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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Padronizacao e aplicacdo do teste de avidez anti-HCV IgG para confirmar exposicéo
recente ao virus da hepatite C

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Lais Durgo Coimbra

A identificacdo da fase aguda da infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV) é realizada pela
avaliacdo clinico laboratorial e confirmada pela soroconverséo de anti-HCV associada a HCV-
RNA positivo. Entretanto, os individuos infectados sé@o predominantemente assintomaticos e a
informacdo sorologica prévia dos pacientes € normalmente escassa. O diagnostico da fase
aguda da hepatite C com base na detec¢do de IgM néo € utilizado devido a este anticorpo estar
presente durante todo o curso da doenca. Diversos estudos voltados para analise da forca de
ligacdo (avidez) anticorpo-antigeno tem sido descritos como forma de identificagdo da fase
aguda da hepatite C. No entanto, apesar da existéncia destas pesquisas, testes de avidez como
diagnostico de rotina para a deteccdo de casos agudos da infeccdo ainda ndo estdo disponiveis
no Brasil. Desta forma, o presente estudo visa padronizar, avaliar e aplicar a técnica em questdo
a partir da adaptacdo do kit ELISA comercial Anti-HCV Murex (4.0 version). Para esta
finalidade, foram empregadas 570 amostras de 147 pacientes em diferentes fases da infec¢édo
pelo HCV, acompanhados pelo Ambulatério de Hepatites Virais — AHV (Laboratdrio de
Hepatites Virais/IOC/Fiocruz). O teste de avidez consistiu na adicdo de uma etapa de incubacgéo
com guanidina 1,5M ao protocolo do kit comercial. A partir da utilizagdo de amostras de
pacientes com soroconversao comprovada e data de infec¢do conhecida foi possivel diferenciar
as fases da doenca em agudo recente (até 4 meses), agudo tardio (5-6 meses), cronica (acima de
6 meses). Empregando-se o valor de corte de <64% para fase aguda, zona cinza entre 65-77% e
>78% para fase cronica, foram obtidos: sensibilidade de 90% e especificidade de 95% até 4
meses apos infeccdo, e sensibilidade de 73% e especificidade de 75% entre 5-6 meses apos
infeccdo. Do terceiro ao sexto més apds infeccdo o indice de avidez elevou de 37% para 65%.
O acompanhamento longitudinal de pacientes desde a fase aguda até 30 meses demonstrou
elevacdo do indice de avidez até o oitavo més de infeccdo, mantendo-se elevado e com baixa
variacdo subsequente em pacientes que evoluiram para a fase cronica da doenca, no entanto,
ocorreu a queda do indice de avidez a partir de 10 meses de infeccdo em individuos que
evoluiram para resolucao espontanea. Nao houve diferenca significativa do indice de avidez na
fase aguda entre pacientes que evoluiram para cronicidade e que evoluiram para resolucdo
espontanea. De junho de 2014 a janeiro de 2016, o teste de avidez identificou 20% dos
pacientes com hepatite C aguda dentre os casos suspeitos na rotina de diagnostico ambulatorial.
O primeiro teste de avidez desenvolvido no pais apresentou elevadas sensibilidade e
especificidade, e demonstrou ser util para a identificagdo das fases da infec¢do pelo HCV.

Palavras chave: hepatite C aguda, diagnostico, indice de avidez, IgG anti-HCV, hepatite C
crbnica



INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Standardization and application of an avidity test for anti-HCV IgG to confirm recent
exposure to the hepatitis C virus

ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Lais Durgo Coimbra
The identification of the acute phase of infection by the hepatitis C virus (HCV) is achieved

via laboratorial evaluation and confirmed through anti-HCV seroconversion associated with
positive HCV RNA. However, the individuals infected are predominantly asymptomatic and
the patients’ previous serological data is normally absent. The diagnosis of the acute phase of
hepatitis C based in the detection of IgM is not utilised due to this antibody being present
during the entire course of the disease. Many studies geared towards the analysis of binding
strength (avidity) have described this as a form of identifying the acute phase of the hepatitis C
infection. However, despite the existence of these studies, avidity tests for routine diagnosis of
acute cases of infection are still not available in Brazil. Therefore, this study aims to
standardize this technique through the adaptation of a commercial ELISA kit (Murex Biotech
anti-HCV, Version 4.0). To this end, 570 samples of 147 patients in different stages of HCV
infection were employed, overseen by the Ambulatério de Hepatites Virais — AHV
(Laboratorio de Hepatites Virais/IOC/Fiocruz). The avidity test consisted in the addition of an
incubation step with 1.5M guanidine hydrochloride according to the commercial kit protocol.
From the utilisation of patient samples with proven seroconversion and date of infection it was
possible to differentiate the stages of the disease as recent acute (until 4 months), late acute (5-6
months) and chronic (above 6 months). Employing the cut value of <64% for the acute phase,
grey zone between 65-77% and >78% for the chronic phase, the following were obtained: 90%
sensibility and 95% specificity until 4 months after the infection, and 73% sensibility and 75%
specificity between 5-6 months after the infection. From the third to the sixth month after the
infection the avidity rating increased from 37% to 65%. The longitudinal overseeing of the
patients since the acute phase until 30 months showed elevation in the avidity rating until the
eight month of infection, keeping itself raised and with low subsequent variation in patients that
evolved to a chronic stage of the disease. However, a drop in the avidity rating took place from
the tenth month of infection in individuals who evolved to a spontaneous resolution. There was
no meaningful difference in the avidity rating in the second acute phase among patients who
evolved to a spontaneous resolution. From June 2014 to January 2016, the avidity test identified
20% of the patients with acute hepatitis C amongst suspicious cases in the ambulatorial
diagnostic routine. The first avidity test developed in the country presented high sensibility and
specificity rates, showing its usefulness in the identification of the HCV infection phases.

Keywords: Acute hepatitis C; diagnostic; avidity index; , 1gG anti-HCV; Chronic hepatitis C
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1. INTRODUCAO

O virus da hepatite C (HCV) foi inicialmente descrito em 1989 por Choo et al.,
através da identificagdo molecular, por clonagem e sequenciamento genético, em
chimpanzés experimentalmente infectados com o patdgeno causador da Hepatite ndo A
ndo B (HNANB) de individuos com hepatite pos transfusional. Deste modo, 0 agente
causal HNANB, passou a ser denominado como HCV (Choo et al. 1989). Em seguida,
surgiram os primeiros estudos para detecgdo de anticorpos anti-HCV, comprovando que
pelo menos 80% dos casos de hepatite pos transfusional foram ocasionados por infeccao
pelo HCV (Donahue et al.1992; Chen et al., 2006).

Desde entdo, a infec¢do pelo HCV tornou-se um dos maiores problemas de saide
publica mundial, com especial relevancia entre as causas de hepatite cronica e indicacao
de transplante hepatico (Lavanchy, 2009; Ministério da Saude, 2015; WHO, 2015).

1.1 Classificagéo taxonémica e estrutura genémica do HCV

O HCV pertence ao género Hepacivirus, familia Flaviviridae. A particula viral é
formada por um envelope lipidico que envolve o nucleocapsideo viral de assimetria
icosaédrica formado por proteinas do core , que envolvem o material genético
(Chevaliez et al., 2006).

O genoma do HCV ¢ constituido por uma molécula de RNA de fita simples, de
polaridade positiva composta por, aproximadamente, 9.600 nucleotideos de
comprimento. Nas extremidades 5' e 3' do filamento genético, encontram-se regides nao
codificantes (UTRs) (Moradpour et al., 2013; Pifieiro et al., 2012). A regido 5’UTR esta
envolvida no processo de traducdo do genoma viral em poliproteina, uma vez que o sitio
de entrada ribossomal ou “Internal Ribosome Entry Site (IRES)” encontra-Se inserido
nesta regido. A regido 3’UTR encontra-se envolvida no processo de replicagéo viral (Li
et al., 2015). Entre elas, encontra-se uma Unica regido aberta de leitura (ORF) que
codifica uma poliproteina precursora composta por 3.000 aminoacidos que origina
proteinas estruturais (Core, E1 e E2) e ndo-estruturais (p7, NS2, NS3, NS4B, NS5A e
NS5B) (Moradpour et al., 2013; Pifieiro et al., 2012) (Figura 1).
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Figura 1: O genoma do HCV e o processamento da poliproteina. Parte Superior - Molécula de
RNA do HCV composta por: uma regido aberta de leitura (ORF) na parte central do filamento
(azul) com extremidades nédo codificantes 5 'e 3' UTRs (vermelho). Na regido 5 'UTR, ocorre a
iniciacdo da traducdo com a formag&o do sitio de entrada interno ribossomal (IRES).

Parte Inferior - Traducdo IRES-mediada por ligacbes da ORF para formagdo de uma
poliproteina (parte inferior) precursora de 10 proteinas estruturais e ndo estruturais.

*Os numeros inseridos na poliproteina indicam os locais dos aminoacidos nos sitios de
clivagem.

**Pontos pretos indicam a glicosilacdo das proteinas do envelope. Fonte adaptada: Scheel,
2013.

O HCV apresenta uma alta variabilidade genética, acarretada por uma elevada
taxa de replicacdo (10* a 10® particulas virais/dia) associada & falta de mecanismos de
reparo de mutacGes pela RNA polimerase (Zeuzem et al., 1996). Desta forma, ha a
formagéo de quasispecies, que sdo variantes virais que possuem entre 90 - 99% de
similaridade genética no mesmo hospedeiro (Tyczyno et al., 2014), e que podem estar
relacionadas com a permanéncia viral através do processo de evasdo da resposta
imunoldgica (Larrubia et al., 2014).

De acordo com Smith et al. (2014), foram descritos 7 gendtipos (1 a 7) e 67
subtipos para HCV com ampla distribuicdo geografica, entretanto alguns genotipos
encontram-se localizados em regides especificas (Idress et al. 2008). Para 0s genotipos,



sdo descritas variacOes genéticas de 30 a 50%. Ja os subtipos podem apresentar
divergéncia de 15% a 30% (Simmonds et al. 2005, Hoofnagle, 2002).

1.2 — Epidemiologia

Dados recentes estimam que, por ano, de 3 a 4 milhGes de pessoas se infectam
com virus da hepatite C e, em média, 350 mil individuos evoluem a Obito em
decorréncia da infeccdo (WHO, 2015). Cerca de 185 milhGes encontram-se
cronicamente infectadas, sendo a principal causa de transplantes hepéaticos em paises
desenvolvidos (Mohd Hanafiah et al., 2013).

No Brasil, a prevaléncia é de 1,4 a 1,7 milhdes de casos de hepatite C cronica,
com notificacdo de 10 mil novos casos por ano (Lavanchy, 2009; Ministério da salde,
2015) (Figura 2).

Entre 70-80% dos individuos infectados pelo HCV sdo assintomaticos na fase
aguda, sendo a maioria dos casos diagnosticada na fase cronica da infecgé@o (Sagnelli et
al., 2014). Dos individuos infectados, presume-se que 70% passardo a desenvolver o
quadro crbnico da doenca e até 30% evoluirdo para resolucdo espontanea da infeccao.
Casos de cirrose hepatica acontecerdo entre 20-30% e 1-5% evoluirdo para carcinoma
hepatocelular (WHO, 2014).

Prevaléncia de Hepatite C

Alto:: >3.5%

Moder:
Baixo: <1.5%

Sem dados

Figura 2: Distribuigdo mundial da Hepatite C.
Fonte adaptada: CDC 2016; Mood Hanafiah, 2013.



Os gendtipos 1, 2 e 3 sdo 0s mais prevalentes no mundo (Treso et al., 2013). O
gendtipo 4 encontra-se, principalmente, nas regides norte e central da Africa. O
gendtipo 5 encontra-se, principalmente, na Africa do Sul e o gendtipo 6 no sudeste
Asiatico (Messina et al., 2014). O genotipo 7 foi isolado em um individuo do Congo,
Africa (Smith et al.,2014).

A partir de uma estimativa mundial, tem-se o genétipo 1 responsavel por 83,4
milhdes de casos de hepatite C, o gendtipo 3 com 54,3 milhGes de individuos
infectados, seguido pelos genotipos 2, 4 e 6 que causam, respectivamente, 16,5 milhdes,
15 milhdes e 9,8 milhdes de infec¢bes por HCV (Messina et al., 2014) (Figura 3).

No Brasil, 0 genotipo 1 aparece amplamente distribuido em todas as regiGes
geogréficas, o gendtipo 2 € mais encontrado na regido Centro-Oeste, a frequéncia do
gendtipo 3 é maior na regido Sul e o gendtipo 4 foi encontrado apenas em casos

isolados na regido Sudeste (Lampe et al., 2013; Campiotto et al., 2005).

e

55.5 milhdes
14 milhdes
HCV — proporgio de genotlpo 2.9 milhdes
_ 1.7 milhdes
486.000 mil
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Figura 3: Prevaléncia relativa para cada genotipo por regido.
*Tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de casos.
Fonte adaptada: Messina et al., 2014.




1.3 — Transmissao

Desde os primeiros relatos do HCV, a transmissdo por transfusdo sanguinea era
descrita como responsavel por 90% dos casos de hepatite pos-transfusional registrados.
No entanto, apos o desenvolvimento de métodos sorologicos para deteccao de anti-HCV
e sua implantacdo em bancos de sangue como forma de triagem obrigatéria em 1993, o
risco de infeccdo associado a transfusdo teve gqueda acentuada (Strauss 2001; Chan
2014).

