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RESUMO

DETECÇÃO DO RNA DO VÍRUS DA HEPATITE C (VHC) NA SALIVA DE PACIENTES 
CRONICAMENTE INFECTADOS PELO VHC. LILIANE ELZE FALCÃO LINS
KUSTERER. A pesquisa do vírus da hepatite C (VHC) em outros fluidos corporais que 
não o sangue torna-se de grande importância na avaliação das vias de transmissão não- 
parenterais e pode representar uma alternativa mais simples e econômica para a 
detecção. Pesquisas soro-epidemiológicas indicam que a saliva pode ser uma potencial 
via de infecção e que o risco desta têm aumentado entre cirurgiões-dentistas, embora a 
origem do VHC na saliva ainda não esteja bem definida. Objetivo: O propósito do 
presente estudo é verificar se a saliva pode ser utilizada como amostra para detecção e 
genotipagem do VHC em substituição ao soro. Materiais e métodos: 0  estudo 
realizado através da avaliação de amostras de 50 pacientes com infecção por VHC 
virgem de tratamento e de 25 pacientes com Doença Parenquimatosa Crônica do 
Fígado (DPCF), excluindo o VHC, atendidos no Serviço de Gastroenterologia e 
Hepatologia da HUPES/UFBA no período de janeiro e dezembro de 2002 em Salvador, 
Bahia. Os seguintes dados foram coletados: idade, gênero, fatores de risco para o VHC, 
dados de saúde bucal e determinação da carga viral. Exames intra e extrabucais foram 
realizados. A presença de dentes e cáries visíveis foram registrados e o estado de 
saúde periodontal foi avaliado. A detecção do VHC foi analisada em relação as variáveis 
analíticas, clínicas e demográficas através do programa EPI-INFO 6, sendo p< 0.05 
estatisticamente significante. Resultados: 0  VHC foi detectado por nested PCR em 
100% das amostras de soro e saliva. Nenhuma das amostras de saliva do grupo 
controle foi positivas para o RNA do VHC. Nenhuma correlação entre presença viral na 
saliva e doença periodontal ou outra patologia foi observada. Não houve relação de 
significância estatística entre a carga viral sanguínea e a detecção do VHC na 
saliva.Não foram observadas diferenças entre os genótipos no soro e saliva. 
Conclusão: Os resultados do presente estudo sugerem que o RNA do VHC se encontra 
presente na saliva de pacientes infectados independente da carga viral sanguínea e 
patologia bucal. Estes achados sugerem que testes aplicados à saliva podem ser 
utilizados em pesquisas epidemiológicas de difícil coleta sanguínea e em áreas de difícil 
alcance.

Palavras-chave: Hepatite C. Saliva. Patologia bucal.



ABSTRACT

DETECTION OF HEPATITIS C VIRUS RNA IN SALIVA FROM CHRONICALLY 
INFECTED PATIENTS BY HCV. LILIANE ELZE FALCÃO LINS KUSTERER. The
search of hepatitis C virus (HCV) in body fluids other than blood is of importance to 
evaluate possible nonparenteral routes of transmission and can represent a simple and 
an economical alternative to detect the HCV. Seroepidemiological surveys indicate that 
saliva may be a potential source of infection and dentists are at a substantially increased 
risk, although the source of HCV in saliva has not been defined yet. Objective; The aim 
of this work is verify if saliva can be used as a available sample to detect and genotype 
the HCV, substituting serum Materials and methods: The study included 50 patients 
with HCV infection who were not undergoing anti-viral treatment and 25 patients with 
chronic liver diseases excluding virus C from the Gastroenterology and Hepathology 
Service of the HUPES/UFBA between January and December of 2002 in Salvador, 
Bahia. The following data were recorded: age, sex, identified risk factor for HCV, dental 
care data and viral load was determined. Both extra-oral and intra-oral examinations 
were conducted. Teeth present and visible caries were recorded and periodontal 
condition was measured. The presence of HCV was examined in relation to the 
demographical, clinical and analytical variables using EPI- INFO 6 program and 
significance was considered at the p<0.05 level. Results: HCV was detected by nested 
PCR in 100% of the serum and saliva samples. None of the serum and saliva samples 
from control group was positive for HCV RNA. No correlation was found between HCV 
presence in saliva and periodontal disease or other oral pathology. There was no 
statistically significant relation between plasma viral load and saliva HCV detection. Also, 
there was no difference between genotype in saliva and serum. Conclusion: The result 
of this study suggests that HCV RNA is present in saliva of HCV infected patients 
independent of the viral load and oral pathology. These finds suggests that tests on 
saliva can be useful in epidemiological surveys when blood collection is hard and in 
populations that are difficult to reach.

Key words: Hepatitis C. Saliva. Oral pathology.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 ASPECTOS GERAIS

A infecção pelo vírus da hepatite C (VHC) representa uma das maiores 

causas de doença hepática crônica no mundo, sendo atualmente a maior 

indicação para transplante hepátieo. De acordo com dados da 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE (OMS). 3% da população mundial, 

ou aproximadamente 170 milhões de indivíduos apresentam-se infectados 

por este agente infeccioso (OMS, 2002).

Os países em desenvolvimento têm apresentado as freqüências mais 

altas de infecções. Segundo dados da Fundação Nacional de Saúde 

(FUNASA, 1996), 2,8% das hepatites agudas no país foram atribuídas ao 

VHC, sendo a prevalência brasileira estimada em 1,5%. Silva et al. (1995) 

realizou a soroprevalência geral, em duas populações com características 

distintas no Estado da Bahia. Em salvador, capital do estado, foi 

encontrada uma prevalência de 1.25%, enquanto em Castro Alves, zona 

rural, esta foi de 0%. Com relação à dos doadores de sangue em Salvador, 

o estudo de Santana et al. (1996) estimou uma prevalência de 1,7%, sendo 

que o relatório do HEMOBA (1999) demonstrou uma diminuição deste 

percentual para 1,5%. Recentemente, o trabalho realizado por Zarife et al.
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(2002) em amostras coletadas no Estudo de para Avaliação do Impacto 

Sobre a Saúde do Programa de Saneamento Ambiental de Salvador e 

Cidades do Entorno da Baía de Todos os Santos encontrou uma 

prevalência de 1,5%.

A principal via de transmissão do VHC é parenteral, através de sangue 

contaminado, devendo quaisquer recipientes com sangue ou componentes 

sangüíneos ser considerados como um risco de contaminação pelo VHC. 

Antes da triagem sorológica com ELISA de primeira geração no início dos 

anos 90, o VHC foi responsável por 90% das infecções pós-transfusão de 

hepatite não-A e não-B (TREMOLADA et al., 1991). A contaminação com 

agulhas infectadas por profissionais de saúde em acidentes de trabalho 

tem sido relatada, e, mais recentemente, a transmissão simultânea de VHC 

e HIV caracterizada com a conversão tardia do soro de ambas viroses, 

ocasionando uma rápida e fatal progressão de doença hepática (RIDZON 

et al., 1997).

As vias de transmissão vertical não estão totalmente esclarecidas e 

40% dos pacientes infectados apresentam fatores de riscos 

desconhecidos, sugerindo a possível existência de outras vias de 

transmissão (ALLANDER et al., 1995). 0  genoma viral da hepatite C já foi 

detectado em amostras de sêmen e secreção vaginal de pacientes 

infectados, e casos de transmissão sexual têm sido relatados (FIORE et
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al., 1995; TANG et al., 1996). Embora haja uma menor prevalência de 

infecção via transmissão sexual, fatores como tempo de duração da 

relação, existência de doenças hepáticas e co-infecção com HIV ou outras 

viroses, como o herpes simples, podem contribuir para o aumento desta 

prevalência (KAO et al., 1996; MEISEL et al., 1995).

O RNA do VHC também já foi detectado na saliva de pacientes 

contaminados (COUZIGOU et al., 1993; ROY et al., 1995; WANG et al., 

1991) e o estudo experimental em chimpanzés realizado por Abe e 

Inchauspe (1991) demonstrou a contaminação após a inoculação de saliva 

positiva para RNA do VHC em macacos hígidos.

A transmissão de doenças via sangüínea é um risco potencial para 

pacientes e equipe odontológica, especialmente Cirurgiões Buco-maxilo- 

facias. Estudos mais recentes relatam a possível detecção do vírus da 

hepatite C na saliva (CHEN et al., 1995; TANG et al., 1996) e sugerem que 

os procedimentos cirúrgicos sejam fatores moduladores dos níveis de 

concentração do VHC. Entretanto, a literatura não relata a correlação de 

doença periodontal, que está associada ao sangramento gengival, com o 

aumento das concentrações do genoma viral da hepatite C na saliva. 

Questiona-se então, o risco de transmissão do VHC durante tratamentos 

odontológicos, principalmente no caso de doença periodontal que provoca
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O fácil sangramento gengival, e a terapêutica envolve o uso de 

instrumentos pontiagudos e cortantes para a remoção mecânica do tártaro.

1.2 MÉTODOS DE DETECÇÃO DO VHC

Vários métodos de diagnóstico do VHC foram desenvolvidos 

baseados no conhecimento da estrutura viral. Dentre estes se encontram 

os testes de detecção de anticorpo contra proteínas virais, utilizando 

métodos imunoenzimáticos (EIA). 0  teste de primeira geração para 

detecção de anti-VHC foi desenvolvido por Kuo et al. (1989), incorporando 

o epitopo da proteína c100-3 da região não estrutural do vírus C. Este 

teste se tornou comercialmente disponível e largamente utilizado, 

causando grande impacto na triagem de doadores de sangue, diminuindo a 

incidência de infecções politransfusionais não-A não-B (ALTER et al., 

1989). Atualmente, o teste anti-VHC de terceira geração tem sido utilizado 

com sensibilidade em torno de 97% e especificidade em 95% em doadores 

de sangue (MOYER et al., 1999).

Apesar do aumento da sensibilidade e especificidade dos testes de 

ELISA com a incorporação de antígenos da região estrutural e não 

estrutural, o RIBA deve ser utilizado como exame confirmatório. Este teste 

baseia-se na imobilização de antígenos específicos do VHC,
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recombinantes ou sintéticos, em fita de nitroceiuiose (LOK; 

GUNARATNAM, 1997).

Com relação a detecção do VHC no soro, esta é realizada através da 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), onde o RNA é primeiramente 

extraído, sendo realizada então a sua transcrição em DNA complementar 

(cDNA) através da enzima transcripitase reversa. Em seguida o cDNA é 

amplificado com a utilização de prim ers específicos, enzimas e variações 

de temperatura (SILVA et al., 2000).

A técnica de PCR permite o diagnóstico da infecção pelo vírus C, 

inclusive no início da infecção aguda, antes da possível detecção de 

anticorpos ou alterações em transaminases (HOUGHTON et al., 1991). 

Além de ser um teste confirmatório, deve ser solicitado nos casos de 

hepatite aguda ou fulminante, controle de transmissão perinatal, 

diagnóstico de infecção em imunossuprimidos e monitoramento de 

tratamento.

O PCR apresenta padronização difícil e devido a sua alta 

sensibilidade (100 a 500 cópias/ml), pode apresentar falsos positivos por 

contaminação. Ainda, devido a procedimentos inadequados no 

processamento das amostras e na conservação das mesmas, além da 

variação de método empregado, pode ocorrer falso negativo. Também a
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ocorrência de falsos negativos, pode ser decorrente do período de 

intermitência na replicação viral (LOK; GUNARATNAM, 1997).

Com relação à quantificação viral por PCR, os testes in liouse são 

pouco padronizados e reprodutíveis, inviabilizando o seu uso. No mercado 

existem testes disponíveis comercialmente e padronizados como o 

AMPLICOR HCV Monitor, Roche. Em geral, teste baseia-se na introdução 

de uma seqüência sintética de VHC-RNA padrão durante a fase de 

amplificação. O Padrão é então amplificado juntamente com o RNA da 

amostra e após a desnaturação os produtos do PCR são colocados em 

contato com as sondas específicas para os cDNAs selvagem e padrão. 

Após a reação colorimétrica, os títulos das amostras testadas são 

comparados aos dos padrões, obtendo-se a quantificação (LOK; 

GUNARATNAM, 1997).

