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RESUMO

O virus da hepatite C € considerado como o priheigante causador de hepatite
nao-A, ndo-B e, desde sua descoberta em 1989,idenmesonhecido como a principal causa
de doenca cronica do figado em todo o mundo. O ¥b3ui um genoma de RNA de sentido
positivo e é classificado como um flavivirus. Qugiapresenta consideravel variabilidade em
sua seqUéncia e as variantes do VHC podem seridéisicem seis gendtipos principais
(numerados de 1 a 6) e diversos subtipos. A disg@o dos genotipos varia tanto
geograficamente, quanto entre os grupos de rissie. €studo teve como objetivo analisar a
distribuicdo dos gendtipos do VHC entre pacientesdados em um hospital de referéncia em
Fortaleza, Ceara. Cento e vinte pacientes comapeopositiva para anti-VHC ou histéria
clinica sugestiva de infeccao pelo virus foramdeios. O RNA viral foi extraido a partir do
soro dos pacientes e a detecgdo molecular do fardsita por PCR, utilizando iniciadores
especificos para a regido 5’ ndo-codificadora dwge viral. A genotipagem foi baseada em
técnica de RFLP utilizando as enzimas de restiitz@abll, Rsd, Mval e Hinfl. Noventa e seis
pacientes (80%) foram positivos no teste qualitafpara VHC. A média de idade desses
pacientes foi de 44 anos. Historia clinica de giaufoi o fator de risco mais presente, seguido
por transfusdo sanguinea, DST, uso de drogasgtatyalialise e exposicdo ocupacional. A
relacdo entre o resultado do teste qualitativo @es@ de drogas apresentou significancia
estatistica, com 96% dos usuéarios de drogas posifpara VHC. Nao houve diferenca
significativa no resultado do teste qualitativo mpl@ transfusfes sanglineas feitas antes ou
depois de 1993 foram analisadas. Manifestacdesadtiou indices de ALT alterados também
nao foram preditivos de positividade para VHC. On@ipo 1 foi o mais prevalente na
populacdo estudada (46,9%), seguido pelos gend8p@#,4%) e 2 (8,3%). O gendtipo 4
viral foi detectado em um paciente. Em nove amssti@ foi possivel a genotipagem do
VHC. Esses casos foram denominados indetermin&iwacteristicas epidemiolégicas como
idade, sexo, fatores de risco, indices de ALT eif@stacdes clinicas foram relacionadas com
os diversos genotipos virais. A distribuicdo dosdgigos virais entre as categorias estudadas
ocorreu de forma homogénea na maioria dos casdhServada significancia estatistica
apenas na relacdo entre genotipo e exposicdo acophao VHC, com predominéncia do
genotipo 1 neste grupo de risco. Nao foram obses/am-infeccbes com mais de um

gendtipo viral.

Palavras-chaves: Virus da hepatite C, PCR, gerygipaepidemiologia molecular.



ABSTRACT

Hepatitis C virus is considered as the main causatigent of non-A non-B
hepatitis and has been recognised as the majoe cdwhronic liver disease worldwide, since
its discovery in 1989. It has a positive-sense Rl belongs to the flavivirus family. The
HCV shows considerable sequence variability and/atsants can be divided into six main
genotypes (numbered from 1 to 6) and several sabtyphe genotypes distribution varies
from the geographic area and among risk groups Study had the main aim to study HCV
genotypes distribution in patients from a referemmespital in Fortaleza, Ceara. It was
investigated a hundred and twenty patients with-ld@t positive or clinical history
suggesting virus infection. Viral RNA was extracttdm patients serum and the virus
molecular detection was made by PCR, using speuifiners to the 5’ non-coding region of
viral genome. Genotyping was based in a RFLP tegfeniusing the restriction enzymes
Hadll, Rsd, Mval and Hinfl. Ninety six patients (80%) were positive in theatitative test
for HCV. The mean age of these patients was 44syeldr Surgery clinical history was the
most frequent risk factor, followed by blood trarsbn, sexual transmitted disease, drugs
use, tattoos, dialysis, and occupacional expodure.relation between qualitative test result
and drug users showed statistical significanceh W% of drugs users being positive for
HCV. There was no significant difference in qudiita test result when we analysed blood
transfusions done after or before the year 1998ical symptoms and ALT levels also were
not predictive of HCV positive result. Genotype hsamthe most prevalent in the studied
population (46,9%), followed by genotype 3 (34,4%)d 2 (8,3%). There was also a
molecular characterization of one patient with dgpe 4 whereas nine samples were not
HCV genotyped and were called as undetermined.epldemiological characteristics such as
age, gender, risk factors, ALT levels and clinica&nifestations were related with viral
genotypes. The HCV genotypes had a homogeneoutbdigin, in the majority of cases,
among the different categories. A statistical digance was observed only when genotype 1
was related to HCV occupational exposure. Co-imdast with more than one viral genotype

were not observed.

Keywords: Hepatitis C virus, PCR, genotyping, malac epidemiology.
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1. INTRODUCAO
1.1AS HEPATITES VIRAIS

A maioria das hepatites virais humanas é causadaipm tipos de virus, sendo
eles denominados de virus da hepatite A, B, C, B.olis caracteristicas clinicas da hepatite
aguda, causada por estes virus, sdo semelhantempdieque € necesséria a realizacao de
diferentes testes diagnosticos para que se deemnagente etioldgico causador da doenca
(MAST e ALTER, 1993).

A hepatite A é causada pelo virus da hepatite AX) i€ aracteriza-se, na maioria
das vezes, por uma doenca branda de carater mutado. Ndo ha relatos de infeccbes
cronicas por este virus e a mortalidade é raragAstao oral € a principal rota de transmisséo
do VHA, sendo as fezes de pessoas contaminadagle@uas como a principal fonte de
infeccdo, podendo conter mais qué #lions infecciosos por mL. Caracteriza-se conmido
priméria do virus. A hepatite A € mais frequiente paises em desenvolvimento, devido a
baixas condi¢cdes socio-econdmicas e de higiene A&ADet al, 1985 e VILLAREJOSet
al., 1982).

De modo diferente ao VHA, o virus da hepatite B Byi¢ o maior causador de
hepatite aguda e cronica em todo o mundo, estimsadgue haja 300 a 350 milhdes de
pessoas infectadas por ele. A doenca apresenta-B@rda mais severa que a apresentada
pelo VHA, podendo evoluir para uma infeccdo crbnipassivel de causar cirrose ou
carcinoma hepatocelular. O risco de desenvolvimdatdoenca crbénica varia inversamente a
idade do individuo ao adquirir a infec¢éo.

O VHB é transmitido por exposicdo de mucosas adkliinfecciosos, contudo,
apesar de muitos fluidos corporais apresentarentigesmo de superficie do VHB (HBsAQ),
apenas soro, sémen, leite materno e saliva deraoastrser infecciosos. A transmissao
também pode ocorrer por via percutanea, tais conoo fransfusdo sanglinea,
compartilhamento de agulhas durante o uso de dioggaveis, hemodialise e acupuntura.
As transmissfes sexual e vertical sdo possivemjedgue haja exposicdo de membrana
mucosa a sangue ou fluidos corporais infeccioscSMMHON et al, 1985; BONDet al,
1981; ALTERet al, 1977 e BANCROFEt al, 1977).

O virus da hepatite D (VHD) € um virus defectivigapaz de ser replicado sem
auxilio de outro virus, ocorrendo sua infeccdo sumem associacdo com VHB. Deste
modo, pessoas com co-infeccdo VHB-VHD podem aptasetoenca aguda grave e um
maior risco de ocorréncia de hepatite fulminante aguelas infectadas somente com VHB. O
modo de transmisséo dos dois virus é semelhantgjdmhé baixa transmisséo sexual e rara
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ocorréncia de transmissao vertical. A distribuigdiondial do VHD encontra-se, na maioria
das vezes, associada a areas onde a prevalénoi@atE#io cronica pelo VHB é alta contudo
observa-se alguns paises com alta prevaléncia d& &ftde a ocorréncia de infecgbes por
VHD é incomum (CAREDDAet al, 1987; HADLER et al, 1984; RIZZETTO, 1983 e
PURCELL e GERIN, 1983).

O virus da hepatite E € a principal causa de hepadio-A-ndo-B (HNANB) de
origem entérica em todo o mundo. E transmitidoroeaite, através da ingest&o de alimentos
ou liquidos contaminados. Ocorre, freqliientementegendes surtos e desconhece-se seu
reservatorio nos periodos entre as epidemias, sedorréncia de surtos associada a paises
com condi¢cfes sanitarias inadequadas (BRADIdE¥l, 1992; BALAYAN et al, 1983 e
KHUROOe et al, 1983).

O virus da hepatite C (VHC) foi descoberto somentel989 e mostrou-se como
a principal causa de hepatite ndo-A-néo-B de origanenteral (KUCet al, 1989). Uma de
suas mais importantes caracteristicas clinicaal& @apacidade de causar doenca cronica nos
pacientes infectados, podendo evoluir para ciroasearcinoma hepatocelular. Devido a essa
particularidade, a hepatite C chega a ser consldgrar alguns estudiosos como a “Doenca

do século XXI”, causando preocupacdo em toda a naade médica e cientifica.

1.2 AHEPATITEC
1.2.1 Aspectos Historicos

A descoberta do virus da hepatite C (VHC) ocorremente em 1989, apos
extensa pesquisa desenvolvida para encontrar aascda hepatite pos-transfusional (CHOO
et al, 1989). A suspeita de existéncia do VHC surgiu aess 70, quando foram relatados
varios casos de individuos infectados com um aggariéecioso diferente dos virus das
hepatites A e B (VHA e VHB), que causava hepatidmica e era freqiientemente transmitido
por sangue e produtos sangulineos (ALT&Ral, 1975 e PRINCEet al, 1974), sendo o
diagnostico de hepatite ndo-A-ndo-B feito por es@étu de VHA, VHB e outras causas
infecciosas de hepatite.

O progresso das pesquisas também foi atrasadodffielaldade de cultivo do
agente em cultura de células ou o6rgaos. Todavimfewcdo do VHC em chimpanzés
possibilitou sua caracterizagdo, bem como, prodidenestoques do agente infeccioso que
foram necessarios para a clonagem e analise darsggilo mesmo. Bradley e colaboradores
(1979) e Bradley e Maynard (1986) sugeriram qugemte causador da hepatite ndo-A nao-B
era um pequeno virus envelopado, pois ele apreseataapacidade de atravessar filtros de
80 nm e era inativado por solventes lipidicos, calomformio.
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Os estudos de notacdo do genoma do VHC tiverano iaipartir da extracdo de
acidos nucléicos (DNA e RNA) originados a partir diéracentrifugacdo de plasma de
chimpanzé, contendo altos titulos do agente infscci(1G unidades infecciosas/mL). O
acido nucléico obtido foi transcrito reversamenteo eDNA resultante foi clonado no
bacteriéfago Agtll e expresso enkscherichia coli dando origem a uma proteina
imunoreativa (denominada 5-1-1) que era espegifica o agente da hepatite ndo-A-nao-B,
HCV (CHOO et al, 1989). Este clone ndo mostrava similaridade cemhuama sequéncia
gendmica humana ou @sscherichia colie produzia uma proteina que era relacionada a soros
de pacientes com HNANB, mas que nao se relacioaas@os de individuos com hepatite
por outras etiologias (KU@t al, 1989).

Finalmente, em 1991, Choo e colaboradores consegudentificar a seqiéncia
gendmica completa do VHC e, a partir de entdopdssivel desenhar sondas de hibridizagéo
e iniciadores para amplificacdo do genoma viral PGR. Ainda em 1991, foram criados
clones especificos para VHC que foram utilizadosprmlucdo de ensaios para pesquisar
anticorpos contra o virus, permitindo, desta forquee a triagem de doadores de sangue para
hepatite C fosse feita em todo o mundo (CHi&AI, 1991 e KUCet al, 1989).

1.2.2 Classificagao

A classificacdo do VHC em um determinado grupo tms um problema desde
sua descoberta, pois o virus mostra semelhancaelagéio a organizacdo genética, com 0s
pestivirus e os flavivirus.

Os genomas dos pestivirus e flavivirus codificana yroliproteina, contém uma
regido 5 ndo-codificadora, unm@pen reading framdregido aberta de leitura, ORF), uma
regido 3' ndo-codificadora e tém tamanho semelhakdemais, todos possuem envelope
viral formado por uma glicoproteina (E1) e, nos tifos virais, a clivagem da poliproteina
ocorre por uma combinacédo de proteases do hospeddo virus (CHANet al, 1992).

Estudo comparativo entre a sequéncia do VHC e @ése de outros virus
mostra pouca homologia, exceto na regido 5’ firagdnoma viral, sendo essa regiao bem
similar a dos pestivirus. Entretanto, outras caréticas do VHC (hidropaticidade do
polipeptideo do VHC) o tornam mais proximo do grajes flavivirus. Desta forma, o VHC
foi classificado em um género distinto dentro dmif@ Flaviviridag sendo considerado
extremamente relacionado aos pestivirus e flawviMORADPOUR e BLUM, 2004 e
KURSTAK et al, 1995).



-21 -

1.2.3 Morfologia e Estrutura

Estruturalmente, o virus da hepatite C € um vinuelepado cujo genoma é
protegido por um nucleocapsideo interno, send@meliro da particula viral de 30 a 60 nm
(Figura 1). O capsideo viral é formado pela pra@el)y enquanto que o envelope viral é
constituido pelas glicoproteinas E1 e E2 (ROINGEARRI, 2004 e BRECHOT, 1996).

Figura 1: Estrutura do virus da hepatite C .
Fonte: http://www.prn.org/images/prn_nb_cntnt_insigedels/hcv_model.png

O genoma do VHC é constituido por um filamento fposide RNA com
comprimento de cerca de 9,6 kilobases do qual alr&@6% é traduzido (Figura 2). A regiao
5’ ndo codificadora tem entre 341 e 344 bases oertho, ndo se assemelhando a dos
Flavivirus, por ser mais longa e ndo possuir homologias entis seqliéncias. Essa regido é
bem conservada entre os isolados do VHC, tenddasidade de 98 a 99% entre virus do
mesmo tipo e de 92 a 98% entre virus do mesmo RPSENBERG, 2001 e MATSUURA
e MIYAMURA , 1993). Essa se¢ado do genoma ainda contém unirgéroo de ligacdo ao
ribossomo (IRES), essencial para a traduwgEindependente do RNA viral (MORADPOUR
e BLUM, 2004).

A regido 3’ ndo codificadora € pequena, contendoacde 25 a 30 nucleotideos
seguida por uma sequéncia variavel de residuosagdéaue por uma sequéncia conservada de
98 nucleotideos, sendo ela essencial para a refticairal (ROINGEARDet al, 2004 e
MORADPOUR e BLUM, 2004).
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Figura 2: Organizagdo do genoma do VHC, mostrando as regi@edraduzidas 5’ e 3’, a
“single open reading frameg os seus sitios de clivagem. Fonte: Roingetadl, 2004.