Dessa forma, a hepatite pos-transfusional tornou-se cada vez mais rara.
Atualmente, a principal via de transmissdo do HCV é a parenteral (Strauss 2001,
Mandell et al., 2010; Chan 2014). Dentre os diferentes mecanismos de transmissao
parenteral destaca-se a transmissao via objetos perfurocortantes contaminados. Assim,
usuarios de drogas endovenosas e intranasais sdo classificados como grupo de risco,
pela pratica de compartilhamento de agulhas, seringas, espelhos e canudos (Lauer 2001,
Kolling et al., 2007; Pereira et al., 2013; Chan 2014). Essa via de transmissdo também
estd relacionada a infeccdo em acidentes ocupacionais, realizacdo de tatuagens e
colocacdo de piercings com material reutilizado, procedimentos odontoldgicos, bem
como o compartilhamento de materiais de uso pessoal (escova de dente, alicate de unha
e ldmina de barbear) (Martins et al. 2011; Ministério da Saude, 2015).

A via nosocomial, definida como infeccdo em meio hospitalar, é outra via
importante no processo de transmissdo do HCV. Pacientes submetidos a procedimentos
cirdrgicos, hemodialise e exames invasivos, compdem mais um grupo vulneravel a
contaminacdo pelo virus, com aumento no nimero de casos de hepatite C em paises
como Brasil e Espanha (Santantonio et al. 2008; Martinez-Bauer et al. 2008; Ferreira et
al. 2011; Pereira et al., 2013).

A transmissdo sexual tem sido relatada, principalmente, em individuos com
pratica sexual de risco (sem uso de preservativo), com mudltiplos parceiros ou com
trauma na mucosa em 1-5% (Thappa, 2000; Jou & Muir 2012; Bradshaw et al., 2014).
Individuos portadores de HIV sdo descritos como um grupo de risco maior para
contaminagdo com HCV por via sexual (Walsh, 2009; Hagan, et al., 2014; Gorgos,
2013). A transmissdo vertical também ja foi descrita, porém em menor nimero, 0,05%-
5% (Yeung et al. 2014).



1.4 —Replicacdo do HCV

O mecanismo de entrada do HCV nos hepatdcitos inicia-se apos a ligacdo da alca
externa da glicoproteina viral E2 ao receptor celular CD81, proteina expressa na maioria
das células nucleadas (Masciopinto et al., 2002; Irshad et al., 2013; Zeisel et al., 2013),
bem como a interacdo com receptores do tipo classe B (SR-B1), receptores de
lipoproteina de baixa densidade (LDLR) e glicosaminoglicanos (GAG) (Helle, 2008;
Ke, 2012).

Acredita-se que o LDLR atue como receptor primario da particula viral,
direcionando-a, em seguida para GAG, SR-B1 e CD81. Estudos descrevem o0s
receptores claudin-1 (CLDN-1) e ocludina (OCLN) como responsaveis pelo Ultimo
estagio no processo de adsorcdo viral, desencadeando a endocitose mediada por clatrina,
e posterior fusdo das membranas viral e do endossoma através da reducdo de pH
(Tscherne et al. 2006; Scheel et al., 2013). Ocorre entdo a liberacdo da fita simples de
RNA positiva do HCV no citoplasma do hepat6cito e € iniciado o processo de traducéo
a partir do sitio interno de entrada ribossomal (IRES) na extremidade 5’UTR.

Apbs a traducdo do genoma viral, forma-se a poliproteina precursora que é
direcionada para o reticulo endoplasmatico rugoso (RER), onde sera clivada, dando
origem a proteinas estruturais e ndo estruturais (Figura 1) (Penin et al. 2004; Chevaliez
et al., 2006; Moradpour et al., 2013; Pifieiro et al., 2012).

Por fim, sdo formadas fitas de RNA de polaridade negativa através da acdo da
RNA polimerase/RNA dependente (RpRd), que servem de molde para a sintese de fitas
de RNA de polaridade positiva. O processo de encapsidagédo dessas fitas ocorre no RER.
A particula viral em formacdo passara por uma etapa de envelopamento e maturacao no
complexo de golgi, e posterior exocitose (Lindenbach & Rice 2005; Pawlotsky et al.
2007; Scheel et al., 2013) (Figura 4).
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Figura 4 - Representacdo do ciclo replicativo do HCV. (1) Interacdo da particula viral com
receptores celulares. (2) Endocitose e desnudamento. (3) Tradugdo e processamento da
poliproteina. (4) Replicacdo do HCV em esferas da membrana do RER. (5) Montagem da
particula viral e liberacdo para o meio extracelular. Fonte adaptada: Scheel, 2013.

1.5 — Patogénese

O HCV ndo é diretamente citotdxico. As alteracBes hepatocelulares estdo
relacionadas, principalmente, a mecanismos mediados pela resposta imunoldgica do
hospedeiro. Apos a entrada do virus no meio intracelular, o processo de replicagéo ativa
fatores metabdlicos que levardo ao colapso celular através de mecanismos como
necrose, citolise imuno-mediada, estresse oxidativo (causando efeitos como resisténcia
a insulina, esteatose hepatica, cirrose e hepatocarcinoma) (Cerny et al., 1999; Strauss,
2001; Irshad et al, 2006; Ke et al., 2012; Irshad et al., 2013).

Estudos tém proposto o estresse do reticulo endoplasmético rugoso (RER) como
responsavel pela formacdo de esteatose hepatica através da supra-regulacdo do
metabolismo lipidico. Devido a replicacdo do HCV ocorrer na membrana do RER,
aumentando a disponibilidade no meio intracelular de componentes lipidicos essenciais
para o bom funcionamento da maquinaria viral (Kapadia et al., 2005; Syed et al, 2010)

O estresse do RER também tem sido apontado como fator importante no
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desenvolvimento de hepatocarcinoma, a partir do acimulo de uma chaperona (GRP78)
(Shuda et al., 2003).

A ocorréncia da inflamacdo hepética e da hepatite fulminante tem sido relacionada
com o extravasamento tecidual de neutréfilos e expressdo de quimiocinas desencadeado
pela ativacdo da morte por apoptose por via extrinseca (Maher et al., 1997; Faouzi et al.,
2001). Em contrapartida, a partir do processo de autofagia celular, a apoptose pode ser
regulada negativamente a fim de aumentar a sobrevida celular, o que conduz a evolucao

para hepatocarcinogénese (Degenhardt et al., 2006; Amaravadi et al., 2007).

1.6 — Tratamento:

Desde 1998, a terapia escolhida para tratamento de individuos com hepatite C
crbnica era a Ribavirina. Em 2001, iniciou-se a associacao de Interferon com ribavirina.
Posteriormente, potentes antivirais (inibidores de proteases) Boceprevir e Telaprevir
foram aprovados nos Estados Unidos da América (EUA) (Vachon et al., 2011) e pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil para serem utilizados em
associacdo aos farmacos ja existentes (Portal Brasil, 2011).

Atualmente, novos farmacos como os inibidores de proteases de segunda geracao
(Simeprevir) (Jacobson et al., 2014), inibidores de polimerase (Sofosbovir) e inibidores
do complexo replicativo HCV-NS5A (Daclatasvir) séo medicamentos promissores para
o tratamento da hepatite C (Asselah, 2014). Estes apresentam vantagens, como
facilidade posoldgica; tratamento por menor periodo de tempo e com menos efeitos
adversos; menor necessidade de exames de biologia molecular para avaliacdo do
tratamento; e melhores resultados do que as modalidades de tratamento anteriormente
indicadas (Kohli et al., 2014).

O tratamento de pacientes com hepatite C visa a erradicacdo do virus para
diminuir a ocorréncia de complicacGes da doenca hepética crénica (cirrose e carcinoma
hepatocelular). Dessa forma, aumentando a expectativa e a qualidade de vida do
paciente, e reduzindo a transmissdo do HCV (EASL, 2015). A erradicacdo do virus por
meio do tratamento é constatada com o resultado de HCV-RNA indetectavel a partir da
122 semana pos-tratamento, conforme o regime terapéutico instituido. Essa condigdo
caracteriza a Resposta Virologica Sustentada (RVS).Classicamente, o tratamento €
iniciado apenas na fase cronica da infec¢do pelo HCV. Entretanto, o tratamento na fase
aguda da hepatite C tem sido proposto como forma de reduzir o risco de progressédo para

hepatite cronica (Wedemeyer et al., 2004). A detecgdo precoce da infecgdo aguda vem
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sendo considerada uma importante medida de controle do HCV, uma vez que 0 inicio
tardio da terapia tem sido relacionado a uma menor RVS. O tratamento precoce eleva a
RVS a valores superiores a 80% (Tsai et al.,1996; Coreyet al., 2010; Jaeckel et al.,
2001).

De acordo com o MS (2015), os critérios para tratamento de individuos na fase
aguda da infec¢éo sao:

- Pacientes sintomaéticos: aguardar 12 semanas apds o inicio dos sintomas, caso
ndo haja clareamento viral espontaneo (HCV-RNA negativo);

- Pacientes assintomaticos: iniciar o tratamento imediatamente apds o diagndstico,
em média quatro semanas ap0os a exposicdo, principalmente nas populacdes de maior
risco: pessoas expostas a acidentes com instrumentos perfurocortantes, pacientes de

hemodialise e pessoas que usam drogas endovenosas.

1.7 — Evolucao clinica da hepatite C

1.7.1 —Fase aguda

A hepatite C aguda ocorre, geralmente, com evolucdo subclinica. Cerca de 80%
dos casos sdo assintomaticos, e aqueles com manifestacdes clinicas (20%), apresentam
sinais e sintomas inespecificos como dor abdominal, anorexia, astenia, mal-estar,
nauseas, vOmitos. A ictericia esta presente em apenas 10% dos casos sintomaticos. As
manifestacdes clinicas surgem em um periodo entre 6 e 20 semanas apos infeccdo pelo
virus, que precede a soroconversao (primeiro anti-HCV positivo apds 6 meses de
exposicdo ao HCV) (MS, 2015; CDC, 2016).

O periodo agudo da hepatite C é caracterizado clinicamente pela elevacdo das
transaminases, principalmente alanina aminotransferase (ALT), com ou sem a presenca
de sintomas. A elevacdo de ALT pode iniciar a partir de 2 semanas de infec¢do, como
consequéncia da necrose do tecido hepatico, atingindo >10 vezes o valor limite de
normalidade (Major et al. 2004; Chung 2005).

A deteccdo de HCV-RNA ocorre anteriormente & deteccdo de anti-HCV no
soro/plasma a partir de 2 semanas apds exposicdo ao HCV. Os niveis maximos de
deteccdo viral (10° a 10" Ul/mL) aparecem durante as primeiras semanas de infeccéo,
sendo identificados antes do pico sérico de transaminases (Chen & Timothy 2006;
Ozaras & Tahan 2009).

Dessa forma, a definicdo de fase aguda baseia-se nos seguintes critérios (MS,
2015):



- Soroconversdo documentada do anti-HCV e recente (hd menos de seis meses) e
(anti-HCV ndo reagente no inicio dos sintomas ou no momento da exposi¢do, com
conversao para anti-HCV reagente na segunda dosagem, realizada com intervalo de 90
dias); ou

- Anti-HCV ndo reagente e deteccdo do HCV-RNA por até 90 dias apds o inicio
dos sintomas ou da data da exposi¢do, quando esta for conhecida em individuos com
historico de exposicdo potencial ao HCV.

1.7.2 — Evolucéo crénica:

A persisténcia do HCV por mais de seis meses no organismo resulta na evolucéo
para fase cronica da doenga, em 55% a 85% dos individuos infectados (WHO 2014).
Esse periodo é caracterizado, geralmente, por niveis séricos flutuantes de ALT (em 60%
a 70% dos infectados) e niveis de HCV-RNA relativamente estaveis (Kuramoto et al.
2002; Alberti et al. 2005; Mandell et al., 2010).

Como definicdo de fase cronica da hepatite C tem-se os critérios (MS, 2015):

- Anti-HCV reagente por mais de seis meses, e

- Confirmacao diagnostica com HCV-RNA detectavel.

Na maioria dos casos, a evolucdo cronica da infeccdo ocorre de forma silenciosa
(Seeff, 2002). Pode ocorrer evolucdo para cirrose hepatica (20% dos individuos),
varizes esofagicas, ascite e encefalopatia hepatica, nos casos graves (Mincis & Mincis,
2008). Na auséncia de tratamento, até 5% dos pacientes chegam a desenvolver
carcinoma hepatocelular (CHC) (Chen & Timothy 2006). Fatores virais, como as
proteinas codificadas por regides subgendmicas do virus e suas quasiespécies, ja foram
descritos como mecanismos que contribuem para a patogénese da hepatite C (Arrese et
al. 2010; Kondo et al. 2011; Irshad et al. 2013).

Estudos sugerem que a evolucdo para fibrose hepatica, cirrose e CHC incluem
fatores intrinsecos e extrinsecos do hospedeiro como: idade superior a 40 anos; sexo
masculino; coinfeccdo com HBV e/ou HIV; consumo de alcool, imunossupresséo;
guadros de esteatose hepatica e resisténcia insulinica (ocasionando varizes esofagicas,
hemorragia digestiva, ascite, trombocitopenia) (Poynard et al., 2010; Focaccia, 2013).

