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RESUMO

DETECCAO E GENOTIPAGEM DO VIRUS DA HEPATITE C (VHC» EM
rOK1ADORES DO ANTICORPO ANTI-VHC Na CivabDE DO SALVADOR-bA.
LUCIANO KALABRIC SILVA. O VHC ¢ um virus RNA (VHC-RNA; hepatotropico
associado com um alto risco a cronifica¢lo, cirrose ¢ carcinoma hepatocelular. Nos dltimos
anos, técnicas moleculares para a detecgio do VHC-RNA e a genotipagem t€m se tornado
ferramentas indispensdveis para a avaliagio de pacientes com hepatite cronica C. Com o
objetivo de verificar a positividade do VHC-RNA em portadores do anticorpo anti-VHC ¢
determinar os genétipos do VHC nesta populagdo, entre maio ¢ setembro de 1997, 127
portadores do anti-VHC pelo método ELISA de 2%/3% geracdo, atendidos no Servigo de
Hepatologia do HUPES/UFBA, foram randomizados para o estudo. Apds consentimento
informado, foram obtidas amostras de sangue para os ensaios moleculares ¢  dados
demogrificos e laboratoriais mediante entrevista e consulta dos prontudrios. O VHC-RNA foi
detectado no soro pela técnica da RT-PCR utilizando-se primers deduzidos da 5° NCR sendo
confirmados por Southern blot ¢ hibridizacdo com sonda marcada com **P. Nas amostras
VHC-RNA positivas foi realizada a genotipagem pela técnica da RT-PCR, utilizando-se
primers gendtipo-especificos la, 1b, 2, 3a e 4 deduzidos da regido do core. Neste estudo, 0
VHC-RNA foi detectado em 65.4 % (83/127) das amostras testadas. A positividade do VHC-
RNA foi mais significante cntre os individuos com alteragdes nos niveis de TGO/TGP séricas,
acompanhados no periodo de 6 meses do inicio da admissdo no servico (p < 0,05). A
distribui¢ao genotipica foi 24,1 % do subtipo la, 38,6 % do subtipo 1b, 3,6 % do tipo 2,
21,7 % do subtipo 3a, ¢ 12,0 % de gendtipos mistos. Portanto, a positividade do VHC-RNA
no soro de portadores do anti-VHC selecionados no Servigo de Hepatologia do HUPES-
UFBA foi de 65,4 %. Na Bahia, predomina o genétipo 1 (62,7 %) seguido do 3 (21,7 %) e 2
(3,6 %).



ABSTRACT

DETECTION AND GEMOTYPING OF THE HEPATITIS C VIRUS (HCV) IN ANTI-VHC
ANTIBOpY CARRIERS FROM SALVADOR-BA. LUCIANO KALABRIC SILVA. HCV
is an hepatotropic RNA virus (HCV RNA) associated with chronic liver disease, cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. In the last few years, the development of molecular methods to
detect HCV RNA and perform genotyping have become indispensable in the evaluation of
patients with chronic hepatitis C. The objectives of this study included (1) to test for the
presence of HCV RNA in anti-HCV antibody carriers and (2) to determine the genotypes of
HCV in this population. Between May and September of 1997, 127 carriers attending in the
hepatology service of the HUPES/UFBA, who tested positive by anti-HCV ELISA (2"%/3"
generation), in at least two tests, were selected for this study. After informed consent, blood
samples were obtained for molecular assays and the patients were interviewed to obtain
demographic data. Data from laboratory tests were obtained from the patients' records. HCV
RNA was detected in serum by RT-PCR using primers designed from the 5' NCR sequence.
The presence of HCV RNA was confirmed by Southern blot hybridization with a **P-labelled
probe. In HCV RNA positive samples, genotyping was performed by RT-PCR using
genotype-specific primers deduced from the core regions of genotypes la, 1b, 2, 3a and 4.
HCV RNA was detected in 65,4 % (83/127) of the samples tested. HCV RNA positivity was
associated with ALT/AST alterations in the period of 6 months following registration in the
hepatology service (p < 0,05). The genotype distribution was 24,1 % subtype la, 38,6 %
subtype 1b, 3,6 % type 2, 21,7 % subtype 3a, and 12,0 % of mixed genotype. So, HCV RNA
positivity in circulating serum was 65,4 % among anti-HCV antibody positive patients
selected in the hepatology service of the HUPES-UFBA. In Bahia, genotype 1 was most
prevalent (62,7 %), followed by genotype 3 (21,7 %), with few genotype 2 isolates (3,6 %).



1 INTRODUCAO

Atualmente, seis agentes virais identificrdos com tropismo hepdtico causam
hepatites (virus hepatotrépicos). Conforme foram sendo methor caracterizados, tanto na sua
biologia quanto na evolugdo das formas clinicas, foram designados através das letras do
alfabeto em: A, B, C. D, E ¢ G. Com excegdo dos virus C e G que pertencem a mesma
familia, os demais virus sdo distintos e ndo demonstram qualquer homologia quanto a familia
e o ciclo evolutivo. Todos podem induzir hepatite aguda, mas somente quatro deles, o B, C, D
e G, podem induzir a uma infecgdo cronica. Na fase aguda, as hepatites virais sdo muito
similares, ndao podendo ser, confiavelmente, distinguidas apenas por caracteristicas clinicas ou
pela histologia.

O presente trabalho teve como principal objetivo determinar a positividade do
genoma viral (VHC-RNA) em portadores do anticorpo contra o VHC (anti-VHC) e genotipar
os isolados encontrados. Para tanto, foi necessario a padronizacio de duas técnicas
inexistentes em nosso meio. A primeira delas, baseia-se na detec¢ao do RNA circulante no
soro pela extragdo deste dcido nucléico e RT-PCR utilizando-se primers deduzidos de regides
conservadas do virus. Esta técnica € considerada padrdo-ouro para a confirmagio do
diagnostico soroldgico. além de ser utilizada no acompanhamento de pacientes sob tratamento
com drogas antivirais para se avaliar a eficiéncia do medicamento na eliminagdo da viremia.
A segunda, utilizada para a identificagdo molecular dos diferentes tipos e subtipos do VHC,
permite avaliar a influéncia dos gendtipos do VHC na evolugio clinica da doenga e resposta

terapéutica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HEPATITES VIRAIS

2.1.1 Virus da Hepatite A (VHA)

O VHA pertence a familia Picornaviridae, por apresentar um pequeno genoma
RNA de fita simples de 7,5 Kb de tamanho. Seu genoma ¢ linear, de polaridade positiva,
possuindo uma cauda poli-A na regido 3’ terminal, semelhante as moléculas de RNAm de
eucariontes. Como conseqiliéncia, o genoma do VHA € capaz de servir como molde para a
tradugdo de proteinas especificas do virus imediatamente apds a infeccdo, ndo dependendo de
replicagdo ou transcri¢io viral (MILLER, 1991).

O VHA € um virus desprovido de envelope, transmitido pela via oral-fecal. A
hepatite pelo VHA tem um quadro clinico extremamente variado, desde a auséncia ou poucos
sintomas a, raramente, formas fulminantes. A infec¢io € auto-limitada, ndo existindo
evidéncias de infec¢do cronica ou latente. Além disso, ndo se tém relatos de carcinoma
hepatocelular associados especificamente a infeccio pelo VHA.

Sua distribuicio € cosmopolita, caracteriza-se quase que como uma doenca
universal entre criangas em paises subdesenvolvidos (QUEIROZ e cols., 1995a; 1995b),
muito embora também seja causa freqiliente de doenca esporddica ou epidémica, em paises
mais industrializados (HADLER, 1991). Em Salvador, BORGES (1985) demonstrou uma
prevaléncia de 97.4 % do anticorpo IgG contra o VHA (anti-VHA IgG) em mulheres
gestantes de baixo poder aquisitivo (idade média de 25,6 anos). Consecutivamente, em Sio
Paulo, PANNUTI e cols. (1985) demonstraram o anti-VHA IgG estava presente em 75 %

das criangas de 2-11 anos ¢ 100 % em adultos de baixo poder aquisitivo, enquanto que em
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individuos com nivel sécio-econémico médio observaram prevaléncias mais baixas (40,3 %
nas criangas de 2-11 anos ¢ 91,9 % nos adultos). Estes dados indicam que jd no final da
segunda década de vida quase ndo hd individuos suscetiveis a adquirir a infec¢ao pelo VHA
no Brasil. Num estudo de colaboracdo entre diversas institui¢des ligadas a Satde no Estado da
Bahia (SESAB, FAMED/UFBA, CPgGM/FIOCRUZ), com casos agudos ictéricos em
Salvador, foi 7 demonstrado que o VHA ¢ a principal causa de hepatite aguda sendo

responsdvel por 38 % de todos os casos (GEPH-BA, 1996; 1997 - dados nio publicados).

2.1.2 Virus da hepatite B (VHB)

O VHB pertence a familia Hepadnaviridae e ¢ o dnico membro, dentre os virus
que causam hepatites virais, a apresentar um genoma formado por DNA. Tem a peculiaridade
de possuir um genoma composto de DNA em fita dupla circular incompleto de 3,2 Kb de
tamanho. Durante sua replicagdo, hd transcricio reversa com sintese de um RNA
intermedidrio de fita positiva de 3,5 Kb por um processo muito semelhante aquele utilizado
pelos retrovirus.

O VHB possui um envelope e um nucleocapsideo. Sua transmissdo se da por via
parenteral, vertical (SILVA, 1985) e sexual. sendo considerado uma DST pela OMS, assim
como a sifilis, a SIDA e outras. As manifestagdes clinicas variam desde forma anictérica até
hepatite aguda ou fulminante, hepatite cronica e cirrose. Existe um alto risco para o
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular em pacientes com infecgdo persistente
(COTRIM e cols., 1992).

No Brasil, o Estado do Amazonas é considerado de elevada prevaléncia para o
VHB, afetando principalmente criangas menores de 10 anos de idade (BENSABATH e cols.,
1987). ARBOLEDA e cols. (1995) demonstraram que a prevaléncia da infec¢do pelo VHB,

pela avaliacdo dos marcadores AgHBs, anti-HBs e anti-HBc, numa regido do Amazonas sem
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qualquer intervencdo vacinal prévia, foi de 24.6%. Os autores relataram que ndo ha qualquer
diferenca no padrao epidemioldgico da infec¢do em dreas urbanas ou rurais, apesar de existir
uma nitida tendéncia para a elevacdo da prevaléncia com o aumento da idade. Estes dados se
assemelham aos apresentados anteriormente por LYRA e cols. (1986) para a cidade de
Salvador. Grupos de risco sdo bem conhecidos: individuos com alta promiscuidade,
homossexuais, _recém—nascidos de maes infectadas, etc (SILVA, 1985; VARELA, 1986).

No Rio de Janeiro, VACONCELOS e cols. (1994), investigando 5.000 doadores
de sangue, relataram que a prevaléncia da infeccdo pelo VHB € de 0,78 %, superior a do HIV,

0,28 %, mas inferior a do VHC, 1,14 %.

2.1.3 Virus da hepatite D (VHD)

O VHD foi inicialmente descrito na Itdlia por RIZZETO e cols. (1977).
Anteriormente conhecido como agente delta, possui um genoma formado por uma molécula
de RNA circular de 1,7 Kb com polaridade negativa, além de caracterizar-se por possuir um
significante nimero de estruturas secunddrias e assumir uma conformag¢do filamentosa em
condigdes fisioldgicas normais (MILLER, 1991).

Este virus possui uma replicagdo peculiar, dependendo do VHB e, até o momento,
so foi observado em pacientes infectados por este virus (RIZZETO e cols., 1991). Quando em
superinfec¢do com o VHB produz uma doenca mais grave que aquela provocada
exclusivamente pelo VHB (HADLER e cols., 1984; SMEDILE e cols., 1982). A sua
transmissdo ocorre através das vias parenteral e sexual.

Do ponto de vista de sua distribui¢do mundial, o VHD predomina na Bacia
Mediterranea da Europa e sobretudo no Norte da Africa. Na América do Sul, a infeccdo pelo
VHD estd restrita a regidio Amazdnica onde existem dreas hiperendémicas para o VHB

(GERIN, 1994; LYRA e cols.. 1991).



2.1.4 Virus da hepatite E (VHE)

O VHE ¢ um Calicivirus e possui um genoma formado por uma molécula de RNA
poliadenilada, de aproximadamente 7,6 Kb. Como no VHA, seu genoma ¢ iinear cm
conformacao e polaridade positiva.

Trata-se de um virus de transmissdo oral-fecal, prevalente em dreas que carecem
de servico publicos bdsicos, tais como sistemas de dgua e esgoto. Difere do VHA pela
existéncia de uma baixa mortalidade, devido a evolucdo de formas agudas para formas
fulminantes (NANDA e cols., 1994). Além disso, existem evidéncias de formas graves da
doen¢a em mulheres grdvidas no dltimo trimestre de gestagdo (PURDY & KRAWCZINSKY,
1994). A sua evolugiio para uma hepatite cronica nio foi demonstrada. E endémico no Oriente
Médio, na Asia e em algumas regides da Africa, sobretudo na costa Mediterrdnea Africana
(PURCELL & TICEHURST, 1988). Na América Latina, foi, inicialmente, descrito no
México (REYES, 1993) e, posteriormente, no Brasil (PARANA, 1995). Os primeiros casos
relatados em Salvador ocorreram em pacientes com hepatite aguda ndo-A-ndo-B (NANB)
esporddica (PARANA e cols., 1997a). Acredita-se que 3.4 % das hepatites agudas nesta
cidade sejam de etiologia pelo VHE (PARANA, 1997b). PANG e cols. (1995) e SOUTO e

cols. (1997) também descreveram casos na AmazoOnia brasileira.

2.1.5 Virus da hepatite G (VHG)

Recentemente, trés novos virus da familia Flaviviridae (GB-A, GB-B ¢ GB-C)
foram identificados (SIMONS e cols., 1995a;b). A relacdo evolutiva entre os virus GB e o
VHC foi determinada pela andlise filogenética a partir do alinhamento das seqii€ncias das
proteinas virais. Eles apresentam pelo menos 70 % de homologia da seqiiéncia de

aminodcidos entre si e mais de 32 % como o VHC. O VHG, embora o seu hepatotropismo



ndo esteja claramente demonstrado, foi reconhecido no Egito e Indonésia e identificado como
o proprio virus GB-C (LINNEN e cols.., 1996).

O genoma do VHG € constituido por uma molécula de RNA fita simples de
aproximadamente 9,4 Kb de extensdo, contendo um tnico cddon de iniciagdo que codifica
uma poliproteina simples. Sua presenca tem sido demonstrada em pacientes portadores de
outras hepatites virais, bem como em usudrios de drogas intravenosas e receptores de sangue e
Orgdos. Atualmente, ¢ bem clara a importancia da transmissdo parenteral. Apesar de guardar
alguma semelhanca com o VHC, o VHG apresenta vérias peculiaridades. O VHG-RNA ja foi
encontrado em sémen humano, o que sugere uma possivel transmissao sexual (SEMPRINI e
cols., 1998). Além disso, LOPEZ-ALCOROCHO e cols. (1997) demonstraram altissima
homologia entre os genomas de VHG presentes em maes e filhos o que sugere a transmissdo
vertical. Quanto a sua epidemiologia, o VHG, normalmente, tem sido detectado em
individuos com faixa etdria menor que os infectados pelo VHC. Poucos sdo os achados
clinicos caracteristicos da hepatite pelo VHG. Os niveis de aminotransferases tendem a se
manter normais e aparentemente ndo tém associagdo com evolugio para quadros clinicos mais
graves. Os primeiros estudos com aplica¢do de interferon (IFN) demonstram que o VHG ¢é
sensivel ao medicamento, entretanto a interrup¢do do tratamento permite uma retomada da
replicacao viral.