1.2.4 Proteinas Virais

O genoma do VHC codifica no minimo 9 proteinas, gless trés sdo estruturais
(C, E1 e E2) e seis sao nao-estruturais (NS2, NS3a, NS4b, NS5a e NS5b). A maioria das
informacdes acerca da funcéo e atividade enziméasaproteinas ndo-estruturais é obtida
por expressdo das sequéncias de DNA correspondastadiferentes proteinas ou por
observacéo direta das distribui¢cdes celulares gripaades das proteinas do VHC detectadas
no figado ou plasman vivo (ROINGEARD et al, 2004; MORADPOUR e BLUM, 2004 e
DUBUISSONet al, 2002).

1.2.4.1Proteinas Estruturais
A. Ndcleo

A primeira proteina estrutural codificada pela O&¥F VHC é a mais basica,
chamada de proteina do core ligante-RNA que, pedaaante, forma o nucleocapsideo viral.
O 5’ final do core codifica uma seqiéncia que pader parte da IRES, regido de ligagcéo do
genoma viral ao ribossomo (ROINGEARIDal, 2004 e ROSENBERG, 2001).

Sabe-se que a proteina do core tem um papel agiciarmodulacédo da resposta
do hospedeiro a infeccdo pelo VHC por agir sobeg@essao génica. Por fim, Moradpour e
Blum (2004) sugerem que esta proteina pode estaivéaia no controle entre a sintese da
poliproteina viral e a subsequente replicacdo dé Rikal.

B. Proteinas do Envelope

As duas proteinas do envelope E1 e E2 séo libemg@astir da poliproteina por
clivagem por proteases do hospedeiro. Elas saddevadas componentes importantes do
envelope viral, estando envolvidas na ligacdo @pteces e na fusdo do envelope. Séo

manose-glicosiladas, o que sugere que elas s@aseatp reticulo endoplasmatico rugoso ou
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no complexo de Golgi (ROINGEAREet al, 2004; MORADPOUR e BLUM, 2004;
DUBUISSONet al, 2002 e ROSENBERG, 2001).

Duas moléculas do hospedeiro humano foram des@itam sendo receptores
para VHC. Séo elas: CD81, que interage com E2receptor para LDL (lipoproteina de
baixa densidade), que se liga a componentes destidok do envelope viral (ROINGEARD
et al, 2004; MORADPOUR e BLUM, 2004; DUBUISSOBt al, 2002 e ROSENBERG,
2001).

A glicoproteina E2 contém uma regido hipervariéggeVolvida na evasao da
resposta imune do hospedeiro e também parecespam&vel pela inibicdo da atividade de
um tipo de RNase por um mecanismo de inibicdo cexaple ainda ndo muito claro
(TAYLOR et al, 2001 e FARCI e PURCELL, 2000).

C. Proteina P7

P7 € um polipeptideo de 63 aminoacidos que é inlstarpente clivado a partir
de E2. Esse peptideo tem dois dominios transmemmasrconectados por um pequeno
segmento hidrofilico. Segundo Moradpour e Blum @7 teria se apresentado como capaz
de formar hexameros e possuidor de atividade emigde ions. Deste modo, P7 pode ter um
importante papel na maturacdo e liberacdo da pktidral (ROINGEARDet al, 2004;
ROSENBERG, 2001).

1.2.4.2Proteinas N&o-Estruturais
A. NS2-3 autoprotease

Responséavel pela clivagem da juncdo NS2/NS3 darptdiina viral. A protease é
formada pela proteina NS2 e a porcdo cis N-termilzalproteina NS3. A atividade de
protease dessa proteina é essencial para que acoemicacdo completa do VH@ vivo,
contudo esta enzima torna-se dispensavel pardieagin do VHGN vitro (ROINGEARD et
al., 2004; MORADPOUR e BLUM, 2004 e DUBUISSG#t al, 2002).

B. Complexo NS3-4A

Uma serina protease especifica (NS3) localizadpongdo N-terminal da NS3 é
responséavel pelos eventos de clivagem que ocoreeportdo ndo-estrutural da poliproteina.
Ademais, um dominio NTPase/RNA helicase é encootraas dois ter¢cos da porcdo C
terminal de NS3 (ROINGEAREL al, 2004; MORADPOUR e BLUM, 2004 e DUBUISSON

et al, 2002). A helicase é requerida para a replicagéad em chimpanzés. Rosenberg e
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colaboradores (2001) propdem que ela funcione rendy regides de estrutura secundaria
para que a RNA polimerase RNA-dependente possaddeéura da fita.

O polipeptideo NS4A funciona como um cofator paseadna protease NS3 e é
incorporado como um componente integral no core INKBEARD et al, 2004 e
DUBUISSONet al, 2002).

C. NS4B

NS4B é a proteina viral do VHC menos caracterizad&retanto, recentemente,
foi sugerido que ela seja responsavel por induzaltaragdo nas membranas celulares
denominada de “teia membranosa” (ROINGEARDal, 2004; MORADPOUR e BLUM,
2004 e DUBUISSONMt al, 2002).

D. NS5A

NS5A € uma fosfoproteina de estrutura e funcdo otdsrida. Tem atraido
atencdo especial devido ao seu potencial papel odulatdo da resposta ao interferon
(MORADPOUR e BLUM, 2004; ROINGEARI[®t al, 2004).

E. NS5B

NS5B é a RNA polimerase RNA-dependente viral, respeel por toda a
replicagdo do material genético viral, sendo estpazotado para dar origem a novos virions.
Ela inicia a replicacdo preferencialmente pela §or8 do genoma viral (MORADPOUR e
BLUM, 2004 e DEMARINIet al, 2003).

1.2.5 Replicacéo Viral

A replicacao viral tem sido estudada baseando-$erma de replicacdo de outros
flavivirus (TOMASSINI et al, 2003) ou no estudo com linhagens de células itagat
humanas (ROSENBERG, 2001).

Os mecanismos de interacdo do virus com a céludpedeira ndo estdo bem
estabelecidos devido a falta de modelos de cuttahalar eficientes que possibilitem esse
estudo. Acredita-se, que a membrana do VHC ¢é algira partir da membrana do reticulo
endoplasmatico do hospedeiro e que a proteina Bdiofie como proteina de fusdo do
envelope com a membrana do hospedeiro duranteeacad. De modo semelhante, a
glicoproteina E2 é a responsavel pela ligacdo @&pteres celulares do hospedeiro
(TELLINGHUISEN e RICE, 2002 e DUBUISSO#L al, 2002).
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A replicacéo do virus dentro da célula ocorre @sada ligacdo de suas proteinas
nao estruturais a membrana do reticulo endoplasm&isse mecanismo forma um complexo
de replicacdo que otimiza o processo de produc@mwaes particulas virais, protegendo-as da
degradacéo intracelular. De acordo com Moradpaaiaboradores (2003), a formagao desse
complexo de replicacdo € responsavel pela alteragdoonformacdo das membranas do
reticulo endoplasmatico da célula infectada, a gualenominada “teia membranosa”. A
RNA-polimerase-RNA-dependente do VHC mostra-secmrite para iniciagao da transcricéo
do RNA viral, mesmo sem a formacéo do complexoegéicacédo (DEMARINIet al, 2003),
no entanto, Moradpour e colaboradores (2004) nrasiraque a associacdo da RNA
polimerase viral as membranas é essencial parpliaagio do acido nucléico do virus. E,
finalmente, a liberagdo das particulas virais ref@madas ocorre por exocitose, estando 0s
virions dentro de vesiculas produzidas pelo raiiendoplasmatico (ROSENBERG, 2001).

1.2.6 Classificacao Viral em Gendotipos

A replicacdo do VHC mediada pela RNA-polimerase-Riiedendente € muito
propensa a erro e gera mutagées em uma taxa eatieakl? por nucleotideo por replicacéo.
Esta alta taxa de mutacéo é a principal fonte dersidade viral (STUMPF e PYBUS, 2002),
sendo, portanto, proposto um esquema de classiicdp VHC em gendtipos e subtipos
baseado em andlises filogenéticas molecularesgléseias virais. Os genotipos propostos
sao seis (1, 2, 3, 4, 5 e 6), sendo cada gendtqmemeticamente subdividido dentro de um
namero de subtipos nomeados alfabeticamente, delcaocom a ordem de descoberta. Ja
foram relatados mais de 50 subtipos, sendo essemimente identificados por andlise das
sequéncias dos genes para as proteinas E1 e NB3MEPF e PYBUS, 2002 e SIMMONDS
et al, 1993). A heterogeneidade genética do VHC permateda, que este apresente
quasispécies (virus com genomas muito relacionani@s com pequenas diferencas na
sequéncia de nucleotideos) (UERRal, 2004).

A determinacdo do genoétipo também € importante gaease possa identificar a
fonte da infeccdo viral. Para tal, o gendtipo doigrete € comparado com o genétipo das
possiveis fontes de infeccdo (transmissédo sexaabtgpo da mae, etc.) (SCHROTERal,
2003; BRECHOT, 1996).

1.2.7 Aspectos clinicos e patolégicos
1.2.7.1Hepatite Aguda
Frequentemente, a exposicdo percutdnea ao VHCtaesul uma infeccao

assintomatica (ndo associada a ictericia) na quabiaria das pessoas se torna portador
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cronico do virus. Esses achados contrastam corno aléaque poucos adultos infectados com
hepatite B se tornam cronicamente infectados. Qoger a partir da exposicdo até o
desenvolvimento da hepatite, tem sido medido eial@lem um grande numero de
investigacdes de hepatite pds-transfusional. A rneatos estudos apresentaram um intervalo
de oito semanas até o desenvolvimento de testésnd@o hepatica anormais, entretanto, a
viremia pode ser detectada mais cedo (KOHARA, 20BAWLOTSKY et al, 1999).

Somente 5% dos individuos com infeccdo aguda pél€ dpresentam doenca
sintomética, contudo, em alguns casos, a doenca ped grave. A hepatite C é muito
raramente associada a casos de faléncia hepatimandante (MUTIMER et al, 1995).
Clinicamente, a hepatite causada pelo VHC ¢ imtj&fvel daquela causada por outros virus
da hepatite. O paciente pode apresentar icterfodgvia a maioria dos sintomas sdo
inespecificos, como fadiga, anorexia e nausea (KRAA000).

A viremia pode ser detectada por PCR nos primeaist&gios da hepatite aguda,
aperecendo, quase que ao mesmo tempo, 0s niveisasae transaminases (indicadores de
funcdo hepética alterada). Em oposicdo, a sorocséwepara o anticorpo pode demorar
muitas semanas ou até meses para ocorrer (PAWLOESHY 1999).

1.2.7.2Hepatite Crbnica

A frequéncia de infeccao crénica seguida a exposagdVHC € alta, no entanto,
existem dificuldades em estimar um percentual poggprincipalmente devido ao fato da
doenca apresentar-se, na maioria dos casos, asatita (KOHARA, 2000).

Muitos individuos infectados através de transfus@aogiinea e hemofilicos séo
expostos repetidamente ao VHC, apresentando aldad® infec¢do persistente associada a
doenca ativa do figado. Em contraste, baixos isdit cronicidade e doenca progressiva
mais lenta sdo observados em individuos com mexmrsegdo ao VHC (MEISELlet al,
1995).

A infeccdo persistente pelo VHC é freqlientementso@ada a hepatite
persistente e progressiva. Além disso, individmbsciados cronicamente apresentam niveis
de transaminases constantes ou flutuantes e sémieos. Contudo, tem se encontrado
dificuldade em relacionar o nivel de viremia doiwidlio a severidade da doenca e alguns
estudos falham ao tentar fazer essa associacaoARAH2000 e BRECHOT, 1997).

1.2.7.3Resposta Imune a Infeccao pelo VHC
A infeccdo pelo VHC ativa tanto a resposta imunmdémal quanto a celular. A

reatividade de anticorpos a algumas proteinas dG ¥Hletectada na maioria dos individuos
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infectados; entretanto, a resposta é constantervanitevel e fraca. Portanto, uma elevada
resposta de producdo de anticorpos nao necessat@arnmalica resposta protetora. Em
individuos que tiverantlearenceviral, foi observado uma menor resposta de antaorp
quando comparados a individuos virémicos (SALLIE)£2e DHALIWAL et al, 1996).

De modo contrario a resposta humoral, uma elevasjposta imune celular ao
VHC é encontrada em individuos infectados. As rsigo proliferativas sdo mais
freqientemente associadas a individuos que tinhdon um clearence,sugerindo que a
resposta imune celular € importante no controlaegdicacdo do virusn vivo. Todavia,
linfécitos T citotoxicos sdo importantes tanto pareontrole da infec¢do pelo VHC quanto na
patogénese da doenca hepatica (SALLIE, 2004 e KOXNAZRO00).

1.2.8 Transmissao

O VHC pode ser transmitido em qualquer situacdogem sangue infectado é
transferido entre individuos. Também esta assocéadi@nsmissdo através de transfusdes
sanguineas quando ainda ndo se fazia pesquisatieéH&h nos bancos de sangue (KIM,
2002). Outras formas de transmissdo associadadra® séo uso de drogas intravenosas,
tatuagens e pratica tedy-piercing(HELLARD et al, 2003 e KIM, 2002).

Frequentemente relata-se a associacdo do VHC ae da imunodeficiéncia
humana (HIV), pois os dois virus apresentam viasralessmissdo semelhantes. Um estudo
realizado no Brasil mostrou que em um grupo deemées com HIV, 17,7% s&o co-
infectados pelo VHC (MENDES-CORRE# al, 2001), sendo observado que a carga viral
do VHC € maior quando ha co-infeccdo (MATTHEWS-GIREHE al, 2001).

A transmissdo sexual do VHC ainda ndo esta bemaresala, havendo
controvérsias quanto a esse aspecto em diversadossapresentados (GROSS, 2001;
STROFOLINIet al, 2001; WEJSTAL, 1999 e DIAG®t al, 1996). Uma pesquisa mostrou
uma baixa prevaléncia de mulheres infectadas pelrgdos e ainda levanta-se a duvida se
esta infeccdo teria ocorrido realmente por transfoisexual ou por exposicado aos mesmos
fatores de risco (STROFOLIN al, 2001 e DIAGCet al, 1996).

Outras pesquisas mostraram baixo numero de RNAearnaesperma e secrecdes
cérvico-vaginais de pessoas infectadas pelo VHQ. EEEet al, 2003 e MESEGUER al,
2002). Relata-se que a transmisséo intrafamiliarcoatato sexual, ou ndo-sexual, se daria
por compartilhamento de instrumentos perfuro-coeamao descartaveis (MESEGUER
al., 2002).

A transmisséo vertical € possivel durante o momdaotparto, pois ha riscos de

contato sangiiineo entre a mée infectada e a crianga esta taxa de transmissédo €
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relativamente baixa e esta associada a altos nivais maternos (BATALLANet al, 2003).

