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RESUMO 

 

A partir da descoberta do vírus da hepatite C (HCV), vários testes sorológicos e 

moleculares têm sido desenvolvidos para auxiliar no diagnóstico da infecção pelo 

HCV. Os objetivos deste estudo foram avaliar a dinâmica dos anticorpos anti-HCV, 

obtida pela leitura em densidade ótica/ponto de corte (do/co) dos testes sorológicos 

e, principalmente, o desempenho de metodologias moleculares para detecção do 

RNA do HCV em pacientes com resultados intermitentes na fase inicial da doença. 

Nos estudos sorológicos, foram realizados levantamentos epidemiológicos e dos 

valores de do/co dos anticorpos anti-HCV em 65 amostras de pacientes 

acompanhados desde a fase inicial de infecção pelo HCV. No estudo molecular, 244 

amostras seriadas, coletadas durante a fase inicial de infecção pelo HCV, foram 

obtidas de 50 indivíduos que apresentavam viremia intermitente. As amostras foram 

submetidas a várias técnicas qualitativas para detecção do RNA do HCV e que 

foram realizadas de acordo com a disponibilidade à época dos testes. Porém, todas 

foram testadas pela técnica de Amplificação Mediada por Transcrição (TMA), que 

possui o maior limite inferior de detecção atualmente (9,6 Ul/mL). Nos testes 

sorológicos constatamos uma relação significante entre os valores dos anticorpos, 

medidos em do/co, com a evolução da infecção pelo HCV em fase inicial da doença 

e, verificando a dinâmica dos anticorpos, observamos que a queda rápida dos 

valores de do/co do anti-HCV é um excelente preditor de cura espontânea. Todas as 

técnicas moleculares obtiveram percentual elevado de resultados discordantes e 

acurácia baixa ou moderada, demonstrando a dificuldade em detectar níveis muito 

baixos de viremia. Nossos dados sorológicos demonstraram que o comportamento 

dos valores de leitura do/co dos anticorpos anti-HCV, em amostras seriadas mais 

frequentes, podem auxiliar no prognóstico de cura do paciente e na decisão de 

iniciar ou não o tratamento antiviral ainda no início da doença. O resultado não 

detectável por técnicas moleculares, dependendo dos limites de detecção da técnica 

utilizada, deve ser avaliado com cautela e, em caso de dúvida, optar pela realização 

de metodologias mais sensíveis. 

 

Palavras-chave: Hepatite C aguda, viremia intermitente, disgnóstico sorológico e 

molecular, prognóstico.  
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ABSTRACT 

 

THE IMPACT OF SEROLOGICAL AND MOLECULAR ASSAYS IN THE CLINICAL 

EVALUATION OF HEPATITIS C INFECTION IN THE INITIAL STAGE OF DISEASE 

 

Since the discovery of the hepatitis C virus (HCV), several serological and molecular 

tests have been developed to aid in the diagnosis of HCV infection. The objectives of 

this study were to evaluate the dynamics of anti-HCV antibodies, obtained by reading 

optical density/cut-off (od/co) of serological tests, and especially the performance of 

molecular methods for detection of HCV RNA in patients with intermittent results in 

the initial phase of the disease. In the serological studies, epidemiological surveys 

were performed and values od/co from the anti-HCV antibodies of the samples from 

65 patients treated at an early stage of HCV infection.  In the molecular study, 244 

serial samples collected during the initial phase of HCV infection were obtained from 

50 individuals who presented intermittent viremia. The samples were subjected to 

several qualitative techniques for detection of HCV RNA which was performed 

according to the availability at the time of testing. However, all were tested by the 

Transcription Mediated Amplification (TMA), which currently has the highest 

sensitivity (9.6 IU / mL). In the serological tests we found a significant relationship 

between the values of antibodies measured in the od/co, with the evolution of HCV 

infection in the early stages of the disease, and verifying the dynamic of the 

antibodies, we observed that the quickly drop of the values of od/co from anti-HCV 

antibodies is an excellent predictor of spontaneous healing. All molecular techniques 

had a high percentage of discordant results and low or moderate accuracy, 

demonstrating the difficulty in detecting very low levels of viremia. Our serological 

data showed that the behavior of the reading values of od/co from anti-HCV 

antibodies in fresh serial samples may help in the healing prognosis of the patient 

and the decision to start or not the antiviral treatment yet in the initial phase of the 

disease. The results not detectable by molecular techniques, depending on the 

detection limits of the technique used, must be evaluated carefully and, if in case of 

doubt, choose to take more sensitive methodologies.  

  

Keywords: Acute hepatitis C, intermittent viremia, serological and molecular 

diagnosis, prognosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

__________________________________________________________ 

 

1.1 O VÍRUS DA HEPATITE C 

 

 Quando, no início da década de 70, foi possível o diagnóstico das hepatites A 

e B, ficou evidente que havia hepatites parenterais, pós-transfusionais, que não 

estavam associadas a esses vírus. Esses casos foram denominados de hepatites 

não-A não-B e, após anos de investigação, em 1989, Qui-Lim-Choo e colaboradores 

identificaram o vírus da hepatite C (HCV) como principal agente etiológico das 

hepatites não-A não-B (Choo et al. 1989). Este vírus foi responsável por 80 a 90% 

dos casos de hepatites pós-transfusionais (Houghton 2009), bem como o fato de ser 

a causa mais frequente de transplante hepático, fazendo com que constitua grave 

problema de saúde pública (Strauss 2001). Estima-se que a infecção pelo HCV 

tenha prevalência de 2,2% a 3,0% na população humana, correspondendo a cerca 

de 170 a 200 milhões de indivíduos no mundo, e que, após 20 anos de infecção 

crônica pelo HCV, cerca de 25% dos doentes desenvolvam cirrose hepática que, por 

sua vez, podem evoluir para carcinoma hepatocelular ou para a falência hepática 

(Caldwell & Park 2009; Lavanchy 2009). 

 

 

1.1.1 CLASSIFICAÇÃO TAXÔNOMICA E ESTRUTURA GENÔMICA 

  

A organização genômica do HCV é similar à dos vírus da família Flaviviridae, 

tal como dengue e febre amarela, sendo considerado do gênero Hepacivirus (Lloyd 

et al. 2007). A análise filogenética do HCV evidenciou uma similaridade com o 

genoma dos flavivírus e pestivírus (Giannini & Brechot 2003), embora possua muitas 

diferenças na sua organização a partir do genoma original dessas famílias e seja 

incomum para um vírus de genoma constituído de ácido ribonucleico (RNA) 

estabelecer infecção persistente na maioria dos indivíduos expostos (Simmonds 

2004). 

O HCV é constituído de uma partícula esférica com diâmetro de 

aproximadamente 60 a 75 nm, com um genoma de RNA fita simples, polaridade 

positiva, com aproximadamente 9600 nucleotídeos ou 9,6 kb e, até o momento, 

foram classificados seis genótipos e vários subtipos (Simmonds et al. 2005).  
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A análise do DNA complementar (cDNA) clonado do genoma do HCV revelou 

duas regiões não-codificantes em suas extremidades – 5‘UTR (―Untranslated 

region‖) e 3‘UTR, também denominadas 5‘NC (Não-codificante) e 3‘NC - com uma 

sequência aberta de leitura entre elas (―Open Reading Frame – ORF‖), que codifica 

uma poliproteína com aproximadamente 3010 a 3033 aminoácidos, dependendo do 

genótipo. A região 5‘NC é formada por 341 nucleotídeos cuja sequência é altamente 

conservada entre os diferentes isolados do HCV, com mais de 92% de identidade 

nucleotídica. Esta região apresenta uma série de estruturas secundárias, 

denominada de ―Internal Ribosome Entry Site (IRES)‖ ou sítio de entrada interna do 

ribossomo, responsável pela ligação do RNA viral ao ribossomo, determinando o 

início da síntese da poliproteína viral (Kato 2001). A região 3‘NC consiste em uma 

sequência pouco conservada de aproximadamente 40 nucleotídeos, um trato de 

polipirimidina (poli-U ou poli-UC) de extensão variável e uma sequência altamente 

conservada contendo estruturas secundárias, de aproximadamente 98 nucleotídeos, 

chamada cauda X ou 3‘X (Drexler et al. 2009). A região 3‘NC possui papel 

importante na replicação viral durante a produção da fita negativa (Choo et al. 1991; 

Friebe & Bartenschlager 2002). Após a tradução sob ação autoproteolítica e 

proteolítica da célula hospedeira e das proteases virais, são produzidas as proteínas 

estruturais – Core (C) e Envelope (E1 e E2) – e as não-estruturais – p7 (também 

chamada de NS1), NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (Lindenbach & Rice 

2005; Rehermann 2009).  

Os genes estruturais estão situados mais próximos à extremidade 5‘NC e 

codificam as proteínas integrantes da partícula viral: o gene C codifica a proteína do 

capsídeo e os genes E1 e E2 as glicoproteínas dos envelopes correspondentes. A 

proteína core é uma proteína estrutural que participa da formação do 

nucleocapsídeo viral e é uma das proteínas mais conservadas do HCV (Choo et al. 

1991; Kaito et al. 1994). As duas glicoproteínas de envelope, E1 e E2, 

desempenham papel importante na entrada do vírus na célula por meio da ligação 

do vírus aos receptores da célula hospedeira e posterior indução da fusão entre o 

envelope viral e a membrana plasmática da célula (Bartosch & Cosset 2006; 

Cocquerel et al. 2006), além de participar da montagem das partículas infecciosas 

(Wakita et al. 2005). Entre as regiões E2 e NS2, separando as proteínas estruturais 

das não-estruturais, existe uma região hipervariável, p7, que codifica uma proteína 

de membrana da família das viroporinas, atuando como um canal de íons cálcio 

(Gonzalez & Carrasco 2003). Possui dois segmentos transmembrana ligados por 
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alça citoplasmática. Não está envolvida na replicação in vitro, mas estudos mostram 

que possui importante papel no processo de entrada celular, devido a sua 

interatividade com o receptor de membrana CD81 (Drummer & McKeating 2011; 

Farquhar et al. 2012; Harris et al. 2008), na maturação e liberação do vírus in vivo 

(Griffin et al. 2003). Também parece ser essencial para a infectividade do HCV em 

chimpanzés, além de conter sequências genótipo-específicas (Sakai et al. 2003). 

A proteína NS2, cuja função é formar o complexo proteolítico NS2-NS3, é a 

responsável pela clivagem autocatalítica da junção NS2/NS3, com liberação de NS2 

e NS3 e auxilia também na fosforilação da NS5A. A NS3 possui atividade de serino-

protease em sua extremidade N-terminal e atividades de RNA-helicase e 

nucleotídeo-trifosfatase (NTPase) em sua extremidade C-terminal (Raney et al. 

2010). Com a NS4A forma um complexo estável e promove a clivagem da 

poliproteína na região posterior adjacente a NS3, liberando os componentes do 

complexo de replicação viral (Lindenbach & Rice 2005). A NS4B é uma proteína 

altamente hidrofóbica que parece atuar no complexo replicativo, sendo detectada em 

associação às membranas do retículo endoplasmático (RE). A NS5A é uma proteína 

que está ancorada no RE por meio de sua parte N-terminal (Gretton et al. 2005), 

sendo essencial para a replicação do genoma (Appel et al. 2006; Seeger 2005). A 

proteína NS5B tem atividade de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), 

sendo desprovida de atividade reparadora na incorporação incorreta de novas bases 

(―proofreading‖), o que leva a formação de quasispecies (Bartenschlager et al. 2004; 

Ranjith-Kumar & Kao 2006). 

A figura 1 ilustra um modelo esquemático do genoma do HCV e da 

poliproteína codificada pela sua ORF.  
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1.1.2 DIVERSIDADE GENÉTICA E DISTRIBUIÇÃO DOS GENÓTIPOS E SUBTIPOS 

 

A análise filogenética de isolados do HCV obtidos em várias regiões do 

mundo levou a identificação de diferentes genótipos do HCV, incluindo seis tipos 

principais, enumerados de 1 a 6, e um grande número de subgrupos dentro destes 

genótipos, chamados ‗‘subclados‘‘ ou ‗‘subtipos‘‘ e identificados por letras 

minúsculas (1a, 1b, etc.). Um novo isolado está sendo proposto com o objetivo de 

ser classificado como genótipo 7 (Kuiken & Simmonds 2009; Murphy et al. 2007). Os 

genótipos diferem de 31% a 33% em suas sequências de nucleotídeos, enquanto os 

Figura 1. (A) O genoma fita simples do RNA do HCV codifica uma fase de leitura aberta (ORF)       
flanqueada por duas regiões não-codificantes (UTR), que contêm sinais para a proteína viral e síntese 
de RNA e à coordenação de ambos os processos. A tradução é iniciada através de um sítio interno de 
entrada ribossomal (IRES), na extremidade 5'UTR. U = uridina; C = citidina. (B) A poliproteína traduzida 
é processada por proteases celulares e virais. Os números abaixo da poliproteína indicam as posições 
dos aminoácidos nos sítios de clivagem. (C) Resultam 10 proteínas estruturais e não-estruturais. A 
proteína F (―frameshift‖) é traduzida a partir de uma fase de leitura alternativa (ARF). Fonte adaptada: 
Rehermann (2009). (Colucci et al. 2007; Rehermann 2009). 
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subtipos diferem em 20% a 25% em suas sequências, com importantes diferenças 

conforme a região genômica (Simmonds et al. 2005).  

A variabilidade genética, ocasionada pela incorporação errônea de 

nucleotídeos, é observada em vários níveis: genótipos, subtipos e quasispecies, que 

são variantes com certo grau de heterogeneidade genética entre sequências de um 

mesmo genótipo, porém, muito relacionadas entre si. Isso é possível devido à falta 

de atividade corretiva da RNA polimerase viral durante a replicação, fazendo surgir 

pequenas e constantes mutações com importantes consequências biológicas 

(Lauring & Andino 2010). Isto pode permitir que o HCV escape da resposta 

imunológica e estabeleça infecção crônica (Burke & Cox 2010; Gal-Tanamy et al. 

2008; Sklan et al. 2009). Devido a esta grande quantidade de erros na replicação, 

pode ocorrer uma taxa de erro entre 1/10.000 e 1/100.000 pares de bases associada 

a uma taxa de ―turnover‖ de 1012 vírions por dia, o que explica parte da altíssima 

variabilidade nucleotídica do HCV (Blackard et al. 2008; Simmonds 2004).  

A maior ou menor diversidade das quasispecies parece estar relacionada com 

a pressão imunológica (Jardim et al. 2009).  Apesar desta diversidade entre as 

sequências, todos os genótipos possuem a mesma organização genômica, ciclo de 

replicação e capacidade de desenvolver infecção crônica (Simmonds 2004).  

A ocorrência de quasispecies no HCV pode ser mais bem ilustrada pela 

análise de um segmento curto, mas acentuadamente variável, na região codificante 

do envelope viral, principalmente na glicoproteína E2, designada região hipervariável 

1 (HVR1). As glicoproteínas E1 e E2 possuem um elevado grau de variabilidade e 

são responsáveis pela ligação dos vírus à superfície das células (Timm & 

Roggendorf 2007; Vieyres et al. 2011). O aumento dessa diversidade parece estar 

relacionado à pressão imunológica do hospedeiro, já que foi observado que 

prejudicam o reconhecimento e ligação dos anticorpos neutralizantes (Sklan et al. 

2009), sendo uma das causas da dificuldade em se encontrar terapia antiviral eficaz 

(Law et al. 2008).   

Em relação à prevalência dos genótipos do HCV, foi observado que se 

originaram a partir de diversas áreas na África e Ásia e alguns deles se espalharam 

amplamente por todos os continentes. O genótipo 1 (subtipos 1a e 1b) é de longe o 

mais prevalente na população mundial, com maior prevalência do subtipo 1b na 

Europa e 1a nos EUA. Na América do Sul, predomina o subtipo 1b, também o mais 

frequente no Japão (Smith et al. 1997; Sy & Jamal 2006). O genótipo 2 é encontrado 

em agregados na região do Mediterrâneo (EASL 2011). Na China, os genótipos 2 e 
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3 são os mais comuns. Na Tailândia, o genótipo 3 (subtipo 3a) foi o mais 

predominante, seguido dos genótipos 1 (subtipos 1a e 1b) e 6. O genótipo 3 é 

altamente prevalente no subcontinente indiano e em Europeus usuários de drogas 

intravenosas. Neste grupo, atualmente, tem ocorrido um aumento da incidência e 

prevalência de infecções relacionadas com o genótipo 4 do HCV. O genótipo 4 é o 

genótipo mais prevalente na África e no Oriente Médio. O genótipo 5 ocorre na África 

do Sul e o 6 na Ásia (Nainan et al. 2006; Sy & Jamal 2006).  

Na figura 2 é apresentada a distribuição dos genótipos no Brasil. O genótipo 1 

é o mais prevalente seguido do genótipo 3 e genótipo 2 (Campiotto et al. 2005). O 

genótipo 1 tem prevalência que varia de 51,7% a 74,1%, seguido do genótipo 3, com 

taxa aproximada de 30,6% e do genótipo 2, com taxa de prevalência de 

aproximadamente 4,6%. Na região sul, há um equilíbrio maior entre as prevalências 

dos genótipos 1 e 3, com taxas de 54% e 41%, respectivamente (Espírito-Santo et 

al. 2007; Silva et al. 2007).  Os genótipos 4 e 5 são pouco comuns, porém, já foram 

descritos em alguns estudos (Lampe et al. 2002; Levi et al. 2002). 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Figura 2. Distribuição dos genótipos do vírus da hepatite C nas diferentes regiões brasileiras. 
Os valores percentuais foram aproximados. Fonte modificada: Campiotto et al 2005. 
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1.1.3 CICLO REPLICATIVO 

 

 Tal como acontece em toda família Flaviviridae, após o processo de adsorção 

da partícula viral segue a endocitose da partícula e a imediata fusão do envelope 

viral com a membrana da vesícula endocítica (endossomos), cobertas por clatrinas 

(Helle & Dubuisson 2008). Vários receptores celulares e moléculas correceptoras 

estão envolvidos no processo de adsorção do vírus à célula hospedeira, como por 

exemplo: moléculas de superfície celular da superfamília CD36 denominadas SR-B1 

(―Scavenger receptor class B type I‖); receptor da lipoproteína de baixa densidade 

(VLDL); fibronectina; glicoproteína plaquetária VI; lectinas tipo C; 

glicosaminoglicanas (GAG); e proteína claudina-1 (CLDN-1). É também atribuído o 

papel de receptor de membrana à molécula CD81, da superfamília das 

tetraspaninas, presente em hepatócitos e linfócitos, que se ligaria à fração 

glicoproteica E2 do envelope viral (Farquhar et al. 2012; Harris et al. 2008; Sabahi 

2009; Timpe et al. 2008; Witteveldt et al. 2009). 

 Após a fusão entre o envelope viral e a membrana endossomal, o genoma 

viral é liberado para o citossol. A exposição do vírion ao pH ácido dos endossomos, 

que provavelmente induz mudanças conformacionais das proteínas do envelope, 

seguido por um retorno até pH neutro, não afeta a infectividade do HCV, sugerindo 

que as proteínas do envelope do HCV precisam de um gatilho adicional, tais como 

interação do receptor, para se tornar sensíveis ao pH baixo (Dubuisson et al. 2008).  

Inicia-se a tradução do RNA em que os ribossomos reconhecem a sequência 

IRES, que se localiza junto ao códon AUG, na extremidade 5‘NC. À medida que a 

tradução ocorre, os aminoácidos que surgem sinalizam para que o complexo 

traducional (RNAm – ribossomos – RNAt – peptídeo) se dirija para a membrana do 

RE. No RE rugoso, a sequência é deslocada para a luz do retículo, pois é lá que 

estão presentes as enzimas peptidases celulares que executarão as clivagens 

proteolíticas antes da incorporação dos carboidratos necessários para a constituição 

dos novos envelopes. As proteases celulares executam as clivagens que originam 

as proteínas estruturais (C, E1 e E2) e o polipeptídeo p7 (Moradpour et al. 2007; 

Penin et al. 2004a). Uma vez liberada a primeira das proteínas não-estruturais, a 

NS2, inicia-se sua autoclivagem e uma série de eventos bioquímicos que dão origem 

as outras proteínas não-estruturais (NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B), a partir do 

restante da cadeia proteica. A associação da NS5A com a NS5B inicia a atividade da 

RNA polimerase-dependente de RNA (RpRd), gerando fitas negativas de RNA 
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complementar ao RNA viral que servem de molde para que as RpRd sintetizem as 

novas fitas de RNA de polaridade positiva. A sequência de vários desses eventos 

gera acúmulo de elementos que serão usados para a montagem das novas 

partículas virais (Giannini & Brechot 2003; Moradpour et al. 2007; Pawlotsky et al. 

2007). As novas fitas de RNA viral são então encapsidadas no RE, formando os 

nucleocapsídeos, os quais são a seguir envelopados e maturados no aparelho de 

Golgi, antes de serem liberados no espaço pericelular por exocitose (Penin et al. 

2004b). A Figura 3 esquematiza o ciclo replicativo do HCV desde sua entrada, 

desnudamento, tradução no RE, processamento, ―empacotamento‖, maturação e 

liberação da partícula infectante (HCV). 

x xxxxxx

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

xxxxxxxxxxxxxxx 

Figura 3. Representação esquemática do ciclo replicativo do HCV. (1) Interação dos receptores de 
membrana celular e partículas virais com internalização do vírus; (2) Endocitose; (3) 
Desnudamento e liberação citoplasmática; (4) Tradução mediada por IRES e processamento do 
precursor da poliproteína; (5) Processamento da poliproteína com a clivagem das proteínas não-
estruturais; (6) Formação do complexo de replicação; (7, 8 e 9) Replicação do RNA; (10) 
Empacotamento e montagem; (11) Maturação do vírion nas vesículas de transporte; (12) 
Liberação do vírion. Fonte modificada: Pawlotsky et al 2007. 
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Após a infecção, o HCV se distribui rapidamente pela corrente sanguínea até 

os hepatócitos. Contudo, há evidências da presença do vírus também em linfócitos, 

plaquetas, células do epitélio intestinal e sistema nervoso central (de Almeida et al. 

2009; Flint et al. 2001; Yan et al. 2000). 

 

 

1.2 PATOGENIA E TRANSMISSÃO 

 

O HCV é responsável por cerca de 90% dos casos relacionados à hepatite 

viral crônica. Entretanto, é dificilmente reconhecido na fase inicial (também 

denominada aguda ou precoce) da infecção devido à ausência de sintomas que, 

quando presentes, são geralmente discretos (Guobuzaite et al. 2008). As formas 

crônicas, por sua vez, podem evoluir para casos graves e fatais de doença hepática 

(Pawlotsky 2009). Por convenção, o termo ―agudo‖ refere-se aos primeiros seis 

meses de infecção com ou sem sintomas após uma presumida exposição ao HCV 

(Blackard et al. 2008).  

Apesar de 20% a 50% dos indivíduos infectados com HCV alcançarem 

resolução espontânea na fase inicial da doença, entre 50% a 80% dos indivíduos 

irão progredir para infecção crônica (Kamal 2008). Aproximadamente 20% dos 

pacientes com infecção crônica podem desenvolver cirrose 20 a 30 anos após a 

infecção (Schiff 2011) e, destes, 4% irão evoluir para hepatocarcinoma (Thomas & 

Seeff 2005). 

 Dentre os possíveis modos de transmissão do HCV destacam-se as 

transfusões sanguíneas, hemodiálise, contaminação com agulhas, seringas e 

materiais intravenosos (Fagundes et al. 2008). Seu potencial infeccioso por via 

sexual não é eficiente, mas a precocidade e promiscuidade, sem barreira protetora, 

aumentam os riscos de contaminação. A transmissão vertical também é considerada 

pouco comum e ocorre quando há altas concentrações do vírus na mãe, 

provavelmente, no momento do parto (Rakela et al. 2003).   

Usuários toxicodependentes de drogas endovenosas são, hoje, o principal 

grupo de risco pelo uso compartilhado de agulhas e seringas, uso múltiplo de 

medicações endovenosas e acessórios para uso de drogas injetáveis contaminados 

pelo HCV (Lopes et al. 2009; McGovern et al. 2006; Williams 2004). A transmissão 

nosocomial tem sido relatada como uma via de transmissão comum em muitos 
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países como Brasil e Espanha (Ferreira A de et al. 2011; Martinez-Bauer et al. 

2008). 

Um grupo de risco importante é formado por pessoas transfundidas antes de 

1993, pois os primeiros testes imunoenzimáticos surgiram naquele ano (Chen & 

Morgan 2006). Outros grupos de risco relevantes são os indivíduos portadores de 

HIV e presidiários (Fagundes et al. 2008). 

As manifestações extra-hepáticas da infecção pelo HCV são as mais variadas 

possíveis. A infecção crônica está fortemente associada à crioglobulinemia mista, 

glomerulonefrite membrano-proliferativa e porfiria cutânea tardia (Bataille et al. 

2012). Com associação patogenética menos evidente, encontra-se também 

relacionada com úlcera corneana de Mooren, líquen plano e fibrose pulmonar. A 

ocorrência de anticorpos antitireoidianos e hipotireoidismo tem sido relatada em 

associação com a infecção crônica em mulheres. As associações entre a infecção 

crônica pelo HCV, a presença de fator reumatoide e anticorpo antinuclear (FAN), 

fenômeno de Raynaud e doenças difusas do tecido conjuntivo (DDTC), como artrite 

reumatoide, lúpus eritematoso sistêmico, síndrome de Sjögren e vasculites 

sistêmicas, são relatadas em alguns trabalhos. A fibromialgia também tem sido 

considerada como muito prevalente em pacientes infectados pelo HCV, 

especialmente mulheres (Cacoub et al. 1999; Chen & Morgan 2006; Ribeiro et al. 

2007). 

 

 

1.3 EPIDEMIOLOGIA  

  

Mesmo com os dados escassos até o momento, estima-se que cerca de 3% 

da população mundial, o equivalente a aproximadamente 170 milhões de pessoas, 

estejam infectadas pelo HCV com variações que dependem da área geográfica, quer 

seja no mesmo continente, quer seja no mesmo país e, dentro de um mesmo país, 

entre cidades diferentes (Pawlotsky 2009).   