Apesar da aparente ndo viruléncia do VHG, KANDA e cols. (1997) reportam o
envolvimento do VHG como sendo um dos principais agentes ndo-A-E associados as
hepatites fulminantes no Japao. No Rio de Janeiro, LAMPE e cols. (1997) utilizaram a RT-
PCR para detectar o VHG-RNA e verificaram a prevaléncia de 15 % em hemodialisados, 19
% em pacientes com hepatite cronico criptogénica e em 11 % em portadores assintomaticos.
Atualmente. pela sua distribui¢do cosmopolita, o VHG tem sido considerado um problema de

saude publica mundial (CORWIN e cols., 1997).
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Figura 1. Esquema da organizacdo genomica do VHC.

5'"NCR 3'NCR
C|El| E2/P7 | NS2 || NS3 | NS4 || NS5

Fonte: CLARKE. B. (1997).

2.2.1.1 Proteinas estruturais

Além do genoma RNA (VHC-RNA), o virion do VHC ¢ constituido por uma
proteina do capsideo C e pelo menos duas glicoproteinas do envelope E1 e E2 (gp35 e gp70,
respectivamente). A proteina C, ¢ uma molécula basica RNA-ligante, o maior constituinte do
capsideo do VHC. As proteinas glicosiladas E1 e E2 s@o elementos importantes do virion que
podem ser alvo de neutralizacdo por anticorpos (DUSHEIKO, 1995). Segundo CLARKE
(1997), a proteina E2 € algumas vezes encontrada estendida na sua terminagdo carboxi para
incluir uma pequena proteina conhecida como p7 de tal maneira que multiplas espécies da
proteina E2 podem ser observadas apds a expressdo em sistemas eucariontes. Esta regido
anteriormente era considerada como sendo a regido NSI, ou seja, a primeira regido ndo-
estrutural. A funcdo bioldgica dessa regido e das diversas espécies de E2 no momento é
desconhecida. O gene que codifica E2 representa a por¢cao mais varidvel do genoma do VHC,

apresentando duas regides hipervariaveis (HVR) (WEINER e cols., 1991).

2.2.1.2 Proteinas nio-estruturais

A maior parte do VHC-RNA codifica proteinas ndo-estruturais (NS),
denominadas NS2, NS3. NS4, NS5, envolvidas na replicagdo viral. Muitos peptideos
sintéticos. produzidos destas regides, sdo atualmente utilizados no teste diagnostico por

ELISA de 3" geragdo.
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Uma proteina sinalizadora do hospedeiro inicia o processamento da regidao NS.
clivando as proteinas NS2/3. A proteina NS2 constitui-se numa proteinase € juntamente com
0 dominio amino-terminal da proteina NS3 participa do processamento das demais proteinas
virais. A proteina NS3 ¢ uma molécula bifuncional com o dominio amino-terminal
constituido de uma serina proteinase e o dominio carboxi-terminal com atividade NTPase
/RNA helicase. A atividade de clivagem da proteinase NS3 € altamente intensificada pelo co-
fator NS4A. Ambas formam um complexo estdvel, pelo qual os residuos 22 da NS3 e a regido
central da NS4A sdo exigidos. Embora esta interagdo seja essencial para a clivagem dos sitios
NS3/4A, NS4A/4B e NS4B/5SA, o processamento entre NSSA e NS5B pode ser mediado pela
proteinase NS3 na auséncia da NS4A, embora com baixa eficiéncia (KOCH &
BARTENSCHLAGER, 1997).

A proteina NS5A ¢é uma fosfosproteina conjugada a uma serina contendo uma
seqiiéncia de sinalizacdo para localiza¢do nuclear que tem sido encontrada em fragdes de
membranas periplasmdticas nucleares o que indica que esta proteina pode ter um papel
importante na transcricdo ou traducdo. Ensaio, realizado por KATO e cols. (1997),
demonstrou que uma por¢do da proteina NSS5A € um potente ativador transcricional pela
presenca de dois dominios acidicos e um dominio rico em prolinas (fragcdes de consenso para
dominios com esta propriedade). Apesar da patogenicidade do VHC ainda ser desconhecida,
especula-se a possibilidade desta porcdo estar envolvida na hepatocarcinogénese, uma vez que
muitas outras protefnas virais, envolvidas em carcinogénese, funcionam como ativadores
transcricionais (SCHWARZ ¢ cols., 1985; SEIKI e cols., 1986). ENOMOTO e cols. (1996)
demonstraram também que a proteina NS5A apresenta uma regido denominada "regido de
determinacdo de sensibilidade ao IFN" (ISDR, do inglés Interferon sensibility-determining
region) que afeta a resposta ao IFN e os niveis de VHC-RNA no soro de pacientes com

hepatite cronica. Isto pode significar que a proteina NS5A afeta estes mecanismos através da
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ativacdo transcrictonal, por regular a transcricdo de certos fatores celulares que tenham uma
fungdo antiviral ou desempenhem papel importante na replicacdo do virus. A proteina NS5B é

a RNA polimerase RNA-dependente, responsdvel pela replicacdo do genoma viral.

2.2.1.3 Regides terminais nao codificadas

O VHC apresenta na extremidade do seu genoma regides 5° e 3’ ndo-codificadas
(NCR ou UTR, do inglés non-coded region ou untranslated region). A 5' NCR de 324 a 341
nucleotideos precede a grande seqliéncia de codificacdo e contém 3 ou 4 cédons de iniciagdo
que poderiam codificar peptideos de aproximadamente 28 aminoécidos, cada um comegando
com um residuo de metionina. Nao se sabe se os ribossomos traduzem esses pequenos
fragmentos 5" antes da traducdo do polipeptideo (HOUGHTON e cols., 1991).
Particularmente. esta regido ¢ a mais conservada do VHC-RNA, apresentando uma
divergéncia de no miximo 6 % entre os diversos espécimens estudados (BUKH e cols., 1992;
KATO e cols.. 1990). Sua estrutura primdria caracteriza-se por apresentar seqiiéncias
palindronicas que estabelecem muiltiplas estruturas secunddrias estdveis em forma de alga
(HAN e cols.. 1991). Tudo indica que esta estrutura secunddria em alga € responsdvel pela
grande homologia desta regido, pois mutagoes devem ocorrer apenas com a dupla substitui¢do
das bases complementares que formam o alca (OKAMOTO e cols., 1990). Esta caracteristica
determinou a escolha da 5' NCR como alvo preferencial em diversos métodos moleculares
para o diagnostico do VHC em pacientes cronicamente infectados. Do ponto de vista
funcional, acredita-se que a estrutura secunddria da 5' NCR contribui na formagao de um sitio
de entrada interna para ribossomos mediando uma tradugdo cap-independente, o que pode ser
importante para desempenhar um papel regulatério durante a replicagdo viral, talvez ao nivel

da tradugao (TSUKIYAMA-KOHARA e cols., 1992)
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A 3" NCR também caracteriza-se por ser bem conservada. Os primeiros estudos
sugeriam a possibilidade da presenga de uma cauda poli-A, o que estabeleceria um paralelo
com a estrutura geral de RNAm positivos de eucariontes (HAN e cols., 1991). Todavia, isto
nao foi confirmado pelos trabalhos mais recentes. BLIGHT & RICE (1997) descreverara que
a estrutura completa da 3' NCR apresenta 98 nt. e revela duas por¢des, uma extremidade 3' de
46 nt., que forma uma estrutura secunddria estavel em alca, em contraste com a extremidade

5" de 52 nt., com estrutura menos estavel permitindo multiplas conformacdes.

2.2.2 Variacoes gendmicas do VHC: genotipagem

Pela auséncia de sistemas de cultivo que permitissem estudar aspectos fenotipicos
do virus, recorreu-se amplamente ao estudo das variagdes gendmicas ou genotipagem. A
genotipagem consiste em avaliar o grau de homologia das seqiliéncias de nucleotideos dos
diversos espécimens isolados e estabelecer uma relagdo de proximidade evolutiva.

Em 1989, KUBO e cols. isolaram, paralelamente, o primeiro VHC-RNA a partir
de pacientes japoneses, denominado-o de VHC-J1. Com o isolamento e estudo separado do
VHC nos EUA e no Japdo, as primeiras comparagdes genotipicas foram inevitdveis. Em seu
trabalho. KUBO demonstrou que o espécimen VHC-J1 apresentava uma homologia de
79.8 % na seqiiéncia de nucleotideos e 92,2 % na seqiiéncia de aminodcidos quando
comparado com o prototipo americano (PT) (CHOO e cols., 1989).

Efetivamente, coube a ENOMOTO e cols. (1990) realizarem um dos primeiros
estudos de genotipagem ao comparar seqiiéncias do gene que codificam a regido NS5 entre
pacientes japoneses. A partir desta andlise, chegou-se 2 conclusio de que no Japdo existia
pelo menos dois tipos diferentes de VHC, denominados tipos K1 e K2 que apresentavam uma

homologia. respectivamente, de 80 % ¢ 67 % com o PT.
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CHAN e cols. (1992). comparando os resultados de seqlienciamento, observaram
que diferentes regides, por si s, permitem uma boa caracterizagdo gendmica representativa
do todo, tendo a vantagem de facilitar o trabalho na genotipagem. Todavia, cada regido
possui propriedades que melhor se assemelharam com os resultados obtidos pelo
seqlienciamento dependendo da técnica empregada. Por exemplo, a andlise baseada na 5’
NCR permite a tipagem molecular, porém ndo garante a distingdo de subtipos da maioria dos
genodtipos atualmente conhecidos.

Subseqiientemente, outros trabalhos identificaram novos gendtipos a partir da
analise de regides diversas do genoma, surgindo uma nomenclatura diversificada criada por
cada autor (BUKH e cols., 1993; CHA e cols., 1992; OKAMOTO e cols., 1992; 1993). Das
dreas sub-gendmicas mais estudadas destacam-se a 5° NCR e as regides que codificam as

proteinas C, E1 e NS5B.

Quadro I. Comparacdo das diferentes classificagoes para os genétipos do VHC.

Nomenclatura [solados ENOMOTO CHA/ MORI/
Proposto por / NAKAO URDEA OKAMOTO
SIMMONDS
la VHC-1 K-PT I I
Ib VHC-J, -BK K-1 I1 11
lc EG-28, HC-J9 SC SC SC
2a HC-J6 K-2a 111 11
2b HC-J8 K-2b I v
2¢ T0983, ARG6 sC 11 SC
3a E-bl, Ta SC v v
3b Tb, Tr(V) sC AY VI
4 EG-16, 29, 33 sC e sC
Sa SAl-11,SA3,4 SC A" e
6a HK1-4, HK2 SC SC e

Nota: Nomenclatura proposta para as sequéncias de VHC publicadas ¢ uma comparagdo com esquemas
existentes (ENOMOTO ¢ cols., 1990; CHA e cols., 1992; MORI e cols.. 1992; OKAMOTO e cols., 1992). O
sistema proposto reduz a relaglio tipo/subtipo entre as seqtiéncias de VHC para através de uma andlise de
filogenética dos nucleotideos da regido NS5 ¢ outras regides codificadas. Seqiiéncias sem correspondéncias na
classificacdo dos outros autores estdo indicadas como “s¢” (DUSHEIKO & SIMMONDS. 1994a: SIMMONDS e
cols.. 1995).



SIMMONDS e cols. (1993b) uniformizaram a nomenclatura internacional para a
classificagdo do VHC. Neste trabalho, o gene que corresponde a regido NS5 de 76 isolados de
diferentes drea geograficas foi seqilienciado e, apos o alinhamento das seqtiéncias e a analise
da homologia aos pares de seqii€ncias, foi possivel estabelecer as associa¢des evolutivas entre
as diversas v.ariantes. Baseado-se nos resultados, foram propostos trés niveis hierdrquicos:
tipos (similaridade entre 56 a 72 %), subtipos (similaridade entre 74 a 86 %) e isolados
(similaridade entre 88 e 100 %). Atualmente, os isolados do VHC estdo classificado em 6
tipos ¢ pelo menos 24 subtipos representados respectivamente por nuimeros em ordem
crescentes (1 a 6) e letras (a,b,c,...) (Quadro ). Este sistema de classificagdo, além de permitir
a padronizagdo das classificagdes anteriores, também eliminou o inconveniente de alguns
sistemas que ndo permitiam expansoes para gendtipos novos. Posteriormente, SIMMONDS e
cols. (1994) confirmaram seu sistema utilizando outras regides sub-gendmicas. Em 1995,
numa revisdo sobre a variabilidade gendmica do VHC, SIMMONDS sugeriu que qualquer
regido codificada do virus poderia produzir relagdes equivalentes entre os gendtipos e que
para a criagao de um novo genotipo fosse estabelecido a andlise filogenética de pelo menos
duas regioes sub-gendmicas com demonstra¢do de ramos filéticos distintos. A padronizacdo
eliminou a necessidade da utilizagdo da técnica de seqiienciamento e abriu perspectivas para

uma melhor compreensao do papel da genotipagem em estudos populacionais mais amplos.

2.2.3 Clinica e resposta terapéutica

A infec¢do aguda pelo VHC pode ser completamente assintomadtica. Todavia, a
hepatite cronica provocada pelo VHC ¢ estdvel e lentamente progressiva, podendo agravar-se
muitas vezes na presenga de outros fatores associados (COELHO e cols., 1998). Estima-se

que mais de 50 % dos portadores do anticorpo anti-VHC mantenham a infec¢do num curso



benigno que varia entre 10 a 20 anos. Em torno de 15-20 % dos pacientes infectados pelo
VHC progridem para um estigio-terminal de doenga de figado e sdo aconselhados ao
transplante. O VHC também estd associa¢do ao desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
podendo acometer até 30 % dos casos com doenca avancada (SAITO e cols., 1290). O
tratamento com IFN-alfa tem sido o tratamento de escolha para a infecc¢do cronica pelo VHC,
com normalizagﬁo dos niveis das aminotransferases séricas em 50 % dos pacientes, muito
embora, exista uma alta taxa de reincidéncia ap6s a descontinuidade da terapia.

Por ser um virus RNA, o VHC possui um elevado grau de mutagdes espontineas
com uma freqliéncia estimada de 1,4 a 1,9 x 107 mutagdes por nucleotideo por ano,
determinando a existéncia de grupos heterogéneos do virus que compartilham de

aproximadamente 70 % de homologia, "quasiespécies" (Figura 2).

Figura 2. Quatro classes hierdrquicas do VHC. Os virus isolados, provenientes de
"quasiespécies” presentes em individuos infectados, sdo denominados de subtipos

ou subgrupos, os quais sdo classificados em tipos ou grupos.

VHC »  Genotipos

Subtipos

Isolados

p Quasiespécies

Fonte: Adaptado de BASSIT & SAEZ-ALQUESAR (1995).