O comportamento do virus em criancas é descritoocdr®am menos grave que O
comportamento viral observado em adultos, tend@ntoa, sendo as criangas assintomaticas
e tendo exames clinicos normais (BOST-BRU, 1999).

1.2.9 Epidemiologia

Estima-se que mais de 170 milhdes de pessoas enotodindo estdo infectadas
pelo VHC (LAUER, 2001), sendo a prevaléncia virairbvariavel entre as varias partes do
mundo(Figura 3).

O virus da hepatite C (VHC) é o principal causaderhepatite ndo-A nao-B
transmitida via parenteral. A prevaléncia mundi@l\HC é de 0,2 a 2% em doadores de
sangue e de até 80% em usudrios de drogas intsage(icCAUER, 2001).

1,0-1,9%
2,0-2,9%
>2,9%

OB 00O

Sem dados

Figura 3: Distribuicdo do VHC no mundo. Fonte: Petzl, 2004.

Segundo Shepard e colaboradores (2005) a preval@iocVHC no Brasil é de
1,1%. Essa prevaléncia é baseada na investigac®aaientes positivos para o VHC em
bancos de sangue, contudo este dado ndo € prpoisosomente uma pequena parte da
populacao brasileira € doadora de sangue e se tineste procedimento. Desta forma esse

dado de prevaléncia pode estar mascarando umaglgssdvaléncia maior da hepatite C no
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Brasil. Entretanto, estudo realizado por PaltaniReiche (2002), também em bancos de
sangue brasileiros, mostrou uma prevaléncia deiyidside para o VHC de 0,9%, semelhante

ao apresentado por Shepard.

1.2.10 Epidemiologia molecular

Os estudos da epidemiologia molecular do virusis@ortantes para que sejam
identificados os fatores que possam influenciatraasmissao e progressao da doenga, bem
como, para que seja esclarecido sobre a origentigtessos genoétipos do virus no mundo
(Figura 4).

Considerando-se que estudos dessa natureza sao patados no Brasil, €
necessario que se delineie o perfil da genotipadeMHC, visto que existe uma relacdo bem
estabelecida entre o genotipo viral e a resposteatamento. Também séo realizados estudos
com o objetivo de relacionar a forma de transmiskfgirus ao genotipo predominante entre
diferentes populacdes de risco. Nos Estados Unmggndtipo 1la € o mais presente entre
usuarios de drogas intravenosas (ROSENMI, 1999). Enquanto que, na lItalia, os genétipos
prevalentes neste mesmo grupo de risco sao osigenda e 3a (SILINét al, 1995b).

No Brasil, os gendtipos 1, 2 e 3 encontram-se bamiliidos nas diversas
regides do pais, com ocorréncia rara do gendtimandalguns estados da regido sudeste
(CAMPIOTTOet al, 2005 e OLIVEIRAet al, 1999 ).(Figura 5)
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Figura 4: Distribuicdo mundial dos genotipos do VHC. Fomiiebsteret al., 2000.
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Figura 5: Distribuicdo dos genétipos do VHC no Brasil. SethiJsek e Oliveira (2003).

1.2.11 Diagnostico
1.2.11.1 Diagndstico Sorologico

A reatividade de anticorpos pode ser detectada paya grande variedade de
epitopos virais, correspondendo tanto a proteisaasitarais como proteinas nao-estruturais
do VHC (STRAUSS, 2001). Testes ELISA sé&o faceisxkrutar e baratos. Acredita-se que a
sensibilidade dscreeningde pacientes realizado por esse teste varie @el®®%. Um dos
problemas desta técnica € a possibilidade de agledgtfalsamente negativos devido ao
periodo de janela imunolégica necessario ao apaesto dos anticorpos. Da mesma forma,
individuos imunocomprometidos também tém uma maassibilidade de obterem resultados
falsamente negativos (PAWLOTSKY, 1999).

O teste RIBA ¢é utilizado para confirmar resultagositivos no teste ELISA e
tem por base a deteccdo de anticorpos anti-VHGta fa ligacdo desses a antigenos virais
fixados em membranas de nitrocelulose (MUNOZ ESHEW(O2002). De acordo com
Pawlotsky (1999), este teste ndo € util ao diagegwsas infec¢cdes pelo VHC em laboratorios
clinicos, por ndo apresentar nenhuma informacacamdil ao ELISA. Por outro lado, esse
método pode ser utilizado na analise de sorocodesr® € muito importante para o
diagnostico do VHC em bancos de sangue (PAWLOTSK®)9).

O ensaio imunoenzimatico para o antigeno do cor&/ld€ foi desenvolvido
recentemente e sua eficiéncia tem sido comparaddo #este qualitativo para o virus
(REDDY et al, 2006). A pesquisa desse antigeno tem sido wdiza@rincipalmente, no
acompanhamento do tratamento de pacientes, vist@gmiveis de antigeno do core podem
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ser correlacionados as concentracbes de RNA vireseptes no soro dos individuos
infectados e, consequentemente, podem ser usadas w@arcadores da replicacdo viral
(BUTI et al, 2004).

1.2.11.2 Diagnostico por Cultura de Células

Por muito tempo, um modelo de cultura de célulasigivel para a replicacéo do
VHC nao foi possivel. Diversas linhagens celuldoeam testadas, mas nao havia um tipo de
célula ideal que permitisse o isolamento viral péirs de pesquisa ou diagnostico
(BARTENSCHLAGEREet al, 2003).

Contudo, a partir de 2003, foi proposto um mode&audltivo celular para estudo
do VHC (TOMASSINI et al, 2003). Para que este modelo fosse possivel, fdedtas
alteragbes na estrutura do genoma do VHC. Estasepaeq alteracbes visam facilitar a
adequacdo viral ao meio de cultivovitro. Este complexo ja funciona bem e permite que se
descubra cada vez mais informacdes a respeitordetedsticas ainda obscuras com relacéo
ao VHC, como forma de replicacdo e fungcbes de adguproteinas virais (AlZAKEt al,
2004). Entretanto, esse modelo de complexo replcat € utilizado para fins de pesquisa.
Como o virus utilizado nestes estudos € um virusmbe, o virus infectante presente em um
individuo infectado continua sendo incapaz de gdice em meios normais de cultivo

celular.

1.2.11.2 Diagnostico Qualitativo do VHC

A Reacado da Polimerase em Cadeia (PCR) é a fertarderbiologia molecular
mais facilmente utilizada no diagnostico de doenCasacteriza-se por possibilitar diagnostico
rapido, sensivel e especifico. A principal difiadé na adequacgéo da técnica de PCR para o
VHC foi a escolha dos iniciadores a serem utilizaada reacao.

Okamoto e colaboradores (1990) analisaram varimsadores para reacdes de
PCR, os quais eram localizados em diferentes regide VHC tais como: regido 5’ nao-
codificante do genoma do VHC, regido do core, megdadificante da proteina NS1, regido
codificante das proteinas NS3 e NS4 e regido cadife da proteina NS5. Seus estudos
concluiram que a regido nao-codificante do genoirted & a area mais conservada entre os
diferentes tipos e subtipos do VHC, tornando-ssimgsa regido mais adequada a pesquisa do
RNA do VHC por PCR. A utilizagdo de uma segunda RDRenta dez vezes a eficiéncia do

teste, promovendo sensibilidade de 10U/mL.
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Ja a hibridizacadn situ € utilizada para detectar presenca do RNA do VRC e
esfregacos de células mononucleadas a partir dgisgveriférico (BRECHOT, 1997). Essa
técnica ndao é muito utilizada, ndo havendo muistsd®s que constatem sua eficacia.

O “HCV Qualitative TMA” € um teste disponibilizadoomercialmente pela
Corporacdo Bayer. Esta técnica € baseada em tEsogacaptura da seqiéncia alvo,
amplificacédo desta sequiéncia e deteccdo do prespdificado. A deteccao € feita utilizando-
se sondas complementares ao fragmento amplificagicatias com quimioluminescéncia,
sendo o resultado obtido a partir da interpretati@ginal quimioluminescente (KHAM al,
2004).

O teste “AMPLICOR HCV MONITOR” € um teste comercile baseia-se na
transcricdo do RNA viral para producdo do cDNA, Aicpcdo por PCR deste cDNA alvo
usando iniciadores especificos do VHC, hibridizadas produtos amplificados com sondas
oligonucleotidicas especificas do alvo e detecg@optodutos amplificados e fixos a sonda por
determinacao colorimétrica (AMPLICOR HCV MONITOR 3E V 2.0, Roche Diagnostic
Systems, Germany).

1.2.11.3 Genotipagem Viral

A incapacidade de deteccao da existéncia de cogiédepor diferentes genotipos
ou subtipos é um problema geral encontrado nassdisegécnicas de genotipagem do VHC.
Até mesmo o0 sequienciamento que mostrou-se a téomiis sensivel, € ineficiente na
determinacao de co-infec¢cdes (HAUSHORERI, 2003).

A técnica de RFLP baseia-se na amplificacdo d@oegnao-codificante do RNA
viral, com consequente digestdo do produto amatific As enzimasHadll e Rsd
combinadas com as enzimitval e Hinfl seriam as responsaveis pela diferenciacdo das
amostras em genotipos. A diferenciacdo entre ospsisbla e 1b ocorreria pela utilizacdo da
enzimaBstUI, enquanto que a diferenciacdo em subtipos 2a @e 2laria pela utilizacdo da
enzimaScrFI. A técnica nao diferencia os subtipos do gen@igm a, b e ¢ (DAVIDSONt
al., 1995).

O teste comercial LiPA, baseia-se na hibridizagé® mrodutos amplificados com
sondas especificas para os diferentes genotipass.viNo caso, utilizam-se primers
biotinilados para amplificacdo do material viral m@gido 5’ndo-codificante. O DNA
produzido a partir do RNA viral € hibridizado p@nslas oligonucleotidicas imobilizadas. As
sondas encontram-se ligadas a uma fita de nitlosele séo especificas para a regido 5’ dos

diferentes genotipos do VHC. Utiliza-se um conjugamdra revelacdo da hibridizacdo. A
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banda da fita que der resultado colorimétrico gpoede ao gendtipo do virus (COMANOR
et al, 2003).

A genotipagem do VHC por técnica de sequenciamenéalizada por analise das
sequéncias da regido 5’ ndo-codificante ou, aténogeda regido hipervariavel codificadora
da proteina do envelope E2. Esta técnica podesgarpior diferentes kits de sequenciamento
e seus respectivos aparelhos (MULLERal, 2003; ELAHIet al, 2003 e BRECHOT, 1997).
As técnicas de sequenciamento sdo consideradassamsiv/eis para uso em grandes rotinas
quando comparado com os testes de hibridizacdo GHQFERet al, 2003), todavia o

custo é mais elevado.

1.2.11.4 Diagndstico quantitativo do VHC

Métodos para medi¢do da carga viral tém utilizaG& Bjuantitativa e um teste de
“branched” DNA. Todavia, é necessario definir damente a relevancia dos niveis virais de
VHC e padronizacdo destes niveis em unidades adenmais, para que eles possam ter
aplicacédo clinica e em pesquisa (PAWLOTSHtyal, 2000). O conhecimento da carga viral
€ importante para o acompanhamento da eficaciaatiartento. A quantificacdo da carga
viral, no entanto, ndo € um indicador da graviddaldoenca (PAWLOTSKY, 2002).

O Teste AMPLICOR HCV MONITOR utiliza na amplificagdjunto com a
amostra a ser quantificada, um Padrdo de Quagtiiicdo VHC que € uma copia transcrita
de RNA néo-infecciosa que contém locais de fixag@miciador idénticos aos do RNA alvo
do VHC e uma regido unica de fixacdo da sonda euaife que o amplicon do Padréo de
Quantificacdo se distingua do amplicon do VHC. @&is de RNA do VHC presentes nas
amostras de teste sdo determinados comparandalodsi'VHC com o sinal do Padrao de
Quantificacdo em cada amostra (AMPLICOR HCV MONITOREST V 2.0, Roche
Diagnostic Systems, Germany).

A RT-PCR Competitiva € um método-house baseado na co-amplificacao
competitiva de sequUéncias alvo especificas juntpadrbes internos de concentracdo
conhecida em um mesmo tubo de reacio. E usadompetidor thio-RNA mutado, estavel e
resistente a Rnases, como controle interno. Dejmisanscritos e amplificados, os produtos
sao digeridos corBamHL e é feita eletroforese em gel de agarose. A Gwaggo € dada a
partir da densidade otica das bandas visualizadageh medidas sob luz ultra-violeta e
usando um sistema proprio para analise. A intedsidia fluorescéncia emitida pelo brometo
de etidio associado ao DNA é proporcional a quadgédde DNA. Em estudos realizados, 0
teste mostrou-se tdo sensivel quanto o “real tiem@fiais sensivel que o ensaio Amplicor
HCV Monitor (HAZARI et al, 2004).
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Dentre os testes disponibilizados para quantificadd RNA do VHC, o Real
Time PCR é o teste com menor limite de deteccad ¢8pias/mL) sendo, portanto, o mais
sensivel (MANCINI et al, 2004). No entanto, 0o custo da maquina, da soddakit
fluorescente e de outros reagentes necessariosapamplementacdo da técnica, torna o

meétodo muito caro e inacessivel para diagnéstiqeedeenas rotinas (HAZARY al, 2004).

1.2.12 Prevencgao e tratamento

A prevencdo da infeccdo pelo virus da hepatite @emige mais da
conscientizacdo da populacao que de politicasgashlisando a este fim. Atualmente, o teste
para VHC feito nos bancos de sangue € o primeissgpara a diminuicdo da incidéncia da
hepatite C (SIMMOND&t al, 1993).

O desenvolvimento de vacinas seria uma outra aligen para o combate a
disseminacéo da infeccéo pelo VHC, contudo essenaliva se confronta com uma série de
obstaculos. O primeiro deles é exatamente o fatvVHIG ser altamente heterogéneo, o que
dificulta a confec¢do de uma vacina efetiva cotdd®ds 0s genotipos e subtipos virais. Além
disso, os ensaio® vitro ndo estdo bem estabelecidos ainda e a pesquigacuoas fica
bastante comprometida. E importante que se saibaagtigeno seria mais efetivo para a
inducdo de uma resposta protetora, efetiva e auestEVENSet al, 2003).

O tratamento para hepatite C baseia-se na terapidicada de interferon e
ribavirina. Os interferons (IFN) do tipo | foram psmeiros agentes a permitir um tratamento
eficaz para hepatite viral C cronica com clareameiral de 40% a 50%. A monoterapia com
IFN para hepatite C cronica leva a uma respost208é a 25%, enquanto o tratamento
combinado de IFN e ribavirina aumenta o nimeroedpastas a longo prazo para mais de
50% (DUMOULIN et al, 1999).