A técnica de quantificação por bDNA não amplifica a molécula a ser 

detectada e sim o sinal que identifica a presença desta. São utilizadas 

cinco sondas em fase sólida de reação para captura do RNA por 

hibridização. Sondas extensoras se unem a moléculas amplificadoras que 

por sua vez possuem a capacidade de ligação a sondas marcadas com 

biotina que reagem especificamente com o conjugado avidina-fosfatase 

alcalina. 0  material é então incubado com substrato luminescente que se 

liga a fosfatase alcalina, possibilitando medir a emissão de luz na amostra.
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Gretch et al. (1995) avaliaram a eficácia do PCR quantitativo com relação 

ao bDNA entre quatro diferentes grupos de pacientes; doadores de 

sangue, pacientes com diferentes graus de infecção pelo VHC, pacientes 

em hemodiálise e receptores de transplante de fígado infectados pelo 

VHC. De acordo com os resultados, o PCR quantitativo mostrou-se 

extremamente mais sensível que o bDNA.

1.3 DETECÇÃO DO VÍRUS DA HEPATITE C NA SALIVA POR PCR

0  VHC foi identificado pela primeira vez no soro de chimpanzés, 

inoculados com soro de pacientes infectados, por Choo et al. (1989). A 

partir dessa observação o VHC tem sido considerado o principal agente 

etiológico das hepatites virais não-A não-B pertencente à família 

flaviviridae. 0  método padrão ouro para o diagnóstico do vírus da Hepatite 

C é o RT-PCR, sendo utilizado para distinguir paciente soro-positivo com 

uma infecção resolvida de pacientes virêmicos, principalmente entre os 

que apresentam níveis normais de aminotransferases. A sua identificação 

na saliva foi realizada primeiramente por Takamatsu et al. (1990). Os 

autores analisaram cinco pacientes portadores de doença parenquimatosa 

crônica do fígado, dentre estas, hepatite crônica, cirrose hepática e 

carcinoma hepatocelular, sendo as cinco amostras positivas. Neste 

trabalho, os autores sugerem que a presença viral na saliva seja
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decorrente de células mononucleares Infectadas constituintes da saliva 

total.

Amostras de saliva de seis pacientes, VHC-RNA positivos no soro, que 

estavam em tratamento dentário, foram analisadas por Komiyama et 

al.(1991), juntamente com a saliva de sete pacientes em tratamento para 

hepatite C, inclusive fazendo uso de interferon. Nos indivíduos em 

tratamento dentário, a saliva foi positiva em apenas duas amostras, 

enquanto nos indivíduos em tratamento para hepatite C, todas as amostras 

apresentaram-se negativas, indicando que o uso de agentes antivirais 

pode diminuir a concentração viral no soro e em outros fluidos corporais.

A transmissão, através de saliva, das hepatites não-A não-B foi 

demonstrada experimentalmente por Abe et al. (1987) e em 1991, Abe e 

Inchauspe analisaram a saliva de quatro chimpanzés infectados com VHC, 

através de nested PCR, sendo a saliva de duas amostras positivas. O RNA 

viral também foi identificado no soro de chimpanzés previamente hígidos 

inoculados com saliva RNA positiva para VHC.

Embora a transmissão do VHC seja principalmente parenteral, existem 

evidências de contaminação através de outras vias, inclusive por meio de 

mordidas humanas. Um indivíduo de 59 anos residente em São Paulo, 

Brasil, previamente sadio, foi mordido no dedo, com produção de
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sangramento, pelo seu filho VHC e HIV positivo, havendo a transmissão 

somente da hepatite C neste caso (FIGUEIREDO et al., 1994).

Muitos fluidos corporais têm sido estudados para maior esclarecimento 

de possíveis vias de transmissão associadas, sendo os achados na 

literatura sobre a precisão do teste para detecção do VHC-RNA na saliva 

bastante variáveis. Em 1991, Hsu et al. avaliaram através de nested PCR 

soro, saliva, sêmen, urina e secreção vaginal em 19 pacientes, sendo 

apenas as amostras de soro VHC-RNA positivas. Outro estudo similar foi 

realizado por Fried et al. (1992), avaliando 14 pacientes VHC-RNA 

positivos no soro, através de PCR, que se apresentaram negativos nas 

amostras colhidas de saliva e sêmen. Em contrapartida, em 1992, Nakano 

et al. avaliaram através de nested PCR 10 pacientes com doença hepática 

crônica com anti-VHC positivo. Todas as amostras de soro foram VHC-RNA
J

positivas, sendo seis positivas de saliva, três de urina e duas de suor. 

Somando-se a estes resultados o estudo de Liou et al. (1992) identificou a 

presença do VHC-RNA no soro de 34 pacientes com doença hepática 

crônica, sendo que nas amostras de saliva a detecção foi de 48% (15/31). 

As amostras de ascite obtiveram maior prevalência (100%), enquanto as 

de sêmen e urina apresentaram 24% e 7% respectivamente.

A presença de VHC-RNA na saliva em 14 pacientes VHC positivos pós- 

transfusão foi avaliada, juntamente com a possibilidade de transmissão
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entre cônjuges. As amostras pareadas de soro foram todas RNA positivas, 

enquanto as de saliva apresentaram-se positivas em apenas sete 

pacientes. Nenhum cônjuge de pacientes com positividade salivar 

apresentou resultado positivo para VHC, sugerindo um baixo risco de 

transmissão entre casais (WANG et al., 1992).

Para avaliação de possível transmissão vertical, estudos com 

gestantes VHC-RNA positivas têm sido realizados. Em 1993, Ogasawara et 

al. estudaram amostras de soro, saliva e leite materno de 10 pacientes 

VHC-RNA positivas durante o período de cinco dias após o parto. Todas as 

amostras de soro foram positivas, juntamente com cinco amostras de 

saliva, A detecção viral não foi possível nas amostras de leite materno,

Ainda em 1993, Couzigou et al, avaliaram 37 pacientes VHC-RNA 

positivos no soro dentre os quais 62% (23) apresentaram saliva igualmente 

positiva através de PCR, sugerindo a possibilidade de transmissão do VHC 

via saliva, Numata et al, (1993) analisaram amostras de saliva e urina de 

23 pacientes VHC-RNA positivos no soro, sendo encontrado 34,8% de 

positividade na saliva e 56,5% na urina. Embora a saliva total seja 

constituída também por células mononucleares, o estudo de Young et al. 

(1993) não apresenta uma forte associação da positividade celular com a 

positividade no soro e na saliva. As amostras foram avaliadas através de 

nested PCR, apresentando 24% (12/50) de positividade em células
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mononucleares. Dentre os pacientes RNA positivos na saliva (25), 18 

foram negativos para o VHC nas células mononucleares, enquanto nos 25 

pacientes RNA negativos para saliva, cinco foram positivos para o VHC em 

células mononucleares. Em 1994, Puchhammer-Stõckl et al. avaliaram 

bochechos com soro fis io lógico em 35 crianças com hepatite C adquirida 

pós-transfusão, através de nested PCR, sendo o RNA viral detectado em 

apenas 20% das amostras.

Análises de saliva e suco gástrico também foram realizadas para 

detecção do RNA do VHC em 32 pacientes portadores do VHC, sendo 

positivo em 21 amostras das 32 de saliva e 15 das 22 de suco gástrico 

(KOMIYAMA et al., 1995).

Ainda em 1995, amostras pareadas de soro e saliva foram coletadas 

em 18 pacientes doadores de sangue anti-VHC positivos, dentre os quais 

foram selecionados aleatoriamente nove para tratamento com interferon 

durante 20 semanas, e nove para observação durante o período. Durante o 

seguimento do estudo até o final, somente 14 pacientes, sete tratados e 

sete não-tratados, completaram as etapas necessárias. As amostras de 

saliva dos sete pacientes apenas em observação foram todas positivas 

durante o estudo, sendo também positiva nas amostras de saliva dos dois 

pacientes que não responderam ao tratamento. Nenhuma correlação foi 

encontrada entre o nível do RNA do VHC no soro e o fato de positividade
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para o mesmo na saliva (ROY et al. 1995). Os autores sugerem a 

possibilidade do monitoramento do tratamento através da avaliação 

salivar, no entanto, torna-se necessário maior estudo, no objetivo de 

melhorar a metodologia.

0  tratamento dentário na Itália tem sido descrito em 9% dos casos 

como a única possível via de transmissão da hepatite C. Piazza et al. 

(1995) avaliaram a contaminação de instrumentos e superfícies após o 

tratamento dentário de 35 pacientes VHC-RNA positivos. Foram colhidas 

328 amostras analisadas através de PCR, sendo 20 amostras consideradas 

positivas, dentre as quais bancadas, turbinas, sugadores, fórceps, 

odontoscópio e brocas.

0  risco de transmissão e a detecção do VHC durante tratamento 

dentário também foi avaliado por Chen et al. (1995) em 26 pacientes 

portadores da doença antes e após cirurgia bucal. Dentre estes pacientes,

11 apresentaram-se co-infectados com HIV. Das amostras de soro, 88% 

(23/26) foram positivas através de nested PCR e somente 17% das de 

saliva apresentaram-se positivas com o mesmo teste. Os autores 

identificaram em uma das amostras colhidas após a intervenção cirúrgica a 

presença do RNA do VHC na saliva, não sendo este mesmo resultado 

observado 24 h após. Sugere-se que as intervenções dentárias aumentem 

o risco de exposição viral, contribuindo para o aumento da prevalência do
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VHC entre cirurgiões-dentistas. Sugimura et al. (1995) avaliaram 76 

pacientes cronicamente infectados pelo VHC em uma comunidade 

japonesa, correlacionando a positividade viral na saliva com a duração e a 

intensidade da disfunção hepática. Embora na literatura haja controvérsias 

a este respeito, os autores afirmam que a positividade do genoma viral na 

saliva foi maior nos pacientes com valores elevados de transaminases.

A recorrência de hepatite C após transplante de fígado pode estar 

associada com o tipo de genótipo infectante, com o polimorfismo do gene 

de IL-10 e com altos níveis de RNA viral no sangue o que poderia 

aumentar a expressão viral em fluidos corporais. Na tentativa de avaliar 

esta correlação, Caldwell et al. (1996) testaram 152 amostras de fluidos 

corporais, incluindo saliva, sêmen, secreção vaginal, urina e suor de 33 

pacientes portadores de hepatite crônica por VHC. Dos pacientes 

estudados, 21 receberam transplante de fígado, sendo as amostras de 

saliva positivas em cinco pacientes do grupo pós-transplante, 

apresentando-se negativa no grupo controle.

A freqüência do vírus C na saliva de pacientes hemofílicos foi avaliada 

por Roy et al. (1996). Os autores analisaram 21 hemofílicos VHC-RNA 

positivos, dentre os quais seis apresentaram co-infecção com HIV. Das 

amostras de saliva avaliadas, 10 apresentaram-se positivas, sendo que em 

duas os pacientes eram HIV positivos.
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Amostras pareadas de soro e saliva de 33 usuários de drogas 

injetáveis foram avaliadas através de nested PCR para detecção do RNA 

do VHC e genotipagem. Os autores encontraram discordância entre os 

genótipos das amostras pareadas em sete pacientes. A distribuição de 

acordo com o estudo dos genótipos entre soro e saliva apresentou-se 

bastante diferenciada, sendo o genótipo 2a predominante na saliva (ROY 

et al., 1998).

Em 1999, Fabris et al. avaliaram a detecção do VHC na saliva e a 

transmissão entre casais, sendo o vírus detectado em somente um dos 13 

parceiros sexuais dos pacientes com VHC positivo na saliva e em um dos 

14 parceiros dos pacientes cujo vírus foi detectado somente no soro.

A presença do vírus C na saliva também foi avaliada antes e após 

tartarectomia por Nagao et al. (2000). Foram coletadas amostras de seis 

pacientes RNA positivos no soro, sendo o vírus detectável na saliva antes 

e após o procedimento em apenas três pacientes. No trabalho citado, 

pôde-se observar que não houve aumento da detecção viral na saliva 

colhida após a remoção de tártaro que produz sangramento bucal, embora 

o número da amostra tenha sido pequeno.