Aspectos inerentes ao virus sdo importantes para a manutencao e persisténcia da
infeccdo. A alta heterogeneidade do genoma viral pode levar a comportamentos diferentes, da

interagdo virus/hospedeiro de acordo com o gendtipo do VHC infectante, mostrando
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diferencas quanto ao grau de patogenicidade e. também. na evolugdo da doenca e resposta
terapéutica (SHINDO e cols., 1996).

SAKAMOTO e cols. (1995) demonstraram que a diversidade dos quasiespécies
encontrados no plasma e no figado sdo as mesmas, o que indica que a rdpida mutagdo do
virus imediatamente repovoa o figado. KAO e cols. (1995) associaram o aumento da
heterogeneidad¢ dos quasiespécies no soro a exacerbagdes agudas da doenca subsegiientes a
picos abruptos de TGO. Talvez, a natureza de quasiespécie do VHC tenha um significado
adaptativo importante por causa da coexisténcia de multiplas variantes gendmicas, que
permitem uma rdpida selecdo de mutagdes para garantir o escape a resposta imune do
hospedeiro, causando uma infec¢do persistente. LAWAL e cols. (1997), investigando a
HVR-1 do genoma do VHC em duas populagdes distintas, uma de pacientes
imunossuprimidos com indicagio para o transplante de figado e a outra formada por
portadores assintomdticos sem tratamento, sugeriram que a diversificacdo do VHC ¢ bastante
potencializada sob a pressdao do préprio sistema imune do hospedeiro e que a utilizacdo de
rotinas de imunosupressdo determinam uma replicagdo preferencial que seleciona e limita a
diversidade viral.

Também, muito tem sido discutido a respeito da influéncia da carga viral na
agressividade da doenga. SMITH e cols. (1996) descreveram que em pacientes assintomaticos
triados em bancos de sangue, a carga viral foi semelhante entre os diversos tipos e subtipos.
Todavia, CHAN e cols. (1995) descreveram que, durante a fase aguda da infecgdo, os titulos
do VHC-RNA sdo também similares em pacientes com diferentes gendtipos, embora, com o
curso da doenga para a fase cronica, os pacientes com o genétipo |b mantenham um titulo
sustentado mais alto que os pacientes com o genétipos 2a. Segundo NGUYEN e cols. (1994),
a carga viral permanece praticamente inalterada quando se acompanham pacientes cronicos

sem tratamento por um periodo de 14 meses.
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SUZUKI e cols. (1995) avaliaram a importincia da genotipagem e da dosagem da
carga viral no inicio do tratamento, para determinar a capacidade preditiva destes testes para a
resposta de pacientes cronicos a terapia com IFN (neste estudo foi utilizado o equivalente
recombinante IFN o2a). Segundo os autores, carga viril no inicio do tratamento, genotipo e
achados histologicos sdao independentemente associados com a resposta terapéutica.
utilizando-se [EN. Em particular, uma baixa carga, associada com o gendétipo 2, € um baixo
escore de Knodell (KNODELL e cols., 1981).

ZEIN e cols. (1996) sugeriram que os niveis de RNA viral circulantes poderiam
modular a sensibilidade dos genétipos do VHC ao tratamento com IFN. Todavia, TALIANI e
cols. (1997), acompanhando pacientes cronicos ndo cirréticos, demonstraram que a resposta
ao IFN fot significativamente mais importante entre os individuos infectados por gendtipos
diferentes do tipo 1. Muito embora os pacientes respondedores apresentassem titulos iniciais
de RNA mais baixos, esta diferenga ndo era significativa quando se estratificava de acordo
com o0s genotipos. Por exemplo, pacientes infectados com o tipo 2 apresentavam maior
resposta mesmo tendo titulos virais equivalentes aos pacientes infectados pelo tipo la. Estes
achados demonstram que entre os individuos cronicos sem cirrose, o principal elemento
preditivo para a resposta ao IFN € o gendétipo do VHC, independentemente da carga viral.

FERAY e cols. (1995) trouxeram enorme contribuicdo ao examinar,
prospectivamente, pacientes com hepatite pelo VHC, antes e ap6s transplante de figado. Eles
observaram que ao longo de trés anos houve uma maior recorréncia da doenga de figado nos
pacientes com o gendtipo 1b antes do transplante. Além disso, ndo foi notada nenhuma
diferenca quanto & importincia da carga viral antes e apds o transplante. Estes dados indicam
que o genotipo b estava associado a uma maior agressividade da doenga no figado quando
comparado com outros gendtipos. PRATI e cols. (1996) demonstraram que os niveis de TGO,

TGP e gama-GT foram significativamente superiores entre os pacientes com VHC tipo 1
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quando comparados com aqueles infectados pelo genétipo 2. O potencial de cronifica¢do nao
diferiu entre os gendtipos 1 e 2.

A gravidade da hepatite causada pelo VHC também parece estar associada com
achados histologicos no inicio do acompanhamento. O escore de KNODELL tim sido
indicado pelo seu poder em descrever o prognéstico dos pacientes. Em um estudo
prospectivo, através de bidpsia seriadas de pacientes cronicos, YANO e cols. (1996)
descreveram que todos os pacientes com um alto grau final no escore de KNODELL e fibrose
septal com nodularidade incompleta, inequivocamente desenvolvem cirrose apds
acompanhamento por 10 anos e 96 % dos pacientes com um grau final intermedidrio
desenvolveram cirrose apds 17 anos. Além disso, CHO e cols. (1996) demonstraram que a
detecgdo in situ do VHC-RNA estd associada com o grau da lesdo.

Finalmente. o hackground genético do individuo ou de grupos raciais parece Ter
importdncia no curso da infeccdo pelo VHC. Por exemplo, trabalho recenterealizado por
KUSUSHITA e cols. (1996) demonstrou uma freqiiéncia significativamente maior do alelo
HLA DRI13 em portadores assintomadticos em relagdo a pacientes com hepatite cronica C.
MINTON e cols. (1998) em um estudo com varios alelos classe I e Il do HLA ndo encontram
qualquer associagdo desses alelos com a severidade da doenga, ndo obstante, os alelos classe
II DRBI1*11 e DQB1*0301 estivessem associados com a elimina¢do do VHC-RNA do soro
em portadores do anti-VHC.

Portanto, a variagdo gendémica do VHC parece desempenhar um papel importante.
Existe um certo consenso de que a infeccdo pelo subtipo 1b estd relacionada a pior
prognostico da doenga. predispondo ao desenvolvimento de carcinoma hepatocelular. Além
do genotipo, a carga viral, os resultados histolégicos iniciais, o inicio precoce do tratamento e,
possivelmente. o HLA sdo varidveis que podem indicar uma melhor ou pior resposta ao

tratamento com IFN (SIMMONDS. 1997).
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2.2.4 Aspectos epidemioldgicos

2.2.4.1 Prevalénc.a

Segundo dados da OMS, o VHC afeta 150 milhdes de pessoas em todo o mundo.
O entendimento da epidemiologia do VHC, baseado na detec¢do do anticorpo contra o VHC
(anti-VHC) pelo teste de ELISA, estd mudando tdo rapidamente quanto mais eficiente estda
este teste diagnostico, seja na populagcdo em geral, seja em populagdes de risco (AOKI e cols.,
1994). Poucos sdo os trabalhos que descrevem a prevaléncia da hepatite por virus C na
populacdo em geral e inimeras informacdes vém se baseando em amostras de conveniéncia,
tais como individuos triados em bancos de sangue, pacientes cronicos e hemodialisados.

Baseando-se em dados de bancos de sangue e estudos populacionais, RALL &
DIENSTAG (1995) descreveram que a prevaléncia mundial da infec¢io pelo VHC aproxima-
se de 1 %, embora variagdes geograficas existam: 0,4 % a 1,1 % na América do Norte, 0.4 %
na América Central, 2,6 % a 2,9 % na América do Sul, 0,3 % a 0,7 % no norte da Europa,
1,1 % a 1,5 % no sul da Europa, 9,6 % a 13,6 % no norte da Africa, 0,9 % a 7,9 % na regido
africana sub-Saara, 3,2 % no Oriente Médio ¢ 1,2 a 3,0 % na Asia. Todavia, estes dados
tendem a subestimar algumas informagdes locais.

GUADAGNINO e cols. (1997) determinaram uma prevaléncia de 12,6 % na
populagdo em geral em uma cidade no sul da Itdlia, demonstrando uma alta prevaléncia na
regido mediterrinea. Seus dados demonstraram também que a prevaléncia do anti-VHC na
regiao € crescente de 1,3 %, entre jovens com idade inferior a 30 anos, a 33,1 % em maiores
de 60 anos. Na India, PANIGRAHI e cols. (1997) demonstraram uma prevaléncia de 1,8 %
em doadores de sangue, 13,8 % em pacientes com doenga croénica de figado e 9 % em

pacientes com hepatite viral aguda. Investigando usudrios de drogas intravenosas na
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Inglaterra, MAJID ¢ cols. (1995) demonstraram uma prevaléncia de 59 %, numero
extremamente superior aos de VHB (22 %) e HIV (1 %).

No Brasil. a prevaléncia do VHC ¢ da ordem de 1,5 %. Estima-se que mais de 2
milhdes de pessoas estejam infectadas pelo virus (Ministério da Saide, 1993). SILVA e cols.
(1995) demonstraram a soroprevaléncia geral em duas populaces, urbana e rural, com
caracteristicas distintas: Salvador, capital do Estado da Bahia, e Castro Alves, zona rural
autoctone. Os resultados sugeriram uma disseminag¢io eminentemente urbana (1,25 %) com
prevaléncia pouco inferior as relatadas por SANTANA, N. e cols. (1994; 1995) em doadores
de sangue de Salvador (1,7 %). Estes dados sdo inferiores aos descritos para doadores de
sangue na cidade do Rio de Janeiro, 3,1 % (LEITE e cols., 1992), e superiores aos
encontrados em Florianépolis, 1,14 % (VASCONCELOS e cols., 1994). O que chama a
atencao nestes trabalhos com doadores de sangue € a associagdo entre a positividade do anti-
VHC e alteragoes dos niveis de TGO.

SANTANA, G. (1995) demonstrou uma soroprevaléncia de 23,8 % em dialisados
na cidade de Salvador. Esta freqiiéncia foi 14 vezes superior a encontrada entre os doadores
de sangue desta mesma cidade (SANTANA, N., 1994). Em Goidnia, esta propor¢do foi quase
20 vezes superior (MARTINS e cols., 1994; NAGHETINNI e cols.. 1997) enquanto que, no
Rio de Janeiro, a soropositividade foi de 65% (VANDERBORGHT e cols., 1995). A histéria
de transfusdo sangiiinea e a duracio do tratamento com hemodidlise estavam associadas a alta
soroprevaléncia. (NAGHETTINI e cols., 1997, SANTANA, G., 1995; YOSHIDA e cols.,

1993,

2.2.4.2 Distribui¢do Genotipica
A distribuicdo genotipica mundial do VHC varia conforme as dreas geogréficas:

os tipos 1, 2 e 3 s@o encontrados mais predominantemente na Europa, Japdo e Estados Unidos
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(BASSIT & SAEZ-ALQUESAR. 1995); o tipo 4 no Centro-Norte da Africa e no Oriente
Médio (DUSHEIKO e cols., 1994b); o tipo 5 na Africa do Sul (SMUTS & KANNEMEYER,
1995); e o tipo 6 em Hong Kong (PRESCOTT e cols., 1996).

VIAZOV e cols. (1997) determinaram a distribui¢cdo genotipica em pacientes
cronicos de regioes diversas da antiga Unido Soviética e demonstraram um predominio do
gendtipo | e 3, ndo obstante, em algumas regides, o gendtipo 2 chegou a 9 %. NIU e cols.
(1995) relataram a presenga dos gendtipos 1 e 2 na China. No Vietnd, Hong Kong, Macau,
Tailandia e Burma foram ainda descritos os genétipos 1 e 6 (MELLOR e cols., 1996).

No Marrocos, Portugal e Espanha prevalece o gendtipo 1 (DUSHEIKO e cols.,
1994b). BENANI e cols. (1997) descreveram uma predominancia dos genétipos | e 2 em
pacientes cronicos ¢ apenas o genétipo | em pacientes hemodialisados no Marrocos. Estes
dados demonstram ndo somente uma peculiaridade local, mas também uma nitida influéncia
na disseminacado do VHC nesta regido, que, contrariamente, difere dos genétipos
predominantes da Africa.

Em Sao Paulo, BASSIT e cols. (1994) demonstraram que o genétipo 1b é o mais
freqliente entre doadores de sangue (52 %), seguido dos subtipos la (20 %), 3a (20 %), 2a (4
%) e 2b (4 %). Estes dados sdo semelhantes aos obtidos por STUYVER e cols. (1993) em
amostras do Rio de Janeiro. No sul do pais, KRUG e cols. (1996) descrevem uma distribui¢do
semelhante. porém sem encontrar nenhuma amostra com gendtipo "misto". De qualquer

forma, o genétipo | € descrito como o mais prevalente no pais, seguido pelo genétipo 3 e 2.

2.2.4.3 Transmissao
A principal via de transmissdo do VHC ¢ a parenteral percutanea, muito embora
situacOes ndo percutdneas, como a transmissdo vertical (THALER e cols., 1991) e perinatal,

possam ocorrer. Alguns grupos de risco sdo, portanto, bem conhecidos: transfundidos (POEL
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e cols.. 1989), transplantados, hemodialisados, UDI (MAJID e cols., 1995), individuos
tatuados. e trabalhadores do Setor de Saude. Existe também uma via esporadica, onde nao
ocorrem fatores de risco identificdveis. Esta forma esporddica € observada em 50 % dos casos
de hepatite cronica C (RALL & DIENSTAG, 1995). Neste sentido, pouco tem sido feito no
sentido de investigar a transmissao pelo uso de servicos gerais, tais como odontoldgico,
manicures. barbearias etc. Além disso, os trabalhos que relatam transmissao domiciliar e/ou
sexual ainda sdo controversos. Muitos investigadores demonstraram que existe uma baixa
prelavéncia do anti-VHC em parceiros sexuais de individuos infectados pelo VHC
(BRESTERS e cols., 1993; HALLAN e col., 1993). Nao obstante, EDELENYI-PINTO e cols.
(1993). num estudo com populacdes de alto risco por transmissdo sexual do Rio de Janeiro,
reportaram esta via como a responsavel pela manuten¢do da endemicidade do VHC na
populacdo local. De forma semelhante, MESQUITA e cols. (1997), num estudo com
prostitutas da cidade de Santos, descreveram uma soropositividade de 10,9 % com elevagio
do risco conforme o tempo de prostituigdo. A dificuldade em se confirmar a transmissdo

sexual atualmente esbarra na inabilidade da detec¢cdo do VHC-RNA em amostras de sémen.

2.3 METODOS DE DETECCAO DO VHC

Os métodos utilizados para o diagnéstico se fundamentam na identificagdo de
anticorpos contra diferentes antigenos do virus ou na detec¢do qualitativa do RNA viral. A
tipagem, por sua vez, restringe-se a identificacdo de variantes genotipicas do VHC-RNA
mediante comparagcdo da homologia em seqliéncias gendmicas ou sub-gendmicas
representativas. Estas variagdes tém implicagdes tanto geogrificas quanto clinico-

epidemiologicas na disseminagcdo do VHC. Por fim, a avaliagdo da carga viral vem sendo
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realizada a partir da determinagdo direta, ou comparada com padrdes, dos niveis do VHC-

RNA circulantes no soro.

