral load, HCV-blood components interaction, RT-
qPCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A expectativa que prevaleceu durante a maior parte do século XX foi que as 

doenças transmissíveis estavam sendo efetivamente controladas. Nos anos 

noventa, no entanto, estas doenças foram estabelecidas, novamente, como uma 

prioridade de saúde em nível mundial. O evento decisivo para a revisão dessa 

perspectiva foi o estabelecimento da pandemia da SIDA (Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida). No entanto, outros fatores, dentre eles, a disseminação 

da hepatite C, alertaram para a necessidade de reconsiderar esta questão 

(SABROZA, WALTNER-TOEWS, 2001).  

A partir desse momento, o foco das pesquisas básicas e clínicas em hepatite 

C tem sido o melhor entendimento da biologia do vírus da hepatite C (VHC), com o 

objetivo de aprofundar o conhecimento dos mecanismos patogenéticos, desenvolver 

testes diagnósticos de maior sensibilidade e especificidade e obter medicamentos 

mais eficazes e seguros (VIEIRA, 2010). 

Atualmente a hepatite C é considerada um grave problema de saúde pública 

mundial. Estima-se que 3% da população global esteja infectada pelo VHC, sendo 

que 60% a 70% desenvolverão a forma crônica da doença. Esta agressão 

hepatocelular prolongada pode resultar em fibrose hepática, cirrose, insuficiência 

hepática crônica e carcinoma hepatocelular (CHC). Estas condições demandam uma 

assistência à saúde especializada e de alta complexidade, o que representa elevado 

impacto na saúde pública (SILVA, et al. 2012; MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015; 

WHOa, 2016). Nas fases mais avançadas, a doença pode levar ao óbito, sendo que 

cerca de 700.000 pessoas morrem a cada ano de hepatite C (WHOa, 2016). 

 

1.1 Histórico das hepatites virais 

 

O contexto histórico das hepatites virais remonta vários milênios. Epidemias 

de icterícia há séculos são descritas, sem, no entanto, qualquer ligação ao agente 

causal ou às formas de transmissibilidade. Os primeiros registros precedem a Era 

Cristã, com descrição de surtos de icterícia há cerca de 2.500 anos, na Babilônia. 

Foram marcantes, sobretudo, nos períodos de guerra e catástrofes humanas, 
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ocasiões de calamidade pública e social, com deterioração das condições higiênicas 

da população (SILVA, 1995; FONSECA, 2010; FRANÇA, 2011). Durante a primeira 

e segunda guerras mundiais, inúmeros soldados foram acometidos por icterícia, 

atingindo proporções pandêmicas (REUBEN, 2002).  

Em um segundo momento, passaram a ser descritos casos de icterícia que se 

desenvolviam em pacientes que haviam sido vacinados, que receberam 

hemoderivados e, ainda, icterícias associadas à inoculação de medicações 

injetáveis ou coleta de sangue. Estes relatos apontavam notadamente para a 

associação da icterícia com transmissibilidade pela via parenteral (BEESON, 1979; 

SCHMID, 2001). 

A partir de 1940, reforçava-se a ideia de que o desenvolvimento da icterícia 

epidêmica estaria primariamente relacionado à lesão hepática, tendo como causa 

um agente viral. Este entendimento decorria do desenvolvimento dos testes 

laboratoriais para avaliação da função hepática e realização da biópsia, 

contribuições que consolidavam a nova fase da pesquisa científica (BEESON, 1979). 

Publicações a respeito do tema evidenciavam tratar-se de dois tipos de 

hepatite, por apresentarem características clínicas e epidemiológicas diversas, mas 

ambas com origem relacionada a um agente viral. Em 1947, após conduzir inúmeros 

estudos em modelos experimentais e humanos, o pesquisador MacCallum designou 

os termos hepatite A quando transmitida pela via oro-fecal e hepatite B pela 

parenteral (Quadro 01) (KRUGMAN, et al., 1967; FONSECA, 2010). A busca por 

mais conhecimento prosseguiu intensamente, resultando na identificação dos 

agentes infecciosos causadores das duas formas de hepatite e, ainda, na 

descoberta do vírus Delta, posteriormente denominado de vírus da hepatite D 

(Quadro 01) (BLUMBERG, et al., 1966; PRINCE, 1968; DANE, et al., 1970; 

ALMEIDA, et al., 1971; RIZZETTO, et al., 1977). 
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Quadro 01. Caracterização dos agentes etiológicos associados a quadros de 

hepatites virais  

Agente etiológico Família Transmissão 
Material 
genético 

 
Vírus da hepatite A (VHA)  

 
Picornaviridea 

 
Entérica 

 
RNA 

 
Vírus da hepatite B (VHB)  

 
Hepadnaviridae 

 
DST 

 
DNA 

 
Vírus da hepatite C (VHC)  

 
Flaviviridae 

 
Parenteral 

 
RNA 

 
Vírus da hepatite D (VHD)  

 
- 

 
- 

 
RNA 

 
Vírus da hepatite E (VHE) 

 
Caliciviridae 

 
Entérica 

 
RNA 

 
Vírus da hepatite F  

 
- 

 
Não há relatos de 
casos em humanos 

 
DNA 

 
Vírus da hepatite G ou 
vírus GB-C (VHG/GBV-C) 

 
Flaviviridae 

 
Parenteral 

 
RNA 

 
Vírus SEN (VSEN) 

 
Circoviridae 

 
Parenteral 

 
DNA 

 
Vírus TT (Transfusion 
Transmissible Virus) 

 
Circoviridae 

 
Parenteral e entérica 

 
DNA 

 
Vírus Sanban  

 
Vírus próximo 
do VTT 

 
Parenteral e entérica 

 
DNA 

 
Vírus Yonban  

 
Vírus próximo 
do VTT 

 
Parenteral e entérica 

 
DNA 

 
Vírus VTLM 

 
Vírus próximo 
do VTT 

 
Parenteral e entérica 

 
DNA 

 
NV-F 

 
- 

 
- 

 
DNA 
 

 
 

Caracterização dos agentes etiológicos associados a quadros de hepatites virais quanto à família 
pertencente, forma de transmissão e material genético dos agentes. DNA (Deoxyribonucleic Acid -  
Ácido Desoxirribonucleico); RNA (Ribonucleic Acid - Ácido Ribonucleico). Fontes: Ministério da Saúde 
(Brasil). Secretaria de Vigilância em Saúde. Departamento de IST, Aids e Hepatites Virais. Hepatites 
virais. Secretaria de Vigilância em Saúde, Departamento de IST, Aids e Hepatites Virais. Brasília: 
Ministério da Saúde. Disponível em: http://www.aids.gov.br/hepatites-virais. LINNEN J, et al. 
Molecular cloning and disease associated with hepatitis G virus: a transfusion-transmissible agent. 
Science 1996; 271:505-508. TAKAHASHI, K., et al. Full or Near Full Length Nucleotide Sequences of 
TT Virus Variants (Types SANBAN and YONBAN) and the TT Virus-Like Mini Virus. Intervirology 
2000;43:119–123. TANAKA Y, et al. Genomic and molecular evolutionary analysis of a newly 
identified infectious agent (SEN virus) and relationship to TTV family. J Inf Dis 2001, 183: 359-367. 
YEH CH, CHEN TC, CHANG ML, HSU CW, YEH TS, LEE WC, et al. Identification of NV-F virus in 
hepatocellular carcinoma. J Med Virol 2002; 79: 92-96. WATANABE, M.A.E., et al. Aspectos 
patológicos, imunológicos e propriedades moleculares do TT vírus. J. Bras. Patol. Med. Lab. vol.41 
no.4 Rio de Janeiro Aug. 2005. TORTORA, G.J., FUNKE, B.R., CASE, C.L. Microbiologia. 12ª ed. 
Artmed, 2017. 
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Mesmo diante do grande avanço científico, vários casos de hepatite pós-

transfusional foram descritos e, durante décadas, esta questão permaneceu como 

um questionamento dos pesquisadores e estudiosos da história natural das 

hepatites (FEINSTONE, et al., 1975; KNODELL, et al., 1975; HOOFNAGLE, et al., 

1977; FONSECA, 2010). Excluídos os vírus das hepatites A e B como agentes 

dessa hepatite, a doença passou a ser designada hepatite não-A não-B, 

denominação que foi mantida até a identificação do vírus C (Quadro 01) 

(FEINSTONE, et al., 1975). 

A caracterização do vírus da hepatite C se deu em 1989, ano em que Michel 

Honghton e seus colaboradores Qui-Lim-Choo, George Kno e Daniel Bradley 

conseguiram, mediante sucessivos estudos envolvendo biologia molecular, a 

clonagem de partes do vírus C e o desenvolvimento de um teste sorológico capaz de 

detectar o VHC em amostras de indivíduos infectados (CHOO et al., 1989; 

IWARSON, et al., 1995). Estas descobertas foram de expressiva relevância para a 

hepatologia moderna, contribuindo no controle da disseminação das hepatites pós-

transfusionais, o que reduziu significativamente a incidência da hepatite C 

decorrente desta via de transmissão (ALTER, 1989; SARACENI, 2001).  

Em 1990, após inúmeros casos de infecção por água contaminada e exclusão 

do vírus da hepatite A como causa do surto, Reyes e colaboradores identificaram, 

com técnicas de clonagem molecular e transmissão experimental em macacos, o 

vírus da hepatite E (Quadro 01) como agente causal (REYES et al., 1990; 

MUSHAHWAR, 2008; FONSECA, 2010). A hepatite E assemelha-se à hepatite A 

pela forma de transmissão e ausência de evolução para a cronicidade (HARRISON, 

1999). 

Pesquisas realizadas de 1994 a 2001 evidenciaram a amplitude do campo de 

estudos das hepatites virais com a descoberta de diversos vírus supostamente 

associados a quadros de hepatite. Entre eles, o vírus da hepatite F, vírus das 

hepatites GB-C (ou vírus da hepatite G), vírus SEM, vírus TT e os vírus próximos à 

este último: vírus Sanban, vírus Yonban e vírus VTLM (Quadro 01) (SIMONS el al., 

1995; LINNEN et al., 1996; NISHIZAWA et al., 1997; TANAKA et al., 2001; 

FONSECA, 2010).  
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Estudos mais recentes sugerem a presença de um novo vírus, denominado 

NV-F (Quadro 01), associado à etiopatogenia da cirrose hepática criptogênica e do 

carcinoma hepatocelular (YEH CH, et al., 2002; YEH CT, et al., 2006). 

No que se refere ao avanço da pesquisa cientifica, permanecem inúmeras 

indagações no campo das hepatites virais, constituindo-se um desafio para a saúde 

pública mundial (WHOb, 2016). 

 

1.2 Vírus da hepatite C 

 

O vírus da hepatite C é um vírus hepatotrópico, que pertence 

filogeneticamente aos Hepacivirus, da família dos Flaviviridae. Possui uma relação 

estrita de hospedeiros, sendo apenas o homem e o chimpanzé susceptíveis à 

infecção natural (BRASS et al, 2007). Esta condição, associada à dificuldade de 

cultivo do VHC em cultura de células, levaram a atrasos no progresso do 

conhecimento. Por um longo período não foi possível obter um modelo de cultura 

celular plausível para a replicação do VHC que permitisse o isolamento viral para 

fins de pesquisa e diagnóstico. A caracterização, clonagem e sequenciamento do 

VHC só foi possível com a infecção de chipanzés (BARTENSCHLAGER et al., 2003; 

BEZERRA, 2006). A partir de 2003 foi proposto um modelo de cultivo celular, para o 

qual foram necessárias alterações na estrutura do genoma do VHC que 

possibilitassem a adequação viral ao meio de cultivo in vitro. Esta inovação permitiu 

a descoberta da forma de replicação e funções de proteínas virais. No entanto, o 

vírus infectante presente em um indivíduo infectado continua sendo incapaz de se 

replicar em meios normais de cultivo (BEZERRA, 2006; LI et al., 2015). 

O VHC é uma partícula viral esférica, com aproximadamente 55 a 65nm de 

diâmetro, envelopado e com nucleocapsídeo icosaédrico, contendo o genoma viral 

(Figura 01) (FRANÇA, 2011; DUBUISSON, COSSET, 2014). 
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Figura 01. Representação esquemática da estrutura da partícula do vírus da 
hepatite C 

 

Representação esquemática da estrutura da partícula do vírus da hepatite C, destacando o envelope, 
capsídeo e o RNA viral. Fonte:http://www.sciencephoto.com/images/download_lo 
res.html?id=670063868 (modificada). 

 

O genoma do VHC é constituído por uma molécula de ácido ribonucleico 

(RNA) de fita simples, com polaridade positiva, que funciona como RNA mensageiro 

para a tradução das proteínas virais. A molécula linear é composta por uma região 5' 

não traduzida (5’ Untranslated Region - 5’UTR), uma única fase de leitura aberta 

(open reading frame - ORF), que codifica uma poliproteína precursora de cerca 

3.000 aminoácidos e uma outra região não traduzida na extremidade 3’ (3’ UTR) 

(Figura 02). As UTRs contém sequência nucleotídicas relevantes para regulação da 

replicação viral (MORADPOUR et al. 2007; MARQUES, 2013). 

 

Figura 02. Representação esquemática do genoma do vírus da hepatite C 

 

Representação esquemática dos genes do vírus da hepatite C e as respectivas identificações das 
proteínas que cada fragmento dará origem. Fonte: MARQUES, 2013 apud LEMON et al., 2007. 
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Durante a etapa de replicação viral essa poliproteína é clivada por proteases 

celulares e virais, originando dez produtos gênicos: proteínas estruturais, essenciais 

para a formação do capsídeo e envelope viral: proteína do core, proteínas 1 e 2 do 

envelope – E1 e E2; proteínas não-estruturais, associadas à replicação do RNA e a 

morfogêneses dos vírions:NS2 a NS5 e uma proteína transmembrana p7 (Figura 02) 

(LAUER et al., 2001; SUZUKI et al., 2007; SILVA, et al. 2012; MARQUES, 2013; 

LEVINSON, 2016). As proteínas estruturais do VHC derivam do segmento amino 

terminal da poliproteína precursora e são, por definição, aquelas incorporadas na 

partícula viral. A proteína do core, apresenta como principais funções a 

encapsidação do genoma e formação do nucleocapsídeo (PENIN et al., 2004; 

DUBUISSON, 2007; MINISTÉRIO DA SAÚDEb, 2015). Acredita-se que esta 

proteína, quando madura, seja capaz de se agrupar espontaneamente para 

encapsidar o RNA viral e de interagir com glicoproteínas do envelope E1 e E2 

(SILVA, 2014). Existem, ainda, evidências que a proteína do core esteja envolvida 

em diversas outras funções, como na modulação da transcrição gênica, sinalização, 

proliferação e morte celular, no metabolismo lipídico, contribuindo para o 

desenvolvimento de esteatose hepática, na oncogênese do carcinoma hepatocelular 

e na supressão da resposta do hospedeiro (DUBUISSON, 2007; MARQUES, 2013).  

As glicoproteínas E1 e E2 são proteínas transmembrana, responsáveis pela 

formação do envoltório viral, com papel importante na entrada do VHC na célula por 

serem essenciais para o reconhecimento e adsorção vírus-célula (BRASS et al., 

2006; KAITO et al., 2006; MORADPOUR et al., 2007; MARQUES, 2013). Essas 

proteínas exibem elevado grau de variabilidade genética, característica relevante 

para o escape viral à resposta imune. A proteína E2 apresenta sítios de ligação para 

o receptor CD81, uma proteína de membrana encontrada nos linfócitos, monócitos, 

macrófagos, células dendríticas, natural killer, células endoteliais, epiteliais e 

hepatócitos (DUBUISSON, 2007; ROCHA-PERUGINI et al., 2008; TORRES-

PUENTE et al., 2008). A molécula CD81 parece participar do processo de 

adsorção/penetração do VHC, não sendo, no entanto, a única candidata a receptor 

para o vírus. Outras proteínas como o SR-BI (Scavenger receptor class B type I), a 

claudina-1, glicosaminoglicanas e lipoproteínas de baixa densidade também 

parecem ser necessárias para a entrada do VHC nas células. Apesar do modo de 

penetração do VHC na célula não estar completamente elucidado, é provável que o 
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vírus utilize esses fatores de forma sequencial, visto ser um processo complexo que 

requer a ação coordenada de diversas proteínas do hospedeiro (PLOSS et al., 

2009). 

A proteína p7 está localizada entre a região estrutural E2 e não estrutural NS2 

do VHC e é constituída por duas α-hélices transmembrana, conectadas por uma alça 

voltada para o citoplasma (FRANÇA, 2011; MARQUES, 2013; LIMA, 2015). 

Inicialmente houve dificuldade no estabelecimento das funções desta proteína 

devido à inexistência de modelos adequados de cultura celular para a propagação 

do VHC e à limitada disponibilidade de anticorpos reconhecendo p7 (MADAN, 

BARTENSCHLAGER, 2015).   

Apresenta propriedade funcional indicativa de canal iônico, com seletividade 

parcial para cátions e pequenas moléculas. No ciclo replicativo do VHC, há 

evidências que p7 é essencial para a montagem, maturação e liberação das 

partículas infecciosas desse vírus (FRANÇA, 2011; MARQUES, 2013; SILVA, 2014; 

LIMA, 2015; MADAN, BARTENSCHLAGER, 2015;). Estudo demonstrou, ainda, que 

esta proteína é essencial para a propagação produtiva do VHC in vivo, achado que 

concorda com estudos anteriores (SAKAI, et al., 2003). Uma hipótese seria que a p7 

previne a acidificação prematura das vesículas que transportam o VHC, processo 

necessário às mudanças conformacionais nas proteínas do envelope para a entrada 

viral nas células do hospedeiro (WOZNIAK et al., 2010). 

A porção carboxi-terminal da poliproteína codifica as proteínas não 

estruturais: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B, que, por definição, são 

expressas nas células infectadas, mas não são incorporadas na partícula viral 

(FRANÇA, 2011; MINISTÉRIO DA SAÚDEb, 2015). Estas proteínas estão 

envolvidas no processamento da poliproteína e na replicação viral, incluindo a 

síntese de RNA, modulação dos mecanismos de defesa do hospedeiro e montagem 

da partícula viral (FRANÇA, 2011; SILVA, 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDEb, 2015).  

A proteína NS2 é uma proteína transmembrana, que atua como protease 

zinco-dependente com atividade autocatalítica na junção NS2/NS3 da poliproteína, 

levando a liberação da proteína NS3 (FRANÇA, 2011; SILVA, 2014). A NS2 é 

importante no desenvolvimento de esteatose hepática, regulação da estabilidade da 

proteína NS2 e montagem das proteínas NS5 e NS3, com papel central na 
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morfologia da partícula viral (DUBUISSON, 2007; FRANÇA, 2011; MARQUES 2013). 

Estudos indicam que a NS2 atrai as proteínas do envelope viral para o sítio de 

montagem do vírus, promovendo a interação entre as demais proteínas não-

estruturais para a montagem da partícula viral (POPESCU et al., 2011). 

A NS3 é uma proteína multifuncional, com um domínio serinoprotease na 

porção N-terminal e outro RNA helicase/NTPase na porção C-terminal 

(MORADPOUR et al., 2007). A serinoprotease, por meio da atuação do co-fator 

NS4A, é responsável pela clivagem da porção não-estrutural da poliproteína viral 

nas junções NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B, de duas proteínas 

adaptadoras da resposta imune da célula hospedeira, TRIF e MAVS e desempenha, 

ainda, função primordial no processo de multiplicação viral (DUBUISSON, 2007; 

SHARMA, 2010; ROMANO et al., 2011). Embora o papel da RNA helicase/NTPase 

ainda não tenha sido bem descrito, acredita-se que esteja envolvida na iniciação da 

síntese de RNA, sendo responsável pela dissociação das fitas de RNA de seus 

moldes durante o processo replicativo do VHC (PANG et al., 2002).  

Na proteína NS3, também foram identificados importantes epítopos 

associados com a resposta humoral e celular para a resolução da infecção, 

tornando-se um alvo promissor para o desenvolvimento futuro de vacina contra a 

hepatite C (TELLINGHUISEN et al., 2002; FRANÇA, 2011; MARQUES, 2013). A 

proteína NS3 pode estar envolvida também em outros aspectos da infecção pelo 

VHC. Estudos mostraram que a NS3 pode interferir nas funções normais da célula 

hospedeira, acredita-se estar envolvida direta ou indiretamente na carcinogênese 

viral, ao afetar a proliferação e morte celular e ao interagir com a proteína p53. 

Parece interagir, ainda, com a proteína quinase A e quinase C, que participam da 

transdução de sinais intracelulares (TELLINGHUISEN et al., 2002; GALE, FOY, 

2005). 

A região genômica de NS4 codifica as proteínas NS4A e NS4B. Além de atuar 

como cofator para a ativação e estabilização da NS3 e permitir que o processamento 

da poliproteína ocorra de maneira eficaz (ROINGEARD et al., 2004), a NS4A 

participa da hiperfosforilação da NS5A e é capaz de alterar a membrana intracelular, 

induzindo a formação de rede membranosa, que serve de suporte ao complexo de 

replicação do genoma viral (DUBUISSON, 2007; JOYCE & TYRRELL, 2010; 

SHARMA, 2010).  
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A proteína NS4B é o principal indutor da rede membranosa por desencadear 

a formação específica do rearranjo das membranas vesiculares que a constitui 

(EGGER et al., 2002; PAUL et al., 2011). É responsável por atrair outras proteínas 

não estruturais do VHC para o sítio de replicação do RNA viral, apresenta atividade 

NTPase, parece estar envolvida na montagem de partículas virais e contribuir 

diretamente no processo de replicação por meio da ligação a região 3' NC de RNAs 

de polaridade negativa (EINAV et al., 2008; PAUL et al., 2011). A ligação da proteína 

NS4B com a região 3’ NC da fita do RNA viral é um alvo recentemente identificado 

para intervenção com agentes terapêuticos (PAUL et al., 2011).  

A NS5A é uma fosfoproteína normalmente localizada na membrana do 

retículo endoplasmático. É provável que esta proteína exerça suas funções por meio 

de interações com componentes virais e celulares, desempenhando múltiplas 

funções no ciclo biológico do VHC, como na replicação, montagem, liberação da 

partícula viral e modulação das vias de sinalização da célula hospedeira (HUANG et 

al. 2007; MORADPOUR et al. 2007). Possui uma região determinante da 

sensibilidade ao interferon (ISDR – Interferon Sensitivity Determining Region), que 

parece interferir na eficácia da resposta terapêutica ao fármaco. É sítio para 

mutações adaptativas que facilitam a replicação viral, apresenta potencial 

oncogênico e inibi apoptose (HUANG et al. 2007; SHARMA, 2010). A NS5A pode 

atuar como um canal que auxilia na proteção e no direcionamento do RNA dentro 

das membranas do complexo de replicação, e, ainda, interagir com a NS5B 

polimerase aumentando a atividade desta enzima viral (TELLINGHUISEN et al., 

2005; VERDEGEM et al 2011). 

A proteína NS5B é uma sequência altamente conservada com atividade de 

RNA polimerase dependente de RNA (RdRP), essencial para o processo de 

replicação do genoma viral (DUBUISSON, 2007; SHARMA, 2010). Esta proteína é 

um importante alvo de pesquisas para o desenvolvimento de novos agentes para a 

terapia anti-VHC (DUBUISSON, 2007; SHARMA, 2010). 

A região 5’ UTR é uma região altamente conservada entre os diferentes 

isolados do genoma viral. Apresenta uma estrutura secundária em forma de alça, 

que contém um sítio de entrada interna para ribossomos (Internal ribosomal entry 

site - IRES), responsável pela iniciação e controle da tradução do RNA viral (FRIEBE 

et al., 2001; SUZUKI et al., 2007; FRANÇA, 2011; SILVA, 2014). 
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A região 3' UTR tem comprimento variável, sendo dividida em três domínios 

distintos: uma pequena sequência inicial variável, altamente conservada dentro de 

cada genótipo, entretanto variável entre cada um deles; a segunda região é formada 

por uma sequência de polipirimidina (poli U/UC), altamente variável entre os 

diferentes genótipos, e uma terceira região altamente conservada, denominada de 

cauda 3'X. A região 3’ UTR está envolvida no processo de replicação viral 

(KOLYKHALOV et al., 1996; TANAKA et al., 1996; FRIEBE et al., 2005; 

MORADPOUR et al. 2007; SUZUKI et al., 2007; BOONSTRA et al., 2009; BUNG et 

al., 2010). 

Baseando-se na análise filogenética e na heterogeneidade genômica do VHC, 

este vírus é classificado em sete principais genótipos, denominados de 1 a 7 

(SIMMONDS et al., 2005; MURPHY et al., 2007), múltiplos subtipos (a, b, c, d ...) e 

diversas “quasispécies” do VHC (SIMMONDS et al., 1993; SIMMONDS, 2004; 

SULTAN et al., 2009; TE & JENSEN, 2010). Essas são continuamente geradas 

durante a replicação viral, como resultado da baixa fidelidade da RNA-polimerase 

RNA-dependente viral, que não possui atividade de revisão. A maior ou menor 

diversidade das “quasispecies” parece estar relacionada com a pressão imunológica, 

visto que costuma ser pequena nas fases iniciais da doença, com aminotransferases 

normais, sendo de alta heterogeneidade nos casos de doença hepática mais 

avançada e/ou baixa resposta terapêutica (ROSEN, GRETCH, 1999; STRAUSS, 

2001). 

Esta multiplicidade de padrões de organização genética (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2010) atribui ao VHC um mecanismo complexo de evasão da resposta 

imunológica. Esta característica leva à implicações clínica e terapêutica relevantes, 

dentre elas a dificuldade de eliminação do VHC pelo sistema imune do hospedeiro, 

resultando na cronicidade da hepatite C (SILVA, et al. 2012); o tropismo por células 

variáveis; o rápido desenvolvimento da resistência aos fármacos e o desafio de 

desenvolvimento de uma vacina eficaz (BUKH, MILLER, PURCELL, 1995; ROSEN, 

GRETCH, 1999; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). Os genótipos 1, 2 e 3 têm 

distribuição mundial e são os mais prevalentes no Brasil, com predominância de 

60% do genótipo 1 sobre 40% dos genótipos não-1 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010; 

SILVA, et al. 2012; SMITH, et al, 2014). 
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Elevada heterogeneidade observa-se, também, nos aspectos bioquímicos das 

partículas virais (ROINGEARD et al., 2004). Estas partículas podem circular na 

corrente sanguínea complexados às lipoproteínas de baixa densidade ou às 

imunoglobulinas, ou como partículas livres (BRASS et al, 2007).  

O processo de replicação do VHC ocorre no citoplasma do hepatócito e é 

intensificado por um microRNA específico dessas células, denominado miR-122 

(LEVINSON, 2016). Esse micro-RNA é altamente expresso nos hepatócitos, 

desempenhando um papel central no desenvolvimento, diferenciação, homeostase e 

nas funções hepáticas, dentre elas agindo na regulação do metabolismo de ácidos 

graxos. A expressão reduzida de miR-122 tem sido associada a doença hepática 

(TSAI et al, 2012; BANDIERA, et al., 2015). Como o miR-122 pode ser detectado no 

soro, este é um biomarcador de lesão hepática na hepatite B ou C crônica, doença 

hepática induzida por drogas, dentre outras patologias (VAN DER MEER et al., 

2013; BANDIERA, et al., 2015).  

Em consonância com o papel essencial do miR-122 e de maneira contrária à 

maioria dos miRNAs que reprimem seus alvos ao se ligarem à região 3’ UTR, na 

infecção pelo VHC, o miR-122 se liga à sítios da região 5’ UTR do RNA viral 

intensificando a replicação e acelerando a infecção viral. Esta ligação potencializa a 

síntese do mRNA (RNA mensageiro) ao aumentar a associação de ribossomos e, 

ainda, estabiliza o genoma do VHC, juntamente com Argonaute 2 (Ago2) no RNA-

induced silencing complex (RISC), protegendo-o da degradação por exonucleases 

(HENKE et al., 2008; JANGRA, YI, LEMON, 2010; MACHLIN, SARNOW, SAGAN, 

2011; WILSON et al, 2011; SHIMAKAMI et al., 2012; LEVINSON, 2016).   