31

Savoldi et al. (2001) avaliaram através do teste Quantiplex HCV RNA 

2.0, amostras pareadas de soro e saliva em 32 pacientes anti-VHC 

positivos. Todos os pacientes VHC-RNA positivos no soro também 

apresentaram positividade salivar e dois pacientes positivos na saliva 

apresentaram-se negativos no soro. A presença viral no fluido crevicular 

em comparação com a saliva foi analisada por Maticic et al. (2001) que 

avaliaram 50 pacientes virêmicos, sendo o vírus detectado em 59%(29/49) 

das amostras de fluido crevicular e em 35%(17/48) das amostras de saliva. 

Os autores sugerem que o vírus da hepatite C provavelmente desempenhe 

um papel importante na etiopatogenia da doença periodontal.

A presença e quantificação do vírus da hepatite C em 59 pacientes co- 

infectados com HIV foram avaliadas em amostras pareadas de soro e 

saliva por Rey et al. (2001) através de nested PCR. Nenhuma correlação 

entre a positividade salivar e o estado de imunidade dos pacientes, assim 

como a idade, foi observada. Os autores encontraram correlação entre os 

testes qualitativos, não ocorrendo o mesmo no processo de quantificação, 

pois a carga viral é bem menor na saliva.

Hermida et al. (2002) encontraram correlação entre a detecção viral 

na saliva e a carga viral sangüínea, após avaliarem 61 amostras salivares. 

Nenhuma correlação foi encontrada entre a detecção salivar e idade, 

gênero e alterações nas transaminases.
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1.4 DETECÇÃO DO VHC NA SALIVA ATRAVÉS DE ELISA

A analise de anticorpos no soro para o VHC tem colaborado para 

reduzir a ocorrência de hepatite após transfusão. 0  uso de saliva tem sido 

sugerido como alternativa para testar anticorpos no caso de HIV, hepatite 

A, hepatite B, e mais recentemente hepatite C. Sherman et al. (1994) 

avaliaram a eficácia dos testes para identificação de anticorpos salivares 

na detecção do VHC. Amostras variadas de soro e saliva foram obtidas em 

236 pacientes sendo a sensibilidade do teste salivar em 98.2% e a 

especificidade em 99.1%. Os autores sugerem que a coleta dos fluidos 

bucais pode fac il itar pesquisas epidemiológicas quando na dificuldade de 

coleta sangüínea.

McIntyre et al. (1996) avaliaram amostras de saliva em 18 pacientes 

soropositivos para VHC e em 49 pacientes soronegativos, utilizando dois 

métodos sorológicos modificados; VHC 3.0 e Monolisa anti-VHC. A 

sensibilidade e especificidade para o primeiro teste foram de 72% e 98% 

respectivamente. Com relação ao Monolisa anti-VHC, os resultados foram 

de 100% de especificidade e 100% de sensibilidade, apresentando 

concordância com os resultados obtidos no soro. Os autores sugerem a 

utilização de saliva em estudos epidemiológicos, principalmente em grupos 

de alto risco como usuários de drogas.
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EIsana et al. (1998) realizaram um estudo comparativo entre saliva e 

urina com o objetivo de substituir a detecção do VHC no soro. As amostras 

foram coletadas em 141 pacientes com doença hepática, em 27 com lúpus 

eritematoso e em 25 com artrite reumatóide, sendo 73 pacientes com 

doença hepática soro-positivos para o VHC. A detecção nas amostras de 

saliva nestes pacientes foi de 90% enquanto que nas amostras de urina, 

obteve-se 49%. Ainda dentre os pacientes negativos para soro e saliva, 

32% das amostras de urina apresentaram positividade. É importante 

ressaltar que a positividade salivar não teve correlação com o grau de 

evolução da doença hepatica. Os pacientes com doença autoimune foram 

todos negativos no soro e saliva, mas obtiveram 63% de positividade nas 

amostras de urina. Os autores sugerem que a saliva pode substituir a 

analise sorológica para detecção do VHC. Ainda em 1998, Bello et al. 

realizaram um estudo analisando amostra de saliva em 270 pacientes, 

dentre estes 161 VHC positivos e 109 VHC negativos. A sensibilidade do 

teste foi de 94.4% e a especificidade de 99.1%, sugerindo a utilização da 

saliva em estudos epidemiológicos em população de difícil alcance.

O fluido crevicular tem sido sugerido como um alternativa válida para 

detecção do vírus da hepatite C. 0  estudo de Montebugnoli e Dolci (2000) 

avaliou amostras de saliva total e fluido crevicular em 10 pacientes soro-
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positivos sendo apenas os anticorpos detectados em 8 pacientes nas 

amostras de fluido crevicular.

Van Doornum et al. (2001) avaliaram dois diferentes kits de Elisa, o 

Ortho Diagnostics Systems e o Sanofi D iagnostics Pasteur, em 152 

pacientes infectados com HIV e usuários de drogas. A positividade foi de 

79% e 88%, respectivamente, nos 102 pacientes soro-positivos. Os autores 

também sugerem utilização da saliva em estudos epidemiológicos para 

determinação de prevalência do vírus C.

1.5 PATOLOGIAS BUCAIS CORRELACIONADAS COM O VHC

Vários estudos têm sido descritos sobre a associação de patologias 

bucais e a presença do VHC na saliva. Dentre as patologias bucais 

associadas, se encontram a sialadenite, a síndrome de Sjögren, o líquen 

plano, o herpes labial e até o câncer bucal (BAGÁN et al., 1998; 

CARROZZO et al., 1996; HADDAD et al., 1992; JORGENSEN et al., 1996; 

NAGAO et al., 1995).

Algumas infecções virais, tais como a do Epstein Barr e a do VHC têm 

sido descritas na literatura como possíveis causas de sialadenite e 

síndrome de Sjögren. O estudo realizado por Haddad et al. (1992) analisou 

histologicamente as glândulas salivares menores de 28 pacientes com
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VHC e as de 20 cadáveres controle, sem positividade sorológica anterior 

ao óbito pelo vírus da hepatite C, para avaliar a correlação de sialadenite 

linfocítica crônica com a infecção pelo vírus C. Dentre os grupos 

avaliados, 57% do grupo VHC positivo apresentou características 

histológicas compatíveis com síndrome de Sjögren, ao passo que no grupo 

controle o resultado foi de apenas 5%. No estudo realizado por Jorgensen 

et al. (1996), a prevalência do VHC em pacientes portadores da síndrome 

de Sjögren foi de 19%. Dentre estes, 24% apresentaram maior 

comprometimento neurológico. Já com relação aos pacientes não 

infectados cronicamente pelo vírus C, somente 5% apresentaram 

comprometimento nervoso. Dentre os pacientes VHC positivos com a 

síndrome, 83% apresentaram teste positivo para o vírus C na saliva.

A literatura também relata a associação do câncer bucal com o VHC. 0 

estudo de Nagao et al. (1995) sugere a correlação entre a prevalência do 

vírus da hepatite C e o câncer bucal na regiâo Nordeste do Japão. Dentre 

os pacientes analisados no estudo com câncer bucal, 24% foram VHC 

positivos por ELISA, enquanto 10,6% do grupo controle com lesões bucais 

não malignas apresentaram-se também positivos. No grupo com câncer 

bucal, o RNA viral foi detectado por PCR em 17% dos pacientes, enquanto 

no grupo controle a detecção foi de 3.9%.
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Ainda em 1995, o mesmo grupo de Nagao et al. (1995) avaliou a 

prevalência no soro das hepatites B e C em 45 pacientes com líquen plano 

bucal no Japão. Quatro pacientes apresentaram-se positivos para o vírus B 

e 27 pacientes (60%) apresentaram RNA positivo para o vírus C. Em 1996, 

Carrozzo et al. avaliaram 70 pacientes portadores de líquen plano bucal e 

70 pacientes com ceratose bucal no nordeste da Itália. Dos pacientes com 

líquen, 22 eram portadores de doença hepática crônica (31.4%), sendo que 

16 destes eram VHC positivos, ao passo em que no grupo controle, 9 

pacientes apresentaram doença hepática crônica e somente 2 eram VHC 

positivos, sugerindo uma correlação entre o líquen plano e vírus C.

Em 1997, Lodi et al. realizaram um estudo na Itália, avaliando a 

correlação do líquen plano bucal com o genótipo viral, não encontrando 

associação com um genótipo em particular. Bagán et al. (1998) realizaram 

um estudo com 505 pacientes portadores do vírus C (grupo 1), 100 

pacientes com líquen plano bucal ( grupo 2) e 100 pacientes sadios (grupo 

3) , onde foram avaliadas a prevalência de líquen plano (grupos 1 e 3) e 

hepatite C (grupos 2 e 3). A prevalência do líquen plano bucal foi de 3.36% 

no grupo 1 e 1% no grupo controle. A prevalência no soro da infecção da 

hepatite C em pacientes com líquen plano bucal apresentou-se maior do 

que no grupo controle, sendo os valores de 23% e 5% respectivamente.
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Já o estudo realizado por Tucker e Coulson (1999) na Inglaterra, 

paradoxalmente não encontrou correlação entre o líquen plano bucal e o 

VHC em 45 pacientes portadores de líquen plano bucal e 32 pacientes 

VHC positivos, entretanto, já no ano de 2002, Mignogna et al. avaliaram a 

prevalência do VHC em 600 pacientes com líquen plano bucal, sendo esta 

de 27.5%. A associação das duas patologias pode ser observada 

particularmente no Sudeste da Europa e no Japão. Ainda assim, trata-se 

de um tema bastante polêmico, pois estudos realizados em outras regiões 

não apresentam correlação entre as mesmas.

1.6 INFECCÃO PELO VHC EM C IRURGIÕES-DENTISTAS E RiSCO DE 

TRANSMISSÃO NO TRATAM ENTO DENTÁRIO

A contaminação com agulhas infectadas por profissionais de saúde em 

acidentes de trabalho não é rara, podendo ocorrer transmissão simultânea 

de VHC e HIV, embora esta última requeira condições mais específicas 

para tal (RIDZON et al., 1997; SEEFF, 1991; VAGLIA et al., 1990). 

Somando-se a estes estudos, observações clínicas sobre a transmissão do 

vírus C através de mordidas humanas, com produção de ferida, também 

têm sido relatadas na literatura (DUSHEIKO et al., 1990; FIGUEIREDO et 

al., 1994).
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Segundo o trabalho desenvolvido por Herbert et al. (1992) na região 

metropolitana de New York, 1,75% dos dentistas estavam contaminados 

pelo vírus da Hepatite C, sendo a prevalência maior entre cirurgiões buco- 

maxilo-faciais. Também os estudos realizados por Lodi e Porter (1996) 

relatam que a prevalência de VHC em dentistas e auxiliares de consultório 

dentário tem aumentado em Londres e que outros estudos de prevalência 

apontam a possibilidade de mais de 4.1% dos profissionais da área de 

saúde estarem contaminados com o VHC. Na inexistência de uma terapia 

efetiva e vacinação contra a doença, existe um risco significante dos 

trabalhadores da área de saude desenvolverem doença hepática crônica. 

Ainda deve-se salientar que a contaminação de instrumentos e superfícies 

após o tratamento dentário já foi avaliada, sendo possível detectar 

positividade viral em bancadas, turbinas, sugadores, fórceps, odontoscópio 

e brocas. (PIAZZA et al., 1995).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Verificar se a saliva pode ser utilizada como amostra para detecção e 

genotipagem do VHC em substituição ao soro em pacientes cronicamente 

infectados.

2.2 ESPECÍFICOS

Validar os testes de detecção e genotipagem do VHC na saliva por PCR.

Verificar se existe diferença de detecção do vírus na saliva em função do 

genótipo.

Estudar a possível correlação da Doença Periodontal com detecção do 

VHC-RNA na saliva dos pacientes portadores.