Assume-se que ambos, a inducdo de um estado ahtigir os efeitos
imunomodulatérios do IFN, sdo importantes para imieacdo da infeccdo pelo VHC.
Durante um tratamento bem sucedido para hepatitedfica, € incomum uma elevacao da
atividade inflamatéria; observa-se, na verdade, detlinio gradual dos niveis de
aminotransferases séricas pouco tempo apdés o lesiaento da terapia com IFN
(DUMOULIN et al, 1999).

Outras possibilidades de tratamento baseadas tigaig@o da RNA-polimerase
viral, das proteases virais ou bloqueio da ligad@®&NA viral aos ribossomos do hospedeiro
ainda estdo em estudo (DASGUP®&#al, 2004; NEVENSet al, 2003 e BOROWSKGet al,
2002).
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1.3IMPORTANCIA DO ESTUDO

O VHC é endémico na maioria das partes do munda malistribuicdo
geografica de seus diversos gendtipos, bem comoi@éncia e a prevaléncia da hepatite C
ocorre de forma diferente nos diversos pontos dogpé.

Estudos de epidemiologia molecular do virus sdoortaptes para que sejam
identificados fatores que influenciam a transmissgwogressao da doenca, bem como, para
gue sejam estabelecidos esclarecimentos sobrgenodos diversos gendétipos do virus no
mundo.

Considerando-se que estudos desta natureza sdo pelatados no Brasil é
necessario que se delineie o perfil epidemiolédm®&HC em nosso pais.

Este trabalho ira revelar a epidemiologia da hep&tiem Fortaleza, esclarecendo
acerca de questdes sociais e fatores de riscoamd@os a gravidade da infecgao; tornando
possivel o estabelecimento de metas mais adeqaadamtrole e prevencdo da doenca nesta

cidade.



-36 -

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

* Realizar estudo molecular do Virus da Hepatitedado de pacientes provenientes de um
hospital de referéncia em Fortaleza, Ceara, nogerde Marco de 2004 a Agosto de
2005.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Implantar o diagndstico qualitativo e a genotipagnvirus da hepatite C na Unidade de
Biologia Molecular, do Departamento de Patologi®edicina Legal, da Universidade

Federal do Ceara.

» Descrever caracteristicas epidemioldgicas reladama infeccao pelo virus da hepatite C

na populacao estudada.

* Observar a possivel forma de transmissdo viral gopnégthnte entre os individuos

avaliados.

» Determinar a prevaléncia dos genaotipos do virusegiatite C na populacao de estudo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1DESCRICAO DO ESTUDO
3.1.1 Local do estudo

Esta pesquisa foi realizada na cidade de Fortategatal do estado do Ceara.
Fortaleza é uma cidade com aproximadamente 2.3¥h&Mditantes (populacdo estimada em
01/07/2005, segundo IBGE). O sexo masculino coordp a 47% dos habitantes e a maior
parte da populacdo encontra-se concentrada na étéxe de 10 a 30 anos (DATASUS,
2005).

Em 2002, o Ceara apresentou a maior incidénciapatite C na regido Nordeste
com 109 casos novos, ficando a frente de estadne 8ahia (105 casos) e Pernambuco (78
casos) (DATASUS, 2005). O governo do Estado do & edravés da Secretaria de Saude do
Estado, tem concentrado esforcos na tentativa debaier a hepatite C, por meio de
campanhas de informag&o sobre a transmisséo daadeate financiamento do tratamento de
pacientes infectados com o VHC.

Os pacientes deste estudo eram provenientes ddatorude gastroenterologia
do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC). MJWC €, reconhecidamente, um
hospital de referéncia no controle e tratamentohé@atites virais no estado. E um hospital
publico responsavel pelo atendimento de aproximadéenl11.350 pessoas por més. As
consultas no ambulatério de gastroenterologia spomdem a 5% da demanda mensal do
hospital.

Os procedimentos laboratoriais foram realizadosaboratério de Pesquisa em
Micobactérias e na Unidade de Biologia MolecularPepartamento de Patologia e Medicina

Legal da Universidade Federal do Ceara.

3.1.2 Ciritérios de incluséo
Foram incluidos na pesquisa:
» Pacientes com teste anti-VHC positivo, apresentaimtomas ou nao.

» Pacientes com historia clinica sugestiva de infepgio VHC.

3.1.3 Ciritérios de excluséo
Fora excluidos da pesquisa:

» Pacientes que ja haviam iniciado tratamento da@éie pelo VHC ha mais de um més.
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3.2COLETA DE AMOSTRAS E ENTREVISTA

Os pacientes eram atendidos pelo médico gastrotogeta e depois
encaminhados para a coleta de sangue.

Apoés esclarecimento acerca do estudo e da aquislgdgonsentimento do
paciente (ANEXO II) era coletado 10 mL de sanguemdsmo em tubo sem anticoagulante
através de puncdo venosa. Este material era prentandentificado (nome do paciente e
namero de registro da amostra no laboratério) endicmnado em isopor contendo gelo,
sendo mantido assim até o procedimento de sepadacgaro.

Apés a coleta de sangue, era feita uma entrevisimm ® paciente.
Confidencialmente, o individuo respondia a alguntpestdes para que pudesse ser
preenchido um questionario (ANEXO II). Neste quasdrio eram anotados dados relativos a
condicdo socio-econdmica, fatores de risco para Vh@nifestacbes clinicas, existéncia
prévia ou atual de outras doencas (como hiperterdiabetes, problemas renais ou de
coagulacédo, hepatite B, hepatite autoimune), indgdes sobre uso de medicamentos e
tratamento.

Dados laboratoriais eram adquiridos posteriormeati@vés da leitura dos
prontuarios dos pacientes. Pesquisavam-se ressiltdelotestes sorologicos para diversos
agentes virais como: virus da imunodeficiéncia man@llV), virus da hepatite B (VHB),
virus da hepatite A (VHA) e HTLV | e Il. Também eranotados resultados de dosagens de
transaminases (ALT e AST), albumina, proteinasd@adilirrubina.

Os indices de transaminases apresentados pel@ntegceram classificados em
niveis normais ou alterados. Contudo, para que #ssede classificacdo fosse feita, era
necessario que se analisasse os niveis de ALT eap8Bentados pelo individuo em pelo
menos trés dosagens recentes dessas enzimas. dNdagmciente ndo apresentar as trés

dosagens recomendadas, nao era possivel fazaipesde classificacéo.

3.3PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O processamento das amostras para o diagnéstiezutenr do VHC foi realizado
no laboratorio de Pesquisa de Micobactérias e naldda de Biologia Molecular do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC.

O sangue coletado era armazenado a 4°C por undpeat@?2 a 4 horas para que
ocorresse a retragdo do coagulo. Apds esse tempatesial era centrifugado a 3000 rpm por
15 minutos e o soro obtido era transferido pamtwipios identificados apenas com o namero
de registro da amostra no laboratério.
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O soro era dividido em duas aliquotas de 1mL. Aualia que seria utilizada
imediatamente na etapa de extracdo de RNA era amada a -20°C, enquanto que a outra
aliqguota era armazenada a -80°C, constituindo uomateza. O protocolo adotado no
processamento das amostras esta apresentado mol @@xexperimento seguiu o fluxograma

apresentado naigura 6.

Coleta de sangue sem anticoagulante
(separacéo e armazenamento do soro)

Extracéo de RNA a partir do soro

12 PCR

Nested PCR

Eletroforese em gel de agarose 1,2%

Resultado Positivo Resultado Negativo

RFLP Repeticdo a partir da extracéo
|
Reacédo 1 Reacéo 2
Enzimas Hae llle Rsal| | Enzimas Mva |l e Hinf |

Gendtipo Viral Gendtipo Viral
Figura 6: Fluxograma geral da metodologia experimental.

3.4AEXTRACAO DE RNA

Toda a etapa de extracédo de RNA viral era realieadaapela de fluxo laminar
tipo Ilb, com fluxo negativo, localizada no Labdnméd de Pesquisa em Micobactérias, no
Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC.

Antes do inicio do procedimento, a cabine era licga glutaraldeido 2% e todo
o material a ser utilizado na extracdo (pipetasitgpmas, tubos, luvas, estantes e alguns
reagentes) era submetido a luz ultravioleta pomgtutos(Figura 7). Foram tomados todos
0s cuidados necessarios para evitar a contamitagddrnases contidas no ambiente durante
a manipulacdo do material. Nesta etapa, o desdagemateriais era feito em solucdo de

hipoclorito de sodio 5%.
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Figura 7: Cabines de biosseguranca contendo os materiasineglos para submissao a luz
ultravioleta antes do inicio dos procedimentos grpentais. O item “A” apresenta a cabine
utilizada na extragcdo de RNA viral e o item “B” msponde a cabine utilizada para

preparacao de mix de transcricdo, PCR e digest&matica.

A extracdo foi baseada na publicacdo de Chomczyas#éti Sacchi (1987). A
primeira etapa da extragéo objetivava a separagé® @ RNA e a maioria dos contaminantes
organicos presentes no soro. Em um tubo tipo empedd 1,5mL era adicionado 3p& de
TRIZOL® (Invitrogen), 35uL de cloroformio:alcool-isoamilico 24:1 e 2pQ da amostra de
soro do paciente. As amostras eram homogeneizaalasaimente e, a seguir, centrifugadas a
12000 rpm por 10 minutos em centrifuga refriger@d&C (Modelo 2K15 - SIGMA).

Apb6s a centrifugacdo, o RNA solubilizado na fasaoaq superior da amostra
(aproximadamente 35H0) era transferido para um novo tubo de 1,5 mL eodd 70QL de
etanol 95% e 3QuUL de acetato de sodio 3M pH 5,5. Esta mistura enadgeneizada
lentamente e mantida a -20°C por 20 minutos pagaogorresse a precipitacdo do RNA. A
seguir, o material era centrifugado a 12000 rpm2@ominutos a 4°C.

Apés essa fase, era realizada a etapa de lavagesagem do RNA extraido. O
etanol 95% era desprezado e ao RNA precipitadadicaonado 1mL de etanol 80%. Uma
etapa de centrifugacdo (5 minutos a 12000rpm/ dP&¥feita e o etanol 80% era desprezado
para que fosse adicionado etanol 100% ao tubo. Dava etapa de centrifugagcéo era
realizada, idéntica a anterior, e a extracdo eaifiada com o descarte e a secagem de todo o
etanol. Os tubos eram deixados em posicdo invesidme gaze estéril por cerca de 15
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minutos para garantir a secagem completa do et@nhglrotocolo seguido na extracao de
RNA é apresentado no anexo |.

Um controle positivp representado por uma amostra de soro sabidarR€ie
positivo para o virus da hepatite C, era adicionadmda nova bateria de extracdes para

validar os experimentos.

3.5TRANSCRICAO REVERSA

A reacdo de transcricao reversa era feita imedextganapos a etapa de extracéo
de RNA. Objetivava a conversdo do RNA extraido debsira de soro em cDNA para
possibilitar a execucao das etapas posterioremgéfigacédo do acido nucléico viral.

Para cada amostra era preparado um mix d&_2&mposto por todo o material
necessario a transcricdo, representado porupllde HO Mili-Q, 5 pL de tampéo &
(contendo tris-HCI 250mM, pH 8,0; KCI 375 mM e MgCbmM), 2uL de Ditiotreitol 0,1M
(DTT - Invitrogen), 1,QuL do mix de desoxinucleotideos 10 mM (contendo arerimina,
guanina e citosina — Amersham Biosciences)ul,de “random primer” 5M (Invitrogen),

1,0 uL da enzima para inibicdo de Rnases JMIRNAsiIn - Invitrogen) e 1,uL de MMLV
200UML (“Moloney Murine Leukemia Virus” — Invitrogen).

Esse mix era adicionado diretamente ao tubo coatemdRNA extraido e
precipitado. A seguir, os tubos eram mantidos a tengperatura de 37°C (Banho-maria
Thermonix - Biotech International) por um period® 8 a 12 horas para que ocorresse a
reacao de transcricao reversa.

Ao fim do tempo necessario a reagdo de transcnefiersa, o material era
submetido a um aquecimento de 95°C por 10 minotgsial objetivava finalizar o processo
por desnaturacdo da enzima MMLV-RT. Logo depoisaterial era mantido a 4°C por 10
minutos, centrifugado, identificado (cDNA, nimere kgistro da amostra no laboratorio e
data da extracdo) e armazenado a -20°C. O protativado nas etapas de transcricdo
reversa, amplificacdo do acido nucléico viral éreferese encontra-se apresentado no Anexo
l.

O controle negativo da reacaera composto pelos reagentes da transcricdo
reversa adicionados de agua. A partir deste momelg@assava por todas as etapas as quais
as amostras dos pacientes eram submetidas. Nadeasantaminac&o do controle negativo,
os resultados obtidos eram desconsiderados etes &am refeitos a partir da extracdo de
RNA do soro.
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3.6AMPLIFICACAO DO ACIDO NUCLEICO VIRAL
Foi baseada na técnica descrita por Chan e coldres (1992), que utiliza dois
pares de iniciadores relativos a regido 5’ naofmadite do genoma viral.

3.6.1 Primeira PCR

Ocorria da seguinte forma: 4. do cDNA produzido era adicionado a @IL do
mix de 12 PCR composto por 18 de HO Mili-Q, 2,5 uL de tampéo 10 adicionado de
MgCl, 15 mM, 0,5uL de dNTPs 10 mM (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), @5 de cada
iniciador 939 e 209 (50pmolegd/ - Quadro 1 - Invitrogen), e 0,2uL de Tag-polimerase
5U/uL (Cenbiot enzimas).

A seguir as amostras eram levadas ao termocictadoe Amp PCR System 9700
(Applied Biosystems) e a reacéo era processad&guirge esquema: aguecimento inicial a
94°C por 3 minutos, para que ocorresse a sepadasditas de DNA; seguido de 30 ciclos de
94°C por 25 segundos para a desnaturacao, 50°85p@®gundos para o anelamento e 68°C
por 2,5 minutos para a extensao. ApGs os trintagibavia um periodo de extensao final que
ocorria a 68°C por quinze minutos e depois as aa®®ram mantidas a 4°C até serem
retiradas do termociclador e armazenadas a -209@o@uto gerado por esta reacdo possuia
306 pb, contudo a quantidade do mesmo na amostia ara pequena, o que impossibilitava
sua visualizacdo em um gel de agarose e fundanzeataecessidade da realizacdo de uma

segunda PCR.

Iniciadores Sentido Sequéncia (5'- 3)
939 Positivo CTGTGAGGAACTACTGTCTT
209 Negativo ATACTCGAGGTGCACGGTCTACGAGACCT

Quadro 1: Iniciadores de primeira PCR.