2.3.1 Diagndstico soroldgico

O primeiro teste desenvolvido para o diagnéstico do VHC baseava-se em um
ELISA de captura, utilizando-se um antigeno sintético, produzido pela técnica do DNA
recombinante em clones de leveduras, referido C100-3. Segundo KUO e cols. (1989), de cada
8 pacientes capazes de transmitir a doenca a chimpanzés, 7 foram positivos para este teste de
primeira geracao. Além disso, 90 % (9/10) dos pacientes que desenvolveram hepatite viral
NANB apos transfusdo de sangue também foram positivos. Cerca de 80 % dos pacientes
cronicos na Itdlia e Japdo apresentaram o anticorpo circulante. Apenas 15 % dos casos agudos
foram positivos e 58 % dos pacientes americanos sem fatores de risco associado apresentaram
resultados positivos.

Esta técnica comecou a ser empregada para triagem de pacientes no inicio dos
anos 90 com o chamado teste de primeira geracdo (EIA! ou ELISA1), o qual pesquisava
anticorpos diretos contra a por¢do NS4 do virus. Jd em 1992, YOSHIDA e cols. investigaram
a eficiéncia deste teste em pacientes com suspeita de infeccdo por outras flaviviroses, tais
como a Dengue e Febre Amarela provenientes do Rio de Janeiro. Seus resultados
demonstraram uma especificidade de 100 % o que indica que o teste ndo somente confirma o
anti-VHC mas também diferencia a infec¢do e portanto pode ser empregado em regides onde
outras flaviviroses sdo endémicas.

O teste de segunda geracgdo incorporou os antigenos sintéticos do core (C22) e da
regiao NS3 (C33c), bem como o C100-3, detectando anticorpos mais precocimente qu¢: 0s
testes de primeira geracdo. Os ELISA de terceira geracdo, atualmente, incluem além dos

outros antigenos ja mencionados, os antigenos da regiao NS5, com a vantagem da diminui¢ado



38

da janela imunologica em cerca de 7 a 10 semanas quando comparados aos ELISA de
segunda geracdo, mas com inconveniente de resultados falsos positivos mais freqlientes

devido a melhora da sensibilidade deste teste.

2.3.2 Teste de confirmacao

Apesar das 1inovagdes nos métodos de ELISA, tem sido preconizada a utilizagdo
do RIBA como teste confirmatério. O RIBA de primeira e segunda geracdo utilizam-se de
fitas plasticas ou de nitrocelulose com antigenos do VHC absorvidos em bandas individuais,
além do controle negativo constituido pelo complexo superéxido desmutase (SOD). A reacgio
especifica dos anticorpos com dois ou mais antigenos evidencia o resultado positivo,
enquanto que amostras reativas a apenas um antigeno s@o consideradas com resultado
indeterminado e as ndo reativas negativo (POEL e cols., 1991). Os pacientes com amostras
com resultado indeterminado devem repetir o exame, e, se persistindo o resultado, devem ser

acompanhados por sorologia por periodo de 6 meses.

2.3.3 Sorotipagem

Atualmente tem se buscado o aprimoramento dos testes para sorotipagem pelo
método de ELISA. Esta técnica baseia-se na identificagdo de anticorpos gendtipo-especificos
de antigenos sintéticos deduzidos do gene C e NS4. As vantagens da genotipagem sorolégica
sao: facil execugdo, util para ser utilizado em estudos de larga escala, e podem fornecer
informagdes mesmo de pacientes VHC-RNA negativos. Até o momento, poucos resultados
demonstraram alguma eficiéncia na sorotipagem do VHC (HALFON e cols., 1997). Apesar
de avaliar um aspecto fenotipico, a sorotipagem poderia scr enquadrada, tdo somente, como
uma técnica indireta de genotipagem com uma sensibilidade variando entre 50 % a 85 %.

Além disso, ndo fornece informagdes de alguns tipos e dos subtipos do VHC. No futuro
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espera-se que esta técnica seja extremamente Util na rotina laboratorial, como € hoje em outras

aplicagoes.

2.3.4 Deteccao do VHC-RNA (RT-PCR)

A detec¢ao qualitativa do VHC-RNA por RT-PCR tem freqiientemente ajudado
na confirmacgdo diagnostica da infeccdo pelo VHC. Dados obtidos usando-se a RT-PCR tem
indicado que a viremia pode ser detectada em poucos dias de exposi¢do ao virus, muitas
semanas antes dos primeiros sinais de elevacdo das transaminases e dos niveis de anticorpos
poderem ser detectados pelos testes de ELISA convencionais (HOUGHTON e cols., 1991). A
técnica de RT-PCR se constitui também numa valiosa ferramenta para monitorar a eficiéncia
de terapias antivirais além de pode ser usada para o diagnéstico da infecgdo pelo VHC em
pacientes com hepatite cronica NANB criptogénica (WEINER e cols., 1990). Também, a RT-
PCR permite identificar casos infectados por via vertical de mées infectadas cronicamente
(THALER e cols., 1991).

Apesar do elevado custo e da dificil padronizacdo (ZAAIJER e cols., 1993),
produz bons resultados necessitando apenas de cuidados afim de evitar contaminacdo das
amostras ¢ dos reagentes (KWOK & HIGUCHI, 1989). Nesta linha, a simplificacdo nas
diversas etapas da técnica devem ser consideradas. Para NOLTE e cols. (1994), a otimizagao
de qualquer técnica de detec¢gdo do VHC-RNA depende fundamentalmente do método
empregado para sua extragdo. Em seu trabalho, foram avaliados alguns dos métodos de
isolamento de RNA vendidos comercialmente demonstrando variagdes consideraveis.
Recentemente, SCHMIDT e cols. (1997a) desenvolveram uma técnica mais rapida e pratica
para o isolamento de dcidos nwucléicos, diretamente do sangue total, através da desnaturagdo

da amostra e imediata filtracdo em uma resina cationica. Neste trabalho ele ainda compara a
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sensibilidade da técnica de deteccio do VHC-RNA no soro e no sangue total, tendo
conseguido melhores resultados na andlise com o sangue.

NOLTE e cols. (1995) avaliaram o teste AMPLICOR (Roche Molecular Systems)
que propde tanto a transcri¢do quanto a amplificagdo acopladas em um unico tubo. Este
método utiliza-se da Tth DNA polimerase (extraida da bactéria Thermus thermophilus) que
pode ser modulada a atuar como transcriptase reversa na presenga de manganés.

Um outro aspecto a ser considerado na realizagdo da RT-PCR para detecgdo do
VHC-RNA diz respeito ao cuidado na sele¢do dos primers. Diante da grande variacdo
genomica apresentada pelo VHC, a PCR requer a selegcdo de primers adequados escolhidos de
regides bem conservadas objetivando garantir uma boa sensibilidade a técnica (KANEKO ¢
cols., 1990). Além disso, GARSON e cols. (1991) alertam para a necessidade da realizacdo
da PCR com produtos pequenos para melhorar os resultados da reagao.

Apesar de todas as consideragdes e inovagdes apresentadas, a detec¢do do VHC-
RNA ainda ndo estd perfeitamente adaptada a rotina diagndstica da maioria dos laboratérios
de andlises clinicas. Espera-se que no futuro estas técnicas estejam cada vez mais acessiveis e
praticas de maneira que a detec¢do do VHC-RNA se torne rotina para a avaliagdo de pacientes

com esta infeccdo.

2.3.5 Genotipagem

As técnicas descritas até o momento, para a genotipagem do VHC, se eqiiivalem
em sensibilidade (LAU e cols., 1996). Dentre as mais empregadas, destacamos: a
amplificagdo gendmica e seqlienciamento, PCR com primers genétipo-especifico
{OKAMOTO e cols., 1992; 1993), RFLP de amplicons de PCR (DAVIDSON e cols., 19%5;
MELLOR e cols., 1996; NAKAO e cols., 1991) e, mais recentemente, a hibridizagao

diferencial (LiPA) (STUYVER e col., 1993). Destes, a amplificacdo gendmica e
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seqiienciamento, seguindo pela comparagdo das seqiiéncias e construcdo da darvore
filogenética, € considerada o padrao-ouro (OHNO & LAU, 1996). Contudo, com a
necessidade cada vez maior da tipagem gendmica, tem-se evitado este procedimento por ser
dispendioso, requerer pessoal de alta qualidade técnica e necessitar de um grande nimero de
amostras. Além disso, multiplos clones devem ser isolados para se determinar se um paciente

tem uma superinfec¢do por diferentes gendtipos.

2.3.6 Quantificacdo

Trés técnicas sdo usualmente empregados para este prop6sito: a PCR competitivo,
o teste bDNA (Quantiflex VHC RNA. Chiron Corp., Emeryville, Califérnia) e o teste de
dosagem do antigeno do core. A técnica baseada na PCR competitivo consiste em avaliar a
amplificagcdo do VHC-cDNA comparando-se com um controle interno na PCR. A 5° NCR
tem sido a mais utilizada por ser bastante conservada entre os diversos genétipos. Entretanto,
a eficiéncia da PCR ¢ dependente de inimeros fatores. Entre eles inclui-se a seqiiéncia dos
primers, o tamanho da seqiiéncia que estd sendo amplificada, impurezas na amostra e o efeito
de platd gerado quando os reagentes estdo sendo consumidos. Todavia, pesquisadores tém
considerado a PCR competitivo adequado quando utilizam-se primers desenhados da 5° NCR
¢ padroes internos co-amplificados para avaliar a eficiéncia e impurezas que possam inibir a
PCR.

O teste de bDNA baseia-se numa PCR com primers "ramificados”. O produto da
PCR ¢ hibridizado com sondas marcadas com biotina que reagem especificamente com o
conjugado avidina-fosfatase alcalina sendo o sistema revelado pela adicdo de um substrato
cromogeno da enzima. Considera-se que a intensidade de cor seja p-oporcional a quantidade
inicial de VHC-RNA presente na amostra. GRETCH e cols. (1995) avaliaram o desempenho

da PCR quantitativo competitivo frente ao teste de bDNA versao 1.0, além da aplicabilidade
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desses testes no acompanhamento da carga virémica entre quatro grupos diferentes de
pacientes. Foram analisados doadores de sangue, pacientes atendidos clinicamente com graus
variados de hepatite, pacientes sob didlise renal e receptores de transplante de figado
infectados pelo VHC. Entre os resultados, foi demonstrado que a PCR quantitativo
competitivo € extremamente mais sensivel do que o teste de bDNA, além de apresentar uma
faixa maior de detec¢ao. Em amostras com baixos titulos do VHC-RNA, o teste de bDNA
apresentou uma sensibilidade de apenas 5 %. Os resultados comparados entre os testes
demonstrou que, em média, os titulos do VHC-RNA foram 12 vezes maiores na PCR
quantitativo competitivo do que no teste de bDNA. Desta forma, em amostras de pacientes
sob tratamento com antivirais, onde os niveis de VHC-RNA sdo extremamente baixos, deve-
se optar pela utilizagdo da PCR quantitativo competitivo como teste comprobatério.

Além disso, segundo LAU e cols. (1995a) a versdo 1.0 do teste de bDNA também
apresentou uma discrepancia na detec¢do conforme o gendétipo do VHC. O teste media
corretamente os gendtipos 1, 4, 5 e 6 todavia subestimava em 3 vezes a carga viral no 2 e de
duas vezes no gendtipo 3. Segundo DETMER e cols. (1996) a versdo 2.0 do kit ja € capaz de
corrigir esta imperfeicdo além de ampliar a sensibilidade. Segundo os autores o limite de
detecgao do kit 2.0 € de 0,2 mEq VHC-RNA/mI a mais de 120 mEq VHC-RNA/mI o que
assegura uma sensibilidade de 96 % e uma especificidade de mais de 95 %.

Por fim, o teste de dosagem direta do antigeno do core no soro baseia-se na
concentragdo de particulas virais e posterior ruptura delas para libera¢cdo do antigeno. Sua

sensibilidade € equivalente a do teste bDNA. Esta técnica ainda requer maiores investigacgoes.
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3 OBJETIVO

e Padronizar a técnica da RT-PCR para o diagndstico e genotipagem do VHC em nosso
meio. afim de:
— Verificar a positividade do VHC-RNA em portadores do anticorpo anti-VHC e

— Determinar os genotipos do VHC nas amostras VHC-RNA positivos encontradas.
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4 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A hepatite pelo VHC constitui-se em um dos mais importantes problemas de
satide publica no Brasil e no mundo, sendo uma das principais causa de doenga no figado em
adultos levando a uma infec¢do persistente de longo curso. Dados preliminares consolidados
pela FNS em 1996 demonstram que 2,8 % das hepatites agudas no pais foram atribuidas ao
VHC. Apesar deste nimero ser pequeno comparado com os da hepatite pelo VHA e pelo
VHB. pode-se dizer que a hepatite pelo VHC é uma epidemia silenciosa com ndmeros
crescentes de casos. Os aspectos que apoiam esta afirmacdo sdo a sua freqii€éncia mundial e
seu alto potencial de cronificagdo. A infec¢do pelo VHC atinge cerca de 90 % dos portadores
NANB e 50 a 80 % apresentam risco de desenvolver hepatite crénica com grau variado,
evolu¢do para a cirrose e, posteriormente, desenvolvimento de carcinoma hepatocelular.

Atualmente, o diagndstico para a infecc2o pelo VHC deve se basear, ndo somente
no achado de sorologia positiva para o anticorpo anti-VHC, mas também na positividade do
VHC-RNA, pois a pesquisa dos anticorpos ndo permite diferenciar entre uma infecgio
pregressa ou atual. Com o uso de drogas antivirais de elevado custo e de dificil obten¢ao, a
deteccdo do VHC-RNA nos pacientes portadores do anti-VHC tem sido recomendada para a
indicagdo dos casos realmente virémicos ao tratamento.

Também, a genotipagem tem permitido estabelecer associa¢des valiosas entre os
diversos gendétipos do VHC e sua forma de transmissdo, aspectos clinicos e da resposta
terapéutica. Desta forma, o conhecimento dos genétipos podem determinar o prognéstico dos
pacientes. Além disso, o conhecimento da heterogeneidade do VHC aponta para pesquisas na
prodncidn de uma vacina polivalente, capaz de neutralizar ne divereos genétipee do VHC,

Pelas razdes expostas acima, a padronizagdo de técnicas moleculares baseadas no

RT-PCR sao imprescindiveis, ndo somente para a confirmacdo do diagndstico soroldgico,
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como também para a genotipagem do VHC-RNA. Desta maneira, poderemos entender um
pouco mais sobre a epidemiologia local do VHC, bem como, fornecer critérios cientificos que
possam guiar o sistema de saide para um melhor aproveitamento dos recursos despendidos

nas terapias virais em pratica no momento.
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5 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

5.1 PARTICIPANTES

Os 127 participantes deste estudo foram selecionados sucessivamente durante o
atendimento no Servi¢co de Hepatologia do HUPES-UFBA, entre maio e setembro de 1997.
Todos preencheram os critérios de inclusdo e exclusao dispostos abaixo. O desenho do estudo

demonstrando a etapa de sele¢do dos participantes e as perdas esta descrito em 5.1.3.

5.1.1 Critérios de inclusido

Foram inclusos no estudo apenas individuos que procuram o HUPES-UFBA, com
suspeita clinica de hepatite viral C, confirmada pelo resultado positivo para o anti-VHC pelo

método de ELISA de 2*/3" geracio.