A morbidade e mortalidade relacionadas com o HCV registrada na atualidade 

é o resultado de um aumento na disseminação do HCV durante o século 20. A 

ampla disponibilidade de terapias injetáveis e uso ilícito de drogas injetáveis parece 

ser uma das responsáveis por este aumento (Alter 2007). Estima-se que morrem 

todos os anos cerca de 250.000 a 350.000 pessoas com relatos de cirrose 
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descompensada ou hepatocarcinoma associadas à infecção crônica pelo HCV 

(Chevaliez & Pawlotsky 2007). 

A dificuldade de se obter dados precisos de prevalência deve-se à falta de 

estudos que envolvam amostras representativas da população. A maioria dos 

estudos de prevalência da infecção pelo HCV tem-se limitado aos pré-doadores de 

sangue, o que contribui para subestimar os dados de prevalência da infecção pelo 

HCV. 

A prevalência é considerada baixa, entre 0,01% a 0,5%, na Europa Ocidental 

e em alguns países das Américas e Austrália.  De maneira geral, o continente 

africano é considerado de prevalência intermediária, da mesma forma que Europa 

Oriental, Ásia, Oriente Médio e Índia. Em alguns países da África, como Ruanda e 

Camarões, as taxas de prevalência são elevadas, mas a maior prevalência de 

anticorpos anti-HCV é no Egito, entre 17% e 26%. Igualmente elevada é a 

prevalência em países como Mongólia e Paquistão (Alter 2007; Shepard et al. 2005; 

Wasley & Alter 2000; Yen et al. 2003) (Figura 4). 

 

 

  

 

Nos EUA, aproximadamente cinco milhões de pessoas têm hepatite C crônica 

(Zeremski et al. 2009). Isso está associado ao fato da difusão da toxicodependência 

Figura 4. Prevalência mundial da infecção pelo HCV por região geográfica. 
Fonte modificada: (CDC 2011; Chevaliez & Pawlotsky 2006). 
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endovenosa, pois o uso de drogas injetáveis é, atualmente, o principal modo de 

transmissão do HCV em países desenvolvidos (Afdhal 2004; Shepard et al. 2005). 

 Com base em vários estudos, identificaram-se três padrões epidemiológicos 

distintos para faixa etária. O primeiro caracteriza-se por baixa prevalência em 

indivíduos com menos de 20 anos, com aumento dos 30 aos 50 anos e declínio 

após os 50 anos. Este perfil sugere que a infecção ocorreu em passado recente. É o 

que se observa em países como EUA, Austrália e Brasil. O segundo padrão 

descreve prevalência elevada em população idosa de países como Itália e Japão. 

Isso demonstra que a transmissão ocorreu em passado distante. O terceiro padrão é 

caracterizado por aumento progressivo da infecção com a idade, mantendo-se alta 

em todas as idades, onde o risco persiste, como no Egito (Wasley & Alter 2000; Yen 

et al. 2003). 

Os poucos estudos sobre a prevalência da infecção pelo HCV no Brasil 

referem-se a doadores de sangue, hemodialisados e hemofílicos. Com base em 

dados da rede de hemocentros de pré-doadores de sangue, em 2002, a distribuição 

da infecção pelo HCV variou entre as regiões brasileiras: 0,62% no Norte, 0,55% no 

Nordeste, 0,28% no Centro-Oeste, 0,43% no Sudeste e 0,46% no Sul (Paltanin & 

Reiche 2002; Valente et al. 2005).  

Segundo resultados do recente ―Estudo de prevalência de base populacional 

das infecções pelos vírus das hepatites A, B e C nas capitais do Brasil‖, publicado 

pelo Ministério da Saúde e pela Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS), a 

prevalência do marcador sorológico anti-HCV foi, em média, de 1,56% na faixa etária 

de 20 a 69 anos, correspondendo a cerca de três milhões de pessoas portadoras do 

HCV no Brasil (Ministério da Saúde 2010). 

 

 

1.4 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

 

 O diagnóstico precoce da infecção pelo HCV é fundamental na evolução da 

doença, uma vez que a resposta terapêutica na fase inicial da infecção é mais eficaz 

(Gerlach et al. 2003). 

 Como a infecção aguda pelo HCV é assintomática na maioria dos casos são 

escassas as informações sobre o curso natural da doença nesta fase (Cox et al. 

2009), bem como os mecanismos imunológicos envolvidos na resolução espontânea 

da doença (Takaki et al. 2000). Além disso, a falta de um marcador específico para a 
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fase inicial torna difícil a sua investigação clínica e laboratorial (Santantonio et al. 

2008). O diagnóstico da infecção aguda pelo HCV é impreciso, já que os testes 

sorológicos para detecção de anticorpos anti-HCV não diferenciam entre infecção 

aguda e crônica. Embora as características virológicas, como flutuações da carga 

viral e baixos níveis de viremia, sejam consideradas por alguns pesquisadores sinais 

de infecção aguda pelo HCV, esses parâmetros não têm sido utilizados para o seu 

diagnóstico (McGovern et al. 2009). 

 Ensaios moleculares foram desenvolvidos para detectar, quantificar e/ou 

caracterizar o genoma do HCV em indivíduos infectados (Gretch 1997). O 

desenvolvimento e a utilização da técnica de transcrição reversa seguida da reação 

em cadeia da polimerase (RT-PCR) para detecção do HCV se iniciaram há pouco 

mais de 20 anos e sua sensibilidade e especificidade permitiram a detecção da 

infecção antes mesmo do aparecimento de anticorpos anti-HCV (Garson et al. 1990; 

Zaaijer et al. 1993). O período de janela imunológica é caracterizado pela 

soroconversão 2 a 3 meses após a exposição ao vírus. Desta forma, a detecção do 

RNA viral tornou-se uma ferramenta essencial para o diagnóstico da infecção ativa 

pelo HCV. Uma das principais vantagens da detecção do RNA do HCV é a 

possibilidade de se obter um diagnóstico precoce da infecção viral aguda (Germer & 

Zein 2001). 

 A detecção do RNA do HCV constitui método padrão-ouro para diagnóstico e 

monitoramento terapêutico da infecção pelo HCV e a análise quantitativa ou carga 

viral é importante para a avaliação da resposta virológica do portador da hepatite C 

que se encontra em tratamento antiviral (Brandao et al. 2001; Calvaruso & Craxi 

2012; Davis 2002). 

 

 

1.4.1 DIAGNÓSTICO SOROLÓGICO 

 

 O teste imunoenzimático de detecção de anticorpos anti-HCV apresenta como 

vantagens o fácil manuseio, rapidez no processamento, alta confiabilidade e custo 

relativamente baixo. São amplamente utilizados para triagem e sua utilização em 

bancos de sangue se tornou obrigatória no Brasil a partir de 1993 (Portaria n° 1.376 

de 19 de Novembro de 1993) (Ministério da Saúde 1993; Moller & Krarup 2003).  

 Os testes sorológicos para detecção de anticorpos anti-HCV foram 

aprimorados ao longo dos anos. Os primeiros testes utilizados foram os testes de 
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rastreamento ―Enzyme Immunoassay (EIA)‖ e ―Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

(ELISA)‖ e os testes suplementares ―Recombinant Immunoblot Assay (RIBA)‖ e ―Line 

Immunoassay (LIA)‖. Os testes ELISA de primeira geração (ELISA I) tinham como 

alvo somente um antígeno, o polipeptídeo c100-3 (derivado da região não-estrutural 

limite entre NS3 e NS4), com sensibilidade de 80% (Gretch et al. 1992). A segunda 

geração de testes ELISA (ELISA II) foi desenvolvida em 1992, nos EUA, com a 

incorporação de duas proteínas recombinantes do HCV: a c22-3 (derivada da região 

estrutural core) e a c33-c (derivada da região não-estrutural NS3). A proteína c33-c 

foi fusionada com o antígeno c100-3 para formar a proteína c200, aumentando a 

sensibilidade e especificidade do teste e, dessa forma, reduziu o tempo médio de 

detecção de anticorpos durante o período de soroconversão (Alter 1992; Tobler et al. 

1993). Foram incluídos, no teste ELISA de terceira geração (ELISA III), antígenos 

recombinantes ou peptídeos sintéticos para captura de anticorpos e adicionado um 

antígeno da região NS5. A principal vantagem desta nova geração de ELISA foi a 

redução ainda maior do tempo médio de detecção de anticorpos. Entretanto, o 

aumento na sensibilidade do ELISA III foi atribuído à nova configuração dos 

antígenos e não à presença do antígeno NS5. (Barrera et al. 1995; Gretch 1997; 

Maertens et al. 1999; Uyttendaele et al. 1994). A detecção precoce também pode ser 

realizada pelo teste de quarta geração de ELISA (ELISA IV), já disponível no 

mercado, que detecta antígeno core do HCV e anticorpos anti-core e anti-NS3 em 

amostras de soro ou plasma, permitindo redução do período de janela imunológica 

com alta sensibilidade e especificidade (Lambert 2007; Tuke et al. 2008). 

 A baixa especificidade dos testes ELISA I e II determinou o desenvolvimento 

de testes suplementares para o diagnóstico da infecção pelo HCV em indivíduos 

com resultados positivos ao ELISA. Os testes suplementares mais utilizados são 

comercializados com o nome de RIBA (Chiron Corporations, EUA) e INNO-LIA 

(Innogenetics, EUA). O princípio dos testes é idêntico: uma fita de nitrocelulose, 

revestida com proteínas recombinantes de antígenos de regiões específicas do 

HCV, permite a identificação de cada anticorpo pela região viral correspondente. O 

resultado é obtido pelo surgimento de bandas na fita que são comparadas a um 

cartão de leitura (Brandao et al. 2001; Maertens et al. 1999). 

 O quadro 1 mostra as proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos 

empregados nas três gerações dos testes ELISA e RIBA. Tecnicamente, os testes 

suplementares não são considerados confirmatórios, uma vez que contêm os 

mesmos antígenos presentes nos testes ELISA (Brandao et al. 2001; Gretch 1997). 
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                (Modificado de Brandão et al 2001) 

 

 A detecção de anticorpos anti-HCV no plasma ou soro é baseada no uso da 

terceira geração de EIA ou ELISA para detectar misturas de anticorpos dirigidos 

contra diferentes epítopos de proteínas do HCV. A especificidade da terceira 

geração dos testes sorológicos para anti-HCV é maior do que 99%. Sua 

sensibilidade é mais difícil de determinar dada à ausência de um método padrão-

ouro, mas é excelente em pacientes imunocompetentes. Esses testes podem ser 

totalmente automatizados e estão bem adaptados para testagem de grande número 

de amostras. Antígenos recombinantes são usados para capturar anticorpos anti-

HCV nos poços de placas de microtitulação, microesferas ou detentores específicos 

adaptados para dispositivos automatizados, como os de micropartículas. A presença 

de anticorpos anti-HCV é revelada por antianticorpos marcados com uma enzima 

que catalisa a transformação de um substrato em um composto colorido ou 

fluorescente. A densidade óptica (do) da reação é proporcional à quantidade de 

anticorpos no soro ou plasma. Testes ―immunoblot‖, como RIBA, tornaram-se de uso 

mais restrito devido ao bom desempenho da terceira geração de anti-HCV por EIA 

ou ELISA (Chevaliez & Pawlotsky 2006; Colin et al. 2001; Pawlotsky 2002). 

 Com o desenvolvimento da tecnologia de automação, vários testes surgiram 

baseados nos mesmos princípios e antígenos utilizados por EIA de terceira geração. 

Entre os vários testes sorológicos por automação mais utilizados encontramos os de 

quimioluminescência (―Chemiluminescence Immunoassay‖ - CLIA), EIA por 

micropartículas (MEIA) e quimioluminescência por micropartículas (CMIA). Os testes 

de quimioluminescência baseiam-se na emissão de luz por reação química utilizando 

ésteres de acridina ligados a anticorpos específicos. A introdução de micropartículas 

à técnica tem por função aumentar a superfície de aderência dos anticorpos. A 

técnica sorológica MEIA HCV 3.0v AxSym da Abbott (Abbott Laboratories, CA, EUA) 

para detecção dos anticorpos anti-HCV é realizada no equipamento AxSym System 

do mesmo fabricante. Por esta metodologia, as amostras são incubadas com 

Quadro 1. Proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos utilizados nos testes 
de detecção sorológica de anticorpos anti-HCV 
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micropartículas revestidas com antígenos específicos às regiões virais, levando à 

formação de complexos antígenos-anticorpos. A reação é transferida para uma 

matriz de fibra de vidro e, após lavagem para retirada do material não ligado, é 

adicionado um conjugado de fosfatase alcalina com anticorpos de cabra anti-IgG 

humano. Os anticorpos anti-IgG humano se ligam ao complexo antígeno-anticorpo 

fortemente aderido na matriz de fibra de vidro. Após nova lavagem, um substrato 

formado por 4-metilumbeliferil-fosfato é adicionado que, por catalisação da fosfatase 

alcalina presente no conjugado, é convertido em um composto fluorescente, a 4-

metilumbeliferona. Este composto é medido pelo sistema ótico do equipamento e a 

presença ou ausência de anticorpos anti-HCV é determinada por meio da 

comparação da taxa de formação do produto fluorescente com a taxa de corte 

(Hennig et al. 2000). 

 Em junho de 2010, a agência reguladora de alimentos e medicamentos dos 

EUA (―FDA – Food and Drug Administration‖), aprovou o primeiro teste rápido, por 

imunocromatografia, para a detecção de anticorpos anti-HCV. O teste é realizado em 

sangue venoso e o resultado é liberado em 20 minutos (Schiff 2011). 

 

 

1.4.2 DIAGNÓSTICO MOLECULAR 

 

 Esforços para compreender o ciclo replicativo do HCV e identificar agentes 

antivirais eficazes têm sido dificultados pela falta de um sistema eficiente de cultura 

de células para este vírus. Muitas tentativas para desenvolver um sistema para a 

infecção e replicação do HCV em cultura de células já foram realizados. No entanto, 

as eficiências de replicação viral referidos nestes estudos foram modestas, exigindo 

a detecção por reação molecular como a reação em cadeia da polimerase após 

transcrição reversa (RT-PCR) (Wakita & Kato 2006). 

 Vários métodos, além da PCR, podem ser utilizados para detectar a presença 

do RNA do HCV, mas todos se utilizam de sondas ou iniciadores (―primers‖), que 

são estruturas de RNA complementar a regiões do genoma do HCV que se quer 

identificar, capazes de amplificar uma única sequência genética específica do HCV 

em milhões de outras (Brandao et al. 2001). Suas vantagens incluem a possibilidade 

do diagnóstico na ausência de anticorpos anti-HCV, perfil este que pode ser 

encontrado na fase inicial de infecção, em indivíduos imunocomprometidos ou 

imunossuprimidos, como os portadores de HIV, hemodialisados e transplantados, e 
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na confirmação em situações específicas, como em resultados sorológicos 

indeterminados ou em recém-nascidos de mães infectadas pelo HCV (Germer & 

Zein 2001). O RNA do HCV deve ser detectado por método molecular sensível (≤ 50 

UI/mL). Para o diagnóstico de hepatite C aguda, o teste de RNA do HCV é exigido, 

pois ele é detectado antes mesmo que os anticorpos anti-HCV possam ser 

mensurados (Calvaruso & Craxi 2012). 

 Os ensaios moleculares para a hepatite C podem ser classificados em:  

 1) Teste qualitativo – teste que detecta a presença do genoma do HCV no 

plasma ou soro;  

 2) Teste quantitativo – teste que avalia a quantidade de RNA do HCV em 

amostras de plasma ou soro, sendo também chamado ―carga viral‖; e  

 3) Teste de genotipagem – teste que determina o genótipo do HCV (Gretch 

1997). 

 

 

1.4.2.1 Testes qualitativos de detecção do RNA do HCV 

 

 Os ensaios de detecção qualitativa, semi- ou automatizados, baseiam-se no 

princípio da amplificação do alvo usando a ―clássica‖ RT-PCR, transcrição reversa 

seguida de reação em cadeia da polimerase, com detecção colorimétrica (RT-PCR-

ELISA) ou amplificação mediada por transcrição (TMA) (Brandao et al. 2001; 

Pawlotsky 2002). 

 A utilização da técnica RT-PCR para detecção do HCV se iniciou na década 

de 90 e apresenta boa sensibilidade e especificidade (Garson et al. 1990; Zaaijer et 

al. 1993). A PCR se inicia com a extração do RNA do HCV, seguida da síntese de 

DNA de cadeia dupla complementar (cDNA) por ação da enzima transcriptase 

reversa, que atua como catalizadora desse processo denominado transcrição 

reversa. O cDNA formado é transformado, por uma reação cíclica enzimática, em um 

grande número de cópias detectáveis da sequência-alvo do genoma do HCV 

(Chevaliez & Pawlotsky 2006; Pawlotsky 2002) (Figura 5).  
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          Figura 5. Esquema da reação de síntese de cDNA após ação da transcriptase reversa.   

          Fonte adaptada: (Alberts et al. 2008). 

 

 A reação de RT-PCR ocorre em duas etapas: (1) a transcrição reversa e (2) a 

amplificação do cDNA propriamente dita. Seu principal diferencial é que o estudo 

direto do RNA é inviável, devido à instabilidade molecular dos ácidos ribonucleicos. 

Usualmente, para catalisar a reação são utilizadas enzimas da classe das 

transcriptases extraídas de vírus: Avian Mieloblastosis Vírus - AMV e Moloney 

Murine Laeukemia Vírus - MMLV. Também pode ser utilizada a enzima extraída da 

bactéria Thermus thermophillus - Tth, que em presença de íons Mn2+ age como 

transcriptase reversa. Além disso, são utilizados iniciadores, inespecíficos e nunca 

aos pares. Esses iniciadores são oligonucleotídeos compostos de uma cauda poli-T, 

formada por várias timinas consecutivas (6 a 35), que se ligam às regiões poli-A do 

RNA, ricas em adeninas (A-Rich). Após este ciclo, obtém-se o cDNA que será 

utilizado na PCR. É importante ressaltar que a etapa de transcrição reversa não 

altera o número de fitas de RNA ou DNA (Alberts et al. 2008). A RT-PCR combina a 

síntese de cDNA, a partir de modelos de RNA, com a PCR para fornecer um método 

rápido e sensível para a análise da detecção genômica do HCV. A RT-PCR é 

utilizada para detectar ou quantificar mRNA, muitas vezes a partir de uma pequena 

concentração de RNA-alvo (Santos et al. 2004). 

  A RT-PCR-ELISA baseia-se em cinco processos principais: extração 

do RNA viral de amostras biológicas; transcrição reversa do RNA-alvo para produzir 

cDNA; amplificação por PCR do cDNA-alvo, utilizando-se iniciadores 

complementares específicos para o HCV; hibridização dos produtos amplificados 
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com sondas oligonucleotídicas específicas para os alvos; e detecção colorimétrica 

dos produtos amplificados e hibridizados à sonda. Um dos testes comerciais cujo 

princípio é a RT-PCR-ELISA é o teste COBAS® AMPLICOR HCV Test v2.0 (Roche 

Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ). Ao se combinar a sensibilidade da PCR 

com a simplicidade de detecção do ELISA e a especificidade de sondas de DNA, é 

possível obter de forma simultânea e rápida, a transcrição reversa seguida de 

amplificação do RNA-alvo do HCV e do RNA de um controle interno do HCV 

disponível no ensaio. O reagente da mistura principal contém um par de iniciadores 

específicos para o RNA do HCV e outro para o RNA do controle interno do HCV. A 

detecção de DNA amplificado é efetuada por meio do uso de sondas 

oligonucleotídicas específicas, que permitem a identificação independente do 

produto amplificado do HCV e do controle interno do HCV (Lee et al. 2000; Richter 

2002; Wang et al. 2007). 

 Na amplificação mediada por transcrição (TMA) (Figura 6), todas as fases do 

teste, incluindo a preparação da amostra, amplificação e detecção do alvo, ocorrem 

em um único tubo. A reação é isotérmica e utiliza duas enzimas – uma transcriptase 

reversa, a MMLV, e uma T7 RNA polimerase – e dois iniciadores. Os produtos 

amplificados ou âmplicons consistem em moléculas de RNA fita simples. A técnica 

envolve a hibridização do RNA viral com sondas de oligonucleotídeos de captura 

complementar à região 5‘NC (Pawlotsky 2002; Scott & Gretch 2007). Estes alvos são 

capturados por partículas magnéticas e os iniciadores da reação se ligam ao RNA-

alvo que será transcrito pela MMLV. O RNA é degradado pela atividade de RNase H 

da transcriptase reversa e um segundo iniciador se hibridiza à fita de DNA que será 

replicada pela função DNA polimerase da MMLV. Este DNA de fita dupla inclui a 

região promotora para T7 que estava ligada ao primeiro iniciador. A T7 RNA 

polimerase se liga à região promotora e transcreve o DNA de forma a produzir 100 a 

1000 cópias do RNA. Estas cópias são RNA de polaridade negativa e todo o 

processo se repetirá para a formação de fitas de RNA de polaridade positiva que são 

complementares às sondas. Estas sondas são marcadas com duas moléculas de 

ésteres de acridina que apresentam propriedade quimioluminescente. Em seguida, o 

luminômetro mede os sinais específicos para o HCV e para os controles internos de 

cada amostra em Unidades Relativas de Luz (RLU) e os resultados são registrados 

por um programa específico. Cada resultado de teste será considerado válido se o 

resultado do controle interno (CI) for reagente para essa amostra (Arnold et al. 1989; 

Bastos et al. 2012; Morishima et al. 2008; Nelson et al. 1996).  
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 Um dos testes comercializados no Brasil e que utiliza a tecnologia TMA é o 

VERSANT® HCV RNA Qualitative Assay (Siemens Healthcare Diagnostics, 

Tanytown, NY, EUA), o mais sensível hoje no mercado brasileiro, com um limite 

inferior de detecção aproximado de 5 a 10 UI/mL de RNA do HCV (Morishima et al. 

2008; Pawlotsky 2002) e, por este motivo, tem sido utilizado na identificação de 

infecção pelo HCV, principalmente em pacientes que apresentam viremia 

intermitente, como os hemodialisados, coinfectados e em tratamento antiviral 

(Bastos et al. 2012). Há alguns anos a Siemens melhorou o desempenho de seu 

teste de TMA, o que contribuiu para baixar ainda mais o limite inferior de detecção 

para 5,3 UI/mL (SIEMENS 2012). 

 

 

1.4.2.2 Testes quantitativos de detecção do RNA do HCV 

 

 As recomendações atuais para o manejo do tratamento da infecção crônica 

pelo HCV são baseadas na determinação de RNA do HCV antes, durante e após a 

terapia antiviral (NIH 2002). Ensaios quantitativos de RNA do HCV permitem tanto a 

detecção quanto a quantificação dos níveis de carga viral, que tem valor não só para 

o monitoramento como também para o prognóstico, em termos de resultados do 

tratamento (Sherman et al. 2002). 
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Figura 6. Representação esquemática da reação de amplificação mediada 
por transcrição (TMA). Adaptado de (Chevaliez & Pawlotsky 2006; Kacian & 
Fultz 1995). 
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 Os testes quantitativos devem apresentar elevada sensibilidade para 

determinação da carga viral antes e durante o tratamento antiviral (Strauss 2001).  

 Atualmente, a quantificação do RNA do HCV é realizada por uma das 

seguintes técnicas de amplificação do alvo: RT-PCR-ELISA, RT-PCR em tempo real; 

ou pela técnica de amplificação do sinal: DNA ramificado (branched DNA ou bDNA). 

A perspectiva mais promissora são os ensaios totalmente automatizados de PCR em 

tempo real, que são mais rápidos, mais sensíveis e não são propensos à 

contaminação (Chevaliez & Pawlotsky 2006). 

 A metodologia da RT-PCR para quantificação do HCV no soro vem sendo 

empregada há longa data, com bons resultados, em muitos laboratórios de 

diagnóstico (Zeuzem et al. 1994). Entretanto, o declínio da carga viral do HCV 

avaliada durante a terapia antiviral pode dar resultados diferentes, 

independentemente da expressão dos resultados em UI/mL. Resultados falso-

positivos e falso-negativos, bem como variações no nível de RNA do HCV de até 2 

log, têm sido observados em alguns estudos, o que pode provocar um impacto no 

tratamento de pacientes, particularmente se as decisões de tratamento são feitas 

usando uma única determinação de RNA do HCV para avaliação (Zeuzem et al. 

2009). 

 O teste COBAS® AMPLICOR HCV MONITOR v2.0 (Roche Molecular 

Systems, Inc., Branchburg, NJ), utilizado para quantificação do RNA do HCV, 

apresenta o mesmo princípio do teste qualitativo COBAS® AMPLICOR HCV v2.0, 

porém, no primeiro ocorre a detecção simultânea do RNA-alvo e do RNA do padrão 

de quantificação em cada amostra. Deste modo, a quantificação do RNA do HCV é 

efetuada comparando-se o sinal do RNA-alvo do HCV com o sinal do padrão de 

quantificação do HCV em cada amostra. O padrão de quantificação é um transcrito 

de RNA não-infeccioso com locais de ligação do iniciador idênticos aos do RNA-alvo 

do HCV e uma região específica de ligação da sonda que permite que o âmplicon do 

padrão de quantificação se diferencie do âmplicon de quantificação do HCV. O 

padrão de quantificação é incorporado em um número de cópias conhecidas em 

cada amostra e processado em conjunto com o RNA-alvo do HCV em todas as 

etapas do ensaio (Sherman et al. 2002).  

 Outro teste de quantificação do RNA do HCV, comercializado pela Siemens, o 

Versant® HCV RNA 3.0 Assay (Siemens Healthcare Diagnostics, Tanytown, NY, 

EUA), é baseado na técnica de bDNA, semi-automatizada, que se fundamenta na 

hibridização específica dos oligonucleotideos sintéticos das regiões 5‘NC e core (C) 
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do genoma do HCV, imobilizados na superfície da microplaca. Moléculas sintéticas 

de bDNA amplificadas, marcadas com uma sonda de fosfatase alcalina, são 

hibridizadas ao complexo imobilizado. O complexo é incubado com um substrato 

(dioxetano) quimioluminescente e a emissão de luz, gerada na reação, é medida 

pelo equipamento. A técnica semi-automatizada tem sua fase inicial, de preparação 

de reagentes e amostras, realizada de forma manual e a continuidade da reação até 

a leitura ocorre no interior do equipamento Siemens Versant® modelos 340 ou 440. 