3.6.2 Nested PCR

Na segunda reacdo de PCR eram adicionaghhsd® produto da 12 PCR a b
de um mix constituido por 59/l de HO Mili-Q, 7,5 uL de tampao 18 adicionado de
MgCl, 15mM, 1,0uL de dNTPs 10 mM (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), ftl0dos iniciadores
internos 940 e 211 (50pmolgk/ - Quadro 2 - Invitrogen), e 0,4L de Tag-polimerase
(5U/uL — Cenbiot enzimas)
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O programa de temperaturas, ao qual as amostram stdbmetidas no
termociclador, era 0 seguinte: aquecimento in@i@k°C por 3 minutos para que ocorresse a
separacao das fitas de DNA seguido de 40 ciclos94R€ por 25 segundos para a
desnaturacao, 50°C por 35 segundos para o anetarmefB8°C por 2,5 minutos para a
extensdo. Aqui também havia um periodo de extéins@aepresentado pela manutencao das
amostras a uma temperatura de 68°C por quinze esimJtao final, os tubos ficavam a 4°C

até sua posterior estocagem a -20°C. O produt@éederado por esta rea¢do possuia 251pb.

Iniciadores Sentido Sequéncia (5'- 3)
940 Positivo TTCACGCAGAAAGCGTCTAG
211 Negativo CACTCTCGAGCACCCTATCAGGCAGT

Quadro 2: Iniciadores da nested PCR.

3.7VISUALIZACAO DO PRODUTO DE PCR

Quinze microlitros do produto amplificado no nesB&R eram misturados al3
de tampéo de carregamento & aplicado em um gel de agarose 1,2% preparadbAdimlx
(ver anexo |) contendo brometo de etidio na comaeao final de 0,pg/mL. O brometo de
etidio intercala-se a acidos nucléicos e permitésaalizacdo de bandas de DNA sob luz
ultra-violeta (SAMBROOKet al, 1989). Este reagente tem a¢cdo mutagénica. Ognoerto
adotado para descarte de géis e tampdes contarminanipeste reagente encontra-se descrito
no anexo | e foi baseado na publicacdo de Lunmedda (1987).

A corrida eletroforética era desenvolvida a 50 W merca de uma hora
(Electrophoresis Power Supply EPS 600 - Pharmam#edh), em seguida as bandas eram
visualizadas com iluminacéo ultravioleta.

Os resultados positivos passavam para a etapardeigggem e os resultados
negativos eram confirmados por repeticdo a padinova extracdo de RNA. A sequéncia

viral amplificada, especificando a localizagéo mhiciadores, € mostrada fégura 8.
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gooagooccctgatgyggogegacactocaccatgaateactecccC TG I GAGGARC TACTGTCTTo a
cycagaaagogtctagocatggogttagtatgagtgbtegbgeagoctccaggacceocootocogy
gagagocatagtggtectgeggaaccggtgagtacacocggaattgocaggacgacegygtoetttet
tggatocaaccogotoaatgectggagatttgygegtgoccecgeaagactgoetageegagtagtgt
tgogogtoegoegaaaggecttgtggtactgoctgat agggtgottyogyagtgoceegygRGGTCTCETR
GACCGTGCACCATGAGCACcgaatoctaaacctcaaaaaaaasacaaacygt

Figura 8. Sequéncia do genoma viral amplificada. Os iniciadd@39 e 209 encontram-se
destacados em vermelho, enquanto que os inicia@d@s 211 apresentam-se em verde.
Fonte: CHOCet al, 1991.

3.8 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

A etapa de genotipagem do virus era realizada eas deacdes de digestédo
enzimatica baseadas na publicacdo de Davieisah (1995).

Na primeira reacdo (RM1) eram utilizadas as enzideasestricddladll e Rsd.
Vinte e cinco microlitros do produto de nested R&& adicionado a um mix constituido por
1,4uL de HO, 3,0uL de tampao NE 20(Invitrogen), 0,3.4L de Hadll 10U/uL (Invitrogen)

e 0,3uL deRsd 10U/ pL (Invitrogen).

Na segunda reacdo (RM2), as enzimas utilizadas &baah e Hinfl. Também
nessa reacao, era adicionado 25 pL do produto stech®CR a um mix de 1j4 de HO,
3,0 uL de tampéo K 1R (Invitrogen), 0,3uL de Mval 10U/uL (Pharmacia Biotech) e Q&
de Hinfl 10U/ pL (Invitrogen). OQuadro 3 mostra as enzimas de restricdo utilizadas e seus
respectivos sitios de restrigéo.

Ambas as reacfes de digestdo ocorriam a 37°C pma de 12 horas. ApOs esse
tempo, as enzimas eram desnaturadas por aquecimef@®C por 10 minutos. O material
digerido ficava armazenado a -20°C até o momentandéise por eletroforese. O protocolo

seguido na genotipagem viral esta apresentado BROAIN
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Enzima de Restricao Sequéncia Alvo Local de corte
Haelll GGCC GG/ CC
CC /GG
Hinf | GANTC G/ ANTC
CTNA/G
Mval CCWGG CC /WGG
GGW /CC
Rsal GTAC GT /AC
CA/TG

Quadro 3: Sitios de corte das enzimas empregadas na gegertipdo VHC. A letra N

representa as bases nucleotidicas A, C, G ou Taetg W representa Aou T .

3.9ANALISE DO PADRAO DE RESTRICAO

A eletroforese dos fragmentos de restricdo era @it gel de agarose Metaphor®
Cambrex 4%, preparado em TAEK, Tontendo brometo de etidio na concentracéo fied,5
ug/mL de gel.

Um marcador padrdo de DNA de 25 pb (Invitrogen) adécionado a cada
eletroforese, servindo como referéncia para asmdbs fragmentos digeridos.

A corrida ocorria por um periodo de 2 horas a 58Visualizacdo das bandas era
feita em luz ultravioleta, sendo que a imagem éteda com maquina digital para posterior
analise dos resultados. &Aguras 9 e 10apresentam as variacdes de restricdo que ocorrem
nos genotipos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 quando sdo empaegedenzimadae lll/ Rsal e Mva I/Hinf
I. O protocolo utilizado para preparacéo do gel decsgaMetaphor® e para organizagéo dos

resultados esta descrito no Anexo |.
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Hsal Bral Haelll Rl Haelll HaeIllRsal

Vv v v v v v v
A 33 | 13 | 46 114 g [ 2&
b 102 114/5 9| 26
€ 34 58 114/5 g | 26
d 44 12 46 58 | ¥ | 26
e 44 12 46 114 g | 26
r 56 46 114 9| 26
£ 50 46 58 [ 9| 26
h 13 69 114 5 | 26
i 83 [ 18 114 3| 26
j 101 114 3] 26
k 4 | 172 9 [ 2
1 217 9| %
I 216 9| 1
m & | 12 ] 46 I 17 9| ¥

Figura 9: Tamanho esperado dos fragmentos de nested PERdJdig com as enzimatkadlll

e Rsd. Genotipo 1: b, c; gendtipo 2: d, e, f, g; gepotB: a, h, i, j; gendtipo 4: b, c, k. |;

genotipo 5: b, c, I'; gendtipo 6: m. Fonte: Algtal, 2000.

Muval Fiinl Adval Mval

v vy v
a 53 56 | 7 41 94
b 53 63 41 94
¢ 53 104 94
d 53 198
e 109 142
f 53 56 14273
g 53 63 4314 | 94

Figura 10: Tamanho esperado dos fragmentos de nested P@Rddg com as enzimédval

e Hinfl. Gendtipo 1: b, c; gendtipo 2: ¢, d; gendtipaa3e, f; gendtipo 4: f; gendtipo 5: d, f;

genotipo 6: g. Fonte: Abiet al, 2000.

3.10 ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica do estudo consistiu de estati descritiva (através da

apresentacdo dos dados por meio de tabelas eogréfigor analises percentuais) e inferéncia

estatistica (por meio da determinacédo de intervddosonfianca e de aplicacdo de testes de

hipotese para comparacao de propor¢des).

A analise foi realizada utilizando os programasatésticos Epi-Info 6.04d e SSPS

para Windows versao 10.0. Como nivel de signifi@oa erro tipo | foi tomado o valor mais

aplicado deo = 0,05.
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3.11 CONSIDERACOES ETICAS

O presente trabalho foi submetido ao Comité de aE#@en Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara e recebeu parecatafsl a sua execucdo no dia 29 de abril
de 2005 através do oficio N° 242/05 (Anexo lII).
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO

Foi colhido um total de 120 amostras no periodddeco/2004 a Agosto/2005
no ambulatério de gastroenterologia do HUWC. Deas®as, 70 pacientes (58,3%) eram do
sexo masculino e 50 pacientes (41,7%) eram do $exinino. A média de idade da
populacao estudada foi de 44 + 1 ano, variande digtre 80 anos de idade.

Quanto a escolaridade, 2% dos pacientes eram hew@f 16% tinham apenas o
ensino fundamental incompleto, 10% tinham terminadmsino fundamental, 6% possuiam
ensino médio incompleto, 46% possuiam ensino memhapleto, 4% tinham ensino superior

incompleto e 16% possuiam ensino superior comyfetuira 11).

2%

B Analfabetos
B Fundamental incompleto
O Fundamental completo
O Médio incompleto

O Médio completo

6% O Superior incompleto

B Superior completo

10%

46%

Figura 11: Distribuicdo dos individuos da pesquisa segundivel de escolaridade (n=120).

Dentre os 120 pacientes, apenas 89 se manifestafarmando presenca ou
auséncia de manifestacdes clinicas decorrentesfelzcéio pelo VHC. Dentre esses, 30,3%
apresentavam sintomas, sendo febre e dor abdoassihais clinicos mais relatados. Quanto
a dosagem de transaminases, somente 51 pacierst®sigio valores de dosagens de ALT
registrados em seus prontudrios e 63% destes dudisi(30 pessoas) apresentaram niveis de
ALT alterados; contudo, a relacao entre possuesasiveis alterados e apresentar sintomas da
doenca nao foi significanteX0,05).

Quanto aos fatores de risco para infeccéo pelo \@H@ais prevalente foi historia
clinica de cirurgia (37,50%), seguido por transfus@angiinea (22,80%), DST prévia
(14,65%), uso de drogas (10,77%), tatuagem (5,600 hse (4,30%) e risco ocupacional
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(4,30%). Um total de 79 pacientes apresentou neigna fator de risco para a doenca e 12
pacientes possuiam uma fonte de infeccdo descaahekidistribuicdo dos fatores de risco
para VHC entre os sexos pode ser vistaFigaura 12. Diferencas mais significativas nas
propor¢des sao visualizadas entre os usuarios a@sl(96% do sexo masculino e 4% do

sexo feminino) e tatuados (85% do sexo masculib® do sexo feminino).
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Transfusao Cirurgia Drogas Tatuagem Didlise Risco DST
sangliinea ocupacional

Figura 12: Distribuicdo dos fatores de risco para VHC engrs@xos (n=120).

Alguns dados sobre marcadores sorolégicos foraidazba partir dos prontuarios
dos individuos da pesquisa. Seis pacientes possaéiriiBc 1gG positivo e 10 pacientes
possuiam anti-HBs positivo. Da populacdo estudagahum paciente possuia marcador

sorologico para HIVTabela 1).

Tabela 1: Marcadores sorolégicos pesquisados entre os k26émpes estudados

Anti-HBc IgG Anti-HBc IgM HIV HBsAg Anti-HBs
Positivo 6 2 0 3 10
Negativo 24 20 15 31 11
Total 30 22 15 34 21

4.2 DIAGNOSTICO QUALITATIVO
Um total de 96 pacientes (80%) foi positivo no degara deteccdo do virus da
hepatite C. Um exemplo de gel de agarose 1,2% coostaas positivas para o VHC pode ser

visto naFigura 13.
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251 pb

5 6CPM CNCN

Figura 13: Gel de agarose 1,2% mostrando bandas de 251 pbs R@a 6: amostras positivas
no teste qualitativo para VHC; CP: controle positiM: marcador padrdao de 100 pb; CN:

controle negativo.

Dentre as amostras positivas, 39,6% pertenciameao $minino e 60,4%

pertenciam ao sexo masculintapela 2.

Tabela 2: Distribuicdo entre os sexos do resultado do tpsiditativo para VHC.

Sexo
Qualitativo Feminino (%) Masculino (%) Total
Positivo 38 (32) 58 (48) 96
Negativo 12 (20) 12 (20) 24
Total 50 70 120

Os pacientes com qualitativo positivo apresentamtade variando entre 18 e 68
anos. A média de idade destes individuos foi 44 an@s, estando a distribuicdo da faixa
etaria concentrada entre 32 e 59 anos, com 78nesi€81%) englobados nesta regiao,
conforme mostrado nkigura 14. Nao foi observada diferenca significativa nariisicéo
das idades entre os sex@s(,30) e, também, ndo houve correlacdo signifiaagatre o
resultado do teste qualitativo e a idade dos paesgp>0,05).
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Faixa Etaria

Figura 14: Distribuicdo dos 96 pacientes com qualitativo posipara VHC segundo a faixa

etaria.

Com relacdo aos comportamentos de risco relacienadmuisicdo da infeccao,
25% dos pacientes positivos eram usuarios ou exriasude drogas. Foi demonstrada uma
correlagéo entre o uso de drogas e a positividatle@VHC no teste qualitativéigura 15).
Noventa e seis por cento, ou seja, 24 pacienteR8dsdividuos usuarios de drogas foram
positivos neste teste, confrontando com apenam) [faciente usuario de droga e com teste
qualitativo negativo { = 0,04). As drogas usadas por esses pacientes iejataveis,
cocaina, maconha e gluconergan (um tipo de suplteneeergético injetavel). A analise entre
os fatores de risco para infeccao pelo VHC e oltadm do teste qualitativo € mostrada na

Tabela 3

4% p = 0,04

OPCR positivo
B PCR negativg

96%

Figura 15: Distribuicdo do resultado do teste qualitativorerts 25 individuos usuarios de

drogas.
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A respeito do comportamento sexual, 88% dos indaddcom histéria de
infeccdo por doenca sexualmente transmissivel f@@sitivos para VHC no teste qualitativo,
todavia, esse dado nao foi estatisticamente sogmife p = 0,24). Trinta e um por cento de
todos os 96 pacientes positivos para VHC apresamtakistoria de DST prévia, sendo
gonorréia a infeccdo mais comum.

No que diz respeito a transfusdo sanglinea, carurgidialise, ndo foi observada
nenhuma significaAncia estatistica entre a presatgsses fatores e a positividade ou
negatividade no teste qualitativo para VHC. Histdriinica de cirurgia foi o fator de risco
mais presente entre 0s pacientes positivos (738guido por transfusdo sanguinea (45,8%).
Dialise, tatuagem e risco ocupacional correspomdexas,3%, 10,4% e 8,3% dos pacientes

positivos, respectivamente.

Tabela 3: Relacédo entre os fatores de risco para infeccin\#i¢C e o resultado do teste

qualitativo.
Resultado do teste qualitativo
Fator de risco Positivo (%) Negativo (%) P
Cirurgia 70 (80) 17 (20) NS
Transfuséo sangtinea 44 (83) 9 a7) NS

Drogas 24 (96) 1 (4) 0,04

DST 30 (88) 4 (12) NS
Tatuagem 10 (77) 3 (23) NS

Didlise 7 (70) 3 (30) NS
Risco ocupacional 8 (80) 2 (20) NS

NS: estatisticamente nao significante.