A taxa de replicação do vírus C pode chegar a níveis elevados, oscilando 

entre 1010 a 1012 cópias de RNA viral por dia (OLIVEIRA, 2007; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2010). Em 2013, foi realizado um teste clínico utilizando um nucleotídeo 

antissenso que se liga ao miR-122 e bloqueia sua atividade. Este bloqueio levou à 

redução prolongada dos níveis de RNA do VHC em pacientes infectados, 

participantes do estudo (JOPLING et al, 2005; BANDIERA, et al., 2015; LEVINSON, 

2016). Estudos indicam que o miR-122 representa um elemento essencial para 

infecção por VHC. Decorrente destes achados, antagonistas do miR-122 estão em 

desenvolvimento como promissores fármacos para uso terapêutico em pacientes 

infectados pelo VHC (BANDIERA, et al., 2015; JOSEPH et al., 2015). 
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1.3 Hepatite C 

 

Após 1989, quando Choo et al. realizaram o isolamento do DNA 

complementar do vírus da hepatite C, a infecção adquiriu especial relevância entre 

as causas de doença hepática crônica (TEIXEIRA, MARTINS FILHO, OLIVEIRA, 

2005; MARTINS, et al, 2011; MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015). Este agravo afeta 

mais de 185 milhões de pessoas em todos os continentes, destacando-se por ser 

uma das principais causas de transplantes hepáticos (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 

2015). 

A hepatite C é uma inflamação que ocorre no fígado com evolução aguda ou 

crônica, ambas geralmente assintomáticas. Cerca de 15 a 45% dos infectados 

apresentam eliminação viral espontânea no decorrer de 6 meses após a infecção 

(WHOa, 2016). Em situações em que o sistema imunológico é incapaz de eliminar o 

VHC, há cronicidade da infecção (SILVA, et al. 2012). A forma crônica é marcada 

pela evolução silenciosa, com sinais e sintomas comuns às demais doenças 

crônicas hepáticas, que se manifestam em fases avançadas, sendo, em sua maioria, 

diagnosticada décadas após a infecção (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015). Essas 

características resultam no desconhecimento do diagnóstico por grande parte dos 

pacientes com a infecção, o que contribui para a permanência de número 

significativo de indivíduos infectados assintomáticos mundialmente (MINISTÉRIO DA 

SAÚDEa, 2015; CONITEC, 2015). 

O quadro assintomático ou oligossintomático e a desinformação da sociedade 

são obstáculos no combate à hepatite C, apesar do maior acesso aos serviços de 

saúde e de tecnologia eficaz para o diagnóstico (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015).  

A elevada taxa de cronificação, seu potencial evolutivo para cirrose e CHC, 

seu destaque como causa de transplante hepático e sua prevalência no planeta, 

fazem da hepatite C um grave problema de saúde pública e um desafio para a 

medicina atual (SILVA, et al. 2012; SILVA, 2014).  
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1.3.1 Epidemiologia da hepatite C 

 

Os dados epidemiológicos referentes à hepatite C se fundamentam, 

principalmente, em pesquisas de prevalência subsidiada na análise de resultados da 

frequência do marcador sérico anti-VHC (anticorpos contra o vírus da hepatite C), de 

candidatos a doadores de sangue, ou em populações de maior potencial de contágio 

(SILVA, 2014). Porém, tratando-se de grupos com caracteres específicos, estes 

estudos não retratam de forma acurada a real prevalência da infecção (MARTINS, et 

al, 2011). Portanto, não há informações precisas a respeito da frequência da doença 

e das variações no padrão de fatores de risco entre as regiões brasileiras 

(UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO, 2010).  

Fatores geográficos e temporais podem ser utilizados para definir os padrões 

epidemiológicos da infecção pelo VHC (SILVA, 2014). Nos países desenvolvidos, 

como Estados Unidos e Austrália, considera-se uma transmissão recente em virtude 

do uso de drogas ilícitas, visto que a maior parte dos infectados concentra-se na 

população entre 30 e 39 anos. Em um segundo padrão, a infecção predomina em 

pessoas idosas, retratando uma possível transmissão em passado distante, perfil de 

ocorrência na Turquia, Espanha, Itália, Japão e China (TEIXEIRA, MARTINS FILHO, 

OLIVEIRA, 2005; MARTINS, et al, 2011; SILVA, 2014). O terceiro padrão é 

encontrado no Egito, onde observa-se alta prevalência da doença em todas as 

faixas etárias, com aumento do número de casos, conforme a idade, apontando para 

um risco elevado de transmissão que se mantém desde um passado longínquo. O 

reconhecimento de padrões específicos de prevalência da hepatite C demonstra 

provável peculiaridade epidemiológica de cada região, permitindo o estabelecimento 

de medidas de detecção e de controle mais eficazes (MARTINS, et al, 2011). 

Sabe-se que a prevalência da hepatite C é baixa em países como Reino 

Unido, Escandinávia, Américas, Europa Ocidental, Austrália e África do Sul. 

Endemicidades intermediárias ocorrem no Brasil, Europa Oriental, Leste Europeu, 

Mediterrâneo, Oriente Médio, Índia, partes da África e Ásia. O Egito, China, Mongólia 

e Paquistão permanecem com alta prevalência (Figura 03) (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2010; MARTINS, et al, 2011).  
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Figura 03. Distribuição da prevalência global da hepatite C   

 

Fonte: GOWER E., et al. Global epidemiology and genotype distribution of the hepatitis C vírus. 
Journal of Hepatology, 2014, vol. 61, j S45–S57. 

 

O Brasil apresenta prevalência estimada de 1,4 a 1,7 milhões de pessoas 

infectadas pelo VHC (CONITEC, 2015). Deste universo, apenas 120 mil casos foram 

notificados e confirmados, sendo aproximadamente 10 mil casos notificados a cada 

ano (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015; COELHO, 2015). Segundo o Boletim 

Epidemiológico – Hepatites Virais, os casos confirmados de hepatite C estão, 

majoritariamente, na faixa etária de 45 a 54 anos.  Esta faixa etária se destaca pelo 

elevado uso de drogas injetáveis, prática de sexo desprotegido e transfusões de 

sangue e hemodiálise com baixo controle nas décadas de 80 e 90 (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2016).  

    

1.3.2 Fatores de Risco e Transmissão 

 

A via parenteral é apontada como a principal forma de transmissão do VHC, 

sendo os principais fatores de risco: a transfusão de sangue e hemoderivados de 

doadores não testados para anti-VHC; uso de drogas injetáveis com 

compartilhamento de material perfuro-cortante; transplantes de órgãos de doadores 

infectados; terapias invasivas com reutilização ou esterilização inadequada de 
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equipamentos médicos e hemodiálise (MARTINS, et al, 2011; SILVA, et al. 2012; 

MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015; WHOa, 2016).  

A transfusão de sangue e derivados apresenta especial destaque. Nas 

últimas quatro décadas, a maior parte dos países desenvolvidos apresentaram 

reduções progressivas no risco de infecção por VHC transmitida por transfusão após 

implementação de inúmeras medidas. Essas medidas incluem a adoção de um 

sistema de doadores voluntários, triagem de doações de sangue com exames 

laboratoriais, rastreio de potenciais doadores com base em respostas a questões 

relacionadas a fatores de risco de HIV, teste anti-VHC e testes de ácido nucleico do 

VHC (SHEPARD, FINELLI, ALTER, 2005).  

Nos países em desenvolvimento, no entanto, não há triagem adequada de 

doadores de sangue para infecções transmitidas por transfusão, incluindo a hepatite 

C. Em alguns países há obrigatoriedade por lei, de realização destes exames, mas 

geralmente não são executados por escassez de recurso financeiro (SHEPARD, 

FINELLI, ALTER, 2005). No caso do Brasil, antes de 1993, pessoas receberam 

transfusão sem que houvesse qualquer padronização dos processos de triagem pré-

doação que permitissem diagnosticar infectados pelo VHC (MARTINS, et al, 2011; 

MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015; WHOa, 2016). Em 2015 o percentual de pacientes 

infectados por VHC em função de transfusão sanguínea foi de 19,5% dos casos 

notificados (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). 

Atualmente, usuários de drogas injetáveis são o grupo de maior risco no 

Brasil, representando 26,7% dos casos notificados até 2015. A infecção decorre do 

compartilhamento de material contaminado, principalmente entre os mais jovens 

(MARTINS, et al, 2011; MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2016). Estudos epidemiológicos demonstram que as taxas de prevalência mundial 

da infecção, entre os usuários, podem atingir a faixa dos 90% (SILVA, 2014).  

Dentre outras formas de transmissão da hepatite C de menor frequência, mas 

não menos importantes, estão os acidentes pérfuro-cortantes ocupacionais que 

permanecem como potencial fator de risco em razão da ausência de medidas 

profiláticas pós-exposição eficazes. A transmissão vertical do VHC apresenta taxas 

que variam entre 0% a 20%, sendo fatores agravantes a elevada carga viral da mãe, 

o trabalho de parto prolongado e a coinfecção HIV (Human Immunodeficiency Virus - 
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Vírus da Imunodeficiência Humana) -VHC. A amamentação parece não contribuir de 

maneira significativa para a transmissão do vírus. Em relação à transmissão sexual, 

não se chegou a uma completa elucidação, considerando resultados divergentes em 

estudos realizados. A maior prevalência da infecção por esta via encontra-se entre 

pacientes com doenças sexualmente transmissíveis, prostitutas e seus parceiros e 

entre pacientes coinfectados HIV-VHC. Secundariamente, considera-se de risco o 

contato com maior número de parceiros sexuais, baixa adesão ao uso de 

preservativos, experiências sexuais traumáticas e homossexualismo masculino 

(MARTINS, et al, 2011).  

A transmissão do vírus, no entanto, não se restringe a esses grupos. 

Identificam-se formas adicionais de transmissão decorrentes da variedade de 

atividades humanas com potencial exposição ao sangue. Pode-se citar tatuagem, 

piercing, procedimentos odontológicos, podologia, manicure e pedicure, serviços de 

barbearia, rituais de escarificação, circuncisão e acupuntura que não se enquadram 

às normas de biossegurança (MARTINS, et al, 2011; MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 

2015).  

No Brasil, há estimativa de que cerca de 40% dos infectados não possuem 

histórico epidemiológico bem esclarecido, destacando a importância de um contágio 

inaparente do VHC (SILVA, et al. 2012). Necessitam-se estudos com metodologia 

adequada, que busquem o conhecimento da prevalência da hepatite C e os fatores 

de risco, visando a implementação correta de medidas de controle e alocação de 

recursos para o combate à doença (MARTINS, et al, 2011). 

 

1.3.3 Aspectos clínico-laboratoriais 

 

A história da hepatite C é variável e de difícil previsibilidade, pois o 

conhecimento das causas determinantes da evolução da doença ainda são pouco 

conhecidas (CONTE, 2000; SILVA, et al. 2012). Inúmeros fatores estão envolvidos 

no curso da infecção, que se relacionam aos caracteres viral, individual e ambiental. 

Quanto aos aspectos virais, incluem carga viral, genótipo do VHC e multiplicidade de 

quasiespécies. No âmbito individual, os quais estão relacionados ao hospedeiro, 
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englobam sexo, etnia, idade no momento da infecção, duração da infecção, 

obesidade, deficiência imune, susceptibilidade genética e doenças metabólicas e 

hepáticas concomitantes. Referente ao ambiental, envolvem o alcoolismo crônico, 

dieta, tabagismo, medicamentos e coinfecções pelo VHB (Vírus da hepatite B) e HIV 

(VIEIRA, 2010; SILVA, et al. 2012). 

O período de incubação da hepatite C varia de 2 a 24 semanas. Após a 

exposição inicial, cerca de 80% das pessoas permanecem assintomáticas. Nos 

casos sintomáticos relatam-se febre, fadiga, diminuição do apetite, náuseas, 

vómitos, dor abdominal, urina escura, fezes de cor cinza, dor nas articulações e 

icterícia (SILVA, et al. 2012; WHOa,2016). Quanto aos aspectos laboratoriais, o 

RNA-VHC atinge níveis séricos variando de 105 a 107 UI/mL já nas primeiras 

semanas, antes da possibilidade de detecção do anti-VHC e do pico das 

aminotransferases (Figura 04) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). 

 

Figura 04. Evolução dos marcadores bioquímicos e sorológicos durante o curso da 
infecção pelo vírus da hepatite C 

 
 

Evolução dos marcadores anti-VHC, RNA do VHC e ALT (alanina aminotransferase) durante o curso 
da infecção pelo vírus da hepatite C. Fonte: Secretaria de Vigilância em Saúde/MS, 2005 (Adaptado). 

 

A evolução da forma crônica é lenta, insidiosa e progressiva, frequentemente 

com manifestações clínicas discretas ou ausentes nas primeiras décadas. Nestes 
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casos, há flutuações dos níveis das aminotransferases, geralmente com histologia 

hepática alterada e vírus detectáveis (CONTE, 2000; SILVA, et al. 2012).  

No entanto, há pacientes que constituem uma exceção por apresentarem 

níveis de VHC baixos ou flutuantes, anti-VHC positivos e enzimas circulantes 

normais. Estes resultados, na maioria das vezes, são interpretados como sinal de 

cura completa. No entanto, Haydon et al. (1998) alteraram essa interpretação, ao 

demonstrarem a presença de RNA-VHC no fígado desses pacientes. Por isso, é 

importante considerar a existência de limitações metodológicas no momento da 

interpretação dos dados fornecidos pelos exames de diagnóstico da hepatite C 

(CONTE, 2000). 

A forma crônica, nos casos mais graves, evolui para cirrose, 

descompensação hepática, ascite, varizes esofágicas e encefalopatia hepática 

(MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015; WHOa, 2016). 

A cirrose representa o estágio final da hepatite C crônica e é a principal 

indicação para transplante hepático. Suas complicações causam mortes devido às 

hemorragias digestivas, síndrome hepatorrenal, síndrome hepatopulmonar, 

infecções, encefalopatia hepática e, ainda, à ocorrência do CHC (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2010; SILVA, et al. 2012).  

A associação da infecção crônica com o desenvolvimento de cirrose e CHC 

requer a identificação da doença precocemente e o tratamento dos pacientes, 

visando a redução da morbimortalidade do agravo (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 

2015). 

A hepatite C apresenta, ainda, importantes e frequentes manifestações extra-

hepáticas. Relevância que está, provavelmente, associada à persistência 

prolongada do VHC no hospedeiro, seu particular tropismo pelos hepatócitos e pelas 

células mononucleares sanguíneas. Estas manifestações estão, em sua maioria, 

ligadas a processos imunes, que se relacionam, provavelmente, à possibilidade do 

vírus se replicar nas células linfoides e à deposição de imunocomplexos nos 

diversos tecidos e órgãos como a pele, o sistema músculo-articular, os nervos 

periféricos e os rins (CONTE, 2000; SILVA, et al. 2012). Exemplos de síndromes 

autoimunes são a crioglobulinemia, artralgias e uma maior incidência de linfoma 

não-Hodgkin do que na população geral (SILVA, et al. 2012).  
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1.3.4 Associação do VHC a componentes do sangue 

 

Infecções virais persistentes resultam na cronicidade da doença hepática, 

atribuída à incapacidade do sistema imunológico de estabelecer uma resposta 

efetiva. O escape imune resulta na produção de anticorpos não neutralizantes e na 

consequente formação de imunocomplexos constituídos por epitopos do VHC ou o 

próprio vírus associados a proteínas humanas (KOSKINAS et al, 1994; MISSALE, et 

al, 1996; REHERMANN, 2000; DAMMACCO et al., 2001; TAMPAKI, KOSKINAS, 

2014).   

Apesar dos hepatócitos serem o alvo principal do VHC (Figura 05), o vírus ou 

os imunocomplexos podem, ainda, interagir com diversos componentes do sangue, 

como monócitos, linfócitos, eritrócitos, plaquetas e células endoteliais (Figura 06) 

(SCHMIDT et al., 1995; SCHMIDT et al., 1997; STAPLETON, 1999; RIOS et al., 

2007).  

 

Figura 05. Vírus da hepatite C associado ao hepatócito 

 

 

Imagem ampliada de um hepatócito infectado pelo vírus da hepatite C. Fonte: http:// 
www.misodor.com/FIGADO.php; http://www.fcms.com.br/single-post/oncologia-hep%C3%A1 tica 
(Adaptado). 
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Figura 06. Vírus da hepatite C associado aos componentes sanguíneos 

 

 

Imagem ilustrativa da associação do vírus da hepatite C com os componentes sanguíneos e células 
endoteliais. Fonte: https://saude.umcomo.com.br/artigo/como-e-formado-o-sangue-2293.html 
(Adaptado). 

 

Aderência de patógenos a eritrócitos não é um novo conceito e tem sido 

relatado por um longo período. Alguns estudos e revisões têm sido publicados sobre 

o tema, discorrendo sobre a aderência e interação de diversos patógenos a 

eritrócitos, incluindo vírus, bactérias e parasitos (RIOS et al., 2007; BECK et al., 

2009; CHANCEY et al., 2012). Embora o mecanismo exato de interação de vírus 

com eritrócitos humanos não esteja completamente elucidado, sabe-se que essa 

ligação pode ocorrer via participação de componente imunes, como anticorpos e 

complemento ou via diversos mecanismos não imunes, incluindo a participação de 

glicolípides de membrana, glicosaminoglicanas, proteoglicanas, receptores Decoy, 

dentre outros (ESCUTENAIRE et al., 2011). Além da interação vírus-hemácias, 

pesquisas vêm descrevendo a ocorrência da interação vírus-plaquetas (DE 

ALMEIDA et al 2007; RIOS et al, 2007; BECK et at, 2009; CHANCEY C et al, 2012; 

HAMAIA et al, 2012). Estudos já evidenciaram altas cargas do HIV associadas às 

plaquetas (YOUSSEFIAN, et al., 2002) e hemácias (LACHGAR, et al., 1998). 

Em um estudo anterior do nosso grupo foi demonstrado a associação do vírus 

Oeste do Nilo (West Nile virus - WNV) a hemácias. É um vírus endêmico nos 
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Estados Unidos e, assim como o VHC, também pertencente à família Flaviviridae 

(RIOS et al., 2007). Neste estudo, RIOS e colaboradores (2007) demonstraram por 

meio da técnica de RT-qPCR (Transcrição Reversa seguida de reação em cadeia da 

polimerase em tempo real) com sistema TaqMan, a carga viral nas hemácias 

excedeu a do plasma correspondente em 1 log de magnitude. Mostraram, ainda, que 

os WNV associados às hemácias eram infecciosos, uma vez que, quando em cultura 

de células Vero, eram capazes de infectá-las. Estes resultados poderiam explicar 

casos de transmissão de WNV por transfusão a partir de amostras de plasma 

negativas por teste em mini-pools de ácido nucléico (mini-pools Nucleic Acid Testing 

– MP-NAT). Estes indicativos apontaram para a necessidade de maior sensibilidade 

dos testes de triagem de doadores de sangue. RIOS e colaboradores (2007) 

sugeriram, neste estudo, o desenvolvimento de métodos que utilizam sangue total 

como amostra de teste e que permitem a extração do RNA dos vírus associados aos 

componentes celulares do sangue. Esta estratégia diminuiria o risco residual de 

transmissão de WNV por transfusão sanguínea (RIOS et al., 2007). 

Estudo semelhante aplicado ao entendimento da associação do vírus da 

hepatite C a componentes sanguíneos é impossibilitado em virtude da dificuldade de 

cultivo do VHC em cultura de células. Apesar da proposta, em 2003, de um modelo 

de cultivo celular que adequa o genoma do VHC ao meio de cultivo in vitro, o vírus 

infectante presente em um indivíduo infectado continua sendo incapaz de se replicar 

em meios normais de cultivo (BEZERRA, 2006; LI et al., 2015).  

Outro estudo do nosso grupo de pesquisa, realizado por CHANCEY e 

colaboradores (2012), teve como objetivo investigar a distribuição do VHC em 

diferentes componentes sanguíneos de doadores de sangue assintomáticos 

infectados pelo VHC. Diante desta impossibilidade de cultivo do vírus infectante, o 

estudo foi realizado utilizando o método de quantificação da carga viral. Os 

resultados, obtidos pela técnica de RT-qPCR, evidenciaram altas concentrações 

virais de VHC associadas a diferentes componentes do sangue destes pacientes. No 

entanto, para a maioria das amostras, o plasma apresentou a maior concentração 

detectável de RNA-VHC e as hemácias a menor carga viral. Estes achados indicam 

que a inclusão da fração de hemácias nas amostras teste não contribuiria para o 

aumento da sensibilidade da triagem de doadores de sangue para o VHC 

(CHANCEY et al., 2012).  
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1.3.5 Diagnóstico 

 

A hepatite C é uma doença que impacta diretamente na qualidade de vida dos 

pacientes, exigindo constantes esforços para o fortalecimento da promoção à saúde, 

vigilância, prevenção e controle dessa patologia (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015). 

O diagnóstico da hepatite C, geralmente, ocorre na fase crônica devido às 

características peculiares da mesma (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015). O 

diagnóstico específico é comumente circunstancial, obtido em triagem sorológica 

para doadores nos bancos de sangue, exames ocasionais, campanhas de detecção 

ou investigação por suspeita epidemiológica (SILVA, et al. 2012; MINISTÉRIO DA 

SAÚDEa, 2015; WHOa, 2016). Este contexto reitera a necessidade da suspeição 

clínica pela equipe multidisciplinar e do maior acesso ao diagnóstico sorológico, 

principalmente às populações mais vulneráveis ao VHC (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 

2015; WHOa, 2016). 

O diagnóstico da infecção baseia-se em duas categorias de exames 

laboratoriais: ensaios sorológicos, denominados testes indiretos, que detectam 

anticorpo específico para o VHC e ensaios moleculares, denominados testes diretos, 

que identificam e quantificam o RNA do vírus. Testes estes que exercem papel 

fundamental no diagnóstico da infecção, na tomada de decisões terapêuticas e na 

avaliação da resposta virológica ao tratamento (SILVA, 2014; MINISTÉRIO DA 

SAÚDEa, 2015). 

 

1.3.5.1 Diagnóstico Sorológico 

 

1.3.5.1.1 Testes rápidos 

 

São testes cuja execução, leitura e interpretação dos resultados são 

realizados em, no máximo, 30 minutos. São de fácil execução e não necessitam de 

infraestrutura laboratorial complexa. Com os resultados desses testes obtém-se a 

determinação qualitativa do anticorpo contra o vírus da hepatite C (anti-VHC). O 
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método usado para a detecção é imunocromatográfico, para o qual se utiliza 

antígenos sintéticos e recombinantes imobilizados em membrana para identificação 

seletiva do anti-VHC, em quantidade mínima de sangue total ou soro (MINISTÉRIO 

DA SAÚDEa, 2015). Estes testes estão definidos pelo Ministério da Saúde como 

testes de triagem da infecção pelo VHC. Segundo este Ministério, o sangue total 

obtido por punção digital deve ser preferencialmente utilizado por permitir a 

testagem na presença do indivíduo, eliminando a possibilidade de troca de amostra 

e permitindo o imediato conhecimento do resultado (MINISTÉRIO DA SAÚDEb, 

2015). 

 

1.3.5.1.2 Imunoensaio 

 

Define-se como sendo exame sorológico, tradicionalmente utilizado, que 

detecta anti-VHC e necessita de estrutura laboratorial instalada, bem como mão-de-

obra especializada (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015). Geralmente, estes anticorpos 

podem ser detectados a partir da oitava semana pós-exposição viral, porém, alguns 

casos levam meses para atingir níveis detectáveis (SILVA, 2014).  

A presença de sorologia reativa para anti-VHC fornece dados referentes ao 

contato prévio com o vírus, não relativo à evolução para a cura ou cronicidade do 

processo infeccioso, pois em ambos os casos, este anticorpo se mantém positivo. 

Uma vez positivo, torna-se necessário um exame confirmatório, realizado através da 

pesquisa do material genético do vírus, usando técnicas de biologia molecular. 

Deve-se atentar, ainda, para os casos de falso-negativos, frequentemente 

encontrados em pacientes imunossuprimidos, em virtude da diminuição ou ausência 

da produção de anticorpos (SILVA, et al. 2012; MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015). 

 

1.3.5.2 Diagnóstico Molecular 

 

O diagnóstico molecular é o teste realizado para detecção de um marcador 

molecular, que necessita de infraestrutura laboratorial mais complexa e mão-de-obra 

especializada. No caso do vírus da hepatite C, este marcador é seu RNA, o qual 
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apresenta níveis detectáveis no soro ou plasma a partir da 1ª semana após a 

exposição. Este exame, que pode ser qualitativo ou quantitativo, constitui-se na 

melhor ferramenta para diagnosticar precocemente a infecção aguda (SILVA, 2014).  

Essa detecção do RNA viral fundamenta-se na amplificação de regiões 

específicas do genoma, sendo capaz de diferenciar o RNA do VHC de todos os 

genótipos e subgenótipos já descritos. As técnicas mais utilizadas para este fim, 

baseiam-se na reação em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction ou 

PCR), PCR em tempo real (qPCR), branched-DNA (bDNA) e amplificação mediada 

por transcrição (TMA) (SILVA, 2014). 

A PCR constitui na amplificação exponencial de sequências nucleotídicas 

específicas, posterior à síntese de DNA complementar (cDNA) por transcrição 

reversa. O limite inferior de detecção dos ensaios qualitativos, por esta técnica, é de 

aproximadamente 50 UI/mL (SILVA, 2014). 

A PCR em tempo real é um método baseado no princípio da reação em 

cadeia da polimerase (PCR) associado à um mecanismo de detecção e 

quantificação por fluorescência a qual é detectada por um sensor acoplado ao 

termociclador. A intensidade de fluorescência é proporcional à quantidade de RNA 

do vírus presente na amostra inicial. Esta metodologia apresenta elevada precisão e 

sensibilidade em cerca de 10 UI/mL (SILVA, 2014). Este é o teste utilizado para 

grandes demandas e recomendado pelo Ministério da Saúde para confirmação do 

diagnóstico e avaliação do tratamento (SILVA, 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 

2015). 

O bDNA é um teste de amplificação de sinal que tem como metodologia 

sucessivos ciclos de hibridizações por sondas. Diverge, portanto, da PCR, por não 

haver reação enzimática para amplificação da molécula a ser detectada. O limite 

mínimo de detecção do VHC-RNA para este teste está em torno de 615 UI/mL 

(SILVA, 2014). 

A transcrição mediada por amplificação é um método isotérmico baseado em 

um ciclo contínuo de síntese de DNA a partir de RNA e da transcrição desse DNA 

para RNA. Ao final da reação, são produzidas múltiplas cópias de RNA. O referido 

método apresenta alta sensibilidade, com limite inferior de detecção na faixa de 5 a 

10 UI/mL (SILVA, 2014). 
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1.3.5.2.1 Genotipagem 

 

  O teste de genotipagem viral trata-se da caracterização de parte do material 

genético do vírus através de técnicas moleculares de amplificação do RNA ou DNA 

viral.  Esses testes têm sido empregados como uma ferramenta para determinação 

dos genótipos e para identificação de mutações associadas à resistência a drogas. É 

uma metodologia de alta complexidade o que restringe seu emprego aos centros 

diagnósticos de referência (MOREIRA, 2015). 

Dentre os diferentes métodos de genotipagem, o método de referência para a 

identificação genotípica e classificação de isolados do VHC é o sequenciamento 

nucleotídico direto do genoma do vírus seguido da análise filogenética da sequência 

obtida (PERONE, 2007; LEVADA et al., 2010). Preconiza-se para este método a 

análise das regiões 5’ UTR, E1 ou NS5B.  Apesar da região 5’UTR ser a mais 

conservada do genoma do VHC, esta apresenta vários polimorfismos que permitem 

caracterizar os diversos genótipos virais. A análise desta região exibe boa 

concordância com os genótipos identificados por sequenciamento de outras regiões 

codificantes do genoma do vírus, mas baixo nível de exatidão para a diferenciação 

entre alguns subtipos. Estes métodos identificam variabilidades na estrutura primária 

do genoma, distinguindo-os em genótipos, sendo os principais denominados de 1 a 

7, em inúmeros subtipos, os quais são identificados por letras, por exemplo, 

genótipo 1-a, 1-b, 1-c e, ainda, determinam populações mistas do VHC (PERONE, 

2007; ATHAR, 2015).  

A caracterização genotípica é desnecessária para o diagnóstico e não tem 

papel definido na evolução clínica da patologia. No entanto, constitui ferramenta 

essencial na prática clínica em razão de sua importância na definição da estratégia 

para o tratamento da hepatite crônica (BUSEK, OLIVEIRA, 2003; MINISTÉRIO DA 

SAÚDEa, 2015). A determinação de diferentes genótipos do VHC ajuda a prever o 

resultado da terapia, influencia na escolha do regime terapêutico e determina a 

duração da terapia antiviral (RIBEIRO, 2015; COSTA, 2016). Estudos clínicos 

demonstraram variações nas respostas virológicas ao tratamento da hepatite C 

crônica quando foram comparados pacientes infectados por VHC de genótipos 

diferentes. A genotipagem do VHC impacta, ainda, nas investigações 
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epidemiológicas e em pesquisas imunológicas que visam o desenvolvimento de 

vacinas (PERONE, 2008). 