Determinar se a detecção do VHC-RNA por PCR na saliva depende da 

carga viral no soro.
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3 RELEVÂNCIA E JU S TIF IC A TIV A

A saliva, além do sangue, tem sido considerada infectante, não 

somente em estudos experimentais, mas em relatos clínicos com 

transmissão viral através de mordidas. O risco de transmissão via 

tratamento dentário é desconhecido e existem poucos dados 

epidemiológicos na literatura que sugerem que a saliva seja uma das vias 

mais freqüentes na contração da doença, com exceção da parenteral. Os 

estudos publicados de detecção viral na saliva com emprego de técnicas 

moleculares apresentam muita variação nos resultados, provavelmente em 

função dos métodos de detecção molecular empregados e coleta de 

amostra.

Pelas razões expostas acima, a padronização e validação de técnicas 

moleculares para o diagnóstico do VHC na saliva poderá ser uma 

alternativa mais simples e econômica em relação ao uso do soro. A 

utilização de saliva como fonte de amostra para detecção do VHC parece 

ser importante para entendermos um pouco mais sobre o vírus C, suas 

vias de transmissão, bem como, fornecer critérios para o sistema de saúde 

na aplicação de recursos na prevenção da doença durante tratamento 

dentário, através da conscientização dos agentes de saúde.
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4 CASUÍSTICA, PACIENTE E MÉTODOS

4.1 AM OSTRA

O presente estudo descritivo controlado foi composto por amostra de 

conveniência procedente do Hospital Universitário Professor Edgard 

Santos (HUPES), Salvador, Bahia, entre Janeiro a Dezembro de 2002. 

Foram então selecionados 50 pacientes VHC-RNA positivos através de RT- 

PCR, virgem de tratamento, com média de idade de 46 anos e 25 

pacientes com doença crônica parenquimatosa do fígado (DCPF) de 

diversas etiologias, exceto o vírus C, compondo um grupo controle com 

média de idade de 38 anos. Todos os pacientes assinaram o termo de 

consentimento analisado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

com seres Humanos do CPqGM / FIOCRUZ-BA. (Anexo A)

Os pacientes responderam a um questionário previamente elaborado 

com informações pessoais dos pacientes e perguntas relativas a fatores 

associados com a possível infecção pelo VHC. (Anexo B). Nos pacientes 

que preencheram os critérios de inclusão e exclusão dispostos abaixo, 

foram realizadas coletas de amostras pareadas de sangue e saliva total 

após bochechos com colutório e água mineral e assim como os exames 

clínicos extra e intrabucal.
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4.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO

Foram inclusos no grupo VHC-RNA positivo apenas indivíduos que 

procuraram o HUPES-UFBA com detecção do genoma viral por PCR, sem 

início de tratamento com antiviral. Para o grupo controle, foram inclusos 

pacientes com DPCF excluindo o vírus C.

4.3 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO

Foram excluídos do estudo, sem nenhum ônus para seu tratamento 

ambulatorial, os indivíduos que por vontade própria decidiram não 

participar do estudo, não realizando os exames clínicos e laboratoriais.
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4.4 DESENHO DO ESTUDO

0  presente estudo descritivo foi composto por 50 pacientes VHC-RNA 

positivo e 25 pacientes como grupo controle com DPCF, excluindo o VHC.

50 pac ien tes  VHC- RNA ( + ) 25 pac i en tes  VHC- RNA (-)

4.5 MÉTODO

4.5.1 C o le ta  de d a d o s  e a m o s tra

A coleta de dados foi realizada através de entrevista e exame físico 

intra e extrabucal. As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas 

em tubos de sucção a vácuo não aditivados com capacidade para 15 ml. 

As mesmas permaneceram por 30-60 min. no refrigerador e foram
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centrifugadas por 15 min a 4°C em 2500 rpm para obtenção do soro. 0 

soro de cada paciente foi imediatamente transferido para um tubo de 

congelamento de 4ml e homogeneizado. Duas alíquotas, 350 1̂ cada em 

microtubos de centrífuga, foram estocadas em freezer -20°C para o 

diagnóstico e o restante foi estocado em freezer a -70°C.

Foram colhidos 5ml de saliva, utilizando-se tubos não aditivados, 

sendo homogenizadas em Vortex durante um minuto, e logo após 

aliquotados 1ml em microtubos de centrífuga para serem armazenados em 

freezer -20°C para o diagnóstico.

4.5.2  E x tra çã o  do  VHC RNA do  so ro  e da s a liv a  e tra n s c r iç ã o  reversa

0  VHC-RNA foi extraído das amostras do soro e saliva dos pacientes 

seguindo o protocolo padrão utilizado no LPBM/FIOCRUZ-BA (Anexo-C) 

conforme descrito anteriormente por Silva et al. (2000).

Em geral esta técnica consiste de três etapas; extração, precipitação e 

secagem. Durante a etapa de extração, o RNA foi separado da maioria dos 

contaminantes orgânicos pela extração com uma mistura desnaturante 

constituída de fenol, clorofórmio, GuSCN (tiocianato de guanidina);2- 

mercaptoetanol. Após centrifugação, o RNA permaneceu solubilizado na 

fase aquosa superior que foi transferida para um tubo limpo contendo
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etanol e acetado de sódio. Nestas condições, o RNA foi precipitado após 

resfriamento à baixa temperatura e ultracentrifugação. Durante a 

precipitação, os contaminantes de baixo peso molecular solúveis foram 

eliminados, enquanto o RNA permaneceu cristalizado no fundo do tubo, 

sendo em seguida desidratado com etanol (95%) e seco.

Inicialmente, identificaram-se dois tubos de microcentrífuga de 1,5 ml 

para cada amostra com a numeração na tampa dos mesmos. Foram 

adicionados nos primeiros tubos identificados: 355^1 de solução D, 35|il de 

clorofórmio: al.amílico 24:1 e 200|il de amostra ou água DEPC (água 

ultrapura tratada com dietilpirocarbonato) no caso do controle negativo. 

Agitou-se vigorosamente os tubos por 10” e em seguida foram 

centrifugados a 12.000rpm por 10’ à 0°C;

Na segunda seqüência de tubos selecionados, foram adicionados 

700fal de etanol P.A. (95%) e 30|ii de acetato de sódio 3M pH 5,5 para, 

após a centrifugação dos primeiros tubos, ser feita a transferência de 

300|al da fase aquosa superior. Os tubos com fenol foram descartados em 

local apropriado

As amostras na segunda seqüência de tubos foram homogeneizadas 

por 10-15” e mantidas no congelador (-20°C) por 20’ para precipitação, 

sendo centrifugadas em seguida a 12.000rpm por 20’ à 0°C.
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Logo após, a fase alcóolica foi desprezada por inversão dos tubos, 

tomando-se cuidado para não perder o precipitado, e foram adicionados 

1ml de etanol 80% em cada tubo, sendo os mesmos centrifugados a 

12.000rpm por 5’ à 0°C. Novamente, a fase alcóolica foi desprezada por 

inversão dos tubos.

Em seguida, foi adicionado 1ml de etanol P.A. em cada tubo e estes 

foram centrifugados a 12.000rpm por 5’ à 0°C. A fase alcóolica foi então 

desprezada por inversão, com o mesmo cuidado das etapas anteriores.

Uma superfície do fluxo laminar foi forrada com papel toalha e os 

tubos foram emborcados sobre esta superfície por 15’ para secar. A fim de 

evitar a degradação do material, foi realizada imediatamente a transcrição 

reversa. Na mesma, utilizou-se 14,75|il de H2O DEPC, 5|^l de tampão 5X, 

2|xl de DTT 0,1M, 1|xl de dNTPs lOmM, 1|il de random prim er 50^M, 0,25[il 

de inibidor de RNAse 10U/|j,l e 1|al de MMLV 200U/nl para cada tubo a 

temperatura de 37°C por 1h e 30min. Logo após, foi realizada a 

desnaturação da enzima transcriptase reversa com o aquecimento a 95°C 

por 10’ .
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Foi realizada através de técnica nested PCR para a detecção do RNA 

do VHC em soro e saliva conforme protocolo utilizado no Laboratório de 

Patologia e Biologia Molecular CPqGM/FIOCRUZ (Anexo D), previamente 

descrito por Davidson et al. (1995).

Primers específicos para a regiâo 5’NCR foram utilizados nas reações 

de PCR. Na primeira reação foram utilizados 16.8|il de H2O Mill-Q, 2,5|al 

de tampão 10X sem magnésio, 0,8|al de MgCb 50mM, 0,1|liI de dNTP 

lOmM, 0,3|il dos primers específicos 939s 50pmoles/nl e 209as 50 

pmoles/fj.1 e 0,2|j,l de taq DNA 5U/|liI, num total de 21 îl para cada 4|il de 

cDNA. A reação foi realizada conforme o seguinte programa de 

temperatura: 94°C por 3 ’ . 25 ciclos de: 94°C 25” , 50°C 35” , 68°C 2,5 ’ , 

68°C 10’ e 4°C.

Na segunda reação foram utilizados 79|al de H2O Mill-Q, tampão 10X 

sem magnésio, MgCl2 50mM, dNTPs 10 mM, e os primers específicos 940s 

50 pmoles/|xl e 21 Ias  50 pmoles e taq DNA, num total de 95nl para cada 

5|il de produto do primeiro PCR. Após o termino da reação, os produtos 

foram mantidos a 4°C até a analise em gel de agarose.

4.5.3 Detecção do VHC RNA por nested  PCR
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4.5.4  A n á lis e  d o s  p ro d u to s  do PCR

Os produtos dos PCR foram analisados contra luz ultravioleta (UV) 

após migração em gel de agarose 2% e coloração com brometo de etídio 

(20). Os resultados positivos apresentaram bandas com 306 e 251 pares 

de base (bp).

4.5.5 G e n o tip ag e m

A genotipagem foi realizada, utilizando-se o método de Lerat et al. 

(1998) (Anexo E). Após a detecção, os cDNAs das amostras positivas 

foram selecionados e submetido a reação de nested PCR para 

identificação dos genótipos. No primeiro PCR foram utilizados 35,3|ul de 

H2O DEPC, 5^il de tampão 10X, 1,5|il de MgCb 50mM, l^il de dNTPs 

lOmM, 1|xl dos primers específicos 256 50 pmoles/|^l e 186 NTER 50 

pmoles/|Lil e 0,2^1 de Taq DNA 5 U/|il para cada 5|il de cDNA. A reação foi 

submetida ao seguinte programa de temperatura: 94°C por 5 ’ . 30 ciclos de; 

94°C 1’ , 55°C 1,5’ , 72°C 2 ’ , 72°C 10’ e 4°C.

CPqGM  ̂
liülüoteça
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No segundo PCR, foram utilizados 35,3|il de H2O DEPC, 5|xl de tampão 

10X, 1,5|liI de MgCb 50mM, 1 (j.1 de dNTPs 10mM, 1(il dos primers 

específicos iVIix 104 50 pmoles/fxl (104, 104 lla,104 Ilia e 104 IVa) e Mix 

outros 50 pmoles/fxl (132 Nbls, 133 Nbis, 134 N b ls l,  134 Nbis2, 339 Nbis 

e 465) e 0,2|il de Taq DNA 5U/^il para cada 5}il do produto do primeiro 

PCR. A reação foi submetida ao seguinte programa de temperatura: 94°C 

por 5’ . 35 ciclos de: 94°C 1’ , 63°C 1’ , 72°C 1,5’ , 72°C 10’ e 4°C. Os 

produtos internos para identificação dos genótipos foram 125pb para la , 

141pb para 1b, 75pb para 2, 87pb para 3a e 336pb para 4a. Os tamanhos 

dos produtos da PCR foram estimados por comparação de mobilidade com 

o marcador de pares de base cpX174 RF DNA/Hae III Fragments (Life 

Tecnologies).

Em seguida, foram preparados géis com 100ml de agarose Metaphor a 

4% em TAE IX. A agarose foi transferida para um molde com dois pentes e 

montado na cuba de eletroforese, contendo TAE IX. Foram misturados 5/al 

do tampão de carregamento a 25|il de cada amostra e analisados contra 

luz ultravioleta (UV) após migração em gel.
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4.5.6 C arga v ira l

As amostras de soro do grupo VHC-RNA positivos foram avaliadas 

quantitativamente pelo Laboratório INSERM [In s titu i National de Ia Santé 

et de Ia Recherche Medical) Unidade 271 Lyon/França, utilizando o método 

APLICOR MONITOR-2.0 conforme instruções do fabricante (Roche).