5.1.2 Critérios de exclusio

Foram excluidos, sem nenhum 6nus para o seu acompanhamento ambulatorial, os
individuos que, por vontade prépria, (1) decidiram se afastar do estudo, (2) ndo foram
entrevistados ou (3) ndo realizaram a coleta de sangue para os ensaios moleculares (vide
Anexos I e II, termo de consentimento e ficha de cadastramento, respectivamente), além dos

individuos com suspeita de infecgdo mista.

5.1.3 Desenho do estudo

Dos individnos selerinnadoc para o estudo (Figura 3), apenas 65 apresenterarn
resultados das transaminases séricas TGO/TGP, com 3 dosagens bimensais, durante os

primeiros 6 meses da admissdo no servico. A fim de verificar a associacdo entre a
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positividade do VHC-RNA e do perfil das transaminases, adotou-se o critério de
transaminases alteradas quando o titulo de qualquer das trés dosagens ultrapassou aos valores

de referéncia (VR TGO: até 46 Ul/l; VR TGP: até 50 UI/]).

Figura 3. Desenho do estudo.

Individuos anti-VHC+
(Amb. de Hepatologia HUPES-UFBA)

v

Entrevista (n = 146)

\ Nao compareceram p/ coleta de
sangue (n = 19)

Inclusos no Estudo (n= 127)

5.2 METODOS

5.2.1 Coleta dos dados e amostras

Todos os participantes do estudo forneceram consentimento pés-informagio
mediante a assinatura do Termo de Consentimento Pos-informacao (Anexo I), responderam a
ficha de cadastramento e forneceram amostra de sangue para os ensaios moleculares. Os
dados laboratoriais foram obtidos a partir da consulta dos prontudrios. Os individuos novos
encaminhados ao ambulatorio foram acompanhados prospectivamente até fevereiro de 1998
para obteng¢do dos resultados de aminotransferases no intervalo de 6 meses da admisséo.

As amostras de sangue foram colhidas em tubos de suc¢do a vacuo nao aditivados
com capacidade para 15 ml. Todas as amostras foram mantidas em rerrigerador por 1-2 h até
o momento de sua manipulagdo. Posteriormente, foram centrifugadas por 15" a 2500 rpm para

a obtencdo o soro. O soro de cada paciente foi, imediatamente, transferido para tubos de
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congelamento de 3.8 ml. Ap6és homogeneizacao do soro, foram retiradas duas aliquotas iguais
de 500 ul para a formagao do estoque de trabalho. Todos os cuidados de biosseguranga e
preservacdo da integridade das amostras foram adotados: utilizacdo de materiais e luvas
estéreis livres de RNAses; manipulagdo das amostras em baixa temperatura em cubas de gelo

picado. As aliquotas, seja da soroteca, seja do estoque de trabalho, foram acondicionadas e

congeladas em freezer a -70 OC e, durante a execugdo dos ensaios, cada aliquota do estoque
de trabalho foi Vdescongelada no maximo 02 (duas) vezes.

Os individuos com amostra VHC-RNA negativos, item 5.2.2 deste trabalho,
foram solicitados a realizar uma segunda coleta de sangue num intervalo varidvel de 1-3

meses afim de confirmarem este resultado.

5.2.2 Ensaios Moleculares

Todos os experimentos moleculares, com exce¢dao da genotipagem, foram
inicialmente realizados no Lab. de Patologia e Biologia Molecular do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz (FIOCRUZ) e confirmados no INSERM U271, que constitui-se num dos 16
laboratorio de referéncia do EUROEPI. Os protocolos descritos abaixo foram atualizados

conforme os protocolos utilizados no INSERM U271.

5.2.2.1 Extracdao do VHC-RNA do soro e sintese do cDNA (RT)

Foi realizado em 4 etapas: extragdo, precipitagdo e purificacdo, pareamento com
os primers inversos e transcri¢do reversa (RT) para a sintese do DNA complementar do VHC-
RNA (VHC-cDNA).

O VHC-cDNA foi rreparado em duplicata de diferentes aliquotas da mesma
amostra, em experimentos separados. Durante o pareamento e transcri¢do reversa, foram

utilizados, concomitantemente, o primer NC4 para o diagndstico (Quadro 2) e o primer 186
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NTER para a genotipagem (Quadro 3). Dessa maneira, procedemos uma unica extracdo e
transcricao para ambos os experimentos. A técnica de extracdo baseou-se na técnica descrita
inicialmente por CHOMCZYNSKI & SACCHI (1987), utilizando-se de uma mistura
desnaturante de fenol:tiocianato de guanidina:cloroférmio:élcool isoamilico. O protocolo
empregado seguiu-se como abaixo:

a) Extracaio do VHC-RNA - Foram colocados 200 ul de soro, em tubos de
microcentrl’fuga de 1,5 ml livre de RNAses e adicionados 200 pl de fenol saturado em Tris-
HCl 1 M pH 7.8, 35 pl de cloroférmio/dlcool isoamilico 24:1, 80 ul de tiocinato de
guanidina/B-mercaptoetanol 100:1 e 70 pl de dgua tratada com dietil pirocarbonato (dgua
DEPC) (SAMBROOK e cols.. 1989). Em seguida, o soro com os reagentes foram misturados
por 15" em vortéx e centrifugados por 5' a 14000 rpm na temperatura ambiente para separagio
das fases organica e aquosa.

b) Precipitagdo e purificagdo do VHC-RNA - A fase aquosa sobrenadante
(aproximadamente 350 pl) foi transferida para um outro tubo de microcentrifuga de 1,5 ml
contendo 700 pl de etanol a 100 % e 30 pl acetato de sédio 3 M pH 5,2, misturados em vortéx
por 10" e incubados por 2 h a -70 °C para a precipitacdo dos 4cidos nucléicos. Apds este
periodo as amostras foram centrifugadas por 15" a 14000 rpm a 4 °C. A fase liquida foi
desprezada, por inversdo do tubo, tendo o cuidado para ndo perder o precipitado. Os dcidos
nucl€icos precipitados foram lavados com 1 ml de etanol a 80 % em &dgua DEPC e
centrifugado por 5' a 14000 rpm a 4 °C. A fase alcdolica foi desprezada por inversdo do tubo
como anteriormente. Na segunda lavagem foi utilizado etanol a 100 % para facilitar na etapa
de secagem que foi realizada mantendo-se os tubo abertos emborcados sobre uma superficie
wusorveste por 15

¢) Pareamento com os primers inversos - Foi realizado apés a diluicdo do

precipitado em 7,5 ul de dgua DEPC, adig¢do de 0,5 ul de inibidor de RNAse 40 U/ul, 1 pl do
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primer 186 NTER 50 pmoles/ul e 1 pul do primer NC4 50 pmoles/ul e pré-hibridizacdo por 10’
a70°C.

d) Transcrigao reversa - Foi realizada apds adi¢do de 0,7 pl de inibidor de RNAse
40 U/ul, 5 pl do tampao 5X, 2,5 pl ANTPs 10 mM, 2,5 pl de DTT 0,1 M e 0,7 ul de
transcriptase reversa MMLYV 200 U/ul a 42 °C por 1 h. Finalmente, a desnaturagao da enzima
transcriptase reversa foi realizada através do aquecimento a 95°C por 10'.

Durante a fase inicial de padronizacio das técnicas moleculares, 12 soros-padroes,
3 negativos e 9 positivos com carga viral variando entre 0,2 x 10° a 4.4 x 10° moléculas de
VHC-RNA/mI. foram testados. Estes soros também foram utilizados como controles positivos

¢ negativos para a extracio, a PCR e a andlise pela técnica de Southern blot.

5.2.2.2 Amplificagdo do VHC-cDNA (PCR)
Esta técnica foi padronizada em nosso laboratério conforme descrito abaixo. A

composi¢cdo dos primers e da sonda especificos a 5' NCR utilizados encontram-se

demonstrados abaixo no Quadro 2.

Quadro 2. Seqiiéncia dos nucleotideos dos primers e da sonda para a deteccdo do VHC-RNA.

Primers e Seqiiéncia 5'-3' Sentido
sonda (posicao dos
5" NCR nucleotideos)*
NC3 CCT GTG AGG AAC TAC TGT CTT CAC GCA direto (35-61)
NC4 ACT CGC AAG CAC CCT ATC AGG CAGTAC inverso (277-303)
sonda AB9 CCA TAG TGG TCT GCG GAA CCG GTG AGT ACA (129-158)

Notas: Os nucleotideos (nt.) foram numerados a partir da terminagdo 5° NCR do VHC. Os primers NC3 (n-
PCR1) e NC4 (n-PCR2) foram descritos por LI e cols. (1995), no entretanto, o primer NC3 difere ligeiramente
do n-PCR1 pelo deslocamento de uma base no sentido 5'-3' que produz a retirada de uma 5' C e acréscimo de
uma 3" A. enquanto o NC4 ¢ absolutamente idéntico.

Em cada tubo para a PCR foram adicionados 45 pl de RM (33,9 ul de dgua

DEPC, 5,0 ul do tampao 10X, 1 pl de dANTP 10 mM, 1,0 pl do primer NC3 50 pmoles/ul. 1,0
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ul do primer NC4 50 pmoles/ul, 3 ul de cloreto de magnésio 25 mM e 0,1 ul de Tag DNA
polimerase 5 U/ul), 5 pl do produto da transcri¢do reversa (cDNA) e 70 ul de 6leo mineral. A
reacdo foi realizado conforme o seguinte programa de temperaturas: 94 °C por 3 '; 45 ciclos
de: 94 °C por45 ", 64 °C por45 "e 72°Cpor 172 °C por 10 ". Apéds o término da reacdo os

produtos amplificados foram mantidos a 4 °C até andlise em gel de agarose.

5.2.2.3 Southern blot

A técnica de Southern blot foi utilizada para a confirmacao do resultado das PCR
de deteccao do VHC-RNA. A sensibilidade desta técnica foi comparada contra os resultados
ao transiluminador em um protocolo de hibridizacao com sonda marcada com biotina e com
P (Figura 4). Os protocolos de transferéncia e hibridiza¢do adotados foram realizados como
descrito a seguir:

a) Transferéncia e fixacdo do DNA na membrana - Imediatamente apds a
visualizag¢do dos resultados ao transiluminador e registro fotogréifico, o DNA foi desnaturado
e transferido para uma membrana de nylon tipo Hybond (Amersham) em um aparato para
Southern blot com uso de uma solugdo alcalina de hidroxido de sédio 0,4 M durante a noite.
Apos a transferéncia a membrana foi posta para secar a temperatura ambiente (nesta etapa era
possivel guardar a membrana no refrigerador em pléstico selado para posterior pré-
hibridizagdo).

b) Hibridizacdo com a sonda biotinilada - As membranas foram lavadas com SSC
2X e incubada por 2 h a 80 °C em forno a vdcuo. A pré-hibridizagio foi realizada, sob
agitacdo, por 1 h a 42 °C em SSC 6X, solugdo de Denhardt 5X, SDS 2 0,5 % (tampio de
hibridizagao). Posteriormente, os oligonuc.eotideos biotinilados foram adicionados ao tampéo
de hibridizagdo na concentracdo final de 10 pmoles/ml e a hibridizacdo foi realizada, sob

agitagdo, por 12 h a 42 °C. As solugdes de lavagem foram pré-aquecidas a 42 °C. As lavagens
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foram realizadas a 51-°C, uma dnica vez com SSC 2X/SDS 4 0,1 % por 15, ¢ duas vezes com
SSC 0.5 X/SDS a 0,1 % pelo mesmo periodo de tempo. As membranas foram bloqueadas
com o agente bloqueador do kit ECL diluido 1:20 no tampao Tris-HC] 0,1 M pH 7,5 / NaCl
0,15 (tamp@o 1), sob agita¢do, por 30’ a temperatura ambiente e incubadas com o conjugado
estreptavidina-fosfatase alcalina diluida na concentragdo de 1 pg/ml no mesmo tampao, sob
agitacao, por 1 h. As membranas foram lavadas a temperatura ambiente, duas vezes em Tris-
HCI 0,1 M pH 7,5/ NaCl 0,4 M (tampao 2) por 15’ cada e uma tnica vez em Tris-0,1 M pH
9,5/NaCl 0,1 M/MgCl, 50 mM (tampdo 3) por 10°, desprezando-se as solucdes em seguida.
Finalmente, as membranas foram colocadas em repouso, em ambiente escuro, numa cuba
contendo NBT / BCIP do kit Gibco diluido 1:5 no tampdo 3 suficiente para cobrir a
membrana por 30-60" para revelagdo (se necessdrio foi aguardado periodo maior, conforme o
sinal e o background obtidos). Para parar a reacao foi adicionado Tris-HCI 20 mM pH 7,5 /
EDTA 0,5 M.

¢) Hibridizagdio com a sonda marcada com *°P - As membranas foram pré-
hibridizadas em SSC 6X, solucdo de Denhardt 10X, SDS a 0,2 % e DNA de esperma de
salmdo | pg/ml a 42 °C por | h. A sonda foi preparada conforme o protocolo de marcagio de
DNA do kit Boehringer. A hibridizagdo foi realizada, sem agitag@o, a 42 °C por 5-24 h em
SSC 6X, SDS a 0,2 %, DNA de esperma de salmdo | pg/ml e a sonda marcada 100 pg/ml.
Apos a hibridizacdo a membrana foi lavada, duas vezes em SSC 2X ¢ SDS 4 0,1 % a 42 °C
por 10'e uma vez em SSC 1X e SDS 20,1 % a 42 °C por 10'. A membrana foi secada sobre
um papel de filtro (Whatmann) e ap6s revestimento com um filme pléstico foi mantida em um
cassete para revelagdo com a chapa autoradiografica a —80 °C por 12 h e revelada conforme

instrocaon do iabricante.
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5.2.2.4 Genotipagem (nested RT-PCR)

As amostras de VHC-RNA positivas (item 5.2.3 a 5.2.5) foram submetida a uma
PCR de dois passos (aninhados, do inglés nested) semelhante ao descrito por OKAMOTO e
cols. (1992; 1993). Optamos por utilizar os primers descritos mais recentemente por
INCHAUSPE e cols. (1996) por terem sido desenhados para variantes ocidentais (vide
discussdo). Todos os primers utilizados foram deduzidos da regido do gene que codifica o

core do VHC (Quadro 3).

Quadro 3. Seqliéncia dos nucleotideos dos primers utilizados para a genotipagem do VHC.

Primers Seqiiéncia 5'-3' Sentido
core (posicdo dos nucleotideos)”
1°PCR 256 CGC GCG ACT AGG AAG ACT TC |direto (480-499)
186 NTER | ATA GAG AAA GAG CAA CCG GG |inverso (849-868)
2> PCR 104 AGG AAG ACT TCC GAG CGG TC |direto (489-508)
104 Ia AGG AAG ACT TCG GAG CGG TC | direto (489-508)
104 Ila CGT AAA ACT TCT GAA CGG TC | direto (489-508)
104 IVa CGA AAG ACT TCG GAG CGG TC | direto (489-508)
132 Nbis GCA GCC CTC ATT GCC ATA inverso (597-614)
133 Nbis GCC ATC CTG CCC ACCCCA TG |inverso (611-630)
134 Nbisl | ACT TGC CAG TGG AGC GCC G inverso (546-564)
134 Nbis2 | ATT TGC CAG TGG AGC GCC G inverso (546-564)
339 Nbis GCT GAG CCC AGG ACCGGCCT |inverso (557-576)
465 TCC CGT CCT CCA CAG CCCTG |inverso (806-825)

Nota: Os nucleotideos (nt.) estdo numerados a partir do ORF (open reading frame) do VHC.