 

1.3.5.3 Biópsia Hepática 

 

A biópsia hepática é outro exame complementar à avaliação clínico-

laboratorial, não relevante para o diagnóstico da hepatite C. É estabelecida como 

padrão-ouro para a avaliação do grau da fibrose hepática, por ser fundamental no 

estadiamento e na definição do plano terapêutico da forma crônica da doença. É, no 

entanto, um procedimento invasivo, doloroso, com risco de infecção, hemorragias e 

perfuração inadvertida de outros órgãos (SILVA, et al. 2012; MINISTÉRIO DA 

SAÚDEa, 2015). 

Recentemente, a Elastografia Hepática Ultrassônica foi incorporada pelo 

Ministério da Saúde ao Sistema Único de Saúde (SUS), para avaliação do nível de 

comprometimento do fígado. Este é um exame seguro, eficaz, efetivo, de 

sensibilidade e especificidade significativas, com a vantagem de ser indolor e não 

invasivo, em comparação à biópsia hepática. Essa incorporação é um importante 

avanço que amplia e melhora a assistência aos pacientes infectados pelo VHC 

(COELHO, 2015). 

 

1.3.6 Tratamento 

 

Realizado o diagnóstico confirmatório de hepatite C, dá-se início ao 

tratamento, que visa o controle da progressão da doença hepática por meio da 

inibição da replicação viral e, por fim, a erradicação do vírus no organismo do 

paciente (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011; MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015).  

A erradicação do vírus é a condição que caracteriza a Resposta Virológica 

Sustentada (RVS) (SILVA, 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015). No entanto, 

além da RVS, há ainda, outros critérios de resposta virológica para avaliação do 

tratamento, os quais estão listados no Quadro 02 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011). 
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Quadro 02. Critérios de resposta virológica para avaliação do tratamento 

Tipo de Resposta Conceito 

Resposta virológica rápida 

(RVR) 

HCV-RNA quantitativo (carga viral) indetectável 

(abaixo do limite inferior de detecção) na 4ª 

semana de tratamento. 

Resposta virológica precoce 

(RVP) 

Queda de pelo menos duas escalas 

logarítmicas (2 Log) ou 100 vezes o valor do 

HCV-RNA pré-tratamento (RVP parcial), ou sua 

indetecção na 12ª semana de tratamento (RVP 

total). 

Resposta virológica ao final 

do tratamento (RVF) 
HCV-RNA indetectável ao final do tratamento. 

Resposta virológica 

sustentada (RVS) 

HCV-RNA indetectável na 24ª semana de 

seguimento após o término do tratamento. 

Recidiva virológica 

(recidivantes) 

HCV-RNA indetectável ao final do tratamento e 

HCV-RNA detectável 24 semanas após o 

término do tratamento. 

Respondedor lento 

Indivíduo que apresenta RVP parcial (HCV-

RNA detectável, porém com queda > 2 Log na 

semana 12) e HCV-RNA indetectável na 24ª 

semana de tratamento. 

Não respondedor parcial 

Indivíduo que apresenta RVP parcial (HCV-

RNA detectável, porém com queda > 2 Log na 

semana 12) e HCV-RNA detectável na 24ª 

semana de tratamento. 

Nulo de resposta 

Indivíduo que não apresenta pelo menos RVP 

parcial (queda de pelo menos 2 Log do valor do 

HCV-RNA pré-tratamento, na 12ª semana de 

tratamento). 

 
 

Fonte: Protocolo clínico e diretrizes terapêuticas para hepatite viral C e coinfecções. Brasil. Ministério 
da Saúde. Secretaria de Vigilância em Saúde. Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 
Brasília: 2011.144 p.: il. 
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Pretende-se, com o tratamento, aumentar a expectativa e a qualidade de vida 

do paciente, diminuir a transmissão do VHC, interromper ou amenizar a evolução 

das lesões histopatológicas, melhorar a função hepática e reduzir a incidência de 

complicações como cirrose, carcinoma hepatocelular e óbito (SILVA, et al. 2012; 

MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015).  

A evolução do tratamento da hepatite C levou à otimização quanto ao tempo 

de administração e eficácia dos fármacos, elevando consideravelmente as taxas de 

RVS. Inicialmente, o interferon (IFN), ministrado em monoterapia, apresentava taxa 

de RVS de cerca de 20% (SILVA, 2014).  

Em 2011, em substituição à monoterapia, a Portaria do Ministério da Saúde nº 

221 preconizou o tratamento com IFN-α convencional associado à ribavirina (RBV), 

um análogo de nucleosídeo da guanosina. Este foi definido apenas para os 

pacientes infectados pelo genótipo 2 ou 3 e que não apresentassem fatores 

preditivos de RVS baixa. Para os demais pacientes, infectados pelo genótipo 1 ou 4, 

considerados os mais difíceis de se tratar, e para os infectados pelo genótipo 2 ou 3 

que apresentassem fatores preditivos de RVS baixa, foi estabelecida a terapia com 

interferon-alfa-peguilado (PEG-IFNα) associado à RBV. Este tratamento contribuiu 

para o aumento da RVS, apresentando uma eficácia em torno de 80% dos 

infectados com o genótipo 2 ou 3, e em 50% dos pacientes com o genótipo 1 

(SILVA, 2014). No entanto, esse esquema terapêutico determinou inúmeras e 

frequentes alterações laboratoriais e reações adversas, algumas com risco de vida 

(MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015; WHOa, 2016).  

O Ministério da Saúde, através da Portaria nº 25, de 12 de novembro de 2013, 

aprovou o Suplemento 1 do Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas (PCDT) para 

Hepatite Viral C e Coinfecções n° 221/11. Este PCDT preconiza, para o tratamento 

das formas crônicas da hepatite C, o telaprevir e boceprevir, medicamentos de ação 

direta pertencentes à classe de inibidores de protease (IP) de primeira geração. 

Estes fármacos, no entanto, levam à seleção de mutantes de resistência na NS3 

protease, por isso são administrados em associação com PEG-IFNα/RBV (PR), 

constituindo assim uma terapia tripla (PR + IP) que visa reduzir o desenvolvimento 

de resistência (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013; SILVA, 2014). 
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O uso desses IP no SUS foi aprovado apenas para monoinfectados pelo 

genótipo 1 do VHC, com fibrose hepática avançada (Metavir F3 e F4) (Quadro 03) 

ou cirrose hepática compensada (Child-Pugh ≤ 6) (Quadro 04) e para pacientes que 

não foram submetidos a tratamento prévio com IP (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013; 

SILVA, 2014). Para os pacientes sem indicação de tratamento com IP, neste 

momento, recomenda-se avaliação clínico-laboratorial periódica (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2013). 

Metavir é um método que categoriza o grau de fibrose, de acordo com 5 

classificações. Em uma escala de 0 a 4, o aumento da pontuação retrata um estágio 

mais avançado da fibrose, sendo que o F4 indica um quadro de cirrose hepática 

(BEDOSSA et al., 1996).  

 

Quadro 03. Escore METAVIR para estadiamento da fibrose hepática 

METAVIR 

Alteração histológica Escore 

Ausência de fibrose F0 

Expansão fibrosa portal sem septos F1 

Expansão fibrosa com raros septos F2 

Expansão fibrosa com numerosos septos, sem cirrose F3 

Cirrose F4 
 

Fonte: An algorithm for the grading of activity in chronic hepatitis C. The METAVIR.Cooperative study 
Group.Hepatology, 1996; 24: 289-293. 

 

A classificação de Child-Pugh é utilizada para avaliar o prognóstico clínico da 

cirrose. É um sistema que emprega dois critérios clínicos e três critérios laboratoriais 

para a doença hepática. Cada critério é pontuado entre 1-3, com 3 indicando a 

condição mais severa. O escore de Child-Pugh é calculado pela soma dos pontos 

dos cinco fatores, e varia de 5 a 15. Escores 5 a 6 são a classe A de Child-Pugh e 

apontam para “cirrose compensada”, escores 7 a 9 indicam a classe B e escores 10 

a 15 a classe C (CHOLONGITAS, et al., 2005).  
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Quadro 04. Escore de Child-Pugh 

Cirrose- Fator de classificação de 

Child-Push 
1 ponto 2 pontos 3 pontos 

Bilirrubina sérica µmol/L < 34 (< 2,0) 
34-51 

(2,0-3,0) 
> 51(>3,0) 

Albumina sérica, (g/dL) > 35 (> 3,5) 
30-35 

(3,0-3,5) 
< 30 (<3,0) 

Ascite Nenhuma Facilmente 
controlada 

Mal 

controlada 

Distúrbio neurológico Nenhum Mínimo 
Coma 

avançado 

Tempo de protrombina 
(segundos de prolongamento) 

0-4 4-6 > 6 

RNI (razão normalizada 

internacional) 
< 1,7 1,7- 2,3 > 2,3 

 
 

Fonte: CHOLONGITAS, E; PAPATHEODORIDIS, GV; VANGELI, M; TERRENI, N; PATCH, D; 
BURROUGHS, AK. Systematic review: The model for end-stage liver disease--should it replace Child-
Pugh's classification for assessing prognosis in cirrhosis?. Alimentary pharmacology & therapeutics. 
22 (11-12): 1079–89. Dec 2005. 

 

O risco de resistência cruzada contraindica a substituição de um IP por outro. 

Portanto, ao constatar falha virológica, o tratamento deverá ser permanentemente 

descontinuado (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013 – suplemento 2). 

Não obstante à universalização do arsenal terapêutico, foram constatados 

resultados insatisfatórios como a limitação de resposta ao tratamento, terapia com 

duração prolongada, administração concomitante de medicamento injetável e de 

grande quantidade de comprimidos diariamente, além de vários efeitos adversos que 

exigem manejo de alta complexidade. Estes fatores levam à redução da qualidade 

de vida do paciente e decepcionam os profissionais de saúde (MINISTÉRIO DA 

SAÚDEa, 2015). 

Em decorrência das inúmeras reações adversas inerentes à terapia tripla, os 

pacientes devem ser orientados antes de iniciar o tratamento e acompanhados nas 

semanas 2 e 4, em seguida, a cada 4 semanas. Estas consultas devem ser 

pautadas em uma avaliação clínica minuciosa pela equipe multidisciplinar e 
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apresentação de exames laboratoriais, visando a constante vigilância das 

complicações do tratamento e o cuidado integral ao paciente (SILVA, et al. 2012; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013; MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015). Estes aspectos 

exigem do paciente uma atitude disciplinar e compreensão do profissional de saúde 

(MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015). 

As limitações inerentes à terapia tripla, associadas ao avanço do 

conhecimento da biologia molecular do VHC estimularam a descoberta de novas 

terapias antivirais. Nos últimos anos, houve o desenvolvimento de inúmeros 

inibidores específicos para o tratamento da hepatite C, os quais foram denominados 

Agentes Antivirais Diretos (DAA) (SILVA, 2014). O mecanismo de ação dos DAA não 

envolve o estímulo da resposta imune natural do organismo contra o vírus, sendo 

sua ação direcionada contra alvos moleculares do VHC, o que interrompe a 

replicação viral (SILVA, 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015). Esses agentes 

antivirais diretos apresentam maiores percentuais de cura, eficácia, segurança, 

tolerância e menor duração do que o arsenal terapêutico anterior (WHOa, 2016). 

Em outubro de 2015, publicou-se o novo Protocolo Clínico e Diretrizes 

Terapêuticas para Hepatite C e Coinfecções, o qual disponibilizou, no âmbito do 

SUS, uma nova estratégia custo-efetiva para o tratamento da hepatite C 

(MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015; WHOa, 2016). Análises baseadas em ensaios 

clínicos randomizados levaram à escolha de três DAA: sofosbuvir, simeprevir e 

daclatasvir, descontinuando, assim, o uso dos medicamentos de ação direta de 

primeira geração, boceprevir e telaprevir. O sofosbuvir é um análogo nucleotídeo 

que inibe a polimerase do VHC; o simeprevir, um inibidor de protease de segunda 

geração; e o daclatasvir, um inibidor da NS5A. Estes medicamentos apresentam 

como eventos adversos, sintomas comuns e leves (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 

2015). Para pacientes com fatores preditores de má resposta ao tratamento, como 

diabetes e obesidade, recomenda-se associar estes medicamentos com a ribavirina 

(MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015).  

Outros pacientes que se beneficiaram com a implementação dessa nova 

terapia da hepatite C foram os coinfectados com o HIV e os pacientes em etapa de 

pré- ou pós-transplante. Esses pacientes passaram a ser atendidos adequadamente, 

possibilitando melhoria na sua qualidade e expectativa de vida (MINISTÉRIO DA 

SAÚDEa, 2015). 
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 1.3.7 Profilaxia 

 

A inexistência de uma forma profilática pré- e pós-exposição ao vírus da 

hepatite C exige uma correta avaliação epidemiológica para elaboração de planos 

de ações de prevenção e controle da patologia. A determinação destas ações 

depende de uma complexa análise da distribuição global da doença, identificação de 

seus fatores de risco associados e previsão dos fatores que aceleram a evolução da 

doença (MARTINS, et al, 2011). 

As principais medidas em termos de profilaxia que se tem até o momento 

estão relacionadas ao controle satisfatório dos doadores de sangue e à redução do 

risco de exposição ao vírus em locais de cuidados à saúde e em populações de alto 

risco (SILVA, et al., 2012; WHOa, 2016). Essa prevenção primária requer práticas 

seguras, que incluem o uso correto do preservativo e o não compartilhamento de 

instrumentos pérfuro-cortantes e objetos de higiene pessoal, além da orientação aos 

pacientes sobre o risco inerente ao uso de drogas (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 

2015). Quanto à prevenção secundária e terciária, envolvendo pessoas já infectadas 

pelo VHC, a OMS recomenda um melhor aconselhamento e ações educativas 

quanto às possibilidades do cuidado e tratamento; vacinação contra a hepatite A e B 

para evitar a coinfecção; tratamento adequado; e realização do diagnóstico precoce 

da doença (WHOa, 2016). Essas orientações devem permear todas as etapas do 

atendimento aos pacientes com VHC e serem repassadas aos familiares e parceiros 

sexuais (MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015). 

A contribuição individualizada do profissional de saúde envolvido no 

atendimento aos infectados pelo VHC soma-se à grande perspectiva da OMS que 

visa a eliminação da hepatite viral como um problema de saúde pública, redução de 

novas infecções de hepatite viral em 90% e diminuição das mortes devido à hepatite 

viral em 65% até 2030. Com este propósito, a OMS apoia os países na promoção à 

sensibilização, estabelecimento de parcerias e mobilização de recursos, prevenção 

da transmissão e ampliação dos serviços de rastreio, cuidados e tratamento. A OMS 

estabelece, ainda, o Dia Mundial da Hepatite em 28 de julho de cada ano para uma 

maior conscientização e compreensão das hepatites virais (WHOa, 2016). 
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1.3.8 Resposta Imune 

 

A infecção de uma célula hospedeira permite a replicação viral intensa, 

favorecendo o aparecimento de viremia (SOARES, 2006). Neste processo o VHC é 

reconhecido pelos mecanismos da resposta imune inata na tentativa de erradicar o 

vírus e minimizar os danos causados ao indivíduo infectado. A insuficiência da 

resposta imune de eliminar o vírus, conduz ao estabelecimento da infecção crônica, 

determinando assim o curso da doença (ZHU et al., 2003; CRUZ, 2013). A 

cronicidade da infecção pelo VHC e consequente prejuízo hepático não advém da 

destruição direta das células hepáticas pelo vírus, mas de uma resposta 

imunomediada que causa destruição celular e fibrose (SILVA, 2008). A escassez de 

modelos animais e/ou sistemas de cultura celular adequados para estudos sobre a 

resposta imune na infecção pelo VHC dificultam o conhecimento preciso dos 

componentes dessa resposta (THIO, 2008). 

O evento inicial do mecanismo imunológico antiviral consiste na produção de 

interferon (IFN) alfa e beta e subsequente expressão de genes estimuladores de IFN 

(ISGs) que vão limitar a replicação do patógeno (JANEWAY, MEDZHITOV, 2002; 

ZHU et al., 2003; SOARES, 2006; QUEIRÓZ, 2010; CRUZ, 2013). Os interferons 

atuam, ainda, na ativação de mecanismos protetores da infecção de células 

adjacentes e de substâncias com ação antiviral direta, como a proteína quinase, que 

inibe a síntese de proteínas, e a 2’5’ oligoadenilato sintetase envolvida na 

degradação do genoma viral (JANEWAY, MEDZHITOV, 2002). 

A presença do vírus nas células induz a produção de outras citocinas que irão 

inibir a replicação viral, ativar as células residentes no local da infecção, recrutar 

células imunes inatas e ativá-las para desempenharem suas funções efetoras. A 

ativação e atração dessas células, incluindo neutrófilos, células dendríticas, 

macrófagos, células natural killer (NK) e células NKT constituem a primeira linha de 

defesa da resposta imunológica. A ausência ou redução da atividade das células NK 

pode levar à maior suscetibilidade à infecção viral, sendo uma das principais 

contribuições a produção de IFN-gama (FREEMANN et al., 2001; AGRATI et al., 

2002; SOARES, 2006; MEDZHITOV, 2007; MEDZHITOV, 2008). Esta citocina é 

importante para a ativação de outras células NK, macrófagos apresentadores de 
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antígeno e linfócitos B, assim como de elementos da imunidade adaptativa, a 

exemplo dos linfócitos T (SOARES, 2006). 

À medida que a infecção viral progride, respostas imunes vigorosas e 

específicas são ativadas, com a presença de linfócitos T auxiliares, expansão de 

clones de células T citotóxicas e anticorpos secretados por linfócitos B (LECHNER et 

al., 2000; THIMME et al., 2001; CHANG, 2003; GUIDOTTI, CHISARI, 2006; 

SOARES, 2006). Na maioria dos pacientes, entretanto, a migração de células T para 

o fígado resulta na incapacidade de clarear a infecção. Como consequência, uma 

população de células T não-específicas é recrutada para o sítio da infecção, sendo 

essas as responsáveis pelas lesões crônicas (BERTOLETTI, MAINI, 2000). Outro 

aspecto determinante para cronicidade está em uma transição deficiente da 

imunidade inata para a adaptativa durante a infecção crônica pelo VHC 

(DOLGANIUC, SZABO, 2008).  

O surgimento da resposta imune celular é detectado clinicamente através da 

elevação das aminotransferases séricas, constituindo a chamada lesão hepática 

imunomediada. O clareamento do VHC está relacionado à robusta resposta imune 

de células T CD4+ e CD8+, especialmente a resposta T CD4+, com liberação de 

citocinas Th1. Na forma crônica da doença, observa-se uma resposta fraca de 

células T CD4+, com baixa especificidade e pouca produção de citocinas Tipo 1 

(GERLACH et al., 1999; RAY et al., 2005). A inflamação crônica é fator importante 

de ativação das células hepáticas estreladas, miofibroblastos e fibroblastos por 

citocinas, o que resulta em estímulo à fibrogênese. A perpetuação desse processo 

resulta, em última instância, na cirrose hepática (TAUB et al., 1999). 

O fracasso do clareamento viral pode, também, ser atribuído ao escape da 

resposta imune inata (RAY et al., 2005). Dentre as proteínas virais associadas ao 

escape estão a protease NS3-4A, que bloqueia o reconhecimento de RNAs virais e 

inibe a produção de INF-β; e as proteínas NS5A e E2 inibem a enzima PKR induzida 

pelo interferon para a resposta antiviral (TAYLOR et al., 1999; GIMENEZ-BARCONS 

et al., 2005; JOHNSON, GALE, 2006; QUEIRÓZ, 2010). Além das proteínas virais 

há, ainda, mutações de escape que têm sido relatadas em indivíduos crônicos 

(ERICKSON et al., 2001). Alguns epítopos reconhecidos pelo HLA (Human 

Leukocyte Antigen - Antígeno Leucocitário Humano) do hospedeiro passam a 

apresentar mutações de escape no momento em que é observado aumento na 
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carga viral no paciente, o que sugere que as células CD8+ promovam uma pressão 

seletiva nas proteínas virais, influenciando na replicação dos vírus (QUEIRÓZ, 

2010). Mutação de proteínas virais imunogenicamente dominantes representa uma 

das principais estratégias de evasão, por dificultar o desenvolvimento de vacinas e 

por favorecer a persistência de infecções crônicas. Além das mutações virais e 

formação de quasispecies (FORNS et al., 1999; BOWEN, WALKER, 2005), os vírus 

podem interferir na ativação do complemento, na produção de anticorpos, na síntese 

de IFN-alfa e beta; podem também inibir o transporte de moléculas MHC de classe I 

para a membrana da célula infectada, além de codificar proteínas com homologia 

estrutural com receptores de superfície celular e/ou citocinas e seus receptores 

(SOARES, 2006) 

Constata-se, portanto, que a inflamação pode representar distintos papéis no 

fígado infectado pelo VHC, dependendo do estágio em que a doença se encontra, 

aguda ou crônica. A atração de células T CD4+ e CD8+ por citocinas, contra 

diferentes epitopos virais, estão associadas à eliminação espontânea do VHC 

durante a fase aguda da infecção. Entretanto, durante a fase crônica, essas mesmas 

citocinas podem recrutar células inflamatórias para o fígado responsáveis por 

perpetuar a lesão hepática, levando à hepatite crônica com potencial fibrosante. 

Assim, a expressão das mesmas quimiocinas nas fases aguda e crônica da hepatite 

C afeta o curso da patologia (SOARES, 2006; ZEREMSKI et al., 2007). 

 

1.3.8.1 Plaquetas e Sistema Imune 

 

 As plaquetas são fragmentos de células sanguíneas anucleadas que 

desempenham papel crucial como mediadores para a manutenção da hemostasia 

(ASSINGER, 2014; ALI et al., 2015). No entanto, as pesquisas vêm esclarecendo 

que as plaquetas contribuem para diversos processos imunológicos que se 

estendem para além da visão tradicional. Recentemente, dados demonstraram que 

as plaquetas são componentes efetores na resposta inflamatória, reguladores das 

respostas imunes inatas e adaptativas, participam da modulação da apresentação 

de antígeno e da intervenção contra ameaças microbianas (TRZECIAK-RYCZEK, et 

al., 2013; ASSINGER, 2014; ALI et al., 2015). Segundo ALI e colaboradores (2015) 
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as plaquetas devem ser vistas como o orquestrador subestimado do sistema 

imunológico. 

As plaquetas interagem diretamente com leucócitos, células endoteliais e 

liberam mediadores inflamatórios que aumentam o recrutamento de leucócitos e 

desencadeia sua ativação (WEYRICH, et al., 2003; VON HUNDELSHAUSEN, 

WEBER, 2007; SEMPLE, et al., 2011; KARSHOVSKA, et al., 2013). Estas também 

expressam receptores de superfície, como lectinas, integrinas e receptores toll-like 

(TLR), permitindo que eles interajam diretamente com vários agentes patogênicos e, 

ainda, receptores Fc através dos quais podem reconhecer imunocomplexos 

(ASSINGER, 2014). 

 Infecções virais estão frequentemente associadas à trombocitopenia, 

representada por uma queda na contagem de plaquetas causada por redução na 

produção de plaquetas ou aumento da destruição plaquetária, com consequente 

aumento do risco de hemorragia. São inúmeras as estratégias usadas pelos vírus 

para reduzir os níveis de plaquetas circulantes (ASSINGER, 2014). 

 A via mais rápida de trombocitopenia causada por infecções virais ocorre por 

interação direta entre plaquetas e vírus através de uma variedade de receptores 

(FLAUJAC, et al., 2010; SPETH, et al., 2013). O vírus da hepatite C interage com 

plaquetas via receptores de colágeno GPVI. Esta interação direta frequentemente 

resulta na ativação plaquetária, adesão de plaquetas a leucócitos e consequente 

fagocitose das plaquetas (ZAHN, et al., 2006; KOUPENOVA, et al., 2014; MAUGERI, 

et al., 2014). A destruição de plaquetas em resposta a infecção pelo VHC pode 

ocorrer, ainda, devido à hipertensão na veia porta e ao aumento do sequestro de 

plaquetas pelo baço (ASTER, 1966). Além disso, a produção de anticorpos, que 

normalmente visam as glicoproteínas de superfície deste vírus, apresentam uma 

reatividade cruzada com integrinas de superfície de plaquetas, interferindo na 

sobrevida plaquetária. Esta reatividade é denominada trombocitopenia induzida por 

auto-anticorpo plaquetário e foi descrita para vários outros vírus (GOEIJENBIER et 

al., 2012). 

Em situações tardias da patologia, o dano ao tecido hepático provocado pelo 

VHC interfere diretamente na produção da trombopoietina (TPO), um hormônio 

glicoprotéico produzido pelo fígado e rins que estimula a produção e a diferenciação 
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de megacariócitos, células da medula óssea que se fragmentam em grandes 

números de plaquetas. A redução da síntese do TPO leva a um retardo no 

desenvolvimento de megacariócitos, resultando em tronbocitopenia (AFDHA, et al., 

2008). Outro mecanismo do VHC que provoca a redução do nível de plaquetas 

sanguíneas está associado à replicação deste vírus nos megacariócitos, o que pode 

aumentar a apoptose e reduzir a maturação dessas células (LI, et al., 1999; YANG, 

et al., 2005; FLAUJAC, et al., 2010; LUTTEKE, et al., 2010; PASSOS, et al., 2010; 

GIBELLINI, et al., 2013).  

Sabe-se, ainda, que o VHC utiliza as plaquetas como um sistema de 

transporte seguro para atingir o fígado, onde a ativação plaquetária melhora a 

interação das plaquetas e hepatócitos, prolongando o tempo de infecção potencial 

do tecido hepático pelo vírus (ZAHN, et al., 2006). 

As plaquetas e seus produtos liberados desempenham, portanto, um papel 

fundamental na retenção direta e indireta a infecção, exercendo funções imunes 

protetoras, mas simultaneamente sustentam a persistência do vírus e estão 

envolvidas em uma variedade de complicações inflamatórias em resposta à infecção 

viral. Estudos adicionais são necessários para melhor compreensão do papel das 

plaquetas. Esses estudos irão esclarecer se as interações vírus-plaquetas são 

benéficas para o hospedeiro ou para o vírus (ASSINGER, 2014; MORRELL, et al., 

2014). 
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2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 

As interações entre o VHC e o sistema imune do hospedeiro parecem ser 

determinantes para a história natural da infecção (REZENDE et al., 2008). Acredita-

se, que essa associação vírus-componentes do sangue induz mecanismos de 

transmissão e consequente captação pelas células do hospedeiro. Tais aspectos, 

embora importantes, não são usualmente examinados em infecções virais crônicas, 

ainda que possam influenciar a resposta do hospedeiro frente à terapia antiviral 

(TEIXEIRA, MARTINS FILHO, 2005; OLIVEIRA, 2007). 

O contexto dessa infecção, bem como as interações existentes entre o VHC e 

componentes sanguíneos em infecções crônicas e o impacto dessas associações na 

resposta do organismo frente ao tratamento precisam ser melhor compreendidos. 

Em consonância com as metas da OMS, o nosso grupo de pesquisa, em parceria 

com o Instituto Alfa de Gastroenterologia (IAG) do Hospital das Clínicas (HC) da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), coordenado pela Dra. Rosângela 

Teixeira, e com a Seção de Arbovírus do Laboratory of Emerging Pathogens (LEP), 

Center for Biologics Evaluation and Research (CBER), US Food and Drug 

Administration (FDA), coordenado pela Dra. Maria Rios visa melhor compreender a 

fisiopatologia da hepatite C, de forma a contribuir para a erradicação dessa doença, 

estabelecida como um grave problema de saúde pública mundial. O presente estudo 

propõe avaliar a cinética viral em componentes do sangue de pacientes 

cronicamente infectados pelo VHC, antes e durante a terapia tripla (interferon-

peguilado/ribavirina e inibidor de protease). O estudo tem como hipótese que 

pacientes cronicamente infectados pelo VHC apresentam, à semelhança dos 

infectados assintomáticos avaliados por CHANCEY, et al. (2012), altas cargas virais 

associadas aos componentes sanguíneos. Esta associação pode estar relacionada 

com a falha terapêutica observada em um percentual dos pacientes. Cogita-se que a 

interação com componentes do sangue camufle o VHC, tornando-o imperceptível 

pelo sistema imune e, também, por técnicas laboratoriais que avaliem apenas 

amostras de soro. Esta hipótese poderia explicar resultados de carga viral negativos 

no início do tratamento e a repositivação próxima à 24ª semana de tratamento. A 

existência de carga viral em outros componentes do sangue que não o soro, 

indetectável por técnicas laboratoriais vigentes pode ter um destaque epidemiológico 
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importante. Essa carga residual pode representar um risco potencial de transmissão 

do VHC, visto que o paciente considerado curado poderia permanecer transmitindo 

o vírus sem ter consciência da sua real condição. 