4.5 .7  E s fre g a ço  de s a liv a

Após a estocagem das amostras de saliva, foram preparados ainda 

esfregaços das mesmas, centrifugando Im l por 3’ a 5000 rpm e 

desprezando o sobrenadante para obtenção de um concentrado maior de 

células. Com uma pipeta de lOOOpiL foi coletado o precipitado de saliva e 

gotejado sobre uma lâmina de vidro, fazendo-se o esfregaço com a mesma 

metodologia empregada para as amostras de sangue coradas com Wright 

(Anexo F).

4.6 EXAME BUCAL

Após a coleta das amostras, foram realizados os exames extra e 

intrabucais. A mucosa bucal e os dentes foram examinados, avaliando 

possíveis lesões, doença periodontal e carie. 0  índice CROD, baseado no 

registro de dentes cariados, perdidos e obturados foi utilizado, assim com

0 índice Comunitário de Necessidade de Tratamento Periodontal (ICNTR).
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Os princípios do ICNTP podem ser assim resumidos:

a) dentição dividida em seis partes;

b) sondagem realizada em dentes índices;

c) registros das condições periodontais através de códigos;

d) as necessidades de tratamento são baseadas em código.

A metodologia do ICNTP foi baseada em procedimentos de sondagem, a 

qual propôs a detecção do sangramento gengival, de cálculo subgengival e 

de bolsas periodontais (PAPANOU; LINDHE, 1999). O índice utilizou 

sextantes como unidades básicas de exames e registro das necessidades 

de tratamento. 0  sextante teve que ter ao menos dois dentes em função 

para poder ser incluído no registro, sendo feito apenas um registro em 

cada dente. Somente foi registrado por sextante o código do número mais 

alto, sendo o indivíduo examinado classificado quanto às medidas 

terapêuticas a serem adotadas de acordo com a descrição do código 

abaixo.

0=Nenhum sinal de doença e nenhum tratamento;

1 =Sangramento gengival após sondagem suave, necessidade de acentuar 

cuidados com higiene oral;

2=Cálculo supra e/ou subgengival, necessidade de acentuar cuidados com 

higiene oral e raspagem;
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3=Bolsa de 4-5mm, necessidade de acentuar cuidados com higiene oral e 

raspagem;

4= Bolsa de 6mm ou maior, necessidade de acentuar cuidados com higiene 

oral, raspagem e tratamento completo.

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA

A análise estatística dos dados coletados no estudo foi realizada com 

o uso do EPI-INFO 6.4d (CDC, Atlanta, EUA), usando métodos não 

paramétricos de Chi-quadrado, Chi-quadrado corrigido por Yates, ou exato 

de Fisher, para o cálculo de proporções quando recomendado, e Kruskal- 

Wallis H para as análises de médias. A probabilidade de erro foi 

considerada significante se p< 0.05 e intervalo de confiança de 95%.
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A tabe la  abaixo apresenta  ca ra c te r ís t icas  das amostras que 

constitu íram  os grupos VHC-RNA pos it ivo  e con tro le  com média de 

idade de 46 e 38 anos, respectivam ente .

T a b e l a  1- D a d o s  d e m o g r á f i c o s  d o s  g r u p o s  V H C - R N A  p o s i t i v o  e c o n t r o l e .

5 RESULTADOS

c a r a c t e r í s t i c a  d a  V H C - R N A +  C O N T R O L E

% %
A M O S T R A

G E N E R O  M A S C U L I N O 76 76

F E MI N I N O 2 4 2 4

1° GR AU 16 2 8

2°  GRA U 5 8 6 4

3° GR AU 2 6 8

No presente estudo, as amostras pareadas co le tadas de soro e 

sa liva  dos 50 pac ien tes VHC-RNA pos it ivos  se lec ionados foram 

pos it ivas  em todos os ind iv íduos ana lisados  (F igura  1). Dentre estes, 

64% eram pertencentes ao genótipo 1, 34% ao genótipo  3 e 2% aos 

genótipos 1 e 3 (F igura 2). Com re lação ao grupo con tro le , todos os 

ind iv íduos com doença crôn ica parenqu im atosa do fígado, exc lu indo
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a hepatite por v irus C, foram VHC-RNA negativos no soro e saliva 

(Figura 3). O método padronizado empregado pelo Laboratório de 

Patologia e Biologia Molecular CPqGM/FIOCRUZ-BA apresentou 

100% de especific idade e 100% de sensib ilidade conforme observado 

na tabela 2.

1-H20
2-4-6-B-10-12-14 - Soro
3-5-7-9-11-13-15 - Saliva 
16 - Controle Positivo Soro

256 pb

Fi gura  1- A m o s t r a s  p a r e a d a s  d e  s o r o  e  s a l i v a  do g r u p o  V H C - R N A  p o s i t i v o  e m  
g e l  d e  a g a r o s e .  A pr i mei ra  a m o s t r a  r e p r e s e n t a  o c o n t r o l e  n e g a t i v o  c o m  H2 O 

DPC e  a u l t i ma o c o n t r o l e  p o s i t i v o  no s o r o .
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Fi gura  2-  Ge l  d e  M e t a p h o r  e x e m p l i f i c a n d o  o s  d i f e r e n t e s  g e n ó t i p o s  i d e n t i f i c a d o s  
no e s t u d o  p e l o  m é t o d o  d e  LERAT e í  a l .  ( 1 9 9 8 ) .

1-H 20
a-4-6-B-10-ia-14-16-lB - 50Z0  
3-5-7-9-11-13-15-17-19 - Sallva 
20 > OOQtZOle P O B lt lV O  50ZO 
31 - Controle PoBltlvo Sallva

Fi gura 3-  A m o s t r a s  p a r e a d a s  d e  s o r o  e  s a l i v a  do g r u p o  c o n t r o l e  e m g e l  de  
a g a r o s e .  A pr i mei ra  r e p r e s e n t a  o c o n t r o l e  n e g a t i v o  c o m  H2 O DPC e a s  

a n t e p e n ú l t i m a  e  úl t i ma r e p r e s e n t a m  o s  c o n t r o l e s  p o s i t i v o s  d e  s o r o  e  s a l i v a .
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Tabela  2- Resu l tados  dos PCRs dos grupos  VHC- RNA pos i t i vo  e cont ro le  (100%
de espe c i f i c i dade  e sens i b i l i dade) .

AM OSTR A N PCR (+) FREQ%

VHC-RNA + 50 50 100

CONTROLE 25

Foi observado o VHC na sa liva  de todos os pac ien tes pos it ivos  

no soro, independente  de doença periodonta l. Dos 50 pac ien tes do 

grupo VHC-RNA pos it ivo , 52% apresentaram  geng iv ite  enquanto 80% 

do grupo con tro le  eram igua lm ente portadores da doença (p= 0.03). 

Ainda, dentre os ind iv íduos  VHC pos it ivos, dois eram desdentados 

to ta is  e não apresentaram  lesões de mucosa, mas ambos 

apresentaram  po s it iv ida de  v ira l na sa liva  a través de nested  PCR. A 

geng iv ite  pode ap resen ta r re ve rs ib il id a d e  com boa h ig iene bucal e a 

pe r iodon tite  necess ita  de in te rvenção do c iru rg iã o -d e n tis ta  para 

remoção de tá rta ro , represen tando um estado de c ron if icação  da 

prim eira  condição. No que diz respe ito  a pe r iodon tite , 20% do grupo 

VHC-RNA pos it ivo  e 12% do grupo con tro le  eram portadores da 

doença (p= 0 .3 )(Tabe la  3).
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Tabe la  3- Comparação  de doença per i odon ta l  ent re os grupos  VHC-RNA posi t i vo
e cont ro le .

AMOSTRA N G ENGI VITE  

p = 0 . 03(Yates )

FREQ

%

PE RI ODONTI TE  

P = 0 .3 (F i she r )

FREQ %

VHC-RNA + 50 26 52 10 20

CONTROLE 25 20 80 3 12

No que diz respe ito  à função g landu la r na produção de saliva, 

32% dos ind iv íduos do grupo VHC-RNA pos it ivo  apresentaram  

xerostom ia, enquanto no grupo contro le , 40% apresentou s in tomas de 

d im inu ição do f luxo  sa liva r, não havendo corre lação  entre d im inu ição 

func iona l de g lându las  sa liva res  com a ausênc ia  ou presença do vírus 

C na sa liva  (p = 0 .6 )(Tabe la . 4).

Tabela  4- Comparação  da d i m i nu i ção  do f luxo  s a l i va r  ent re os grupos  VHC-RNA

pos i t i vo  e cont ro le .

AMOSTRA N XE RO STO MI A FREQ %

P = 0 .6(Yates)

VHC-RNA + 50 16 32

CONTROLE 25 10 40
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Tanto no grupo VHC-RNA pos it ivo , quanto no grupo con tro le  não 

foram observados casos de s ia la de n ite  ou síndrome de Sjögren. Já 

no que diz respe ito  às pa to log ias  g landu la res  de re tenção de muco 

em g lându las  sa liva res  menores, houve um caso no grupo VHC-RNA 

pos it ivo  de s ia lo l i t ía se  (2%) e outro de rânula (2%) (p = 0.6).

No que diz respe ito  às pa to log ias  v ira is  com m anifestações 

bucais, 18% dos pac ien tes no grupo experim enta l apresentaram  

herpes lab ia l, enquanto  20% do grupo con tro le  eram igua lm ente 

portadores da doença. Dos cinco casos pos it ivos  no grupo con tro le  

para Herpes lab ia l e, negativos para VHC, todos eram portadores do 

vírus B( p=0 .76)(Tabe la  5).

Tabela  5- Comparação  do VHS com man i f es t ação  bucal  ent re os grupos  VHC-
RNA pos i t i vo  e cont ro le .

AMOSTRA N VHS BUCAL FREQ%

P = 0.76

VHC- RNA + 50 9 18

CONTROLE 25 5 20
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Em se tra tando de lesão de mucosa bucal, 4% do grupo VHC- 

RNA pos it ivo  apresentou aftas, enquanto 12% do grupo contro le  

também apresentou lesões iso ladas ou m ú lt ip las  de aftas. Houve um 

caso no grupo con tro le  (4%) de h ipe rp las ia  geng iva l de palato, c inco 

casos de h ipe rce ra tose  no grupo VHC-RNA pos it ivo , representando 

10% e dois casos no grupo con tro le  rep resentando 8%.

Com re lação à ava liação  dos fa to res  de risco para in fecção com 

VHC, os dados do presente  traba lho  podem ser observados na tabela 

abaixo, havendo s ig n if icâ n c ia  es ta tís t ica  na prá tica  de sexo anal, no 

uso de drogas e de seringas não descartáve is .
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Tabela  6- D i s t r i bu i ção  dos f a to res  de r isco para VHC nos grupos VHC-RNA
pos i t i vo  e cont ro le .

FATORES DE RISCO VHC VHC- RNA + 

N = 50

FREQ

%

Cont ro l e  

N = 25

FREQ

%

Exper i ênc i a  Homossexua l  

p = 0 .57(F i sher )

5 10 2 8

Sexo Anal  

p=0.01

31 62 7 28

Drogas 

P = 0.03

15 30 2 8

Acupun t ura  

P = 0 .4 (F i she r )

2 4 0 0

H emo t rans f und i dos  

P = 0 .5 (F i she r )

7 14 4 16

Ser i nga não 

Descar t áve l  

P = 0.04

21 42 4 16

Tatuagem 

P = 0 .65(F i sher )

6 12 3 12

Pierc ing 

P = 0 .33(F i sher )

0 - 1 4%

Com re lação a ou tras doenças associadas, nove pac ien tes  do 

grupo VHC-RNA pos it ivo  (18%) e quatro pac ien tes do grupo con tro le  

(16%) re la taram  ter t ido  ep isód ios  de r in ite  e s inus ite  na h is to r ia
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pregressa. Um pac ien te  do grupo VHC-RNA pos it ivo  (2%) era HIV 

pos it ivo  e cinco re la taram  terem tido s i f i l is .  A inda no grupo VHC 

positivo , seis pac ien tes  eram d iabé ticos  e dois eram portadores de 

doença renal crôn ica.