Para a 1" PCR foram preparados tubos contendo 45 ul de RM1 (33,9 pl de 4gua

DEPC, 5,0 ul do tampdo 10X, 1 ul de ANTP 10 mM, 1,0 ul do primer 256 50 pmoles/pl, 1,0
ul do primer 186 NTER 50 pmoles/pl, 3 pl de cloreto de magnésio 25 mM e 0,1 pul de Taq
DNA polimerase 5 U/ul), 5 ul de VHC-cDNA e 70 ul de 6leo mineral. Esta 1* PCR foi
realizadv sub condigdes estringentes conforme o seguinte prograr.2 ue temperaturas: 94 °C
por 5 ; 40 ciclos de: 94 °C por 1', 55 °C por 1'30" e 72 °C por 2% 72 °C por 10'. Apds o

término da 1° reagiio os tubos foram mantidos a 4 °C até a execugdo da 2" PCR. A 2" PCR foi
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realizado com 2-5 pl do produto da 1 PCR com uma mistura de primers diretos
(104/10411a/104111a/1041Va) e inversos (132Nbis/133Nbis/134Nbis1/134Nbis2/339N/465).
Para a 2" PCR foram preparados tubos contendo 45 pl de RM2 (25,9 pl de dgua DEPC, 5,0 ul
do tampdo 10X, 1 pl de dNTP 10 mM, 1,0 ul de cada primer direto 50 pmoles/ul, 1,0 pl de
cada primer inverso 50 pmoles/ul, 3 ul de cloreto de magnésio 25 mM e 0,1 pl de Taq DNA
polimerase 5 U/ul), 5 ul do produto da 1* PCR e 70 pl de 6leo mineral. A PCR foi também
realizado sob condi¢des estringentes, conforme o seguinte programa de temperaturas: 94 °C
por 5 ', 35 ciclos de: 94 °C por 1', 63 °C por 1' e 72 °C por 1'30"; 72 °C por 10'. Apds o

término da reacdo os tubos foram mantidos a 4 °C até andlise dos produtos da PCR.

5.2.2.5 Analise dos produtos das PCR

Os produtos das PCR (item 5.2.4 e 5.2.6) foram analisados contra luz ultravioleta
(UV) ap6s migragao em gel de agarose a 3 % (1,5 % agarose + 1,5 % Nuseieve agarose) e
colorag@ao com brometo de etidio. Os resultados positivos durante a deteccio do VHC-RNA
apresentaram produto de 268 pares de base (pb). Para a genotipagem, os tipos la, 1b, 2, 3ae

4 foram identificados pelos produtos genétipo-especificos descritos na Quadro 4.

Quadro 4. Combinagdes dos primers, tamanhos esperados dos produtos e tipos/subtipos

correspondentes.

Combinacdo dos primers Tamanho dos produtos Tipo/subtipo
104/132Nbis 125 pb la
104/133Nbis 141 pb 1b

10411a/134Nbis1-2 75 pb 2
104111a/339Nbis 87 pb 3a
1041Va/465 336 pb 4

Nota: Os gendtipos 5 e 6 nio sdo detectdvels por est-. técnica.
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Os tamanhos dos produtos das PCR foram estimados pela comparagido da
mobilidade relativa contra o marcador de peso molecular X174 RF DNA/Hae Il Fragments

(Life Tecnologies) ou Ladder 1000 pb.

5.2.3 Analises estatisticas

A criagdo dos bancos de dados e as andlises estatisticas foram realizadas com
software EPI Info v.6.02 de out./94, distribuido gratuitamente pelo CDC-EUA e pela OMS.
Para as comparagdes de proporgdes foi utilizado o teste ndo-paramétrico de chi-quadrado (x°)
corrigido por Yates, cédlculo do Odds Ratio e intervalos de confianga de 95 % pelo método
Cornfield, ou o teste de Fisher quando recomendado. Para as comparagdes de médias optamos
pela utiliza¢@o do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis H. Em ambas situa¢des um valor

de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS DOS PARTICIPANTES
Cento e quarenta e seis individuos com suspeita clinico-laboratorial de hepatite
viral provocada pelo VHC foram inicialmente entrevistados. Destes, apenas 87,0 % (127/146)
cumpriram todos os critérios de inclusdo: 13,0 % (19/146) foram excluidos por ndo
comparecererﬁ para a coleta da amostra de sangue. Alguns dos participantes, 18,5 % (27/146),
apresentavam informagdes sobre outras infec¢cdes concomitante (21 casos com VHB, 2 com
VHA, 1 com VHA e VHB simultaneamente, 1 com doenga de Chagas, 1 com HTLV e 1 com
HIV). A associagito VHC/VHB foi a mais freqiiente nesta populag@o atingindo cerca de
16,5 % (21/127) dos casos. Somente 0,8 % (1/127) apresentaram associagio VHC/HIV

(Grafico 1).

Gréfico 1. Outras infecgdes detectadas entre os portadores do anti-VHC (n = 127).
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78,7%
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Na Tabela 1 sao descritas as caracteristicas demogrdficas e laboratoriais

TGO/TGP dos participantes.

Tabela 1. Caracteristicas da populacdo estudada.

Caracteristicas Totais
_ (n=127)

Idade, média anos + 1G 40,6 £ 10,8
Amplitude etaria, anos 18— 95
Sexo, razio masc.:.fem. (%) 98:29 (77,2)
Residéncia em Salvador, % 81,9
Forma de encaminhamento, %

banco de sangue 57,1

demanda espontanea 42,9
Seguimento de 6 meses de TGO, % 4

persistentemente normais 18,5

com alteragdes 81,5
Seguimento de 6 meses de TGP, % t

persistentemente normais 21,5

com alteracdes 78,5

Nota: Caracteristicas na data de admissao ao servigo.
(1) Apenas 65 participantes apresentaram informagdes completas sobre o perfil das transaminases séricas.

Ha um nitido predominio de individuos do sexo masculino, 77,2 %, média etdria de
40,6 + 10,8 anos, variando entre 13 € 75 anos. A maioria dos participantes, 81,5 %, foram
residentes da cidade do Salvador e uma pequena parcela foram encaminhados de outros
municipios vizinhos. O predominio de individuos do sexo masculino esteve associado ao fato
de a maioria do individuos (57,1 %) terem sido encaminhados a partir de bancos de sangue
(p< 10 xz = 11,92). Os resultados laboratoriais das aminotransferases séricas TGO e TGP,
seguidos nos 6 primeiros meses da admissdo no servico apresentaram-se alterados em 81,5 %

e 78,5 % dos participantes, respectivamente.
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6.2 PADRONIZACAO E RESULTADOS DOS ENSAIOS MOLECULARES

6.2.1 Detec¢ao do VHC-RNA

A andlise da Tabela 2 permite determinar a sensibilidade inicial em torno de 67 %
(6/9) ¢ especificidade em 100 % (3/3) a partir do teste dos soros-padrdes. O nivel de deteccdo
minima conforme a carga viral foi de 0,4 x 10° moléculas de VHC-RNA/ml, muito proximo
do limite invéstigado. Vale ressaltar que estes resultados foram obtidos com os protocolos

nao otimizados. numa etapa inicial da padroniza¢do na FIOCRUZ.

Tabela 2. Resultados preliminares na deteccdo do VHC-RNA em soros-padroes.

Soros-padroes
VHC-RNA Positivo Negativo Totais
Positivo 6 0 6
Negativo 3 3 6
Totais 9 3 12

Algumas tentativas com a concentracdo e dilui¢do dos soros-padroes foram
suficientes para atingirmos 100 % de sensibilidade. Consecutivamente, parte das amostras
coletadas até setembro/98, 83,7 % (103/123), foram testada na FIOCRUZ utilizando-se o
mesmo protocolo aplicado aos soros-padrdes. Posteriormente, durante o estdgio no INSERM
U271, promovemos mudancas definitivas nos protocolos (descritos em Métodos) e
reavaliamos todos os resultados. Os resultados comparados obtidos por centro de pesquisas
encontram-se sumarizados na Tabela 3. A positividade geral das amostras no INSERM U271
atingiu 67,5 % (83/123), superior a encontrada na FIOCRUZ, 50,5 % (52/103). Dezoito
amostras negativas na FIOCRUZ positivaram no INSERM U271 porém nenhuma amostra
negativa no INSERM U271 foi positiva na FIOCRUZ (especificidade de 100 %). A

coincidéncia de resultados entre FIOCRUZ e INSERM U271 foi de 82,5 % (85/103). Vinte
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amostras sem resultados prévios na FIOCRUZ foram testadas somente no INSERM U271

com 65,0 % (13/20) de positividade para o VHC-RNA.

Tabela 3. Resultados na deteccao do VHC-RNA conforme o Centro de Pesquisas.

Resultados INSERM U271

VHC-RNA
Resultados FIOCRUZ positivas negativo Totais "
VHC-RNA positivo 52 0 52 (50,5 %)
negativo 18 33 51 (49,5 %)
Sem resultados prévios 13 7 20(-)
Totais 83 (67,5 %) 40 (32,5 %) 123

(1) Quatro amostras nao foram testadas no INSERM U271, todavia seus resultados foram obtidos apés

implantagao do protocolo definitivo na FIOCRUZ (todas VHC-RNA negativas).

A eficiéncia da técnica de Southern blot, utilizada para confirmagdo do produto

das PCR, foi avaliada utilizando-se duas séries de dilui¢cdes (fator de diluigdo = 10'1) de

amostras fortemente reativas (Figura 4). A técnica empregando sonda marcada com °°P

apresentou uma sensibilidade 10 vezes superior. Todavia, nenhuma amostra PCR-positiva foi

Southern blot-negativa por qualquer das técnicas de hibridizagao.

Figura 4. Sensibilidade do Southern blot utilizando-se sonda biotinilada ou sonda marcada

2]
com *?P.

Fator de dilui¢do 0 1
(107

Eletroforese em gel
de agarose

Southerii Uivi

" Controle negativo.
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Na Tabela 4 ¢ descrita a associacdo entre a positividade do VHC-RNA e
alteracoes das aminotransferases TGO e TGP. A positividade do VHC-RNA foi
significativamente maior tanto nos casos com altera¢cdes nos niveis séricos de TGO quanto

nos casos com alteragdes de TGP.

Tabela 4. Correlacdo entre a positividade do VHC-RNA e altera¢Ges nos niveis de TGO/TGP

seguidos por 6 meses (n = 65).

Niveis das aminotransferases séricas N°. de Positividade do  Valor de p
_participantes (%) VHC-RNA, %

Seguimento de 6 meses de TGO "

persistentemente normal 12 (18,5) 41,7 p< 102
com alteragdes 53 (81,5) 88,7

Seguimento de 6 meses de TGP '
persistentemente normal 14 (21,5) 57,1 p=10,03
com alteragoes 51 (78,5) 86,3

Nota: Valor de p calculado pelo teste de Fisher.
(1) Apenas 65 participantes apresentaram informagdes completas sobre o perfil das transaminases séricas.

6.2.2 Genotipagem

Na Figura 5 destacamos os produtos genétipo-especificos e seus respectivos pesos
moleculares. Todas as 83 amostras VHC-RNA positivos foram reativas para algum dos
genodtipos propostos: la, 1b, 2, 3a e 4. Destas, 62,7 % (52/83) foram do gendtipo 1, incluindo
20 (24,1 %) do subtipo la e 32 (38,6 %) do subtipo 1b. O genétipo 1 foi o mais freqiiente no
presente estudo. Trés amostras (3,6 %) apresentaram gendtipo 2 € o 18 (21,7 %) foram do
genotipo 3, sendo todas do subtipo 3a. Dez amostras (12,0 %) apresentaram um padrio
"misto” por reagirem com mais de um primer genétipo-especifico. A associa¢do la/3a foi
encontrada em 9 (10,8 %) e la/lb em uma /1,2 %). Nao foram encontradas amostra do

N

gendtipo 4. Os gendtipos 5 e 6 ndo forma pesquisados (Gréfico 2).
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Figura 5. Seqiiéncias amplificadas de diferentes genétipos e subtipos do VHC pela técnica da

PCR com primers genétipo-especificos.

Marca
Ctrl -

la 1bc o 2 conBa.

Tamanho esperado dos
produtos da PCR (pb).

< 336

141
125

87
1: 72

Griéfico 2. Distribuicdo de freqiiéncia dos subtipos do VHC entre os casos VHC-RNA

positivos (n = 83).

1a

1
24.1% iad

1b
38,6%

3.6% 21,7%



62

7 DISCUSSAO

Soros-padroes  VHC-RNA negatives e positivos foram utilizados para a
padronizagdo das técnicas moleculares, sem o conhecimento prévio das caracteristicas desses
soros para evitar qualquer tipo de tendenciosidade. A partir dos experimentos com 0s SOros-
padroes (Tabela 2) verificamos que os resultados de sensibilidade estiveram aquém do
esperado. Os soros-padrdes com resultados falso-negativos apresentaram os valores extremos
de concentragio do VHC-RNA (0,2 x 10° e 4,4 x 10° moléculas de VHC-RNA/ml). O limite
minimo de detecgio do VHC-RNA nesta fase foi de 0,4 x 10° moléculas de VHC-RNA/ml.

A baixa sensibilidade e, principalmente, a falta de reprodutibilidade evidenciam
problemas na recuperacdo do VHC-RNA. ZAAUER e cols. (1993) também sugerem que as
condi¢oes gerias do laboratério e a selegdo dos primers podem ser causas atribuiveis ao
mesmo problema. Durante a padronizacdo das técnicas foi constante a preocupagdo em se
utilizar luvas estéreis para manipulacdo do soro, material e reagentes autoclavados e livres de
RNAse, dgua para as solugdes tratadas com DEPC, manipulagdo do soro em baixa
lemperatura e armazenamento das amostras em freezer a -70 °C. Também. apesar de ndo
termos tido grandes problemas com falso-positivos, seguimos as orientagdes descritas por
KWOK & HIGUCHI (1989). Além disso, devido a possibilidade de resultados falso-
negativos, todos os participantes com resultados negativas foram solicitados a realizar uma
nova coleta.

Nos meses de setembro e novembro de 1997, mediante o Programa de
Colabora¢io FIOCRUZ-INSERM U271, Lyon/FRA, participamos de um estdgio
internacional no INSERM U271, onde todas as amostras inclusas neste estudo foram re-
testadas e genotipadas. Algumas diferencas no protocolo de extragdo, jd descritas

definitivamente em métodos, foram preponderantes para justificar as diferengas entre os
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resultados iniciais na FIOCRUZ e no INSERM U271: (1) o dobro do volume de soro (200
ub), (2) adigdo de 100 pl de d4gua DEPC nas amostras com pouca recuperagdo durante a fase
de extracdo (espessamento da fase com cloroférmio), (3) transcri¢do reversa imediata apés a
extracdo e, finalmente, (4) adicdo concomitantes dos primers inversos NC4 e 186 NTEK.