Espera-se, ainda, que o tratamento medicamentoso da infecção provoque 

uma alteração na cinética de interação do vírus com os componentes do sangue. 

Estes resultados irão proporcionar um entendimento maior da fisiopatologia do 

processo e da interação do vírus com os componentes do sangue. Esta abordagem 

trará uma grande contribuição para melhor compreensão da influência de 

mecanismos imunes associados à resposta virológica sustentada no tratamento da 

hepatite C crônica com a terapia tripla, até o momento não esclarecida na literatura 

científica.   
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a cinética viral em componentes do sangue de pacientes sintomáticos 

cronicamente infectados pelo VHC, antes e durante a terapia tripla (interferon-

peguilado/ribavirina e inibidor de protease). 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

Otimizar uma metodologia de PCR em tempo real in house para adaptação do kit 

Abbott RealTime HCV® (Abbott Molecular, EUA) para a execução da quantificação 

da carga viral de VHC em soro, sangue total, eritrócitos, plaquetas e leucócitos de 

pacientes com infecção crônica pelo vírus VHC, antes e durante terapia tripla; 

 

Quantificar a carga viral de VHC em soro, sangue total, eritrócitos, plaquetas e 

leucócitos de pacientes com infecção crônica pelo vírus VHC, antes e durante 

terapia tripla; 

 

Associar e correlacionar a carga viral de VHC com dados laboratoriais de pacientes 

com infecção crônica pelo vírus VHC, antes e durante terapia tripla. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Caracterização da população avaliada 

 

A população de estudo é constituída por todos os pacientes que poderiam ser 

submetidos ao tratamento, totalizando vinte pacientes com diagnóstico confirmado 

de hepatite C crônica, infectados pelo VHC genótipo 1 e idade variando de 47 a 60 

anos. Os pacientes foram recrutados e monitorados pelo período de 2014 a 2015, 

após concordarem em participar da pesquisa pela assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A). Os pacientes fizeram 

tratamento com terapia tripla: Interferon-alfa peguilado associado à ribavirina e um 

inibidor de protease (telaprevir ou boceprevir). Dos vinte pacientes, 16/20 (80%) 

usaram telaprevir e 04/20 (20%) usaram boceprevir. A definição do medicamento a 

ser utilizado foi realizada de acordo com os perfis dos pacientes, baseado nas 

regras preconizadas pelo PCDT para Hepatite Viral C e Coinfecções, sem qualquer 

diferença aparente entre os dois medicamentos que pudesse interferir nos 

resultados obtidos pelo estudo. 

Estes pacientes concordaram que fossem colhidos 15 mL de sangue 

periférico antes do tratamento da hepatite C, realizado conforme o protocolo vigente 

do IAG do Hospital das Clínicas da UFMG. Outros 15 mL de sangue periférico foram 

coletados durante o tratamento nas seguintes semanas subsequentes ao seu início: 

02ª, 04ª, 24ª e 48ª (Figura 07). Os tubos coletados foram imediatamente 

centrifugados conforme protocolo descrito a seguir.  
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Figura 07. Fluxograma das principais etapas de obtenção das amostras 

 

 

Fluxograma do estudo evidenciando as principais etapas de obtenção das amostras: recrutamento 
dos pacientes, seguido da avaliação médica e apresentação do TCLE. Após concordar em participar 
do estudo através da assinatura do termo, procede-se a coleta de sangue antes de iniciar o 
tratamento, duas, quatro, vinte e quatro e quarenta e oito semanas após início da terapia tripla. Fonte: 
Elaborada pela autora. 

 

4.2 Procedimentos éticos 

 

O projeto foi aprovado pelo COEP/UFMG#CAAE-15732513.0.1001.5149 

(ANEXO B) com os seguintes critérios de inclusão e exclusão: 

 

4.2.1 Critérios de inclusão 

 

Foram incluídos vinte pacientes (n=20) com diagnóstico confirmado de 

hepatite C crônica, através de sorologia anti-VHC positiva (ELISA - Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay - de terceira geração) e pesquisa de RNA do VHC positiva 

(Kit Abbott RealTime HCV®, Abbott Molecular, EUA), infectados pelo genótipo 1 do 

vírus. Estes exames foram realizados pelo Laboratório Central do Hospital das 

Clínicas da UFMG.  
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4.2.2 Critérios de exclusão 

 

Foram excluídos pacientes com hepatite C crônica coinfectados por outros 

vírus, tais como, o HIV e o HBV, bem como os pacientes que apresentassem outras 

formas de doença hepática crônica e cirrose hepática descompensada. Pacientes 

etilistas, ou seja, com consumo regular de álcool acima de 20g/dia (para o sexo 

feminino) e acima de 40g/dia (para o sexo masculino) também foram excluídos. 

 

4.3 Aspectos epidemiológicos e clínico-laboratoriais  

 

Os dados epidemiológicos e clínico-laboratoriais foram coletados dos 

prontuários dos pacientes. Foram obtidas informações relativas a aspectos 

demográficos (idade e gênero),  provável modo de aquisição do vírus, tempo 

estimado de infecção, estadiamento da lesão hepática (grau de inflamação e estágio 

de fibrose hepática, número de traços portais e esteatose em ultrassonografia), 

aspectos virológicos (genótipo do vírus, carga viral antes e durante o tratamento), 

aspectos laboratoriais (hemograma e enzimas hepáticas) e de resposta terapêutica 

(sinais e sintomas clínicos durante o tratamento, alterações nas doses de 

medicações, uso de medicação estimulante de produção celular, resultado do 

tratamento). 

 

4.3.1 Hemograma 

 

Os resultados de hemograma foram obtidos através dos testes realizados no 

Laboratório Central do Hospital das Clínicas da UFMG, utilizando-se as amostras de 

sangue total coletadas em EDTA. As análises foram realizadas no aparelho 

automático Cell-Dyn Rubi®. Foram incluídos no estudo os dados referentes à 

contagem global de leucócitos/mm3, contagem de hemácias/mm3, concentração de 

hemoglobina (g/dL) e contagem de plaquetas/mm3. 
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4.3.2 Dosagem de enzimas hepáticas 

 

Os resultados de enzimas hepáticas foram obtidos através dos testes 

realizados no Laboratório Central do Hospital das Clínicas da UFMG, utilizando-se 

amostras de soro. As análises foram realizadas em aparelhos automáticos da marca 

Vitrus® 5.1 ou Vitrus® 5.600. Foram incluídos no estudo as dosagem de alanina 

aminotransferase (ALT), de aspartato aminotransferase (AST) e de gama-

glutamiltransferase (Gama GT) que foram expressas em UI/L. 

 

4.4 Quantificação da carga viral 

 

4.4.1 Obtenção dos componentes sanguíneos 

Para a quantificação da carga viral em soro, amostras de sangue foram 

coletadas em tubos sem anticoagulante, os quais foram centrifugados a 200 x g, 4ºC 

por 20 minutos (Thermo Electron Led GMBH, Belo Horizonte, Minas Gerais). Em 

seguida, alíquotas de 250 µL (Pipetman Gilson, França) de soro foram transferidas 

para tubos livre de RNase, acrescidas de 1 mL (Pipetman Gilson, França) de Trizol 

LS (Liquid Samples) Reagent® (Invitrogen, EUA – Bula do kit disponível em: 

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/trizol_ls_reagent.pdf), homogeneizadas 

em vórtex (Scientific Industries, Nova York, EUA) e acondicionadas em freezer a -

80°C até o momento da extração do RNA. 

Para a separação dos demais componentes sanguíneos, procedeu-se o 

protocolo a seguir a partir do tubo contendo anticoagulante Ethylenediamine 

tetraacetic acid - Ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Alíquotas de 250 µl 

(Pipetman Gilson, França) das amostras de sangue total foram transferidas para 

tubos livres de RNase (Ribonuclease) para a extração do RNA viral. O volume 

restante foi, então, centrifugado a 200 x g, 4°C por 20 minutos (Thermo Electron Led 

GMBH, Belo Horizonte, Minas Gerais) para a separação dos componentes do 

sangue: eritrócitos, plaquetas e leucócitos (Figura 08). 
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Figura 08. Demonstração dos componentes sanguíneos após centrifugação do 

sangue total 

 

Demonstração esquemática da separação dos componentes sanguíneos após centrifugação. Fonte: 
http://alunosonline.uol.com.br/biologia/plasma-sanguineo.html (Adaptado). 

  

O plasma obtido foi aliquotado em 250 µL (Pipetman Gilson, França) em 

tubos livre de RNAase. Com a finalidade de obter um concentrado de plaquetas, as 

alíquotas de plasma foram centrifugadas a 1500 x g, 4°C por 20 minutos (Thermo 

Electron Led GMBH, Belo Horizonte, Minas Gerais), obtendo-se uma fração de 

sobrenadante e um pellet de plaquetas. O sobrenadante foi transferido para outro 

tubo e centrifugado a 1500 x g, 4°C por 10 minutos (Thermo Electron Led GMBH, 

Belo Horizonte, Minas Gerais), obtendo-se a fração denominada Plasma Pobre em 

Plaquetas (PPP). O pellet foi lavado com 1mL (Pipetman Gilson, França) de solução 

PBS (Phosphate Buffered Saline - Tampão fosfato-salino) e centrifugado 1500 x g, 

4°C por 10 minutos (Thermo Electron Led GMBH, Belo Horizonte, Minas Gerais), 

obtendo-se, após retirada da solução, a fração Plasma Rico em Plaquetas (PRP).  

O volume remanescente do sangue no tubo EDTA foi centrifugado a 1000 x g 

a 4°C por 10 minutos (Thermo Electron Led GMBH, Belo Horizonte, Minas Gerais) 

para obtenção dos leucócitos e hemácias. A fração plasmática foi armazenada, mas 

não avaliada neste estudo. O anel de leucócitos foi coletado com o auxílio de pipeta 

Pasteur de vidro e transferidos para tubos de 15 mL junto a 10 mL da solução de 

cloreto de amônio para a lise das hemácias remanescentes. O volume foi 

homogeneizado em vórtex (Scientific Industries, Nova York, EUA) seguida de 
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incubação em temperatura ambiente por 10 minutos e posterior centrifugação a 

1400 x g, 4°C por 7 minutos (Thermo Electron Led GMBH, Belo Horizonte, Minas 

Gerais). O sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 3 mL (Pipetman 

Gilson, França) de PBS, centrifugando novamente a amostra a 400 x g, 4°C por 7 

minutos (Thermo Electron Led GMBH, Belo Horizonte, Minas Gerais). O 

sobrenadante foi desprezado e os leucócitos transferidos para tubos livre de 

RNAase.  

Alíquotas de 250 µL (Pipetman Gilson, França) de hemácias coletadas do 

tubo de EDTA foram lavadas com 1 mL (Pipetman Gilson, França) de PBS e 

centrifugadas a 1500 x g, 4°C por 10 minutos (Thermo Electron Led GMBH, Belo 

Horizonte, Minas Gerais), sendo esse processo repetido por mais uma vez.  

Às alíquotas de sangue total, PRP, PPP, leucócitos e hemácias foi 

acrescentado 1 mL (Pipetman Gilson, França) do reagente Trizol Reagent® 

(Invitrogen, EUA – Bula do kit disponível em: 

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/trizol_reagent.pdf). Em seguida, 

as alíquotas foram homogeneizadas em vórtex (Scientific Industries, Nova York, 

EUA) por 20 segundos e acondicionadas em freezer a -80°C até o momento da 

extração do RNA. Destas frações supracitadas, apenas a fração PPP não foi 

avaliada neste estudo. 

A distinção do uso do Trizol LS Reagent® (Invitrogen, EUA – Bula do kit 

disponível em: 

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/trizol_ls_reagent.pdf) em soro ou 

plasma e o uso do Trizol Reagent® (Invitrogen, EUA – Bula do kit disponível em: 

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/trizol_reagent.pdf) para os 

componentes celulares do sangue segue orientações da bula do reagente. Segundo 

o fabricante ambos reagentes apresentam composição e resultados similares. A 

única diferença entre estes reagentes está na concentração dos seus componentes. 

O Trizol LS Reagent® é mais concentrado e, por isso, recomendado para uso em 

amostras líquidas e aquosas, enquanto o Trizol Reagent® está recomendado para 

células ou tecidos. 
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4.4.2 Extração do RNA total 

 

 O kit Abbott RealTime HCV® (Abbott Molecular, EUA – Bula do kit disponível 

em: https://www.molecular.abbott/sal/en-us/staticAssets/realtime-hcv-package-

insert.pdf) é o kit preconizado pelo Ministério da Saúde para o diagnóstico molecular 

da hepatite C. Este kit inclui outros kits que são: extração de RNA, controle e 

amplificação.  

O ensaio padronizado pela empresa Abbott Molecular (EUA) para a extração 

do RNA do VHC ocorre em sistema automático e está recomendado para amostras 

em plasma ou soro. No entanto, o presente estudo propõe investigar a distribuição 

do VHC em cada um dos componentes sanguíneos e a inserção destes 

componentes celulares no equipamento poderia acarretar em algum prejuízo para o 

mesmo. Diante desta incompatibilidade, optamos por realizar a extração do RNA de 

todas as amostras utilizando o reagente trizol, seguindo as orientações do 

fabricante, mas mantendo a utilização do kit Abbott RealTime HCV® para a 

amplificação do RNA viral. Ao tomar esta decisão, foi necessário adaptar o preparo 

das amostras para a inclusão de reagentes importantes para a etapa de 

amplificação, como o Controle Interno (IC) e o Controle Positivo Alto (C++), 

mantendo o padrão de qualidade proposto pela Abbott Molecular (EUA).  

O Controle Interno é um reagente presente no kit Abbott RealTime HCV 

Amplification Reagent® (Abbott Molecular, EUA – Bula do kit disponível em: 

https://www.molecular.abbott/sal/en-us/staticAssets/realtime-hcv-package-insert.pdf) 

que constitui-se de uma sequência de RNA sem relação com a sequência alvo do 

VHC que é introduzida em cada uma das amostras no início da preparação da 

amostra. Esta sequência de RNA não relacionada é simultaneamente amplificada 

por RT-qPCR e serve de controle interno para demonstrar que o processo foi 

corretamente executado em cada uma das amostras. Dessa forma este reagente 

funciona como um elemento importante do controle de qualidade das reações e 

também como normalizador por apresentar amplificação constante, independente da 

amostra em análise.  

O Controle Positivo Alto é um reagente presente no kit Abbott RealTime HCV 

Control Kit® (Abbott Molecular, EUA – Bula do kit disponível em: 
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https://www.molecular.abbott/sal/en-us/staticAssets/realtime-hcv-package-insert.pdf) 

que constitui em alta concentração de RNA-VHC conhecida, solubilizada em plasma 

humano negativo. 

Ainda quanto às recomendações da empresa Abbott Molecular (EUA), o 

protocolo para execução da extração do RNA estabelece um volume inicial de 

amostra de 1 mL. No entanto, não seria possível obter este volume de amostra para 

os componentes celulares propostos pelo estudo. Dessa forma, foi necessário 

realizar adaptações no procedimento, de forma a adequar às condições das 

amostras propostas. Frente a esta adequação, o volume de IC a ser acrescentado a 

cada amostra também foi recalculado. Todo o processo de adaptação do protocolo 

do kit Abbott RealTime HCVt® foi acompanhado pela assessoria científica da 

empresa, comunicação pessoal. 

Seguindo às instruções do reagente trizol e adaptações estabelecidas, 

procedeu-se à execução da extração do RNA viral. A cada tubo contendo 250 µL 

(Pipetman Gilson, França) de amostra e 1 mL (Pipetman Gilson, França) de Trizol 

foram adicionados 8,5 µL (Pipetman Gilson, França) do Controle Interno (IC) e 91,5 

µl (Pipetman Gilson, França) de Trizol LS Reagent® (Invitrogen, EUA – Bula do kit 

disponível em: 

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/trizol_ls_reagent.pdf).  

O reagente Controle Positivo Alto (C++) também foi submetido à extração do 

RNA total, visto que este será utilizado para a construção da curva-padrão de 

diluição da RT-qPCR. Foi feita uma alíquota de 250 µl (Pipetman Gilson, França) do 

C++, ao qual foi acrescido 1 mL (Pipetman Gilson, França) de Trizol LS Reagent® 

(Invitrogen, EUA – Bula do kit disponível em: 

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/trizol_ls_reagent.pdf) e uma 

solução contendo 102 µL (Pipetman Gilson, França) do Controle Interno (IC) e q.s.p. 

200 µl (Pipetman Gilson, França) de Trizol LS Reagent® (Invitrogen, EUA – Bula do 

kit disponível em: 

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/trizol_ls_reagent.pdf). Em 

seguida, os tubos foram homogeneizados em vórtex (Scientific Industries, Nova 

York, EUA) e procedeu-se a extração do RNA total das amostras, de acordo com as 

instruções do fabricante. 
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A cada tubo contendo 250 µL (Pipetman Gilson, França) de amostra, 1 mL 

(Pipetman Gilson, França) de Trizol e 100 µL da solução de IC foram adicionados 

200 µL de clorofórmio® (Merck, Alemanha). Os tubos foram vigorosamente 

homogeneizados por 30 segundos, incubados a temperatura ambiente por 3 minutos 

e, a seguir, centrifugados a 16.100 x g, 4°C por 15 minutos (Eppendorf AG, 

Alemanha). Após centrifugação, a fração aquosa foi transferida para um novo tubo 

livre de RNase previamente identificado. A estes tubos foram acrescentados 500 µL 

(Pipetman Gilson, França) de isopropanol® (Merck, Alemanha) e 10 µL (Pipetman 

Gilson, França) de glicogênio (5 mg/mL – Ambion™, by LifeTechnologies, EUA), que 

funcionará como carreador de RNA. Em seguida, os tubos foram vigorosamente 

homogeneizados e armazenados em freezer a -20ºC overnight.  

Após este período, os tubos foram centrifugados a 16.100 x g, 4°C por 45 

minutos (Eppendorf AG, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 

1 mL (Pipetman Gilson, França) de etanol® (Merck, Alemanha) 75% gelado. Os 

tubos foram homogeneizados e centrifugados a 16.100 x g, 4°C por 15 minutos 

(Eppendorf AG, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e o processo de 

lavagem do precipitado com etanol foi repetido por mais duas vezes. Por fim, os 

tubos foram deixados abertos a temperatura ambiente para completa evaporação do 

etanol. Após esta etapa, as amostras de RNA total foram solubilizadas em 40 µL 

(Pipetman Gilson, França) de água livre de nucleasse (Qiagen, Alemanha) e 

armazenadas em freezer a -80ºC. 

 

4.4.3 PCR em Tempo Real – One Step 

 

As reações de PCR em Tempo Real foram realizadas utilizando-se o kit 

Abbott RealTime HCV Amplification Reagent® (Abbott Molecular, EUA – Bula do kit 

disponível em: https://www.molecular.abbott/sal/en-us/staticAssets/realtime-hcv-

package-insert.pdf). Este kit executa a RT-qPCR em uma única etapa (One Step), 

utiliza o sistema de detecção TaqMan® (Applied Biosystems, EUA) e realiza uma 

reação em duplex para amplificação dos dois alvos, VHC e IC, simultaneamente na 

mesma reação. Como condição inerente à duplex, as sondas dos dois alvos estão 

marcadas com um fluoróforo diferente, permitindo assim a detecção simultânea em 
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cada ciclo dos produtos amplificados. As sondas do VHC estão marcadas com FAM-

NFQ-MGB e as sondas IC com VIC-NFQ-MGB. Estes dados foram fornecidos pela 

assessoria científica da ABBOTT, comunicação pessoal. 

A sequência alvo para o ensaio Abbott RealTime HCV encontra-se na região 

5’UTR do genoma do VHC. Esta região é específica do VHC e encontra-se 

extremamente conservada. Os primers foram feitos para hibridizar na região 5’UTR 

com o menor número possível de não correspondências entre os genótipos 1 a 6 do 

VHC. 

A sequência alvo do IC foi obtida a partir do gene reductase hidroxipiruvato da 

abóbora, Cucurbita pepo, e é distribuída em uma partícula de Armored RNA®1 

diluída em plasma humano negativo. 

Segundo o fabricante, Abbott Molecular (EUA), esta etapa, assim como a 

extração do RNA, ocorre em sistema automático próprio. No entanto, neste estudo 

foi utilizado equipamento disponível no Instituto René Rachou – Fundação Oswaldo 

Cruz (FIOCRUZ) – MG, o termociclador ViiA™ 7 System (Applied Biosystems, EUA).  

Em consonância com as adaptações de redução para um quarto de amostras 

e reagentes realizadas no protocolo de extração RNA do VHC, foram realizados 

testes para igual redução no volume final da reação de RT-qPCR. Os testes 

incluíram volumes de 100 µL (volume indicado pelo fabricante) e de 25 µL (volume a 

ser utilizado na reação adaptada). 

A reação foi realizada, portanto, em um volume total de 25 µL (Pipetman 

Gilson, França), sendo que as amostras analisadas foram processadas em 

duplicatas. O mix da reação foi preparado através do acréscimo de 271 µL 

(Pipetman Gilson, França) do reagente 1 (reagente de ativação) e 949 µL (Pipetman 

Gilson, França) do reagente 2 (reagente de oligonucleotídeos do VHC) ao volume 

presente no frasco do reagente 3 (enzima rTth polimerase termoestável). Cada 

reação é composta por 12,5 µL (Pipetman Gilson, França) do mix preparado e 12,5 

µL (Pipetman Gilson, França) do RNA anteriormente extraído. 

 

 

1Armored RNA® é uma tecnologia patenteada desenvolvida em conjunto por Ambion, Inc. e Cenetron 
Diagnostics, LLC. Patentes norte-americanas #5.677.124, #5.919.625. #5.939.262 e patentes 
pendentes. Armored RNA é marca comercial registrada de Ambion, Inc. 
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As reações foram processadas no termociclador ViiA™ 7 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems, EUA), com programa em 4 etapas para a síntese do 

cDNA e subsequente amplificação do material genético. A primeira etapa é 

composta por 1 ciclo de 59ºC por 30 minutos; a segunda etapa por 4 ciclos com 

ciclagens de 95ºC por 40 segundos e 46ºC por 30 segundos; a terceira etapa por 6 

ciclos com ciclagens de 92ºC por 30 segundos e 60ºC por 30 segundos; a quarta 

etapa composta por 37 ciclos com ciclagens de 92ºC por 30 segundos, 56ºC por 90 

segundos e 35ºC por 40 segundos. A velocidade de incremento da rampa de 

temperatura foi ajustada para 1,6ºC. 

Para a quantificação da RT-qPCR, foi construída uma curva-padrão com 

alíquotas de concentrações conhecidas do alvo molecular objeto do estudo. Estas 

alíquotas foram preparadas utilizando-se o Controle Positivo Alto presente no kit 

Abbott RealTime HCV Control® (Abbott Molecular, EUA – Bula do kit disponível em: 

https://www.molecular.abbott/sal/en-us/staticAssets/realtime-hcv-package-insert.pdf). 

Diluições seriadas 1:10 do RNA deste controle foram realizadas para obtenção da 

curva-padrão composta por 6 pontos, partindo da carga viral de 1.318.257,00 UI/mL 

a 13,183 UI/mL, sendo este, o limite de detecção mínimo. Esta curva foi construída 

em triplicata em todas as corridas realizadas para análise da totalidade das 

amostras dos paciente em estudo. 

Os resultados foram analisados com o auxílio do software QuantStudio™ 

Real-Time PCR, versão 1.1 (Applied Biosystems, EUA) e expressos como UI de 

carga viral/mL de soro, sangue total ou componentes testados. Para as amostras 

que a quantificação da carga viral ultrapassou o valor máximo da curva-padrão, foi 

realizada a diluição necessária para que o valor se enquadrasse ao valor máximo da 

curva-padrão e ao final, esta quantificação foi corrigida pelo fator de diluição para 

obtenção da real carga viral presente na amostra. 

As quantificações referentes às hemácias, plaquetas e leucócitos foram 

ajustadas e normalizadas de acordo com a contagem de cada um dos componentes, 

realizada por exame de hemograma do sangue de todas as coletas dos pacientes 

participantes do estudo.  
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4.5 Análise estatística dos dados 

 

Para a análise estatística dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 

5.0 (GraphPad Software Inc.). Para a análise comparativa entre os grupos foi 

empregadoo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunn. Os dados 

foram considerados estatisticamente significativos para valores de p<0,05.  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Aspectos epidemiológicos e clínico-laboratoriais antes da terapia tripla 

 

Tabela 01. Características epidemiológicas e clínico-laboratoriais apresentadas 

pelos pacientes com infecção crônica pelo VHC avaliados durante o estudo, antes 

do início da terapia tripla 

Características  Pacientes VHC 

Idade (anos) 47 – 60 

Sexo  

Masculino 13/20 (65,0%) 

Feminino 07/20 (35,0%) 

Carga Viral (UI/mL) 155.669,0 –  9.411.641,0 

Genótipo  

1a 06/20 (30,0%) 

1b 14/20 (70,0%) 

Estágio de fibrose  

F2 04/20 (20,0%) 

F3 09/20 (45,0%) 

F4 04/20 (20,0%) 

Ignorado 03/20 (15,0%) 

Provável modo de aquisição do VHC  

Hemotransfusão  07/20 (35,0%) 

Droga injetável  03/20 (15,0%) 

Material médico não descartável  03/20 (15,0%) 

Sexual  01/20 (5,0%) 

Tatuagem 01/20 (5,0%) 

Ignorado 05/20 (25,0%) 

Tempo (anos) estimado de infecção pelo VHC 22,0 – 38,0 (80,0%) 

Ignorado 04/20 (20,0%) 
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Sinais e sintomas clínicos apresentados durante 

a terapia tripla 

 

Prurido Cutâneo  8,0% 

Fadiga  7,0% 

Náusea  7,0% 

Astenia  6,0% 

Rash  6,0% 

Vômitos  6,0% 

Hiporexia  5,0% 

Insônia  3,0% 

Prurido anal  3,0% 

Fraqueza  3,0% 

Assintomático 12,0% 

 
 

Dados epidemiológicos e clínico-laboratoriais coletados dos prontuários dos pacientes com infecção 
crônica pelo VHC avaliados durante o estudo, antes do início da terapia tripla. Fonte: Serviço de 
acompanhamento laboratorial do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clínicas - UFMG. 

 

A Tabela 01 mostra os dados epidemiológicos e clínico-laboratoriais de 

pacientes com infecção crônica pelo VHC em uso da terapia tripla, avaliados durante 

o estudo. No início do estudo, os pacientes possuíam idade entre 47 e 60 anos 

(média ± DP de 58,5 ± 5,7 anos e mediana de 59,5 anos). Quanto ao sexo, a maioria 

dos pacientes 13/20 (65,0%) eram do sexo masculino e 07/20 (35,0%) eram do sexo 

feminino. A carga viral inicial variou entre 155.669,0 a 9.411.641,0 UI/mL (média ± 

DP de 2.505.842,0 ± 2.607.632,6 UI/mL e mediana 1.452.284,5 UI/mL). Todos os 

pacientes incluídos no estudo possuíam o vírus de genótipo tipo 1, sendo 

subdivididos em 06/20 (30,0%) com genótipo 1a e 14/20 (70,0%) com o genótipo 1b. 

Quanto ao estágio de fibrose apresentado pelos pacientes no início da terapia tripla, 

observa-se que 04/20 (20,0%) apresentavam F2, 09/20 (45,0%) F3, 04/20 (20,0%) 

F4 e, portanto, cirrose, e 03/20 (15,0%) ignoravam esta informação. 

O provável modo de aquisição da infecção pelo VHC apresentou o seguinte 

perfil relatado pelos pacientes do estudo: 07/20 (35,0%) por hemotransfusão, 03/20 

(15,0%) por uso de droga injetável, 03/20 (15,0%) por uso de material médico não 
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descartável, 01/20 (5,0%) por via sexual e 01/20 (5,0%) por tatuagem; em 05/20 

(25,0%) não foi possível identificar o provável modo de aquisição do vírus.  

O tempo estimado de infecção pelo VHC variou de 22,0 a 38,0 anos (média ± 

DP de 32,1 anos e mediana de 34,0 anos); em 04/20 (20%) casos não foi possível 

estimar o tempo de infecção. 

Ao avaliar o número de tratamentos anteriores contra o vírus VHC submetidos 

pelos pacientes com infecção crônica pelo vírus, observou-se que em 08/20 (40,0%) 

pacientes não haviam sido realizado tratamento anterior contra o VHC; 09/20 

(45,0%) haviam realizado tratamento anterior e 03/20 (15,0%) já haviam realizado 

dois tratamentos anteriores ao atual. 