Tais estudos reforcam a necessidade da deteccdo precoce da infeccdo pelo HCV,
como forma de prevencéo e diminuicdo da morbimortalidade do agravo, com tratamento
imediato a pacientes com risco de complicagOes severas (Lavanchy et al., 2009; MS
2015).
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1.7.3 —Resolucéo espontanea

A resolucdo espontanea da infeccdo pelo HCV ocorre em 15% a 45% dos
pacientes, e € normalmente associada a individuos sintomaticos, do sexo feminino, raca
branca e idade inferior a 40 anos (Conjeevaram et al. 2006; Santantonio et al. 2008;
Hajarizadeh et al. 2013). Esse desfecho é caracterizado pela ndo deteccdo do HCV-
RNA no soro/plasma do paciente e decréscimo nos niveis de ALT a partir de 12
semanas do inicio da infeccdo (Wasley et al. 2000; Nomura et al. 2004; Sofian et al.
2012).

Como caracteristica de resolucdo espontanea observa-se 0s seguintes critérios
(MS, 2015):

- Anti-HCV reagente, e

- HCV-RNA indetectavel ap6s 6 meses de infeccéo.

1.8 — Diagnostico

O diagnéstico da hepatite C ocorre a partir de exames de sangue e biopsia
hepéatica. Métodos imunoldgicos (teste rapido e ensaio imunoenzimatico) sdo utilizados
como triagem para a detec¢do de anticorpos anti-HCV. Assim, amostras com resultados
reagentes para anti-HCV passam por uma etapa de confirmacdo da infeccéo, através de
testes moleculares (PCR, RT-PCR) para a deteccdo direta do genoma do virus (Manual
MS, 2015).

O esquema de testes diagndsticos recomendados pelo Ministério da Saude para

confirmacéo da hepatite C é:

1.8.1 - Teste rapido:

Os testes imunocromatograficos sdo métodos de triagem para a detec¢do do
HCV. A analise é baseada na deteccdo de anticorpos anti-HCV com metodologia
simples e tempo maximo de execucdo, leitura e interpretacdo de resultados até 30
minutos apds a aplicacdo da amostra. Os espécimes clinicos utilizados no teste para
determinacdo de anticorpos sdo: sangue total, soro, plasma, saliva (Gold Analisa
Diagnostica 2012; WAMA, 2016).

O principio de deteccdo da imunocromatografia se fundamenta na utilizacdo de
um suporte solido (membranas de nitrocelulose, nylon, latex, microparticulas ou
cartelas plasticas) contendo antigenos e anticorpos que séo ativados ap0s a aplicagéo de
amostras fluidas (Vaz et al., 2007; Reynolds et al., 2011).
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Atualmente, os testes rapidos apresentam sensibilidade (86,3% a 99%) e
especificidade (93,75% a 100%) em individuos HCV-RNA positivo, similares ao
ELISA de terceira geracdo (especificidade 99,8%) (Scalioni et al., 2014). Entretanto o
mesmo ndo pode ser utilizado como teste diagnostico definitivo, uma vez que 0s
resultados estdo sujeitos a varia¢fes influenciadas pelo periodo de janela imunoldgica e
caracteristicas dos pacientes (pacientes imunossuprimidos, em hemodiélise, com
insuficiéncia renal cronica, individuos ja em tratamento para hepatite C ou que utilizam
prednisolona). Dessa forma, ha a necessidade da realizacdo de testes confirmatdrios em
casos de resultados reagentes para anti-HCV antes de serem repassados ao paciente
(Manual MS, 2015).

As indicacBes para utilizacdo dos testes rapidos para HCV sdo: triagem para o
diagnostico definitivo, triagem de doadores em bancos de sangue e outros tecidos

bioldgicos.

1.8.2 - Ensaio imunoenzimatico:

O exame sorologico imunoenzimatico (ELISA) combina a ligacdo do anticorpo
com a deteccdo enzimatica para quantificar moléculas de interesse. Na hepatite C, a
deteccdo de anticorpos anti-HCV ocorre através da metodologia indireta. A partir da
ligacdo de antigenos virais a placa de poliestireno, o anticorpo anti-HCV presente na
amostra se ligara de forma especifica dando origem ao complexo antigeno-anticorpo.
Apdbs adicdo de anticorpo marcado, substrato e cromodgeno, o complexo antigeno-
anticorpo ¢é identificado (a partir de mudanca na coloracdo) (Vaz et al., 2007; Reynolds
etal., 2011).

Desde o desenvolvimento dos primeiros ensaios para deteccdo de anticorpos anti-
HCV em 1992 (Gretch et al., 1992), a metodologia de ELISA vem sofrendo alteracdes
quanto a sua amplitude diagnoéstica. O teste de primeira geracdo (ELISA 1) possuia
como alvo apenas um tipo de antigeno, o polipeptideo c100-3, da regido NS3-4 do
genoma viral, com sensibilidade de 80% e especificidade de 50-70%. Dessa forma, o
teste ELISA | apresentava alta taxa de falso-positivos (Gretch et al., 1992), elevando a
prevaléncia da infeccdo em grupos de baixo risco, como doadores de sangue (Romeo
JM et al., 1993).

A segunda geracéo do teste ELISA (ELISA 1) foi desenvolvida com a adigéo de
dois tipos de antigenos (proteinas recombinantes) do HCV: ¢22-3 (regido do core) e

c33-c (regido NS3). O polipeptideo ja utilizado no teste de primeira geracdo (c100-3)
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foi fusionado com antigeno c33-c, formando uma nova proteina recombinante C200
(ampliando a regido antigénica entre NS3 e NS4). O teste de segunda geracdo diminuiu
10% da taxa de falso-positivos em relacdo ao ELISA | (Alter HJ. Et al., 1992,
Kleinman S et al., 1992; Gretch DR et al., 1997); teve sensibilidade elevada para 95%,
assim como, passou a detectar os anticorpos a partir de 10 semanas de infec¢do (ELISA
| — deteccdo com 16 semanas) (Gretch DR et al., 1997).

O teste ELISA IlI (terceira geracdo) manteve os antigenos usados no teste de
segunda geracdo, com a inclusdo apenas do antigeno para regido NS5. Estudos
mostraram uma elevacdo de sensibilidade do teste para 97% e diminuicdo de 25% dos
valores de falso-positivos (Uyttendaele S et al., 1994; Barrera J et al., 1995; Kao J-H et
al., 1996). Entretanto, a principal vantagem atribuida ao teste de terceira geracao foi a
reducdo no tempo para deteccdo de anticorpos anti-HCV para 7 semanas de infeccao
(Gretch DR et al., 1997). Dessa forma, atualmente é utilizado como metodologia
diagndstica para deteccdo de anti-HCV o teste de terceira geracdo (Ministério da
Saude).

Como indicacGes para teste de deteccdo de anti-HCV tem-se: receptores de
transplantes (sangue e/ou hemoderivados) antes de 1993; casos de exposicdo
percutanea ou de mucosa a sangue de pessoas portadoras ou com suspeita de infeccao
pelo HCV; individuo com ictericia aguda; dosagens de ALT com valor trés vezes acima
do normal (31U/L (mulheres) e 41 U/L (homens)); exames de triagem reagentes para
hepatite C (doadores de sangue e/ou 6rgaos, pacientes em hemodialise).

Os ensaios imunoenzimaticos, assim como o0s testes rapidos, sugerem apenas
contato prévio com o HCV, uma vez que nao confirmam a presenca ativa do virus. Para
confirmacdo de infeccdo ativa sdo necessarios testes moleculares para deteccdo do
genoma viral (Protocolo MS 2015, Manual MS 2015).

1.8.3 — Testes moleculares:

Uma vez que os testes imunoldgicos (rapido e ELISA) ndo sdo capazes de
identificar infeccdo ativa, os testes moleculares séo exigidos para confirmar a presenca
do HCV por meio da identificagcdo dos acidos nucléicos do HCV (HCV-RNA). Dessa
forma, esses sdo os testes confirmatorios recomendados atualmente (CDC, 2016;
Protocolo MS, 2015; WHO, 2014).
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Apesar da existéncia de métodos moleculares qualitativos (PCR), a
recomendacdo do Ministério da Saude ¢ a utilizacdo do método quantitativo (PCR em
Tempo Real) para a deteccdo de HCV-RNA (Manual MS, 2015).

O teste molecular quantitativo para deteccdo de HCV-RNA ¢ indicado para as
seguintes situacdes: confirmacdo do diagnostico de hepatite C; confirmacdo de
transmissao vertical; acidentes ocupacionais com materiais biologicos e quantificagdo
do HCV-RNA com finalidade para avaliagdo de tratamento (Manual MS, 2015).

1.8.4 — Genotipagem:

O teste para identificacdo de genétipo do HCV é uma ferramenta complementar
na avaliacéo clinico-laboratorial da infec¢do pelo HCV. E empregado para definicdo do
tratamento de escolha em individuos com hepatite C cronica.

Esse método molecular se baseia em técnicas de amplificacdo do material
genético viral, capazes de identificar diversos genotipos, subtipos e populagdes mistas
do HCV (Protocolo MS, 2015).

1.8.5 — Exames complementares:

Além dos exames para identificacdo direta da infeccdo pelo HCV, sdo utilizados
exames complementares durante a assisténcia ao paciente portador de hepatite C, para
fins de avaliacdo do quadro clinico geral do individuo e indicacdo de resposta ao
tratamento de escolha (Protocolo MS, 2015).

Os exames utilizados sdo:

- Transaminases: dosagem das enzimas hepaticas ALT e AST (marcadores de
agressdo hepatocelular). Em formas agudas podem atingir niveis até 100 vezes a
dosagem habitual. O processo de elevacao das transaminases inicia-se, geralmente, uma
semana antes do aparecimento da ictericia e normaliza-se até seis semanas de curso
clinico da infeccdo. Em casos crbnicos, os valores das dosagens ndo chegam a
ultrapassar 15 vezes o valor normal (MS, 2007).

- Bilirrubina: eleva-se ap6s o aumento de ALT, podendo alcangar valores até 25
vezes maior que o normal, em fase aguda, sendo detectada precocemente na urina antes
do aparecimento da ictericia (MS, 2007).

- Proteinas séricas: na fase aguda ndo encontram-se niveis alterados. Albumina

apresenta diminui¢do acentuada em casos cronicos e evolugdo para cirrose (MS, 2007).
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- Fosfatase alcalina: apresentam niveis elevados apenas em formas colestaticas da
infeccéo (MS, 2007).

- Gama-glutamiltransferase (GGT): elevagdo acentuada em casos colestaticos
(ictericias obstrutivas, hepatite alcoolica, hepatite medicamentosa, tumores hepaticos).
Em relacdo a hepatite C, sua elevacgéo é discreta (MS, 2007).

- Atividade de protrombina: na fase aguda ocorre pouca alteragdo, com excecao
em casos de hepatite fulminante. Em casos de hepatite C cronica, pode haver um
aumento no tempo de protrombina, indicando perda de funcdo hepética associado a
outros fatores (encefalopatia, ascite, aumento de bilirrubina, queda de aloumina) (MS,
2007).

- Alfafetoproteina: fator de avaliacdo importante em casos de cirrose. O aumento
progressivo ou presenca de valores elevados indica o desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular (MS, 2007).

- Hemograma: a leucocitose em casos de hepatite C cronica é sugestiva de
necrose hepatocelular ou coinfecgdes. A plaquetopenia também pode estar presente na
infeccdo crénica (MS, 2007).

Apesar dos testes existentes serem eficientes para a identificacdo da infeccao pelo
HCV, o diagnostico definitivo na fase aguda é realizado apenas pela soroconversdo de
anti-HCV, presenca de HCV-RNA e elevagédo da ALT (Daniels et al., 2009; Orland et
al., 2001).

Estudos sobre a historia natural da infec¢do abrangendo desde a fase aguda até o
estabelecimento da doenca cronica séo raros, reflexo da dificuldade da identificacdo de
pacientes nos primeiros meses apds exposi¢ao ao virus. Assim como, a distin¢do entre
casos de hepatite C aguda e a exacerbacdo de crénicos torna esse diagnostico ainda
mais dificil, uma vez que esses possuem dados clinicos, bioquimicos, virolégicos e
imunolégicos muito semelhantes (Coppola et al., 2005; Rumi et al., 2005; Sagnelli et
al., 2005; Sheen et al., 1996).

A frequente auséncia de informac6es sobre o perfil sorolégico dos pacientes nos
meses anteriores ndo permite estabelecer o diagnostico precoce (Sagnelli et al., 2014).
Como a presenga do anticorpo anti-HCV IgM ndo é exclusiva para a fase aguda de
infeccdo (Nikolaeva et al., 2002), uma ferramenta util seria a determinacdo do indice de
avidez de anticorpos que aumenta progressivamente ao longo da infeccdo (Rodella et
al., 2006; Suligoi et al., 2002).
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1.9 — Resposta humoral

1.9.1 — Estrutura dos anticorpos

Os anticorpos sdo as estruturas da resposta imune adaptativa de maior variedade
antigénica, com elevada habilidade para diferenciar os antigenos existentes, com
interacdes especificas tanto na fase de reconhecimento quanto na fase efetora da
imunidade humoral e sdo as proteinas que apresentam a maior forca de ligagdo com os
antigenos (Abbas et al., 2011).

A estrutura basica dos anticorpos € composta por duas cadeias leves e duas
cadeias pesadas idénticas. Uma cadeia leve € ligada covalentemente a uma cadeia
pesada por ponte de dissulfeto. Assim como, as duas cadeias pesadas permanecem
ligadas entre si por pontes de dissulfeto (Hangatner et al., 2006).