A intensidade do sinal é proporcional à quantidade de ácido nucleico-alvo, a qual é 

determinada por comparação a uma curva-padrão. A faixa de detecção do ensaio é 

de 615 a 7.700.000 UI/mL (Sherman et al. 2002; Smith et al. 1996).  

 A Figura 7 esquematiza a detecção quantitativa do RNA do HCV pela técnica 

bDNA. 

 

 

 

  

 Alguns avanços no desenvolvimento das técnicas realizadas na década de 

90, utilizados conjuntamente, trouxeram possibilidades consideráveis ao método 

tradicional de PCR:  

1) O emprego da atividade 5‘ - 3‘ exonuclease da enzima Taq DNA polimerase para 

gerar um sinal específico detectável concomitante à reação de PCR (Holland et al. 

1991);  

2) Um sistema de detecção de sinal fluorescente simultâneo à realização da reação de 

PCR (Higuchi et al. 1992);  
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Figura 7. Representação da reação de quantificação do RNA do HCV pela técnica do 
DNA ramificado. Fonte adaptada de (Benner & Sismour 2005; CDC 2011). 
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3) O uso de sonda ligada covalentemente a um fluoróforo na reação de PCR (Lee 

1993).   

 Os avanços adquiridos no decorrer dos anos possibilitaram a criação da 

técnica de PCR em tempo real (qPCR – ―Real Time‖ PCR), capaz de permitir a 

detecção do produto de PCR na medida em que ele vai sendo formado e não 

somente ao final da reação. Dessa forma, acrescentou-se ao extremamente sensível 

método da PCR, maior praticidade, menor tempo para obtenção do resultado e 

diminuição da possibilidade de contaminação cruzada (Heid et al. 1996; Livak et al. 

1995). A qPCR é uma técnica altamente sensível e reprodutível, porque determina o 

nível de amplificação durante a fase exponencial da reação, evitando qualquer 

variação mínima na eficiência de amplificação que possa produzir dramáticas 

diferenças na quantificação do produto final, tornando o resultado extremamente 

confiável. O ponto que detecta o ciclo na qual a reação atinge o limiar da fase 

exponencial é denominado de ―Cycle Threshold (CT)‖. Este ponto permite a 

quantificação exata baseada na fluorescência. A emissão dos compostos 

fluorescentes gera um sinal que aumenta na proporção direta da quantidade de 

produto amplificado de PCR. Esta técnica permite a análise rápida de amostras em 

larga escala como, por exemplo, no diagnóstico de indivíduos com hepatite C 

crônica (Cikos & Koppel 2009; Watzinger et al. 2006). 

 Os ensaios disponíveis para RNA do HCV em tempo real são padronizados 

pela Organização Mundial da Saúde (OMS) com base em painéis do genótipo 1 do 

HCV e pouco se sabe sobre a variação entre os ensaios, com diferentes genótipos 

do HCV, apesar da padronização em UI/mL (Sarrazin et al. 2006). 

 No quadro 2 podemos observar as características e diferenças dos testes 

moleculares comercialmente utilizados para detecção e quantificação do RNA do 

HCV.  
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Quadro 2. Características dos ensaios moleculares de RNA do HCV  

 

 

[RT-PCR: reação em cadeia da polimerase com transcrição reversa; qPCR: RT-PCR em tempo real; TMA: 
amplificação mediada por transcrição; bDNA: "DNA ramificado". Fontes adaptadas: (Chevaliez & Pawlotsky 2006; 

Colucci et al. 2007; Scott & Gretch 2007; Zeuzem et al. 2009)] 

 

 

 Diferentes variações do princípio de ―reporter‖ e ―quencher‖ são utilizadas 

pelos diferentes ensaios disponíveis comercialmente. O ―reporter‖ é uma molécula 

fluorescente, normalmente com um curto comprimento de onda como o de coloração 

verde, anexada à extremidade 5‘ da sonda. O ―quecher‖ é uma molécula supressora 

de fluorescência, anexada à extremidade 3‘ da sonda, com comprimento de onda 

longo como o vermelho que, próxima à molécula ―reporter‖, inibe a emissão do sinal 

fluorescente. A fluorescência ocorre pela ação da 5‘-3‘ exonuclease da enzima Taq 

polimerase que, durante a extensão e adição de nucleotídeos para formação da 

sequência complementar, acarreta o distanciamento das moléculas ―reporter‖ e 

―quencher‖, liberando a fluorescência (Johansson 2006). O sinal de fluorescência, 

medido a cada rodada de amplificação, é proporcional à quantidade de RNA na 

amostra inicial. A quantificação em números absolutos é conseguida por meio da 

comparação da cinética da amplificação-alvo com a cinética de amplificação de um 

controle interno com uma concentração inicial definida (Chevaliez et al. 2007; 

Vermehren et al. 2008).  

 As técnicas de PCR em tempo real para determinação do RNA do HCV mais 

eficazes e quase completamente automatizadas foram introduzidas pela Roche 

Molecular Systems (EUA) e Abbott Molecular Laboratories (EUA). As principais 

diferenças entre elas, segundo Lange & Sarrazin (2010) são as seguintes: (Lange & 

Sarrazin 2010) 

Nome comercial (Fabricante) Método Princípio 
Limite inferior 
de detecção 

em UI/mL 

Faixa de 
detecção em 

UI/mL 

Cobas® Amplicor® HCV v2.0 
(Roche) 

RT-PCR Semiautomático 
Amplificação do 

alvo 
50 N/A 

Versant® HCV RNA Qualitative 
(Siemens)  

TMA Manual 
Amplificação do 

alvo 
5 - 10 N/A 

Cobas® Amplicor HCV Monitor 
v2.0 (Roche) 

RT-PCR Semiautomático 
Amplificação do 

alvo 
600 600 – 500.000 

Versant® HCV RNA 3.0 Assay 
(Siemens) 

bDNA Semiautomático 
Amplificação do 

sinal 
615 615 – 7.700.000 

LCx HCV RNA Quantitative Assay 
(Abbott) 

RT-PCR Semiautomático 
Amplificação do 

alvo 
25 25 – 2.630.000 

Cobas® TaqMan HCV Test 
(Roche) 

qPCR Semiautomático 
Amplificação do 

alvo 
25 25 – 391.000.000 

RealTime HCV (Abbott) qPCR Semiautomático 
Amplificação do 

alvo 
12 12 – 100.000.000 
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a) O Cobas TaqMan HCV Test (Roche Diagnostics) usa ―reporter‖ e ―quencher‖ 

específicos para a região 5'NC do genoma do HCV e para o modelo do 

controle interno, um RNA sintético, que se liga aos mesmos iniciadores do 

RNA do HCV. A transcrição reversa e amplificação de cDNA são executadas 

por uma DNA Z05 polimerase, que é uma polimerase com atividade 5‘ – 3‘ 

exonuclease. A extração pode ser manual, utilizando o conjunto de reagentes 

―High Pure System kit‖ (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ), que 

é baseado na extração com colunas de fibra de vidro, ou o sistema 

automatizado Cobas AmpliPrep TaqMan (CAP / CTM) que realiza a extração 

utilizando partículas magnéticas. Realizados em conjunto, a execução das 

amostras com o ensaio Cobas TaqMan CAP / CTM, mostra-se 

qualitativamente sensível e quantitativamente linear, com excelente 

desempenho para detecção do RNA do HCV, com exceção do genótipo 4 do 

HCV (Colucci et al. 2007; Vermehren et al. 2008); 

b)  Abbott Real Time HCV Test (Abbott Molecular Laboratories, EUA) também 

utiliza ―reporter‖ e ―quencher‖ específicos para a região 5'NC do genoma do 

HCV. Entretanto, a concentração de RNA do HCV é quantificada por 

comparação com as curvas de amplificação de um cDNA, a partir da piruvato 

hidroxi-redutase, que é utilizado como um padrão interno. Este padrão interno 

é amplificado com iniciadores diferentes dos utilizados para o RNA do HCV e 

pode ser essa a razão para a quantificação linear de concentrações muito 

baixas, independentemente do genótipo (Sabato et al. 2007; Vermehren et al. 

2008).   

 

 

1.4.2.3 Genotipagem do HCV 

 

 A genotipagem deve ser realizada uma vez que a infecção pelo HCV é 

confirmada: é útil para o manejo do tratamento e é recomendada em todos os 

pacientes com infecção pelo HCV antes do tratamento com interferon (IFN) (Schiff 

2011). 

São vários os métodos para genotipagem utilizados: 

a) Sequenciamento nucleotídico de certas regiões do genoma do HCV (E1, 

NS5B, core, 5‘NC), seguido por análise filogenética, é o padrão-ouro para 

genotipagem (Forns & Costa 2006; Zein 2000); 
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b) RT-PCR utilizando iniciadores genótipo-específicos, em geral, para a 

região core do genoma do HCV (Okamoto et al. 1992; Widell et al. 1994); 

c) Hibridização reversa com sondas de oligonucleotídeos ligadas à 

membrana de nitrocelulose e específicas para a região 5‘NC, capaz de identificar os 

principais genótipos do HCV (―Line probe assay‖ ou LIPA). Entretanto, mesmo tendo 

boa sensibilidade, os métodos que utilizam a região 5‘NC de 5% a 10% dos casos 

não conseguem distinguir o subtipo 1a de 1b, nem tampouco o subtipo 2a de 2c 

(Maertens & Stuyver 1997; Smith et al. 1995); 

d) Sorotipagem é um método baseado em ensaios imunoenzimáticos que 

visam à detecção de anticorpos séricos genótipo-específicos contra epítopos do core 

ou NS4 (De Cock & Vranckx 2003; Mondelli et al. 1994); 

e) Análise do polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restrição 

(―Restriction fragment lengh polymorphism‖ ou RFLP). A técnica RT-PCR/RFLP é 

bastante empregada em estudos epidemiológicos e baseia-se na digestão dos 

produtos amplificados do HCV por enzimas de restrição, que são separados de 

acordo com seus tamanhos em eletroforese em gel (Nakao et al. 1991). 

 

 

1.5 TRATAMENTO 

 

 A imunoprofilaxia passiva contra o HCV utilizando imunoglobulina contendo 

níveis detectáveis de anticorpos anti-HCV ainda não foi convincentemente 

documentada e a imunoprofilaxia ativa é uma meta ainda para o futuro. A dificuldade 

está exatamente na diversidade genética do HCV. A falta de modelos in vitro e in 

vivo adequados para a análise da infecção pelo HCV tem dificultado a elucidação do 

ciclo replicativo do HCV e o desenvolvimento de estratégias, tanto profiláticas como 

terapêuticas (Aly et al. 2012).  

 Os avanços atuais nos estudos, tanto os que se relacionam ao ciclo 

replicativo do HCV como aqueles que buscam alternativas terapêuticas, só foi 

possível com o isolamento de células infecciosas clonadas a partir do soro de um 

paciente japonês com hepatite fulminante pelo genótipo 2a do HCV, denominadas 

JFH1 (hepatite fulminante japonesa) (Kato et al. 2003). Recentemente, foram 

clonadas células JFH1 a partir de soros com outros genótipos (Jensen et al. 2008; 

Scheel et al. 2008). Esses clones foram semeados em cultura celular da linhagem 

Huh7 do hepatoma humano extraídos de chimpanzés. Mesmo assim, este sistema 
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possui várias limitações, principalmente a baixa titulação viral e consequente baixa 

infecção celular (Buhler & Bartenschlager 2012; Jo et al. 2011; Ploss et al. 2010; 

Podevin et al. 2010; Wakita et al. 2005; Woerz et al. 2009). 

 O tratamento atual com IFN na fase inicial da infecção pelo HCV ou 2 a 4 

meses após a exposição, propicia a eliminação do vírus em cerca de 80% de casos 

(Santantonio et al. 2008; WHO 2012). 

O padrão atual de tratamento para pacientes com doença crônica pelo HCV 

consiste na terapia combinada de injeções subcutâneas de interferon peguilado alfa-

2a ou 2b (PEG-IFNα) mais ribavirina (RBV) por via oral.  Apesar de cada agente 

acarretar riscos de efeitos secundários graves, os riscos são ainda maiores com a 

terapia combinada, onde neutropenia e anemia são particularmente preocupantes 

(Schiff 2011). 

Esta terapia combinada é bastante eficaz em pacientes infectados com 

genótipos 2 ou 3, levando a resposta virológica sustentada – RVS (definida como a 

ausência de RNA do HCV detectável no soro ou plasma 24 semanas após o término 

do tratamento antiviral) em cerca de 65% a 82% dos pacientes. No entanto, em 

pacientes infectados com os genótipos 1 ou 4, apenas 40% a 54% dos indivíduos 

tratados alcançam RVS. A carga viral do RNA do HCV no início da terapia é fator 

determinante em pacientes com infecção pelo genótipo 1. Outros preditores 

importantes para a obtenção da RVS, segundo o último consenso da ―European 

Association of the Study of the Liver – EASL‖, são o estágio de fibrose hepática e a 

presença de polimorfismos genéticos no cromossomo 19 (IL28B), principalmente 

naqueles infectados pelo genótipo 1, este último bastante estudado nos últimos anos 

(Cavalcante et al. 2012; Pineda et al. 2010; Renda et al. 2011). Segundo o mesmo 

consenso, a determinação da carga viral deve ser realizada nas semanas 4, 12 e 24 

do tratamento antiviral para ajudar no manejo do tratamento (Calvaruso & Craxi 

2012; Cavalcante et al. 2012; Ghany et al. 2011; Pineda et al. 2010; Rong & 

Perelson 2010). 

 Duas drogas inibidoras da protease NS3/4A, o telaprevir e o 

boceprevir, foram aprovadas recentemente, principalmente no tratamento dos 

indivíduos infectados pelo genótipo 1, para associação com PEG-IFNα/RBV e vários 

estudos surgiram mostrando os avanços na terapia com os inibidores de protease 

(Butt & Kanwal 2012; Jacobson et al. 2011; Liapakis & Jacobson 2011; Limaye et al. 

2011; Pawlotsky 2011; Poordad & Khungar 2011). Além disso, duas outras proteínas 

virais, RpRd (residente em NS5B) e NS5A, têm sido alvos de drogas promissoras, os 
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inibidores de polimerase e NS5A, respectivamente, e um grande número de 

antivirais, tendo como alvo estas e outras proteínas virais, estão sendo testadas em 

diferentes fases dos ensaios clínicos (Sarrazin et al. 2012). Alternativas promissoras 

também são os inibidores de fatores celulares, que reduzem o risco de 

desenvolvimento de resistência antiviral e aumentam a chance para a atividade de 

largo espectro (abrangendo todos os genótipos do HCV), pois agem diretamente nos 

fatores celulares do hospedeiro usados para replicação viral. Trabalhos 

desenvolvidos nos últimos anos identificaram como fatores-alvo, entre outros, 

ciclofilinas, especialmente ciclofilina A (CypA), microRNA-122 (miR-122) e 

fosfatidilinositol-4-quinase III alfa. Com relação aos inibidores da CypA, estes se 

mostraram eficazes quando em combinação com a terapia com PEG-IFN/RBV em 

aumentar a RVS (Buhler & Bartenschlager 2011; Buhler & Bartenschlager 2012; 

Ghany et al. 2011; Raney et al. 2010; Rong & Perelson 2010). 

 Por meio da Portaria do Ministério da Saúde do Brasil, nº 221 de 13 de julho 

de 2011, foi atualizado o Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas para Hepatite 

Viral C e Coinfecções. Em linhas gerais, de acordo com este protocolo, os pacientes 

infectados pelo HCV em fase inicial, de qualquer genótipo, devem ser tratados com 

IFNα convencional em associação ou não com RBV por 24 semanas. Na infecção 

crônica pelo HCV, os portadores de genótipo 2 ou 3 deverão completar 24 semanas 

de tratamento com IFNα convencional e RBV e os infectados com os genótipos 1, 4 

ou 5, 48 a 72 semanas de tratamento com PEG-IFNα e RBV. Em todos os casos, o 

tratamento só deverá ser completado se for observada a presença de resposta 

virológica precoce (RVP) na 12ª semana de tratamento, com negativação ou 

redução de 2 log (100 vezes) dos níveis de RNA do HCV em relação ao pré-

tratamento. Ao término da terapia antiviral deverá ser realizado o teste qualitativo 

para avaliação da resposta virológica ao final do tratamento (RVFT) e, caso este 

exame indique resultado não detectado, o exame deverá ser repetido após 24 

semanas para avaliação da RVS (Ministério da Saúde 2011). 
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2. JUSTIFICATIVA 

__________________________________________________________ 

 

 Desde a sua descoberta em 1989 (Choo et al. 1989), ficou demonstrado que 

o HCV é a principal causa de hepatite crônica, cirrose e hepatocarcinoma em todo o 

mundo (Maheshwari et al. 2008). A rotina de diagnóstico virológico desta infecção 

baseia-se na detecção do RNA do HCV, dos anticorpos contra o HCV e na elevação 

da alanina aminotransferase (ALT). No entanto, nenhum destes marcadores, 

isoladamente ou em combinação pode ser usado para identificar a infecção aguda, 

uma vez que também podem ser detectados durante a fase crônica da infecção pelo 

HCV. Além disso, distinguir infecção aguda de infecção crônica com base na história 

clínica, fatores de risco epidemiológico e sintomas, pode ser difícil porque a maioria 

dos pacientes não apresenta sintomas nesta fase da infecção (Araujo et al. 2011). 

Outro fator importante que dificulta a definição de infecção recente ou passada é o 

fato de que os anticorpos não conferem imunidade (Kobayashi et al. 1993; Wolfe et 

al. 1994).  

 A detecção do RNA do HCV constitui o método padrão-ouro para diagnóstico 

e monitoramento terapêutico da infecção pelo HCV, segundo as diretrizes de 

consenso da Associação Europeia para o Estudo do Fígado (European Association 

for the Study of Liver, 2011) e Norte-Americana (National Institutes of Health 

Consensus, 2002) (Calvaruso & Craxi 2012; EASL 2011; Ghany et al. 2011; NIH 

2002). 

 Na prática médica, tradicionalmente, são feitas avaliações clínicas com base 

na presença de sintomas, viremia, níveis anormais de ALT sérica e história prévia de 

sorologia anti-HCV negativa. Contudo, sinais, sintomas e testes de laboratório 

apresentam limitações inerentes à prática clínica. Como, geralmente, o tempo médio 

de soroconversão é de 2 a 3 meses, a maioria dos pacientes já é soropositiva na 

fase inicial da infecção. A identificação precisa de indivíduos com infecção aguda é 

importante, pois a terapia antiviral precoce pode levar a uma maior taxa de RVS 

(Gerlach et al. 2003; Grebely et al. 2011).  

 Em contraste, os estudos de infecção aguda pelo HCV demonstraram que 

muitos pacientes têm baixos níveis de viremia, que pode ser reflexo de qualquer 

queda viral imediatamente antes da eliminação espontânea, possivelmente pela 

ação do sistema imunológico (Guobuzaite et al. 2008; McGovern et al. 2009). 



 

30 
 

 Os testes qualitativos são utilizados para confirmar viremia, especialmente 

quando na infecção aguda pelo HCV (Scott & Gretch 2007). Como a maioria das 

decisões de tratamento são baseadas em níveis indetectáveis de RNA de HCV em 

pontos de tempo diferentes, o limite inferior de detecção dos ensaios comerciais 

tornou-se crítico. Desta maneira, a determinação repetida dos níveis de RNA do 

HCV na fase inicial (durante 24 semanas após o início clínico) parece servir como 

um bom indicador do desfecho da infecção aguda, podendo ser usado como um 

critério útil para avaliar o início do tratamento antiviral (Page et al. 2009; Pawlotsky 

2010).  

 Deste modo, é fundamental a avaliação das metodologias qualitativas e 

quantitativas para detecção do RNA do HCV, a fim de se estabelecer as 

metodologias mais adequadas em diferentes estágios da infecção, tal como antes ou 

durante o tratamento. Os testes moleculares devem ser capazes de detectar o 

mínimo possível de UI/mL do RNA do HCV, de forma a apresentar ótimo 

desempenho quanto ao diagnóstico da infecção (Calvaruso & Craxi 2012; Chevaliez 

& Pawlotsky 2006; EASL 2011; Pawlotsky 2010).  

 A portaria em vigor (nº 221 de 18 de julho de 2011), da Secretaria de 

Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde do Brasil, dispõe sobre o protocolo 

clínico e as diretrizes terapêuticas para hepatite viral C, e considera que os 

pacientes que apresentarem dois resultados negativos por testes moleculares estão 

excluídos do tratamento por apresentarem cura espontânea ou resposta virológica 

sustentada ao tratamento com antivirais (Ministério da Saúde 2011). Na situação em 

que o paciente apresenta baixa viremia ou viremia intermitente, isto pode levar o 

clínico a um erro no julgamento da oportunidade do tratamento.  

 A determinação da técnica mais eficiente em detectar níveis mais baixos do 

RNA do HCV poderá contribuir para o desenvolvimento de estratégias efetivas 

voltadas ao diagnóstico precoce, monitoramento, cura espontânea e pós-tratamento 

da infecção pelo HCV e colaborar para o conhecimento da história natural da 

infecção em fase inicial. 

 Além disso, a maioria dos estudos realizados em outros países na fase inicial 

de infecção pelo HCV foi feita em usuários de drogas ilícitas ou profissionais de 

saúde com acidentes biológicos. As investigações em indivíduos infectados por 

outras vias de transmissão são escassas, talvez devido ao fato de que a grande 

maioria cursa como uma doença assintomática. Um acompanhamento por longo 

tempo em um número grande de indivíduos com infecção aguda pelo HCV, com 
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diferentes vias de transmissão, manifestações clínicas e evolução da doença é um 

recurso extremamente importante para aumentar o nosso conhecimento sobre a 

história natural da doença e a sua patogenia. 
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3. OBJETIVOS 

__________________________________________________________ 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar os resultados de testes sorológicos e moleculares no diagnóstico da 

fase inicial de infecção pelo HCV e sua relação com a evolução para doença crônica. 

 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar a dinâmica dos valores de anticorpos anti-HCV nos indivíduos durante 

a fase inicial da infecção pelo HCV. 

 

 Avaliar o desempenho de diferentes técnicas moleculares para detecção do 

RNA do HCV em indivíduos que apresentaram viremia intermitente durante a 

fase inicial da infecção pelo HCV;  
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4. METODOLOGIA 

__________________________________________________________ 

 

4.1 DESENHO DO ESTUDO 

 

 Este estudo está inserido dentro de um estudo prospectivo que vem sendo 

desenvolvido no Ambulatório de Hepatites Virais (AHV), unidade de atendimento 

ambulatorial integrante do Laboratório de Referência Nacional para Hepatites Virais 

(LAHEP) do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz, em conjunto com o Laboratório Central 

de Saúde Pública Noel Nutels (LACEN-RJ), para triagem do diagnóstico precoce de 

hepatite viral aguda, que inclui, entre seus agentes biológicos, o HCV. Colaboram 

também neste estudo: Unidade de Doenças Infecciosas da Escola de Medicina de 

Harvard (Boston, EUA) e Laboratório de Biologia Molecular e Celular para Hepatites 

Virais da bioMérieux (Lyon, França). 

 

 

4.2 ASPECTOS ÉTICOS 

 

 Este estudo é parte integrante do projeto: ―Fase aguda de infecção pelo vírus 

da hepatite C: avaliação da resposta imunológica celular e humoral‖, financiado pelo 

―National Institute of Health (NIH)‖ / EUA sob nº U19 AI066345-01 (CFDA Nº 

93.856), desde 2005 com renovação até 2015. Analisado e aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da FIOCRUZ (CEP/Fiocruz 0142/2001) (Anexo A) e pelo 

Conselho Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP 2830), com o consentimento livre 

informado obtido de todos os participantes (Anexo B). 

 

 

4.3 AMBULATÓRIO DE HEPATITES VIRAIS – AHV  

 

 O Laboratório de Hepatites Virais – LAHEP, do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), 

foi credenciado, em 1986, como laboratório de referência nacional pelo Ministério da 

Saúde, desempenhando importante papel na assessoria a este Ministério, por meio 

de várias atividades voltadas às ações relacionadas às diferentes hepatites virais. 
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 O AHV, criado em 1997, é o local de captação dos pacientes e amostras para 

nossos estudos. Sua atuação está centrada na investigação e esclarecimento dos 

diferentes quadros e tipos de hepatites virais. Desde sua criação até 2011 foram 

registrados, pelo menos, 18 mil atendimentos de casos suspeitos de hepatites virais, 

com aproximadamente 100 casos já caracterizados de hepatite C aguda.   

 Um dos programas desenvolvidos no AHV é o do diagnóstico precoce das 

hepatites virais. Por conta destas atividades do AHV, em 2005, o LAHEP passou a 

condição de centro de cooperação internacional em pesquisa para hepatite C. 

Atualmente, tem o maior acervo de amostras biológicas coletadas de pacientes com 

hepatite C aguda, englobando aproximadamente 30 mil amostras armazenadas 

desde 2001, quando se iniciou o projeto colaborativo. Dessa forma, foi possível 

encaminhar para tratamento antiviral em um período em que a terapia é mais eficaz. 

   

 

4.4 PACIENTES E AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

  

 A amostra de estudo é composta de pacientes com infecção pelo HCV, 

acompanhados desde a fase inicial da infecção. Estes pacientes eram sintomáticos, 

apresentando icterícia e/ou colúria (urina escura) e ALT alterada; ou assintomáticos, 

em sua maioria, doadores de sangue regulares ou indivíduos com exposição 

acidental recente para HCV por material biológico infectado, com soroconversão 

para anti-HCV. Para cada grupo foi definido um protocolo de acompanhamento 

(Lewis-Ximenez et al. 2010): 

a) O grupo assintomático é acompanhado clínica e sorologicamente por, no 

mínimo, 6 meses.  Além da testagem sorológica para detecção de anti-HCV, 

são realizados testes de detecção do RNA do HCV e determinação periódica 

dos níveis séricos de ALT. O retorno à consulta e a coleta sanguínea são 

previamente agendados, até avaliação final do caso. 

b) Nos sintomáticos, são realizados marcadores sorológicos para hepatites virais 

A, B e C, leptospirose, aspartato aminotransferase (AST) e ALT. Indivíduos 

com níveis séricos elevados de ALT, mas sem sorologia positiva (não-A, não-

B, não-C e leptospirose), são testados para outros vírus hepatotrópicos, além 

de realizarem provas de função hepática, avaliação hematológica, tempo de 

protrombina (TP) e ultrassonografia abdominal, como ferramenta 

complementar de diagnóstico para possíveis casos avançados de doenças 
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crônicas do fígado, como hipertensão portal e cirrose. Os marcadores 

sorológicos das hepatites virais foram repetidos, depois de aproximadamente 

30 dias da primeira visita clínica, a fim de se excluir a possibilidade de que 

estivessem no período de janela imunológica, entre o início da viremia e a 

soroconversão, pela ocorrência de resultados falso-negativos.  