Ao longo da terapia tripla, 12,0% dos pacientes permaneceram 

assintomáticos. Aqueles pacientes que apresentaram alguma alteração relataram 

em prontuário 45 (quarenta e cinco) tipos diferentes de sinais e sintomas clínicos. Os 

dez sinais e sintomas mais frequentes foram prurido cutâneo (8,0%), fadiga e 

náusea (7,0% cada um), astenia, rash e vômitos (6,0% cada um), hiporexia (5,0%), 

insônia (3,0%), prurido anal e fraqueza (3,0% cada um).  

A Tabela 02 apresenta os valores laboratoriais, em mediana, dos pacientes 

com infecção crônica pelo VHC em uso da terapia tripla, avaliados durante o estudo. 

As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos em tratamento 

em relação ao grupo antes do tratamento estão representadas por asteriscos. 
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Tabela 02. Aspectos laboratoriais apresentados pelos pacientes com infecção 

crônica pelo VHC em uso de terapia tripla 

Parâmetro laboratorial  AT T2 T4 T24 T48 

Global de Leucócitos 

(/mm3) 
4.980 4.500 3.020* 2.400* 2.500* 

Hemácias (milhões/mm3) 5,14 4,49 3,75* 3,58* 3,30* 

Hemoglobina (g/dL) 15,35 13,60 11,30* 11,50* 10,55* 

Plaquetas (/mm3) 137.000 110.000 88.000* 87.000* 79.000* 

ALT (U/L) 83,0 45,5 42,5* 28,5* 28,0* 

AST (U/L) 74,5 49,5 40,5* 34,0* 33,0* 

Gama GT (U/L) 73,2 54,0 64,0 53,0 27,0* 

 
 

Aspectos laboratoriais apresentados pelos pacientes com infecção crônica pelo VHC em uso de 
terapia tripla. Os valores dos parâmetros laboratoriais estão em mediana. As medianas foram obtidas 
a partir dos valores coletados dos prontuários dos pacientes em uso da terapia tripla, do Serviço de 
acompanhamento laboratorial do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clínicas da 
UFMG. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos em tratamento em 
relação ao grupo antes do tratamento estão representadas por asteriscos. Valores de referência: 
Global de Leucócitos - Valor de referência: 4.000 a 10.000/mm3; Hemácias - Valor de referência: 
Masculino: 4,5 a 6,5 milhões/mm3, Feminino: 3,9 a 5,6 milhões/mm3; Hemoglobina - Valor de 
referência: Masculino: 13,5 a 18g/dL Feminino: 11,5 a 16,4g/dL; Plaquetas - Valor de referência: 
150.000 a 450.000/mm3; ALT - Valor de referência: Masculino: até 41U/L, Feminino: até 31U/L; AST - 
Valor de referência:  Masculino: até 38U/L, Feminino: até 32U/L; Gama GT - Valor de referência: 
Masculino: 11 a 50UI/L, Feminino: 7 a 32UI/L. Fonte: BELO HORIZONTE. Secretaria Municipal de 
Saúde. Manual de exames laboratoriais da rede SUS-BH. Belo Horizonte: Secretaria Municipal de 
Saúde, 2016. 201 p. 

 

A análise das contagens da global de leucócitos, número absoluto de 

hemácias e de plaquetas e o nível de hemoglobina demonstraram uma redução 

significativa desse parâmetro nas semanas 4 a 48 após o início do tratamento, 

quando comparado aos valores antes do tratamento. 

As análises dos níveis de ALT e de AST demonstraram uma redução 

significativa desse parâmetro nas semanas 4 a 48 após o início do tratamento, 

quando comparado aos valores antes do tratamento. Já a análise dos níveis de 

Gama GT) demonstrou uma redução significativa desse parâmetro apenas na 

semana 48 após o início do tratamento, quando comparado aos valores antes do 

tratamento. 
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5.2 Teste de adequação do kit Abbott RealTime HCV
® (Abbott Molecular, EUA) 

 

Previamente à realização do protocolo com as amostras dos pacientes em 

estudo utilizando o kit Abbott RealTime HCV® (Abbott Molecular, EUA), foram 

necessários testes de verificação de conformidade das adaptações no procedimento 

de execução do citado kit. 

Inicialmente, seria importante verificar se a redução do volume de amostra de 

1 mL para 250 µL, mantendo as proporções de reagentes e a amostra em soro 

propostos pelo fabricante, resultaria em uma boa amplificação do material genético 

do VHC. Este teste responderia, ainda, se haveria boa amplificação do Controle 

Interno utilizado e se a amplificação teria boa efetividade diante da alteração do 

processo de extração do RNA. Concomitantemente, foi verificado se a redução 

proporcional dos reagentes de amplificação para um quarto do volume final da 

reação de RT-qPCR, proposta pelo fabricante, acarretaria em prejuízos 

quali/quantitativos. Os resultados provenientes deste teste estão esboçados no 

Gráfico 01. 

 

Gráfico 01.  Curva de amplificação do material genético do VHC e Controle Interno 

 

 

As curvas identificadas por 1 e 3 representam as duplicatas da amplificação do material genético do 
VHC, proveniente do Controle Positivo Alto, com volumes de 100 µL e 25 µL respectivamente. As 
curvas 2 e 4 representam as duplicatas da amplificação do Controle Interno, com volumes de 100 µL 
e 25 µL respectivamente. 

 

Os testes foram realizados com alíquotas do Controle Positivo Alto, em 

duplicata, sendo a duplicata identificada pelo número 1 correspondente à 

amplificação do material genético do VHC, com volume final de reação RT-qPCR de 
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100 µL. A duplicata identificada como 2 corresponde ao Controle Interno das 

reações 1, realizada em duplex. A duplicata identificada pelo número 3 corresponde 

à amplificação do material genético do VHC, com volume final de reação RT-qPCR 

de 25 µL. A duplicata identificada como 4 corresponde ao Controle Interno das 

reações 3, realizada em duplex. Na Tabela 03 estão apresentados os principais 

dados referentes a estas reações, as quais apresentaram, idealmente, desvio 

padrão inferior à 0,5.   

 

Tabela 03. Dados da amplificação das reações teste de adequação do kit Abbott 

RealTime HCV® (Abbott Molecular, EUA) 

Identificação 

da reação 

Volume final 

da reação 

(µL) 

Alvo 
Ct das 

duplicatas 
Ct Médio 

1 

100 

VHC 
15,992 

16,060 
16,128 

    

2 IC 
22,093 

22,156 
22,219 

     

3 

25  

VHC 
15,315 

15,292 
15,268 

    

4 IC 
21,714 

21,620 
21,525 

 

A tabela apresenta os valores de Ct das duplicatas e o Ct médio das reações teste de adequação do 
kit Abbott RealTime HCV® (Abbott Molecular, EUA). 

 

A Tabela 03 apresenta os resultados das quantificações teste para 

adequação do kit Abbott RealTime HCV® (Abbott Molecular, EUA). Neste teste, cuja 

curva de amplificação está exposta pelo Gráfico 01, foram avaliados os alvos VHC e 

IC, com volumes finais de 100 µL, como proposto pelo fabricante, e de 25 µL na 
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tentativa de otimizar o kit citado. O Ct médio da amplificação de VHC com volume 

final de 100 µL foi 16,060 e o Ct médio deste mesmo alvo com volume final de 25 µL 

foi 15,292. O Ct médio da amplificação de IC com volume final de 100 µL foi 22,156 

e o Ct médio deste mesmo alvo com volume final de 25 µL foi 21,620.     

Observa-se que a redução do volume de amostra inicial de 1 mL para 250 µL 

foi adequada à detecção do material genético viral, visto que as médias dos Cts das 

duplicatas dos dois avlos apresentaram valores adequados, considerando um total 

de 37 ciclos de amplificação. Para o IC obteve-se média de Ct de 22,156, também 

considerado um valor adequado. A amplificação satisfatória do IC demonstrou que 

todo o processo, desde a extração do RNA até a amplificação do material genético, 

foi corretamente executado. Esta constatação consolida a utilização do reagente 

trizol como uma boa opção para a extração do RNA-VHC presente nas amostras. 

Neste mesmo teste, foi verificado se a redução proporcional dos reagentes de 

amplificação para um quarto do volume final da reação de RT-qPCR, proposta pelo 

fabricante, acarretaria em prejuízos quali/quantitativos. A análise comparativa das 

curvas de amplificação (Gráfico 01) dos alvos VCH e IC com volume final de reação 

de 100 µL, identificadas pelos números 1 e 2, com as curvas dos mesmos alvos com 

volume de reação de 25 µL, identificadas pelos números 3 e 4, permite a 

visualização da semelhança entre elas. A constatação desta similaridade se dá pela 

comparação dos valores de Ct apresentados na Tabela 03. A duplicata das reações 

de volume 100 µL apresentou Ct médio de 16,060 para VHC e de 22,156 para IC, 

enquanto a duplicata das reações de volume 25 µL apresentou Ct médio de 15,292 

para VHC e de 21,620 para IC. Ao comparar estes valores observa-se diferença 

menor que 1 Ct tanto para VHC quanto para IC, o que leva à conclusão de que a 

redução do volume de amostra para 250 µL não acarretou em prejuízos 

quali/quantitativos na detecção da amplificação dos alvos em estudo. 

 

5.3 Curva-padrão 

 

Para a quantificação da RT-qPCR, foi construída uma curva-padrão com 

alíquotas de concentrações conhecidas do alvo molecular objeto do estudo, 
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utilizando-se o Controle Positivo Alto presente no kit Abbott RealTime HCV Control® 

(Abbott Molecular, EUA – Bula do kit disponível em: 

https://www.molecular.abbott/sal/en-us/staticAssets/realtime-hcv-package-insert.pdf). 

Esta curva foi construída e amplificada por RT-qPCR com reações em triplicata e 

composta por 6 pontos. Para todas as amplificações das reações com as amostras 

dos pacientes em estudo, foi construída e amplificada, concomitantemente, uma 

curva-padrão. Uma das curvas-padrão obtidas está apresentada pelo Gráfico 02. 

Todas as demais curvas-padrão apresentaram perfis semelhantes. 

 

Gráfico 02. Curva-padrão obtida pela diluição seriada (1:10) do Controle Positivo 

Alto presente no kit Abbott RealTime HCV Control® (Abbott Molecular, EUA), 

composta por 6 pontos, em triplicata 

 

 

O gráfico apresenta a curva-padrão do VHC utilizando o Controle Positivo alto presente no kit Abbott 
RealTime HCV® (Abbott Molecular, EUA). A curva demonstra quantificação x Ct, é composta por 6 
pontos em triplicata, com concentração de carga viral de 1.318.257,00 UI/mL a 13,183 UI/mL, em 
diluição seriada 1:10. 

 

A curva-padrão (Gráfico 02) apresenta os resultados obtidos por quantificação 

versus Cycle Threshold (Ct). O Ct representa o ponto em que a linha de amplificação 

da amostra cruza com o limiar de detecção, o threshold. Este ponto determina o 
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número de ciclos necessários para o início da amplificação da sequência gênica-

alvo.  

Os 6 pontos das diluições seriadas 1:10 do RNA-VHC da curva padrão 

(Gráfico 02) estão identificados pelos números 1 a 6, sendo que o número 1 indica o 

ponto de maior concentração, com carga viral de 1.318.257,000 UI/mL e o número 6 

o de menor concentração, com carga viral de 13,183 UI/mL, sendo este, o limite de 

detecção mínimo. O gráfico apresenta, ainda, informações importantes como o 

coeficiente angular da reta (slope), o coeficiente de correlação (R2), a eficiência de 

amplificação e erro da curva de amplificação. Na Tabela 04 estão apresentados os 

principais dados referentes à amplificação da curva-padrão.  

 

Tabela 04. Dados da curva-padrão – VHC 

Identificação do 

ponto na curva 

Quantificação 

da carga viral 

(UI/mL) 

Ct médio da 

triplicata 

Desvio 

Padrão 

1 1.318.257,000 11,939 0,093 

2 131.825,700 15,096 0,133 

3 13.182,570 18,457 0,060 

4 1.318,257 21,899 0,134 

5 131,826 25,381 0,348 

6 13,183 28,399 0,467 

 

A tabela apresenta os valores de Ct médio das triplicatas da curva-padrão do VHC e do desvio 
padrão, correspondentes às diluições seriadas 1:10, que variaram de 1.318.257,000 UI/mL a 13,183 
UI/mL.  

 

A Tabela 04 apresenta os valores de Ct médio das triplicatas e do desvio 

padrão de cada um dos 6 pontos para obtenção da curva-padrão. O ponto de maior 

concentração da carga viral (1.318.257,000 UI/mL) teve Ct de 11,939 e desvio 

padrão de 0,093. O ponto de menor concentração da carga viral (13,183 UI/mL) teve 

Ct de 28,399 e desvio padrão de 0,467. 
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5.4 Análise dos dados da quantificação da carga viral  

 

A análise da quantificação da carga viral, por RT-qPCR absoluta, no soro, 

sangue total, hemácias, plaquetas e leucócitos de pacientes com infecção crônica 

pelo vírus da hepatite C será apresentada sob quatro vertentes distintas, que são: 

� Abordagem por tempo; 

� Abordagem por componente sanguíneo; 

� Abordagem por nível da carga viral; 

� Abordagem por desfecho clínico. 

 

5.4.1 Abordagem por tempo 

 

 A análise da quantificação da carga viral por RT-qPCR absoluta antes do 

tratamento, pela variável tempo, foi realizada considerando valores das medianas de 

cada um dos componentes sanguíneos (Figura 09). A estratificação das cargas 

virais em altas e baixas foram definidas com base no valor da mediana global dos 

componentes sanguíneos. Para a obtenção da mediana global foi calculada a 

mediana de todos os dados obtidos em cada um dos tempos de tratamento dos 

cinco componentes sanguíneos avaliados neste estudo. Ao final obteve-se, portanto 

uma mediana com os dados de antes de iniciar a terapia, outra com os dados da 

segunda semana de tratamento e assim sucessivamente até a quadragésima oitava 

semana. Os valores acima das medianas globais foram considerados altos e os 

valores abaixo considerados baixos.  
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Figura 09. Análise da quantificação da carga viral por RT-qPCR absoluta antes de 

iniciar o tratamento – abordagem por tempo 
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Análise da quantificação da carga viral, por RT-qPCR absoluta, no soro, sangue total (ST), hemácias 
(HM), plaquetas (PLAQ) e leucócitos (LEUC) de pacientes com infecção crônica pelo vírus da hepatite 
C antes de iniciarem o tratamento com a terapia tripla. Os resultados representam os valores da 
mediana da carga viral em UI/mL em formato de gráficos em barras. Abaixo dos gráficos estão os 
percentuais de representatividade das amostras positivas para VHC. As diferenças estatisticamente 
significativas (p<0,05) entre os grupos estão representadas por linhas. 

 

Os resultados demonstraram que, antes de iniciar a terapia tripla (Figura 09), 

o grupo de pacientes apresentava cargas virais elevadas em todos os componentes 

do sangue. O soro e o sangue total foram as frações com cargas virais maiores, 

apresentando medianas acima de 1,0 x 106 e 400.000 UI/mL respectivamente. As 

demais frações: hemácias, plaquetas e leucócitos apresentaram medianas de 

cargas virais em torno de 10.000, 16.000 e 9.000 UI/mL, respectivamente. Houve 

diferença estatisticamente significativa (p<0,05) ao comparar as quantificações das 

cargas virais do soro com hemácias, soro com plaquetas, soro com leucócitos, 

sangue total com hemácias e sangue total com leucócitos. 

A partir da segunda semana após início do tratamento os dados de 

abordagem por tempo serão apresentados em gráficos de dispersão, sendo cada 

ponto representando um paciente (Figura 10). As barras cheias nos gráficos 
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representam a mediana de cada um dos componentes do sangue no respectivo 

tempo de tratamento. Os valores acima de cada uma das medianas foram 

considerados altos e os valores abaixo considerados baixos. 

 

Figura 10. Análise da quantificação da carga viral por RT-qPCR absoluta das 

semanas 2, 4, 24 e 48 de tratamento – abordagem por tempo 
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Análise da quantificação da carga viral, por RT-qPCR absoluta, no soro, sangue total (ST), hemácias 
(HM), plaquetas (PLAQ) e leucócitos (LEUC) de pacientes com infecção crônica pelo vírus da hepatite 
C na 2ª semana (T2), 4ª semana (T4), 24ª semana (T24) e 48ª semana (T48) de tratamento com a 
terapia tripla. Os resultados apresentam os valores absolutos da carga viral em UI/mL em formato de 
gráficos de dispersão. Cada ponto representa um paciente, cada cor um componente sanguíneo e os 
traços cheios marcam a mediana das cargas. Não houve diferenças estatisticamente significativas 
(p<0,05) entre os grupos apresentados. 
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Na segunda semana (T2) (Figura 10) de tratamento a carga viral teve uma 

queda brusca em todos os componentes sanguíneos, quando comparado aos 

valores de antes do início da terapia. A maioria dos pacientes apresentaram níveis 

de cargas virais abaixo de 2.000 UI/mL em todos os componentes. Apenas um 

paciente teve carga viral acima de 6.000 UI/mL no sangue total. Os componentes 

que tiveram maior mediana de carga viral foram os leucócitos, seguidodo soro, 

plaquetas, sague total e a menor mediana nas hemácias, os quais apresentaram 

medianas superiores a 33 UI/mL, 23 UI/mL, 15 UI/mL, 11 UI/mL e nula, 

respectivamente. Observou-se que 80% dos pacientes apresentaram positividade de 

VHC nos leucócitos, 73% apresentavam positividade no soro, 64% nas plaquetas, 

55% no sague total e 44% nas hemácias. 

Após quatro semanas do início do tratamento (T4) (Figura 10) houve redução 

das cargas virais dos componentes sanguíneos, quando comparado à segunda 

semana de tratamento, apresentando nível máximo de carga viral abaixo de 1.000 

UI/mL. Nas hemácias, no entanto, observou-se aumento da mediana da carga viral. 

Houve redução da positividade de pacientes em todos os componentes sanguíneos 

sendo que 54% dos pacientes apresentaram positividade de VHC no soro, 54% 

apresentavam positividade no sangue total, 33% nas hemácias, 31% nas plaquetas 

e 54% nos leucócitos. 

Após vinte e quatro semanas do início da terapia tripla (T24) (Figura 10) as 

medianas das cargas virais se tornaram nulas nos componentes do sangue, exceto 

nas hemácias. A referida nulidade da carga viral refere-se a uma depuração viral 

sérica pelo sistema imune dos pacientes infectados pelo VHC. Esta constatação 

evidencia que a maioria dos pacientes apresentaram cargas virais nulas neste 

momento da terapia em todos os componentes sanguíneos. Um grupo de pacientes, 

no entanto, obtiveram aumento da carga viral para níveis de 2.000 UI/mL. Dentre 

esses pacientes, está um dos pacientes que apresentou Resposta Virológica Parcial, 

o qual apresentou aumento nos níveis de cargas virais no soro e nas hemácias e 

plaquetas. Mas há também pacientes que atingiram RVS. Quanto aos percentuais 

de positividade dos pacientes, observou-se aumento nas hemácias de 33% para 

54% e nas plaquetas de 31% para 45%. Nos demais componentes observou-se 
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redução dos percentuais, sendo 27% no soro, 20% no sangue total e 40% nos 

leucócitos.  

Na quadragésima semana de tratamento (T48) (Figura 10) as medianas de 

todos os componentes sanguíneos tornaram-se nulas. No entanto alguns pacientes 

apresentaram carga viral detectável. O percentual de positividade foi de 17% no soro 

e no sangue total e de 33% nas hemácias e plaquetas. Apenas nos leucócitos todos 

os pacientes apresentaram cargas virais nulas. 

 

5.4.2 Abordagem por componente sanguíneo 

 

A análise da quantificação da carga viral por RT-qPCR absoluta pela vertente 

componente sanguíneo foi realizada ao avaliar este aspecto em função dos 

percentuais de representatividade das amostras positivas para o VHC (Figura 11). 

Esta Figura reforça os dados apresentados nas Figuras 09 e 10, constatando-se a 

presença de carga viral residual no soro, sangue total, hemácias e plaquetas na 48ª 

semana, sendo que apenas nos leucócitos não foram identificados VHC no final da 

terapia tripla. Esta abordagem demonstrou, também em conformidade com a 

abordagem por tempo, que a terapia tripla levou a uma redução contínua dos 

percentuais de amostras positivas para VHC em todos os componentes do sangue, 

exceto nas hemácias e plaquetas. Nestes componentes houve elevação do 

percentual de pacientes com VHC na vigésima quarta semana após início do 

tratamento.   
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Figura 11. Análise da quantificação da carga viral por RT-qPCR absoluta – 

abordagem por componente sanguíneo em função dos percentuais de 

representatividade das amostras positivas para o VHC 
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Análise da quantificação da carga viral, por RT-qPCR absoluta, no soro, sangue total (ST), hemácias 
(HM), plaquetas (PLAQ) e leucócitos (LEUC) de pacientes com infecção crônica pelo vírus da hepatite 
C antes de iniciarem o tratamento (AT), 2 semanas (T2), 4 semanas (T4), 24 semanas (T24) e 48 
semanas (T48) após iniciarem o tratamento com a terapia tripla. Os resultados representam os 
percentuais de representatividade das amostras positivas para o VHC de cada componente do 
sangue em função do tempo. 

 

A visualização da Figura 11 indica, empiricamente, que o percentual de 

amostras positivas para VHC e o tempo de tratamento apresentam relação inversa, 

quanto maior o tempo de tratamento, menor a carga viral constatada nos exames 

dos pacientes. A análise estatística dos dados confirmou este indício que está 

exposto na Tabela 05.  
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Tabela 05. Correlação estatística entre as variáveis carga viral e tempo de 

tratamento com a terapia tripla 

Componente sanguíneo r p 

Soro - 0,8084 <0,0001 

Sangue Total  - 0,8381 <0,0001 

Hemácia - 0,6781 <0,0001 

Plaqueta - 0,5792 <0,0005 

Leucócito - 0,6298 <0,0001 

 

Análise estatística da correlação entre as variáveis carga viral e tempo de tratamento para todos os 
componentes sanguíneos expressa através do coeficiente de correlação (r) e do coeficiente de 
correlação populacional (p). 

 

Verificou-se que para todos os componentes sanguíneos avaliados a carga 

viral se correlacionou negativamente com o tempo de tratamento. Esta correlação é 

constatada pelos valores negativos do coeficiente de correlação (r) obtidos na 

análise do conjunto de dados deste estudo, como demostrado pela Tabela 05. Este 

coeficiente é uma estimativa para o coeficiente de correlação populacional (p), 

através do qual verifica se a correlação encontrada na amostra analisada pode ser 

expandida para a população. Estatisticamente, valores inferiores a 5% referem-se a 

existência de correlação entre as variáveis. Na Tabela 5 foram demonstrados 

também os valores de p. Para todos os componentes sanguíneos avaliados foi 

verificada correlação populacional entre as variáveis carga viral e tempo de 

tratamento. 

 

5.4.3 Abordagem por magnitude da carga viral 

 

A análise da quantificação da carga viral por RT-qPCR absoluta pela vertente 

magnitude da carga viral foi realizada através da comparação de dois componentes 

sanguíneos de um mesmo paciente antes da terapia tripla. As comparações foram 

realizadas sempre entre o soro e os demais componentes do sangue em virtude do 

soro ser o componente preconizado pelo Ministério da Saúde para a realização da 
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quantificação da carga viral de VHC. A comparação da distribuição da carga viral no 

soro e no sangue total está demonstrada na Figura 12. 

 

Figura 12. Análise da distribuição da carga viral no soro e no sangue total antes da 

terapia tripla 
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A análise da distribuição viral nos componentes soro e sangue total está apresentada em forma de 
barras, sendo as barras amarelas representando o soro e as barras vermelhas representando o 
sangue total. Estas barras representam a quantificação da carga viral, antes da terapia tripla, de cada 
paciente avaliado. A linha pontilhada amarela indica a mediana da carga viral encontrada no soro e a 
linha vermelha no sangue total. O gráfico à esquerda apresenta pacientes com baixa carga viral no 
soro e o lado direito, pacientes com alta carga viral no soro, ambos seguidos das suas respectivas 
cargas virais no sangue total. 

 

Observou-se que o soro apresenta sempre carga viral mais elevada que no 

sangue total. Além disso, ao segregar os níveis de carga viral, de acordo com a 

mediana de cada componente, em baixa (<1,43x106) e alta (>1,43x106) no soro e 
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carga viral em baixa (<4,08x105) e alta (>4,08x105) no sangue total, verificou-se que 

58% dos pacientes apresentaram alta viremia no soro. Observou-se, ainda, que a 

maioria dos pacientes que apresentaram carga viral alta no soro apresentaram 

também carga alta no sangue total e os que apresentaram carga baixa, 

apresentaram esta carga baixa nos dois componentes. 29% dos pacientes 

apresentaram carga alta no soro e carga baixa no sangue total e 20% apresentaram 

carga baixa no soro e carga alta no sangue total. 

A comparação da distribuição da carga viral no soro e nas hemácias está 

demonstrada na Figura 13. 

 

Figura 13. Análise da distribuição da carga viral no soro e nas hemácias antes da 

terapia tripla 
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A análise da distribuição viral nos componentes soro e hemácias está apresentada em forma de 
barras, sendo as barras amarelas representando o soro e as barras rosas representando as 
hemácias. Estas barras representam a quantificação da carga viral, antes da terapia tripla, de cada 
paciente avaliado. A linha pontilhada amarela indica a mediana da carga viral encontrada no soro e a 
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linha rosa nas hemácias. O gráfico à esquerda apresenta pacientes com baixa carga viral no soro e o 
lado direito, pacientes com alta carga viral no soro, ambos seguidos das suas respectivas cargas 
virais nas hemácias. 

 

Na análise da distribuição da carga viral no soro e nas hemácias observou-se 

que o soro apresenta, em todos os pacientes avaliados, viremia mais elevada que 

nas hemácias. Ao segregar os níveis de carga viral, de acordo com a mediana de 

cada componente, em baixa (<1,43x106) e alta (>1,43x106) no soro e carga viral em 

baixa (<8,01x103) e alta (>8,01x103) nas hemácias, verificou-se que 58% dos 

pacientes apresentaram alta viremia no soro. Observou-se que 57% dos pacientes 

que apresentaram viremia alta no soro apresentaram viremia baixa nas hemácias. 

43% dos pacientes apresentaram, igualmente, viremia alta nas hemácias. Quanto à 

carga viral baixa no soro, notou-se que a maioria dos pacientes também 

apresentaram carga baixa nas hemácias. Apenas 20% dos pacientes apresentaram 

carga baixa no soro e carga alta nas hemácias. 

A comparação da distribuição da carga viral no soro e nas plaquetas está 

demonstrada na Figura 14. 
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Figura 14. Análise da distribuição da carga viral no soro e nas plaquetas antes da 

terapia tripla 
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A análise da distribuição viral nos componentes soro e plaquetas está apresentada em forma de 
barras, sendo as barras amarelas representando o soro e as barras verdes representando as 
plaquetas. Estas barras representam a quantificação da carga viral, antes da terapia tripla, de cada 
paciente avaliado. A linha pontilhada amarela indica a mediana da carga viral encontrado no soro e a 
linha verde nas plaquetas. O gráfico à esquerda apresenta pacientes com baixa carga viral no soro e 
o lado direito, pacientes com alta carga viral no soro, ambos seguidos das suas respectivas cargas 
virais nas plaquetas. 

 

Na análise da distribuição da carga viral no soro e nas plaquetas observou-se 

que o soro apresenta, em todos os pacientes avaliados, viremia mais elevada que 

nas hemácias. Além disso, ao segregar os níveis de carga viral, de acordo com a 

mediana de cada componente, em baixa (<1,43x106) e alta (>1,43x106) no soro e 

carga viral em baixa (<1,65x104) e alta (>1,65x104) nas plaquetas, verificou-se que 

58% dos pacientes apresentaram alta viremia no soro. Observou-se que a maioria 

dos pacientes que apresentaram carga viral alta no soro apresentaram também 
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carga alta nas plaquetas e os que apresentaram carga baixa, apresentaram esta 

carga baixa nos dois componentes. 29% dos pacientes apresentaram carga alta no 

soro e carga baixa nas plaquetas e 20% dos pacientes apresentaram carga baixa no 

soro e carga alta nas plaquetas. 

A comparação da distribuição da carga viral no soro e nos leucócitos está 

demonstrada na Figura 15. 