Tanto as cadeias pesadas quanto as leves possuem uma regido aminoterminal
variavel (Regido V, variavel pesada, VH, e variavel leve, VL, respectivamente) que
participa do reconhecimento dos antigenos, e regiBes carboxiterminais constantes
(Regido C). Os dominios da regido C, também denominada de por¢do Fc, néo
participam do processo de reconhecimento antigénico. A regido C da cadeia pesada
ancora os anticorpos a membrana dos linfécitos B, além de interagir com outras
moléculas efetoras e células do sistema imunolégico, participando como mediadora da
maioria das funcdes bioldgicas dos anticorpos (Vaughan et al., 1998).

Na regido V (porcdo Fab), encontram-se os trés dominios hipervariaveis que
formam a superficie de ligacdo ao antigeno, também chamados de regides determinantes
de complementaridade (CDRs). Diferencas nas sequéncias das CDRs de diversos
anticorpos resultam em estruturas quimicas Unicas e especificas para cada antigeno. A
partir da por¢do aminoterminal VL ou VH, essas regides sdo chamadas de CDR1,
CDR2 e CDR3. A regido CDR3 das duas alcas ¢ a mais variavel (Beck et al., 2010)
(Figura 5).
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Ponte
Dissulfeto

Regiao Fc

Figura 5: Estrutura basica dos anticorpos. Regido Fab: regido variavel, Regido Fc: regido
constante. CDRs: regido hipervaridvel de interacdo com os antigenos. CH: cadeia pesada de
dominio constante; CL: cadeia leve dominio constante; VH: dominio variavel de cadeia pesada;
VL: dominio variavel da cadeia leve.

*Fonte: Beck, 2010.

Apesar da alta variabilidade na regido V, a estrutura basica de anticorpos de cada
is6tipo € mantida com a mesma sequéncia de aminoécidos na regido C das cadeias
pesadas. Dessa forma, o determinante de is6tipo dos anticorpos encontra-se na diferenca
da estrutura da regido C da cadeia pesada (Figura 6) (Vaughan et al., 1998; Beck et al.,
2010).Nos anticorpos IgM e IgE humanos, as regides C contém quatro dominios Ig em
cadeia. As regides C de 1gG, IgA e IgD contém somente trés dominios lg. Esses
dominios sdo denominados CH e numerados sequencialmente a partir da terminacgéo

aminoterminal.
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Figura 6 — Estrutura da uma molécula de anticorpo. Regido Fc (constante). Regido Fab
(variavel). Dominios varidveis das cadeias leves (VL) e pesada (VH). A) Molécula IgG
secretada com trés dominios Ig (CH1, CH2, CH3). B) Molécula de IgM ligada & membrana do
linfocito B com quatro dominios Ig (CH1, CH2, CH3, CH4).

*Fonte: Abbas 2011.

Os diversos isotipos de anticorpos desempenham funcgdes efetoras diferentes,
devido a ligagdes das regides C dos anticorpos aos receptores de varios tipos de células,
tais como as células fagocitarias, células NK e mastdcitos, e a proteinas plasmaticas do
sistema complemento.

A habilidade dos anticorpos de neutralizar toxinas e agentes infecciosos depende
das ligacBes entre antigeno e anticorpo. As ligacGes que unem o antigeno ao sitio de
ligacdo do anticorpo sdo todas ndo covalentes e ocorrem através de grupos quimicos
encontrados nas CDRs e na superficie antigénica (Abbas 2011).

As principais ligagdes entre antigeno e anticorpo sdo hidrofébicas, sendo estas
interacOes estaveis, devido a eliminacdo de moléculas de agua na area de contato.
Outros tipos de ligacdo s@o as pontes de hidrogénio, que ocorrem com a associacao
entre um atomo de hidrogénio e outro atomo eletronegativo, como: O-H-O; N-H-N e
O-H-N (Tizard 2014).

As ligagOes intermoleculares do tipo eletrostaticas sdo formadas entre elementos
de cargas opostas e podem estar presentes nas interacfes antigeno-anticorpo.
Entretanto, os eletrolitos livres presentes no sangue tendem a neutralizar a carga das
proteinas. Em decorréncia disso, a relevancia desse tipo de ligacdo ndo € bem
estabelecida. Também descrita como um tipo de ligacdo entre antigeno e anticorpo, a
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forca de Van der Waals é a interacdo mais fraca entre dois elementos, e ocorre com

uma grande aproximacao entre dois &tomos (Figura 7) (Tizard 2014).

O HO O Interagdes hidrofébicas
Pontes
C=0 H—N de hidrogénio
1] Interagoes
- eletrostaticas
Oo Forcas de van der Waals

Figura 7: Tipos de interagdes entre antigeno e anticorpo, em ordem de importancia. Todas essas
ligagOes acontecem apenas a uma distancia curta.
*Fonte: Tizard 2014.

+ 4+t

Apesar da diferenca de forca entre as ligagdes citadas acima, todas as ligagdes séo
relativamente fracas. Portanto, interacdes fortes no complexo antigeno-anticorpo
ocorrem quando maultiplas ligagdes ndo covalentes se estabelecem perfeitamente. Esse
mecanismo é obtido mediante interacGes de grande afinidade e avidez (Abbas et al.,
2011).

- Afinidade: é a forca da reacdo entre um unico determinante antigénico e um
unico sitio no anticorpo. Um anticorpo de resposta primaria tem menor afinidade
quando comparado a um anticorpo de resposta secundaria. A afinidade se refere a
estabilidade da ligacéo;

- Avidez: é uma medida da interacdo total entre antigeno e anticorpo. A avidez
depende diretamente da afinidade e da valéncia dessas interacfes. Dessa forma, um
anticorpo de resposta secundaria possui maior avidez em relagédo ao anticorpo primario.

A sintese e expressdo das moléculas Ig ocorre a partir do amadurecimento de
células B progenitoras. A chamada célula pré-B é responsavel por sintetizar a cadeia
pesada das imunoglobulinas que permanece ligada a membrana da célula. As cadeias
pesadas expressas na superficie celular associam-se a cadeias leves e formam moléculas
de IgM associadas a membrana. Linfocitos B maduros também expressam em sua

membrana moléculas de 1gD. Essas associa¢Bes de Igs funcionam como receptores da
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superficie celular para reconhecimento de antigenos e iniciacdo do processo de ativacdo
de células B (Hazzel 2007; Abbas et al., 2011).

Os receptores de antigenos liberam sinais para os linfocitos em desenvolvimento
ativando a proliferacdo e maturacdo, 0s quais SA0 necessarios para a sobrevivéncia
dessas células. Na auséncia da expressdo do receptor de antigenos, os linfocitos em
desenvolvimento entram em uma via que os levard & morte por apoptose (Nothelfer et
al., 2015).

1.9.2 — Expansao clonal e mudanca de isétipo:

A resposta imune humoral é iniciada com o reconhecimento do antigeno pelos
linfocitos B, através dos receptores de membrana IgM e IgD que ativam e induzem a
proliferacdo das células B. Essa ativacdo resulta na expansdo de clones celulares
especificos para o antigeno apresentado, assim como a diferenciacdo celular, gerando
células secretoras de anticorpos e de memoria (Rawling et al., 2012).

A ativagdo das células B ocorre de duas formas. Primeiro, através da interagdo
entre antigeno e receptores de membrana que iniciam um processo bioquimico de
ativacdo celular. Segundo, por meio da internalizacdo do receptor ligado ao antigeno,
por vesiculas endossomais, dando inicio ao processo de apresentacdo de antigeno aos
linfocitos T auxiliares (Abbas et al., 2011).

Os receptores de antigenos presentes nas células B (IgM e IgD) apresentam cauda
citoplasmatica curta, composta somente por dois aminoacidos (valina e lisina). Essas
caudas ndo conseguem realizar a transducdo de sinal gerada pela ligacdo de antigenos as
imunoglobulinas de membrana. Dessa forma, duas outras moléculas sdo essenciais para
ativacao dos linfocitos B, denominadas de Iga e Igp.

A associagdo entre os receptores de membrana IgM e IgD e as moléculas Iga e
IgB, formam o complexo de receptor de células B para antigeno (BCR). Os dominios
citoplasmaticos de Iga e IgP contém motivos ricos em tirosina (ITAMS), que sdo fatores
necessarios para a transducdo de sinais e consequente ativacdo celular (Figura 8)
(Daeron et al., 1997; Getahun et al., 2006).
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Figura 8 — Complexo receptor para o antigeno das células B. IgM (e IgD) expressas na
superficie dos linfécitos B maduros associados as moléculas ndo-variantes Iga e Igp (BCR), que
contém ITAMS na cauda citoplasmatica e medeiam as sinalizacoes celulares.

*Fonte: Abbas 2011.

O reconhecimento do antigeno (via complexo BCR) estimula a entrada dos
linfécitos B no estdgio G1 do ciclo celular, com aumento no tamanho celular, RNA
citoplasmatico e biossintese de organelas. Assim como, inibe a via de morte celular
através da ativacdo de genes antiapoptéticos.

Apds a ativacao de linfocitos B por antigenos, algumas células da progénie sofrem
diferenciacdo para plasmocitos (células secretoras de anticorpos). Esse processo
modifica o padrdo de producdo de imunoglobulinas atraveés da conversdo de Ig de
membrana para lg secretada, bem como a troca de is6tipos (Figura 9) (Vinuesa et al.,
2013).
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Figura 9: Ativagdo das células B iniciadas pelo reconhecimento antigénico especifico pelos
receptores de membrana (IgM e IgD). O antigeno e outros estimulos estimulam a proliferacdo e
diferenciagdo dos clones das células B especificas. A progénie desses linfocitos pode produzir
IgM e outros subtipos de Igs. *Fonte: Abbas 2011.

A mudanca no iso6tipo dos anticorpos ocorre a partir da troca de cadeia pesada,
onde cada classe de anticorpo possui um tipo de cadeia pesada distinta. O mecanismo
molecular de mudanca de is6tipo ocorre a partir de rearranjos dos segmentos génicos
VDJ dos linfocitos B, denominados de recombinacdo de troca, desencadeados pela
ligacdo antigénica (Flajnik et al., 2010). Devido a capacidade de produzir diferentes
is6tipos, os linfocitos B fornecem plasticidade a resposta humoral, pela geracdo de
anticorpos com funcdes efetoras distintas para diversos agentes infecciosos.

A resposta humoral desencadeada pela infeccdo de um patdgeno é descrita na
literatura pelo aparecimento inicial de anticorpos do tipo IgM de 3 a 15 dias apds
exposicdo ao agente infeccioso. Em seguida, a resposta do tipo IgG comeca a ser
formada de 3 a 7 dias ap6s o aparecimento de IgM.

Entretanto, as infeccBes sdo mais complexas e a apresentacdo de antigenos
durante o curso da infeccdo pode levar a modificagcbes na resposta imune (Hazzel
2007). Apesar da troca de isétipo das imunoglobulinas ser um processo bem
estabelecido na literatura, trabalhos demonstram que IgM pode persistir por semanas ou
meses em algumas infec¢des (Pinon et al., 2001; Giraldo et al., 2002; Nikolaeva et al.,
2002; Roehrig et al., 2003). Por isso, basear-se na deteccdo de IgM para estabelecer o
periodo de uma infeccdo torna-se um risco potencial para um diagndstico equivocado
(Korhonen et al., 1999; Hazzel 2007).
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1.9.3 — Resposta humoral na hepatite C:

A resposta imune humoral constitui a base para o diagndstico soroldgico da
hepatite C e estudos soroepidemioldgicos, utilizando a deteccdo por ensaio
imunoenzimaticos e testes de transferéncia de Western para detec¢do de anticorpos
especificos anti-HCV (Raina et al., 2004)

O HCV, ao contrério de outros virus hepatotropicos que induzem resposta
humoral protetora eficaz através da infecgdo natural ou por vacinagdo, nao fornece
imunidade protetora (Rehermann et al., 2005).

Um estudo realizado por Farci et al. em 1992 demonstrou, atraves da reinfeccéo
de animais (chimpanzés) convalescentes com cepas homélogas e heterdlogas de HCV,
a auséncia de resposta protetora dos anticorpos que resultaram no posterior
reaparecimento da viremia. Outro estudo sugere que a evolucdo para a resolucdo
espontanea da infeccdo ndo esta associada com uma resposta humoral eficaz (Grellier et
al., 1997). Isto tem sido relacionado ao fato da resposta imune humoral ao HCV
originar anticorpos neutralizantes especificos possibilitando o escape do HCV a
resposta imune, em virtude da diversidade génica na envelope viral (Farci et al., 1994).

O aparecimento de anticorpos especificos ao HCV é altamente varidvel em
pacientes com hepatite C quando comparado a outras infec¢bes virais. Ndo ha
anticorpos que aparecem apenas no inicio da infeccdo (IgM) e, em alguns casos, eles
podem ndo aparecer (Rehermann et al., 2005).

Na hepatite C os anticorpos surgem tardiamente em torno de 6 a 8 semanas apés a
exposic¢do ao HCV, permanecendo durante todo o curso da infecgdo cronica (Bowen et
al., 2005; Elliott et al. 2006) e desaparecendo gradualmente na resolucéo espontanea da
doenca (Strasak et al. 2011). Entretanto, em pacientes imunocomprometidos o
processo de soroconversdo pode ocorrer em periodos maiores (Maheshwari et al.,
2008).