Cinguenta e trés pacientes possuiam histéria dsftrséo sangiinea, todavia ndo
houve significancia estatistica £ 0,35, segundo o teste de Fisher) entre o fatoadafusao
ter ocorrido antes ou apds 1993 (ano em que foiaithd a pesquisa do anti-VHC nos bancos
de sangue) e o resultado do teste qualitativo.

Oitenta e nove pacientes se pronunciaram a resgaifwesenca ou auséncia de
sintomatologia para hepatite C. Vinte e sete d@e%o) relataram a apresentacéo de sintomas
e, dentre esses, 25 (92,6%) foram positivos ne tgsalitativo para VHC contra apenas 2
pacientes sintomaticos e negativos no teste gtraditaNo entanto, essa diferenca nao foi

estatisticamente significantg € 0,07).
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Com relacdo aos niveis de ALT, somente 51 pacidivieam seus resultados de
dosagem reportados. Dentre esses, 32 individuossexqgaram niveis de transaminases
alterados. Noventa por cento deles (29 pacientgsyatn resultado positivo no teste
qualitativo para VHC, mas, nessa relacdo, ndo tmservada significancia estatistica
(p=0,39) Figura 16).

100

80 -

60 - 0 PCR Positivo
% 40 - B PCR NegatiVC

20 -

; ] . .
Alterados Normais
Niveis de Transaminases

Figura 16: Relacdo entre o resultado do teste PCR qualitgiava VHC e os niveis de

transaminases (n = 51).

Quanto as informacdes sobre marcadores sorologiisgrvou-se que, entre 0s
pacientes submetidos a pesquisa de anticorpo &%i21 pacientes), havia uma alta
prevaléncia deste marcador (44,4%) nos pacient@squ@litativo positivo para VHC. Trés
pacientes possuiam anti-HBc IgG positivo, 2 possusarologia positiva para HBsSAg e
apenas um paciente apresentou positividade pareiBatigM.

Doze pacientes com pesquisa de anti-VHC positivanfionegativos no PCR
qualitativo para VHC. Dentre esses, um individuegoda western-blot para VHC negativo e
trés possuiam western-blot indeterminado.

Quarenta e quatro pacientes relataram que seusinoarcinham se submetido a
pesquisa de anticorpo anti-VHC. Cinco individuosgudam parceiros com sorologia positiva
para VHC, contudo, somente quatro desses indivifluasn positivos no teste qualitativo

para VHC. AFigura 17 mostra a relacao entre o resultado da sorologa\pelC do parceiro
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e o resultado do teste qualitativo do pacientesiode. Todavia, a analise desta relacdo nao

apresentou significancia estatistipa>(0,05).

100

80

60 O Parceiro VHC positivo

% : :
B Parceiro VHC negativ

O

40 -

20 A

Positivo Negativo

Teste PCR qualitativo

Figura 17: Relacado entre o resultado do teste qualitativgpesguisa de anticorpo anti-VHC

do parceiro (n = 44).

Quarenta pacientes foram submetidos a bidpsia ibapéf de acordo com os
resultados deste exame, foi observado que 37,5%esl@sdividuos apresentavam quadro de
hepatite cronica de atividade leve, 25% apresentdwepatite cronica de atividade moderada,

25% possuiam cirrose moderada e 12,5% caractenzguadro de cirrose.

4.3 GENOTIPAGEM

Todos os 96 pacientes positivos no PCR foram sullozeta etapa de
genotipagem viral. O genétipo mais prevalente, aedd com este estudo, foi o gendtipo 1
com 45 pacientes (46,9%), seguido pelo genoétip83 placientes, 34,4%), gendtipo 2 (8
pacientes, 8,3%) e genotipo 4 (apenas 1 pacieBte)nove amostras, ndo foi possivel a
determinacdo do gendtipo do VHC e esses casos folassificados como indeterminados
(Figuras 18 e 19%.
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Figura 18: Eletroforese em gel de agarose Metaphor 4%, mmakira padrdo das bandas que
caracterizam os diversos genotipos do VHC. Pocbsdmostras digeridas com as enzimas
Hadll e Rsd; pocos 8-13: produtos de 22 PCR digeridos coenasnasMival e Hinfl. Pogos

1, 3, 8 e 10 caracterizam gendétipo 2. Pogos 2edereciam gendtipo 1. Pogos 4, 5, 6, 11, 12
e 13 representam gendtipo 3. Poco 7: marcador de fadréo de 25 pb.

R e T s S 40 e 12 18

Genotipos—» 2 1 Jesiails =lfs 22l il Teban]

Figura 19: Eletroforese em gel de agarose Metaphor a 4%.eegidndo o padrdo de

genotipo 1. Os pogos 2, 4, 5, 6 9, 11, 12 e 13enfese ao gendtipo 1. Os pocos 1 e 7
caracterizam genotipo 2, enquanto que o0s pocos BO eapresentam bandas fracas,
impossibilitando a determinacdo de algum gendtipmarcador padréo de 25pb apresenta-se

fracamente no pogo 7.
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A distribuicdo dos sexos entre os diferentes gpaosétiocorreu de forma bem
igualitaria, com percentuais masculino e feminirambproximos. O UGnico gendtipo que
apresentou diferenca um pouco mais acentuada @@indtipo 1, com 67% dos individuos
sendo do sexo masculino e 33% do sexo femininotudon essa diferenca ndo conferiu

significancia estatisticap€0,33). O sexo masculino foi o mais prevalente eebddos 0s
genotipos Tabela 4).

Tabela 4: Distribuicdo dos gendtipos do VHC entre 0s sexos.

Gendtipo

Indeterminado
Sexo 1 ) 2 4 (%) (%) Total
Feminino 15 33) 4 (B0) 15 @45 O (0) 4 (44) 38
Masculino 30 (67) 4 (50) 18 (65) 1 (100) 5 (56) 58
Total 45 8 33 1 9 96

(%) 3 (%)

Na Figura 20 é mostrada a distribuicdo dos genétipos dentronde faixa etaria
determinada. Claramente, o gendtipo 2 mostrou-d98 pravalente em relacdo aos demais
genotipos dentro da faixa etaria de 44 a 56 anaslavia, esta prevaléncia nédo foi
estatisticamente significante & 0.46). Na faixa etaria de 18 a 30 anos, a Histéo
mostrou-se bem uniforme entre os grupos. Estaldigtfo foi um pouco divergente na faixa
etaria de 31 a 43 anos, mas sem significar reléx@statistica. O gendétipo 2 ndo apresentou
nenhum paciente na faixa etaria de 57 a 68 anos.
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Figura 20: Distribuicdo dos pacientes do estudo de acordoagenotipo e faixa etéria.

Para obter uma melhor analise estatistica dos dadogenadtipos virais foram
agrupados em gendtipos tipo 1 e ndo-1 e gendtipos3 e ndo-3. Esses grupos foram
cruzados com todas as variaveis relevantes desidoepara verificacdo de correlagbes
estatisticas. No que diz respeito a distribuicdo faima etdria dos pacientes desses
agrupamentos, nao se observou nenhuma diferengficsigte. AFigura 21 ilustra bem esta

uniformidade de distribuicao.
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Figura 21: Distribuicdo dos gendtipos tipo 1 e ndo-1 e tip® 180-3 de acordo com a faixa

etaria (n = 96).

A Tabela 5mostra a distribuicdo dos genétipos do VHC ensréiversos fatores
de risco responsaveis pela aquisicdo da infecc&orih clinica de cirurgia foi o fator de
risco mais presente em todos 0s genotipos virais.

A distribuicdo dos genotipos entre os fatores deoriocorreu de forma bem
homogénea. Os gendtipos 1 e 3 estiveram presefbeane os mais prevalentes em todos os
fatores de risco, sem excec¢ao, sendo o genotipmpre mais freqlente que o genotipo 3. A
distribuicdo dos pacientes com gendétipo 2 e conotiam indeterminado ocorreu de forma
um pouco menos semelhante na populacdo, mas éssaaghs ndo foram significativas.

Ademais, observou-se significancia estatisticandadoi relacionado o fato de
ter exposicado ocupacional ao virus e desenvolvengopelo gendtipo 1 do virus da hepatite
C (p = 0,01; segundo o teste de Fisher). Todas as sowtmaaveis foram analisadas e

correlacionadas com os gendétipos, mas todas agmtias apresentarao> 0,05.
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Tabela 5: Relacao entre os fatores de risco para infecci@o\¢C e os genotipos virais.

Gendtipos
Fator de risco 1 (%) 2 (%) 3 (%) Indeterminadd
(%)

Cirurgia

Sim 32 (45,7) 5 (7,1) 27 (38,6) 6 (8,6) NS

Nao 13 (52) 3 (12) 6 (24) 3 (12) NS
Transfuséo sanglinea

Sim 20 (46,50 5 (116) 16 (37,2) 2 (4,77 NS

Nao 25  (48) 3 (5,8) 17 (32,70 7 (13,5 NS
Drogas

Sim 11  (45,8) 2 (8,4) 8 (333) 3 (125 NS

Nao 34 (47,8) 6 (85) 25 (352) 6 (8,50 NS
DST

Sim 13 (448) 4 (13,8) 10 (34,5 2 (6,90 NS

Nao 32 (485) 4 (6,1) 23 (348) 7 (10,6) NS
Tatuagem

Sim 6 (60) 0 ©) 4 (40) 0 0) NS

Nao 39 (45,9) 8 94 29 (341 9 (10,6) NS
Dialise

Sim 4 (57,1) O 0) 3 (429 O ) NS

Nao 41 (46,6) 8 (9,1) 30 (34,1) 9 (10,20 NS
Exposi¢cdo ocupacional

Sim 7 (875 O (0)) 1 (125 O (0) 0,01*

Nao 38 (43,7) 8 9,20 32 (368 9 (10,3) NS

* Gendtipo 1 versus outros genotipos.
NS: estatisticamente ndo significante.

A andlise da correlagdo entre a presenca ou aaséecisintomatologia para
hepatite C e o genotipo viral causador da doenga mastrou nenhuma significancia
estatisticag = 0,16). No entanto, o percentual de individuas s;ntomatologia para hepatite
C foi, consideravelmente, maior entre os paciegéstipo 1 e 3. O mesmo ocorreu quando
relacionou-se a manutencdo de niveis elevados de AIAST e o gendtipo viral. Nas
Tabelas 6 e 7séo apresentados os valores percentuais obtdts estudo. Com relacdo aos
niveis de transaminases dos pacientes, vale regjagarem todos os genétipos, mais de 50%
dos pacientes apresentavam niveis de transamirds®ados, sendo o percentual de

individuos com transaminases alteradas maior estpacientes genotipo 1.
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Observa-se um elevado indice de pessoas apreserttandaminases alteradas,
mas nao verificou-se nenhuma relacao significativeee esta variavel, a sintomatologia da

doenca e o gendtipo viral dos pacientes.

Tabela 6: Relacao entre sintomatologia e genétipos do VHC.

Gendtipo

Manifestagoe Indeterminado
clinicas 1 %) 2 %) 3 % 4 ) (%) Total
Sintomético 11 (32) 4 (7)) 6 (23) O ©) 3 (60) 25
Assintomatico 23 (68) 3 (43) 20 (77) 1 (100) 2 (40) 49
Total 34 7 26 1 5 74

Tabela 7: Relagdo entre niveis de transaminases e gen@hipusiC.

Gendtipo

Niveis de Indeterminado
ALT 1 % 2 % 3 (%) 4 (%) (%) Total
Alterados 16 (v0) 2 (67 8 (57) 1 (100) 3 (60) 30
Normais 7 (30) 1 (33 6 @43 O 0) 2 (40) 16
Total 23 3 14 1 5 46
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5. DISCUSSAO

A descoberta do virus da Hepatite C ocorreu regssriee, em 1989, ha apenas 16
anos (CHOCGCet al, 1989). A partir desta data, varias pesquisas carae a ser feitas com o
objetivo de desvendar caracteristicas virais désmdas, como tipo de genoma, morfologia,
meio de replicagédo e forma de transmissédo (MEISE&, 1995; MATSUURAet al, 1993;
BRADLEY et al, 1992 e CHOt al, 1991). Estudos de epidemiologia molecular tommara
se importantes para a analise de rotas de traréoresde vias de disseminacao virais.

Este estudo teve como objetivo realizar um estudi@cnlar do virus da hepatite
C em pacientes atendidos no Hospital Universit@fater Cantideo, em Fortaleza, capital do
estado do Ceard, Brasil. Pesquisas dessa naturemaalmente, realizam o diagndstico
qualitativo do VHC e depois caracterizam o viruslado de acordo com 0s genoétipos e
subtipos propostos por Simmonetsal.em 1993. A partir da classificacéo viral em um dado
gendtipo e subtipo, torna-se possivel a andlisdistabuicdo dos varios tipos do virus em
determinadas categorias de idade e sexo, bem caooeaacdo destes tipos com fatores de
risco para aquisicdo da infeccdo, manifestacoriali da doenca e resposta ao tratamento.

Nesta pesquisa, foi utilizada a técnica de RFLRritagpor Davidsoret al. (1995)
para classificacdo do VHC em genotipos. Esse métblilta as enzimas de restricBae I,
Rsal, Mva | e Hinf | para realizar a genotipagem do VHC. Essa técparaite ainda a
subtipagem dos genotipos virais 1, 2 e 3 utilizaadeenzimas de restric&stUl e ScrFl.
Uma das limitacBes do nosso estudo deveu-se adfatanzimas necessarias a subtipagem do
VHC, ficando a analise restrita aos genétipos wirai

No inicio da pesquisa, enviamos amostras de sodwidgpacientes positivos para
VHC a Fundacédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), na Bahiajeoforam confirmados nossos
resultados de PCR qualitativo e de genotipagem.

Um problema encontrado no nosso estudo foi a dikkxie para obter dados
laboratoriais dos pacientes a partir dos prontsddos mesmos. Informagfes importantes
como: niveis recentes de transaminases (ALT e AgRultados de bidpsia hepatica e
presenca de marcadores sorologicos para hepathepatite B, HIV e HTLV ndo puderam
ser adquiridas de todos os pacientes. Em algurss,capenas um pequeno numero de
individuos possuia estas informacfes em seus p@mogue, no momento da entrevista,
muitos pacientes ndo lembravam dos resultados xwes realizados, portanto, a analise

destas variaveis ficou restrita aos poucos padgaqnie possuiam estes dados.
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5.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

Os pacientes com qualitativo positivo para o VHGgmbam média de idade de 44
anos, estando a distribuicdo das idades concergrdata32 e 59 anos. Oitenta e um por cento
dos individuos deste estudo encontravam-se nestadtaria.