As medidas (1) e (2), referidas no pardgrafo anterior, foram suficientes para
concentrar 0 RNA total ou evitar que componentes da propria amostra pudessem interferir na
recuperacdo e nas etapas seguintes de purificagdo. A medida (3) determinou uma garantia a
mais para o protocolo, pois, com a manipulacdo, as amostras de RNA tendem naturalmente a
sofrer degradacdo, o que ndo acontece com DNA nas mesmas condi¢cdes (HALFON e cols.,
1996). E finalmente, a medida (4) foi implementada como um facilitador para ligar as técnicas
de detec¢cdo do VHC-RNA e da genotipagem. Esta medida, além de minimizar etapas entre as
duas técnicas, permitiu a realizagdo da genotipagem imediatamente apds a confirmacdo da
amplificagdo pelo PCR. Comparando-se os resultados iniciais obtidos na FIOCRUZ com os
obtidos no INSERM U271, a sensibilidade foi de 74,3 % (52/70), especificidade de 100 %
(33/33) e uma coincidéncia geral de 82.5 % (85/103) (Tabela 3).

Todas os resultados da RT-PCR foram confirmados através do Southern blot
utilizando-se sondas biotiniladas. Em nosso laboratério, optamos por utilizar este tipo de
sonda, pois. como € sabido, trata-se de um reagente ndo radioativo, de facil manipulagdo. ndo
requer condigdes especiais de trabalho e apresentar baixa periculosidade. Além disso, pode
ser utilizada por um longo perfodo. sem preocupagdo com sua deterioracdo ou validade. Os
resultados demonstraram que a hibridizacdo com sonda biotinilada ndo melhora a
sensibilidade da técnica, servindo apenas como teste confirmatorio da especificidade da
reagdo da RT-PCR. Por outro lado, a utilizacdo de sondas marcadas com 2P aumentam em até
10 vezes a sensibilidade da técnica, o que permite identificar amostras positivas, mesmo em

situagoes em que o produto da PCR ndo seja bem visivel ao transiluminador (Figura 4). De



64

qualquer forma, ¢ importante destacar que a visualizagdo do produto da reacdo de PCR contra
a UV ap6s migracdo em gel de agarose é a melhor garantia de um diagndstico confidvel. Na
rotina, todas as amostras devem ser testadas pelo menos duas vezes em experimentos
diferentes, o que pcrmite "ma maior chance para a boa visualizagdo do produto da PCR.

Das 127 amostras selecionadas para o estudo, 83 (65,4 %) foram positivas para o
VHC-RNA. Estes dados sdo coerentes com os descritos na literatura em que mais de 50 %
dos portadores do anti-VHC mantém a infec¢do. A presenca do VHC-RNA esteve associado a
alteracdes bioquimicas, que sugerem lesdo crénica de figado e replicagdo viral. Todavia, a
positividade do VHC-RNA também pode ser observada em participantes com nenhuma ou
minima altera¢do nos niveis de TGO ou TGP, sugerindo que nem sempre o VHC produz uma
lesdo citopatica no figado (LOK e cols., 1992). Nestas circunstancias, surge uma questdo ética
sobre a conduta médica em biopsiar, ou nio, este tipo de paciente. A determinacdo seriada dos
niveis de aminotransferases séricas, prospectivamente, por um periodo minimo de 6 meses,
cursando com alteragdes acima dos VR, devem ser adotadas como pardmetro para se
identificar uma hepatite cronica em curso, condi¢@o elegivel para a bidpsia (DI BISCEGLIE e
cols., 1991).

Apesar do maior interesse clinico para os casos VHC-RNA positivos, ¢é
importante se discutir o significado de um teste negativo para o VHC-RNA no soro.
Atualmente, resultados negativos de VHC-RNA no soro ndo excluem o eventual efeito da
baixa carga viral e/ou a persisténcia do virus em outros sitios de replicagdo. O soro é um
veiculo que carreia, principalmente, particulas soliveis e que, portanto, pode conter menos
particulas virais circulantes requerendo o maximo de eficiéncia das técnicas de detecg¢do do
RNA viral. Alguns estudos descreveram a presenga do VHC-RNA na medula 6ssea e células
mononucleares do sangue periférico, seletivamente concentradas em células B (SCHMIDT e

cols., 1997b; ZEHENDER e cols., 1997). Porém, estes reservatérios celulares ndo contribuem
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para a detecgdo do VHC-RNA no soro ou plasma. SCHMIDT e cols. (199 7. desenvolveram
uma técnica para extragdo do VHC-RNA a partir do sangue total. Seus resultados
demonstraram que mesmo em participantes com hepatie criptogénica, anti-VHC negativos, o
VHC-RNA esteve presente em 75 % dos casos. Este achado pode explicar porque a
negativacao do VHC-RNA no soro ndo tem sido um fator preditivo duradouro para a resposta
terapéutica. Pprtanto. o desaparecimento do RNA viral do soro ndo significa cura, pois, a
infec¢do de outros tecidos e 6rgdos pode ser responsdvel pela perda da resposta terapéutica e
recidiva ap6s o tratamento.

A amplificagdo gendmica e o seqiienciamento, seguido da comparacdo das
seqliéncias, sdo atualmente considerados padrdo-ouro para a determinacdo dos gendtipos do
VHC, apesar de suas limitagdes. Primeiro, a amplificagdo de algumas regides genOmicas ser
ineficientes e necessitar de diferentes conjuntos de primers. Segundo, em estudos de
seqlienciamento aplicados a populagdes, apenas o gendtipo predominante € identificado em
cada paciente com infecgdo mista. Terceiro, quando um grande nimero de isolados sdo
estudados, o identificagio de alguns deles podem ndo ser possiveis. Finalmente esta técnica é
dispendiosa e de dificil execucdo, dificultando sua aplicagdo em estudos com um nimero
maior de participantes (OHNO e cols., 1996).

Para contornar tais problemas, foi utilizada uma técnica mais simplificada
(OKAMOTO e cols.. 1992; 1993). Esta técnica amplifica uma regido sub-genémica do gene
que codifica o core mediante dois PCR aninhado com primers externos genéricos e uma
mistura de primers internos genotipo-especificos. OKAMOTO e cols. foram um dos
primeiros a descrever uma técnica capaz de discriminar os tipos principais do VHC
circulantes no Japdo. Américas e Europa usando esta metodologia (la, Ib, 2a, 2b e 3).
Recentemente, esta técnica sofreu algumas criticas de pesquisadores americanos e europeus

apOs comparacdo com outras técnicas mundialmente empregadas (GIANNINI e cols., 1995;
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LAU e col.. 1995b). LAU e cols. (1995b) discutem que os primers utilizados por OKAMOTO
foram concebidos em 1991 quando os conhecimentos acerca das variagdes das seqiiéncias do
VHC ecram limitadas e que, apesar de uteis entre pacientes japoneses. reagdes cruzada dos
primers para os genotipos la e 1b produziam resultados menos eficientes em amootras de
pacientes americanos e europeus. Em resposta, OKAMOTO e cols. (1996) reavaliaram os
primers e ¢stabeleceram seu método de segunda geragdo com uma boa capacidade de
distinguir os gendtipos la e Ib com uma especificidade pouco superior a descrita
anteriormente. Todavia, seu novo método passou a requerer no segundo PCR uma
amplifica¢do separada para cada genétipo tornando-o menos pratico.

INCHAUSPE e cols. (1996), seguindo a proposta inicial de OKAMOTO,
reconstruiu oS mesmos primers € corrigiu o problema da reagdo cruzada mantendo o
protocolo inicial com um nested-PCR em um tnico tubo. Todavia, nesta nova técnica, nao é
possivel distinguir os subtipos 2a e 2b, porém acrescentou-se a possibilidade de genotipar o
tipo 4 do VHC. Esta modificagdo ampliou a aplicagdo da técnica para regides geograficas
onde, além dos gendtipos 1, 2 e 3, o gendtipo 4 pode ser encontrado.

Durante a padronizacdo da genotipagem também foram utilizados soros-padrdo
referentes aos diferentes gendtipos do VHC. Estes controles foram extraidos, transcritos e
amplificados em uma nested-PCR, primeiramente, com primers genéricos e, posteriormente,
com primers genotipo-especificos. Este procedimento (nested-PCR) garante uma melhor
sensibilidade da técnica. pois facilita as reacdes gendtipo-especificas da 2* PCR.

Do ponto de vista da eficdcia da técnica, devemos considerar que nenhuma das
amostras foi ndo-reativa, o que significa que o teste foi capaz de detectar todos os genétipos
principais encontrados em nossa populagdo. Entre os genétipos encontrados estdo os tipos 1, 2
e 3, com freqii€ncias de 62,7 %, 3,6 % e 21,7 %, respectivamente. A técnica empregada nao

permitiu distinguir entre os subtipos 2a e 2b (sendo, portanto. necessdrio considerar apenas o
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tipo principal). Genotipos mistos estiveram presentes em 12,9 % das amostias, predominando
a associacdo la/3a. Nenhuma amostra foi genotipada como tipo 4.

Diferentes padroes de distribuicdo genotipica tém sido descritos em todo o
mundo. Neste estudo, o gendtipo mais freqiientemente encontrado em nosso pais foi o tipo 1,
particularmente o subtipo 1b. Se os diferentes gendtipos podem ter um influéncia no curso
clinico da dqenga, isto ainda permanece uma incdgnita. Para ZEIN e cols. (1996), os
gendtipos la e Ib, mais prevalentes nos EUA em pacientes cronicos, estdo associados a uma
maior gravidade da doenga e a uma menor resposta a terapia ao IFN que o genétipo 2.

SILINI e cols. (1995), estudando uma populagdo composta por portadores
assintomaticos com niveis de TGO normais e paciente cronicos com niveis variados de TGO,
relataram que o genodtipo 1 esteve mais freqiiente nos pacientes com TGO elevados sugerindo
que este genotipo determina um pior progndstico para a evolu¢do clinica da doenga.

Apesar de LAU e cols. (1996) ndo encontrarem diferencas na intensidade da
doenga, bem como viremia entre os gendtipos 1, 2, 3 ¢ 4, GUEN, e cols. (1997) acreditam
que, além da influéncia do gendtipo, a heterogeneidade do VHC (quasiespécies) e carga viral
superior a 35 x 10° Eq/ml sdo fatores associados a reincidéncia apods o tratamento com IFN.
Para GUEN. casos avangados com cirrose dificilmente curam a infecgdo e o gendtipo 1b
implica alta taxa de reincidéncia enquanto o gendtipo 3a estd associado a boa resposta ao INF-
alfa.

Estas consideracoes apontam para a necessidade de uma maior investigacdo da
importancia destes genotipos em nosso meio, sobretudo por estarmos diante da possibilidade
de termos pacientes com baixa resposta terapéutica e que pouco poderdo aproveitar da
aplicagdo de um medicamento ainda tdo inacessivel quanto o IFN. Por outro lado, diante da

falta de um consenso internacional acerca do melhor esquema terapéutico para o tratamento
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dos diferentes genotipos, € possivel que a conduta padrdo para todos os gendtipos possa ser
alterada para esquemas genotipo-relacionados.

O aparecimento de gendtipos mistos em nosso estudo podem ter decorrido
basicamente de trés condi¢des: ou correspondeni a um aovo genétipo com variagdes mistas no
gene do core, ou sdo os gendtipos | ou 3 com alteragdes minimas e que permitam o co-
pareamento com primers para os genétipos 1 e 3, ou, ainda, representam, verdadeiramente,
co-infecgdes. Para avaliar estas possibilidades no futuro, pretendemos aplicar outras técnicas,
ou, ainda, seqiienciar a regido do core a busca de alteragdes, que expliquem tais erros.

Apesar de Salvador apresentar uma composi¢do étnica bastante diferenciada do
restante do pais, com cerca de 80 % de individuos da raca negréide e com uma marcante
influéncia da cultura africana, nao se encontrou genétipos especificos fregiientes naquele
continente (SIMMONDS e cols., 1993a). Na populacdo estudada, 26,4 % relatou drvore
parental exclusivamente caucazoide, 14,3 % negréide e 44,0 % mulatos com padrdes de
miscigenac¢do variados (dados nio apresentados). Uma andlise preliminar ndo demonstrou
qualquer diferenga na distribuicdo genotipica destes grupos. Portanto, considerando-se a
distribui¢iio genotipica dos paises Europeus, da América do Norte, paises do norte da Africa
proximo a Portugal. como Marrocos, além de outros sob influéncia européia com gendtipos 1.
2 e 3 ndo seria nenhum absurdo se especular uma rota Europa-Américas para a disseminagdo
do VHC (BENANI e cols., 1997; SMUTS & KANNEMEYER, 1995). Nesta linha, trabalhos
socio-antropolégicos e médicos poderdo apontar para o entendimento e estabelecimento de
doencgas cosmopolitas. mas que apresentam uma influéncia genética e racial marcantes.

Finalmente, a demonstracdo de que as distribuicdes genotipicas do VHC nas
regidoes Sudeste, Sul e, agora, na Bahia, sdo semelhantes, podem apontar para medidas de
saude publica comuns. Além disso, a implantagdo das técnicas de deteccao e genotipagem do

VHC-RNA no Brasil podem vir a contribuir com a vigilancia epidemioldgica. triagem
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ambulatorial para o tratamento com antivirais ¢ a adequacdo de testes soroldgicos em
implantagcdo. Na clinica, em se confirmando a existéncia de uma resposta terapéutica
diferenciada entre os gendtipos 1, 2 e 3, sobretudo para o subtipo 1b, isto pode significar um
obstdculo para o sucesso em ensaios terapéuticos com antivirais nos esquemas propostos até o
momento na literatura dado que este € o gendtipo predominante em nosso meio. Vale ressaltar
também, que pela baixa prevaléncia do tipo 3 nos EUA e Japdo onde a pesquisa sobre o VHC
€ mais intensa, poucos sao os dados concernentes a resposta terapéutica a este gendtipo. Neste
sentido, pesquisas realizadas no Brasil poderdo contribuir determinar a progressio da doenga
e da resposta ao tratamento nestes pacientes e também a influéncia de uma possivel

associagao dos dois genotipos mais freqiientes, 1 e 3.
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8 CONCLUSAO

* O presente travalho demonstrou que a positividade do VHC-RNA no soro de portadores do
anticorpo anti-VHC selecionados no Servi¢o de Hepatologia do HUPES-UFBA, foi de 67
% (67/100).

e Entre as amostras VHC-RNA positivas, o genétipo | foi o mais fregiiente estando presente
em 62,7 % (42/67), seguido pelos tipo, 3 em 22,4 % (15/67), tipo 2 em 3,0 % (2/67) e
genotipos mistos em 11,9 % (8/67). O subtipo 1b esteve pouco mais freqiiente que o tipo
la, respectivamente, 37.3 % e 25,4 %. Entre os gendtipos mistos encontrados, as seguintes
associagdce foram freqiientes: la/3a em 7 (10,4 %) e la/lb em uma (1,5 %). Nio se
observou resultado positivo para o gendtipo 4, bem como amostras ndo-reativas. Estes

dados sdo semelhantes aos descritos na regido Sudeste e Sul do pais.
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(Em acordo com as Normas da Resolug@o n°. 196/96 do Conselho Nacional de Sadde, de 10 de outubro de 1996, aprovada na
59" Reunido Ordindria do Plendrio do Consetho Nasinonal de Satde)

Instituicdes de Pesquisa: Centro de Pesquisas Gongalo Mceniz/FIOCRUZ e o Hosp. Universitirio Prof. Edgard Santos
(HUPES-UFBA).