 Como o diagnóstico de infecção aguda pelo HCV é bastante difícil, mediante 

a ausência de um marcador específico, os critérios de inclusão foram definidos da 

seguinte forma: 

 Caso confirmado: indivíduos com resultado sorológico negativo para anticorpo 

anti-HCV, seguido de resultados anti-HCV positivos e RNA do HCV detectado; ou, 

 Caso provável: indivíduos com resultado positivo no ensaio sorológico para 

anticorpo anti-HCV, com teste negativo nos últimos 12 meses, níveis séricos 

detectáveis de RNA do HCV, mesmo que seguido de repetidos resultados não 

detectáveis, e fator de risco compatível com a transmissão pelo HCV; ou,  

 Caso suspeito: indivíduos com resultado positivo pelos testes sorológicos 

para o anti-HCV, fator de risco compatível com a transmissão pelo HCV, elevação 

dos níveis de ALT, pelo menos 5 vezes acima do normal, e/ou história clínica nos 

últimos 6 meses, incluindo icterícia, RNA do HCV detectável, pelo menos na primeira 

amostra coletada, com flutuação viral superior a 1 log e/ou carga viral abaixo de 105 

UI/mL. O que o diferencia do caso provável é a falta de um teste sorológico negativo 

nos últimos 12 meses anteriores à primeira visita e a elevação de ALT. 

 A exposição de alto risco foi definida como: riscos médicos por intervenções 

cirúrgicas ou procedimentos endoscópicos, com acesso por via intravenosa, ou 

procedimentos odontológicos, usuários de drogas, tatuagem e piercing.  

 A data de início da infecção pelo HCV foi estimada como o dia da exposição 

de alto risco, se disponível, ou na ausência da informação, seis semanas antes do 

início dos sintomas em pacientes sintomáticos; ou seis semanas antes da 

soroconversão em pacientes assintomáticos segundo Lewis-Ximenez e 

colaboradores (2010).  

 No geral, 85% das amostras de sangue foram obtidas com o agendamento 

das consultas. As amostras seriadas de soro ou plasma foram centrifugadas e 

aliquotadas para testes sorológicos e moleculares. Todas as etapas foram realizadas 

em salas separadas e a separação das amostras foi feita em capela de fluxo laminar 

para evitar contaminação e utilizados frascos estéreis livres de RNAse/DNAse, 

devidamente identificados e armazenados em freezer a -80ºC. 
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 Os dados epidemiológicos (sexo, idade, fatores de risco) foram bem 

documentados e obtidos durante a avaliação médica e o teste sorológico anti-HCV 

foi estendido para familiares ou parceiros sexuais. Das amostras sanguíneas 

seriadas e coletadas em cada consulta foi feita avaliação bioquímica, virológica e da 

resposta imune celular e humoral.  

 O diagnóstico foi feito por médicos experientes do AHV, após avaliação do 

quadro clínico e dos dados laboratoriais do paciente. Os pacientes foram 

acompanhados prospectivamente com visitas agendadas para avaliação clínica e 

laboratorial, quando foram realizadas coletas de amostras de sangue total: 

a) semanal no primeiro mês; 

b) quinzenal no segundo e terceiro mês; 

c) mensalmente até 12 meses, após o quarto mês; 

d) quatro vezes por ano no segundo e terceiro anos; 

e) três vezes por ano no quarto ano; e, 

f) após o quarto ano, pelo menos uma vez por ano.  

 Os pacientes que não obtiveram eliminação (―clearance‖) do RNA do HCV 

antes do quarto mês de acompanhamento foram encaminhados para hospital 

público de referência para terapia antiviral. A eliminação viral espontânea foi definida 

como níveis indetectáveis de RNA do HCV, por meio de ensaios qualitativos por 

PCR no soro, nos primeiros seis meses de acompanhamento, após a data estimada 

de início da infecção e na ausência de tratamento. Para sustentar a classificação de 

cura espontânea, mais dois testes consecutivos de detecção do RNA do HCV com 

resultado indetectável foram realizados, devido à frequência de viremia intermitente, 

observada em alguns pacientes na fase aguda da infecção pelo HCV (Lewis-

Ximenez et al. 2010).  

 Nos estudos sorológicos, publicados por Lewis-Ximenez e colaboradores 

(2010) e Strasak e colaboradores (2011), anexo C, a amostragem selecionada 

incluiu 65 pacientes, acompanhados no AHV de janeiro de 2001 a dezembro de 

2009.  

 No estudo de desempenho dos testes moleculares, a amostragem incluída 

para acompanhamento no AHV, de janeiro de 2001 a dezembro de 2011, consistiu 

de 99 pacientes, sendo que um paciente abandonou o acompanhamento antes de 

completar seis meses de avaliação (n=98). Como critério de inclusão, os pacientes 

deveriam apresentar viremia intermitente, definida como a ocorrência de pelo menos 

um resultado indetectável do RNA do HCV, durante o curso da doença. Foram 
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excluídos os pacientes que, além de não apresentarem viremia intermitente no curso 

do acompanhamento, fossem portadores de algum tipo de comorbidade, como por 

exemplo, coinfecções HIV/HCV, HBV/HCV, entre outras. As amostras biológicas 

selecionadas (n=244) foram adequadamente preservadas para realização dos testes 

moleculares. Estas amostras foram analisadas, ao longo dos anos, por metodologias 

qualitativas ou quantitativas, descritas a seguir, e que variaram, em metodologia e 

fabricante, dependendo da disponibilidade para aquisição e realização dos testes à 

época das análises. 

 Todas as amostras selecionadas para o estudo foram submetidas a uma nova 

avaliação pela técnica de amplificação mediada por transcrição (TMA) (VERSANT® 

HCV RNA qualitative assay, Siemens Healthcare Diagnostics, Tanytown, NY, EUA), 

com limite de detecção de 9,6 UI/mL, que possui sensibilidade maior que as 

anteriormente testadas, para verificar a relação de concordância entre elas. 

 

  

 4.5 MÉTODOS 

 

 Em relação à testagem sorológica para avaliar a dinâmica dos anticorpos anti-

HCV foi utilizado o imunoensaio enzimático de micropartículas – MEIA (AxSym HCV 

3.0v, Abbott Laboratories, CA, EUA). Os resultados foram obtidos a partir da razão 

entre a absorbância (do) da amostra e o ponto de corte (co), calculado para cada 

amostra (Lewis-Ximenez et al. 2010; Strasak et al. 2011). Os detalhes da 

metodologia utilizada nos testes sorológicos podem ser verificados nos manuscritos 

das publicações científicas constantes do anexo C. 

 Para o estudo molecular, algumas amostras foram testadas por detecção 

qualitativa, outras por detecção quantitativa e ainda algumas por mais de uma 

técnica para detecção do RNA do HCV.  

 A detecção qualitativa do RNA do HCV foi realizada de acordo com a 

disponibilidade dos testes oferecidos à época (Figura 8): reação em cadeia da 

polimerase após síntese de cDNA por transcrição reversa (RT-nested- PCR, técnica 

padronizada no LAHEP/IOC/Fiocruz; RT-PCR-ELISA qualitativa (COBAS® 

AMPLICOR v2.0, Roche Diagnostics, França); e TMA, amplificação mediada por 

transcrição (VERSANT® HCV RNA qualitative assay, Siemens Healthcare 

Diagnostics, Tanytown, NY, EUA). 
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 A quantificação do RNA do HCV também foi realizada de acordo com a 

disponibilidade e por um dos métodos seguintes (Figura 8): RT-PCR-ELISA 

quantitativa (COBAS® AMPLICOR HCV MONITOR test, Roche Diagnostics, França); 

DNA ramificado (bDNA VERSANT® HCV RNA 3.0 Assay, Siemens Healthcare 

Diagnostics, Tanytown, NY, EUA); RT-PCR em Tempo Real ―in house‖ (HCV ―in 

house‖ bioMérieux, bioMérieux, Boxtel, The Netherlands): RT-PCR em Tempo Real 

Roche (COBAS® TaqMan HCV test 2.0v, Roche Molecular Systems, Inc., 

Branchburg, NJ, EUA); e RT-PCR HCV em Tempo Real Abbott (Real Time HCV 

Assay, Abbott Molecular, Inc., Des Plaines, IL, EUA). 

 

.  

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX  

  

 Na figura 9 é apresentado um extrato da planilha de acompanhamento dos 

pacientes selecionados para o estudo contendo os resultados moleculares obtidos 

em todas as coletas seriadas realizadas. Alguns desses resultados foram obtidos por 

metodologias qualitativas e outros por metodologias quantitativas. Nela observamos, 

Figura 8. Distribuição temporal da realização dos diversos testes moleculares durante o 
estudo. Abaixo da linha vermelha tracejada estão relacionados os testes moleculares 
qualitativos e acima da linha os testes moleculares quantitativos. Entre parênteses os 
valores mínimos de detecção de cada teste padronizados em UI/mL. 
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em alguns casos, resultados indetectáveis e detectáveis intermitentes, o que poderia 

ocasionar avaliação equivocada na evolução do paciente. Foram essas observações 

que nos levaram a avaliar a eficácia de testes mais sensíveis para a tomada de 

decisão clínica. xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX 

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX 

Prontuá rio p0 p1 p2 p3 p4 p5 p6 p7 p8 p9 p10 p11 p12 p13 p14 p15 p16 p17 p18 p19 p2 0 p2 1 p2 2 p2 3 p2 4 p2 5 p2 6 p2 7 p2 8 p2 9 p3 0

16 + - - + - - - - - - - - - - - - - - -

86 + - - + + + + - + + - + -

89 + + - + - - - - + + - - - - - -

109 + - + - + + +

111 + + - + - + + + + + + + + + + - - + - - - - - - - - - -

139 + + - - - + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

182 - + - + - - - - + - + - - - - - - - -

320 + - - - - + - - + - + - - - - - - - - - - - - - -

393 + + + - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

475 - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

515 + - - + - + - + - - + - - - - - - - - - - - - - - -

554 + + + - + + - + - + + + + + + + + + - + - - - - - -

764 + + + + + + + + + + - - - - - - - - - - - - -

903 - + + + + + + - + + + + - - + + + + + + +

904 + - - - - + - - + - - - - - - -

920 + + + + + + + - - - + - - - - - - - - - -

926 + + + + + + + + - - - + + + +

928 + + - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

941 + + + - - + + - - + + + + + + + + + + + + +

949 + + + + + + - - - - + - - - + -

1130 - - + - - - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1245 + - - + - - + + + - + + + - - + - - - - - - - - - - - - - - -

1356 + + + + - - + + + + + + + + + +

1372 + + + + + + + + + + - - + + + + + + + + + + +  

1434 + - + - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - -

1437 + + + + + + + + + - - - + + + + + + + + + + +

1455 + + + + + + + + + + - + + + + - - - - - - - - - -

1515 + - - - + -  

1524 + + - - - - - - + - - - - - - -

1816 - - - + - - - + - - - -

1827 - - + - + - - + + + +

1872 + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

2142 + + + - - - - - - - - - - - - - - -

2627 + - + - - - - - - - - - - -

3000 - - + - - - - - - - - - - - - - - -

3012 + + - - - - - - - - -

3163 + + - + + - - - - - - - - - - - - - -

3187 + + + + - - - - + + +

3246 + + - + + + + + + + + +

3283 + + + + + - - + +

3299 + + + + + - - + +

3377 + + + + + - + + -

3496 + + + + + + - - - - - - - - - - -

3537 - - - - - - -

3548 + + + + + - + + + - - - - - - -

3599 + + + + + - - - - - - - - -  

3674 + + + + + - - + + -

3821 - - + - - + - - - - - - +

4205 + + - -

4246 + + - - - +

+

-

NÃO REALIZADO

TRATAMENTO

RNA do HCV detectado

RNA do HCV não detectado

 
 
Figura 9. Extrato da planilha de resultados moleculares dos pacientes em acompanhamento no 
AHV/IOC/Fiocruz e selecionados para nosso estudo. Os círculos apresentam alguns exemplos de 
resultados consistentes com viremia intermitente. Os valores de p correspondem ao número da 
amostra coletada de cada paciente, mas não mantém relação de tempo entre si. 
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4.5.1 TESTES MOLECULARES QUALITATIVOS 

 

 

4.5.1.1 RT-nested-PCR “in house”  

 

 Para a realização da RT-nested-PCR foi seguido rigorosamente o protocolo 

estabelecido no LAHEP para esta técnica. O teste foi realizado no período de 2001 

até o ano de 2011. A detecção verificada para o teste é de 50 UI/mL (de Almeida et 

al. 2007), padronizada após 2006, quando foi realizada a mudança dos iniciadores, 

com vistas a melhoria do desempenho do teste. O RNA viral foi extraído utilizando-

se um conjunto de reagentes de extração comercial baseado no princípio de sílica 

(QIAamp Viral RNA mini Kit, Qiagen Sciences, Maryland, EUA) e os procedimentos 

foram executados conforme instruções do fabricante. Após a extração, foi realizada 

a transcrição reversa do RNA em cDNA, utilizando-se um iniciador randômico 

comercial (Invitrogen, Escócia) e a enzima SuperScript Reverse Transcriptase III 

(Invitrogen, CA, EUA). A segunda etapa do teste consiste na amplificação do 

genoma viral pela reação em cadeia de polimerase (reação de RT-PCR), utilizando-

se os oligonucleotídeos específicos 1B e 2A da região conservada 5‘NC do RNA do 

HCV, sendo este último o iniciador da transcrição reversa. A terceira e última etapa 

da técnica consiste em um segundo ciclo de PCR (nested-PCR), utilizando 

iniciadores internos K15 e K16, necessária para a visualização do produto da reação 

de PCR em gel de agarose (Quadro 3). 

 Foram utilizados nas reações de PCR os seguintes oligonucleotídeos: 

 

Quadro 3. Oligonucleotídeos utilizados na reação de RT-nested-PCR no LAHEP/IOC/Fiocruz  

Fonte: Autorizado por (Martins 2010) 

 

Oligonucletídeo 
Polaridade / 

sentido 5’- 3’ 

Posição 
genoma 

Sequência (5’- 3’) 

1B Negativa / anti-senso 339→ 322 GGG TGC AGC GTC TAC GAG ACC 

2A Positiva / senso 21 → 33 GGC GAC ACT CCR CCA T 

K15 Positiva / senso 32 → 48 ACC ATR RAT CAC TCC CCT GT 

K16 Negativa / anti-senso 304 →288 CAA GCA CCC TAT CAG GCA GT 
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4.5.1.2 Amplificação Mediada por Transcrição (TMA) 

 

 Para TMA foi utilizado o conjunto de reagentes comerciais VERSANT® HCV 

RNA qualitative assay (Siemens Healthcare Diagnostics, Tanytown, NY, EUA). Os 

procedimentos foram seguidos conforme recomendações do fabricante. Os testes 

foram realizados nas dependências do LACEN/RJ, no período de 2010 a 2011. 

 Na TMA, a reação é isotérmica e utiliza duas enzimas: transcriptase reversa 

(MMLV) e T7 RNA polimerase. Os produtos amplificados consistem em fita simples 

de RNA do HCV. A técnica envolve a hibridização do RNA viral com sondas de 

oligonucleotídeos de captura complementar a região 5‘NC. Estes alvos são 

capturados por partículas magnéticas e os iniciadores da reação se ligam ao RNA-

alvo que será transcrito pela transcriptase reversa. O RNA é degradado pela 

atividade de RNase H da transcriptase reversa e um segundo iniciador se hibridiza à 

fita de DNA que será replicada pela função DNA polimerase da transcriptase 

reversa. Este DNA de fita dupla inclui a região promotora para T7 que fazia parte do 

primeiro iniciador. A T7 RNA polimerase se liga à região promotora e transcreve o 

DNA em várias cópias do RNA. Estas cópias são RNA de polaridade negativa e todo 

o processo se repetirá para a formação de fitas de RNA de polaridade positiva que 

são complementares às sondas. Estas sondas são marcadas com duas moléculas 

de ésteres de acridina que apresentam propriedade quimioluminescente. Em 

seguida, um luminômetro mede os sinais específicos para o HCV e para os controles 

internos de cada amostra em Unidades Relativas de Luz (RLU) e os resultados são 

registrados por um programa específico. O limite inferior de detecção da técnica de 

TMA estabelecida pelo fabricante, à época de nosso estudo, era de 9,6 UI/mL 

(Bastos et al. 2012; SIEMENS 2012).  

 

 

4.5.1.3 RT-PCR-ELISA qualitativa 

 

 A RT-PCR-ELISA qualitativa foi realizada com o conjunto de reagentes 

comerciais COBAS® AMPLICOR HCV Test versão 2.0 (Roche Diagnostics, França), 

sendo seguidas rigorosamente as instruções do fabricante. Para esta técnica o limite 

inferior de detecção estabelecido pelo fabricante é de 50 UI/mL. O teste foi realizado 

no LAHEP, pela equipe do laboratório, no período compreendido entre os anos de 

2002 a 2005 e de 2007 a 2011. 
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 A técnica une os princípios da RT-PCR para detecção dos produtos 

amplificados do RNA-alvo do HCV com a determinação enzimático-colorimétrica do 

tipo ELISA (Lee et al. 2000). A PCR ocorre em termociclador por meio de uma série 

de ciclos de diferentes temperaturas. Primeiramente, a temperatura é elevada (94-

95ºC) para promover a separação da cadeia dupla de DNA em dois filamentos, 

sendo este processo conhecido como ―desnaturação‖. Em seguida, a temperatura é 

diminuída (em média de 45-65ºC) para que ocorra a ligação dos iniciadores às 

sequências-alvo, sendo denominada ―anelamento‖. Após a ligação dos iniciadores 

às sequências complementares de DNA, a temperatura é ajustada para aquela ótima 

(72ºC) ao desempenho da enzima responsável pela replicação da cadeia de DNA, a 

Taq (Thermus aquaticus) DNA polimerase.  O objetivo da PCR não é replicar a 

cadeia inteira de DNA, mas apenas a sequência de interesse que é determinada 

pelos iniciadores (Alberts et al. 2008).  

 

 

4.5.2 TESTES MOLECULARES QUANTITATIVOS 

 

 

4.5.2.1 RT-PCR-ELISA quantitativa 

 

 Para esta técnica foi utilizado o conjunto de reagentes comerciais COBAS® 

AMPLICOR MONITOR HCV Test versão 2.0 (Roche Diagnostics, França) e 

seguidas todas as orientações determinadas pelo fabricante. A faixa de detecção 

para este teste é de 600 a 500.000 UI/mL. Foi realizado nas dependências do 

LAHEP, nos anos de 2007 e 2008 e entre os anos de 2009 e 2011. 

 A detecção dos produtos amplificados obtidos por PCR é fundamentada na 

hibridização específica de sondas de oligonucleótidos. Os âmplicons-sonda híbridos 

são revelados em uma reação enzimática, seguido por detecção de um sinal 

colorido. A quantificação baseia-se na amplificação competitiva do modelo viral com 

uma quantidade conhecida de padrão sintético (QS) adicionado a cada tubo de 

reação. O QS é um transcrito de RNA sintético contendo regiões de ligação do 

iniciador idênticas aos da sequência-alvo do HCV, uma sequência aleatória interna 

de comprimento semelhante, composição de bases como a sequência-alvo do HCV 

e uma região sonda com uma única ligação que diferencia o QS do fragmento-alvo 

amplificado (Gerken et al. 2000). As quantidades relativas do âmplicon viral e do 
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padrão são medidas no final do procedimento e os resultados são obtidos a partir de 

uma curva padrão criada em paralelo (Pawlotsky 2002). 

 

 

4.5.2.2 DNA ramificado (branched DNA – bDNA) 

 

 A técnica bDNA é realizada utilizando-se o conjunto de reagentes comerciais 

RNA HCV VERSANT® 3.0 Assay (Siemens Healthcare Diagnostics, Tanytown, NY, 

EUA). Foram realizados todos os procedimentos definidos pelo fabricante na bula do 

teste. Os testes foram realizados no equipamento Versant 440 System (Siemens 

Healthcare Diagnostics, Tanytown, NY, EUA), que automatiza a execução da 

técnica. A faixa de detecção estabelecida para o teste é de 615 a 7.700.000 UI/mL 

(Desombere et al. 2005). Os testes foram realizados no LACEN/RJ no período 

compreendido entre os anos de 2004 a 2007 e 2009 a 2011. 

 Diferentemente das metodologias de PCR, o bDNA não amplifica o alvo, mas 

sim o sinal emitido por sondas marcadas que são agregadas ao alvo. Ou seja, o 

genoma viral é hibridizado com um ―suporte‖ usando sondas específicas de 

oligonucleotídeos de captura. Em seguida, o sinal emitido pelos híbridos é 

amplificado para detecção e medição, usando moléculas amplificadas de DNA 

ramificado que servem como sítios para a hibridização com conjugados de fosfatase 

alcalina e sondas de oligonucleótidos. A detecção é obtida pela emissão de 

quimioluminescência a partir de um substrato catalisado pela fosfatase alcalina. A 

quantificação é calculada com a utilização de uma curva padrão gerada 

simultaneamente e utilizando padrões conhecidos (Pawlotsky 2002). 

 

 

4.5.2.3 RT-PCR em tempo real 

 

 Algumas amostras foram quantificadas, durante nosso estudo, por técnicas 

comerciais de RT-PCR em tempo real de origens diferentes e com características 

próprias:  
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a) RT-PCR em tempo real – Roche 

 

 Nesta técnica foi utilizado o conjunto de reagentes comerciais COBAS® 

TaqMan HCV test versão 2.0 (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, 

EUA). É um ensaio em tempo real de amplificação de ácido nucleico para a 

detecção quantitativa do RNA do HCV no soro ou plasma humano. Este ensaio foi 

desenvolvido para utilização com o analisador automatizado Cobas TaqMan 48 

(CTM 48, Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ, EUA) e software Amplilink, v 

3.0.1 (Roche Diagnostics, Meylan, França). A extração, amplificação e detecção 

foram realizadas de acordo com as instruções do fabricante. A faixa de detecção vai 

de 25 UI/mL a 390.000.000 UI/mL, utilizando 1 mL de soro (ROCHE 2012).  Os 

testes foram realizados no LAHEP nos anos de 2010 e 2011. A extração das 

amostras foi realizada de forma manual utilizando o conjunto de reagentes High Pure 

System (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, EUA). A preparação de 

amostras é seguida por transcrição reversa, amplificação por RT-PCR (TaqMan), 

detecção em tempo real de clivados duplamente marcados com corante fluorescente 

em sondas de oligonucleotídeos, que permitem a detecção e quantificação 

específica e simultânea da sequência-alvo, bem como de um padrão interno de 

quantificação do HCV, que são medidos e calculados pelo equipamento CTM 48 

(Germer et al. 2005). 

 

 

b) RT-PCR em tempo real – Abbott 

 

 O ensaio utilizado para esta técnica foi o teste comercial Real Time HCV 

Assay (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, EUA), de acordo com as 

especificações do fabricante e detectado pelo instrumento Abbott m2000rt.  

 Entretanto, somente uma amostra foi quantificada por esta técnica, motivo 

pelo qual não pode ser incluída na nossa análise. Trata-se de técnica de menor 

limite de detecção do RNA do HCV disponível comercialmente, depois do TMA, 

apresentando uma faixa dinâmica de detecção de 12 a 100 milhões UI/mL      

(Halfon et al. 2006). 
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c) RT-PCR em tempo real – bioMérieux 

 

 Os testes de RT-PCR em tempo real realizados pela bioMérieux foram 

executados na cidade de Lyon, França, nos laboratórios bioMérieux, no período 

compreendido entre os anos de 2001 e 2006, utilizando o protocolo ―in house‖ de 

RT-PCR em tempo real desenvolvido pela pesquisadora Florence Komurian-Pradel e 

colaboradores (Komurian-Pradel et al. 2001). A execução do teste seguiu as 

indicações do protocolo, com um limite inferior de detecção de aproximadamente 

1000 cópias/mL, com 3,31 cópias/mL correspondendo a 1 UI/mL. Assim, após 

conversão, a detecção do teste passou a ser de aproximadamente 300 UI/mL. 

 A extração do RNA viral foi realizada com o conjunto de reagentes QIAamp 

Viral RNA Kit (QIAGEN, Hilden, Germany). A técnica utiliza a transcriptase reversa 

Thermoscript® Reverse Transcriptase (GibcoBRL, Life Technologies) na composição 

do ―master mix‖. A PCR ocorre com a adição de dois iniciadores, construídos para 

amplificar um fragmento de 220 pb de uma sequência bem conservada da região 

5‘NC do RNA do HCV: RC1 (5‘ – GTCTAGCCATGGCGTTAGTA – 3‘) e RC21 (5‘ – 

CTCCCGGGGCACTCGCAAGC – 3‘), como demostrado na figura 10. A PCR em 

tempo real foi executada no equipamento LightCycler® (Roche Diagnostics) e cada 

etapa de alongamento foram monitoradas em presença de SYBR Green I (LC DNA 

Master SYBR Green I, Roche Diagnostics).xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx   

 

  
XXX 

 
Figura 10. Alinhamento de sequências da região 5‘NC do RNA do HCV correspondente às posições 
dos iniciadores usados na técnica RT-PCR ―in house‖. As duas colunas da esquerda indicam o 
genótipo viral e o número de acesso ao Genbank dos isolados de HCV. A sequência dos iniciadores 
RC1 e RC21 está indicada nas duas últimas linhas. Os nucleotídeos em destaque referem-se a 
mutações observadas entre os isolados de HCV. Fonte adaptada: (Komurian-Pradel et al. 2001). 
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 A determinação quantitativa foi realizada utilizando uma curva padrão. O 

padrão de RNA foi sintetizado por transcrição in vitro a partir de cDNA de HCV 

modificado contendo uma deleção de 40 pb na região 5‘NC e clonado em plasmídeo 

digerido pela enzima EcoRI (Promega Corp, WI, EUA). A curva padrão foi construída 

com uma série de 10 diluições do RNA do HCV sintético em soro HCV negativo. 