Um estudo semelhante ao nosso, realizado na Bahma282 pacientes positivos
no teste qualitativo para VHC apresentou uma maeliade de 45 anos no sexo masculino e
39 anos no sexo feminino (PARAN&t al, 2000). Paises como Estados Unidos e ltalia
apresentaram resultados semelhantes a esse, seompra meédia de idade da populacdo
estudada variando entre 38 e 48 anos e com a mparte dos pacientes positivos para a
doenca concentrados na faixa etéria de 40 a 60 (A&MNSALDI et al, 2005; WILLIAMS,
1999).

Madhava e colaboradores (2002), ap0s extensa oeswire a epidemiologia da
hepatite C em varios paises da Africa, relatarame, a prevaléncia do VHC aumentava de
acordo com o aumento da média de idade da popuéstéidada. Entre pacientes com mais
de 40 anos de idade, a prevaléncia do VHC era m@iaresmo foi observado por Sanckéz
al. (2000) em estudo realizado no Peru.

Discordando um pouco desta média, Deteal. (2003) mostrou, em revisédo
bibliografica baseada na epidemiologia da hep@titea Australia, que os maiores indices de
infeccdo pelo VHC encontravam-se entre as pessecatizadas na faixa etaria de 20 a 39
anos, mas sendo estes indices também elevadosdeddums com 40 a 49 anos de idade.
Esta freqUéncia diminuia claramente em sujeitos mais de 50 anos de idade.

Um outro estudo realizado no Brasil, com 89 doaglal® sangue positivos no
teste qualitativo para hepatite C, mostrou que diande idade das pessoas, quando da
aquisicdo da infeccdo pelo VHC correspondia a 2hds. Apenas uma pessoa no estudo
relatava aquisicéo da infeccéo viral apos 40 aeddatle (SILVAet al, 2005). Um fator que
contribuiria para a maior prevaléncia da doenceegmssoas com mais de 30 anos de idade
seria, exatamente, o fato de que a exposicao aofgHiiminuida a partir de 1975, devido ao
surgimento de seringas descartaveis e da posaiidlide transfusdes sangliineas mais seguras
a partir de 1989, no mundo, e 1993, no Brasil (ANBAet al, 2005). A maior prevaléncia
da hepatite C entre individuos com mais de 40 deoslade ocorreria pelo fato da doenca
comportar-se de forma assintomatica e persistearggrimeiros 10 a 20 anos apos a infecgédo
inicial, e também porque o paciente infectado sdengmocura ajuda médica depois de
transcorrido muito tempo do contato inicial comius (BOOTH E THOMAS, 1996).

Pesquisa realizada na Franca mostrou uma prevaléréexima da infeccéo pelo

VHC entre individuos com idade de 60 a 75 anogjeesta prevaléncia, interessantemente,
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ainda muito elevada entre individuos com mais derfds de idade (DESENCLQGS al,
1999). Dentre os pacientes estudados em nossdhimalspenas um deles possuia idade
superior a 75 anos (80 anos) e o resultado deesé qualitativo foi negativo. A expectativa
de vida da populacéo cearense (69,2 anos [IBGELR8Gnenor do que a expectativa de vida
da populacéo francesa. Isso explicaria o fato deeagiudos feitos no Ceara, ou mesmo no
Brasil, ndo abranjam, eficientemente, a faixa atétiperior aos 70 anos de idade, ficando
esses individuos agrupados entre os pacientes @sda 40 anos, 50 anos, ou mais de 60
anos (PALTANIN e REICHE, 2002; CARNEIR& al, 2001).

A distribuicdo do VHC entre os sexos ocorre de fobem diferenciada entre os
estudos e ndo ha um padréo identificado. Normaknefiserva-se uma freqiéncia maior do
sexo masculino quando o estudo é conduzido na ppfmlem geral (CODE& al, 2003;
PARANA et al, 2000 e OSELLAet al, 1997). Freqiientemente, estudos que envolvem
apenas usuarios de drogas apresentam um maiompercde pessoas do sexo masculino,
talvez pelo fato dos homens se exporem mais a tggiede pratica que as mulheres
(KREKULOVA et al, 2005; SHUSTOVet al, 2005). Contudo, Siliniet al. (1995b)
realizaram uma pesquisa somente com usuarios dgagiroa qual se observou uma
prevaléncia do sexo feminino sobre o masculino.

Estudos realizados com pessoas que se submetetsanséusdes sanguineas
mostram, em sua maioria, uma prevaléncia do sermieo. Isto ocorreria, talvez, devido ao
fato das mulheres se exporem mais a procedimemtdsyicos (devido a gravidez) que
poderiam desencadear a necessidade de uma tranflBEELENTANI et al, 2000;
SANCHEZ et al, 2000; DESENCLOSet al, 1999). Algumas mulheres transfundidas,
ouvidas neste estudo, tinham recebido sua prinrainafusdo devido a complicagées no parto
de algum filho.

Quanto a escolaridade dos pacientes estudadoficwmerse uma prevaléncia de
individuos que haviam terminado o ensino médio detaf{46,3%). Esse dado esta de acordo
com o gue ha relatado na literatura. Em estuddzeshd no Peru, observou-se que pessoas
com menor nivel educacional possuiam maiores isdae positividade para o VHC
(SANCHEZ et al, 2000). Do mesmo modo, estudo realizado por Rageanl. (1999)
apresentou predominancia da infeccdo pelo VHC guEssoas que ndo haviam concluido o
ensino superior e, em um estudo realizado na &ilkénique 2000 individuos foram divididos
em trés grupos de estudo formados por trabalhadirerea da saude, pacientes de duas
clinicas de recuperacéo para pessoas viciadas agasdou alcool e visitantes de pacientes
internados em um hospital da regido; foi obseruada relacdo entre nivel de escolaridade e

soropositividade para VHC. Individuos com um maidvel educacional (nivel superior)



-64 -

possuiam menor frequéncia de soropositividade YBli@ quando comparados a individuos
que so possuiam o ensino médio (SHUST&D¥I, 2005). Ao contrario de nossos resultados,
Zarife e colaboradores (2005) encontraram uma npa@raléncia de VHC em pessoas com
melhor condi¢do sécio-econdmica, dado este exmlipad uma maior acesso dessas pessoas
a servicos de saude.

Uma grande parte dos pacientes com qualitativdipogstudados neste trabalho
(92,6%) relataram sintomatologia para hepatite €vidlb & escolha do paciente nado ter
acontecido de forma randémica e dos individuosdestos serem aqueles que procuraram
auxilio médico em um hospital, € previsivel que Ipaate destes pacientes apresentem
sintomas apesar da doenca se comportar, na maier g@s casos, de forma assintomatica
(BOOTH e THOMAS, 1996).

Com relacdo aos niveis de transaminases, 64,5%atientes com qualitativo
positivo apresentaram estes niveis alterados. Eabaltto realizado por Parana e
colaboradores (2000) com pacientes candidatostanteato para hepatite C, foi observado
que 82,4% dos individuos estudados possuiam rdeeSLT flutuantes ou persistentemente
alterados. O fato dos pacientes serem candidatoatamento contribuiria para que o
percentual de individuos com niveis de ALT altemflusse maior; visto que, para que o
paciente se submeta a tratamento para hepatiten€ceassario que haja indicios de dano
hepético decorrente da infeccdo. No decorrer dermedvimento desta pesquisa, 37 pacientes
avaliados iniciaram tratamento para hepatite C.

Um aspecto importante da hepatite cronica pelo \&l€xatamente, a flutuacao
nos niveis de ALT ao longo do tempo, ja que assfage ALT normal podem se intercalar
com valores alterados (FOCACCIAt al, 2003). Estudo comparativo realizado entre
pacientes com infec¢do aguda e cronica pelo VHQrowsjue a maioria dos pacientes com
hepatite aguda apresenta niveis elevados de Altiietanto, nos casos de hepatite cronica foi
observado uma proporcdo significante dos paciemt®as niveis de ALT normais
(CHAUDHURI et al, 2005). Desta forma, varios autores concordamaguriveis de ALT
ndo devem ser 0s Unicos marcadores utilizados copreditivo de infecgdo pelo VHC
(BUSEK et al, 2002; SANTANAet al, 2001 e SILINlet al, 1995a). Neste trabalho, nédo
houve correlacdo significativa entre os niveis thndaminases e o resultado no teste
qualitativo para VHC.

De acordo com Silva e colaboradores (2005), osimble transaminases podem
ser relacionados com a severidade da lesdo hepatiaato maior o nivel de AST ou ALT
mais avancado o estagio de fibrose encontrado.r&bpnéndo este dado, Focaccia e

colaboradores (2003) afirmaram que na hepatite ic@abmpelo VHC, os niveis de
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transaminases, particularmente de ALT, podem n&odgn relacdo direta com a gravidade
das lesdes histoldgicas. Em nosso estudo, apenaacieghtes possuiam ambos resultados de
transaminases e de bidpsia hepdtica, outros pasi@ossuiam apenas um destes resultados,
deste modo, a andlise da correlagcdo entre essasvdui@veis ndo foi possivel de ser

realizada.

5.2 FATORES DE RISCO

A hepatite C foi varias vezes nomeada como hepadisetransfusional devido a
sua associacdo a transmissdo por transfusfes seaagliantes que comecasse a ser feito a
pesquisa de anti-VHC nos bancos de sangue (ALGtER, 1975).

Neste estudo, 44% dos pacientes (53/120) que matataubmissédo a transfusao
sanguinea foram positivos no teste qualitativo p&i&, sendo esse um dos fatores de risco
mais presentes entre os individuos, ficando apésas de histoéria clinica de cirurgia.

E provavel que a expressiva presenca da transfias@jilinea como fator de risco,
observada entre os individuos deste estudo, detarsiegém a campanha promovida pelo
Ministério da Saude durante todo o ano de 2004 E&shpanha orientava para que as pessoas
que tivessem recebido transfusdo antes do ano @& d€guissem a um posto de saude e
fizessem o teste sorologico para hepatite C. Corhlmspital Universitario Walter Cantidio
(HUWC) é referéncia no controle e tratamento deatiggs virais no estado, os pacientes com
teste anti-VHC positivo, provenientes dos postosalele do estado ou dos bancos de sangue,
foram, em sua maioria, encaminhados para estethbspi

Estudo desenvolvido na cidade de Londrina, Pakm, 183 pacientes com teste
anti-VHC positivo apresentou distribuicdo dos fatode risco semelhante a do nosso estudo,
com 33,3% dos individuos infectados com o VHC temelcebido transfusdo sanguinea
(VOGLER et al, 2004). Segundo o trabalho de Parana e colabas(00), a transfuséo
sanguinea foi o fator de risco para infeccdo peiCVimais presente entre 232 individuos
VHC positivos. Neste estudo, historia clinica deirgiia ndo foi considerada como um fator
de risco para aquisi¢ao da infecgéo.

Na Italia, Bellentani e colaboradores (2000) retata que a prevaléncia de
anticorpos anti-VHC em pacientes que receberansftrafio sangiinea € de 6%. Diversos
estudos observaram que quanto maior nimero defus@es sanglineas maior o risco de
infeccdo pelo VHC, sendo este risco claramente meaitte hemofilicos, com prevaléncia de
até 87% (ALBUQUERQUEet al, 2005; DOREet al, 2003; BUSEKet al, 2002 e
BELLENTANI et al, 2000).
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Neste trabalho, ndo foi observada diferenca siatifia quando se relacionou o
ano da transfusdo sangulinea (se antes ou dep&®398¢ e o resultado do teste qualitativo.
Contrariamente, estudos realizados com pacientaaetidos a hemodialise observaram que
pessoas que tinham se submetido a transfusdo @mt&993 eram mais propicias a serem
positivas para a infeccdo pelo VHC que aquelastipham se submetido a transfusédo apés
esta data (ALBUQUERQUEt al, 2005; CARNEIRCet al, 2005). Prati (2002) relatou que o
risco de aquisicdo de infeccdes hepatotropicaséstrda transfusdo de sangue € de 20 casos
por um milhdo de unidades de sangue. Forcic e a@dbres (2001) pesquisaram o RNA do
VHC em 2718voolsde plasma considerados anti-VHC negativos e 2 d%m@adostras foram
positivas no teste molecular. Conclui-se que, apésa testes sorologicos para hepatite C
estarem cada vez mais sensiveis, esta claro gee testes ndo sdo 100% eficientes e que o
risco atual de aquisicdo do VHC através de tradsfeangiinea ainda existe, principalmente
devido a fase de janela imunoldgica da infecCAdRE et al, 2005; ALLAIN, 2003).

A estratégia adotada no Brasil, atualmente, paeaemcdo da transmissao da
hepatite C associada a transfusdo sanglinea Isasai@ teste para anti-VHC e na
determinacao dos niveis de ALT quando da doac¢&awmigue. Todos os casos de positividade
para o anticorpo anti-VHC ou niveis elevados de AAb descartados (GONCALES al,
2000). Apesar de todos os cuidados, ha uma pressdoarte da populacao (principalmente
daqueles individuos infectados pela hepatite Camn parentes ou amigos infectados) para
gue os bancos de sangue substituam o diagndstigidgico para pesquisa de anti-VHC pelo
diagndstico molecular (pesquisa do RNA viral nosdo paciente). Segundo Gongad¢sl.
(2000), o teste RIBA-2, utilizado nos bancos degsan apresenta 87,9% de concordancia
com o teste qualitativo para hepatite C, sendowsténdice de concordancia aceitavel. Neste
estudo, seis casos indeterminados segundo o RIBX&2n positivos na RT-nested PCR.
Atualmente, € questionado se a relacdo custo-lemgfistificaria a ado¢do de uma rotina
diagndstica baseada em técnicas de biologia maleq@ara oscreeningde doadores de
sangue. Prati (2002) afirma que os testes soraégitilizados atualmente sao perfeitamente
adequados para minimizar a contaminagcdo de indigidtravés da transfusdo sangulinea e
que 0S recursos necessarios a implementacdo des testes diagnostico seriam melhor
aproveitados se empregados na prevencao e trataneemfeccao.

De outra forma, atualmente, o uso de drogas imi@sas € a principal forma de
transmissdo da hepatite C e o principal meio deuteagdo da infec¢cdo por este virus nas
populacdes (SHEPARRt al, 2005; DOREet al, 2003). Em nosso estudo, vinte e cinco
pacientes relataram uso de drogas. Nao fizemomghst dos usuarios de drogas entre as

categorias de drogas injetaveis ou cocaina inataag é visto em alguns estudos, devido ao
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pequeno numero de pacientes que apresentavamasf®rtamento como fator de risco.
Incluimos, também, no grupo de usuérios de drogmgacientes que tinham feito uso de
Gluconergan® (droga energética composta por 25%vitdnina C, 25% de glicose e
etilamina-3-fenil-norcanfano), devido a adminiséra¢deste composto ocorrer através de
injecdes intravenosas e de, muitas vezes, serdfietaes do compartilhamento de agulhas.