Para ava lia r  se houve sangram ento por lesões não percep tíve is  a 

olho nu, foi pesqu isada a popu lação de cé lu las  na sa liva  de cada 

paciente. Com re lação ao numero de cé lu las  e p ite l ia is ,  l in fóc ito s  e 

hemácias presentes nos esfregaços do grupo VHC pos it ivo , a 

d is tr ibu ição  pode ser ana lisada  na tabe la  abaixo, no tando-se 

ausência de hemácias e p redom inânc ia  de cé lu las e p ite l ia is  em todas 

amostras. Dentre os 29 pac ien tes que apresentaram  somente cé lu las 

e p ite l ia is , dois eram desdentados to ta is  e não apresentaram  lesão de 

mucosa.
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Tabela  7- D i s t r i bu i ção  c e l u l a r  dos es f regaços  de sa l i va  do grupo VHC-RNA
pos i t i vo .

Exp 

N = 50

N

L in fóc i t os

N Cé lu l as  

Ep i t e l i a i s

N

Hemac ias

1 3 97 0

8 2 98 0

12 1 99 0

29 - 100 0

No que diz respe ito  à carga v ira l pode-se observa r no quadro 

abaixo que, independente  dos va lores a ltos e baixos encontrados, o 

vírus foi de tectado na sa liva  de todos os pac ien tes do grupo VHC- 

RNA positivo .
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Quadro 1- Carga v i ra l  do VHC no soro do grupo VHC- RNA pos i t i vo .  AlVIPLICOR
MONITOR-UI

N PACIENTE C VIRAL N PACIENTE C VIRAL

1 MJC >850.000 26 MMR >850.000

2 ASM 300.000 27 AFA 14.500

3 c s v >850.000 28 RCVCC >850.000

4 JCS 72.000 29 RVBS 200.000

5 AFF 150.000 30 ELS 340.000

6 CACF >850.000 31 ACF 370.000

7 GAD >850.000 32 JCCCJ 19.200

8 ICRM 10.525 33 MAS >850.000

9 EJS 111.000 34 RCG >850.000

10 JRB 253.000 35 HCC >850.000

11 MAMS 440.000 36 HREJ 320.000

12 JRSF >850.000 37 ALBD 440.000

13 NSP >850.000 38 KAF 610.000

14 BBS >850.000 39 TMPMM 480.000

15 ABM 130.000 40 EMS 32.000

16 JSS 55.000 41 MACGL 144.000

17 JFB 11.500 42 JARC 220.000

18 NAN 720.000 43 JSBS 550.000

19 RBS 700.000 44 GPT 210.000

20 JTAF 18.000 45 GSM >850.000

21 MSS 11.800 46 RCAM 44.000

22 W A 530.000 47 EMS 770.000

23 LCAF 640.000 48 MJDS 88.000

24 CRCP 111.000 49 EMS 170.000

25 MFM 516.000 50 PSJ >850.000



A sa liva  ana lisada  no presente  traba lho  foi sa liva  to ta l que é 

composta pelo produto  secre tado pelas g lându las  sa liva res  

maiores e menores, jun tam ente  com o f lu ido  c rev icu la r, 

m icroorgan ism os, cé lu las  e p ite l ia is , l in fóc ito s  e 

po lim orfonuc leares . A sa liva  é composta por 90% de água e os 

10% restantes sâo com postos de am ilase, enzimas l ipo lí t icas , 

t ioc iana to , iod ina e IgA. No seu conteúdo ce lu la r predom inam as 

cé lu las ep ite l ia is , podendo haver um numero de leucóc itos  mais 

express ivo em caso de in fecções bucais, embora este ainda seja 

bem menor com re lação âs cé lu las ep ite l ia is  (AVERY, 1994).

A variação de de tecção do VHC na sa liva  nos estudos 

pub licados na l i te ra tu ra  é grande. Os estudos apresentam não 

só d ife rença no t ipo de técn ica  de b io log ia  m o lecu la r empregada 

para extração e detecção do vírus C, mas também na amostra, 

espec ificam ente  no processam ento da sa liva . Embora grande 

parte dos grupos VHC-RNA e con tro le  tenham apresentado 

doença periodonta l, no esfregaço rea lizado  com a sa liva  o 

número de lin fóc itos  não foi express ivo  e não foi de tectada a 

presença de hemácias. Nos casos de desdentados to ta is  do 

grupo portador do vírus C, sem lesão de mucosa, pode-se 

observar apenas cé lu las  ep ite l ia is  e bacté r ias  nos esfregaços.

64

6 DISCUSSÃO



Ainda, estes pac ien tes apresentaram  PCR pos it ivo  na sa liva  

para o RNA v ira l da hepa tite  C. Estes achados estão de acordo 

com o estudo de Young et al. (1993) que ava lia ram  a 

pos it iv idade  v ira l em cé lu las  m ononucleares, não havendo 

corre lação  com a p o s it iv ida de  no soro. Vale sa l ie n ta r  que o VHC 

foi iden tif icado  em g lându las  sa liva res  maiores e menores, 

inc lus ive  através de PCR in s itu  e im unoh is toqu ím ica , podendo a 

p o s it iv idade  sa liva r encon trada  no estudo estar re lac ionada  com 

a presença v ira l na g lându la  (ARRIETA et al., 2001; B lAS l et al., 

1995).

No grupo portador do vírus C, u t i l izam os como um dos 

c r ité r ios  de exc lusão o tra tam ento  com in te rfe ron , v is to  que os 

níve is de concentração v ira l na sa liva  são menores que no soro 

e o tra tam ento pode in te r fe r ir  nos resu ltados como fo i observado 

no estudo de Komiyama et al. (1991). O teste de d iagnos tico  da 

presente pesquisa tem im portânc ia  em estudos ep idem io lóg icos  

em reg iões de d if íc i l  co le ta , v isando à d im inu ição  de custos e 

a inda abre novos ho rizon tes  para novas pesqu isas, inc lus ive  

sobre a poss ib il idade  de m on ito ra r tra tam ento  com an tiv ira l.

Embora o vírus este ja  presente na sa liva , a transm issão 

entre cônjuges é de muito baixo r isco (FABRIS et al., 1999; 

WANG et al, 1992). Existem re la tos na l i te ra tu ra  de transm issão
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do VHC em casos de m ord idas humanas com sangram ento do 

ind iv íduo agred ido (DUSHEIKO et al., 1990; FIGUEIREDO et al., 

1994), embora o vírus do VHC não tenha sido seqüenc iado 

nestes traba lhos, o que representa  uma lim itação  na conclusão 

dos mesmos. É muito prováve l que a transm issão do VHC por 

esta via dependa de outros fa tores, como lesões de mucosa 

bucal em ind iv íduos sadios. Já com re lação ao tra tam ento  

dentário , to rna-se  d if íc i l  ava lia r  o nível de transm issão , que 

depende ainda da observânc ia  r igorosa das medidas de 

b iossegurança no con su ltó r io  dentário , v is to  que o RNA do VHC 

pode ser de tectado em ins trum enta is  e equ ipam entos dentá rios  

após tra tam ento  den tá r io  de ind iv íduos in fectados, e que 

estudos ita lianos  re latam que em 9% dos casos de hepatite  

aguda pelo vírus C o ún ico fa to r de risco re la tado  nos ú ltimos 

seis meses seria tra tam ento  dentá rio  (P IAZZA et al, 1995).

Apesar do estudo de Roy et al. (1998) ter observado 

d ife rença entre a lguns genó tipos  das amostras pareadas de soro 

e sa liva com predom inânc ia  de genó tipo  2a, no presente estudo 

não observamos d ife renças  entre os mesmos nas amostras de 

sa liva  e soro. O traba lho  c itado ava liou  50 pac ien tes usuários 

de drogas, dentre os quais somente 66% das amostras anti-VHC 

pos it ivas  foram pos it ivas  por PCR. Dentre estas, somente em
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57.6% foram pos it ivas  em saliva. A inda, a lguns genótipos foram 

inde tec táve is  no soro, de tec táve is  na sa liva  e v ice -versa .

O estudo de M atit ic  et al. (2001) ava liou  a de tecção do VHC 

no f lu ido  c rev icu la r (59%) e na sa liva  (37%) em pac ien tes VHC 

pos it ivos, sugerindo que a presença v ira l no f lu ido  possa ter um 

s ig n if ican te  papel na e t io log ia  da doença periodon ta l. O 

presente estudo não encontrou assoc iação entre doença 

periodonta l e a presença do VHC na sa liva . A inda o f lu ido  

c rev icu la r deve ser cons iderado  como e lem ento con s t itu in te  da 

sa liva  to ta l, to rnando os dados do estudo c itado incons is ten tes .

De acordo com a literatura, algumas patologias bucais têm 

sido associadas com VHC na saliva. Dentre estas, algumas 

específicas de glândulas salivares, como a sialadenite e a síndrome 

de Sjögren (HADDAD et al.,1992; JORGENSEN et al. ,1996). No 

presente estudo não foram observados casos das patologias citadas 

acima e somente dois casos de retenção de muco foram observados, 

um de sialolitíase e outro de rânula, ambos no grupo portador do 

vírus C. Entretanto, no que diz respeito a xerostomia, não houve 

associação deste achado clinico com o vírus C particularmente, 

sendo sua maior freqüência no grupo controle. É importante salientar 

que a síndrome de Sjögren associada ao VHC geralmente apresenta 

resultados negativos para os anticorpos anti-SSa/Ro e anti-SSb/La.
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Sendo assim, a doença em questão seria denominada de forma mais 

coerente como sialadenite linfocítica associada ao VHC. Ainda, a 

presença do vírus em glândulas salivares pode não estar diretamente 

relacionada â lesão tecidual glandular e sim â um processo 

imunológico induzido pelo vírus como pode ser observado em outras 

patologias de autoimunidade associadas ao vírus C, dentre as quais a 

tireoidite de Hashimoto, a glomeronefrite, as purpuras vasculares e o 

líquen plano (WATTIAUX, 1997).

Embora o líquen plano seja outra patologia cuja literatura relata 

associação (CARROZZO et al., 1996; NAGAO et al., 1995), no 

presente estudo não houve pacientes com manifestações bucais e 

dermatológicas da mesma, sendo o vírus detectável, mesmo em 

pacientes com mucosa saudável e sem doença periodontal. Em 

contrapartida, o estudo realizado por Tucker e Coulson (1999) na 

Inglaterra não encontrou correlação entre o líquen plano bucal e o 

VHC, sendo a correlação das duas patologias observada 

particularmente no Sudeste da Europa e no Japão.

No presente estudo, a prevalência do RNA do VHC na saliva foi 

de 100%, divergindo da maioria dos trabalhos publicados na 

literatura, que apresentam uma grande variabilidade na detecção 

salivar. A metodologia empregada, a conservação e coleta das 

amostras devem ser os principais responsáveis por esta grande
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variação de detecção. O uso de colutório bucal, freqüente em 

consultórios odontológicos, não influenciou na detecção viral.

Nesta pesquisa, utilizamos saliva total para aumentar as chances 

de detecção, embora o estudo de Maticic et al. (2001) tenha 

encontrado uma maior prevalência do RNA viral em fluidos 

creviculares em relação à saliva. O fluido crevicular também faz parte 

da saliva total, assim como células epiteliais e do sangue presente 

em pacientes com doença periodontal intensa. Por esta razão, a 

análise de elementos isolados da saliva total reduziria a possibilidade 

de detecção.

Embora o estudo de Hermida et al. (2002) tenha achado 

correlação da positividade viral na saliva com a carga viral 

sanguínea, na presente pesquisa não foi observada nenhuma 

correlação, havendo detecção salivar em cargas virais variando entre 

10.525 Ul a > 850.000 Ul pelo método AMPLICOR MONITOR 2.0- 

Roche.

Embora uma grande percentagem de pacientes esteve exposta a 

algum fator de risco, ainda assim 38% não relataram fator de risco 

associado à infecção pelo VHC, e somente a pratica de sexo anal, 

uso de drogas e de seringa não descartável foram relevantes com 

relação ao vírus C. A positividade do VHC na saliva destes pacientes
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serve de alerta aos serviços públicos de saúde na área de 

odontologia que fazem ainda somente a desinfecção das turbinas e 

micro-motores utilizados no tratamento dentário. Estes achados 

advertem também sobre a possibilidade de contaminação durante 

tratamento dentário, devendo a técnica de esterilização dos materiais 

ser rigorosamente observada.