Depois que a PCR em tempo real foi concluída, os valores logarítmicos de 

fluorescência para cada diluição foram traçados contra o número de ciclos (Figura 

11A). Uma medição precisa foi obtida ao longo de um grande intervalo de números 

de cópias. A linearidade foi conservada com as diluições em série do padrão de RNA 

do HCV sintético, variando de 3,57- 9,57 log de cópias de RNA / mL após correção 

pelo fator de diluição (Figura 11B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Curva padrão obtida com 10 diluições de RNA do HCV sintético 
modificado, transcrição reversa e amplificação por PCR em tempo real. (A) Gráfico 
logarítmico de números de fluorescência (eixo y) versus ciclo por diluição (eixo x). A 
linha horizontal corresponde ao Treshold (CT). (B) Pontos de cruzamento (número de 
ciclos) plotados contra a concentração logarítmica da série de diluições.  
Fonte: (Komurian-Pradel et al. 2001). 
 



 

47 
 

4.6 ANÁLISES DOS DADOS 

 

Os dados demográficos e epidemiológicos, como sexo, idade ou fator de 

risco, e os resultados obtidos nos testes foram digitados e codificados em uma 

planilha criada no programa Microsoft Excel 2010 (Microsoft Office for Windows). Foi 

realizada análise estatística descritiva. As análises estatísticas foram realizadas 

utilizando-se o programa STATA 6.0 (Stata Corporation, University Drive East 

College Station, Texas, USA). 
 
 O mesmo programa estatístico foi utilizado para avaliação da acurácia dos 

testes moleculares. Acurácia de um teste é o somatório da proporção dos testes 

verdadeiro-positivos e verdadeiro-negativos em relação à totalidade dos resultados. 

É uma medida da relação entre o valor estimado e os valores reais, ou seja, é a 

habilidade do teste em obter resultados similares a um teste padrão, que em nosso 

caso foi estabelecido como sendo a metodologia TMA. A acurácia envolve o esforço 

para diferenciar um teste de outros testes possíveis para chegar ao melhor 

diagnóstico de determinada doença (de Oliveira et al. 2010).  
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5. RESULTADOS 

__________________________________________________________ 

 

5.1 CARACTERÍSTICAS DA AMOSTRA DE ESTUDO 

 

 Do total de pacientes acompanhados no AHV de 2001 a 2011 (n=98), a 

amostra de pacientes elegíveis para nosso estudo foi composta de 50 indivíduos 

(n=50), por apresentarem pelo menos um episódio de viremia intermitente detectada 

por meio de testes moleculares qualitativos e/ou quantitativos, durante o período de 

acompanhamento. Destes, 22 (44%) eram do sexo masculino e 28 (56%) do sexo 

feminino, com média de idade 43,9 anos ± 12,1 (20 a 73 anos). Entre os homens, o 

predomínio se estabeleceu na faixa etária dos 40 aos 49 anos (40,9%), enquanto 

que entre as mulheres houve predominância da infecção na faixa etária de 30 a 39 

anos (42,9%), como observado na tabela 1 abaixo. 

 

 

Faixa etária Sexo Total 

 Masculino Feminino  

 n (%) n (%) n (%) 

20 – 29 1 (4,6) 2 (7,1) 3 (6,0) 

30 – 39 5 (22,7) 12 (42,9) 17 (34,0) 

40 – 49 9 (40,9) 6 (21,4) 15 (30,0) 

50 – 59 5 (22,7) 5 (17,9) 10 (20,0) 

≥ 60 2 (9,1) 3 (10,7) 5 (10,0) 

Total 22 (100) 28 (100) 50 (100) 

 

 

 A análise da variável etnia revelou predomínio da branca (42%) e da parda ou 

mista (38%), seguidas da negra e outras, como asiática e indígena, que juntas 

somaram 20%.  

 Diferentes fatores de risco ou modos de transmissão foram relatados, porém, 

houve predomínio (58%) da transmissão nosocomial, que engloba os procedimentos 

cirúrgicos de pequeno ou grande porte, transfusão sanguínea, hemodiálise ou 

qualquer evento que tenha requerido hospitalização. Verificamos também que o 

segundo fator de risco mais relatado foi a transmissão sexual (30%), onde estão 

agrupados não só o sexo desprotegido. Os demais fatores, como acidente biológico, 

Tabela 1. Distribuição da amostra estudada de pacientes com infecção aguda pelo HCV segundo 
sexo e faixa etária (n=50) 
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tatuagem, compartilhamento de instrumentos de manicure, piercing, entre outros, 

somaram 6% dos relatos. Os que desconheciam ou não se conseguiu determinar o 

modo de transmissão totalizaram outros 6% da amostra estudada.  

 O genótipo viral predominante foi o 1 (76%), seguido dos genótipos 2 (12%) e 

3 (8%). Foi registrada a ocorrência de um paciente infectado com genótipo 4 (2%). 

Não foi possível a determinação do genótipo viral em um paciente, tendo em vista a 

carga viral muito baixa. 

 Da amostra de estudo molecular (n=50), 26 pacientes evoluíram para quadro 

de infecção crônica (52%), caracterizado pela ausência de eliminação do RNA do 

HCV após 6 meses. Dos pacientes com infecção crônica, 10 (38,5%) receberam 

tratamento antiviral ao longo do período de acompanhamento durante a fase aguda. 

Para os pacientes não tratados (n=16), as justificativas foram: 

a) Oito pacientes evoluíram para cura espontânea tardiamente (com mais de 8 

meses de acompanhamento); 

b) Dois pacientes, com mais de 70 anos de idade, não tiveram indicação de 

tratamento; 

c) Seis pacientes, após biópsia hepática, não apresentaram lesão 

histopatológica em grau para indicação clínica de iniciar tratamento antiviral.  

 Estes dados demográficos, clínicos e laboratoriais estão apresentados na 

tabela 2. Na figura 12, visualizamos a amostra de pacientes acompanhados, sua 

estratificação em pacientes elegíveis (que apresentavam viremia intermitente) e não 

elegíveis para o estudo e as frequências absolutas e relativas de pacientes com 

infecção crônica e com cura espontânea desta coorte. 
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Tabela 2. Características demográficas, clínicas e laboratoriais da amostra do estudo (n=50) 

Características Pacientes (n=50) 

Total de pacientes da coorte, 2001-2011 98 

Pacientes elegíveis para o estudo
a
 50 

  

Idade em anos, média ± DP 43,9 ± 12,1 

  

Sexo: Masculino 22 (44,0) 

          Feminino 28 (56,0) 

  

Raça: Branca 21 (42,0) 

           Negra 8 (16,0) 

           Parda 19 (38,0) 

           Outra
b 

2 (4,0) 

  

Fator de risco ou modo de infecção: Nosocomial
c 

29 (58,0) 

                                                           Sexual 15 (30,0) 

                                                           Drogas 0 

                                                           Acidente biológico 1 (2,0) 

                                                           Outro
d 

2 (4,0) 

                                                           Desconhecido 3 (6,0) 

  

Genótipo HCV: tipo 1 38 (76,0) 

                          tipo 2 6 (12,0) 

                          tipo 3 4 (8,0) 

                          tipo 4 1 (2,0) 

                          Desconhecido
e 

1 (2,0) 

  

Evolução: Crônicos 26 (52,0) 

                 Cura espontânea 24 (48,0) 

  

Crônicos tratados 10 (38,5) 

Crônicos não tratados 16 (61,5) 

 
NOTAS: Os dados são: nº (%) de pacientes, a menos que seja indicado em contrário. DP = Desvio Padrão. 
a 
Pacientes com viremia intermitente por metodologias moleculares ou resultados moleculares duvidosos 

b 
Inclui raça asiática e indígena (vermelha). 

c 
Incluindo pequenas e grandes cirurgias, hospitalização, transfusão sanguínea, hemodiálise. 

d 
Incluindo manicure, pedicura, tatuagem, piercing. 

e 
Não foi realizada a genotipagem do HCV 

 

 

 

 

  

Figura 12. Representação gráfica da amostra de estudo e sua estratificação em elegíveis 
e não elegíveis. O grupo dos pacientes elegíveis é mostrado com sua subdivisão em 
crônicos e com cura espontânea. Na legenda é mostrado o tamanho de cada grupo e no 
gráfico, o seu correspondente percentual. 
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5.1.1 CARACTERÍSTICAS DOS PACIENTES QUE EVOLUÍRAM PARA INFECÇÃO      

CRÔNICA 

 Nos pacientes com infecção crônica (n=26), a mediana do tempo de 

acompanhamento foi de 13 meses (1 a 103 meses) e a média da idade foi de 45 

anos ± 12 anos. Houve predominância do sexo feminino (16 / 61,5%). Com relação à 

etnia observamos que se manteve um perfil idêntico ao da população como um todo, 

com predomínio dos brancos e pardos (73,1%), seguidos pelos negros (19,23%). 

Quanto aos fatores de risco relatados pelos pacientes que cronificaram houve 

predominância da transmissão nosocomial (50%). A transmissão sexual foi a 

segunda maior causa de transmissão do HCV (34,61%) e os procedimentos 

envolvendo materiais com risco de contaminação, como objetos de manicure, 

pedicura, tatuagem e piercing corresponderam a 7,69% dos casos. Com relação ao 

genótipo viral, observamos predomínio do genótipo 1 (69,2%), seguido do genótipo 2 

(23,1%). 

 

 

5.1.2 CARACTERÍSTICAS DOS PACIENTES QUE EVOLUÍRAM COM ELIMINAÇÃO 

VIRAL 

  Em relação à análise dos dados dos pacientes que obtiveram eliminação viral 

espontânea (n=24), a mediana do tempo de acompanhamento no AHV foi de 7 

meses (1 a 80 meses). A média de idade destes pacientes foi de 42,7 anos ± 12,2 

anos e não houve predominância de sexo, com 12 representantes de cada gênero 

(50%). Pela análise da variável etnia, houve predomínio de brancos e pardos 

(87,5%) e três casos constatados da etnia negra (12,5%). O fator de risco mais 

relatado foi o nosocomial, correspondendo a 66,7% da totalidade dos casos. A 

transmissão sexual foi a causa provável em seis pacientes (25%) e em dois 

pacientes estudados (8,3%) não foi possível definir o modo de transmissão. Um total 

de 83,3% dos pacientes que alcançaram a cura espontânea eram portadores do 

genótipo 1. Dois pacientes eram portadores do genótipo 3 (8,3%) e um do genótipo 

4 (4,2%). Em um paciente (4,2%), que obteve cura espontânea, não foi possível 

determinar o genótipo, devido à baixa viremia apresentada no curso da doença.  

 A diferença no percentual de amostras positivas e negativas intermitentes, em 

ambas as populações, não foi relevante, considerando o tamanho amostral de cada 

grupo. 
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  Na tabela 3 estão resumidas as características dos dois grupos estudados em 

relação às variáveis demográficas, clínicas e laboratoriais. 

 

 

 

Características 
Pacientes crônicos      

 
(n=26) 

Pacientes com cura 
espontânea 

(n=24) 

Acompanhamento em meses, média ± DP (mediana) 25 ± 25 (13) 13 ± 18 (7) 
   
Idade em anos, média ± DP 45,0 ± 12,0 42,7 ± 12,2 
   
Sexo: Masculino 10 (38,5) 12 (50) 
Feminino 16 (61,5) 12 (50) 
   
Raça: Branca 11 (42,3) 10 (41,7) 
Preta 5 (19,2) 3 (12,5) 
Parda 8 (30,8) 11 (45,8) 
Outra 2 (7,7) 0 
   
Fator de risco ou modo de infecção: Nosocomial

a 
13 (50) 16 (66,7) 

Sexual 9 (34,6) 6 (25,0) 
Drogas 0 0 
Ac. biológico 1 (3,9) 0 
Outro

b 
2 (7,6) 0 

Desconhecido 1 (3,9) 2 (8,3) 
   
Genótipo HCV: tipo 1 18 (69,2) 20 (83,3) 
tipo 2 6 (23,1) 0 
tipo 3 2 (7,7) 2 (8,3) 
tipo 4 0 1 (4,2) 
Desconhecido

c 
0 1 (4,2) 

   

Número de amostras selecionadas para o estudo (n=244) 156 (63,9) 88 (36,1) 

   

Amostras intermitentes com resultados positivos 48 (30,8) 27 (30,7) 

Amostras intermitentes com resultados negativos 108 (69,2) 61 (69,3) 

 
NOTAS: Os dados são: nº (%) de pacientes, a menos que seja indicado em contrário. DP = Desvio Padrão. 
a 
Incluindo pequenas e grandes cirurgias, hospitalização, transfusão sanguínea, hemodiálise. 

b 
Incluindo manicure, pedicura, tatuagem, piercing. 

c 
Não foi realizada a genotipagem do HCV. 

 

 

5.2 AMOSTRAS BIOLÓGICAS DE ESTUDO 

    

 Foram selecionadas 244 amostras biológicas que apresentavam viremia 

intermitente no curso da doença durante o acompanhamento no AHV, sendo que 

88/244 (36,1%) amostras foram de pacientes com cura espontânea e 156/244 

(63,9%) amostras de pacientes que evoluíram para infecção crônica. 

 No intervalo da 1ª a 12ª semana foram observadas 42/244 (17,2%) amostras 

com resultados intermitentes. No intervalo da 13ª a 24ª semana observamos 39/244 

(16,0%) amostras. Acima da 24ª semana houve a ocorrência de 163/244 (66,8%) 

amostras com viremia intermitente. Podemos observar uma frequência elevada 

destes resultados acima da 24ª semana, tanto no grupo dos pacientes com infecção 

Tabela 3. Características da amostra de estudo, considerando o perfil dos pacientes crônicos e com 
cura espontânea, em relação às variáveis demográficas, clínicas e laboratoriais 
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crônica, como no de pacientes que evoluíram com cura espontânea, com frequência 

maior de resultados intermitentes no primeiro grupo.  

 Na figura 13 estão representadas as frequências com que as amostras 

apresentaram resultados de viremias intermitentes nas amostras da coorte de 

estudo. 

 

       
 
Figura 13. Gráfico da frequência de resultados de viremias intermitentes nas amostras selecionadas 
de pacientes que evoluíram para infecção crônica e cura espontânea, em relação ao período de 
acompanhamento.  
 

 Em relação à fase de tratamento antiviral, sendo o tratamento exclusivo para 

os quadros crônicos, as amostras foram selecionadas em diferentes períodos: 

92/156 (59,0%) amostras foram coletadas antes do tratamento, 24/156 (15,4%) 

amostras durante o período do tratamento e 40/156 (25,6%) amostras coletadas em 

visitas pós-tratamento, conforme pode ser verificado na tabela 4. Nesta, estão 

apresentadas as características das amostras e a relação de concordância dos 

resultados obtidos nos testes moleculares, sem considerarmos as diferenças entre 

as metodologias qualitativas e quantitativas, tomando por padrão o teste TMA. 

Quando os resultados encontrados por TMA eram iguais aos das outras técnicas 

moleculares utilizadas, os mesmos foram considerados concordantes. Se os 

resultados fossem diferentes, os mesmos eram considerados discordantes. 

Obtivemos resultados concordantes em 147/244 (60,2%) amostras e discordância 

em 97/244 (39,8%). Sendo que, das 97 amostras, 96 apresentaram resultados não 

detectáveis por outras metodologias e tiveram nível de viremia detectado por 

metodologia mais sensível (TMA) e uma amostra que apresentou resultado 
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detectável por outras metodologias, obteve resultado não detectável por TMA. Isso 

pode ter sido decorrência de algum erro técnico que não pode ser confirmado por 

falta de volume suficiente da amostra para repetição. 

  

Tabela 4. Características das amostras em relação à fase do tratamento antiviral e à concordância de 
resultados dos testes moleculares utilizados versus TMA 

 

Características 

Amostras de 
pacientes com 

cura 
espontânea 

(n=88) 

Amostras 
de 

pacientes 
crônicos     
(n=156) 

Totais 

    
Total de amostras selecionadas 88 (36,1) 156 (63,9) 244 (100) 

    
Amostras coletadas em relação ao tratamento

a
    

      Pré-tratamento - 92 (59,0) - 

      Tratamento - 24 (15,4) - 

      Pós-tratamento - 40 (25,6) - 

    

Resultados concordantes
b 

44 (50) 103 (66,0) 147 (60,2) 

    

Resultados discordantes
c 

44 (50) 53 (34,0) 97 (39,8) 
 

a 
Somente pacientes crônicos foram tratados.

 

b 
Resultados concordantes dos testes moleculares qualitativos e quantitativos versus TMA. 

c 
Resultados discordantes dos testes moleculares qualitativos e quantitativos versus TMA. 

   

 

5.3 TESTES SOROLÓGICOS PARA DETECÇÃO DE ANTICORPOS ANTI-HCV 

   

 Com relação à análise da dinâmica de anticorpos anti-HCV na coorte de 

estudo, a amostra populacional e as amostras biológicas selecionadas para 

testagem sorológica apresentaram características distintas em relação àquelas dos 

indivíduos do estudo com os testes de detecção do RNA do HCV. Contudo, essas 

amostras pertencem à mesma casuística de pacientes acompanhados na fase inicial 

da infecção pelo HCV. Em ambos os estudos publicados e utilizados para nossa 

avaliação sorológica, o intervalo de acompanhamento dos pacientes abrangeu o 

período de janeiro de 2001 a dezembro de 2009, com um número menor (n=65) de 

pacientes em relação ao estudo molecular. No nosso primeiro estudo (Lewis-

Ximenez et al. 2010), que objetivou a análise do perfil amostral para verificação das 

relações entre os dados demográficos, clínicos ou laboratoriais com a evolução da 

infecção pelo HCV em pacientes acompanhados no AHV por seis meses, não 

observamos diferenças significativas da maioria desses dados com os que 

encontramos no estudo molecular. Entretanto, tomando por base a mediana de 93,5, 
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calculada para todo o grupo dos pacientes estudados (86,7 versus 109,0; p=0.015, 

conforme Tabela 3, página 106 do artigo), os valores de do/co dos anticorpos anti-

HCV relacionados à cura espontânea, foi o parâmetro que apresentou maior 

significância (2,62; p=0.028). Já no segundo estudo (Strasak et al. 2011), também 

com a mesma casuística, o período de avaliação foi estendido para 12 meses, a fim 

de verificar a relação dos níveis de anticorpos anti-HCV com a evolução da infecção 

pelo HCV, observada no primeiro estudo. Os dados revelaram que os pacientes com 

evolução para cura espontânea (n=34) obtiveram queda rápida nos valores do/co 

dos anticorpos anti-HCV, enquanto que os pacientes com evolução para infecção 

crônica (n=31) mantiveram os níveis elevados.  

 Na Figura 14 são demostrados os valores de anticorpos anti-HCV obtidos em 

do/co, onde cada ponto representa o valor para anti-HCV de cada amostra seriada 

analisada, durante um ano de acompanhamento. Podemos observar no painel A, 

correspondente aos pacientes crônicos, que os valores obtidos para os anticorpos 

se mantiveram mais elevados durante o acompanhamento. Diferentemente, no 

painel B, referente aos pacientes com recuperação espontânea, os valores, além de 

mais baixos, sofreram um declínio ao longo do tempo. 

 

 

Figura 14. Padrões longitudinais de respostas seriadas de anticorpos anti-HCV (do / co) em 65 
pacientes com infecção aguda pelo HCV durante os primeiros 12 meses de acompanhamento após a 
data estimada de infecção. O painel A mostra pacientes com viremia persistente aos 12 meses de 
acompanhamento e o painel B mostra pacientes com infecção autolimitada pelo HCV. Rio de Janeiro, 
Brasil, 2001-2009. Cada ponto na curva corresponde ao valor obtido para o teste. Todas as análises 
foram realizadas por metodologia MEIA, com o conjunto de reagentes Axsym HCV 3.0v e 
equipamento automatizado Axsym Abbott (Abbott Laboratories, EUA). 
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 No anexo C, apresentamos as publicações científicas com os resultados 

completos, que serviram de base para nossos estudos sorológicos sobre a dinâmica 

dos anticorpos anti-HCV.  

 

 

5.4 TESTES MOLECULARES QUALITATIVOS 

 

 O teste qualitativo por TMA VERSANT® HCV Siemens, com limite de 9,6 

UI/mL, foi utilizado como padrão para testagem de todas as amostras, por ser o teste 

comercial mais sensível e, desta forma, permitir detectar amostras com viremias 

muito baixas.  

 Foram realizados 147 testes qualitativos pela metodologia RT-nested-PCR in 

house, com limite de detecção de 50 UI/mL, em 2006 (de Almeida et al. 2007). 

Foram obtidos 141/147 (95,9%) resultados não detectados e 6/147 (4,1%) 

resultados detectados. Quando comparamos os resultados em relação ao TMA, 

verificamos que 68/147 (46,3%) amostras apresentavam resultados concordantes e 

em 79/147 (53,7%) amostras os resultados eram discordantes.  

 Outro teste qualitativo realizado com algumas amostras foi a RT-PCR ELISA 

AMPLICOR® HCV da Roche, com limite de detecção de 50 UI/mL (Desombere et al. 

2005). Por esta técnica, foram realizados 68 testes moleculares, dos quais 15/68 

(22,1%) amostras obtiveram resultados detectados e as restantes 53/68 (77,9%) 

amostras forneceram resultados não detectados para o RNA do HCV. Quando 

comparados com TMA, encontramos 49/68 (72,1%) resultados concordantes e 19/68 

(27,9%) resultados discordantes. 

 Das 244 amostras testadas por TMA, verificamos que 134/244 (54,9%) 

amostras apresentaram resultados detectáveis e 110/244 (45,1%) amostras 

resultaram como não detectáveis.   

 A tabela 5 apresenta os resultados dos testes moleculares qualitativos 

(n=215) e a frequência de concordância e discordância frente à técnica de TMA nas 

amostras biológicas realizadas no estudo e na figura 15 estão demonstrados 

graficamente os dados observados na tabela. 
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Tabela 5. Resultados obtidos pelas metodologias qualitativas durante o estudo e frequência de 
resultados concordantes e discordantes em relação aos encontrados pela metodologia TMA (n=215) 
 

METODOLOGIAS QUALITATIVAS* RESULTADOS (n=215) 
COMPARAÇÃO ENTRE 

METODOLOGIAS X TMA (9,6 UI/mL)* 

 DETECTADOS 
NÃO 

DETECTADOS 
CONCORDANTES DISCORDANTES 

RT-PCR ELISA Roche (50 UI/mL) 15 (22,1) 53 (77,9) 49 (72,1) 19 (27,9) 

RT-nested-PCR in house (50 UI/mL) 6 (4,1) 141 (96,0) 68 (46,3) 79 (53,7) 

TOTAL 21 (9,8) 194 (90,2) 117 (54,4) 98 (45,6) 

* No campo das metodologias, os valores entre parêntesis representam o limite inferior de detecção de cada técnica. 

       

 

                        

Figura 15. Gráfico percentual de resultados obtidos pelas metodologias qualitativas e frequência de 
resultados concordantes e discordantes em relação à metodologia TMA. 

 

 

5.5 TESTES MOLECULARES QUANTITATIVOS 

 

 Os testes moleculares quantitativos foram realizados em 129 amostras por 

diferentes metodologias ao longo do tempo. Na análise geral dos testes quantitativos 

a tabela 6 mostra o número de amostras testadas em relação à metodologia 

empregada.  
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Tabela 6. Número de testes moleculares quantitativos realizados por metodologia nas amostras do 
estudo (n=129) 

 

METODOLOGIAS QUANTITATIVAS (Limite mínimo de detecção) TESTES REALIZADOS  

 n (%) 

RT-PCR Tempo Real Abbott (12 UI/mL) 1 (0,8) 

RT-PCR Tempo Real Roche (25 UI/mL) 26 (20,1) 

RT-PCR Tempo Real in house bioMérieux (300 UI/mL) 85 (65,9) 

RT-PCR ELISA AMPLICOR® MONITOR Roche (600 UI/mL) 5 (3,9) 

bDNA VERSANT® Siemens (615 UI/mL) 12 (9,3) 

 

 Das 129 amostras selecionadas, foi realizado teste molecular quantitativo por 

RT-PCR em tempo real (Abbott) em apenas 1/129 (0,8%) amostra, revelando 

resultado detectado para o RNA do HCV, que foi concordante quando comparado 

com o resultado obtido pela metodologia TMA para a mesma amostra. 

 Com o uso da RT-PCR em tempo real (COBAS® TaqMan HCV, Roche) foram 

testadas 26/129 (20,1%) amostras. Os resultados, após análise, revelaram a 

detecção do RNA do HCV em 8/26 (30,8%) amostras e em 18/26 (69,2%) amostras 

os resultados foram indetectáveis. Quando foram comparados com os resultados 

obtidos com o método TMA, encontramos 18/26 (69,2%) amostras nas quais os 

resultados foram concordantes e em 8/26 (30,8%) amostras os resultados foram 

discordantes.  

 Com relação aos testes moleculares quantitativos por RT-PCR em tempo real 

―in house‖, desenvolvido pelo Laboratório bioMérieux, foram analisadas 85/129 

(65,9%) amostras. Verificamos que em 44/85 (51,8%) amostras os resultados foram 

positivos para a presença do RNA do HCV. Nas 41/85 (48,2%) amostras restantes, 

encontramos resultados indetectáveis. A análise de concordância entre o teste de 

RT-PCR quantitativo ―in house‖ e o teste qualitativo por TMA revelou que 51/85 

(60,0%) amostras obtiveram concordância de resultados e outras 34/85 (40,0%) 

amostras revelaram resultados discordantes. 

 Pela técnica de RT-PCR ELISA AMPLICOR® HCV MONITOR da Roche, 

foram analisadas 5/129 (3,9%) amostras, todas apresentando resultados detectáveis 

para o RNA do HCV. Entretanto, pela metodologia TMA, 1/5 (20,0%) amostra 

forneceu resultado indetectável.  

 Para a quantificação pela metodologia bDNA foram selecionadas 12/129 

(9,3%) amostras previamente testadas por este método, onde observamos que 4/12 

(33,0%) amostras forneceram resultados detectáveis e 8/12 (67,0%) amostras 

apresentaram resultados indetectáveis. Na comparação com os resultados obtidos 



 

59 
 

com uso do método TMA, constatamos a ocorrência de 8/12 (67,0%) amostras com 

resultados concordantes e 4/12 (33,0%) amostras em que os resultados não 

apresentaram concordância.  