1.9.4 — Teste de avidez:

A partir da analise da evolucdo da avidez entre anticorpo e antigeno, € possivel
predizer o tempo de infeccdo decorrida. Na fase inicial da infeccdo séo encontrados
anticorpos com baixa avidez devido a resposta imunoldgica recente e
consequentemente, ao longo do tempo, devido a maturacdo da resposta imune humoral,

a avidez tende a aumentar (Figura 10).
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Figura 10: Representacdo esquematica classica de resposta IgM e IgG. Aparecimento
inicial de IgM em resposta a exposicdo ao virus, seguida de aparecimento de IgG. A
maturacdo de avidez se da ao logo do tempo de infeccdo. Baixa avidez no periodo
inicial do surgimento de 1gG, ainda com presenca de IgM, e aumento de avidez
consecutivo e desaparecimento de IgM. Fonte adaptada: Hazzel 2007.

Estudos realizados na década de 1980 impulsionaram a utilizacdo do teste de
avidez como ferramenta diagnostica (Lehtonen et al., 1982; Inouye et al., 1984,
Stweard et al., 1985; Hedman et al., 1988).

O principio béasico do teste de avidez estd relacionado com a medida da
dissociacdo de ligacGes entre antigeno e anticorpo. Esse mecanismo € possivel a partir
da utilizacdo de agentes desnaturantes ou caotrépicos (guanidina, ureia) que realizam a
quebra das ligacGes fracas entre antigeno e anticorpo, através de fatores como: sua
composicao, a temperatura e a mudanca de pH.

O teste de avidez trata-se de um ELISA indireto, com a adi¢cdo de uma etapa para
tratamento com o0 agente desnaturante. As amostras sdo testadas em duplicata no
ensaio, onde uma amostra é tratada com agente desnaturante e o outro especime com
solucgéo salina (PBS). Dessa forma, apos a realizagcdo do ensaio, a razdo entre a leitura
das duas amostras testadas € utilizado como indice de avidez (Hedman et al., 1988;
Korhonen et al., 1999; Fox et al., 2006).

Esse método tem sido empregado para diversos agravos. Blacburn e
colaboradores em 1991 descreveram a utilizacdo do teste de avidez em pacientes

(imunocompetentes, imunocomprometidos e recém nascidos) em diferentes fases da
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infeccdo pelo citomegalovirus (CMV). Outros grupos empregaram o teste de avidez
para avaliagdo do risco de infeccdo priméria por CMV em gestantes (Ruellan-Eugene et
al., 1996; Lazzarotto et al., 2000; Macé et al., 2004; Munro et al., 2005). Com a mesma
finalidade, o teste de avidez foi utilizado para infeccbes como rubéola (Best et al.,
1989) e toxoplasmose (Cozon et al., 1998; Liesenfeld et al., 2001; Candolfi et al., 2007,
Emelia et al., 2014) sendo, atualmente, o teste de avidez empregado em laboratérios de
rotina para acompanhamento, principalmente, em casos de gravidez (Portal Sergio
Franco).

Souza et al. (2004) e Lau et al. (2015) empregaram o teste de avidez para
comparacgao entre primeira e segunda infeccdo pelo virus da Dengue. Em individuos
portadores de HIV, o teste de avidez j& foi empregado em individuos com e sem
soroconversao comprovada para avaliacdo do tempo de infeccdo (Martro et al., 2005;
Suligoi et al., 2008; Sheperd et al., 2015).

Testes de avidez para a hepatite C sdo comercializados em alguns paises, tais
como o CV-11 HCV Avidity (Medical Biological Union) na Russia e o DS-EIA-Anti-
HCV Avidity (DSI) na Italia, entretanto, no Brasil, estes testes ndo possuem registro na
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), dificultando a identificacdo de

casos agudos da infeccdo no pais.
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2. JUSTIFICATIVA

O Laboratério de Hepatites Virais (LAHEP) do Instituto Oswaldo Cruz da
Fundacdo Oswaldo Cruz é acreditado desde 1986 pelo Ministério da Saude como
Laboratorio de Referencia Nacional para Hepatites Virais (LRNHV). Este laboratorio é
uma importante unidade de consultoria e pesquisa do governo brasileiro e possui varias
atribuigdes, incluindo programas de vigilancia para hepatites virais. O ambulatorio de
hepatites virais (AHV) do LRNHV tem recebido pelo menos 2.500 individuos
anualmente desde 2000, a grande maioria encaminhada para realizacdo de testes
diagnosticos para HCV.

Devido ao nimero elevado de quadros agudos de hepatite viral encaminhados
para o AHV, foi elaborado, em 2002, um protocolo especifico para investigacdo, com a
finalidade de acelerar ndo somente o diagndstico clinico mas também a identificacdo de
casos graves, que necessitariam de intervencdes de urgéncia. A partir de 2011, 0 AHV ¢
reconhecido como unidade de referéncia para todos os casos agudos de hepatite viral no
Municipio do Rio de Janeiro, pelo Programa de Hepatites Virais da Secretaria
Municipal de Saude/RJ e, consequentemente, onde vem sendo identificados, de forma
continua, casos agudos de infec¢do pelo HCV. Mediante o nimero elevado de pacientes
identificados na fase aguda da infeccdo pelo HCV, considerada uma raridade, a equipe
do AHV se tornou integrante de uma rede de centros de cooperacgdo internacional em
pesquisa para hepatite C (HCV Collaborative Research Center/NIAID/EUA) desde
2005.

Pelas razdes citadas acima, no AHV é acompanhada uma coorte de pacientes
recrutados desde a fase aguda da infeccdo pelo HCV, diagnosticada pela soroconverséo
e/ou perfil clinico epidemioldgico laboratorial, resultando em um consideravel
biorrepositdrio de amostras bioldgicas (Lewis-Ximenez et al., 2010).

Sabendo-se da dificuldade na identificacdo clinica da hepatite C aguda e na
auséncia de testes especificos disponiveis no Brasil, este estudo teve como objetivo
desenvolver um teste para detec¢do da avidez de anticorpos contra o HCV, avaliar
avidez ao longo da infeccdo e aplicar o teste na rotina de diagnostico da hepatite C.
Uma vez estabelecido um protocolo para o diagnostico da fase aguda da infecgéo, este
podera intensificar a identificacdo de casos incidentes, auxiliando assim, a vigilancia
epidemioldgica, bem como a intervencdo médica direcionada, reduzindo os casos de

evolucdo para cronicidade e suas consequéncias.
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3. OBJETIVOS
3.1- Objetivo geral
Desenvolver o teste de avidez de anticorpos IgG anti-HCV para confirmar

exposicao recente ao virus da hepatite C.

3.2 - Objetivos especificos
a) Padronizar o teste de avidez a partir da adaptacdo de teste de ELISA comercial,
testando amostras de pacientes nas fases aguda, cronica e de resolucdo espontanea da
infeccdo pelo HCV;
b) Validar, avaliar o desempenho e aplicar o teste de avidez;
c) Awvaliar o perfil do indice de avidez ao longo da infec¢do pelo HCV;
d) Aplicar o teste de avidez em amostras de pacientes atendidos na rotina do
Ambulatoério de Hepatites Virais (AHV).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - Populagéo de estudo:

Foram selecionados um total de 570 amostras de 147 pacientes pertencentes a
coorte de individuos com hepatite C aguda (composta por 170 participantes) do AHV,
inclusos no projeto “Fase aguda da infeccdo pelo virus da hepatite C: avaliagdo da

resposta imunolodgica celular ¢ humoral” recrutados de janeiro de 2001 a dezembro de

2015.

- Critério de inclus&o: ter a primeira amostra coletada dentro dos 3 primeiros
meses da infeccéo.

- Critério de exclusdo: possuir acompanhamento clinico inferior a um ano.

4.1.1 — Populacao de estudo para padronizacao do teste:

Foram selecionados para a padronizacdo do teste de avidez 13 pacientes anti-
HCV reagentes e HCV RNA positivos, cujas datas de infeccdo sdo conhecidas devido
ao acompanhamento epidemioldgico realizado pelo AHV em situacdes de surto de
HCV em clinicas de hemodialise. Estes pacientes compuseram o grupo com infeccéao
aguda.

Também foram selecionados 13 pacientes que compuseram o grupo de infeccdo

crbnica (7 pacientes) e de resolucdo espontanea (6 pacientes).

4.1.2 — Populacédo de estudo para identificacdo de pacientes na fase aguda da
infecco e avaliagdo do indice de avidez ao longo da infeccgéo:

Inicialmente foram selecionados 50 pacientes de acordo com o0s critérios de
inclusdo e exclusdo, para identificacdo da fase aguda da hepatite C. Este numero era
composto por individuos com soroconversdo de anti-HCV comprovada com um ultimo
resultado negativo em um periodo maximo de 6 meses. Porém, pacientes sem
soroconversao comprovada também foram incluidos, com a classificagdo de agudos a
partir da data provavel de infec¢do calculada como 6 semanas anteriores ao inicio da
ictericia (Lewis-Ximenez et al., 2010). Além disso, também foram utilizados outros 24
pacientes com hepatite C com data de infeccdo conhecida (surtos de hepatite C em

clinicas de hemodialise).
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Posteriormente, para avaliacdo do indice de avidez ao longo da infeccdo, todos os
pacientes identificados como agudos (nessa etapa e na etapa anterior) no teste de avidez
adaptado foram acompanhados de forma longitudinal.

4.1.3 — Populacdo de estudo acompanhada na rotina do Ambulatorio de
Hepatites Virais para aplicacdo do teste de avidez:

Foram selecionados nessa fase do estudo 47 pacientes atendidos em rotina no
ambulatério de junho de 2014 a dezembro de 2015. Neste grupo, os critérios de
inclusdo e exclusdo ndo foram aplicados, uma vez que o teste foi aplicado como

ferramenta diagnostica de atendimento de rotina.

4.1.4 — Considerac0es éticas:

O presente estudo encontra-se vinculado ao projeto: “Fase aguda da infecg¢ao pelo
virus da hepatite C: avaliagdo da resposta imunolédgica celular e humoral”, financiado
pelo Instituto Nacional da Saude (National Institute of Health ou NIH) dos EUA, sob o
n® U19 Al066345-01 (Catalog of Federal Domestic Assistance - CFDA N° 93.856), até
0 ano de 2015.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa-CEP/Fiocruz,
Protocolo CEP 0142/01 (Anexo 1), registro CONEP 2830 (Anexo 2). Todos os
participantes deste estudo assinaram o termo de consentimento livre esclarecido
(TCLE).

4.2- Levantamento de dados secundérios

4.2.1- Dados demograficos, clinicos e laboratoriais:

Foi realizado o levantamento de dados demogréficos, clinicos e laboratoriais como
género, idade, cor, fator de risco para a infeccéo, analises bioquimicas e moleculares para
a obtencdo de informagdes referentes ao historico dos pacientes.

As amostras selecionadas foram previamente submetidas a testes laboratoriais
realizados pelo Laboratério de Hepatites Virais — LAHEP/IOC/FIOCRUZ, para dosagem
da ALT, pesquisa de anti-HCV e analise molecular para a detec¢do de HCVV-RNA com 0s

métodos de quantificagdo de carga viral e genotipagem.
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4.3- Padronizacao e validacdo do teste de avidez adaptado:

4.3.1 — Teste de paréametros:

A padronizacdo do teste de avidez adaptado foi realizada a partir de modificacGes
no protocolo do ensaio imunoenzimatico comercial Murex Anti-HCV version 4.0
(DiaSorin), disponibilizado pelo Ministério da Saude, Rede DST/Aids e Hepatites Virais
ao Laboratorio de Hepatites Virais/IOC/FIOCRUZ.

As amostras de plasma (20 pL) foram adicionadas a placa (1:10 em tampdo contendo
0,05% de Bronidox e 0,1% de azida de sodio) em seis replicatas e incubadas por 1h a 37°C,
seguidas de lavagem. Posteriormente, foram separados em dois grupos de triplicatas, sendo
um grupo tratado com 200 pL de PBS 1x (NaCl 137 mM, fosfato 10mM, KCI 2.7mM com
pH 7,2) e o outro grupo tratado com 200 pL PBS com guanidina 1M ou 1,5M (em PBS 1X
com pH 7,2) com incubacdo por 15 minutos a 37°C, para identificacdo da melhor condicéo
de tratamento para obtencdo do indice de avidez.

As etapas seguintes do ensaio foram realizadas de acordo com instru¢fes do
fabricante. A leitura da densidade ética (DO) foi obtida com o equipamento Leitor de

ELISA (Mindray) no comprimento de onda 450 nm e 620-690 nm como referéncia.

O indice de avidez foi calculado de acordo com a férmula abaixo (Hedman et al.,
1989):

0o tratado Guaniding
0o tratado PBS

¥ 100

4.3.2 — Andlise de repetibilidade pelo coeficiente de variacéo:

O coeficiente de variacao foi utilizado como forma de avaliacdo da repetibilidade
do método empregado. Para a realizagdo desta etapa foram selecionadas amostras de
plasma de dois pacientes na fase crénica e dois pacientes na fase aguda da infec¢do pelo
HCV. No teste intraensaio, cada amostra foi aplicada em 15 réplicas tratadas com PBS e
15 com PBS com guanidina. Para o teste interensaio foram utilizadas as mesmas amostras
aplicadas em duplicatas com PBS e com guanidina em 15 ensaios distintos (Coppola et
al., 2009; Coppola et al., 2007). Ambos os testes foram realizados nas condic¢des de
guanidina 1,5M/15 minutos a 37°C. As demais etapas do teste foram realizadas conforme

instrucdes do fabricante.
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De acordo com Murray 1993 para testes soroldgicos as variacfes aceitas para
avaliagOes intraensaios devem estar abaixo de 10% e, para interensaios, inferiores a
15%.