 

Figura 15. Análise da distribuição da carga viral no soro e nos leucócitos antes da 

terapia tripla 
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A análise da distribuição viral nos componentes soro e leucócitos está apresentada em forma de 
barras, sendo as barras amarelas representando o soro e as barras azuis representando os 
leucócitos. Estas barras representam a quantificação da carga viral, antes da terapia tripla, de cada 
paciente avaliado. A linha pontilhada amarela indica a mediana da carga viral encontrado no soro e a 
linha azul nos leucócitos. O gráfico à esquerda apresenta pacientes com baixa carga viral no soro e o 
lado direito, pacientes com alta carga viral no soro, ambos seguidos das suas respectivas cargas 
virais nos leucócitos. 
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Na análise da distribuição da carga viral no soro e nos leucócitos observou-se 

que o soro apresenta, em todos os pacientes avaliados, viremia mais elevada que 

nos leucócitos. Ao segregar os níveis de carga viral, de acordo com a mediana de 

cada componente, em baixa (<1,43x106) e alta (>1,43x106) no soro e carga viral em 

baixa (<8,77x103) e alta (>8,77x103) nos leucócitos, verificou-se que 58% dos 

pacientes apresentaram alta viremia no soro. Observou-se que 57% dos pacientes 

apresentaram viremia alta no soro e alta nos leucócitos e 43% apresentaram viremia 

alta no soro e baixa nos leucócitos. Quanto à carga viral baixa no soro, notou-se que 

60% dos pacientes também apresentaram carga baixa nos leucócitos e 40% dos 

pacientes apresentaram carga baixa no soro e carga alta nos leucócitos. 

Uma segunda maneira de abordar a magnitude da carga viral, foi realizada 

através de um compilado dos dados da quantificação da carga de VHC antes dos 

pacientes iniciarem a terapia tripla e dos dados das variações das cargas virais dos 

componentes sanguíneos ao longo do tratamento (Figura 16). 
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Figura 16. Diagrama bidimensional da cinética de magnitude da carga viral nos 

componentes sanguíneos durante a terapia tripla 

 

 

 

A análise da cinética da magnitude da carga viral nos componentes sanguíneos durante a terapia 
tripla está apresentada por um diagrama bidimensional que mostra componente sanguíneo x tempo 
de tratamento. Os gráficos são demonstrados em forma de barras a esquerda do diagrama e em 
forma de linhas a direita do diagrama. As barras e linha pretas representam o soro, as barras e linha 
vermelhas o sangue total, as barras e linha rosas as hemácias, as barras e linha verdes as plaquetas 
e as barras e linha azuis os leucócitos, sendo que as cores escuras representam altas cargas virais e 
as cores claras baixas cargas virais. A classificação em alta ou baixa foi obtida pela definição da 
mediana global dos componentes do sangue avaliados. As linhas cinzas superiores representam 
100%, as intermediárias 50% e as inferiores 0%.   

 

A avaliação da cinética da magnitude da carga viral durante a terapia tripla 

(Figura 16) foi realizada com a estratificação das cargas virais em altas e baixas, as 

quais foram definidas com base no valor da mediana global dos componentes 

sanguíneos. Para a obtenção da mediana global foi calculada a mediana de todos os 

dados obtidos em cada um dos tempos de tratamento dos cinco componentes 

sanguíneos avaliados neste estudo. Ao final obteve-se, portanto uma mediana com 

os dados de antes de iniciar a terapia, outra com os dados da segunda semana de 

tratamento e assim sucessivamente até a quadragésima oitava semana. 
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 Na análise do diagrama bidimensional da cinética da magnitude da carga 

viral durante a terapia tripla observou-se perfis distintos entre os componentes 

sanguíneos avaliados. Houve redução do percentual de carga viral alta no soro, 

exceto na vigésima quarta semana de tratamento, na qual observou-se aumento 

deste percentual. No sangue total houve redução contínua do percentual de carga 

viral alta. Inversamente, as hemácias apresentaram aumento do percentual de carga 

viral alta até a vigésima quarta semana de tratamento, o qual demonstrou redução 

na quadragésima oitava semana. O perfil dos percentuais de carga viral nas 

plaquetas mostrou flutuação, houve aumento do percentual na segunda e vigésima 

quarta semanas. Nos leucócitos observou-se baixo percentual de carga viral alta no 

início do tratamento, a segunda semana apresentou o maior percentual, o qual 

reduziu com o avanço da terapia tripla.      

 

5.4.4 Abordagem por desfecho clínico 

 

Tabela 06: Desfecho clínico após terapia tripla de pacientes com infecção crônica 

pelo VHC, avaliados durante o estudo 

Desfecho Clínico Percentual (%) / n pacientes 

Resposta virológica sustentada (RVS) 86,0 (12/14) 

Tratamento suspenso por efeitos adversos 25,0 (5/20) 

Não Respondedor parcial 14,0 (2/14) 

Recidiva 5,0 (1/20) 

 
 

Percentuais dos pacientes de acordo com o desfecho clínico após terapia de pacientes com infecção 
crônica pelo VHC, avaliados durante o estudo. 

 

A Tabela 06 apresenta o desfecho clínico pós terapia tripla de pacientes com 

infecção crônica pelo VHC avaliados durante este estudo. Partindo de um total de 

vinte pacientes, cinco deles, o que representa 25% da população avaliada, foram 

suspensos do tratamento por apresentarem eventos adversos como plaquetopenia, 

neutropenia, febre, perda de peso acentuada, diarreia persistente, astenia, vômitos, 

mal-estar geral, palidez cutânea e intolerância medicamentosa. Em todos os casos 
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de suspensão, o medicamento administrado era o telaprevir. Dois dos pacientes 

foram suspensos na oitava semana de tratamento. Um paciente foi suspenso na 

décima segunda semana. E os outros dois pacientes foram suspensos do 

tratamento na vigésima quarta semana devido à persistência de eventos adversos 

mesmo após inúmeras tentativas de redução dos medicamentos ribavirina e 

interferon. 

Um paciente apresentou recidiva, o que representa 5% dos pacientes, tendo 

que interromper o tratamento. Após estas interrupções na terapia, permaneceram 14 

pacientes até o final do tratamento, dos quais 12 atingiram resposta virológica 

sustentada e 2 obtiveram resposta virológica parcial, apresentando carga viral 

positiva na 24ª semana de tratamento. Portanto, de um total de 14 pacientes que 

finalizaram o tratamento, 86,0% (12/14) tiveram RVS e 14,0% (2/14) responderam 

parcialmente à terapia tripla. 

A partir dos dados expostos na Tabela 06, foi obtido o gráfico apresentado na 

Figura 17. 
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Figura 17. Análise da quantificação da carga viral por RT-qPCR absoluta antes de 

iniciar a terapia tripla, na 2ª e 4ª semanas após início do tratamento – abordagem 

por desfecho clínico 

  

 

Análise da quantificação da carga viral, por RT-qPCR absoluta, no soro, sangue total (ST), hemácias 
(HM), plaquetas (PLAQ) e leucócitos (LEUC) de pacientes com infecção crônica pelo vírus da hepatite 
C quanto ao desfecho clínico do paciente ao final do tratamento. Os resultados demonstram o perfil 
da carga viral existente antes dos pacientes iniciarem o tratamento (AT), 2 semanas (T2) e 4 
semanas (T4) após iniciarem o tratamento com a terapia tripla quando comparado aos desfechos 
clínicos: Resposta Virológica Sustentada (RVS), Não Respondedor Parcial (NRP), Recidiva ou 
Suspensão do tratamento devido a efeitos adversos. Os resultados estão apresentados como valor 
absoluto da mediana da carga viral em UI/mL em formato de gráficos em barras. O valor máximo da 
escala foi mantido para os três tempos analisados, sendo alterado apenas os valores intermediários 
para possibilitar a visualização dos dados. 
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Ao analisar a quantificação da carga viral por RT-qPCR absoluta pela variável 

desfecho clínico (Figura 17) há evidências de que o grupo que, ao final da terapia 

tripla, atingiu resposta virológica sustentada houve considerável e contínua redução 

da carga viral, em todos os componentes do sangue, até a quarta semana de 

tratamento.  

No grupo que apresentou resposta virológica parcial houve redução da carga 

viral em todos os componentes sanguíneos, quando comparado à segunda semana 

de tratamento. No entanto, na quarta semana, há aumento dessa carga viral em 

todos os componentes avaliados.  

No grupo que houve recidiva, observou-se redução da carga viral em todos os 

componentes sanguíneos até a quarta semana de tratamento. Sendo que, nesta 

semana, os pacientes permaneceram com carga viral no soro e sangue total e 

mediana nula nas hemácias, plaquetas e leucócitos.  

No grupo em que houve suspensão da terapia tripla, observou-se redução da 

carga viral em todos os componentes sanguíneos até a quarta semana de 

tratamento. Sendo que, nesta semana, os pacientes permaneceram com carga viral 

no sangue total, hemácias e leucócitos e mediana nula no soro e nas plaquetas. 

 A análise da quantificação da carga viral por RT-qPCR absoluta pela variável 

desfecho clínico para os grupos RVS, não respondedor parcial, recidiva e suspensão 

foi realizada apenas até a quarta semana após início do tratamento. Análise 

semelhante foi realizada até a semana 24 após início do tratamento apenas para os 

pacientes que apresentaram RVS e que responderam parcialmente (Figura 18), visto 

que os demais pacientes apresentaram recidiva na vigésima quarta semana ou 

foram suspensos na oitava, décima segunda e vigésima quarta semanas de 

tratamento devido à persistência de eventos adversos. Estes pacientes não foram 

avaliados nas semanas 24 e 48 após início da terapia tripla devido à interrupção do 

tratamento.  
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Figura 18. Análise da quantificação da carga viral por RT-qPCR absoluta antes de 

iniciar a terapia tripla, na 2ª, 4ª e 24ª semanas após início do tratamento – 

comparação dos grupos com RVS e Não Respondedor Parcial – abordagem por 

desfecho clínico 

 

Análise da quantificação da carga viral, por RT-qPCR absoluta, no soro, sangue total (ST), hemácias 
(HM), plaquetas (PLAQ) e leucócitos (LEUC) de pacientes com infecção crônica pelo vírus da hepatite 
C quanto ao desfecho clínico do paciente ao final do tratamento. Os resultados demonstram o perfil 
da carga viral existente antes dos pacientes iniciarem o tratamento (AT), 2 semanas (T2) 4 semanas 
(T4) e 24 semanas (T24) após iniciarem o tratamento com a terapia tripla quando comparado aos 
desfechos clínicos: Resposta Virológica Sustentada (RVS) e Não Respondedor Parcial (NRP). Os 
resultados estão apresentados como valor absoluto da mediana da carga viral em UI/mL em formato 
de gráficos em barras. O valor máximo da escala foi mantido para os quatro tempos analisados, 
sendo alterado apenas os valores intermediários para possibilitar a visualização dos dados. 
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Ao analisar a quantificação da carga viral por RT-qPCR absoluta pela variável 

desfecho clínico comparando os grupos de pacientes que atingiram RVS com o 

grupo que não responderam parcialmente ao tratamento (Figura 18) observa-se que 

os pacientes que apresentaram resposta virológica sustentada tiveram considerável 

e contínua redução da carga viral, em todos os componentes do sangue, até a 

quarta semana de tratamento, com pequeno aumento da carga viral nas plaquetas e 

leucócitos.  

No grupo que apresentou resposta virológica parcial houve redução da carga 

viral em todos os componentes sanguíneos, quando comparado à segunda semana 

de tratamento. No entanto, na quarta semana, há aumento dessa carga viral em 

todos os componentes avaliados. Na vigésima quarta semana a mediana da carga 

viral no sangue total e leucócitos tornaram-se nulas, mas os níveis de carga viral no 

soro, hemácias e plaquetas elevaram ainda mais quando comparados com a quarta 

semana de tratamento. A carga viral no soro atingiu níveis superiores a 7.000 UI/mL. 

A simples detecção de carga viral na vigésima quarta semana os classificam como 

respondedores parciais à terapia tripla.  

Não foi realizada análise da quantificação da carga viral por RT-qPCR 

absoluta pela variável desfecho clínico da semana 48 pois os pacientes que 

apresentaram resposta virológica parcial tiveram o tratamento interrompido e os 

pacientes com RVS apresentaram mediana nula para todos os componentes 

sanguíneos avaliados.  

 

5.4.5 Correlação entre a carga viral e aspectos laboratoriais 

 

Com a finalidade de conhecer o relacionamento entre duas variáveis, sendo 

elas a carga viral para VHC e um aspecto laboratorial, foram calculados os 

coeficientes de correlações, os quais indicam como as variáveis variam 

conjuntamente.  Nesta análise foram avaliadas as cargas virais presentes nos 

componentes sanguíneos: soro, sangue total, hemácias, plaquetas e leucócitos em 

função dos aspectos laboratoriais: nível da global de leucócitos (Figura 19), de 

hemácias (Figura 20), hemoglobina (Figura 21), plaquetas (Figura 22) e das enzimas 
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ALT (Figura 23), AST (Figura 24) e Gama GT (Figura 25). Todos os parâmetros 

foram avaliados compreendendo o período antes e durante o uso dos medicamentos 

da terapia tripla.   

 

Figura 19. Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes 

sanguíneos e o nível de leucócitos nos pacientes cronicamente infectados pelo VHC, 

durante terapia tripla 
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Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes sanguíneos: soro, sangue total, 
hemácias, plaquetas e leucócitos e o nível de leucócitos nos pacientes cronicamente infectados pelo 
VHC, durante terapia tripla. Os resultados estão apresentados como valor absoluto dos níveis de 
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leucócitos/mm3 em função do log da carga viral (UI/mL). Os valores de r correspondem ao coeficiente 
de correlação e os valores de p correspondem ao coeficiente de correlação populacional. 

 

A avaliação da correlação entre a carga viral e os níveis de leucócitos permite 

verificar que a carga viral em todos os componentes sanguíneos avaliados se 

correlacionou positivamente com o nível de leucócitos. Esta correlação é constatada 

pelos valores positivos do coeficiente de correlação (r) obtidos na análise do 

conjunto de dados deste estudo, como demostrado pela Figura 19. Isso indica que 

quanto menor a carga viral, menores os níveis de leucócitos. A expansão desta 

inferência para a população é dada através do coeficiente de correlação 

populacional (p). Estatisticamente, valores inferiores a 5% referem-se a existência 

de correlação entre as variáveis. A Figura 19 demonstra que para todos os 

componentes sanguíneos avaliados foi verificada correlação populacional entre as 

variáveis carga viral e nível de leucócitos. 
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Figura 20. Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes 

sanguíneos e o nível de hemácias nos pacientes cronicamente infectados pelo VHC, 

durante terapia tripla 

 

Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes sanguíneos: soro, sangue total, 
hemácias, plaquetas e leucócitos e o nível de hemácias nos pacientes cronicamente infectados pelo 
VHC, durante terapia tripla. Os resultados estão apresentados como valor absoluto dos níveis de 
hemácias milhões/mm3 em função do log da carga viral (UI/mL). Os valores de r correspondem ao 
coeficiente de correlação e os valores de p correspondem ao coeficiente de correlação populacional. 

 

Os valores positivos do coeficiente de correlação (r) para a relação entre 

carga viral e os níveis de hemácias permitiu verificar que a carga viral em todos os 

componentes sanguíneos avaliados se correlacionou positivamente com o nível de 

hemácias, como demostrado pela Figura 20. Isso indica que quanto menor a carga 
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viral, menores os níveis de hemácias. Esta inferência pode ser expandida para a 

população, visto que todos os valores de p obtidos nesta análise apresentaram-se 

menores que 5%. A Figura 20 demonstra que para todos os componentes 

sanguíneos avaliados foi verificada correlação populacional entre as variáveis carga 

viral e nível de hemácias. 

 

Figura 21. Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes 

sanguíneos e o nível de hemoglobina nos pacientes cronicamente infectados pelo 

VHC, durante terapia tripla 

 

Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes sanguíneos: soro, sangue total, 
hemácias, plaquetas e leucócitos e o nível de hemoglobina nos pacientes cronicamente infectados 
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pelo VHC, durante terapia tripla. Os resultados estão apresentados como valor absoluto dos níveis de 
hemoglobina (g/dL) em função do log da carga viral (UI/mL). Os valores de r correspondem ao 
coeficiente de correlação e os valores de p correspondem ao coeficiente de correlação populacional. 

 

Os valores positivos do coeficiente de correlação (r) para a relação entre 

carga viral e os níveis de hemoglobina também permitiu verificar que a carga viral 

em todos os componentes sanguíneos avaliados se correlacionou positivamente 

com o nível de hemoglobina, como demostrado pela Figura 21. Isso indica que 

quanto menor a carga viral, menores os níveis de hemoglobina. Esta inferência pode 

ser expandida para a população, visto que todos os valores de p obtidos nesta 

análise apresentaram-se menores que 5%. A Figura 21 demonstra que para todos 

os componentes sanguíneos avaliados foi verificada correlação populacional entre 

as variáveis carga viral e nível de hemoglobina. 

 

Figura 22. Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes 

sanguíneos e o nível de plaquetas nos pacientes cronicamente infectados pelo VHC, 

durante terapia tripla 

 

Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes sanguíneos: soro, sangue total, 
hemácias, plaquetas e leucócitos e o nível de plaquetas nos pacientes cronicamente infectados pelo 
VHC, durante terapia tripla. Os resultados estão apresentados como valor absoluto dos níveis de 
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plaquetas/mm3 em função do log da carga viral (UI/mL). Os valores de r correspondem ao coeficiente 
de correlação e os valores de p correspondem ao coeficiente de correlação populacional. 

 

Os valores positivos do coeficiente de correlação (r) para a relação entre 

carga viral e os níveis de plaquetas também permitiu verificar que a carga viral em 

todos os componentes sanguíneos avaliados se correlacionou positivamente com o 

nível de plaquetas, como demostrado pela Figura 22. Isso indica que quanto menor 

a carga viral nos componentes sanguíneos avaliados, menores os níveis de 

plaquetas. Esta inferência pode ser expandida para a população, no entanto, apenas 

para o soro e para as hemácias, os quais apresentaram valores de p inferiores a 5%.  

Foi inexistente, portanto, qualquer correlação entre os níveis de plaquetas e a 

carga viral no sangue total e nos leucócitos. A Figura 22 demonstra que os valores 

de p foram 18,83% para sangue total e 15,69% para leucócitos. Estes valores 

indicam que o resultado estatístico foi obtido apenas por acaso, devido a flutuações 

probabilísticas dos eventos que foram medidos, e não devido a um efeito real que 

cause o resultado. 
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Figura 23. Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes 

sanguíneos e o nível de ALT nos pacientes cronicamente infectados pelo VHC, 

durante terapia tripla 

 

Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes sanguíneos: soro, sangue total, 
hemácias, plaquetas e leucócitos e o nível de ALT nos pacientes cronicamente infectados pelo VHC, 
durante terapia tripla. Os resultados estão apresentados como valor absoluto dos níveis de ALT 
(UI/mL) em função do log da carga viral (UI/mL). Os valores de r correspondem ao coeficiente de 
correlação e os valores de p correspondem ao coeficiente de correlação populacional. 

 

Os valores positivos do coeficiente de correlação (r) para a relação entre 

carga viral e os níveis de ALT também permitiu verificar que a carga viral em todos 

os componentes sanguíneos avaliados se correlacionou positivamente com o nível 

de ALT, como demostrado pela Figura 23. Isso indica que quanto menor a carga 

viral, menores os níveis de ALT para estes componentes. Esta inferência pode ser 
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expandida para a população, no entanto, apenas para o soro, para o sangue total e 

para os leucócitos, os quais apresentaram valores de p inferiores a 5%.  

Foi inexistente, portanto, qualquer correlação entre os níveis de ALT e a carga 

viral nas hemácias e nas plaquetas. A Figura 23 demonstra que os valores de p 

foram 51,53% para hemácias e 13,06% para plaquetas. Estes valores indicam que o 

resultado estatístico foi obtido apenas por acaso, devido a flutuações probabilísticas 

dos eventos que foram medidos, e não devido a um efeito real que cause o 

resultado. 
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Figura 24. Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes 

sanguíneos e o nível de AST nos pacientes cronicamente infectados pelo VHC, 

durante terapia tripla 

 

Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes sanguíneos: soro, sangue total, 
hemácias, plaquetas e leucócitos e o nível de AST nos pacientes cronicamente infectados pelo VHC, 
durante terapia tripla. Os resultados estão apresentados como valor absoluto dos níveis de AST 
(UI/mL) em função do log da carga viral (UI/mL). Os valores de r correspondem ao coeficiente de 
correlação e os valores de p correspondem ao coeficiente de correlação populacional. 

 

Os valores positivos do coeficiente de correlação (r) para a relação entre 

carga viral e os níveis de AST também permitiu verificar que a carga viral em todos 

os componentes sanguíneos avaliados se correlacionou positivamente com o nível 

de AST, como demostrado pela Figura 24. Isso indica que quanto menor a carga 
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viral, menores os níveis de AST para estes componentes. Esta inferência pode ser 

expandida para a população para o soro, para o sangue total, para as plaquetas e 

para os leucócitos, os quais apresentaram valores de p inferiores a 5%.  

Foi inexistente, portanto, qualquer correlação entre os níveis de AST e a 

carga viral nas hemácias. A Figura 24 demonstra que os valores de p para este 

componente foi 54,80%. Este valor indica que o resultado estatístico foi obtido 

apenas por acaso, devido a flutuações probabilísticas dos eventos que foram 

medidos, e não devido a um efeito real que cause o resultado. 
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Figura 25. Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes 

sanguíneos e o nível de Gama GT nos pacientes cronicamente infectados pelo VHC, 

durante terapia tripla 

 

Análise da correlação entre a carga viral presente nos componentes sanguíneos: soro, sangue total, 
hemácias, plaquetas e leucócitos e o nível de Gama GT nos pacientes cronicamente infectados pelo 
VHC, durante terapia tripla. Os resultados estão apresentados como valor absoluto dos níveis de 
Gama GT (UI/mL) em função do log da carga viral (UI/mL). Os valores de r correspondem ao 
coeficiente de correlação e os valores de p correspondem ao coeficiente de correlação populacional. 

 

Os valores positivos do coeficiente de correlação (r) para a relação entre 

carga viral e os níveis de gama GT também permitiu verificar que a carga viral em 

todos os componentes sanguíneos avaliados se correlacionou positivamente com o 
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nível de gama GT, apesar de ser baixa a correlação devido aos baixos valores de r, 

como demostrado pela Figura 25.  

Esta baixa correlação refletiu na inexistência de qualquer correlação entre os 

níveis de gama GT e a carga viral em todos os componentes sanguíneos. A Figura 

25 demonstra que os valores de p foram 85,63% para o soro, 72,40% para o sangue 

total, 17,82% para hemácias, 77,58% para plaquetas e 56,04% para os leucócitos. 

Estes elevados valores de p indicam que o resultado estatístico foi obtido apenas 

por acaso, devido a flutuações probabilísticas dos eventos que foram medidos, e 

não devido a um efeito real que cause o resultado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



119 

 

6 DISCUSSÃO  

 

O presente estudo pretendeu otimizar uma metodologia de PCR em tempo 

real in house para adaptação do kit Abbott RealTime HCV® (Abbott Molecular, EUA) 

para a execução da quantificação da carga viral de VHC em soro, sangue total, 

hemácias, plaquetas e leucócitos de pacientes com infecção crônica pelo vírus VHC, 

antes e durante terapia tripla. Em seguida, quantificar a carga viral de VHC nos 

componentes sanguíneos propostos. E por fim, associar e correlacionar esta carga 

viral com dados laboratoriais destes pacientes avaliados durante o estudo. Os 

resultados dessa análise proporcionaram um entendimento maior da fisiopatologia 

do processo e da cinética de interação do vírus com os componentes do sangue. 

O perfil epidemiológico dos pacientes que participaram deste estudo 

assemelha-se ao descrito na literatura. Eles possuíam faixa etária de 47 a 60 anos e 

tempo estimado de infecção pelo VHC de 22 a 38 anos (Tabela 01). Conhecendo-se 

a fisiopatologia da hepatite C, sabe-se que é uma doença que, majoritariamente, 

evolui para a forma crônica e a maioria dos pacientes apresentam-se 

assintomáticos, o diagnóstico ocorre de forma tardia, o que poderia explicar faixa 

etária e de tempo estimado mais altas (MARTINS, et al, 2011). 

A maior porcentagem de pacientes do sexo masculino em comparação com 

os do sexo feminino também encontra-se em concordância com estudos que 

demonstram uma maior prevalência da hepatite C em homens (MALACRIDA et al., 

2016). A carga viral encontrada entre os pacientes do estudo, antes do tratamento, 

apresentou variação de 155.669,0 a 9.411.641,0 UI/mL. Os testes para obtenção 

desses níveis foram realizados com amostras de soro, pelo serviço de 

acompanhamento laboratorial do HC e encontram-se em boa concordância com os 

dados de carga viral no soro obtidos, por este estudo, nos ensaios realizados no 

Instituto René Rachou (IRR). Todos os pacientes possuíam o genótipo tipo 1, e a 

subdivisão entre 1a em 30% e 1b em 70% dos pacientes (Tabela 01), foi similar ao 

observado em outros estudos (CAMPIOTTO et al., 2005). O provável modo de 

aquisição do VHC (Tabela 01) foi, predominantemente, hemotransfusão, 

representando 35,0% dos pacientes avaliados, o que também está de acordo com 

os dados da literatura (MARTINS, et al, 2011). 
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Os principais sinais clínicos e sintomas relatados pelos pacientes ao longo do 

tratamento (prurido cutâneo, fadiga, náusea, astenia, rash, vômito, hiporexia, 

insônia, prurido anal e fraqueza), já eram esperados, já que são descritos como 

possíveis efeitos colaterais na bula das medicações utilizadas (Tabela 01) (MERCK, 

2011). 

Para a análise e discussão dos dados apresentados na Tabela 02 utilizou-se 

os valores de referência padronizados pelo Laboratório Central do Hospital das 

Clínica da UFMG. A contagem global de leucócitos (Tabela 02) apresentou declínio 

durante o tratamento nas semanas 4 a 48 em comparação aos dados antes do 

tratamento. Esses níveis podem ser explicados como um dos efeitos colaterais do 

uso da terapia com interferon-alfa peguilado. Os interferons efetuam sua ligação aos 

receptores específicos presentes na superfície celular, iniciando um caminho 

complexo de sinalização intracelular e rápida ativação da transcrição gênica. Os 

genes estimulados pelo interferon modulam muitos efeitos biológicos, incluindo a 

inibição da replicação viral em células infectadas, inibição da proliferação celular e 

imunomodulação, o que poderia explicar a queda do número destas células em 

pacientes que utilizaram filgrastim. O uso desse medicamento não interferiu nas 

análises dos leucócitos, já que não foram encontradas diferenças significativas nas 

análises, quando excluídos ou não os pacientes que fizeram uso dessa medicação 

(04/20 - 20%) (MERCK, 2011; PRICE et al., 2014; SMOLIĆ et al., 2013). 

A contagem de hemácias e os níveis de hemoglobina (Tabela 02) de todos os 

pacientes antes do tratamento, apresentava-se acima do valor mínimo de referência, 

uma das condições para o seu início. No decorrer do tratamento, a taxa apresentou 

diminuição em relação aos valores antes do tratamento a partir da quarta semana de 

tratamento. Esta queda já era esperada, devido a eventos adversos do uso da 

ribavirina. A ribavirina é absorvida por via oral e distribui-se no organismo, 

concentrando, principalmente, nas hemácias. Este fato provoca a anemia hemolítica 

frequentemente observada em pacientes usuários do medicamento. A dosagem da 

ribavirina foi diminuída de acordo com os valores de hemoglobina, esperando-se um 

retorno dos valores de hemoglobina a concentrações similares àquelas 

apresentadas antes do tratamento. Nos casos em que os valores de hemoglobina 

permaneciam reduzidos mesmo com a diminuição da dosagem de ribavirina foi 

utilizada a eritropoetina, que é uma glicoproteína que apresenta como função a 
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regulação da eritropoese. O uso desse medicamento não interferiu nas análises da 

hemoglobina, já que não foram encontradas diferenças significativas nas análises, 

quando excluídos ou não os pacientes (05/20 - 25%) que utilizaram eritropoetina 

durante o tratamento (MERCK, 2011; PRICE et al., 2014; SMOLIĆ et al, 2013). 

A contagem de plaquetas (Tabela 02) apresentou um declínio a partir da 

semana 4 de tratamento em comparação aos valores encontrados antes do 

tratamento. A redução do número de plaquetas também pode ser explicada devido 

aos efeitos colaterais das medicações (ROCHE, 2014). 

As aminotransferases ALT e AST (Tabela 02), marcadores padrão de lesão 

hepática. A Gama GT é uma enzima encontrada em vários órgãos, dentre eles, o 

fígado. É marcador sanguíneo muito sensível a alterações da função hepática, 

estando aumentada na maioria das doenças que causam danos agudos ao fígado e 

vias hepatobiliares (hepatites agudas e crônicas, cirrose, colestases e pancreatites). 

Os três parâmetros citados estavam em níveis elevados antes do tratamento e 

apresentaram declínio progressivo ao longo do tratamento, chegando a níveis dentro 

dos valores de referência ao término do tratamento. Este achado sugere que o 

clareamento viral tenha contribuído para amenizar os danos hepáticos causados 

pela presença e multiplicação do VHC nos hepatócitos (MERCK, 2011; PRICE et al., 

2014; SMOLIĆ et al., 2013). 