 A tabela 7 apresenta os resultados dos diferentes testes moleculares 

quantitativos (n=129) e a frequência de resultados concordantes e discordantes em 

relação à técnica TMA nas amostras biológicas analisadas. 

 

 

 

 

 

5.6 VERIFICAÇÃO DA ACURÁCIA DOS TESTES MOLECULARES  

 

 A figura 16 mostra os valores de acurácia encontrados para os diversos testes 

moleculares realizados neste estudo em relação ao teste padrão TMA, para obter o 

grau de confiabilidade que podemos inferir para cada teste em revelar os valores 

reais na detecção do RNA do HCV. 

 O teste RT-PCR em tempo real (Abbott) não foi considerado nesta análise, 

porque só foi realizado um teste por esta técnica, com resultado concordante em 

relação ao TMA. 

 O teste RT-PCR ELISA AMPLICOR® MONITOR HCV (Roche), apesar de sua 

faixa de detecção com valor inferior elevado (600 UI/mL), foi o que apresentou 

melhor acurácia (80,0%) para detecção do RNA do HCV em nosso estudo. 

 Os testes RT-PCR ELISA AMPLICOR® HCV (Roche), RT-PCR em tempo real 

(Roche), bDNA (Siemens) e RT-PCR em tempo real ―in house‖ (bioMérieux), 

METODOLOGIAS QUANTITATIVAS* RESULTADOS 
COMPARAÇÃO ENTRE 

METODOLOGIAS X TMA (9,6 UI/mL)* 

 DETECTADOS 
NÃO 

DETECTADOS 
CONCORDANTES DISCORDANTES 

RT-PCR Tempo Real Abbott (12 UI/mL) 1 (100) 0 1 (100) 0 

RT-PCR Tempo Real Roche (25 UI/mL) 8 (30,8) 18 (69,2) 18 (69,2) 8 (30,8) 

RT-PCR Tempo Real in house 
bioMérieux (300 UI/mL) 

44 (51,8) 41 (48,2) 51 (60,0) 34 (40,0) 

RT-PCR ELISA AMPLICOR® MONITOR 
Roche (600 UI/mL) 

5 (100) 0 4 (80,0) 1 (20,0) 

bDNA VERSANT® Siemens   
(615 UI/mL) 

4 (33,0) 8 (67,0) 8 (67,0) 4 (33,0) 

TOTAL 62 (48,1) 67 (51,9) 82 (63,6) 47 (36,4) 

* No campo das metodologias, os valores entre parêntesis representam o limite inferior de detecção de cada técnica. 

Tabela 7. Resultados obtidos pelas metodologias quantitativas durante o estudo e frequência de 
resultados concordantes e discordantes em relação aos encontrados pelo método de amplificação 
mediada por transcrição (n=129) 
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revelaram resultados de acurácia moderada em relação ao teste padrão, com 

valores de 72,0%, 69,0%, 67,0% e 60,0%, respectivamente. 

 Neste estudo, o teste em que observamos a menor similaridade com os 

resultados obtidos no teste padrão por TMA foi o teste molecular qualitativo ―in 

house‖ RT-nested-PCR (50 UI/mL). Verificamos que o valor de acurácia encontrado 

se manteve em faixa extremamente baixa (46,0%).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Valores percentuais de acurácia dos vários testes moleculares do estudo tendo como 
padrão-ouro o teste qualitativo por metodologia TMA.   
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6. DISCUSSÃO 

__________________________________________________________ 

 

6.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

  

 A alta prevalência mundial da infecção pelo HCV e sua tradução em elevada 

morbidade e mortalidade têm conferido a esta doença o status de grave problema de 

saúde pública (Strauss 2001). Além do impacto na saúde de aproximadamente 170 

milhões de indivíduos em todo mundo e nas vidas de suas famílias, os custos sociais 

diretos e indiretos são muitíssimo elevados, tendo na infecção pelo HCV uma das 

principais causas de hepatites crônicas e transplante hepático (Burke & Cox 2010; 

GBD 2004; Perz et al. 2004). A partir da descoberta do HCV, em 1989 (Choo et al. 

1989), foi possível o desenvolvimento de testes sorológicos e de detecção de ácido 

nucleico que permitiram subsequentes avaliações da magnitude de sua distribuição 

em diferentes áreas geográficas e grupos populacionais.  

 O problema é que a hepatite C aguda é, muitas vezes, clinicamente branda 

ou assintomática e, raramente, é reconhecida fora de um cenário de vigilância 

prospectiva, após exposição a fatores de risco conhecidos. Há, ainda, um número de 

importantes questões não resolvidas sobre o tratamento da hepatite C aguda. Por 

exemplo, ainda restam dúvidas de quando e quais pacientes devem ser tratados. 

Tanto o ponto de vista clínico como as perspectivas de investigação são importantes 

para o reconhecimento da hepatite C aguda e para o entendimento da sua dinâmica, 

a fim de possibilitar o desenvolvimento de um tratamento mais eficaz e estratégias 

preventivas (Cox et al. 2005; Guobuzaite et al. 2008).  

 No Brasil, o Ministério da Saúde instituiu, desde 1993, a triagem sorológica 

(Ministério da Saúde 1993) e, a partir de 2002, com o surgimento dos testes 

moleculares para detecção do RNA do HCV, determinou sua utilização por meio da 

portaria 1407 (Ministério da Saúde 2002).  

 Os testes moleculares são uma ferramenta essencial para reduzir o período 

de janela imunológica, pois os anticorpos anti-HCV frequentemente só são 

detectados a partir da 12ª semana de exposição (Calvaruso & Craxi 2012; Erensoy 

2001). Além disso, são extremamente úteis para o diagnóstico preciso e 

monitoramento da resposta à terapia antiviral. A utilização de técnicas moleculares 

de alta sensibilidade torna-se fundamental em indivíduos imunosuprimidos ou 

imunodeficientes e hemodialisados, onde a produção de anticorpos anti-HCV nem 
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sempre é evidente, a fim de reduzir a transmissão viral, assim como em pacientes 

em tratamento e pós-tratamento antiviral (Laperche et al. 2011; Pawlotsky 2010). 

 O objetivo do presente trabalho vai de encontro à realidade encontrada, 

tornando-o ainda mais relevante quando situado em um contexto propício, ou seja, o 

interesse na pesquisa que permita sugerir um diagnóstico molecular eficiente, que 

diminuam os riscos de uma avaliação clínica equivocada, que pode ocorrer por conta 

de metodologias pouco sensíveis e longo período para retorno à visita clínica, 

associados à baixa viremia no paciente. Hoje, no Brasil, é consenso que seja 

considerada a alta clínica para pacientes que apresentem duas técnicas moleculares 

com resultados não detectáveis (Ministério da Saúde 2011). Contudo, verificou-se 

que alguns pacientes podem sofrer recidivas da infecção, devido aos baixos níveis 

de replicação viral, na maioria das vezes indetectáveis (Conte 2000). Assim, torna-se 

necessário que busquemos por metodologias mais eficazes, a fim de conseguir 

resultados mais precisos.  

 

 

6.2 ESTUDOS SOROLÓGICOS 

 

 Um dos focos do nosso estudo foi a verificação da importância da dinâmica 

dos anticorpos anti-HCV, medidos em densidade ótica/cut-off (do/co), na evolução 

da infecção aguda pelo HCV. Em estudos sorológicos de nosso grupo de pesquisa, 

publicados em 2010 e 2011, discordamos de Loomba e colaboradores, quando 

afirmam que não há características confiáveis, mesmo em testes seriados, que 

possam predizer a recuperação do paciente com infecção pelo HCV (Loomba et al. 

2011). Pelas análises, realizadas em amostras seriadas, foi verificada a existência 

de relação entre os valores de do/co dos anticorpos e a evolução clínica da infecção 

aguda pelo HCV, servindo como ferramenta auxiliar no prognóstico da doença 

(Strasak et al. 2011). Neste estudo, a realização dos testes sorológicos para 

detecção de anti-HCV, por metodologia de enzimaimunoensaio por micropartículas 

(MEIA), foi feita com uso dos reagentes Axsym HCV 3.0v, automatizado no 

equipamento Axsym System da marca Abbott Laboratories (EUA), que serviu como 

um dos principais parâmetros de análise. 

 O primeiro estudo realizado objetivou analisar a taxa de cura espontânea e 

identificar os fatores virais e do hospedeiro, como tipo de exposição, carga viral, 

genótipo, sexo, etnia, idade, sintomas, que pudessem predizer a evolução para 
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infecção autolimitada ou crônica pelo HCV (Lewis-Ximenez et al. 2010). A casuística 

era composta por um número menor de participantes (n=65) do que no estudo para 

avaliação das metodologias de detecção do RNA do HCV, considerando que a 

coorte abrangia o intervalo entre os anos de 2001 e 2008. Por se tratar da mesma 

coorte do estudo atual, não observamos diferenças significativas em relação a cura 

espontânea para dados epidemiológicos como idade, sexo, raça, genótipo, fatores 

de risco e tempo de acompanhamento, como também não verificamos relação entre 

picos de ALT e cura espontânea. Contudo, a maioria dos participantes era 

sintomática (54/65), apresentando icterícia, e com carga viral baixa na primeira visita 

clínica. O possível viés que essas características da coorte poderiam provocar no 

estudo foi minimizado com a inclusão de pacientes assintomáticos. Nesse caso, foi 

constatada associação destas características com a evolução autolimitada da 

infecção aguda pelo HCV. Um estudo italiano verificou relação entre o fator idade e 

presença de icterícia como preditores de cura espontânea na coorte estudada 

(Santantonio et al. 2003). Em outro estudo, foi constatado que o valor da carga viral 

basal era frequentemente baixo em pacientes que evoluíram para cura espontânea 

(Hofer et al. 2003). Todavia, na nossa análise verificamos que os baixos valores dos 

anticorpos anti-HCV (p=0.015), a ocorrência de sintomas (p<0.001) e o valor de 

carga viral baixo na primeira visita clínica (p<0,01), nos seis primeiros meses de 

acompanhamento seriado, eram preditores para a cura espontânea. Após a análise 

por regressão multivariada, tomando como variáveis todas as características dos 

pacientes, somente os valores de do/co dos anticorpos anti-HCV, utilizando a 

mediana de todos os valores obtidos (93,5), mostraram-se significantemente 

relacionados com a evolução para a cura espontânea do paciente (2,62; 95% CI = 

1,11-6,19; p=0.028). Para verificação da sensibilidade da análise, foram estimadas 

diferentes datas de exposição ao vírus que produziram dados semelhantes 

sugerindo que, mesmo que houvesse erro na informação, o impacto provocado 

sobre os achados foi insignificante. Alguns pesquisadores já haviam relatado a 

relação da taxa de anticorpos com a resolução espontânea da infecção pelo HCV 

(Huang et al. 2005; Lu et al. 2004). Também outros afirmaram que a resposta imune 

humoral, mesmo insuficiente, pode ser moduladora da doença crônica, sugerindo 

poder haver diminuição, ou até mesmo perda, dos anticorpos anti-HCV com a 

recuperação dos pacientes, diferentemente do que ocorre com os pacientes 

crônicos, nos quais os níveis de anticorpos podem se manter ou aumentar (Chen et 

al. 1999; Logvinoff et al. 2004; Netski et al. 2005; Nikolaeva et al. 2002; Takaki et al. 
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2000). Nosso estudo, em contrapartida, refere-se aos valores mensurados que, 

embora com limitações importantes como, por exemplo, o tamanho amostral 

insuficiente para obtenção de estimativas mais precisas e a falta de assintomáticos 

no grupo de pacientes com infecção autolimitada, necessitando confirmação em 

outras populações, sugeriu que o tempo para resolução espontânea deve ser 

considerado, principalmente em pacientes sintomáticos onde se observem baixos 

níveis de anticorpos anti-HCV na fase aguda da doença. 

 Em continuidade ao primeiro estudo, o segundo estudo levou em conta a 

mesma casuística com 65 pacientes, porém, estendendo o período de 

acompanhamento para 12 meses, a fim de verificar com mais propriedade a 

dinâmica dos anticorpos anti-HCV observada no estudo anterior (Strasak et al. 

2011). Seu objetivo principal foi associar a resposta humoral, por meio da 

determinação dos níveis de anticorpos anti-HCV, à evolução clínica da infecção pelo 

HCV na sua fase inicial. As análises também foram feitas pela metodologia MEIA, 

em amostras seriadas, coletadas nas visitas clínicas agendadas, conforme já foi 

descrito. Estudos realizados anteriormente comprovaram que um grande número de 

pacientes com resolução viral espontânea apresentaram sororeversão 

(desaparecimento de anticorpos anti-HCV), mesmo quando analisados em uma 

coorte de pacientes hemofílicos (Messick et al. 2001; Takaki et al. 2000). A queda do 

nível de anticorpos ou sua perda total parece estar relacionada à falta do estímulo 

antigênico do HCV em pacientes imunocompetentes com recuperação espontânea 

(Lefrere et al. 1997). Foram realizados estudos em chimpanzés que comprovaram 

que inóculos com doses baixas do HCV produzem resposta imunológica, mas 

dificilmente viremia detectável ou soroconversão (Shata et al. 2003). Outros estudos 

demonstraram que níveis de anticorpos anti-HCV indeterminados ou fraco-positivos 

são preditores de ausência de viremia (Bossi & Galli 2004). Mais uma vez, em nosso 

estudo consideramos os valores em do/co, medidos por técnicas sorológicas para 

anticorpos anti-HCV e algumas limitações devem ser consideradas: a) a 

predominância dos pacientes participantes era sintomática e do sexo feminino, duas 

características favoráveis à recuperação espontânea; b) a data de exposição de 

alguns pacientes não estava bem definida e teve de ser estimada, porém, o estudo 

anterior (Lewis-Ximenez et al. 2010) já tinha avaliado que o impacto dessa 

estimativa era desprezível para a sensibilidade da análise; e, c) a coleta amostral 

não foi uniforme em relação ao tempo, o que impediu uma avaliação consistente em 

relação à resposta humoral em um período de tempo uniforme.  
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 Os dados epidemiológicos foram semelhantes aos do estudo molecular, por 

se tratar da mesma casuística e as diferenças não foram significativas, considerando 

o menor período de tempo e, consequentemente, o menor tamanho amostral.  

 Em relação aos valores sorológicos para anti-HCV, o grupo que alcançou a 

resolução viral espontânea apresentava um valor basal menor do que os valores 

basais encontrados no grupo que cronificou. Nos pacientes com resolução 

espontânea (n=34), os valores declinaram ainda mais após a recuperação. O 

mesmo não foi observado nos pacientes crônicos (n=31), que mantiveram os níveis 

elevados do marcador anti-HCV (p<0.0001). 

 Os dados apresentados anteriormente na figura 14 indicam um declínio 

rápido, de curto prazo, nos valores de anticorpos anti-HCV em pacientes com 

resolução espontânea da infecção aguda pelo HCV. As medições seriadas dos 

anticorpos anti-HCV podem também auxiliar na distinção dos dois desfechos e 

poderia ser útil para o prognóstico em locais onde a realização do RNA do HCV é 

inexistente ou restringida por limitações de recursos.  

 

 

6.3 ESTUDO MOLECULAR 

 

 Nossa coorte de estudo foi composta de 50 pacientes com diagnóstico bem 

documentado de infecção aguda pelo HCV, acompanhados prospectivamente no 

AHV/IOC/Fiocruz, de 2001 a 2011, desde a fase inicial da infecção e que, pelo 

nosso conhecimento, representam a maior coorte de pacientes diagnosticados e 

acompanhados desde a fase aguda da infecção na América Latina (Lewis-Ximenez 

et al. 2010).  

 Em relação aos dados epidemiológicos, a faixa etária dos pacientes em nosso 

estudo manteve-se acima dos 40 anos, de forma similar aos resultados já 

observados na literatura (Wong & Lee 2006; Yen et al. 2003). Observamos em 

nossos dados uma frequência maior de indivíduos do sexo feminino. No entanto, a 

prevalência de hepatite C aguda em ambos os sexos é controversa. Enquanto 

alguns estudos mostraram maior prevalência entre os homens (Alter 2007; Wasley & 

Alter 2000), outros apresentaram taxas ligeiramente superiores em mulheres (Bakr 

et al. 2006; Spada et al. 2001). Porém, pacientes do sexo feminino estão mais 

associados a resultados favoráveis de cura da infecção aguda pelo HCV (Micallef et 

al. 2006). A transmissão nosocomial foi a mais relatada entre os pacientes e está de 
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acordo com os dados obtidos por vários outros autores (Fabrizi et al. 2008; Martinez-

Bauer et al. 2008; Santantonio et al. 2006), tendo o compartilhamento de 

instrumentos, a falta de medidas de precaução, o tempo de intervenção e a 

esterilização do instrumental como as principais causas. Importante notar que o 

segundo fator de risco mais relatado pelos pacientes foi a transmissão sexual, por 

sexo desprotegido. Nosso percentual (30%) se mostrou ligeiramente acima dos 17% 

a 20% encontrados em coortes dos EUA, descritos por outros pesquisadores (Alter 

2007; Wasley & Alter 2000). A grande maioria dos pacientes apresentou infecção 

pelo genótipo 1, o que pode ser explicado por ser este genótipo o mais prevalente 

no Brasil (Ministério da Saúde 2010). Dos pacientes selecionados para o estudo 

molecular, 52% evoluíram para doença crônica e uma parcela considerável (48%) 

apresentou resolução viral espontânea. Estimativa semelhante à nossa foi relatada 

por outros pesquisadores em coortes de pacientes sintomáticos (Santantonio et al. 

2003; Sharaf Eldin et al. 2008). De outra forma, em pesquisas feitas em populações 

de pacientes assintomáticos realizadas nos EUA, esta estimativa foi menor, em torno 

de 18% a 20% (Page et al. 2009; Wang et al. 2007). Por fim, o mesmo número de 

pacientes com evolução para infecção crônica, tratados mesmo antes da 

cronificação, correspondeu aos que não receberam tratamento antiviral, tornando a 

população homogênea neste aspecto. 

 Sobre nosso estudo com os testes moleculares, tomou-se por padrão o teste 

TMA, por apresentar um limite de detecção de 9,6 UI/mL à época das análises, e 

permitir a detecção de amostras com viremia ou carga viral muito baixa (Morishima 

et al. 2008). Por isso, a TMA tem sido amplamente utilizada para detectar níveis de 

viremia que outras técnicas qualitativas de RT-PCR não conseguem mensurar 

(Bastos et al. 2012; Lauer & Walker 2001), além de se mostrar útil para determinar a 

eficácia ao final do tratamento antiviral, onde é comum a ocorrência de viremia 

residual não detectada em testes moleculares com limite mínimo de detecção mais 

alto (Comanor et al. 2001; Gerotto et al. 2006; Sarrazin et al. 2000; Thadani et al. 

2012). Também foi padronizada a unidade de medida em UI/mL, a fim de permitir a 

comparação dos dados com maior precisão. Na visão geral, englobando todos os 

testes qualitativos e quantitativos, encontramos discordância em um número 

percentual elevado de amostras (39,8%). 

 Devemos considerar como fator de erro em nosso estudo molecular, o fato de 

que, além dos testes moleculares terem sido realizados por várias metodologias e 

técnicas diferentes, sua execução variou ao longo do tempo. A condição ideal seria 
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a realização das análises no mesmo período de tempo, o que não foi possível 

tratando-se de um estudo prospectivo com análise retrospectiva das amostras 

biológicas que dependeu da disponibilidade dos testes. 

 As duas metodologias moleculares qualitativas realizadas durante o 

acompanhamento dos pacientes, tanto a técnica RT-nested-PCR ―in house‖ como a 

RT-PCR ELISA, possuem o mesmo limite inferior de detecção (50 UI/mL) (de 

Almeida et al. 2007; Lee et al. 2000). Entretanto, a técnica de RT-nested-PCR ―in 

house‖ foi a que apresentou o maior número de resultados não detectáveis, 

discordantes quando comparada com TMA e pela qual foi testado o maior número 

de amostras do nosso estudo (147 amostras). Mesmo quando analisamos os 

resultados encontrados, considerando os períodos antes e após o ano de 2006, 

quando ocorreu uma mudança nos iniciadores selecionados para uso no protocolo, 

visando à melhoria do desempenho do teste, não obtivemos diferença relevante. 

Entretanto, foi a metodologia mais utilizada no início do estudo em 2001 e durante 

alguns anos posteriores no LAHEP. Objetivamos, no nosso estudo molecular, avaliar 

apenas o desempenho das técnicas empregadas por meio da acurácia de diferentes 

metodologias de detecção do RNA do HCV em amostras com viremia intermitente, 

durante o período de estudo, frente ao teste qualitativo de método mais sensível 

(TMA). A acurácia da técnica RT-nested-PCR ―in house‖ pode ter sido afetada por 

diversos fatores que necessitam de avaliação posterior, inclusive por se tratar de um 

teste ―in house‖, que utiliza a detecção em bandas reveladas por eletroforese em gel 

de agarose, comparado a um teste comercial semi-automatizado, que utiliza 

detecção colorimétrica dos produtos amplificados e hibridizados à sonda, o que a 

torna mais sensível. A técnica RT-PCR ELISA COBAS AMPLICOR® (Roche) 

apresentou um percentual elevado de resultados não detectados, mas a melhor taxa 

de concordância (72%) para detecção do RNA do HCV quando comparada à técnica 

TMA. Mesmo assim, os resultados discordantes encontrados, aproximadamente 

36% dos não detectados, refletem a dificuldade da RT-PCR ELISA em detectar 

todos os casos com baixos níveis de viremia, talvez decorrente do seu limite de 

detecção de 50 UI/mL, como já haviam demonstrado outros autores (Comanor et al. 

2001; Desombere et al. 2005; Krajden et al. 2002; Sarrazin et al. 2000). 

 Os testes para detecção quantitativa do RNA do HCV têm importância 

fundamental no desfecho da resposta ao tratamento antiviral. O monitoramento da 

carga viral ao longo e ao término do tratamento antiviral é fator preponderante para o 

controle da infecção pelo HCV e avaliação da resposta virológica, em que o paciente 
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deve apresentar uma diminuição de 2 logs (100 vezes) no valor da carga viral já na 

12ª semana da terapia (Chevaliez & Pawlotsky 2006). Além disso, as flutuações de 

carga viral ocorridas, principalmente durante a fase inicial da infecção com baixos 

níveis de RNA do HCV, podem refletir um controle imunológico transitório ou declínio 

viral anterior à eliminação espontânea, dependendo de quanto e quando o paciente 

é avaliado durante o curso da doença. Os estudos mostram que os títulos de RNA 

do HCV tenderão a permanecer estáveis ou aumentar quando os indivíduos entram 

na fase crônica (Fanning et al. 2000; McGovern et al. 2009), apesar de termos 

captado algumas amostras com resultados intermitentes de pacientes também nesta 

fase da evolução da doença. Em algumas metodologias, a incapacidade de detectar 

baixos níveis de RNA do HCV pode levar a relatos de resultados não detectáveis, 

durante o curso da doença e ao término da terapia antiviral, e pode justificar o uso 

de ensaios complementares dotados de maior sensibilidade. O ensaio ideal para 

detecção do RNA do HCV seria aquele com limite inferior de detecção de até 25 

UI/mL e uma faixa linear de detecção de 6 a 7 log (Caliendo et al. 2006). Em 

pacientes com carga viral elevada, pode ocorrer grande variabilidade na 

determinação da carga viral e, se a faixa linear de detecção dos testes quantitativos 

não for suficientemente abrangente, pode haver o comprometimento na avaliação da 

resposta ao tratamento, devido à indefinição da queda de 2 logs, obrigando a 

repetição da testagem com diluição naquela amostra. Esta prática, além de 

aumentar a possibilidade de erro, eleva o custo do teste (Sherman et al. 2002).  

 Assim, precisamos estar atentos ao método do ensaio utilizado para a 

quantificação do RNA do HCV, já que a manutenção da mesma metodologia poderá 

otimizar a avaliação dos resultados em cada paciente. A padronização entre os 

ensaios de quantificação foi solucionada, em parte, pela adoção da Unidade 

Internacional (UI) na expressão dos resultados (Saldanha et al. 2005). Contudo, os 

resultados continuam apresentando diferenças significativas entre os testes, apesar 

da padronização em UI/mL (Caliendo et al. 2006). Por esta perspectiva, baseia-se 

também a afirmativa de Zeuzem e colaboradores (2009): ―a relevância clínica do 

nível viral de HCV, com medições seriadas em um paciente, é dependente do uso 

contínuo do ensaio quantitativo específico empregado na determinação inicial. Isto 

pode implicar repetidos testes em alguns casos, mas esses custos adicionais podem 

ser justificados se eles afetam as decisões sobre o manejo do tratamento‖.  

 A diferenciação entre resultados não detectáveis e resultados detectáveis, 

mas não quantificáveis, continua a ser um ponto delicado e, em grande parte, 
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depende do contexto clínico. Quando há suspeita de infecção precoce, 

especialmente quando anticorpos anti-HCV ainda não estão detectáveis ou mesmo 

em um nível muito baixo, esta distinção é importante, a fim de iniciar a terapia 

antiviral precoce. A eliminação do HCV é o objetivo principal do tratamento antiviral. 

Assim, é importante para os clínicos terem resultados confiáveis que reflitam a 

realidade do estado de eliminação viral. Esta questão deve ser resolvida com a 

disponibilidade de métodos mais sensíveis de PCR (Harrington et al. 2012). 

 Ao longo do tempo que englobou as amostras do nosso estudo, foram 

realizados cinco testes diferentes para detecção quantitativa do RNA do HCV. A 

utilização de cada uma, em determinado período (gráfico 1), dependeu da 

disponibilidade dos testes nos diversos laboratórios colaboradores.  

 Com relação à técnica RT-PCR em tempo real (Abbott), cujo limite de 

detecção inferior é de 12 UI/mL, não podemos avaliar seu desempenho, tendo em 

vista que foi realizado apenas em uma amostra mais recente selecionada para 

nosso estudo, com resultado detectável, concordante com a técnica TMA. Por 

conseguinte, qualquer avaliação que fizermos sobre o resultado encontrado será 

inapropriada, considerando a falta de um número maior de testes que permita uma 

análise consistente. Entretanto, alguns autores têm relatado seu excelente 

desempenho na detecção de carga viral em viremias baixas, em indivíduos com ou 

sem tratamento, devido ao seu limite de detecção mais sensível e com uma 

diferença insignificante em relação ao teste TMA (Bortoletto et al. 2011; Caliendo et 

al. 2006; Matsuura et al. 2009).  