4.3.3 — Acompanhamento de controles internos:

Para validacdo do ensaio e garantia de confiabilidade dos resultados obtidos dos
controles internos, os mesmos foram analisados segundo a metodologia de Levey-
Jennings através da andlise grafica de resultados de controles de corrida analitica em
funcéo do tempo ou nimero de corridas (Levey Jennings 1950).

Os graficos de Levey-Jennings foram avaliados segundo as “Regras de
Westegard”. O controle de qualidade das regras de Westegard utiliza a combinagdo de
critérios para decidir se a corrida analitica esta dentro dos padrdes de aceitabilidade.
Para isso, sdo utilizadas 5 regras bésicas para julgar a aceitabilidade de uma corrida
analitica (Westegard et al., 1986). Essas regras sao:

- Regras de alerta: Um ponto que excede +/-2 desvios-padrédo (dp); Dois pontos

consecutivos que excedem +/-2 dp; Quatro pontos consecutivos que excedem +/-1 dp.

- Regras mandatdrias: Um ponto que excede +/-3 dp; quando 10 valores

consecutivos encontram-se de um mesmo lado da média.

Para a validacdo do ensaio apenas uma regra de alerta pode ser violada. Caso duas
regras sejam violadas, o0 mesmo é rejeitado. Entretanto, ndo pode haver violacdo de
nenhuma regra mandatéria. A quebra de uma regra mandatoria rejeita de imediato o

ensaio proposto.

4.3.4 — Avaliacdo dos controles positivo e negativo do kit Murex Anti-HCV version

4.0 (DiaSorin):

Devido a adicdo de uma etapa no protocolo do ensaio imunoenzimatico comercial

Murex Anti-HCV version 4.0 (DiaSorin), descrita anteriormente, os controles do kit

(positivo e negativo) foram avaliados para identificagdo de possiveis interferéncias em seus

resultados. Os controles em questdo foram incubados em duplicata na presenca e auséncia

de PBS durante a etapa extra.
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Os resultados obtidos em todos os testes realizados foram analisados de acordo
com os seguintes grupos: Controle negativo com PBS; Controle negativo sem PBS;
Controle positivo com PBS; e Controle positivo sem PBS.

4.4 — Andlise de desempenho do teste de avidez adaptado:

4.4.1 — Determinacao do valor de corte, zona cinza, sensibilidade e especificidade,:

O valor de corte para diferenciacdo entre fase aguda e fase crénica da infec¢édo pelo
HCV foi determinado pela analise receiver operating characteristics ou curva ROC, com
a utilizagdo 139 amostras de 16 pacientes com data de infecgdo conhecida oriundos de
clinicas de hemodialise. A zona cinza foi estipulada de acordo com a variacao interensaio
encontrada.

Posteriormente, com a utilizacdo de 52 amostras de 37 pacientes com data de
infeccdo conhecida ou soroconversdo comprovada foi realizado o célculo de

sensibilidade, especificidade do teste de avidez.

4.4.2 — Comparacao do teste de avidez adaptado neste estudo com o teste de avidez
comercial DS-EIA-Anti-HCV Avidity (Diagnostic System Italy, DSI, Itélia):

Foram testados grupos de amostras de pacientes na fase aguda e fase cronica da
infeccdo pelo HCV, tanto no teste padronizado neste estudo, como no teste comercial DS-
EIA-Anti-HCV Avidity (Diagnostic System Italy, DSI, Italia).

No teste comercial foram seguidas as recomendacOes do fabricante: amostras de
fase aguda apresentam valores no indice de avidez < 36%. Apos a realizagdo de ambos 0s
testes, os grupos foram analisados quanto a capacidade, de cada metodologia empregada,

de identificacdo de amostras de pacientes em fase aguda da infeccdo pelo HCV.

4.4.3 — Analise de concordancia entre o teste de avidez adaptado e a classificacédo
dos pacientes de acordo com critérios clinico-laboratoriais:

Para a identificagdo de casos de hepatite C aguda nédo existe uma metodologia
padrédo-ouro utilizada no Brasil. Dessa forma, a analise de concordancia (indice Kappa)
foi realizada entre a classificacdo da fase de infeccdo obtida com o teste de avidez e a
classificacdo da fase de infecgdo por critérios clinico-laboratoriais. A populacdo utilizada
para essa analise compreendeu todos aqueles pacientes classificados na fase aguda e
crbnica da infeccdo, pertencentes a coorte do AHV, bem como pacientes oriundos de
clinicas de hemodiélise com data de infecg&o conhecida.
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Segundo Landis e Koch (1977), a andlise do indice kappa deve se basear nos
seguintes intervalos: <0.40 (baixa concordancia); 0,40 — 0,75 (concordancia mediana);

>0,75 (excelente concordancia).

4.5— Aplicacéo do teste de avidez adaptado

4.5.1 — ldentificacao de pacientes na fase aguda da infeccéo:

A primeira aplicagdo do teste de avidez adaptado foi a identificagdo de casos
agudos, na coorte de individuos supracitada (5.1.2), pela analise da avidez da primeira
amostra de plasma disponivel de cada paciente para identificacdo de pacientes na fase

aguda da hepatite C.

4.5.2 - Avaliacdo do perfil do indice de avidez ao longo da infeccéo pelo HCV:

A segunda aplicacdo foi o acompanhamento da evolucédo do indice de avidez ao
longo da infeccdo em todos aqueles pacientes enquadrados no grupo de infeccédo aguda.

O periodo minimo avaliado foi de 12 meses. O periodo méximo avaliado foi de 30
meses. J& as amostras provenientes de surtos em clinicas de hemodilise, por se tratarem
de eventos mais recentes, 0 acompanhamento foi em um menor espaco de tempo, até 15

meses.

45.3 — Analise do indice de avidez em pacientes atendidos na rotina do
Ambulatério de Hepatites:

O teste de avidez adaptado foi aplicado em pacientes atendidos na rotina do AHV
de junho de 2014 a dezembro de 2015, como teste complementer para auxilio na

identificacdo da fase de infec¢do pelo HCV.
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4.6— Analise estatistica:

O programa estatistico utilizado para a andlise dos resultados foi o GraphPad Prism
5.0. A andlise estatistica dos dados demograficos (género, idade e raca), clinicos (risco de
infeccdo e ictericia) e laboratoriais (genotipo do HCV) foi realizada por frequéncia relativa
(%). Os demais dados laboratoriais dos pacientes (ALT e HCV-RNA) foram analisados por
média e desvio padréo.

Os resultados obtidos na padronizacdo, validacdo, desempenho do teste de avidez
adaptado e acompanhamento do indice de avidez ao longo da infeccdo foram analisados
pelos métodos de Kruskal-Wallis e Dunn’s Multiple Comparison Test. O valor de P < de
0,05 foi considerado estatisticamente significativo. O indice kappa foi calculado por uma

extensdo do programa GraphPad, o QuickClacs.
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5. RESULTADOS

5.1 - Dados demograficos, clinicos e laboratoriais:

Na populacdo selecionada para o desenvolvimento do estudo (147 individuos)
observou-se um predominio de individuos do sexo feminino (55%), com media de idade
de 49 anos e com predominio de cor parda.

Em relacdo aos dados clinicos, a via de infeccdo presumida mais prevalente foi a
parenteral. A maioria da populacdo estudada ndo apresentou sintomotologia (61%). O

gendtipo 1 foi o mais frequente 62%.
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais da populacéo estudada.

Pacientes

(n=147)
Média de idade (variacéao) 49 (22-78)
Feminino/Masculino 80/67
Cor
Branca 35 (24%)
Parda 53 (36%)
Negra 17 (12%)
Né&o informada 42 (28%)
Risco de infeccdo (%0)
Parenteral 89 (60%)
Sexual 23 (16%)
Desconhecido 35 (24%)
Sintomaticos 57 (39%)

Dados laboratoriais

ALT, média (+DP)

HCV-RNA Ul/mL, média do pico
(xDP)

Gendtipo

1

2

3

4

Desconhecido

133,2 (+239,9)
220.500 (697.000)

91 (62%)
4 (3%)
3 (2%)
1 (0,7%)
48 (32,3%)

ALT: alanina aminotranferase, DP: desvio-padréo, Ul: unidades internacionais.
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5.2 — Padronizacéo e validacéo do teste de avidez adaptado:
5.2.1 — Avaliagéo de parametros do teste de avidez adaptado com guanidinaa 1M e
1,5M por 15minutos a 37°C:

A padronizacao do teste de avidez foi realizada com a utilizacdo de 26 amostras de
plasma de 13 pacientes na fase aguda da hepatite C com data de infec¢do conhecida
(oriundos de surtos de hepatite C em clinicas de hemodidlise), sete amostras de plasma de
sete individuos na fase cronica e seis amostras de plasma de seis individuos que
eliminaram espontaneamente a infeccdo. As amostras foram testadas em duas
concentracdes do agente desnaturante guanidina (1M e 1,5M) e incubadas por 15 minutos
a 37°C.

Inicialmente, a analise do indice de avidez por més apos infec¢do (variacdo de 2 a
26 meses) ndo apresentou diferenca significativa (P>0,05). Dessa forma, as amostras
foram agrupadas em intervalos de tempo apds infeccdo: agudo recente (até 4 meses),
agudo tardio (5-6 meses), crénico (>6 meses) e resolucao espontanea (>6 meses).

Apds o tratamento com guanidina 1M o resultado do indice de avidez [minimo e
maximo (%)], média £ desvio padrdo, de cada grupo foi de: agudo recente 9,9% a 105,7%
(44,60 £ 26,13); agudo tardio 14% a 105% (59,45 £ 27,22); crénico 74% a 111% (95,50 +
14,27) e; resolucdo espontanea 38% a 93% (72,60 + 26,88).

No tratamento com guanidina 1,5M o resultado foi: agudo recente 12% a 29%
(20,67 £ 5,47); agudo tardio 16% a 90% (51,67 + 26,17); crbnico 69,8% a 100% (89,14 +
13,35) e; resolucdo espontanea 12% a 56,4% (31,17 £ 16,35).

Os indices de avidez obtidos no tratamento de guanidina 1M (Grafico 1) entre os
grupos agudo recente e agudo tardio ndo apresentaram significancia (P>0,05). Entretanto
guando tratados com guanidina 1,5M a diferenca foi significativa (P<0,01) (Grafico 2).
Ambas as condigOes de tratamento (guanidina 1M e 1,5M) apresentaram diferenca
significativa (P<0,001) entre os grupos Agudo recente e Cronico. Os grupos agudo tardio
e cronico apresentaram diferenca significativa apenas no tratamento com guanidina 1,5M
(P<0,05), assim como os grupos crénico e resolucdo espontanea (P<0,01) (Grafico 2).
Apenas no tratamento com guanidina 1,5M foi possivel obter diferenca entre os grupos
crénico e resolucéo espontanea (P<0,01).
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Gréfico 1 - indice de avidez Anti-HCV 1gG de amostras de plasma tratadas com guanidina 1M.
Grupos: Agudo recente (n=9), Agudo tardio (n=19), Cronico (n=7) e Resolucao espontanea (n=6).
N: nimero de amostras. (***P<0,001 / *P<0,05).
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Gréfico 2 - indice de avidez Anti-HCV IgG de amostras de plasma tratadas com guanidina 1,5M.
Grupos: Agudo recente (n=9), Agudo tardio (n=19), Crénico (n=7) e Resolucdo espontanea (n=6).
N: ndmero de amostras. (***P<0,001 / **P<0,01 / *P<0,05).
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As fases da infeccdo pelo HCV foram estatisticamente diferenciadas através do
indice de avidez obtido apds tratamento com guanidina 1,5M por 15 minutos a 37°C,

assim, esta foi a metodologia empregada nas demais etapas do estudo.

5.2.2 - Anélise da repetibilidade do teste de avidez adaptado pelo coeficiente de
variagao:

A andlise da repetibilidade intraensaio do teste foi realizada com amostras de
plasma de dois individuos na fase aguda da infeccdo pelo HCV (A e B) e dois na fase
crénica (C e D), em um mesmo ensaio. Os coeficientes de variacdo encontrados foram:
8,7% (A), 9,9% (B), 1,3% (C) e 2,8% (D). A média do coeficiente de varia¢do encontrado
nos pacientes agudos, 9,3%, foi maior do que o coeficiente de variacdo do kit comercial
Murex, até 7,2%.

A andlise da repetibilidade interensaio foi realizada em 15 ensaios diferentes
utilizando amostras de plasma dos mesmos individuos A, B, C e D. Os coeficientes de
variacdo encontrados foram: 11,4% (A), 15,1% (B) 5,0% (C) e 8,6% (D). A média do
coeficiente de variacdo obtidos para os pacientes em fase aguda estiveram acima do

coeficiente de variacdo interensaio do teste comercial Murex, até 10,2%.

5.2.3 — Acompanhamento de controles internos:

O indice de avidez obtido na andlise interensaio foi avaliado como controle
interno dos ensaios. De acordo com as normativas seguidas para validagdo dos controles
internos, nenhum dos ensaios violou duas ou mais regras de alerta, ou regras
mandatdrias, entdo validando o ensaio.