Estes dados demonstram que a saliva pode ser utilizada como 

amostra para detecção e genotipagem do VHC e servem de alerta, 

especificamente para os profissionais de odontologia, para que 

possam contribuir para minimizar a possibilidade de transmissão viral 

durante tratamento dentário, seja de paciente para profissional ou de 

profissional para paciente, através de medidas preventivas. Não 

somente os instrumentais de uso clínico, mas as turbinas e 

micromotores devem ser obrigatoriamente autoclavados como medida 

de biossegurança.
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7 C O N C LU S ÃO

Os resultados do presente estudo sugerem que o RNA do VHC se encontra 

presente na saliva de pacientes infectados independente da carga viral sanguínea 

e patologia bucal e que o exame de saliva para detecção do vírus C pelo método 

empregado pode ser aplicado como alternativa em estudos epidemiológicos.
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AN EX O A

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA INVESTIGAÇAO CLINICA

Instituições de pesquisa: Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz/FIOCRUZ e Hospital Universitário Prof. 
Edgard Santos-HUPES/UFBA/HEMOBA.

Título do projeto:
Detecção do vírus da hepatite C (VHC) na saliva de pacientes portadores do anticorpo anti-VHC que procuram
0 serviço de hepatologia do HUPES/UFBA e do HEMOBA na cidade de Salvador-BA,

Pesquisadores Responsáveis: Dr, Mitermayer Galvão dos Reis, Dr, Raimundo Paraná Filho e Dr, Luís 
Guilherme Costa Lyra.

Este documento procura fornecer ao(a) Sr.(Sra.) informações sobre a pesquisa a ser realizada, 
esclarecendo os procedimentos e exames, benefícios e inconveniências. 0(A) Sr.(Sra.). poderá recusar-se 
a participar da pesquisa, ou dela se afastar a qualquer tempo, sem que venha a sofrer qualquer 
constrangimento ou penalidade por parte das instituições de pesquisa.

O objeto da pesquisa é o estudo da hepatite humana causada pelo vírus da hepatite 0 (VHC) (1) 
em populações sob risco, (2) portadores assintomáticos, pacientes com infecção aguda e crônica, com 
sorologia positiva para o anticorpo anti-VHC acompanhados no Serviço de Gastro-Hepatologia/HUPES para 
determinar a associação dos diversos tipos do VHC com informações clínicas, laboratoriais e 
epidemiológicas e (4) obter informações para identificar grupos potenciais para a aplicação de 
medicamentos anti-virais.

Os procedimentos e exames que serão realizados incluem; (1) coleta de aproximadamente 15mL 
de sangue da veia; (2) coleta de aproximadamente 5ml de saliva para detecção do RNA do VHC (VHC- 
RNA); (3) exame clínico bucal; (4) identificação do anticorpo anti-VHC, apenas nos casos que não possuem 
resultados prévio deste exame; (5) exames moleculares para detecção e genotipagem do RNA do VHC 
(VHC-RNA). Os riscos e danos da pesquisa são praticamente nulos. Os pacientes participantes receberão 
os resultados dos exames sobre a infecção pelo VHC além do tipo do vírus. Este estudo contribuirá para o 
entendimento da transmissão do VHC e a identificação de grupos que possam ser beneficiados pelo 
tratamento com anti-virais.

Os investigadores se obrigam a não revelar sua identidade em nenhuma circunstância. Os exames 
e procedimentos aplicados serão gratuitos. Todos os dados colhidos para a avaliação clínico-epidemiológica 
estarão codificados no computador, sob sigilo, não permitindo sua identificação.

Declaro estar ciente do inteiro teor da investigação proposta e assino o presente Termo de 
Consentimento.

Nome do voluntário______________________________________________  Salvador-Bahia / /

Assinatura do voluntário, pais
ou responsáveis legais___________________________________________

Assinatura do investigador.
Impressão digital do voluntário, pais 
ou responsáveis legais (caso necessário)

Assinatura da testemunha _____  ____________________________
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ANEXO B

Deteccao do virus da hepatite C na saliva e correlacoes com patologias bucais
1 {Cod}lgo do paciente; <A >
2 {Exp}erimental (Slm=1, Nao=2): #
3 {Gen}otipo (g1=0, g3=1, g1/3=2): #
4 {ISG}: #.##
5 {CPOD}: ##
6 {Sang}ramento {geng}ival (Ausente=0, lntenso=1, Moderado=2, Leve=3): #
7 {Mob}llldade {dent}aria (Ausente=0, Gl=1, Gll=2, G lll=3, GIV=4): #
8 {Dor} (Ausente=0, Dente=1, Mucosa=2, ATM=3, Gengiva=4, Glandulas salivares=5,

Musculos=6): #
9 {Diabetes} (1=Sim, Nao=2): #
10 {Pneum}onia (1=Sim, Nao=2): #
11 {D}oenca {renal} {cr}onlca (1=Sím, Nao=2): #
12 {Sinus}ite (1=Sim, Nao=2): #
13 {Rin}ite (1=Sim, Nao=2): #
14 {Brux}ismo (1=Slm, Nao=2): #
15 {Apert}amento (1=Sim, Nao=2): #
16{Herpes}(Labial=1. Ausente=2, Genltal=3): #
17 {Sifilis} (1=Sim, Nao=2): #
18{SIDA}(1=Sim , Nao=2): #
19 {Pat}ologia {bucal} (1=Sim, Nao=2): #
19.1.Se sim, qual(ais) (Sim=1, Nao=2)?
A.{Geng}ivite: #
B.{Periodon}tite: #
C.{Granul}oma piogenico: #
□.Hiperplasia {papiloma}tosa do palato; #
E.{Afta}; #
F.UIcera {aftose} recidivante: #
H.{Sial}o{lit}iase: #
I.{Sial}a{den}ite. #
K.{Macula} melanotica; #
L.HIper{cerat}ose focal: #
M.{Leucopl}asia: #
N.{Erit}ro{pla}sia: #
0.{Liquen} plano: #
P.{Tum}or de {gland}ulas salivares: #
Q.{CEC}: #
R.{Cist}o {derm}oide: #
S,{Ranula}: #
T.{Muco}cele: #
U.{Xer}ostomia: #
20 {Exhomo} (Sim=1, Nao=2): #
21 {SexoAnal} (Sim=1, Nao=2): #
22 Uso de {Drogas}ilicitas (Sim=1, Nao=2): #
23 {Acunp}utura (Sim=1, Nao=2): #
24 {Hemot}ransfusao (Sim=1, Nao=2): #
25 {lnj}ecao com {ag}ulhas ou {ser}nao descartaveis (Sim=1, Nao=2): #
26 {Tatua}gem (Sim=1, Nao=2): #
27 {Pierc}ing (Sim=1, Nao=2): #
28 {Cel}ulas epiteliais no {esfr}egaco: ###
29 {Linf}ocitos no {esfr}egaco: ###
30 {ld}ade: ##
31 {Ge}nero (Masculino=1, Femlnino=2): #
32 {Ra}ca (Leucoderma=1, Faioderma=2, Melanoderma=3): #
33 {Esc}olaridade (Analfabeto=1, lo  grau=2, 2o grau=3, 3o grau=4): #
34 {Carg}a viral: ######□
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ANEXO C

Nome: Luciano Kalabric Aprovaçã Nome: Mitermayer G. dos
Elaboraçã Silva 0 Reis

0 Cargo: Doutorando-LPBM e Cargo: Chefe-LPBM
Visto: Liberação Visto:
Data: 01/01/1995 Data:

1 Situação da revisão
Situação Data Alteração

1.0 09/02/2001 1.1

2 Objetivo
Extrair o RNA total de amostras de soro.

3 Campo de Aplicação
Este protocolo pode ser utilizado para a purificação de qualquer tipo de RNA a partir 
de amostras poucos contaminadas, tais como, soro (não hemolisado), urina e saliva. 
Em combinação com protocolos de RT-PCR permite a detecção de agentes 
Infeccioso cujo genoma é RNA: HIV, vírus da dengue, vírus da febre amarela, vírus 
da hepatite A, C, D, E, G, etc.

4 Terminologia, Definição e Símbolos
água DEPC -  água ultrapura tratada com dietilpirocarbonato (DEPC)
GuSCN -  tiocianato de guanidina

5 Descrição
5.1 Base do Método
A técnica pode ser dividida em 3 etapas: extração, precipitação e secagem. Durante 
a etapa de extração o RNA é separado da maioria dos contaminantes orgânicos pela 
extração com uma mistura desnaturante constituída de fenol:clorofórmio:GuSCN:2- 
mercaptoetanol. Após centrifugação, o RNA permanece solubilizado na fase aquosa 
superior e é transferido para um tubo limpo contendo etanol e acetado de sódio. 
Nesta condições, o RNA é precipitado após resfriamento à baixa temperatura e ultra­
centrifugação. Durante a precipitação, os contaminantes de baixo peso molecular, 
solúveis (sais, monômeros, etc.), são eliminados enquanto o RNA fica cristalizado no 
fundo do tubo. Finalmente, o RNA é desidratado com etanol (95%) e seco.

5.2 Equipamentos e Materiais
galeria para tubos de microcentrífuga de 1,5 mL 
gaze estéril
micropipetadores de 20nL, lOÔ iL, 200|_iL, 1000|aL
ponteiras livres de RNAse, estéreis, amarelas e azuis, com barreira
tiras de papel toalha estéreis
tubos de microcentrífuga de 1,5 mL estéreis
ultra-microcentrífura refrigerada
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5.3 Reagentes 
2-mercaptoetanol
acetato de sódio 3M pH5,5 estéril 
água DEPC
clorofórmio;álcool isoamílico P.A. (24:1) 
etanol 80% preparado com água DEPC 
etanol P.A. (95%) 
fenol saturado em água DEPC 
glicogênio (Gibco BRL 10814-010 ou similar) 
solução de tiocianato de guanidina  ̂(GuSCN)
* Todas as soluções devem ser preparadas com água DEPC.

5.4 Procedimentos
Os itens 1, 2, 3, 4 e 13 elevem ser realizados preferencialmente no fluxo laminar. Os 
demais itens poder ser realizados na bancada tomando-se os devidos cuidados para 
evitar contaminação e degradação das amostras.
1. Prepare a solução de desnaturação (solução D) em volume suficiente para o total 
de amostras:

1x n X_______
200(aL fenol saturado em água 
70|a,L água DEPC 
79,2 îL GuSCN
O.B̂ L 2-mercaptoetanol (100:1)
5|̂ L solução de glicogênio 20ng/|j,L

2. Identifique dois tubos de microcentrífuga de 1,5mL para cada amostra. Numere na 
tampa dos tubos (tubo 1 e 2) a ordem das amostras (1, 2, 3 ...). Somente na 
segunda série dos tubos (tubo 2), rotule na lateral o código da amostra e outras 
informações que julgar necessárias. Após o experimento estes tubos poderão 
constituir uma biblioteca de cDNA;
3. Adicione no tubo 1: 355|^L de solução D, 35|uL de clorofôrmio:al.amílico 24:1 e 
200|aL de amostra (200^L de soro, ou 100|̂ L de soro + 100|aL água DEPC). Agite 
vigorosamente por 10”. Alguns protocolos utilizam vortéx por 1 min;
4. Centrifugue os tubos 1 a 12.000rpm por 10’ à 0°C;
5. Enquanto isso, adicione nos tubos 2: 700|aL de etanol P.A. (95%) e 30|aL de 
acetato de sódio 3M pH5,5;
6. Transfira cuidadosamente a fase aquosa superior (aprox. 300-400^L) para o tubo
2. Descarte os tubos com fenol em local apropriado;
7. Homogenize por 10-15” e mantenha no congelador (-20°C) por 20’ para precipitar. 
Pode-se interromper o experimento nesta etapa. Nesse caso, recomenda-se manter 
os tubos à -70°C.
8. Centrifugue os tubos a 12.000rpm por 20’ à 0°C;
9. Despreze a fase alcóolica por inversão dos tubos tomando cuidado para não 
perder o precipitado, caso seja visível;
10. Adicione ImL de etanol 80% em cada tubo. Centrifugue os tubos a 12.000rpm 
por 5’ á 0°C. Despreze a fase alcóolica por inversão dos tubos tomando cuidado 
para não perder o precipitado, caso seja visível;
11. Adicione ImL de etanol P.A. em cada tubo. Centrifugue os tubos a 12.000rpm 
por 5’ à 0°C. Despreze a fase alcóolica por inversão dos tubos tomando cuidado 
para não perder o precipitado, caso seja visível;
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12. Forre uma superfície do fluxo laminar com papel alumínio e papel toalha ou 
absorvente. Mantenha os tubos emborcados sobre esta superfície por 15’para secar;
13. Afim de evitar a degradação do material é recomendável prosseguir 
imediatamente a transcrição reversa, caso contrário, dissolva o precipitado em 14^1 
de água DEPC e congele a -70°C.