Titulo do Projeto: Aplicagdo de técnicas de Biologia Molecular no diagnéstico e genotipagem do Virus da Hepatite C em
individuos portadores na Cidade do Salvador/1996-97.

Pesquisadores Responsdveis: Dr. Mitermayer Galvdo dos Reis, Dr. Raimundo Parand Ferreira Filho e Dr. Luis Guilherme
Costa Lyra.

Sujeito da pesquisa: Como voluntdrio, o (a) Sr.(Sra.) esta sendo solicitado(a) a participar de uma investigagdo cientifica,
patrocinada pelo CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ/FIOCRUZ, com o objetivo principal de realizar um
estudo clinico-epidemioldgico. da hepatite viral tipo C. sob responsabilidade do Mestrando Sr. Luciano Kalabric Silva e
orientacdo do Dr. Mitermayer Galvido dos Reis.

Este documento procura fornecer ao(a) Sr.(Sra.) informagdes sobre o problema de satide em estudo e a
experiéncia que serd realizada, detalhando os procedimentos e exames, beneficios, inconveniéncia(as) e risco(os)
potencial(is). O(a) Sr. (Sra.) poderd recusar-se a participar da pesquisa ou, mesmo, dela se afastar em qualquer tempo, sem
que este fato lhe venha causar qualquer constrangimento ou penalidade por parte da institui¢do, a qual manterd o
acompanhamento e tratamento que the estd sendo prestado para atender o problema de saide objetivo da investigagdo. Os
investigadores se obrigam a nio revelar sua identidade em qualquer publicagdo resultante deste estudo, assim como poderdo
interromper a participagdo do Sr. (Sra.), a qualquer tempo, por razdes técnico/médicas quando, entdo, lhe serdo fornecidos
aconsethamento ¢ orientagdo. Os exames e procedimentos aplicados lhe sdo gratuitos. O (a) Sr. (Sra.) receberd todos os
cuidados médicos adequados para o controle de efeitos adversos que possam ocorrer, em conseqiiéncia de sua participa¢do
nesta pesquisa. Vale lembrar que todos os dados utilizados para a avaliagio clinico-epidemiolégicas estardio codificados em
sistema de informadtica, sob sigilo, ¢ que ndo permitirdo sua identificagio em nenhuma circunstancia, cabendo qualquer
contato ser efetuado diretamente pelo o Sr. Luciano Kalabric Silva.

Antes de assinar este Termo, O (a) Sr. (Sra.) deve informar-se plenamente sobre o0 mesmo, ndo hesitando em
formular perguntas importantes sobre qualquer aspecto que julgar conveniente esclarecer. E importante estar ciente das
seguintes informagoes:

1. O Problema de satide objeto da investigagao:
e Estudo da hepatite viral humana causada pelo virus da hepatite C (VHC).
Objetivos da investigagio:
¢ Estudo cpidemioldgico da hepatite viral C em portadores e sob acompanhamento pelo Servico de Gastro-
Hepatologia no Ambulatério de Hepatologia/HUPES.
e Determinar a associagio dos diversos gendtipos do VHC com informagdes clinicas, laboratoriais ¢
epidemioldgicas dos individuos em estudo.
¢ Obter informagdes cientificas que possibilitem identificar grupos potenciais para a aplicagdo de terapias anti-
virais com interferon-o.
3. Duragao da sua participagao:
e O tempo previsto para a total realiza¢do do nosso estudo, incluindo as andlises moleculares serd de 01 ano.
Entretanto, isso ndo acarretard alteragdo nas condi¢des de acompanhamento e assisténcia pelo corpo médico.
4. Inconvenientes:
e Submeter-se & entrevista,
e Coleta de sangue, nos casos realmente indicados conforme descrito no item 6 deste Termo.
5. Riscos e danos associados ou decorrentes da pesquisa:
e Riscos praticamente nulos exceto pela ocorréncia eventual de pequena hemorragia no local da pungdo venosa
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6.  Procedimentos, exames ¢ agentes terapéuticos que serdo utilizados:
e Coleta de aproximadamente 15 ml de sangue através de pungdo venosa para os exames descritos nos préximos
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¢ Exame bioquimico do sangue e soroldgico para a identificagdo dos marcadores virais, apenas nos casos que nio
possuem resultados destes exames nos ltimos 6 meses.
e Exame molecular para a detecglio e a genotipagem do VHC.
e Cadastro através de uma entrevista.
e Todos os casos participantes ou ndo desse estudo estardo sob acompanhamento clinico do Servigo de Gastro-
Hepatolgia/HUPES, que assume todas as decisdes quanto ao acompanhamento ¢ assisténcia dos pacientes.

(%



7

8.

As andlises bioquimicas e virais das amostras de sangue colhidas serdo analisadas nos laboratérios do LACEN,
HUPES ¢ FIOCRUZ.

Beneficios:

.

Os individuos participantes receberdo resultados moleculares inéditos que proporcionam o diagndstico
definitivo da infec¢ao pelo VHC além do genétipo do virus.

Este estudo contribuird para o entendimento da transmissdo do VHC em nosso meio. Também, informagdes
sobre o gendtipo do virus., poderd melhor identificar o progndstice e a maneir< de conduta no acompanhamento
dos pacientes. Além disso, este csiude ianulan poderi contiibun sou 0 ponto de vista amropoldgico da
disseminac¢ao mundial do virus.

Referenda grupos potenciais para o tratamento precoce com anti-virais como o interferon-c.

Pessoas e locais para respostas e perguntas:

Sr. Luciano Kalabric Silva ou Dr. Mitermayer Galvao dos Reis
Lab. dc Pat. e Biologia Molecular do CPqGM/FIOCRUZ-BA
R. Waldemar Falcdo, 121 - Brotas

Tel.: (071) 356-8783 - Horério comercial

Dr. Raimundo Parand ou Dr. Luis Lyra
Ambulatério de Hepatologia/ HUPES-UFBA
Hordrio: Tergas-feiras das 14:00 as 18:00

Declaro estar ciente do inteiro teor deste Termo de Consentimento, decidindo-me a participar da investigagdo

proposta, depois de ter formulado perguntas e de ter recebido respostas satisfatérias a todos elas e ciente de que poderei
voltar a fazé-las a qualquer tempo. Declaro, pois, dar meu consentimento para participar desta investigagdo recebendo uma
copia do Termo, estando ciente, ainda, de que uma outra copia permanecerd registrada nos arquivos do Lab. de Pat. e
Biologia Molecular/CPqGM.

Salvador, 6 de Outubro de 1998

Nome do Voluntirio:

Enderego do Voluntdrio:

Assinatura do voluntdrio ou responsdvel:

Assinatura do investigador:

Local e data

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Local ¢ data



ANEXO II - FICHA DE CADASTRAMENTO

DADOS DO CASO

1. Cod. do Paciente {CODPACIENY}: I 1 0 11 1 2. Data da entrevista {DTENTREV}: |__1_ / | / I __|

3.No.do HUPES {HUPES}: | | I | I _|H__| 3.1 Data de Registro no HUPES {DTHUPES}:{__ |/ 1/ __1_ |
4{NOME}: 1\ (e e

4.1 {INICIAIS}: || __|

5. {DATA DE NASC}imento: ||/ |/ | | 5.1 {IDADE} (anos) (000 = menorde lano): |___|___|___|

6. {RESPONS}avel (1 = o mesmo; 2 = pai; 3 = mae; 4 = outros familiares; 9 = ndo se aplica): [___|

6.1 {RESPONSNOM}: I I__ I | | &+ @ b\ & b e e

7.{NATURALWdade: |___ | | (| @ I ¢ L b & | b & b1 1| 8. {SEXO

R DR AU N AN NN A AN U N A NN O T M A N } (1 =masc;2=fem.): |___|
9. {RACA} (1 =branco; 2 = negro; 3 = indio; 4 = mestigo mulato; 5 = mestico mameluco; 6 = mestigo cafuzo; 7 = oriental; 9 = nfio identificado): |___|
10. Estado civil {ESTCIVIL} (0 = solteiro; | = casado; 2 = disquitado ou divorciado; 3 = viuvo; 9 = ndo se aplica): | |

11. Grau de Instrugdo {ESCOLAR} (0 = analfabeto; 1 = | grau incompleto; 2 = 1grau completo; 3 = 2grau completo; 4 = 3grau completo; 5 = posgraduado completo; 9 = ndo se aplica): |___|
12. {OCUPACAOY}: |___|__ ||l b b

13. {MOTIVO} da procura ao HUPES:

13.1 Triado em bancos de sangue com Anti-HCV positivo { DOADOR} (1 = sim; 2 = ndo): |___|

RESIDENCIA

15.Cod. do {BAIRRO}: || ||
15.1 Bairro/Local {LOGRADOURO}: I__|__ ||\ b b e el

16. {TELEFONE}: I__I__ I | | 1 |




DADOS LABORATORIAIS

17. Tipo sanguinco { TIPOSANG} (0 0:1=A:2=B:3=ABy: |__|

18. Dados Bioguimicos mais recentes: ||

17.1 {FATORRH} (1 = positivo; 2= negativo): I___|

18.1

Data do Teste

Institui¢ao Responsdvel pelos
Resultados

Nome do Teste * Resultado do Teste ! Faixa de Referéncia *

Método do Teste & Fabricante Valor (Unid.) * Interpretacao i |

Bilirrubina Sérica - Total

Bilirrubina Sérica - Direta

Bilirrubina Sérica - Indireta

TGO no Soro

TGP no Soro

Fosfatase Alcalina

Tempo de Protrombina

Proteina Total

Albumina Total

Gama-GT

1 Prover o nome do teste.

2 Prover o método de teste € o fabricante.

4 Prover a interpretagao do testes (ex.: +, -, indeterminado).

5 Identifique a faixa de referéncia para o teste.

3 Prover resultados do teste para o estado de doenga especiticado; incluir unidade de medida.

18.2. Scric de aminotransferases TGO e TGP no primeiros 6 meses da admissao ao servigo:

Data do teste

Faixa de Referéncia

TGO

TGP

gama-GT




OUTROS MARCADORES

19. Qutras infecgdes parenterais concomitantes:

Data do Teste

Institui¢iio Responsédvel
pelos Resultados

Nome do Teste ©

Método do Teste & Fabricante *

Resultado do Teste

Valor (Unid.) * Interpretagio *

Faixa de Referéncia °

Outros HGB ou GRV-C

Anti-VHA

HBsAg

Anti-HBs

HBeAg

Anti-HBe

Anti-HBc¢

VHB DNA

Anti-VHD

Anti-VHE

Sifilis

Doenca de Chagas

HIV

HTLV Ioull

1 Prover o nome do teste.

2 Prover o método de teste e o fabricante.

3 Prover resultados do teste para o estado de doenga especificado; incluir unidade de medida.

4 Prover a interpretacdo do testes (ex.: +, -, indeterminado).

5 Identifique a faixa de referéncia para o teste.

DNO=Dado nio Obtido.




ANEXO III - LISTA DE REAGENTES

Re2gentes gerais

I
1. ltens Concentracio Ret. do Fornecedor
2. Acido acético glacial P.A. Sigma, A6283
3. Acido cloridrico P.A. Sigma, H7020
4. Agarose Grau p/ biol. Molecular Sigma. A9539
5. Alcool Etilico P.A. Reagen
6. Alcool Isoamilico P.A. Sigma, 19392
7. Azul de bromofenol Grau p/ biol. Molecular Sigma, B5525
8. B-Mercaptoetanol Grau p/ biol. Molecular Sigma, M3148
9. Brometo de etidio Grau p/ biol. Molecular Sigma, EI1510
10. Cloreto de magnésio Grau p/ biol. Molecular Sigma, M8266
11. Cloreto de sodio Grau p/ biol. Molecular Sigma, S3014
12. Cloroférmio P.A. Sigma, C2432
13. DEPC Grau p/ biol. Molecular Sigma, D5758
14. DNA de esperma de 10 mg/ml Sigma, D7290
salmao fragmentado
15. Hidréxido de sodio Sigma, S0899

16. Nusieve Agarose GTG

Grau p/ biol. Molecular

Americam Bioanalytical

2. Reagnetes para PCR

Itens Concentracio Ref. do Fornecedor

17. Inibidor de Ribonucleases | 40 U/pl Gibco BRL, 15518-012

18. dNTP mix 10 mM Gibco BRL, 18427-013

19. Taq Polymerase: 5 U/ul Kit Promega, M1861

20. Tampao da Taq e 10 X

21. MgCly 25 mM

22.Kit M-MLV  Reverse Gibco BRL. 28025-021
transcriptase (RT); 200 U/ul

23. Tampao da RT e: 5X

24.DTT 0.1 M

25. Marcador de peso | ---- Gibco BRL, 15611-015
molecular ©X174

RF/Hae III fragments
26. Oleo mineral

Grau p/ biol. Molecular

Sigma. M5904

Solucoes: Todas as solucdes utilizadas neste trabalho foram preparadas conforme descrito no
manual de laboratério de SAMBROOK ¢ col. (1989).
e SDSal0%

¢ NaOHO04 M
¢ SSC 20 X (ou SSPE 20 X)
e Solugdo de Denhardt 50 X

e EDTA 0.1 M pH 8.0



ANEXO IV

EQUIPE DO GRUPO DE ESTUDOS E
PESQUISAS EM HEPATITES (GEPH-BA)

e Segue abaixo os nomes dos integrantes desta equipe e suas respectivas atribuigdes por
Orgao de atuagao:

¢ CPqGM/FIOCRUZ
— Mitermayer G. dos Reis Pesq. Titular/LPBM
— Luiz Antonio R. de Freitas Pesq. Titular/LPBC
— Luciano Kalabric Silva  Técnico Superior

— Sérgio Pinto de Souza Estudante PIBIC/CNPq
¢ DEVISA/SESAB
— Lorene Louise Pinto Diretora
e DIVEP
— Marlene Carvalho Gerente da DIVEP
— Jussara Botto Téc. Resp. pelo GT-Hepatites Virais-BA
— Valdelice Fiusa Téc. Resp. pelo GT-Hepatites Virais-BA
e LACEN
— Aida Maria C. de Goes Diretora do LACEN
— lara Santana Técnico Superior
— Maria Alice Zarife Técnico Superior
— Eliane Valadao Técnico Superior
— Eline C. P. de Oliveira Técnico Superior

— Rosa Maria Veloso Rode  Técnico Superior
¢ 1° DIRES/SESAB

— Ana Picanco Técnica Superior
— Ilma Silva Técnica Superior
¢+ HEMOBA/SESAB
— Aurelino Santana Diretor do HEMOBA
— Nelma Santana Médica SESAB/HEMOBA
¢ Servigo de Hepatologia e Gastroenterologia/HUPES-UFBA
— Luiz Guilherme Lyra Prof. Adjunto/UFBA - Coordenador
— Raimundo Parana Prof. Adjunto/UFBA
— Helma Cotrim Profa. Adjunto/UFBA
— Luciana Silva Profa. Adjunto/UFBA
— Isabel Quitas Enfermeira/HUPES
¢ Ministério da Saiade
— Edwin A. S. Castillo Coord. do GT-Hepatites Virais MS/FNS
¢ Consultores estrangeiros
— C.Trepo INSERM U271/Lyon/Franga
- A.Kay INSERM U271/Lyon/Franga
—~ F. Berby INSERM U271/Lyon/Franga

—~ John David Harvard University/EUA
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