Apenas um teste realizado com a amostra (C) de paciente na fase cronica da
infeccdo ultrapassou dois desvios padrdes. Entretanto, com apenas uma regra de alerta

violada, o teste continua sendo validado (Grafico 3).
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Gréfico 3 — Grafico de Levey-Jennings para representacdo da distribuicdo do indice de avidez das
amostras testadas (A, B, C e D). Interensaio: 15 ensaios distintos. (+/-s : desvio padrdo).
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5.2.4 - Avaliacdo dos controles positivo e negativo do kit Murex Anti-HCV

version 4.0 (DiaSorin):

Foram também avaliados os controles negativo e positivo do teste comercial
Murex quanto a possivel alteracdo dos resultados devido a adi¢do da etapa de incubagdo
com PBS a 37°C por 15 minutos ao protocolo do fabricante. Ndo foram observadas
diferencas significativas no resultado dos controles negativo e positivo (P>0,05) na
presenca ou auséncia de PBS durante a etapa de incubacdo (Gréafico 4). Em todos os

ensaios, 0s controles negativo e positivo validaram o ensaio, segundo instrucbes do

fabricante.
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Gréfico 4 — Gréfico de comparacdo dos resultados dos controles negativo e positivo do teste
comercial de cada ensaio. Negativo s/ PBS (n=34), Negativo ¢/ PBS (n=34), Positivo s/ PBS
(n=34), Positivo ¢/ PBS (n=34). *n= ndmero de amostras
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5.3 — Analise de desempenho do teste de avidez adaptado:

5.3.1 — Determinacéo do valor de corte, zona cinza, sensibilidade e
especificidade,:
A capacidade do teste de avidez adaptado em discriminar pacientes em fase aguda

daqueles em fase crénica foi avaliada a partir da curva ROC. O valor de corte de 71% foi
escolhido para méxima obtencéo de sensibilidade e identificacdo do maior nimero possivel

de pacientes em fase aguda. A area da curva teve valor de 0,85 (Grafico 5).
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Gréfico 5 — Curva ROC para avaliagao do valor de corte. Area:0,85

Posteriormente, foi estipulada a zona cinza de 10% sobre o valor de corte ao
considerar-se a variacdo média intra e interensaio de pacientes em fase aguda. Assim, 0s
valores de referéncia estabelecidos foram: <64% Agudo; 65-77% indeterminado; >78%
crbnico; 45-54% (associado a HCV-RNA negativo) resolucdo espontanea. Amostras de
pacientes com resultados na faixa de indeterminado foram testadas novamente e feito a
média do primeiro e do segundo IA obtidos.

Com a utilizacdo de 52 amostras de 37 pacientes com data de infec¢do conhecida
ou soroconversdo comprovada, elevados valores de sensibilidade e especificidade foram
obtidos: 90% e 95%, respectivamente. As amostras de individuos na fase aguda da
infeccdo também foram utilizadas para calculo da sensibilidade e especificidade durante a
evolucgdo da fase aguda e transicdo para a fase cronica (até 6 meses de infeccdo). Nessa
avaliacdo foi observado uma queda na sensibilidade e especificidade para 73% e 75%,

respectivamente.
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5.3.2 - Comparacdo dos indices de avidez obtidos no teste adaptado e o teste

comercial DS-EIA-Anti-HCV Avidity.

Foram comparados os resultados do teste de avidez adaptado deste trabalho com
0 teste de avidez comercial DS-EIA-Anti-HCV Avidity. Foram utilizadas 25 amostras de
plasma de 22 pacientes divididos em grupos de acordo com a fase da infec¢do: agudo
recente e agudo tardio (aqueles com data de infeccdo conhecida ou soroconversao
comprovada) e cronico.
De acordo com os parametros do teste comercial, nenhuma das amostras de plasma
testadas apresentou indice de avidez referente a fase aguda da hepatite C, sendo o0s
valores encontrados nos grupos agudo recente (77,6 £23,7) e agudo tardio (84,9+23,1).
Entretanto, o teste desenvolvido neste trabalho identificou como amostras de individuos
em fase aguda da infeccdo tanto aquelas pertencentes ao grupo agudo recente
(32,7+20,0) como aquelas inseridas no agudo tardio (52,9£28,4). No grupo cronico,
ambos 0s testes identificaram corretamente a fase da infeccdo, ndo sendo observada
significancia entre o teste comercial (95,2+1,8) e o teste adaptado (101,2 +5,8) (Gréfico
6).

1204

=

w1007 Cutoff 36% i
N - 0 o (Kit comercial)
g 80- = = = Cutoff 71% (Teste adaptado)
é Kit comercial

Q 60_

=] |:| Teste adaptado

D i

3 40

=
£ 201

0 T T T T T T
@ @ (o] ~0
& & & & & &
o o @ @ Gl Gl
& S & o ¢
P P N N
§ & ¥ ¥
\'a \'a

Grafico 6 - Comparagdo dos indices de avidez Anti-HCV IgG obtidos em amostras de plasma
no teste comercial DS-EIA-Anti-HCV Avidity (barras cinza pontilhado) e no teste adaptado
(barras listras cinza e branca). Grupos: Agudo recente (n=10), Agudo tardio (n=13) e Crdnico
(n=2). N: nimero de amostras. ( **P<0,01 / *P<0,05).
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5.3.3 — Analise de concordancia entre o teste de avidez adaptado e a classificacao
dos pacientes de acordo com critérios clinico-laboratoriais:

A anélise de concordéncia (indice Kappa) na classificacdo de individuos na fase
aguda da hepatite C foi realizada entre o teste de avidez e a classificacdo clinico-
laboratorial. Inicialmente a comparacdo foi realizada utilizando apenas pacientes com
data de infecgdo conhecida e/ou soroconversdo comprovada. Esta obteve indice kappa de
0,84, demonstrando excelente concordéncia entre as metodologias.

Posteriormente, alem dos pacientes acima citados, foram também utilizados o0s
pacientes sem data de infec¢do conhecida e/ou soroconversao comprovada). Nessa etapa
o valor de kappa obtido foi de 0,53, referindo-se a uma concordancia moderada na
classificacdo de pacientes agudos e cronicos entre as diferentes metodologias. Essa queda
na concordancia entre as metodologias (teste de avidez e clinico-laboratorial) na
classificacdo de pacientes na fase aguda da infeccdo demonstra um viés existente na
metodologia clinico-laboratorial, uma vez que alguns pacientes séo classificados apenas

com base em célculos a partir da data de ictericia e/ou anmese feita com o paciente

5.4 —Aplicacéo do teste de avidez adaptado
5.4.1 - ldentificacdo da fase aguda da infeccéo:

Foram testadas 112 amostras de plasma de 74 pacientes. Dentre eles, 24 eram
oriundos de clinicas de hemodialise e por isso poderiam apresentar diferenca.... Entretanto,
ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) entre os mesmos. Dessa maneira,
todas as amostras passaram a ser avaliadas como um Unico grupo.

Foi possivel observar que o grupo agudo recente com IA: 29,52 (£12,66)
apresentou diferenca significativa (P<0,05) quando comparado ao grupo agudo tardio
54,88 (+16,67). Da mesma forma, foi possivel encontrar diferenca significativa entre os
grupos agudo recente e cronico 91,20 (£9,99) (P<0,001) e entre agudo tardio e crbnico
(P<0,001) (Gréfico 7).
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Gréfico 7 - Indice de avidez Anti-HCV IgG de amostras de plasma de pacientes com hepatite C
tratadas com guanidina 1,5M. Grupos: Agudo recente (n=29), Agudo tardio (n=29), Crénico
(n=54). N: nimero de amostras. (***P<0,001 / *P<0,05).

A partir destes dados foi possivel estabelecer um intervalo de confianca (95%)
para diferenciacdo de individuos na fase aguda de acordo com o periodo da infec¢do, até
4 meses (agudo recente) e 5-6 meses (agudo tardio): agudo recente (até 34%); agudo
tardio (45-58%), e indeterminado (35-44%).

Cada paciente selecionado para este teste possuia pelo menos duas amostras em
tempos distintos, com uma variacdo total de 2,1 a 7,0 meses. Deste modo, foi possivel
acompanhar a elevacdo do indice de avidez mensalmente durante a fase aguda da
infeccdo. Inicialmente, entre o terceiro e quarto més nao foi observado aumento do indice
de avidez. Entre o0 quarto e quinto més o indice de avidez apresentou elevacao de 43,5%.
Em seguida, o indice de avidez elevou 18,2% no sexto més e 15,7% no setimo. A

elevacdo do indice de avidez do terceiro ao sétimo més foi de 94,1% (Gréfico 8).
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Gréfico 8 — Avaliacdo da elevagdo do indice de avidez Anti-HCV IgG na fase aguda da hepatite
C. Grupos: 3 meses (n=20); 4 meses (n=47); 5 meses (n=21); 6 meses (n=27); 7 meses (n=14).
*n= ndmero de amostras

5.4.2. — Avaliagdo do perfil do indice de avidez ao longo da infec¢éo pelo HCV:

Todos os pacientes classificados no teste de avidez adaptado como em fase aguda
(recente ou tardio, n=39 pacientes) foram acompanhados de forma sequencial para
avaliacdo da evolucdo do indice de avidez ao longo da infeccao.

Todas as amostras referentes a um mesmo més de infecgdo foram agrupadas. A
partir da média e desvio padréo foi possivel identificar a tendéncia do indice de avidez
de acordo com o desfecho da infeccéo.

Nos graficos 9 e 10 estdo representadas as tendéncias do indice de avidez de
pacientes com resolucdo espontanea e infeccdo cronica, apds exposicdo ao HCV,
respectivamente.

O pico no indice de avidez em pacientes com resolucdo espontéanea da infeccéo foi
observado entre o sexto e sétimo més da doenga com média e desvio padréo de 73,30 +
26,8 e 84,96 + 23,29. Foi possivel observar queda no indice de avidez a partir do
décimo més de infecgdo (64,24 + 30, 00) (Gréafico 9).
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Gréfico 9 — Acompanhamento da evolucdo do indice de avidez em pacientes que evoluiram
para resolucdo espontanea da infeccdo apds exposicdo a0 HCV (n=241). *n= numero de
amostras

Na evolucao para fase cronica da infeccdo o indice de avidez apresentou pico no
oitavo més (95,29 £ 15,03), mantendo-se com baixa variacdo nos meses seguintes
(3,6%) (Grafico 13).
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Gréfico 10 — Acompanhamento da evolucdo do indice de avidez em pacientes que cronificaram a
infecgdo apos exposicdo ao HCV (n=185). *n= ndmero de amostras

A partir da andlise de resultados foi observada diferenca significativa (P<0,001)

no IA entre 0s grupos cronico e resolugdo espontanea a partir de 10 meses de infecgéo.
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5.4.3 — Anélise do indice de avidez em pacientes atendidos na rotina do Ambulatério de
Hepatites Virais

Apos o desenvolvimento e avaliacdo do teste de avidez, 0 mesmo passou a ser
utilizado como ferramenta de diagnostico complementar na rotina do Ambulatoério de
Hepatites Virais (AHV). Foram realizados testes de avidez em 122 amostras plasma de
61 pacientes entre junho de 2014 a janeiro de 2016.

Foram identificados quatro pacientes na fase aguda recente da infeccdo, oito na
fase aguda tardia, 26 na fase cronica e 23 pacientes com resolucdo espontanea da
hepatite C. Alguns pacientes identificados na fase aguda tiveram acompanhamento do
indice de avidez na evolucdo da infeccdo: dois pacientes evoluiram para a resolugéo

espontanea e sete pacientes para a fase cronica.

48



6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstra, pela primeira vez no Brasil, o desenvolvimento e
aplicacdo de um teste para a identificacdo e diferenciagdo da hepatite C aguda, com
elevadas sensibilidade e especificidade. A identificacdo da hepatite C aguda € importante
para auxiliar no diagnostico de casos incidentes da infeccdo, bem como auxiliar na melhor
conducéo dos pacientes a partir da descoberta da fase em que se encontra a doenca.

Foi descrito neste trabalho a adaptacdo de um teste ELISA comercial de terceira
geracdo para estimar a avidez de anticorpos anti-HCV em 570 amostras de plasma de 147
pacientes com hepatite C. Foi possivel demonstrar a avidez dos anticorpos precocemente,
desde o segundo més apos infeccdo, e 0 aumento da avidez ao longo do tempo, atingindo
niveis maximos no oitavo més de infeccao.

O teste de avidez adaptado consistuiu na adicdo de uma etapa de incubagdo com
guanidina 1,5M ao protocolo do kit comercial com posterior calculo do indice de avidez
pela razdo entre os resultados de amostras incubadas com guanidina e com tampéao fosfato
(Hedman et al., 1989). Esta metodologia é empregada para a hepatite C desde 1994
quando Ward et al. relataram a adaptacdo do teste de ELISA de segunda geragéo.
Posteriormente, assim como em nosso estudo, outros trabalhos demonstraram a
modificacdo de testes de terceira geracdo (Kanno et al., 2002; Coppola et al., 2007,
Klimashevskaya et al., 2007; Gaudy-Graffin et al., 2010; Sheperd et al., 2013), aliando as
elevadas sensibilidade e especificidade a praticidade e baixo custo de implantacdo e
realizacdo proporcionadas pela utilizacdo de um teste comercial. Assim, foi possivel
empregar na rotina de diagndstico da hepatite C imediatamente apds a padronizacdo do
teste.