 A RT-PCR em tempo real do COBAS TaqMan® HCV (Roche) possui limite 

inferior de 25 UI/mL. Por esta metodologia foram testadas 26 amostras que 

apresentaram 69,2% de resultados não detectáveis. Apesar da boa sensibilidade 

desta técnica, quando foram testadas as amostras pelo método TMA, verificamos 

uma alta taxa de discordância, haja vista que aproximadamente 39% dos resultados 

não detectáveis resultaram em detectáveis pela metodologia mais sensível. 

Entretanto, o número de amostras testadas e alguma interferência técnica ou 

condição de análise pode ter superestimado nossos resultados, inclusive pela 

observação de que uma amostra com resultado detectado pela RT-PCR em tempo 

real não foi detectada pela TMA, não podendo ser repetida para confirmação por 

apresentar volume insuficiente. Trabalhos de vários autores discordam das nossas 

observações e consideram o teste bastante sensível para a detecção do RNA do 

HCV. Entretanto, Caliendo e colaboradores, em 2006, observaram a dificuldade da 
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RT-PCR em tempo real (Roche) em quantificar corretamente os genótipos 3 e 4. Já 

o estudo de Elkady e colaboradores, em 2010, observou essa dificuldade também 

em relação ao subtipo 1b (Caliendo et al. 2006; Elkady et al. 2010; Germer et al. 

2005; Halfon et al. 2006).  

  Outra técnica utilizada, a RT-PCR em tempo real ―in house‖ (bioMérieux), teve 

seu limite inferior padronizado em 300 UI/mL para fins de comparação (Komurian-

Pradel et al. 2001). Esta técnica foi a mais utilizada entre todas as técnicas 

quantitativas nas amostras selecionadas (n=85). Apesar de apresentar um alto 

índice de detecção e de concordância dos resultados em relação ao teste TMA, o 

limite de detecção da técnica parece ser a principal causa para os resultados falso-

negativos encontrados. Entretanto, devemos também considerar que as 

metodologias ―in house‖ apresentam uma probabilidade maior de erro por conta do 

manuseio operacional, desenho dos iniciadores e ajustes de protocolo. Um estudo 

publicado por Komurian-Pradel e colaboradores, em 2004, demonstrou a excelência 

do método para avaliar a cinética de replicação do RNA do HCV em sítio hepático e 

extra-hepático (Komurian-Pradel et al. 2004). 

 Em algumas amostras foram realizadas as técnicas quantitavivas de RT-PCR 

ELISA AMPLICOR® MONITOR HCV (Roche) e bDNA VERSANT® (Siemens), 

apresentando limites mínimos de detecção mais elevados e aproximadamente 

iguais, de 600 UI/mL e 615 UI/mL, respectivamente. Coincidentemente, também a 

maioria desses testes foi realizada durante o mesmo período, mas em amostras 

diferentes. Na metodologia quantitativa bDNA, com limite superior de detecção mais 

elevado, encontramos discordância em 50% das amostras com resultados não 

detectáveis quando testadas pela técnica TMA. Esse resultado já era esperado, 

considerando o limite inferior mais alto do teste bDNA, o que sugere aumento na 

probabilidade de encontrar resultados falso-negativos.  Com o teste quantitativo RT-

PCR ELISA foram realizadas poucas análises e nenhuma apresentou resultado não 

detectável, o que não nos permitiu fazer uma avaliação de seu desempenho em 

relação à técnica mais sensível TMA. Contudo, a expectativa em relação ao teste 

RT-PCR ELISA é de que apresentasse desempenho parecido, mas não igual ao da 

metodologia bDNA, devido à proximidade dos limites inferiores de detecção. Além 

disso, embora o teste bDNA possua limite inferior ligeiramente mais alto que a RT-

PCR ELISA, os seus resultados não podem ser intercambiáveis, considerando as 

diferenças de princípios e de procedimentos (Brandao et al. 2001). Neste aspecto, 

alguns autores confirmam a concordância existente entre as metodologias RT-PCR 
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ELISA e bDNA, mas salientam que o segundo apresenta ligeira piora na detecção 

dos níveis virais em consequência do seu limite inferior de detecção mais elevado. 

Alguns pesquisadores demonstraram que resultados não detectáveis em qualquer 

das duas técnicas não devem servir de parâmetro exclusivo para interromper o curso 

terapêutico (Desombere et al. 2005; Shiffman et al. 2003). 
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7. CONCLUSÕES 

__________________________________________________________ 

 

 Os testes sorológicos para detecção de anticorpos anti-HCV demonstraram 

ser um excelente preditor de evolução clínica da infecção pelo HCV em fase inicial, 

desde que sejam realizados e observados com maior periodicidade e pela mesma 

metodologia. Pacientes que apresentaram queda dos valores dos anticorpos 

evoluíram para resolução espontânea. Ao contrário, resultados sorológicos que se 

mantêm ou aumentam podem ajudar na decisão de iniciar precocemente a terapia 

antiviral. Além disso, sua utilização pode ser bastante útil em áreas onde se constata 

a ausência dos testes moleculares. 

 A maioria dos testes moleculares qualitativos e quantitativos, realizados em 

nosso estudo, com amostras seriadas dos pacientes diagnosticados na fase inicial 

da infecção pelo HCV e que apresentavam resultados negativos intermitentes 

durante o acompanhamento, não foram capazes de detectar níveis mais baixos de 

viremia, em muitos episódios que apresentavam resultados intermitentes. O 

percentual de resultados falso-negativos encontrados no estudo foi elevado quando 

testados por metodologia mais sensível (TMA). Quanto mais baixo o valor do limite 

mínimo de detecção dos testes moleculares, menor a ocorrência de resultados falso-

negativos intermitentes. 

 Considerando o protocolo atual de tratamento dos pacientes portadores de 

hepatite C, devemos observar os limites de detecção apresentados pelas técnicas 

moleculares e, em caso de dúvida, sugerir a realização por metodologia mais 

sensível. Isso poderá evitar que o paciente, mantido equivocadamente sem 

tratamento antiviral, retorne com quadro grave de doença hepática. 

 A coleta de amostras seriadas com maior periodicidade, principalmente na 

fase inicial da infecção pelo HCV, pode aumentar as chances de um diagnóstico 

precoce mais consistente, além de dar ao médico mais subsídios na decisão quanto 

ao momento mais oportuno para começar o esquema terapêutico. 
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ANEXO A – Parecer da Comissão de Ética em Pesquisa da Fiocruz 
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ANEXO B – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 
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Background. The natural outcome of infection with hepatitis C virus (HCV) varies substantially among 

individuals. However, little is known about host and viral factors associated with a self-limiting or chronic 
evolution of HCV infection.  

Methods. From 1 January 2001 through 31 December 2008, a consecutive series of 65 patients from Rio de 

Janeiro, Brazil, with a well-documented diagnosis of acute HCV infection, acquired via various routes, were 
enrolled in this study. Patients were prospectively followed up for a median of 40 months after the estimated date 

of HCV infection with serial measurements of serum alanine aminotransferase, HCV RNA, and anti-HCV 

antibodies. Spontaneous viral clearance (SVC) was defined as undetectable levels of HCV RNA in serum, in the 

absence of treatment, for 3 consecutive HCV polymerase chain reaction tests within the first 6 months of follow-

up. Cox proportional hazards regression was used to identify host and viral predictors of SVC.  
Results. The cumulative rate of SVC was 44.6% (95% confidence interval, 32.3%–57.5%). Compared with 

chronic HCV evolution, patients with self-limiting disease had significantly lower peak levels of anti-HCV 

antibodies (median, 109.0 vs 86.7 optical density–to–cutoff ratio [od/co]; P ! .02), experienced disease symptoms 

more frequently (69.4% vs 100%; P ! .001), and had lower viral load at first clinical presentation (median, 4.3 vs 

0.0 log copies; P p .01). In multivariate analyses, low peak anti-HCV level (!93.5 od/co) was the only independent 

predictor for SVC; the hazard ratio compared with high anti-HCV levels (₃ 93.5 od/co) was 2.62 (95% 

confidence interval, 1.11–6.19; P p .03).  
Conclusion. Our data suggest that low levels of anti-HCV antibodies during the acute phase of HCV infection 

are independently related to spontaneous viral clearance. 
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Although hepatitis C virus (HCV) accounts for only a  
small  proportion  of  cases  of  clinical  acute hepatitis, it  
is  a  major  cause  of  chronic  liver  disease  and  hepato-  
cellular  carcinoma  in  both  developed  and  developing  
countries  [1–3].  The  global  prevalence  of  HCV  was 
 
 
 

Received 11 November 2009; accepted 19 January 2010; 

electronically published 17 March 2010.  
Reprints or correspondence: Dr Lia L. Lewis-Ximenez, Viral Hepatitis Laboratory, Oswaldo 

Cruz Institute, FIOCRUZ, Pavilha˜o Helio e Peggy Pereira, terreo, sala B09, Av Brasil 4365, 

Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil (lialewis.fiocruz@gmail.com).  
Clinical Infectious  Diseases    2010;50(9):1222–1230  
₃  2010 by the Infectious Diseases Society of America. All 

rights reserved. 1058-4838/2010/5009-0004$15.00  
DOI:  10.1086/651599 

estimated at 3%, with a total of 170 million persons 

infected worldwide; in the United States, nearly 2% of 

the population is infected [4–6].  
HCV infection may be self-limiting and can spon-

taneously resolve before proceeding beyond the acute 

phase or may persist, leading to chronic infection [1– 3]. 

Reported rates of spontaneous HCV resolution from 

longitudinal studies substantially vary, with estimates 

ranging from 10% to 60% [4, 7–13]. Approximately 80% 

of patients with self-limiting hepatitis experience HCV 

RNA clearance within 3 months of disease onset [14–16]. 

Persistent viremia beyond 6 months of infec-tion is 

usually associated with chronic evolution [1, 7, 9, 17]. 

The mechanisms responsible for the relatively 
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Table  1.    Individual  Patient  Characteristics 

 
This table is available in its entirety in the online 

version of Clinical Infectious Diseases 
 
high rate of chronicity in HCV infection are still poorly un-

derstood, although it has been speculated that disease outcome is 

determined by a complex virus-host interplay in the early phase of 

infection [18, 19]. 
 

Several host and viral factors, including type of exposure, HCV 

viral load, HCV genotype, sex, ethnicity, age, occurrence of 

disease symptoms, polymorphisms in the IL28B gene, and 

specific HLA alleles, have been associated with spontaneous viral 

clearance (SVC) [1–3, 11, 20–23]. However, given (1) widely 

heterogeneous study populations in previous investi-gations, (2) 

small sample sizes due to common difficulties in diagnosis of 

acute HCV infection, and (3) unstandardized def-inition of both 

acute HCV infection and SVC [24], conclusive epidemiologic 

data on predictors for SVC in acute HCV in-fection remain 

sparse. 
 

We present epidemiologic data and clinical characteristics of a 

cohort of 65 consecutive individuals with a well-defined di-

agnosis of acute HCV, acquired via various routes, prospectively 

followed up from the initial phase of disease in Rio de Janeiro, 

Brazil, from 1 January 2001 through 31 December 2008. We 

aimed to investigate the rate of SVC and to identify host and viral 

factors to predict a self-limiting or chronic evolution of HCV 

infection. 

 

METHODS 

 
Patients and definitions. In January 2001, the Viral Hepatitis 

Clinic at the Oswaldo Cruz Institute, FIOCRUZ, together with the 

Central Public Health Laboratory Noel Nutels, Rio de Ja-neiro, 

Brazil, initiated a screening program for the early di-agnosis of 

acute viral hepatitis. Patients referred to the clinic were either 

symptomatic (ie, jaundice and/or dark urine) with elevated 

alanine aminotransferase (ALT) levels or were asymp-tomatic 

with recent anti-HCV seroconversion. The latter con-sisted of 

regular blood donors or individuals with recent unin-tentional 

exposure to HCV-infected biological material. Among those who 

were symptomatic, initial visits included medical eval-uation and 

testing for serologic markers for viral hepatitis A, B, and C and 

leptospirosis along with ALT. Individuals with elevated ALT 

levels but no positive serologic test results were tested for 

hepatitis A virus RNA, hepatitis B virus DNA, and HCV RNA 

and underwent follow-up tests for all serologic markers to ex-

clude the possibility that they presented during the window pe-

riod between onset of viremia and seroconversion. Further testing 

for antibodies (IgM and IgG) against other hepatotropic viruses 

(cytomegalovirus, herpes simplex virus types 1 and 2, Epstein-

Barr virus, dengue, and hepatitis E virus) was performed. Ab- 

 
dominal ultrasonography was conducted in all patients as a com-

plementary diagnostic tool for possible advanced cases of chronic 

liver diseases, such as cirrhosis and portal hypertension. 
 

Diagnosis of acute or early HCV infection was based on the 

following established criteria [23–25]: (1) a positive anti-HCV 

antibody test result or HCV RNA polymerase chain reaction 

(PCR) assay result in a participant with a documented negative 

anti-HCV test result within the past year or (2) a positive anti-

HCV assay result in a participant with clinical hepatitis, de-

tectable serum HCV RNA, a serum ALT level 10 times the up-per 

limit of normal (32 U/L), and negative results of tests for hepatitis 

B surface antigen and hepatitis A IgM antibody or, in the absence 

of detectable HCV RNA, a history of high-risk ex-posure between 

1 and 3 months before clinical manifestation in HCV-seropositive 

patients. High-risk exposure was defined as medical (surgical 

interventions, any endoscopic procedures, be-ing in health units 

with intravenous access) or dental procedures, paraphernalia 

sharing among drug users, tattooing, and piercing. 
 

The date of HCV infection was estimated as the day of high-

risk exposure if available or, in the absence of this information, as 

either 6 weeks before the onset of symptoms in symptomatic 

patients [16, 23] or 6 weeks before seroconversion in asymp-

tomatic patients [23, 26]. Seroconversion was defined as a pos-

itive anti-HCV antibody test result or HCV RNA PCR assay 

result in a participant with a documented negative result of an 

anti-HCV test within the past year. The date of seroconversion 

was defined as the midpoint between the last anti-HCV negative 

test result and the first anti-HCV positive test result. 
 

Diagnoses were made by trained experienced physicians after 

evaluation of the patient’s clinical presentation and laboratory 

data. Patients were followed up prospectively with scheduled 

visits for clinical and laboratory evaluation weekly for the first 

month of prospective follow-up, every 2 weeks for the second and 

third months, monthly until 12 months, 4 times a year for the 

second and third year, 3 times a year for the fourth year, and at 

least once a year thereafter. Serial measurements of se-rum ALT, 

HCV RNA, and anti-HCV antibodies were per-formed. 

Epidemiologic data concerning risk factors were ob-tained during 

medical evaluation, and HCV testing was ex-tended to household 

members or sexual partners. Serial blood samples were drawn at 

each visit for biochemical and virologic evaluation and to 

evaluate cellular and humoral immune re-sponses. Patients who 

did not clear HCV RNA before the fourth month of follow-up 

were assigned to the public hospital for eventual antiviral therapy. 

Treatment protocols varied according to medication availability 

and clinician’s judgment. None of the study participants started 

antiviral treatment within the first 6 months after the estimated 

date of HCV infection. 
 

SVC was defined as undetectable HCV RNA level within the 

first 6 months of follow-up after the estimated date of infection 
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Table  2. Characteristics  of  the  Study Population   

   

  Patients 
Characteristics (n p 65) 
   

Total no. of HCV cohort, 2001–2008  73 
Eligible patients for analysis

a  65 
Follow-up, mean ₃  SD (median, range), months 47.6 ₃  28.6 (40.4, 7–108) 
Age, mean ₃  SD (range), years 45.7 ₃  12.4 (20–77) 
Female  40 (61.5) 
Race/ethnicity   

White  23 (35.4) 
Mixed  34 (52.3) 
Black  6 (9.2) 
Other  2 (3.1) 

Risk factor or mode of infection   

Medical procedure
b 32 (49.2) 

Unprotected sex 6 (9.2) 
HCV-positive partner 14 (21.5) 
Hemodialysis 8 (12.3) 
Other

c  5 (7.7) 
HCV genotype   

Type 1  50 (76.9) 
Type 2  4 (6.2) 
Type 3  9 (13.8) 
Type 4  1 (1.5) 

Disease symptoms
d 54 (83.1) 

Time to disease symptoms,
e
  mean ₃  SD (range), days 50.8 ₃  19.7 (19–129) 

Seroconversion
f 26 (40.0) 

Peak ALT level during acute phase,
g
  mean ₃  SD (median, range), U/L 1308 ₃  874 (1110, 65–3985) 

Peak level of anti-HCV antibodies during acute phase,
h
  mean ₃  SD   

(median, range), od/co 97.8 ₃  35.2 (93.5, 0.5–172.2) 
Viral load at first visit (median, range), copies/mL 8897 (0–400, 448–700) 
Antiviral treatment during acute phase (₃ 6 months from infection) 0 (0.0) 
Antiviral treatment during late follow-up (16 months from infection) 17 (25.0) 
Start treatment after infection, mean ₃  SD (median), months 17.5 ₃  9.8 (13.1) 
    

 
NOTE. Data are no. (%) of patients, unless otherwise indicated. ALT, alanine aminotransferase; HCV, hepatitis C virus; od/co, optical 

density–to–cutoff ratio; SD, standard deviation. 
a  

Patients with human immunodeficiency virus coinfection (n p 4 ), hepatitis B virus coinfection (n p1), heavy drinking 

(n p 1) pregnancy (n p1), and/or hepatotoxic medication use (n p1) were excluded. 
b   

Includes minor or major surgery, hospitalization, and/or blood transfusion. 
c 

 
Includes sharing of sharp personal items (n p3) and blood exposure (n p2). 

d
 Including jaundice and/or dark urine.  

e
 Calculated from the estimated date of infection.  

f 
Defined as a positive HCV antibody test or HCV RNA polymerase chain reaction assay result in a participant with a documented 

negative result on an anti-HCV test within the past year.  
g  

Within the first 6 months after the estimated date of infection.  
h  

Within the first 6 months after the estimated date of infection. Note that for hemodialysis patients (n p8), because of a delayed immune 
response, the first 8 months of follow-up were considered for the peak anti-HCV measure. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

with qualitative Cobas Amplicor molecular assays (lower de-

tection limit, 50 IU/mL) performed in serum in the absence of 

treatment. To sustain SVC classification, at least 2 additional 

consecutive test results indicating undetectable HCV RNA levels 

were required because intermittent viremia has frequently been 

observed in the early phase of HCV infection [12, 27]. The date 

of SVC was defined as the midpoint between the date of the first 

of 3 consecutive samples with undetectable HCV RNA 

 
levels and the date of the last sample with detectable HCV 

RNA levels. In the event that the first sample collected had 

unde-tectable HCV RNA levels, the date of SVC was 

estimated as the midpoint between the date of infection and 

the date of the first sample with undetectable HCV RNA 

levels [23, 25]. This study was approved by all participating 

institutional review boards, and signed informed consent was 

obtained from all participants. 
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Figure 1. Kaplan-Meier failure estimates of time to spontaneous viral clearance (SVC) in 65 patients with acute hepatitis C 

virus, Rio de Janeiro, Brazil, 2001–2008. CI, confidence interval. 
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Serum HCV RNA detection, quantification, genotyping, and 

serotyping. Serum samples were obtained from whole blood 

collected in tubes without anticoagulants and separated within 4 h 

of venipuncture, aliquoted, and stored at ₃ 80—C, except for 1 

vial that was used for determining ALT levels. Serum samples 

were tested for anti-HCV by the AxSYM HCV 3.0 microparticle 

enzyme immunoassay (Abbott Diagnostics). The qualitative 

determination of HCV RNA was performed by the Cobas 

Amplicor HCV test (detection limit, 50 IU/mL) and the 

quantitative determination through real-time PCR assay [28] 

(detection limit, 1000 copies/mL). Genotype was determined by 

using the INNO-Lipa HCV II assay (Bayer Diagnostics) or by 

HCV serotyping in patients with low or undetectable viral loads. 

HCV serotypes were determined using the Murex HCV 

Serotyping 1–6 assay (Abbott) [29]. To investigate possible 

transmission routes, we submitted suspected source and case 

serum samples to direct nucleotide sequencing of the NS5B 

region and analyzed them on an automatic sequencer (ABI Prism 

3100 Genetic Analyser; Applied Biosystems). 

 
Statistical analysis. Kaplan-Meier curves were used to es-

timate cumulative rates of SVC at 6 months after the estimated 

date of HCV acquisition. Univariate comparisons between pa-

tients with self-limiting and chronic HCV infection were per-

formed using the 2-tailed independent-samples t test for con-

tinuous variables and the x2 test and the Fisher exact test for 

categorical variables. To test for normal distribution of contin-

uous parameters, we used the Kolmogorov-Smirnov test. For 

skewed variables, logarithmic transformation was applied.  
Cox proportional hazards regression was used to estimate 

multivariate hazard ratios and their 95% confidence intervals 

(CIs) for the association of SVC with host and viral factors. 

Follow-up started at the estimated date of HCV infection and 

ended at the estimated date of SVC or at censoring (at day 180 

after the estimated date of infection). Sensitivity analyses were 

performed by estimating alternate HCV acquisition dates using  
(1) 60 days before symptom onset for symptomatic patients and 

(2) 6 weeks before the first positive antibody test result or 1 week 

before the first positive HCV RNA test result for asymp- 
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Table 3. Comparison of Baseline Demographic, Clinical, and Virologic Characteristics of Patients with 

Self-Limiting and Chronic Hepatitis C Virus (HCV) Courses, Rio de Janeiro, Brazil, 2001–2008 
 

 Patients with    

 self-limiting Patients with  

 infection chronic infection  

Characteristic (n p 29) (n p 36) P 
      

Age, mean ₃  SD (range), years 44.1 ₃  11.4 (25–73) 47.0 ₃  13.2 (20–77) .24 
Female 19 (65.5) 21 (58.3) .61 
Disease symptoms

a 29 (100.0) 25 (69.4) !.001 
Time to symptoms, mean ₃  SD (range), days 48.3 ₃  15.5 (19–89) 53.7 ₃  23.8 (24–129) .75 
Race/ethnicity      

White 10 (34.5) 13 (36.1) .51 
Mixed 17 (58.6) 17 (47.2)  

Black 2 (6.9) 4 (11.1)  

Other 0 (0.0) 2 (5.6)  

Risk factor or mode of infection      

Parenteral
b 18 (62.1) 27 (75.0) .29 

Sexual
c 11 (37.9) 9 (25.0)  

HCV genotype      

Type 1 22 (75.9) 28 (77.8) .18 
Type 2 0 (0.0) 4 (11.1)  

Type 3 5 (17.2) 4 (11.1)  

Type 4 1 (3.4) 0 (0.0)  

Seroconversion
d 8 (27.6) 18 (50.0) .08 

Peak ALT level during acute phase,
e
  mean ₃  SD (median), U/L 1397 ₃  800 (1224) 1236 ₃  937 (1008) .47 

Peak level of anti-HCV antibodies during acute phase,
f
  mean      

₃  SD (median), od/co 85.7 ₃  33.3 (86.7) 107.6 ₃  34.1 (109.0) .015 
Log viral load at first visit, mean ₃  SD (median), copies/mL 2.05 ₃  2.57 (0.0) 4.01 ₃  2.6 (4.3) !.01 
      

 
NOTE. Data are no. (%) of patients, unless otherwise indicated. Self-limiting infection was defined as a series of at least 3 negative HCV RNA test results within 6 

months after the estimated point of infection. Patients with detectable HCV RNA beyond 6 months after the estimated point of HCV infection were classified as having 
chronic disease. ALT, alanine aminotransferase; od/co, optical density–to–cutoff ratio; SD, standard deviation. 

a Including jaundice and/or dark urine.  
b Includes minor or major surgery, hospitalization, blood transfusion, blood exposure, and/or hemodialysis.  
c Includes unprotected sex and/or HCV-positive partner.  
d Defined as a positive HCV antibody test or HCV RNA polymerase chain reaction assay result in a participant with a documented negative result on an anti-HCV test 

within the past year.  
e Within the first 6 months after the estimated point of infection.  
f Within the first 6 months after the estimated point of infection. Note that for hemodialysis patients (n p8), because of a delayed immune response, the first 8 months of 

follow-up were considered for the peak anti-HCV measure.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

tomatic patients [23]. The proportional hazards assumption was 

checked using Schoenfeld residuals and visual inspection of the 

hazard plots. For metric data (including ALT, HCV RNA, and 

anti-HCV antibodies), we first computed adjusted hazard ratios 

with 95% CIs using the median value of the distribution as the 

cutoff point; in sensitivity analyses, we recalculated all results, 

retaining all metric data in continuous form. Two-sided P ! .05 

was considered statistically significant. All statistical analyses 

were conducted using SPSS statistical software, ver-sion 15.0 

(SPSS) statistical software. 