6.1 RT - transcrição reversa (do inglês, reverse transcriptase)',
6.2 PCR - reação da polimerase em cadeia (do inglês, polimerase chain 
reaction)]
6.3 dNTP - desoxinucleotídeos trifosfatos; refere-se aos dATP, dGTP, dCTP e 
dTTP, precursores para síntese de DNA;
6.4 TA - temperatura ambiente;
6.5 RM - mistura de reagentes (do inglês, reaction mix)
6.6 pb - pares de base

6 Controle de Registros
Não aplicável.

7 Anexos
Não aplicável.

8 Referências
1. CHOMCZYNSKI, P. & SACCHI, N. Single-step method of RNA isolation by acid

guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extration. Anal Biochem 162: 156-
9, 1987.

2. SAMBROOK, J., FRITSCH, E.F.; MANIATIS, T, Molecular Cloning: A laboratory
manual. 2. ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. 3. v.

3. Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz. FIOCRUZ. Preparo dos principals reagentes
de biologia molecular (POP011), Salvador: CPqGM, 2000.
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ANEXO D

VHC/5'NCR RT-Nested PCR (Davidson, 1994)

1) Extração do VHC-RNA
/ /

Data;

Amostra Identificação Resultad
o

Amostra Identificação Resultad
o

13
14
15
16
17
18

7 19
8 20

21
10 22
11 23
12 24

2) Métodos

/ /
Data;

r  PCR
-  Distribuir em cada tubo 21 ul do mix e adicionar 4ul do cDNA. Programa de 

temperaturas GEN-DAV; 94°C Smin.; 25 ciclo; 94°C 25s, 50°C 35s, 68°C 
2,5min; 68°C lOmin.; 4°C forever. Produto 5'NCR; 306pb.

2° PCR
-  Distribuir em cada tubo 99ul do mix e adicionar lul do produto da 1° PCR. 

Programa de temperaturas; GEN-DAV. Produto 5'NCR; 251 pb.
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TRANSCRIPTASE
REVERSA

1"PCR 2° PCR

H20
DEPC

X 1
14,0 H20*

Mlll-Q

X I
16,8 H20*

Mill-Q

X I
83,2
80,0

5X
BUFFER

5,0 10X
BUFFER s/ 
Mg++

2,5 10X
BUFFER s/ 
Mg++

10,0

DTT 
0,1 M

2,0 MgCb*
50mM 0,8

MgCb*
50mM

3,2
6,4

dNTPs 
10 mM

1,0 dNTPs 
10 mM

0,1 dNTPs 
10 mM

0,4

random
primer
50uM

1,0 939 s
50pmoles/ul

0,3 940 s
50 pmoles/ul

1.0

RNAsin
lOU/ul

1.0 209 as 
50pmoles/ul

0,3 211 as 
50 pmoles/ul

1.0

MMLV
200U/UI

1,0 Taq
5U/UI

0,2 Taq
5U/U1

0,2

TOTAL 25,0 TOTAL 21,0 TOTAL 99,0
*TP 10X = 2,5ul; H20 = 20,7ul; Mg++ = —ul 
42,6ul; Mg++ = —ul

TP 10X minus Mg++ = 
Mg++ = 5,0ul; H20 = 41

2,5ul; H20 = 19,9ul; Mg++ 
,Oul; Mg++ = 1,6ul.

P 10X = 5,0ul; H20 = 

0,8ul. TP10X minus

Eletroforese (Tipagem e Sub-tipagem)
Data; / /
-  Preparar lOOmL de agarose Metaphor a 4,0% em TAE IX. Transferir a agarose 

para um molde com 2 pentes largos de 12 poços. Aguardar solidificar e retirar 
os pentes. Montar o gel na cuba de eletroforese contendo TAE IX. Misturar 5|iL 
do tampão de carregamento (6x) a 25|xL de cada amostra e aplicar 25-30|aL 
desta mistura no gel. Proceder a corrida durante 30min.-1H em 100V. Parar a 
corrida quando o corante referente ao azul de bromofenol estiver à metade do 
gel.

-  Fotografar o gel no Eagle Eye utilizando o método Dinâmico de integração de 
imagem (Reset para Start count=1 e Increment count=1). Ajuste a câmara para 
abertura 1,2 e zoom 20. 0  foco e o tempo de leitura são variáveis.
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ANEXO E

Genotipagem VHC/5'NCR RT-Nested PCR (Davidson, 
1994)
Eletroforese em Metaphor agarose 4.0%

1) Extração do VHC-RNA
/ /

Data;

Amostra Identificação Resultad
o

Amostra Identificação Resultad
o

13
14
15
16
17
18
19

8 20
21

10 22
11 23
12 24

2) Métodos

/ /
Data;

1°PCR
-  Distribuir em cada tubo 21 ul do mix e adicionar 4ul do cDNA. Programa de 

temperaturas GEN-DAV: 94°C 3min.; 25 ciclo; 94°C 25s, 50°C 35s, 68°C 
2,5min; 68°C lOmin.; 4°C forever. Produto 5'NCR; 306pb.

2° PCR
-  Distribuir em cada tubo 99ul do mix e adicionar lul do produto da 1° PCR. 

Programa de temperaturas; GEN-DAV. Produto 5'NCR; 251 pb.

TRANSCRIPTASE
REVERSA

1“ PCR 2° PCR

X I X X I X X I X
H20
DEPC

14,0 H20*
Mill-Q

16,8 H20*
Mill-Q

83,2
80,0

5X
BUFFER

5,0 10X
BUFFER s/ 
Mg++

2,5 10X
BUFFER s/ 
Mg++

10,0

DTT 2,0 MgCl2* — MgCl2* 3,2
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0,1 M 
dNTPs 
10 mM

1,0
50mM 
dNTPs 
10 mM

0,1
50mM 
dNTPs 
10 mM

M .
0,4

random
primer
50uM

1,0 939 s
50pmoles/ul

0,3 940 s
50 pmoles/ul

1,0

RNAsin
lOU/ul

1,0 209 as 
50pmoles/ul

0,3 211 as 
50 pmoles/ul

1,0

MMLV
200U/UI

1,0 Taq
5U/UI

0,2 Taq
5U/ul

0,2

TOTAL 25,0 TOTAL 21,0 TOTAL 99,0
P 10X = 5,0u; H20 =

TP 10X minus

* TP 10X = 2,5ul; H20 = 20,7ul; Mg++ = —ul
42,6ul; Mg++ = —ul 

TP 10X minus Mg++ = 2,5ul; H20 = 19,9ul; Mg++ = 0,8ul.
Mg++ = 5,0ul; H20 = 41,0ul; Mg++ = 1,6ul.

Eletroforese (Tipagem e Sub-tipagem)
Data; / /
-  Preparar lOOmL de agarose Metaphor a 4,0% em TAE IX. Transferir a agarose 

para um molde com 2 pentes largos de 12 poços. Aguardar solidificar e retirar 
os pentes. Montar o gel na cuba de eletroforese contendo TAE IX. Misturar 5^L 
do tampão de carregamento (6x) a 25|xL de cada amostra e aplicar 25-30|iL 
desta mistura no gel. Proceder a corrida durante 30min.-1H em 100V. Parar a 
corrida quando o corante referente ao azul de bromofenol estiver à metade do 
gel.

-  Fotografar o gel no Eagle Eye utilizando o método Dinâmico de integração de 
imagem (Reset para Start count=1 e Increment count=1). Ajuste a câmara para 
abertura 1,2 e zoom 20. O foco e o tempo de leitura são variáveis.



Wright

FINALIDADE
Método para coloração de células de sangue periférico, medula óssea ou 
para estudo citológico de elementos celulares. Somente para uso 
diagnóstico in vitro.
PRINCÍPIO DE AÇÃO 
Metodologia: Corante segundo Wright.
0  corante Wright é uma mistura de corantes com características neutras, 
que coram os componentes nucleares e citoplasmáticos das células.
REAGENTES
Número 1 - Corante Wright - conservar entre 15 e 30oC. Contém: Corante 
Wright 100 mg/dL.
APRESENTAÇÃO
Reagente---------------Volume
Reagente No 1.......... 500 mL
EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Suporte para coloração, relógio ou cronômetro, pipetas, lâminas.
Encontram-se no mercado especializado de artigos para Laboratórios de 
Análises Clínicas.
CONDIÇÕES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE 
A temperatura de armazenamento e transporte deverá ser de 15 a 30°C.
Manter ao abrigo da luz e evitar umidade.
CUIDADOS ESPECIAIS
1 - Somente para uso diagnóstico in vitro;
2 - Seguir com rigor a metodologia proposta;
3 - A água utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de 
agentes contaminantes;
4 - Manusear o reagente com cuidado, evitar o contato com a pele e 

mucosas;
5 - As lâminas para confecção dos esfregaços devem estar limpas e isentas 
de gordura;
6 - A gota de sangue utilizada para a confecção do esfregaço não deve ser 
muito grande, pois quanto maior a gota, mais espesso o esfregaço;
7 - O descarte do material utilizado deverá ser feito obedecendo-se os 
critérios de biossegurança de acordo com a legislação vigente.
AMOSTRAS
Sangue periférico colhido por punção digital ou coleta venosa, sem 
anticoagulante ou com uso de EDTA Bioclin. Os esfregaços devem ser feitos 
de preferência sem o uso de anticoagulantes. As lâminas feitas a partir de 
sangue colhido com anticoagulantes devem ser confeccionadas até 30 minutos 
após a coleta, para evitar deformações celulares.
DESCRIÇÃO DO PROCESSO 
Técnica
Colocar a lâmina no suporte de coloração.
1 - Recobrir o esfregaço com 20 gotas do corante. Aguardar de um a três 
minutos;
2 - Adicionar 20 gotas de água de torneira. Homogeneizar a mistura corante 
e água. Aguardar a coloração de três a cinco minutos;
3 - Lavar a lâmina em água corrente;
4 - Deixar secar em posição vertical;
5 - Examinar com objetiva de imersão.
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RESULTADOS
Hemácias: coloração rósea 
Plaquetas: coloração azulada.
Neutrófilos: núcleo azul escuro e citoplasma rosa pálido com granulações 
que variam do rosa ao azul claro;
Linfócitos: núcleo azul violeta e o citoplasma azul;
Basófilos: núcleo púrpura a azul escuro e citoplasma com granulações

volumosas azul escuro;
Monócitos: núcleo azul violeta e citoplasma azul claro;
Eosinófilos: núcleo azul e citoplasma rosa pálido com grânulos volumosos 
que variam do vermelho ao laranja.
LIMITAÇÕES DO PROCESSO
Os esfregaços que apresentarem coloração azul ou esverdeada, estão 
alcalinos devido ao tempo prolongado de ação do corante, esfregaços 
grossos ou lavagem Insuficiente da lâmina.
Os esfregaços que apresentarem coloração vermelha, estão excessivamente 
ácidos devido a coloração insuficiente, tempo de lavagem excessivo ou 
acidez do corante.
Os precipitados podem aparecer quando as lâminas estão mal lavadas, com 
poeira ou quando ocorre secagem do corante durante o processo de 

coloração.
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