Em estudo do nosso grupo de pesquisa, RIBEIRO (2015) apresenta dados 

que contribuem para uma melhor compreensão da cinética de biomarcadores 

imunológicos ao longo da terapia tripla, sua importância na monitoração terapêutica 

e no alcance da RVS pelos pacientes ao término do tratamento. As análises 

provenientes deste estudo mostraram que houve um declínio dos níveis de 

quimiocinas e da frequência de micropartículas derivadas de eritrócitos, células 

endoteliais, plaquetas, leucócitos e suas subpopulações no decorrer do tratamento. 

Estes resultados sugerem que o tratamento e a redução ou eliminação do VHC 

promovem um ambiente imunomodulador com retomada da resposta imunológica 

dentro dos padrões esperados na ausência da infecção viral. Para grande maioria 

dos pacientes que terminaram o tratamento esse panorama está associado ao 

alcance de resposta virológica sustentada e, consequentemente, ao sucesso da 

terapia tripla (RIBEIRO, 2015). Os dados de Ribeiro (2015) estão de acordo com os 
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obtidos por este estudo, que demonstraram queda progressiva da carga viral em 

todos os componentes sanguíneos ao longo do tratamento. 

Quanto à análise dos resultados obtidos na otimização do kit Abbott RealTime 

HCV® (Abbott Molecular, EUA), sabe-se que a metodologia qPCR baseia-se na 

detecção e quantificação da intensidade de fluorescência, que aumenta em 

proporção direta com a quantidade do produto amplificado na reação de PCR. Ao 

final da reação, é estabelecido o limiar de detecção denominado threshold. O 

número de ciclos necessários para que a curva de amplificação do material genético 

intercepte o threshold é denominado Ct (Cycle threshold). Os valores de Ct são 

inversamente proporcionais à quantidade de ácido nucléico presente na amostra. 

Os resultados referentes ao teste realizado para verificar a conformidade das 

adaptações no procedimento de execução do kit Abbott RealTime HCV® (Abbott 

Molecular, EUA) demonstraram amplificação adequada de ambos alvos: VHC e IC. 

Observou-se adequação da redução do volume de amostra inicial quanto à detecção 

dos alvos avaliados, sem afetar a qualidade da reação. Obteve-se, ainda, uma 

amplificação satisfatória do IC em todo o processo, que inclui desde a extração de 

RNA até a amplificação do material genético. Esta constatação consolida a utilização 

do reagente Trizol como uma boa opção para a extração do RNA-VHC. A 

adequação da utilização do Trizol para extração do RNA das amostras apresentou 

vantagens quando comparado com o kit preconizado pela empresa Abbott, o qual 

utiliza beads para a extração. A extração com Trizol apresentou menor custo, por 

utilizar reagentes comuns de laboratório. Como desvantagens da extração do RNA 

com Trizol estão a necessidade do um operador especializado, maior risco de 

contaminação cruzada e uso de reagentes tóxicos como o próprio trizol e o 

clorofórmio (PILLO, 2010). 

A otimização da metodologia in house adaptou o kit Abbott RealTime HCV® 

(Abbott Molecular, EUA) para detecção do RNA viral do VHC para condições de 

pesquisa. Além desta contribuição, a otimização levou à redução do volume de RNA 

utilizado, possibilitando a quantificação da carga viral em outros componentes 

sanguíneos e não apenas em soro ou plasma, como sugerido pelo kit. Contribuiu, 

ainda, com o aumento do número de reações previstas para o kit. Inicialmente, o 

volume final de reação preconizado pelo kit é de 100 µL, enquanto que os testes 

realizados por este estudo demonstraram que a redução para um volume final de 25 
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µL não acarretou em prejuízos quali/quantitativos para os resultados de 

quantificação da carga viral. Desta forma, os testes otimizaram o kit em 4 vezes, o 

que indica uma economia considerável em termos financeiros. Segundo Oliveira 

(2015), o desenvolvimento de técnicas “in house” contribuem minimizando os 

elevados custos com kits comerciais. 

Realizado o teste de otimização e as adequações das alterações necessárias, 

iniciou-se os experimentos para quantificação da carga viral por PCR em tempo real 

nas amostras dos pacientes em estudo. Esta quantificação, denominada reação 

quantitativa absoluta, baseia-se na análise de uma curva-padrão construída a partir 

de concentrações conhecidas do alvo molecular objeto de estudo. A partir destas, o 

software do termociclador de qPCR efetua a quantificação do material genético-alvo 

nas amostras em teste (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005). A curva-padrão fornece, 

também, o coeficiente angular da reta (slope), o coeficiente de correlação (R2) e a 

eficiência de amplificação 

Uma alta eficiência está associada a uma inclinação de, aproximadamente, 

3,32 para cada diluição de 10 do alvo (TOO, 2003; APPLIED BIOSYSTEMS, 2005). 

Slope de -3,32 relaciona-se a uma eficiência de 100%, indicando que o número de 

moléculas amplificadas dobra a cada ciclo da qPCR (KUBISTA et al., 2006). No 

entanto, consideram-se eficientes as reações que apresentam variação entre 90% e 

110%, com slope entre -3,6 e -3,1, além de coeficientes R2 com valores maiores que 

0,99, garantindo assim, pequena variação entre as triplicatas. Slopes mais negativos 

que -3,33 indicam reações pouco eficientes e os slopes menos negativos podem 

indicar má qualidade da amostra ou problemas de pipetagem (CARNIELLI, 2014). 

Os resultados apresentados no Gráfico 02 mostram que a curva-padrão 

obtida apresentou eficiência de 99,61%, com slope de -3,331 e R2 de 0,998. Estes 

são considerados ótimos valores pela literatura científica e indicam bons parâmetros 

para uma quantificação de carga viral confiável (TOO, 2003; APPLIED 

BIOSYSTEMS, 2005; KUBISTA et al., 2006; CARNIELLI, 2014). Além destes 

parâmetros, avaliou-se ainda os valores de Ct médio das triplicatas. Observa-se que 

o Ct médio do ponto de maior concentração da carga viral foi de 11,939 e o de 

menor concentração de 28,399, que aponta serem resultados adequados para os 

limites de detecção máximo e mínimo. Esta adequação se baseia em valores que 

não são muito baixos, como Ct abaixo de 5, que poderia indicar amplificação de 
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produtos inespecíficos e, quanto ao limite máximo, não estar próximo ao 37º ciclo, o 

último ciclo de amplificação, o que indicaria carga viral muito baixa. Quanto aos 

desvios-padrão, todas as triplicatas apresentaram desvios inferiores a 0,5. 

Semelhantes à esta curva-padrão, as demais curvas construídas para servir de base 

para a quantificação da carga viral presentes em todas as amostras dos pacientes 

também apresentaram perfis que se enquadraram nos critérios estabelecidos pela 

literatura científica. Estes critérios estão associados a reprodutibilidade e 

especificidade do teste devido à não detecção de sinal nos controles negativos 

adicionados em cada corrida, nos quais não havia moléculas alvo (BUSTIN et al., 

2009). 

A análise da quantificação da carga viral, por RT-qPCR absoluta, no soro, 

sangue total, hemácias, plaquetas e leucócitos de pacientes com infecção crônica 

pelo VHC foi realizada por quatro variáveis, sendo elas: tempo de tratamento, 

componente sanguíneo, magnitude da carga viral e desfecho clínico. Em todas 

essas abordagens observa-se que, antes de iniciar a terapia tripla, os pacientes 

apresentavam elevadas cargas do VHC nos cinco componentes do sangue 

analisados: soro, sangue total, hemácias, plaquetas e leucócitos. O soro apresentou 

cargas virais entre 104 e 108 UI/mL antes do tratamento. A carga viral na hepatite C 

tem por função monitorar o tratamento mas não serve de avaliação da gravidade da 

doença. Estudos que avaliaram pacientes em tratamento com PEG-IFNα associado 

à RBV demonstraram que a carga viral pode influenciar na possibilidade de sucesso 

com o tratamento e estimar antecipadamente a possibilidade de recivida do vírus 

após o tratamento. Os autores observaram que a carga viral de 400.000 UI/mL 

possui um poder estatístico muito superior para prognosticar a possibilidade de cura 

de um paciente e, ainda, estimar a possibilidade de recidiva do vírus após um 

tratamento aparentemente bem sucedido nos pacientes infectados com o genótipo 1 

do vírus da hepatite C (VARALDO, 2006). No presente estudo, no entanto, não foi 

verificado pior prognóstico para os pacientes que apresentaram carga viral superior 

à 400.000 UI/mL antes de iniciar o tratatamento. A maioria dos pacientes avaliados 

apresentavam carga viral superior à 105 UI/mL antes do tratamento e também a 

maioria obtiveram RVS ao final da terapia. A discordância dos resultados estão 

atrelados, possivelmente, às diferenças existentes entre as terapias analisadas. 
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Ao comparar os níveis de carga viral entre os componentes sanguíneos 

avaliados, constata-se que o soro é o componente que apresentou maior 

concentração de RNA-VHC e as hemácias, a menor carga viral. Estes resultados 

estão em consonância com o estudo realizado por CHANCEY e colaboradores 

(2012), no qual investigou-se a distribuição do VHC em diferentes componentes 

sanguíneos de doadores de sangue assintomáticos infectados pelo VHC. No 

entanto, no estudo citado, não foram avaliadas cargas virais no sangue total e nas 

plaquetas. Apesar de não terem avaliado as plaquetas, os autores do estudo a 

reconhecem como um importante componente do sangue capaz de concentrar 

partículas virais (ALMEIDA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2009; PUGLIESE et al., 

2004; SCHMIDT et al., 1995; TORRES et al., 2000).  

No presente estudo as diferenças nas concentrações das cargas virais antes 

de iniciar o tratamento são significativas entre soro e os componentes celulares do 

sangue, não havendo, no entanto, diferença significativa entre soro e sangue total. 

Encontra-se diferença significativa, ainda, entre sangue total e hemácias e entre 

sangue total e leucócitos. Durante a terapia tripla não se observa diferenças 

significativas nos níveis de cargas virais entre os componentes do sangue em 

nenhum dos tempos avaliados. 

Na análise pela variável magnitude da carga viral em que foi avaliada a 

distribuição viral no soro comparada à distribuição no sangue total (Figura 12), nas 

hemácias (Figura 13), nas plaquetas (Figura 14) e nos leucócitos (Figura 15) 

observou-se que, em concordância com outras análises, o soro apresentou sempre 

carga viral mais elevada antes do início da terapia tripla. Diferentemente dos 

resultados obtidos para o VHC, Lustig e colaboradores (2016) observaram níveis de 

RNA do WNV superiores em sangue total em relação à quantificação de todas as 

amostras testadas, dentre elas soro e plasma. Outro estudo envolvendo o WNV, 

realizado por Rios e colaboradores (2007), demonstrou que as cargas virais nas 

hemácias excederam a carga no plasma correspondente. A comparação dos 

resultados obtidos por Lustig e colaboradores (2016) e por Rios e colaboradores 

(2007) com os resultados do presente estudo permite apontar que apesar do VHC e 

do WNV interagirem com os componentes do sangue, esta interação ocorre com 

distribuição e intensidade distintas com cada um dos componentes avaliados. 
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Observa-se uma maior distribuição do VHC no soro, enquanto que o WNV encontra-

se predominantemente ligados às hemácias.  

 Os resultados analisados pelas variáveis tempo de tratamento demonstraram 

que a carga viral apresenta queda brusca em todos os componentes na segunda 

semana de tratamento, atingindo nível máximo de 7.000 UI/mL e com boa parte dos 

pacientes atingindo carga nula, ou seja, carga indetectável de acordo com a 

sensibilidade apresentada pelo kit de quantificação utilizado. Na quarta semana 

essas cargas de VHC reduziram, quando comparadas aos valores da segunda 

semana. Nesta fase do tratamento, a carga viral máxima foi de 1.000 UI/mL, 

indicando boa resposta à terapia tripla.  

Na 24ª semana de tratamento observou-se que há um aumento dos 

percentuais de pacientes com hemácias e plaquetas positivas para VHC.  Ariede e 

colaboradores (2015) também demonstraram que em indivíduos infectados com 

VHC, o RNA viral encontra-se associado a plaquetas. Embora os resultados tenham 

demonstrado uma menor concentração do RNA em plaquetas do que no plasma, 

assim como constatado pelo presente estudo, foi observado que o RNA viral está 

mais preservado da degradação ao longo do tempo, sugerindo que o vírus pode 

persistir por mais tempo no corpo quando associado a plaquetas. Estes achados 

sugerem que as plaquetas exerçam o papel de transportadoras do vírus em 

circulação, funcionando como compartimento biológico de reserva importante para o 

vírus. 

Hamaia, Li e Allain (2001) sugeriram que, além da possibilidade de moléculas 

de superfície específicas que medeiam a ligação do VHC às plaquetas, a morfologia 

destes componentes podem resultar na adsorção não específica do vírus à 

superfície das plaquetas. Esta hipótese, evidencia que provavelmente valores 

maiores de carga viral poderiam estar associados à detecção de RNA de VHC em 

plaquetas. Segundo De Almeida e colaboradores (2007) a associação do VHC à 

plaquetas é presumivelmente um dos mecanismos patogênicos implicados na 

trombocitopenia associada à hepatite C. Para Alter e Houghton (2001) essa 

interação poderia ainda contribuir para a persistência e escape viral do sistema 

imunológico do hospedeiro, que pode ter um impacto na eficiência da terapia 

antiviral. 
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No trabalho realizado por De Almeida e colaboradores (2009) foi detectado 

RNA do VHC no soro e nas plaquetas de pacientes tratados com PEG-IFNα 

associado à ribavirina nos tempos pré-tratamento, fim de tratamento e 24 semanas 

após a conclusão da terapia. Segundo os autores, curiosamente, o VHC foi 

detectado em plaquetas de dois pacientes com ALT normal e RNA-VHC sérico 

indetectável no final do tratamento. Este níveis recaíram após 24 semanas de 

seguimento. O estudo sugere que os pacientes com persistência de VHC em 

plaquetas no final do tratamento parecem estar em risco aumentado de infecção 

recorrente por VHC. Resultados semelhantes foram obtidos pelo presente estudo, 

diferindo em alguns quesitos como a terapia, o tempo da terapia em que houve 

maior detecção de RNA viral nas plaquetas e também nas consequências desse 

aumento, visto que nosso trabalho não demonstrou maior risco de infecção 

recorrente. 

Observa-se ainda que há um grupo de pacientes que apresentam elevação 

das cargas virais em todos os componentes sanguíneos. Dentre esses pacientes, 

está o paciente que apresentou resposta virológica parcial, o qual apresentou 

aumento nos níveis de cargas virais no soro e nas plaquetas. Mas há também 

pacientes que atingiram RVS, dentre os quais um apresentou aumento dos níveis de 

cargas virais no soro e nas hemácias, outro apresentou este aumento no soro e no 

sangue total, outro apresentou nas plaquetas e leucócitos e outro apresentou 

aumento apenas nas plaquetas. 

Estes resultados evidenciam uma mudança no perfil de distribuição de RNA 

viral entre os componentes sanguíneos avaliados frente ao avanço na terapia tripla. 

No início do tratamento, observou-se que níveis de RNA viral estava em maior 

concentração no soro do que nos demais componentes sanguíneos. Ao final da 

terapia observou-se uma alteração da distribuição do RNA entre os componentes de 

diferentes pacientes. Uma possível explicação para este fato poderia estar 

associada às variações individuais no potencial de ligação do VHC a componentes 

sanguíneos neste momento da terapia. No estudo realizado por Chancey et al. 

(2012) os autores levantaram como possível explicação para as diferenças nas 

concentrações de carga viral entre os componentes sanguíneos de diferentes 

doadores de sangue a variação no potencial de ligação do VHC a hemácias e 

leucócitos. No entanto, assim como no presente estudo, uma avaliação mais 
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aprofundada desta observação ultrapassa o escopo proposto. Como possível 

suposição, sugere-se a possibilidade de que a terapia tripla poderia interferir no 

potencial de ligação do VHC a cada um dos componentes sanguíneos.  

Já na 48ª semana estes valores voltaram a cair, o que indica que a 24ª 

semana do tratamento é uma semana crítica para obtenção da cura da hepatite C, 

quando em uso da terapia tripla. Esta criticidade é reforçada pelo PCDT para 

Hepatite Viral C e Coinfecções (2013) ao preconizar reavaliação clínica-laboratorial 

neste momento da terapia e ser também a semana de definição quanto à resposta 

ao tratamento. De acordo com este documento o paciente é considerado 

respondedor parcial se apresentar VHC-RNA detectável na 24ª semana de 

tratamento (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 

A constatação de que na 48ª semana, 17% dos pacientes permanecem com 

carga viral no soro e no sangue total, 33% permanecem positivos para VHC nas 

hemácias e plaquetas e que apenas nos leucócitos não foram identificados VHC no 

final da terapia tripla. Diferente do que foi observado neste estudo, Radkowski e 

colaboradores (2014) verificaram que baixo nível de RNA do VHC pode persistir nas 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC - peripheral blood mononuclear 

cell) após o tratamento bem sucedido da hepatite C crônica com IFN peguilado e 

ribavirina. Segundo os autores, as consequências desse fenômeno não foram 

claras, mas não alterou a condição de RVS dos pacientes. Torres e colaboradores 

(2000) também observaram que o desaparecimento do genoma viral no soro, um 

critério de resposta ao tratamento, não é necessariamente seguido pelo seu 

desaparecimento do RNA de VHC nas PBMC de pacientes em tratamento com 

IFNα. Possivelmente a divergência do achado de carga residual de VHC em 

linfócitos e monócitos se justificam na diferença existente entre os arsenais 

terapêuticos utilizados, os quais apresentam mecanismos de ação distintos. À partir 

da observação da presença de RNA de VHC nas PBMC de pacientes em tratamento 

com IFNα, Torres e colaboradores (2000) sugeriram que a determinação conjunta de 

VHC por técnica de PCR sérico e em células sanguíneas deve ser usada como um 

instrumento particular com cada paciente. 

No estudo realizado por Hofstra e colaboradores (2014), um grupo de 

pacientes infectados com HIV e submetidos à terapia antirretroviral combinada há 

mais de um ano apresentaram viremia residual (carga viral <50 cópias/mL). Esta 
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carga residual foi associada ao desenvolvimento de baixos níveis de carga viral 

(carga viral persistente de 50 a 1.000 cópias/mL), possivelmente, em virtude de 

replicação viral com risco subsequente de seleção de variantes resistentes aos 

medicamentos. 

Outro fator relevante associado à carga viral residual foi previamente 

estabelecida na hipótese deste estudo. Esta refere-se à possibilidade de que a carga 

remanescente poderia ser um risco potencial de transmissão do VHC, visto que o 

paciente considerado curado permaneceria transmitindo o vírus sem ter consciência 

da sua real condição. 

Nagaharu e colaboradores (2017) descreveram um relato de caso em que o 

paciente se infectou por PVB19 em decorrência de uma transfusão de hemácias. 

Exames realizados detectaram baixos níveis de DNA de PVB19 em um dos 

doadores de sangue. Um teste de homologia de DNA da PVB19 mostrou identidade 

genômica completa entre o vírus no doador e no paciente do estudo. Segundo os 

autores este caso demonstra que a infecção persistente por PVB19 pode ser 

transmitida através da transfusão de hemácias mesmo que este componente 

apresente um baixo título do DNA PVB19, ainda que inferior à outros componentes 

sanguíneos.  

A associação de vírus a componentes sanguíneos foi descrita, também, por 

Williamson e colaboradores (2017) no estudo publicado sobre os primeiros casos de 

doadores de sangue dos EUA infectados pelo vírus Zika. Nesta publicação os 

autores descreveram que o potencial de transmissão deste vírus por transfusão de 

componentes sanguíneos tem sido uma preocupação crescente devido à detecção 

recente de RNA viral em doadores de sangue saudáveis. Os cinco doadores 

avaliados no estudo apresentaram baixos níveis de RNA viral no plasma, mas 

moderados níveis do RNA foram detectados associados às hemácias. Segundo os 

autores estes resultados estão em conformidade com dados publicados sobre uma 

pequena série de casos de viajantes infectados por vírus Zika (WILLIAMSON, el al., 

2017, apud MURRAY, el al., 2017 e LUSTIG, el al., 2016) e semelhantes ao que foi 

documentado em estudos de acompanhamento de doadores infectados com o WNV 

(WILLIAMSON, el al., 2017, apud LANTERI, el al., 2014).  
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Os achados de RNA residual observados no soro, sangue total, hemácias e 

plaquetas é um resultado surpreendente do presente estudo, visto que 86,0% dos 

pacientes obtiveram RVS, a qual se caracteriza por RNA de VHC indetectável na 24ª 

semana de seguimento após o término do tratamento. A análise dos dados, no 

entanto, esclarece que, apesar de positivos, as cargas virais dos respectivos 

componentes sanguíneos se mantêm baixas e que esse percentual corresponde a 

pacientes que atingiram a RVS. Diante desta constatação questiona-se, portanto, a 

capacidade infecciosa desta carga remanescente, sendo necessário outros ensaios 

que saem do escopo do presente trabalho. Avaliação semelhante foi realizada por 

Rios e colaboradores (2007) no estudo sobre a aderência do WNV às hemácias. 

Neste trabalho, a certificação de que a aderência do WNV às hemácias estaria 

associada à transmissão deste vírus por transfusão, mesmo em casos de carga viral 

muito baixa no plasma, foi obtida através de ensaios de infecção em células Vero. 

Foi observado que os vírus ligados às hemácias eram capazes de infectar estas 

células quando colocados em cultura, sugerindo que o vírus vinculado é infeccioso.  

 A realização do ensaio que avalia a capacidade de infecção da carga residual 

encontrada torna-se necessária, mas ciente das dificuldades de cultivo existentes 

para o VHC. Na ausência destes testes e diante dos resultados de manutenção da 

RVS, portanto, a princípio foram descartadas as possibilidades do desenvolvimento 

de resistência aos medicamentos, como relatado no estudo realizado por HOFSTRA 

e colaboradores (2014) e da transmissão da carga residual por transfusão 

sanguínea, como exposto pelos autores Nagaharu e colaboradores (2017), 

Williamson e colaboradores (2017) e Rios e colaboradores (2007).  

Suspeita-se que, mesmo frente ao término do tratamento, o organismo 

consiga depurar estes vírus remanescentes, principalmente nas hemácias e 

plaquetas, apesar de não terem sido realizados experimentos que comprovem esta 

suposição. Este fenômeno poderia ser explicado pelos resultados obtidos por 

Ribeiro (2015), os quais mostraram o declínio de marcadores de agressão hepática, 

dos níveis de quimiocinas e da frequência de micropartículas no decorrer do 

tratamento. A redução destes aspectos sugere que a terapia tripla promove um 

ambiente favorável para a resposta imune mais eficaz contra o VHC, que está 

associado com o desencadeamento de mecanismos imunomoduladores que 

prevalecem ao final do tratamento (RIBEIRO, 2015). A presença deste ambiente 
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imunomodulador e a retomada da resposta imunológica do paciente após o 

tratamento podem ser os responsáveis pela depuração de vírus remanescentes ao 

final do tratamento. 

Em concordância com o trabalho de Ribeiro (2015), no estudo da avaliação 

de carga viral residual em PBMC, Radkowski e colaboradores (2014) observaram 

que a quantificação de vários transcritos de citocinas e quimiocinas em PBMC 

revelou níveis de IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α e de proteína 1b inflamatória de 

macrófagos significativamente maiores em pacientes VHC positivos, quando 

comparados com indivíduos VHC negativos. Diante destes achados os autores 

associaram a persistência do RNA do VHC em PBMC de pacientes com RVS à 

ativação imune. 

Outra hipótese do presente estudo seria de que a existência de carga viral 

residual em componentes do sangue que não o soro, indetectável por técnicas 

laboratoriais vigentes, poderia ter um destaque epidemiológico importante. A partir 

desta hipótese surge o questionamento se seria necessário substituir o soro por 

sangue total como amostra para realização dos testes de diagnóstico da hepatite C. 

Substituição semelhante foi sugerida no trabalho desenvolvido por Rios e 

colaboradores (2007) mediante a observação de que partículas infecciosas do WNV 

se associavam a hemácias em uma unidade de ordem de magnitude superior à 

encontrada no plasma correspondente. A estratégia sugerida pelos autores seria o 

desenvolvimento de métodos que utilizassem sangue total como amostra de teste e 

permitissem a extração dos vírus ligados aos componentes celulares do sangue. 

Esta sugestão poderia, ainda, reduzir o risco residual de transmissão do WNV 

através da transfusão. A comparação dos resultados obtidos por Rios e 

colaboradores (2007) com os resultados observados no presente estudo indica 

diferenças de distribuição e intensidade de ligação do WNV e do VHC com os 

componentes sanguíneos avaliados. Neste estudo com o VHC não houve evidências 

concretas que levassem à necessidade de substituição do soro por sangue total 

como amostra-teste para quantificação do RNA viral. Não encontrou-se diferença 

significativa dos níveis de cargas virais entre os componentes do sangue avaliados 

durante a terapia tripla. Quanto aos casos de VHC associado ao componente 

sanguíneo no final do tratamento observou-se que foram achados pontuais, não 

determinantes para que o paciente não atingisse RVS.  
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Ao analisar o estudo pela variável desfecho clínico, observa-se que a taxa de 

RVS encontrada no estudo, 86,0%, concorda com a maior parte da literatura 

científica, que aponta para taxas na faixa de 80% (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 

As análises das cargas, ainda que avaliadas apenas até a quarta semana, 

apresentam resultados semelhantes aos discutidos anteriormente. Apenas os dados 

do grupo em que, ao final da terapia, teve Resposta Parcial discordaram do que foi 

observado nas demais abordagens. Neste grupo, houve aumento da carga viral em 

todos os componentes sanguíneos na quarta semana de tratamento. Este aumento, 

no entanto, não alterou a mediana nas demais variáveis pelo fato da maioria dos 

pacientes terem apresentado redução da carga viral. 

No presente estudo foram verificadas as correlações da carga viral presente 

no soro, sangue total, hemácias, plaquetas e leucócitos em função do tempo de 

tratamento e dos aspectos laboratoriais como global leucócitos, hemácias, 

hemoglobina, plaquetas, ALT, AST e gama GT antes e durante o uso dos 

medicamentos da terapia tripla. 

Frente ao objetivo primordial do tratamento da hepatite C: a erradicação do 

vírus (SILVA, 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDEa, 2015), os resultados obtidos das 

análises de correlação existentes entre a carga viral presente nos componentes 

sanguíneos avaliados e o tempo de tratamento foram de uma correlação negativa. 

Esta constatação confirma o sucesso terapêutico obtido pela maioria dos pacientes 

participantes do estudo. 

A avaliação da correlação entre a carga viral e os níveis de leucócitos permite 

verificar que a carga viral em todos os componentes sanguíneos avaliados se 

correlacionou positivamente com o nível de leucócitos. Teixeira, Martins-Filho e 

Oliveira (2005) demonstraram que o aumento da viremia resultou na elevação dos 

níveis de linfócitos T auxiliares e citotóxico. E que a ao longo do curso da infecção 

pelo VHC, o controle da viremia levou à consequente redução dessas duas 

populações celulares.  

Observou-se correlação positiva também para a relação entre carga viral em 

todos os componentes sanguíneos avaliados com os níveis de hemácias, 

hemoglobina, plaquetas, ALT, AST e gama GT. As correlações positivas referentes 

às hemácias, hemoglobina e plaquetas estão diretamente relacionadas com os 
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efeitos adversos dos medicamentos que compõem a terapia tripla (MERCK, 2011; 

ROCHE, 2014) e não à uma condição patológica associada à hepatite C.  

O tratamento antiviral para hepatite C apresenta como principais objetivos a 

redução da progressão da doença, a prevenção das complicações da cirrose e a 

redução do risco de carcinoma hepatocelular. O acompanhamento bioquímico dos 

pacientes deve ser realizado através da avaliação hepática (AST, ALT, GGT, 

fosfatase   alcalina, bilirrubinas, TAP e albumina), função renal (ureia   e creatinina), 

hemograma, glicemia de jejum, sódio e potássio. Estes exames têm sido utilizados 

como parâmetros para inferir a probabilidade de benefícios da terapêutica a longo 

prazo, visto que a supressão da replicação viral de maneira sustentada e a redução 

da atividade histológica diminuem o risco de cirrose e de hepatocarcinoma 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). As correlações positivas referentes às enzimas 

ALT, AST e gama GT inferem que o clareamento viral tenha contribuído para 

amenizar os danos hepáticos causados pela presença e multiplicação do VHC nos 

hepatócitos.  