Empregando-se os valores de <64% para fase aguda, zona cinza entre 65-77% e
>78% para fase crénica, foram obtidas sensibilidade de 90% e especificidade de 95% até 4
meses apds infec¢do, e sensibilidade de 73% e especificidade de 75% entre 5-6 meses apds
infeccdo. Outros estudos tiveram como valor de corte 30% (Sheperd et al., 2013); 42%
(Klimashevskaya et al., 2007); 43% (Gaudy-Graffin et al., 2010) e 70% (Coppola et al.,
2007). Essa variacdo quanto ao valor de corte empregado em cada trabalho esta
relacionada, provavelmente, ao tipo de populacdo empregada, as diferentes metodologias e
agentes desnaturantes utilizados. Com relacdo a variacdo da sensibilidade e especificidade

com o avango da fase aguda (5-6 meses de infeccdo) pode-se relacionar com o fato de ser
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uma faixa de transicdo entre a fase aguda e a fase crénica, mostrando a heterogeneidade
das amostras.

Outra variabilidade encontrada na avidez das amostras analizadas foram os
coeficientes de variacdo intra e interensaio mais elevados nas amostras provenientes de
fase aguda do que de fase cronica. A variacdo mais elevada na fase aguda foi de 15% na
avaliacdo interensaio, que estd em corcordancia com outros trabalhos que demonstraram
uma variabilidade interensaio de 13% (Gaudy-Graffin et al., 2010) e até 29% (Shepherd et
al., 2015).

Diferentemente de outros testes de avidez que classificam a fase de infeccdo por
meses ou dias apos estabelecimento dos sintomas (Coppola et al., 2007), ou apds Gltimo
anti-HCV negativo (Ward et al., 1994; Kanno et al., 2002; Klimashevskaya et al., 2007;
Gaudy-Graffin et al., 2010), o presente estudo foi padronizado a partir de amostras de
pacientes com data de infec¢do conhecida provindas de clinicas de hemodialises com casos
de surtos internos de hepatite C. Além disso, um dos pacientes pertencente a coorte do
AHV, também possuia data de infeccdo conhecida devido a um acidente biolégico e foi
acompanhado a partir de 8 dias de infeccdo. Assim, foi possivel determinar a avidez dos
anticorpos com exatidao durante a fase aguda da hepatite C, incluindo a diferenciacdo entre
agudo recente e agudo tardio de acordo com meses ap6s infec¢éo.

A populacdo de estudo investigada com o teste de avidez padronizado foi
diversificada, compreendendo pacientes com vias de risco de infec¢do diversas como:
hemodialise, transmissdo sexual, acidente bioldgico e utilizacdo de drogas endovenosas
e nasais. Neste trabalho, a populacdo foi de minoria assintomatica, sendo estes
individuos compreendidos no grupo de pacientes com risco de infeccdo em
hemodialise. Naqueles individuos sintomaticos, 0s sinais e sintomas mais
frequentenmente encontrados foram ictericia e collria, respectivamente. Com a
utilizacdo de pacientes oriundos de surtos de hepatite C em clinicas de hemodialise,
este trabalho contou com uma populagdo rara, uma vez que a data de infeccdo pelo
HCV era conhecida, aumentando a confiabilidade dos resultados obtidos no teste. Além
disso, também foram utilizados pacientes com soroconversao documentada. Em 1994,
Ward et al. descreveram o primeiro teste de avidez para hepatite C avaliando pacientes
imunocomprometidos. Outros estudos avaliaram o indice de avidez em pacientes
imunocompetentes com soroconversdo documentada (Kanno et al. 2002,
Klimashevskaya et al., 2007; Sheperd et al., 2013). Outra populacdo estudada

empregando-se o teste de avidez para hepatite C foram usuéarios de drogas endovenosas
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(Coppola et al., 2007; Cullen et al., 2015). Em 2009, Coppola et al. realizaram um
estudo com método de avidez em populagbes mistas compostas por pacientes
sintométicos hemodialisados, usuarios de drogas endovenosas e individuos
imunocompetentes infectados pelo HCV.

O desempenho do teste de avidez adaptado foi comparada com duas metodologias:
(a) teste de avidez comercial ndo disponivel no pais e (b) metodologia de classificagdo da
hepatite C através da avaliac&o clinico laboratorial empregada no AHV (Lewis et al. 2010).
Com relacdo ao teste comercial DS-EIA-Anti-HCV Avidity, o resultado obtido foi
inesperado. O teste comercial ndo classificou nenhum paciente em fase aguda mesmo com
data de infeccdo conhecida, de acordo com o protocolo do kit. A discrepancia entre os
resultados obtidos nas duas metodologias pode estar relacionada ao agente desnaturante
utilizado, tempo e temperatura de incubacdo, bem como aos antigenos de sensibilizacao
das placas.

Posteriormente, na comparacdo da classificacdo clinico laboratorial (Lewis, et al.,
2010) e o teste de avidez adaptado, o resultado apresentou concordancia excelente.
Entretanto, quando pacientes sem data de infeccdo conhecida ou soroconversao
documentada foram adicionados a avaliacdo, a concordancia obtida teve queda, tornando-
se mediana. 1sso pode ser explicado pela auséncia de evidéncias comprobatdrias da data de
infeccdo, levando, muitas vezes, a uma classificacdo baseada no histérico do paciente.
Sugerindo, dessa forma, um viés existente na atual forma de identificacdo dos pacientes.
Essa classificacdo esta sujeita a erro quanto ao tempo de infec¢do, principalmente em casos
de transmissdo sexual, uma vez que, geralmente, ndo se pode predizer o dia exato de
infeccdo nesta via. Corrobora com essa hipétese o achado de que 54% dos pacientes com
indice de avidez de fase cronica na primeira amostra testada neste trabalho, tinham como
risco de infeccdo a transmissdo sexual. Nao ha na literatura, até 0 momento, descricdao de
comparacgdes de concordancia entre os testes de avidez desenvolvidos e o critério clinico
laboratorial.

Posteriormente, acompanhamos a evolucdo do indice de avidez mensalmente em
pacientes desde a fase aguda até 30 meses apds infeccdo. Ao realizar comparagdo
estatistica entre os grupos crénico e resolucdo espontanea, foi possivel identificar
diferenga significativa entre os mesmos somente a partir de 10 meses de infecgdo.
Naqueles que evoluiram para a cronicidade da doenca foi possivel observar uma
elevacdo no indice de avidez até o0 10° més de infec¢édo, o que foi observado por Kanno

et al. 2002 até o 15° més, depois os indices se mantiveram em nivel elevado. Por outro
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lado, na avaliagcdo longitudinal inédita da avidez em pacientes que evoluiram para a
resolucdo espontanea da hepatite C, foi observado pico no indice de avidez com 6 meses
de infecgdo e posterior queda para niveis considerados de fase aguda, mas com HCV
RNA negativo. Por isso, concomitantemente ao teste de avidez o HCV RNA deve ser
investigado para excluir a possibilidade de falso caso agudo. Klimashevskaya et al.,
2007 demonstraram, atraves da dilui¢do seriada de amostras de pacientes com evolugdo
para resolucdo esponténea, que a diminuigdo no indice de avidez nessa fase da doenca
deve-se, provavelmente, a diminui¢do nos niveis de anticorpos circulantes. Todavia, 0s
niveis de anticorpos circulantes nos pacientes deste estudo permaneceram compativeis
com resultado reagente no ELISA anti-HCV convencional. Essa diminui¢do no indice
de avidez em individuos com resolucdo espontdnea da hepatite C € controversa ao
encontrado na literatura. Em outros agravos, o indice de avidez permanece elevado apds
a resolucdo da doenca ou ap0s imunizacdo prévia, como: varicela-zoster; toxoplasma
gondii; hepatite B; citomegalovirus; herpes virus (Kangro et al., 1991; Jenum et al.,
1997; Thomas, 1997; Eggers et al., 2000; Ward et al., 2001; Suligoi et al., 2003;
Puchhammer-Stockl et al., 2005).

Por fim, o teste de avidez adaptado foi aplicado em pacientes da rotina do AHV
com a identificacdo de 20% de pacientes na fase aguda, 42% na fase cronica e 38% de
pacientes com resolucdo espontanea. Dessa forma, o primeiro teste de avidez
desenvolvido no pais demonstrou ser til para a identificacdo das fases da infeccdo pelo
HCV. Principalmente em situacdes de auséncia de informacdes soroldgicas prévias, o
teste de avidez adaptado deve ser utilizado como ferramenta diagnéstica complementar
para elucidacdo do caso clinico. Além disso, deve ser utilizado no auxilio a vigilancia

epidemioldgica para o diagndéstico da hepatite C aguda.
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7. CONCLUSOES
Coletivamente os resultados deste estudo demonstraram que:

* A padronizacdo do teste de avidez adaptado ocorreu de forma satisfatdria a partir da
utilizacdo de guanidina 1,5M por 15 minutos a 37°C, sendo eficaz na deteccdo da elevacao
do indice de avidez durante a fase aguda e eficaz na diferenciacdo de pacientes na fase

aguda e cronica da infeccao pelo HCV.

* O teste de avidez foi validado apds apresentar os coeficientes de varia¢ao intra e
interensaio dentro dos limites aceitaveis descritos na literatura; pelos controles internos nao
terem violado as regras de Levey-Jennings; bem como ndo ter havido interferéncia no
resultado dos controles positivo e negativo do teste comercial ap6s a adicdo da etapa de

tratamento com guanidina.

* O desempenho do teste foi considerado satisfatério com a diferenciacdo das fases
aguda recente, aguda tardia e crénica da hepatite C com alta sensibilidade e especificidade;
com a identificacdo correta de pacientes quando comparado ao teste comercial DS-EIA-
Anti-HCV Avidity.

* Na fase aguda da infeccdo, pacientes que evoluiram para a cronicidade ou resolucéo

espontanea ndo apresentaram diferenca significativa quanto ao indice de avidez.

*» A utilizagdo do teste de avidez adaptado como método complementar na rotina do
atendimento no AHV foi Util na deteccdo de pacientes nas fases aguda, crbnica e resolucdo

espontanea da infeccao.
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8. PERSPECTIVAS

Avaliar o teste de avidez adaptado com paineis de soroconversdo e maior nimero de

pacientes com data de infec¢do conhecida;

Avaliar a performance do teste de avidez adaptado em outros laboratorios.
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ANEXO |

Ministério da Sadde
. Fundagdc Oswalde Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CER/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 28 de janeiro de 20135,

PARECER APROVADO |

Titulz do Projeto: "Fase aguda de infeccao pelo virus da hepatite C: avaliacio da sua
resposta imunolagica celular & humoral”.

Protocole CEP: 0142/01

Pesquisador Responsavel: Lia Laura Lewis-Ximenaz

Instituicio: Ambulatdric de Hepatites Virais/LAHER/IOC/ Fiocruz

Foi submetido 3 apreciacdo do CEP Fiocruz/IOC o relatorio anual do projeto supracitado,
datade de 16 de janeire de 2015, assim como a solicitagdo para extensdo do estudo por mais

cinco anos.

O Comité de Etica em Pesguisa do Institute Oswalde Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), de

acordo com as atribuicdes definidas na Res. CNS 496/12, manifesta-se por aprovar o relatdrio
anual do projeto supracitado, assim como a solicitacdo para extens3o do estudo, submetida

para avaliagio do CEP Foouz/I0OC,

Informamos que deverdo ser apresentados relatdrios parciais e relatario final do projeto
de pesquisa. Além disso, qualguer modificagio ouw emenda ao protocolo original devera ser

submetida para apreciacdo do CEP/Fiocruz.

Jose Henrique da Silva Pilotto
Coordenador
Comitd de Etica em Pecquiss com Seres Humanos
[CEP Fiocruz-10C)
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ANEXO Il

MINISTERIO DA SAUDE
Comsellin Nacional de Saonbe |
Compssiin Nacional dbe e cm Pesiprisa - € ONEP

PARECER N® 1115/2001

Registro CONEP = 2B30 { £t 0" deveri ser citado nas correspondéncias refereias a nste projeto |

Protocolo CEP = 142/01 Processo n" 25000.097699/2001-32

Projeto de Pesquisa: /denlificacdo de casos agudos de infecgao pelo virus da hepatile C e
avatacdo da sua resposta imunologica mediada por célufas *

Pesquisador Responsavel; Dia. Lia Laura Lewis Ximenes de Sowsa Rodriques
Imstituigio: Donrbagio Oswaldo Coog FHTOCEULS 1)

Area Temalica Especial : Pesquisa com cooperagao esthanaerra

Ao se proceder a anakse do protocolo em questiio. cabem as saguinies

consideragies
a) as mformagdes emviadas atendem aos aspectos fundamentais das Res

CNS 19698 o 292/98, sobre Duelrizes o Nommas Reguiameniadoras —de Pasquisas
Envolvendo Seres Humanos, '
b} o projelo foi afrovado pelo Comité de Lhica em Pesquisa - CEP da

INsitugio supracitada

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa -
CONEP, de acordo com as atribuigdes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta — se
pela aprovagio do projeto de pesquisa proposto,

Situacao ; Projelo aprovado

Brasilia. 20 de selembro de 2001

R
W s Hacre
WILLIAM SAAD HOSSNE

Coordenador da CONEP-MS
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