 
RESULTS 
 
Patient characteristics. Individual patient characteristics de-

tailing the course of 65 consecutive patients with acute HCV 

infections in Rio de Janeiro, Brazil, diagnosed from 2001 through 

 

2008 are listed in Table 1. An additional 8 patients were excluded 

from the present analysis because they had been identified with 

human immunodeficiency virus coinfection (n p 4), hepatitis B 

virus coinfection (n p 1), heavy drinking (n p 1), pregnancy (n p 

1), and/or hepatotoxic medication use (n p 1).  
Median follow-up after the estimated point of HCV acqui-

sition to the last available HCV RNA measurement was 40.4 

months (Table 2). Forty women (61.5%) and 25 men (38.5%) 

comprised the study cohort. The mean age at HCV infection was 

45.7 years (range, 20–77 years). The major risk factor or source 

of HCV infection was undergoing medical procedures (including 

hospitalization, minor or major surgery, and/or blood transfusion) 

(49.2%), providing a precise putative date of infection. Other 

sources of HCV infection were having an HCV-positive partner 

(21.5%) or undergoing hemodialysis 
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Table 4. Demographic, Clinical, and Virologic Factors Associated with 

Spontaneous Viral Clearance (SVC) in 65 Patients with Acute Hepatitis C 

Virus (HCV), Rio de Janeiro, Brazil, 2001–2008 
 

  Proportion (%) Multivariate  

  of patients who hazard ratio for  

Characteristic
a experienced SVC

b SVC (95% CI)
c P 

Age     

₃ 44 years 11/32 (34.4) 1.00  

!44 years 18/33 (54.5) 1.52 (0.61–3.77) .37 
Sex     

Male  10/25 (40.0) 1.00  

Female  19/40 (47.5) 1.35 (0.57–3.21) .50 
Mode of infection    

Parenteral 18/45 (40.0) 1.00  

Sexual  11/20 (55.0) 1.05 (0.43–2.56) .92 
Seroconversion

d    

Yes  8/26 (30.8) 1.00  

No  21/39 (53.8) 1.96 (0.65–5.92) .23 
Peak ALT level

e    

!1110.5 U/L 14/32 (43.8) 1.00  

₃ 1110.5 U/L 15/31 (48.4) 1.03 (0.43–2.50) .95 
Peak level of anti-HCV antibodies

f    

₃ 93.5 od/co 9/30 (30.0) 1.00  

!93.5 od/co 18/30 (60.0) 2.62 (1.11–6.19) .028 
Log viral load first visit    

₃ 3.95 copies/mL 10/32 (31.3) 1.00  

!3.95 copies/mL 19/33 (57.6) 1.33 (0.56–3.18) .52 
  

NOTE. ALT, alanine aminotransferase; CI, confidence interval; od/co, optical density–to–cutoff ratio.  
a For continuous covariables, the median value of the distribution was used as the cutoff.  
b SVC was defined as a series of at least 3 negative HCV RNA results within 6 months after the estimated point of 

infection. Patients with detectable HCV RNA beyond 6 months after the estimated point of HCV infection were classified 
as having chronic disease.  

c Estimated from Cox proportional hazards regression analyses adjusted for all patients characteristics.  
d Defined as a positive HCV antibody test or HCV RNA polymerase chain reaction assay result in a participant with a 

documented negative result on an anti-HCV test within the past year.  
e Within the first 6 months after the estimated date of infection.  
f Within the first 6 months after the estimated date of infection. Note that for hemodialysis patients (n p 8), because of 

a delayed immune response, the first 8 months of follow-up were considered for the peak anti-HCV measure.  
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(12.3%). During the first 6 months of follow-up, 54 (83.1%) of 

the 65 patients experienced disease symptoms (including jaundice 

and/or dark urine); the mean time from the estimated date of HCV 

infection to onset of disease symptoms was 50.8 days (range, 19–

129 days). Genotype 1 was predominant among the group 

(76.9%), followed by genotype 3 (13.8%) and ge-notype 2 

(6.2%). Median viral load at first clinical presentation was 8897 

copies/mL (range log10, 0–8.60 copies/mL). Peak ALT and peak 

anti-HCV antibody levels during the first 6 months of follow-up 

ranged from 65 to 3985 U/L and from 0.5 to 172 optical density–

to–cutoff ratio [od/co], respectively (Table 2).  
Spontaneous HCV clearance. The cumulative rate of SVC 

within the first 6 months of follow-up was 44.6% (95% CI, 

32.3%–57.5%; Figure 1). The median time to SVC was 106 days 

(range, 37–170 days). An additional 7 patients (10.8%) with 

persistent or intermittent viremia during the first 6 months 

 
of follow-up cleared the virus during later follow-up, of whom 5 

cleared from 6 to 12 months and 2 from 2 to 3 years (Table 1). 

However, those patients were not classified as spontaneous HCV 

clearers but censored at day 180 in our statistical models.  
Predictors of spontaneous HCV clearance. Patients with a 

self-limiting course of HCV infection experienced disease 

symp-toms more frequently (100% vs 69.4%; P ! .001), had 

lower peak levels of anti-HCV antibodies during the first 6 

months of follow-up (median, 86.7 vs 109.0 od/co; P p .015), 

and had lower viral loads at first clinical presentation (median, 

0.0 vs 4.3 log10 copies; P p .01). No statistically significant 

differences were found in other host and/or viral factors, 

including age (P p .24), sex (P p .61), risk factors (P p .29), 

seroconversion (P p .08), peak ALT level (P p .47), and HCV 

virus genotype (P p .18) between the groups (Table 3).  
In  multivariate  regression analysis, including all the patient 
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Figure 2. Kaplan-Meier failure estimates of spontaneous viral clearance (SVC) according to peak anti–hepatitis C virus (HCV) antibodies 

within the first 6 months of follow-up in 65 patients, Rio de Janeiro, Brazil, 2001–2008. Note that the median value of the distribution (95.05 

optical density– to–cutoff ratio [od/co]) was used as the cutoff. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

characteristics as covariates, only peak anti-HCV level during the 

first 6 months of follow-up was independently related to SVC; the 

hazard ratio for low level of anti-HCV antibodies (!93.5 od/co) 

compared with high level of anti-HCV antibodies (₃ 93.5 od/co) 

was 2.62 (95% CI, 1.11–6.19; P p .028; Table 4 and Figure 2). 

Exclusion of patients undergoing hemodialysis did not change our 

findings in any notable way (Table 5).  
When using alternate HCV acquisition dates in sensitivity 

analysis, simultaneously modeling log viral load, peak ALT lev-

el, and peak anti-HCV antibody level as continuous variables in 

our regression runs, peak level of anti-HCV antibodies dur-ing the 

first 6 month of follow-up remained an independent predictor for 

SVC; the hazard ratio per anti-HCV antibody unit increase was 

0.98 (95% CI, 0.97–0.99; P p .03; Table 6). 
 
DISCUSSION 
 
Our study presents epidemiologic data from a series of 65 in-

dividuals with a well-documented diagnosis of acute HCV in- 

 
fection who were prospectively followed up from the initial 

phase of disease in Rio de Janeiro, Brazil. To our knowledge, 

this is the largest such set of patients described from South 

America.  
Our data confirm spontaneous viral resolution to occur in a 

considerable percentage of patients. Similar to our estimate of 

44.6%, Sharaf Eldin and coworkers [25], from a symptomatic 

cohort of patients with acute HCV in Egypt, recently reported a 

rate of SVC at 6 months equaling 41.5%. Notably, the clear-ance 

rate of 44.6% reported in the present study may be an 

underestimate because spontaneous HCV resolution may ex-tend 

beyond the 6-month period, as previously shown [11] and also 

observed in our population. Santantonio and colleagues [18] from 

an Italian cohort of 40 patients with community-acquired acute 

HCV infection reported a rate of SVC of 30%. In contrast, Wang 

and coworkers [23] and Page and coworkers [30], from 2 distinct 

US cohorts, reported rates of SVC of 18% and 20%, respectively. 

However, in those cohorts most partic 
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Table  5.    Demographic, Clinical, and Virologic  
Factors   Associated   with   Spontaneous   Viral  
Clearance  (SVC),  after  Excluding 
Hemodialysis Patients, Rio  de  Janeiro,  Brazil, 
2001–2008 

 
This table is available in its entirety in the online 

version of Clinical Infectious Diseases 
 
ipants were asymptomatic and/or injection drug users, possibly 

explaining the lower rates of SVC compared with the findings of 

the present study of predominantly symptomatic females. Both 

female sex and disease symptoms have been shown to be 

associated with favorable outcome in acute HCV infection [11].  
There are some specifics of our cohort that are noteworthy. 

First, because patients were referred to our clinic on the account 

of a suspicion of possible acute hepatitis, they might not repre-

sent the overall spectrum of disease that is mostly asymptomatic; 

however, the inclusion of both symptomatic and asymptomatic 

patients minimizes the likelihood of possible referral bias. 

Second, more than 20% of patients had sexual partners who were 

iden-tified as having HCV infection during the study period. HCV 

RNA was detected in 13 of 14 sexual partners, all of whom 

shared the same HCV genotype. The only sexual partner who had 

un-detectable HCV RNA was also in the acute phase of HCV in-

fection and had cleared the virus spontaneously.  
In univariate analysis, we observed that symptomatic infec-

tion and low viral load at first clinical presentation were both 

associated with higher rates of SVC, whereas we found no 

association for age, sex, race, peak ALT level, mode of HCV 

transmission, and/or HCV genotype. Similarly, in the Italian 

cohort [18], older age and jaundice were predictive of reso-

lution, whereas there was no correlation with other host or 

viral factors. In a series of 12 patients with acute HCV in-

fection, Hofer and colleagues [16] previously observed lower 

baseline viral loads in those in whom the virus spontaneously 

cleared compared with chronically infected persons (171,451 

₃  66,421 IU/mL vs 396,759 ₃  227,311 IU/mL); however, 

likely be-cause of poor statistical power, this difference did 

not reach statistical significance. The authors further report 

that serial ALT measurements failed to discriminate patients 

with SVC from those developing chronic infection [16].  
In our multivariate regression runs, low peak level of anti-HCV 

antibodies during the first 6 months of follow-up was the only 

significant predictor for SVC, persisting after exclusion of 

hemodialysis patients and under different modeling strate-gies. To 

date, there is little information on the timing, mag-nitude, 

specificity, and clinical relevance of the antibody re-sponse to 

acute HCV infection [26]. Unlike other viral infec-tions in which 

the humoral response has a major role in viral clearance, 

antibodies are relatively delayed in HCV and ineffec-tive because 

of rapid mutation in targeted antibody epitopes [31]. Even though 

the humoral immune response seems insufficient for viral 

clearance or protection against additional infec-tion, it might play 

a role in containing viral replication and modulates chronic 

disease [32]. Descriptive trends for humoral immunity have been 

observed previously, suggesting decreases or even loss of 

antibodies over time in recovered chimpanzees and human 

subjects, different from what is observed in long-term carriers, 

who seem to maintain or even increase their levels of circulating 

HCV antibodies [26, 33–35]. Consistently, Huang and colleagues 

[36] in a cross-sectional study reported an inverse correlation 

between the signal-cutoff antibody ratio with HCV viremia, and 

Lu et al [37] described persistently low signal-cutoff ratios in 18 

patients with spontaneous viral resolution, suggesting that signal-

cutoff ratios might not increase significantly in those who 

spontaneously recover. The absence or loss of HCV antibody in 

patients who have cleared the virus is most likely due to the lack 

of antigenic stimulation to induce detectable antibody pro-duction 

after resolution of infection. Studies in chimpanzees have already 

shown that low-dose inoculums may be ineffective in inducing 

detectable HCV antibodies and once challenged with higher doses 

will seroconvert, but antibodies are short-lived in the absence of 

viremia [38]. 
 

This study has some potential limitations. First, the sample 

size, although relatively large compared with other investiga-

tions, was insufficient to obtain precise estimates under some of 

our analytic strategies, including the examination of possible 

interaction among the single predictors. Second, because of the 

absence of asymptomatic patients in the group with self-lim-iting 

HCV infection, we were unable to estimate multivariate risk 

ratios for the effect of disease symptoms on SVC. Finally, in 

some patients the date of HCV infection had to be estimated on 

the basis of established criteria because the exact date of high-risk 

exposure was not available. However, sensitivity anal-ysis using 

alternate infection dates yielded similar estimates, suggesting that 

the impact of this limitation is negligible.  
In summary, data from the present longitudinal study con-firm 

that spontaneous viral resolution occurs in a relatively large 

proportion of patients with symptomatic acute HCV in-fection. 

Different from previous studies that have already qual-itatively 

described profiles of humoral immune response during the acute 

phase of infection, we here identified low antibody values as a 

statistically significant predictor for early viral clear-ance. 

Although our findings need to be confirmed in other populations, 

they underline that time for SVC should be con- 
 

Table 6. Factors Associated with 

Spontane-ous Viral Clearance (SVC) in 65 

Patients with Acute Hepatitis C Virus (HCV) 

Infection, Using Alternate HCV Acquisition 

Dates, Rio de Ja-neiro, Brazil, 2001–2008 
 

This table is available in its entirety in the online 

version of Clinical Infectious Diseases 
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sidered before antiviral treatment is initiated, particularly 

in symptomatic patients with low anti-HCV antibody 

levels in the early phase of disease. 
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Abstract 
 

Background: The anti-HCV antibody response has not been well characterized during the early phase of 

HCV infection and little is known about its relationship to the clinical course during this period.  
Methods: We analyzed serial anti-HCV antibodies longitudinally obtained from a prospective cohort of 65 

patients with acute HCV infection by using a microparticle enzyme immunoassay AxSYM HCV 3.0 

(Abbott Diagnostics) during the first 12 months from HCV acquisition in Rio de Janeiro, Brazil. 

Spontaneous viral clearance (SVC) was defined as undetectable HCV RNA in serum, in the absence of 

treatment, for three consecutive HCV PCR tests within 12-months of follow-up. 
 

Results: Baseline antibody values were similar among patient groups with self-limiting HCV evolution (n = 34) and 

persistent viremia (n = 31) [median (interquartile range) signal/cut-off ratio (s/co) 78.7 (60.7-93.8) vs. 93.9 (67.8-

111.9), p = 0.26]. During 12-months follow-up, patients with acute spontaneous resolving HCV infection showed 

significantly lower serial antibody response in comparison to individuals progressing to chronic infection [median 

(interquartile range) s/co 62.7 (35.2-85.0) vs. 98.4 (70.4-127.4), p < 0.0001]. In addition, patients with self-limiting 

HCV evolution exhibited an expeditious, sharp decline of serial antibody values after SVC in comparison to those 

measured before SVC [median (interquartile range) s/co 56.0 (25.4-79.3) vs. 79.4 (66.3-103.0), p < 0.0001]. 
 

Conclusion: Our findings indicate a rapid short-term decline of antibody values in patients with 
acute spontaneous resolving HCV infection. 

 
 
Background  
Acute hepatitis C virus (HCV) infection accounts for 

approximately 20% of cases of acute hepatitis today, with 

an estimated 30,000 to 40,000 new cases occurring every 

year in the United States alone. Worldwide at least 170 

million individuals are chronically infected with HCV  [1- 

4]. The natural history of HCV infection is heterogeneous 

and incorporates a range of prognostic determinants  [1- 

6]. Untreated, acute HCV infection 
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progresses to chronic infection in 50-80% of patients  [7- 

9]. Rates of spontaneous HCV resolution (SVC) reported 

from prospective studies substantially vary, with 

estimates ranging from 10 to 60%  [2- 6,10,11].  
As acute HCV infection is clinically inapparent in most 

cases, longitudinal data on the natural course of early 

disease remain sparse  [12] with the immunologic 

correlates of spontaneous recovery being poorly under-

stood  [13]. While antibodies detected by commercially 

available tests, have been widely used for diagnosing 

HCV infection, there is little information on the timing, 

magnitude, specificity and clinical relevance of the anti-

body dynamics during acute HCV infection, and its rela-

tion to short-term disease outcome widely remains 
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unclear  [1,2,14- 19]. We here present detailed 12-month 

follow-up data on serial antibody values in a Brazilian 

cohort of 65 patients with acute HCV infection, fol-lowed 

prospectively from the initial phase, between 2001 and 

2009. We compared longitudinal patterns of anti-body 

ratios between individuals with self-limiting acute HCV 

evolution and patients progressing to chronic infection. 
 
Methods  
We have recently published the results of an acute HCV 

cohort in Rio de Janeiro, Brazil  [20], which showed an 

independent relationship of peak anti-HCV antibody 

levels and disease outcome. However, in this study we 

extended the study prospectively to 12 months and used 

serial anti-HCV antibody ratios obtained from a com-

mercial microparticle enzyme immunoassay (MEIA) 

AxSYM HCV 3.0 (Abbott Laboratories) and serial quali-

tative HCV RNA detected by the Cobas Amplicor 

Monitor HCV test (Roche Diagnostics) for analysis. 

Patients who did not clear HCV RNA during early fol-

low-up were referred for antiviral therapy. Six of the 

patients in the present study underwent antiviral treat-

ment within the first 12 months from infection and their 

anti-HCV antibody ratios were not considered for analysis 

during and after the treatment period. A more detailed 

description of the program methodology and study cohort 

has been reported previously  [20].  
This study was approved by the Research on Human 

Subjects Ethics Committee of the Oswaldo Cruz Foun-

dation as well as the Brazilian National Research Ethics 

Commission. Signed informed consent was obtained from 

all participants. 
 
Laboratory Methods  
Following diagnosis of acute HCV infection, samples were 

obtained from study participants at approximately every two 

weeks for the first, second and third month and then monthly 

from the fourth month to one year between 2001 to 2009. 

Overall 85% of scheduled blood draws were obtained. Serum 

samples obtained serially were aliquoted for serological and 

molecular testing and stored at -80°C. Samples were thawed 

only once for laboratory testing. Repeat tests were performed for 

anti-HCV antibody testing or HCV RNA detection on separate 

samples obtained at the same time point. Anti-HCV antibody 

testing results were obtained from ratios between sample 

absorbance and the calculated cut-off for each sample (s/co) 

with the auto-mated MEIA AXSYM HCV 3.0. The qualitative 

determina-tion of HCV RNA was carried out by the Cobas 

Amplicor Monitor HCV test (Roche Diagnostics) which has a 

detec-tion limit of 50 IU/ml. First time samples that were HCV 

RNA undetectable by the Cobas Amplicor Monitor were 

retrospectively reevaluated by the VERSANT HCV RNA 

 
Qualitative Assay (TMA) (Siemens Healthcare 

Diagnostics) with a lower detection limit of 9.6 IU/ml. 
 
Definitions  
Diagnosis of acute HCV infection was based upon pre-

viously established criteria  [10,11,21]: (1) a positive anti-

HCV antibody or HCV RNA result in a patient with a 

negative anti-HCV test result within the past year, or (2) a 

positive anti-HCV and HCV RNA result in a patient with 

clinical hepatitis, ALT levels 10 times the upper limit of 

normal (32 U/L); or, (3) in absence of detectable HCV 

RNA, history of high-risk exposure between 1 and 3 

months prior to clinical manifestation in anti-HCV 

seropositive patients. Further details on the diagnosis of 

acute HCV infection is described elsewhere  [20]. To 

estimate the date of HCV infection the day of high-risk 

exposure was used, or, when unavailable, as either 6 

weeks before the onset of symptoms in symptomatic 

patients  [7,10], or 6 weeks before seroconversion in 

asymptomatic patients  [10,15].  
Spontaneous viral clearance (SVC) was defined as 

undetectable HCV RNA in serum within the first 12 

months of follow-up after the estimated date of infec-tion, 

in the absence of treatment. Since oscillations in HCV 

RNA detection are frequently observed in the early phase 

of HCV infection, two additional consecutive negative 

HCV RNA test results were required to sustain SVC 

classification  [22,23]. The midpoint between the date of 

the first of three consecutive RNA-negative sam-ples and 

the date of the last positive HCV RNA was used as the 

estimated date of SVC. For six patients with undetectable 

HCV RNA in the first sample collected, the date of SVC 

was estimated as the midpoint between the date of 

infection and the date of the first undetect-able HCV 

RNA sample  [10,11]. 
 
Statistical Analysis  
Inter-individual differences in baseline antibody values 

(i.e. measurements at first visit) and median antibody 

values during prospective 12-months follow-up between 

patients with self-limiting and chronic HCV evolution 

were assessed using independent samples t-test. Serial 

patterns of longitudinal antibody values between patient 

groups were analyzed by means of linear mixed-effects 

regression models, utilizing intra-individual differences 

and multiple measurements per patient over time. Two-

sided p-values < 0.05 were considered statistically signif-

icant. All analyses were performed using STATA 10.0 

and SAS 9.1 statistical software. 
 
Results  
Patient characteristics  
40 women (61.5%) and 25 men (38.5%) comprised the 

cohort eligible for analysis. Mean age at HCV infection 
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was 45.7 years (range, 20-77 years). 54/65 patients 

(83.1%) experienced disease symptoms (including jaun-

dice and/or dark urine) during follow-up. During the 12-

month follow-up 439 serial antibody measurements were 

obtained (median per patient 6.0, range 1-16). Antibody 

values were approximately normally distribu-ted, with a 

sample absorbance/cut-off ratio (s/co) ran-ging from 0.4 

to 185.6. After 12 months of follow-up, 34/65 patients 

(52.3%) had spontaneously recovered from acute HCV, 

including 5 with clearance after six months of follow-up. 

A detailed comparison of sociode-mographic and clinical 

characteristics between indivi-duals with acute 

spontaneous resolving HCV infection and patients‘ 

progression to chronic infection has been previously 

reported by our group  [20]. 
 
Longitudinal Antibody Response and Spontaneous HCV 

Clearance  
Baseline antibody ratios were similar among patient 

groups with self-limiting HCV evolution (n = 34) and per-

sistent viremia (n = 31) [median (interquartile range - 

IQR) s/co ratio 78.7 (60.7-93.8) vs. 93.9 (67.8-111.9), p = 

0.26, Table  1]. Compared to patients with persistent vire-

mia, patients with self-limiting HCV evolution had 

signifi-cantly lower median and serial antibody ratios 

[105.5 s/co (IQR 75.4-123.6) vs. 66.2 s/co (IQR 47.8-

79.5), p < 0.0001, and 98.4 s/co (IQR 70.4-127.4) vs. 62.7 

s/co (IQR 35.2-85.0), p < 0.0001, Table  1]. In addition, 

patients with self-limiting HCV infection showed a 

significant and sharp decline of serial antibody ratios after 

SVC [79.4 s/co (IQR 66.3-103.0) before SVC vs. 56.0 

s/co (IQR 25.4-79.3) after SVC, p < 0.0001, Table  1]. 
 
Discussion  
We present the antibody dynamics during the initial phase 

of disease in 65 individuals with acute HCV infec-tion, 

prospectively followed in Rio de Janeiro, Brazil. 

Although different profiles of long-term humoral immune 

response between spontaneous clearers and chronic 

carriers have previously been described in HCV 

 
infection  [13,17- 19,24,25], the dynamics of humoral 

responses during the acute phase of infection are less well 

documented due to the fact that acute HCV cohorts and 

prospective data from the early phase of disease are rare  

[12]. Our previous study had demon-strated that low 

levels of anti-HCV are predictive of spontaneous viral 

clearance in the acute phase of infec-tion in patients 

followed during a 6-month period. This study, however, 

in extending the study to a 12-month time period, 

identified an additional 5 cases of SVC and shows that 

longitudinal antibody response may be used as a predictor 

of spontaneous viral during early phase of HCV infection 

when rapid declines in anti-HCV antibo-dies occur. From 

a clinical standpoint, two or more serial values may be 

more feasible than examining peak antibody values  [20] 

as a discriminator of outcome.  
Takaki and colleagues  [13] analyzed the HCV-specific 

humoral immune responses in patients infected with HCV 

over an 18-20 year course of infection after docu-mented 

exposure and found that a large number of patients with 

viral clearance tested negative for anti-HCV antibodies. 

Messick and colleagues  [24] studied a cohort of 

haemophiliacs exposed to HCV infection and observed 

significant decrease in anti-HCV antibody ratios in 

patients with viral clearance when compared to those with 

persistent viremia over a period of 15 years. Lu and co-

workers  [25], described persistently low anti-body s/co 

ratios in subjects with spontaneous viral reso-lution, 

suggesting that antibody ratios might not rise significantly 

in those who spontaneously recover.  
It has been speculated that the partial or total loss of anti-HCV 

antibodies in immunocompetent patients that have 

spontaneously recovered from HCV may be attrib-uted to the 

lack of HCV antigen that would sustain anti-body levels  

[24,26]. Studies in chimpanzees have already shown that low 

doses of HCV inoculum may promote cellular immune 

responses in chimpanzees but rarely produce detectable viremia 

or seroconversion  [27]. Cross-sectional studies have 

additionally demonstrated that indeterminate and weak antibody 

reactivity are each 

 
Table 1 Anti-HCV antibodies (s/co) during first 12 months of follow-up in 65 patients with acute HCV infection, 

stratified according to viral clearing status, Rio de Janeiro, Brazil, 2001-2009
a
 

Anti-HCV Antibodies (s/co)   SVC
b
  (n = 34)   Non-SVC (n = 31) p-value SVC vs. p-value before 

       Non-SVC SVC vs. after SVC 
        

  Total Before SVC After SVC    
         

At Baseline/First Visit 78.7 (60.7-93.8) n.a.
c  n.a. 93.9 (67.8-111.9) 0.26 n.a. 

Median during follow-up 66.2 (47.8-79.5) 71.0 (55.8-80.0) 55.1 (17.9-71.8) 105.5 (75.4-123.6) <0.0001 0.04 
Serial during follow-up

d 62.7 (35.2-85.0) 79.4 (66.3-103.0) 56.0 (25.4-79.3) 98.4 (70.4-127.4) <0.0001 <0.0001  
a  

Data given as median (interquartile range).  
b 

Spontaneous Viral Clearance (SVC) was defined as a series of at least 3 negative HCV RNA results within 12 months after the estimated point of infection. 
c 

n.a. denotes not applicable. 
d 

All anti-HCV antibody measures per patient during the first 12 months from the estimated date of infection were considered and weighted equally. P-

value for group comparison calculated from linear-mixed effects regression. 
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important predictors of absence of HCV viremia  [28]. 

Our data provide additional information regarding the 

timing of emergence of this antibody pattern, showing 

that the HCV-specific humoral immune response declines 

early after clearance, once antigenic stimulus is removed. 
 

Our study does have potential limitations that should be 

considered. First, patients in our cohort were predomi-nantly 

symptomatic and of female sex, with both charac-teristics 

previously being shown to be associated with favourable 

outcome in acute HCV infection  [6]. Second, exact date of 

exposure was not available for all patients and had to be 

estimated on the basis of established cri-teria. However, 

sensitivity analyses previously conducted by our group  [20] 

indicated that the impact of this limita-tion is negligible. Finally, 

sample size eligible for the pre-sent analyses was relatively 

small and time periods between prospective follow-up visits and 

numbers of serial antibody measures varied among study 

participants, preventing us from evaluating antibody responses 

at uni-form time points for all patients during follow-up. 
 
 
Conclusions  
Our data indicate a rapid short-term decline of antibody 

values in patients with acute spontaneous resolving HCV 

infection, with the dynamics of this decline being 

significantly faster than previously appreciated. These 

findings suggest that HCV antibody testing performed 

years after infection might be less reliable than currently 

thought as a marker for HCV exposure, with underesti-

mation of the rate of HCV infection and spontaneous 

clearance. Serial anti-HCV antibody ratio measurements 

may also distinguish outcome and could be useful for 

prognosis in settings where HCV RNA testing is una-

vailable or constrained by resource limitations. 
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