Como principal limitação do estudo destaca-se o tamanho reduzido da 

amostra, justificado pelos critérios restritivos de inclusão dos pacientes na terapia 

antiviral com os inibidores de protease, o que, possivelmente, reflete a população 

submetida à esta terapia na vida real. Outra limitação é que o tratamento da hepatite 

C crônica com estes medicamentos já foi substituído pelos novos agentes antivirais 

de ação direta, mas o entendimento da evolução  da  terapia  antiviral  em  seus 

diversos aspectos como a interação do VHC com componentes sanguíneos e 

fenômenos imunes envolvidos se mantém pertinente. 

A abordagem deste estudo apresentou, de forma panorâmica, a quantificação 

cinética da carga viral em cinco componentes do sangue de pacientes com infecção 

crônica pelo vírus da hepatite C e suas variações no decorrer da terapia tripla.     
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados do presente estudo comprovaram a presença de altas cargas 

virais associadas aos componentes sanguíneos. Este achado poderá ser utilizado 

como estudo base para a verificação de mecanismos imunes envolvidos nesta 

associação. Acredita-se, que essa associação vírus-componentes do sangue induz 

mecanismos de transmissão e consequente captação pelas células do hospedeiro. 

A observação de que a 24ª semana da terapia tripla é uma semana crítica 

para obtenção da cura da hepatite C, devido ao aumento dos percentuais de 

pacientes com hemácias e plaquetas positivas para VHC, precisa ser melhor 

compreendida. A possível explicação de que este aumento poderia estar associado 

às variações individuais no potencial de ligação do VHC a componentes sanguíneos 

neste momento da terapia, necessita de uma avaliação mais aprofundada. 

Quanto à observação da presença de baixas cargas virais no soro, sangue 

total, hemácias e plaquetas na 48ª semana da terapia tripla, sugere-se outros 

estudos para avaliação da cinética da carga viral, após o término da terapia tripla. 

Estudo semelhante poderia ser realizado para a avaliação da terapia preconizada 

atualmente, o tratamento utilizando os medicamentos antivirais diretos, sem uso 

concomitante de interferon. 
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8 CONCLUSÃO 

 

 A concretização deste estudo demonstra que, à semelhança dos pacientes 

infectados assintomáticos avaliados por Chancey et al (2012), pacientes infectados 

pelo VHC cronicamente apresentam altas cargas virais associadas aos 

componentes sanguíneos, em conformidade com a hipótese do estudo. O vírus da 

hepatite C está presente, além do soro e sangue total, como esperado, em outros 

componentes do sangue, como hemácias, plaquetas e leucócitos.  

Observou-se, ainda, que o tratamento medicamentoso da infecção provocou 

uma alteração na cinética de interação do vírus com os componentes do sangue. 

Embora cargas virais altas tenham sido detectadas em todos os componentes do 

sangue avaliados, antes do tratamento dos pacientes cronicamente infectados pelo 

VHC, a terapia tripla foi eficiente e efetiva. Este tratamento foi capaz de reduzir 

substancialmente a carga viral em todos os componentes sanguíneos ao longo das 

48 semanas, condição associada ao alcance de uma RVS na maioria dos pacientes 

que receberam a terapia tripla. 

Os resultados demonstraram também que a 24ª semana da terapia tripla é 

uma semana crítica para obtenção da cura da hepatite C.  Recomenda-se, assim, a 

atenção dos profissionais da saúde para os resultados dos exames de pacientes que 

estejam nesta fase do tratamento. 
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Título do estudo: “Fisiopatologia da Infecção crônica pelo Vírus da Hepatite C: 

análise do impacto da interação do vírus HCV com componentes do sangue 

periférico e de biomarcadores imunológicos da resposta terapêutica". 

 

Número do protocolo:  

 

Prezado(a) 

Sr(a).__________________________________________________________ 

O(A) Sr(a). está sendo convidado para participar de um estudo denominado 

“Aspectos fisiopatológicos da hepatite C crônica: análise do impacto da interação do 

vírus HCV com componentes do sangue periférico e de biomarcadores imunológicos 

da resposta terapêutica”. 

 Antes que o(a) Sr(a). decida participar, é importante que saiba por que o estudo 

está sendo feito e o que ele significará para o(a)Sr(a). O Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais revisou os objetivos e a proposta 

deste estudo e forneceu um parecer favorável para a sua realização. 

Este documento tem a finalidade de fornecer todas as informações que o(a) Sr(a). 

precisa saber. Tome o tempo que precisar para ler este documento com atenção. 

O(a) Sr(a). poderá fazer as perguntas que desejar a fim de compreender totalmente 

os objetivos e os métodos deste estudo antes de decidir se deseja ou não participar.  

QUAL É A FINALIDADE DO ESTUDO? 

A finalidade deste estudo é obter um melhor entendimento da associação do vírus 

causador da hepatite C com o sangue e seus componentes, ou seja, suas células, 

como as hemácias e as plaquetas, e investigar e implantar um método de 

monitoração de carga viral mais sensível que o método convencional utilizado. 

Entender o impacto dessa interação na doença dos pacientes HCV positivos antes, 

durante e após o tratamento será muito importante para orientar os médicos sobre 

como tratar melhor os pacientes no futuro. 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  
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O estudo será realizado a partir de amostras de sangue oriundas do(a) Sr(a) em 

momentos distintos do tratamento da hepatite C (pré-tratamento, durante e ao 

término do tratamento) realizado conforme o protocolo do Ambulatório de Hepatites 

Virais do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clínicas da UFMG 

(AHEV/IAG/HC/UFMG).E, a partir destas amostras, serão realizados testes que nos 

permitam entender a interação do vírus com o sangue e a importância disto no 

tratamento proposto por seu médico. Estes testes serão realizados na Fundação 

Osvaldo Cruz, Laboratório de Biomarcadores, em Belo Horizonte, coordenado pelo 

Dr. Olindo Assis Martins Filho que é o coordenador geral deste projeto, juntamente 

com a sub-coordenadora Prof.ª Rosângela Teixeira, que também coordena o 

Ambulatório de Hepatites Virais do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital 

das Clínicas da UFMG. 

Espera-se que o estudo comece em 2013 e que a inclusão de pacientes ocorra até 

2016. Se o(a) Sr(a). atender às exigências para entrar no estudo e concordar em 

participar, a duração da sua participação esperada será de aproximadamente 18 

meses, dependendo do início e da duração do tratamento determinado para o seu 

caso estabelecido pelo seu médico. Portanto, este estudo não irá modificar em nada 

o tratamento da hepatite C que está sendo proposto para o(a) Sr(a). pelo seu 

médico. 

EU PRECISO PARTICIPAR? 

A sua participação neste estudo é totalmente voluntária. O seu tratamento e a sua 

relação com seu médico não serão afetados caso o(a) Sr(a). opte por não participar 

dele.  

Se o(a) Sr(a). optar por participar, precisará assinar um termo de consentimento livre 

e esclarecido para confirmar que a finalidade, duração e efeitos previsíveis do 

estudo foram explicados e que o(a) Sr(a).concordou em participar.  

Com o consentimento, o(a) Sr(a). dará a sua permissão para que amostras de 

sangue sejam coletadas e que informações específicas contidas no seu prontuário 

médico sejam extraídas. Estas informações serão confidenciais e anotadas pela 

pesquisadora principal do estudo e serão analisadas em conjunto com as de outros 

pacientes visando o melhor entendimento dos fatores envolvidos na pesquisa. É 
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importante que o(a) Sr(a). saiba que a sua identidade será preservada e que as 

anotações não serão identificadas com o seu nome. 

O(a) Sr(a). poderá se retirar do estudo a qualquer momento, sem afetar de maneira 

alguma a sua assistência médica futura. Para se retirar deste estudo, notifique à 

pesquisadora principal do estudo ou o coordenador de pesquisas do grupo de 

hepatites (veja as informações para contato abaixo).  

O pesquisador responsável ou autoridades regulatórias podem encerrar o estudo ou 

a sua participação no estudo, a qualquer momento, sem o seu consentimento. 

Contudo, o seu tratamento não será jamais interrompido por este motivo e o(a) 

Sr(a). continuará com a mesma assistência médica inicial. Portanto, a interrupção do 

tratamento só acontecerá por motivos médicos, conforme decisão do seu médico, e 

não por causa dessa pesquisa. 

O QUE ACONTECERÁ COMIGO SE EU PARTICIPAR? 

Se o(a) Sr(a). concordar em participar deste estudo, amostras de sangue oriundas 

do(a) Sr(a) em momentos distintos do tratamento da hepatite C (pré-tratamento, 

durante e ao término do tratamento) serão coletadas e o seu médico preencherá um 

questionário com informações sobre o(a) Sr(a)., a sua doença. O questionário 

coletará informações sobre o(a) Sr(a)., como idade, sexo e histórico médico 

relevante. Coleta também informações sobre a hepatite C, o tratamento indicado 

para a hepatite C e outros tratamentos que forem indicados para o seu caso.  

É importante que saiba que para que o(a) Sr(a). participe do estudo, não será 

necessário comparecer a nenhuma consulta extra, tomar qualquer outro 

medicamento experimental ou outro medicamento que não seja os que seu médico 

lhe receitou. O(A) Sr(a). também não será submetido(a) a nenhum exame adicional 

para que participe deste estudo. Somente será feito o procedimento de coleta do 

sangue no ambulatório do Hospital das Clínicas para posterior análise no laboratório. 

É importante esclarecer que estas coletas não afetarão em nada o seu tratamento 

proposto. 

A sua participação neste estudo não terá impacto sobre as decisões de 

tratamento feitas pelo seu médico. 

O(A) Sr(a). será solicitado(a) a continuar participando do estudo após a sua entrada 
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até a conclusão do seu tratamento ou então até que o(a) Sr(a). decida sair do estudo 

ou que ele seja encerrado. Pediremos que informe ao seu médico caso mude de 

residência e ainda que nos forneça informações sobre uma pessoa para contato 

alternativo (família ou amigo) que estará autorizada a informar o seu último endereço 

conhecido e o número de telefone, caso o seu médico e equipe não sejam capazes 

de contatá-lo. 

QUAIS SÃO OS RISCOS DO ESTUDO? 

Conforme dito acima, este estudo não requer que o(a) Sr(a). tome qualquer 

medicamento fora do tratamento proposto pelo médico(a) que o assiste na rotina. 

Este estudo também não irá modificar nada no tratamento proposto que seguirá o 

protocolo do serviço. Portanto, a sua participação no estudo não irá trazer riscos 

adicionais àqueles que são do próprio tratamento da hepatite C e que lhe serão 

explicados pelo seu médico e equipe do ambulatório antes que inicie o tratamento.  

As três coletas de sangue (antes, durante e após o término do tratamento) que serão 

realizadas para esta pesquisa deverão retirar uma pequena quantidade de sangue 

(0,5 mililitros) na veia do braço. Este procedimento é semelhante ao que o(a) Sr(a). 

realiza nos laboratórios de rotina. Contudo, toda punção venosa tem um risco de 

pequeno desconforto e dor local e raramente podem ocorrer manchas vermelhas (ou 

hematomas) no local da punção. Contudo, estes riscos são minimizados quando a 

punção é realizada por técnico treinado e capacitado, como ocorre no nosso serviço. 

QUAIS SÃO OS POSSÍVEIS BENEFÍCIOS OBTIDOS COM A PARTICIPAÇÃO DO 

SR(A) NO ESTUDO? 

Embora não exista nenhum benefício direto para o(a) Sr(a). com a sua participação, 

os dados coletados de cada paciente e examinados em conjunto ajudarão a 

conhecer e compreender melhor a interação do vírus causador da hepatite C com o 

sangue e o tratamento de pacientes com hepatite C e poderão beneficiar outras 

pessoas que serão tratadas no futuro. Mas é muito importante o(a) Sr(a). saber que 

o seu tratamento não será modificado em nenhuma hipótese com a sua 

participação. Portanto, as suas chances de resposta ao tratamento não serão 

aumentadas nem diminuídas com a sua participação.  
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E QUANTO À CONFIDENCIALIDADE? 

Para os propósitos da sua participação neste estudo e para a proteção da sua 

identidade, o seu médico irá atribuir para o(a) Sr(a). um código único, tal como uma 

série de números e/ou letras. O médico do estudo registrará os dados do estudo 

coletados em um formulário que usa o código que lhe foi atribuído e não o seu 

nome. Isto tem a intenção de proteger os seus dados do estudo, tornando-os 

anônimos para a maioria dos propósitos do estudo.  

Os dados que são registrados com o código atribuído ao invés de seu nome, são 

chamados “dados codificados”. Os dados codificados serão inseridos na base de 

dados do estudo, no computador. O seu médico do estudo manterá uma lista 

confidencial ligando o seu nome ao seu código e apenas pessoas autorizadas terão 

acesso a esta lista. Os seus dados codificados podem ser compartilhados e 

utilizados apenas pela equipe do projeto de pesquisa e pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais(COEP/UFMG). Os seus dados 

codificados serão utilizados neste estudo e também podem ser: 

• Utilizados para outras pesquisas atuais ou futuras envolvendo o tratamento e 

controle da hepatite C, condições de saúde relacionadas, ou para outra 

pesquisa relevante de saúde; 

• Utilizados em publicações sobre este estudo, mas eles permanecerão 

codificados. A sua identidade não será revelada em qualquer compilação, 

relatório de estudo ou publicação a qualquer momento.  

O(a) Sr(a). terá o direito de inspecionar os dados que estão sendo compilados, 

solicitar a correção de dados incorretos, e também se opor ao processamento dos 

seus dados pessoais, a qualquer momento. 

 

E QUANTO AOS CUSTOS? 

O(a) Sr(a). não receberá qualquer compensação pela sua participação no estudo, e 

este também não lhe acarretará custos.  

O(a) Sr(a). não receberá qualquer tratamento grátis para a hepatite C pela sua 

participação neste estudo. 
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CONTATO PARA OUTRAS INFORMAÇÕES 

O(a) Sr(a). receberá uma cópia deste termo de consentimento livre e esclarecido 

assinado. Se tiver dúvidas sobre qualquer aspecto deste estudo, pode solicitar 

outras informações, a qualquer momento durante o estudo à Dra. Rosângela 

Teixeira no telefone (fax) (031) 3409 9748. Se o(a) Sr(a). ou seu representante 

tiver qualquer dúvida sobre os seus direitos como paciente, relacionadas a 

este estudo que não forem solucionados pela coordenadora do estudo, poderá 

também contatar o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG que é o órgão que 

regulamenta a realização de pesquisas na UFMG, no endereço Av. Pres. 

Antônio Carlos, 6627- Unidade administrativa II – 2º andar – sala 2005. CEP: 

31270-901 – BH-MG telefax (031) 3409-4592 - email:coep@prpq.ufmg.br 



165 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

           

1. Li o termo de consentimento livre e esclarecido para este estudo 

“Fisiopatologia da Infecção pelo Vírus da Hepatite”.  

2. Recebi explicações sobre a finalidade, duração e possível benefício 

do estudo e sobre o que é esperado que eu faça.                                                                              

Minhas perguntas foram respondidas de maneira satisfatória. 

3. Concordo livremente em participar deste estudo.  

4. Entendo que a minha participação no estudo é voluntária e que sou 

livre para me retirar a qualquer momento, sem dar qualquer razão, 

sem que minha assistência médica ou os meus direitos legais 

sejam afetados. 

5. Monitores e coordenadores de pesquisa, Comitê de Ética em 

Pesquisa ou autoridades regulatórias podem querer examinar os 

meus prontuários médicos para verificar as informações coletadas.   

6.  Ao assinar este documento, dou permissão para coleta de 

amostras de sangue e análise dos meus dados no prontuário 

médico do Hospital das Clínicas da UFMG. 

7. Dou o meu consentimento para o uso, armazenamento e retenção 

dos meus dados pessoais para as finalidades do estudo descrito 

neste documento. 

 

  

___________________________             ______________________ 

         Nome do paciente                                           Assinatura                                                     
Data 
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___________________________             _______________________ 

Nome do representante (se aplicável)                     Assinatura                                                     
Data 

  

Médico ou pessoa que conduziu a discussão sobre o consentimento livre e 

esclarecido 

Confirmo que expliquei pessoalmente a natureza, finalidade e duração do estudo ao 

sujeito supracitado. 

 

____________________________             _______________________ 

         Nome do médico                                               Assinatura                                  

 Data (deve ser a mesma data) 

 

 

Testemunha imparcial 

As informações deste documento e quaisquer outras informações por escrito foram 

claramente explicadas e aparentemente compreendidas, e o consentimento foi 

concedido livremente pelo paciente. 

 

  

______________________________             _______________________ 

         Nome da testemunha*                                                     Assinatura*                                          
Data 

 

*Testemunha imparcial: Se o paciente não souber ler, será necessária a assinatura 

de uma testemunha imparcial. Uma testemunha imparcial é uma pessoa 

independente do estudo que não pode estar sob a influência de pessoas ligadas à 

pesquisa clínica, e que se encontra presente durante o processo de consentimento e 

lê o TCLE e qualquer outra informação por escrito dada ao paciente.  
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Título da Pesquisa:Fisiopatologia da Infecção crônica pelo Vírus da Hepatite C: análise do impacto da 

interação do vírus HCV com componentes do sangue periférico e de 
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Área Temática: 
 
Versão: 2 
 
CAAE: 15732513.0.1001.5149 
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DADOS DO PARECER 

 
Número do Parecer:  300.383  
Data da Relatoria: 13/06/2013 

 
Apresentação do Projeto: 
 
O vírus da hepatite C (HCV) é um vírus hepatotrópico, não-citopático, que possui alta capacidade de 

mutação, resultando em numerosas seqüências e quasiespécies, o que contribui para a evasão da resposta 

imune do hospedeiro e cronicidade da infecção. Peculiaridades do agente infeccioso (genótipo e carga viral), 

do hospedeiro (idade à infecção, sexo e resposta imune), assim como a concomitância de outros fatores de 

agressão hepática (alcoolismo e as coinfecções com o vírus da hepatite B ou da imunodeficiência humana), 

parecem interferir no curso da doença. Contudo, as interações entre o HCV e o sistema imune do 

hospedeiro são determinantes para a história natural da infecção. Há evidências contundentes de que uma 

resposta imune vigorosa é necessária para o clareamento viral espontâneo. Sabe-se que o vírus C não tem 

ação citopática direta sobre os hepatócitos e a resposta imune ao vírus parece ser a verdadeira responsável 

pelas lesões hepáticas e, ao mesmo tempo, pode influenciar nas chances de resposta terapêutica ao 

tratamento. 

 
Entretanto, investigações são necessárias para conclusões definitivas sobre biomarcadores em hepatite C 

crônica. Estudos anteriores desenvolvidos pelo mesmo grupo de pesquisa demonstraram que pacientes com 

hepatite C crônica apresentam um conjunto de biomarcadores 
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fenotípicos em leucócitos do sangue periférico que permitem discriminá-los de i ndivíduos saudáveis. A 

investigação de parâmetros fenotípicos-funcionais em sangue periférico de 
 
pacientes durante o tratamento da hepatite C contribuiria para a compreensão da fisiopatologia da infecção 

viral e identificação de biomarcadores de resposta virológica. Diante desse contexto, o presente projeto é 

prospectivo e tem como propósito investigar a natureza e o significado biológico da interação do vírus HCV 

com componentes do sangue, determinando o impacto dessa interação nas características clínicas dos 

pacientes HCV positivos, antes, durante e após o tratamento. Para cumprir esses objetivos as seguintes metas 

específicas são propostas para a população a ser avaliada: a) quantificar a carga viral de HCV em soro, 

hemácias e plaquetas dos pacientes; b) caracterizar o perfil fenotípico-funcional de plaquetas HCV positivas 

ou negativas; c) avaliar o processo de hemofagocitose por monócitos circulantes dos pacientes; d) analisar a 

presença de agregados plaquetários associados a monócitos circulantes dos pacientes; e) caracterizar o perfil 

de micropartículas eritrocíticas, plaquetárias e leucocitárias circulantes no plasma dos pacientes; e f) 

determinar o perfil proteômico de 
 
plaquetas e o perfil sérico de citocinas e quimiocinas em pacientes portadores de HCV. Amostras de sangue 

periférico de 200 pacientes com diagnóstico confirmado de hepatite C crônica (anti-HCV positivo, HCV 

positivo) serão avaliadas por diferentes métodos como munofenotipagem por citometria de fluxo, análises de 

ácidos nucléicos e proteínas, hemofagocitose e dosagem de fatores solúveis. Serão indicadores de 

desempenho: a) carga viral de HCV dos pacientes determinada em soro, eritrócitos e plaquetas; b) perfil 

fenotípico-funcional de plaquetas caracterizado; processo de hemofagocitose por monócitos circulantes 

avaliado; c) presença de agregados plaquetários associados a monócitos circulantes analisada; d) perfil de 

micropartículas eritrocítica, plaquetária e leucocitária caracterizadas no plasma dos pacientes; d) perfil 

roteômico de plaquetas e perfil sérico de citocinas e quimiocinas determinados. Serão incluídos duzentos 

pacientes com diagnóstico confirmado de hepatite C crônica, através de sorologia anti-HCV positiva (ELISA 

de terceira geração) e pesquisa de RNA do HCV positiva de ambos os sexos, com idade entre 18 e 70 anos, 

infectados por HCV genótipo 1 ou 3. No cálculo amostral foi determinado um erro relativo de 5% com 95% de 

nível de confiança. Este número de pacientes foi considerado para que, na população positiva composta 

predominantemente de indivíduos do sexo masculino, seja possível incluir um número de mulheres suficiente 

para a relação dos parâmetros a serem avaliados segundo sexo. Serão excluídos pacientes com hepatite C 

crônica coinfectados por outros vírus, tais como o HIV e o vírus da hepatite B crônica, bem como os 

pacientes com outras formas de doença hepática crônica (alcoólica, metabólicas, autoimunes), cirrose 

hepática 
 
 
 
 
 
 
Endereço: Av. Presidente Antônio Carlos,6627 2º Ad Sl 2005  
Bairro:  Unidade Administrativa II CEP:  31.270-901 

UF: MG Município: BELO HORIZONTE 

Telefone: (31)3409-4592 E-mail:  coep@prpq.ufmg.br 

 
Página 02 de  06 

  



170 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE  

MINAS GERAIS 
 
 
Continuação do Parecer: 300.383 

 
 
descompensada, insuficiência renal crônica, pacientes em uso de drogas imunossupressoras e etilistas. 
 
O estudo trará grande contribuição para a melhor compreensão dos fenômenos imunes associados à resposta 

ao tratamento da hepatite C, até o momento, não esclarecidos na literatura. Portanto, os estudos de 

biomarcadores moleculares séricos e de interação do vírus com componentes do sangue serão de grande 

importância para verificar a influência de mecanismos imunes associados à resposta virológica sustentada no 

tratamento da hepatite C com interferon-peguilado e ribavirina. O apoio disponível virá das instituições 

envolvidas com o projeto (FIOCRUZ-Minas, UFMG e CBER/FDA), que garantirão toda a infraestrutura física 

e computacional, a participação dos pesquisadores, profissionais de apoio técnico, estudantes envolvidos com 

o projeto proposto, e financeiro. O orçamento financeiro é da ordem de R$ 299.400,00 e será subsidiado pela 

(FIOCRUZ-Minas, UFMG e CBER/FDA. 
 
Será empregada a análise descritiva. A média e o desvio padrão serão empregados como medidas de 

tendência central e de dispersão, respectivamente, quando a variável apresentar distribuição normal. Já nos 

casos de distribuição assimétrica, serão utilizados a mediana (tendência central) e os quartis 1 e 3 (dispersão). 

Para as comparações entre os grupos serão utilizados os testes t de Student ou análise de variância (para a 

comparação de médias), e o teste de Kruskal-Wallis (para a comparação de medianas) para as variáveis 

intervalares. Para a comparação de variáveis nominais entre grupos, empregar-se-á o teste do qui-quadrado, 

com correção para o tamanho da amostra quando pertinente. Em algumas situações, o modelo logístico de 

análise multivariada será utilizado. Trata-se de um estudo multicêntrico no Brasil e que contará com uma 

pesquisadora visitante especial (Dra.Maria Rios), chefe da Seção de Arbovírus do Laboratory of Emerging 

Pathogens (LEP), Center for Biologics Evaluation and Research (CBER), US, Food and Drug Administration 

(FDA), nos Estados Unidos da 
 
América, que desenvolve uma linha de pesquisa que investiga esses aspectos do estudo de mecanismos de 

interação de vírus com membrana de eritrócitos, leucócitos e plaquetas em sangue circulante durante 

infecções virais causadas por Arbovírus, dentre eles, o vírus da hepatite C. Acredita-se na possibilidade de 

parcerias entre as instituições contribuindo para maior troca de conhecimentos e de transferência de 

tecnologias e procedimentos técnicos entre os grupos, o que ampliará o intercâmbio internacional entre as 

equipes e favorecerá futuramente a captação de recursos em parcerias internacionais. 
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Objetivo da Pesquisa: 
 
Objetivo Primário 
 
 
Investigar a natureza e o significado biológico da interação do vírus HCV com componentes do sangue, 

determinando o impacto dessa interação nas características clínicas dos pacientes HCV positivos, antes, 

durante e após o tratamento da hepatite C crônica com o esquema de interferon peguila do associado à 

ribavirina e aos inibidores de protease. 

 

Objetivos Secundários: 
 
a) quantificar a carga viral de HCV em soro, hemácias e plaquetas dos pacientes; b) caracterizar o perfil 

fenotípico-funcional de plaquetas HCV positivas ou negativas; c) avaliar o processo de hemofagocitose por 

monócitos circulantes dos pacientes; d) analisar a presença de agregados plaquetários associados a 

monócitos circulantes dos pacientes; e) caracterizar o perfil de micropartículas eritrocíticas, plaquetárias e 

leucocitárias circulantes no plasma dos pacientes; e f) determinar o perfil proteômico de plaquetas e o perfil 

sérico de citocinas e quimiocinas em pacientes portadores de HCV. 

 
 
 
 
 
Avaliação dos Riscos e Benefícios: 
 
Riscos: 
 
Este estudo não requer o uso de qualquer medicamento fora do tratamento proposto pelo médico(a) que 

assiste o paciente na rotina e não modificará o tratamento proposto que seguirá o protocolo do serviço. 

Portanto, o estudo não trará riscos adicionais àqueles que são do próprio tratamento da hepatite C. As coletas 

de sangue (0,5 mililitros) na veia do braço poderão ter risco de pequeno desconforto, dor local e raramente 

hematomas no local da punção. Estes riscos serão minimizados porque a punção será realizada por técnico 

treinado e capacitado. 

 

Benefícios: 
 
O estudo trará melhor compreensão da fisiologia da infecção viral e identificará biomarcadores de resposta 

virológica. Os fenômenos imunes associados à resposta ao tratamento da hepatite C poderão ser 

compreendidos. Embora não exista nenhum benefício direto para o paciente, os dados coletados ajudarão a 

conhecer e compreender melhor a interação do vírus causador da hepatite C com o sangue e o tratamento 

desses pacientes, beneficiando outros indivíduos que serão tratados 
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no futuro. 
 
O trabalho é exeqüível, está bem fundamentado e tem relevância científica e clínica. Os métodos estão bem 

descritos, assim como os critérios de inclusão, de exclusão e o tratamento estatístico que será utilizado. Não 

há desvio ético. 

 
 

 
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 
 
O trabalho é exeqüível, está bem fundamentado e tem relevância científica e clínica. Os métodos estão bem 

descritos, assim como os critérios de inclusão, de exclusão e o tratamento estatístico que será utilizado. Não 

há desvio ético. 

 
 

 
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 
 
Foram apresentados: 
 
Folha de Rosto 
 
Parecer consubstanciado da Câmara Departamental - Departamento de Clínica Médica -Faculdade de 
 
Medicina - UFMG 
 
Comunicação a DEPE 
 
Anuência da Unidade Funcional Jeny Faria - HC - UFMG 
 
Anuência do Instituto Alpha de Gastroenterologia - Hospital das Clínicas/UFMG 
 
Anuência do Centro de Pesquisas René Rachou (Fundação Oswaldo Cruz/ CPqRR/ FIOCRUZ - 

MG) TCLE adequado e completo 

 

Recomendações: 
 
Sem recomendações 
 
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 
 
Somos, SMJ, pela aprovação do projeto. 
 
Situação do Parecer: 
 
Aprovado 
 
Necessita Apreciação da CONEP: 
 
Não  
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MINAS GERAIS 
 
 
Continuação do Parecer: 300.383 

 
 
Considerações Finais a critério do CEP: 
 
 
 
 

BELO HORIZONTE, 11 de Junho de 2013  
 

 
Assinador por:  

Maria Teresa Marques Amaral  
(Coordenador)  
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