Noventa e seis por cento dos individuos usuariosirdgas estudados foram
positivos no teste qualitativo para VH@ €& 0,04). Este dado concorda com o que é
informado na literatura. Segundo Shepetr@l. (2005), a prevaléncia do VHC entre usuarios
de drogas varia de 64 a 94%, sendo maior quantormm@aempo de exposi¢ao a este fator de
risco. Neste mesmo trabalho, foi observado queseaggncia do VHC entre jovens usuarios
de drogas era de 60%, o que sugeria que a infeaEldaoVHC ocorreria rapidamente apés
iniciada a pratica de injec6es. Na Australia, veaifse um aumento no nivel de incidéncia do
VHC quando este é analisado em relacdo a jover&riasule drogas menores de 20 anos
(DORE et al, 2003). Na Bélgica, o comportamento da infec¢cdo p#IC entre os usuarios
de drogas ocorreu de forma contraria ao que faowis. Austrélia, 14 o VHC esteve mais
presente entre individuos mais velhos que entrmas novos, talvez porque o tempo de
exposicao ao fator de risco fosse muito maior (MATIdt al, 2005). Estudo realizado por
Silini e colaboradores (1995b) com usuarios de akogpresentou média de idade destes
pacientes de 29,4 anos, relatando uma alta prealéio VHC entre individuos jovens. No
nosso estudo, a media de idade dos usuarios dasdimigle 46 anos.

Estudo sorolégico realizado em Londrina apresensmmente 6,7% de
prevaléncia do uso de drogas como fator de risca Ipgpatite C (VOGLER al, 2004). A
prevaléncia do VHC varia bastante de acordo comrupog especifico estudado. Entre
prisioneiros na Australia foi observado positividagara anti-VHC de 77,3% entre os
usuarios de drogas (HELLARE al, 2004).

Em estudo realizado na Bahia com 127 pacientegiymssipara VHC e com
genotipo 1 ou 3, apenas 9 individuos relataramdesdrogas injetaveis ilicitas e 7 usavam
cocaina inalada, contudo 16 pacientes relataranpadithamento de seringas para aplicacao
de complexos vitaminicos, perfazendo 25,2% de &egia do uso de drogas como fator de
risco dos pacientes deste estudo. Neste estudapdoitado que a frequiéncia do uso de drogas
entre a populacao brasileira ndo é tdo alta quafteqiéncia observada em outros paises do
mundo (CODESt al, 2003).

O Gluconergan® era freqientemente usado por jogadie futebol nas décadas
de 70 e 80. Todos os individuos usuarios de Glugan® estudados neste trabalho (12

pacientes) foram positivos no teste qualitativoap®HC. Estudo realizado por Souto e
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colaboradores (2003) com 40 ex-jogadores de futelpresentou 3 casos confirmadamente
positivos para hepatite C. Apesar da positividageesentada no estudo ter sido,
relativamente, baixa; ela ainda mostra uma maiobatrilidade do individuo possuir hepatite
C quando enquadrado dentro do grupo de ex-jogaditmdsitebol que quando estando na
populacdo em geral. Os pacientes entrevistadoSpoto ndo sabiam informar que tipo de
complexo vitaminico era administrado a eles, masdofirmado que a administracdo destas
drogas ocorria, realmente, através do compartilngonde seringas e agulhas com outros
jogadores. Um outro estudo realizado no Brasil qenciona a importancia do uso de
Gluconergan ® na transmissao da hepatite C foiatizemlo por Silvaet al. (2005) entre
doadores de sangue com sorologia positiva para VNEste estudo, 41 individuos
entrevistados relataram uso de Gluconergan® e Bis dmham o uso de Gluconergan®
como unico fator de risco envolvendo a transmiskadHC.

A possibilidade de transmissdo sexual do VHC agwla controveérsias entre os
autores. Segundo Wejstal (1999), nao foi obsenagaesenca do VHC em amostras de
sémen e secrecdo vaginal de individuos infectad®e pirus, contudo a andlise da
prevaléncia do VHC entre parceiros de sujeitosctafdos acusou uma prevaléncia maior
nestes individuos que aquela observada na populagéiogeral. Da mesma forma, a
prevaléncia de infeccdo pelo VHC foi maior em indixos com multiplos parceiros sexuais
que entre a populagdo em geral. Stroffolini e coiadbores (2001) sugerem que a transmissao
da hepatite C entre parceiros ocorreria hdo dexittansmissao sexual, mas sim decorrente
da exposicdo do casal aos mesmos fatores de asa@quisicdo da doenca.

Constava em nosso questionario uma pergunta adergerceiro do individuo
entrevistado. Quarenta e quatro pacientes estaviammiados a respeito do exame anti-VHC
do parceiro e, dentre esses, cinco individuosamlat anti-VHC do parceiro positivo. Uma
possivel fonte de erro em nosso estudo € que osipz ndo foram realmente testados. Os
dados basearam-se somente nas respostas dosgmdemistudo. Desta forma, ndo podemos
criar hipoteses a respeito da possibilidade desmngsdo sexual entre os individuos
estudados.

A maioria dos pacientes abordados nesta pesquasa leomens e mulheres de
meia-idade, casados e que possuiam somente unirpaserual. Consideramos o fato do
paciente ter possuido DST em algum momento de sda ®omo um indicio de
comportamento sexual de risco para a infeccao YEIO, devido & presenca de DST estar
associada a comportamento sexual promiscuo e sdados de seguranca. Oitenta e oito por

cento dos pacientes com histéria de DST prévianfopasitivos no teste qualitativo para
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VHC. Todavia, boa parte dos pacientes que relat&wataria de DST prévia possuiam ainda
outros fatores de risco, como uso de drogas oartastlinica de cirurgia.

Na Sibéria, observou-se que riscos sexuais signifs pertenciam a pessoas que
possuiram mais de quatro parceiros sexuais durapte historia de vida, tinham
comportamento homossexual, ou aquelas com histi@idoenca sexualmente transmitida.
(SHUSTOVet al, 2005).

A hemodiélise como fator de risco para infeccad@am®sentou em apenas 7,3%
dos pacientes. Estudo anterior realizado com 752p&s de 12 clinicas de hemodialise de
Fortaleza, apresentou prevaléncia de anti-VHC dé,®2ndo o tempo de hemodialise fator
significante para esta positividade (MEDEIR&Sal, 2004).

Estudo realizado no Brasil com pacientes submetdaosmodialise mostrou uma
média de prevaléncia do VHC de 28,2% (CARNEIBCal, 2005). Estudo feito em Recife
com 249 pacientes de clinicas de hemodialise mogtrevaléncia da doenca entre os
individuos de 8,4%. Este estudo utilizou a PCR pagdiar a positividade dos pacientes para
o0 VHC (ALBUQUERQUEget al, 2005).

Shustov e colaboradores (2005) relataram em sadaestalizado na Sibéria com
2000 pacientes que o fato do individuo trabalhaéamea da salude e se expor a riscos como
cortes com agulhas ou bisturis e contato da psekdée ou membranas mucosas com sangue
de pacientes nao constituia impacto significanteanapositividade para VHC.

Contudo, casos de acidentes ocorridos com profissioda area da saude
resultando em transmissdo do VHC néo séo rarooghog colaboradores (2003) relataram
um caso de uma enfermeira que se contaminou cof@® &/ partir de um acidente ocorrido
guando tratava de um paciente com hepatite C. Neste, uma amostra de sangue do
paciente infectado, acidentalmente, foi atiradaesolrosto da enfermeira e entrou em contato
com a mucosa da conjuntiva da profissional. Trésesieapds este contato inicial, a
enfermeira estava com os indices de transamindssadas e com alguns sintomas de
problema hepatico. Os pacientes estudados nes@hoaque relataram risco ocupacional
como fator de risco para infec¢cdo pelo VHC eramemnéiros, auxiliares e técnicos de
enfermagem. Entre eles havia, também, um balcodéstarméacia que poderia ter se exposto
ao virus por ter a funcao de aplicar injecdes eicaetentos.

SHUSTOV et al. (2005) ndo observaram significancia na relacaaeeant
submissdo a intervencgdes cirdrgicas, anestesiagisg@u tratamentos dentarios e a
transmissdo do VHC. Contudo, na Africa, estima-se §0% das injecdes aplicadas na

populacao sejam feitas de forma inadequada, setevidos cuidados de higiene e seguranca.
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Desta forma, o uso de seringas e agulhas nado4sssgga uma importante forma de
disseminacédo do VHC no pais (MADHAV& al, 2002).

O risco de transmissdo do VHC nao ocorreria someuatante o procedimento
cirrgico em si, mas durante todo e qualquer tigo pdocedimento que envolvesse a
manipulacdo de materiais pérfuro-cortantes, benmoadumnante a injecdo de medicamentos. A
maior parte dos pacientes estudados ja tinham ls@efidlo a algum tipo de cirurgia. No
entanto, além da cirurgia como fator de risco, awitleles apresentavam um outro
comportamento passivel de ocasionar infeccdo pél€,Vcomo submissdo a transfuséo
sanguinea, uso de drogas, histéria de DST prévidhemiodialise. Deste modo, nao foi
possivel ter uma estimativa real do risco de irieagcasionado pela submisséo a cirurgia.

Em estudo realizado na Sibéria, a tatuagem so itonsfator de risco para
infeccdo pelo VHC quando apresentada por presididrue a tinham feito em institutos de
detencédo (SHUSTO¥t al, 2005).

Uma pequena porcentagem (10,4%) dos individuoslastis possuia tatuagem.
Segundo Nishioka e Gyorkos (2001), a tatuagem itonsim meio totalmente passivel de
transmissado de hepatite C, hepatite B, HIV e, aémo, sifilis. Todavia, em nosso trabalho a
determinacdo de tatuagem como fator de risco nésidaificante para a positividade do

VHC no teste qualitativo.

5.3 MARCADORES SOROLOGICOS

No nosso estudo, 80% dos pacientes foram positiwoseste qualitativo para
VHC. Entretanto, doze pacientes com sorologia pasfiara hepatite C foram negativos no
teste qualitativo. Segundo Bukh e colaboradore923)1% negatividade no teste qualitativo
com anti-VHC positivo pode ocorrer por varios famrUm deles seria a possibilidade da
quantidade de virus presente na amostra de s@mwadxtixo do limite de deteccéo do teste. O
limite de detecgéo do teste utilizado no nossadeséude 10U/mL, correspondendo a um dos
testes mais sensiveis existentes, no entantos® dis resultado falsamente negativo devido a
concentracdo viral no soro do paciente € aindaiyes&Jm outro fator que explicaria essa
negatividade no teste qualitativo seria a realiazagd anti-VHC no inicio da infeccéo e,
quando da realizacdo do PCR qualitativo, o pacignestaria curado da mesma. Uma outra
possibilidade seria a perda do &cido nucléico uvitalante a manipulacdo do material.
Exatamente para evitar este tipo de risco, todoesidtados negativos no teste qualitativo
eram repetidos para haver confirmacao.

Em estudo prospectivo realizado na lItalia por Adisal colaboradores (2005),
3577 amostras de soro de pacientes de varios hisspitilianos foram testadas para
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anticorpos anti-VHC. Noventa e cinco dessas ano$bram positivas tanto no teste ELISA
como no western-blot para VHC, contudo, em apefasx&mplares, foi possivel a deteccdo
do RNA do VHC. Essa baixa positividade do testditiizvo frente ao teste ELISA poderia
ser explicada pelo fato das amostras de soro sprenenientes dos anos de 1996 e 1997 e
estarem congeladas a algum tempo, talvez sob déwwitdo tdo apropriadas a conservacgao
do material genético viral. De acordo com Josélabovadores (2005), o RNA do VHC se
conservaria estavel por bastante tempo quando m@akeem freezers a —20°C ou a —70°C.
Estes autores estudaram a viabilidade de sorosapremte positivos no teste qualitativo para
VHC apos cinco anos de estocagem. Seus resultadanostraram diminuicdo dos niveis do
RNA do VHC, mesmo apds cinco anos de armazenanumtsoro a —20°C. Esse estudo
também ndo mostrou diferenca significativa na réduips titulos de RNA do VHC quando
foram comparadas a armazenagem do material a -e208G-70°C.

Acredita-se que na co-infeccdo do VHC com VHB o&oa supressdo da
replicacdo de um dos dois virus. Isso atuaria solpadrdo de producao de anticorpos para as
proteinas virais. Considera-se que na hepatitaieHBc positivo € bem mais freqliente que
0 HBsAg positivo (FOCACCIAet al, 2003).

Em estudo realizado com 35 pacientes co-infectaswms VHC e VHB, foi
observado positividade para os dois virus na psaqie acidos nucléicos em somente cinco
individuos. Na maioria dos casos, 0s pacientesaptavam positividade no teste qualitativo
para somente um virus, ou mesmo para nenhum dss/filos (SQUADRITCet al, 2002).

Em pacientes positivos para HBsAg, foi observada taita de deteccdo do DNA do VHB
quando da co-infeccdo com VHC, refletindo uma fat@ressdo da replicacdo viral. Do
mesmo modo, niveis indetectaveis de RNA do VHC poder encontrados em pacientes co-
infectados com o VHB, apesar destes individuosseptarem positividade para anti-VHC.
No estudo realizado por Squadrito e colaboradd@@82), foi observada maior supressao do
virus da hepatite B, frente a co-infeccdo com osvéta hepatite C.

Em nosso estudo, nenhum dos pacientes positives\ffd€C eram co-infectados
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Emtaleza, o Hospital Sdo José de Doencgas
Infecciosas € o responsavel pelo acompanhamemtiagnento dos pacientes co-infectados
com estes dois virus. Estudos posteriores reakizedim pacientes desta instituicdo poderiam
informar a respeito do comportamento da infeccdo YeIC nestes individuos co-infectados.
Segundo Matthews-Greaat al. (2001), os niveis de VHC presentes em individuos ¢
infectados com o HIV sé&o significativamente matssafjue os niveis virais apresentados por

pacientes infectados somente com o VHC. O risctradesmissdo sexual do VHC também é



-72-

maior quando o paciente infectado pelo VHC é cesdtsdo pelo HIV (KEISERMANet al,
2003).

A positividade para o anticorpo anti-VHA IgM foi sdérvada em somente um
individuo positivo no teste qualitativo para VHGtldo realizado por Devalkt al (2003)
com 197 pacientes com sorologia positiva para o \@p@esentou positividade para anti-
VHA IgM em apenas 3 individuos. Oitenta e seis pemto dos pacientes avaliados neste
trabalho possuiam anticorpos totais para anti-ViAstrando infec¢do passada pelo VHA e
imunidade a este virus. Em nosso estudo, s6 fojussdo o anticorpo anti-VHA IgM, desta
forma, ndo possuimos dados a respeito da frequéeqgmsitividade para anti-VHA total na
populacdo analisada. Devadieal (2003) sugeriram, em seu estudo, a vacinacapetsoas
ndo imunes ao HVA, a fim de evitar a ocorrénciacdsos de hepatite fulminante devido a
associacéo VHA e VHC.

5.4 GENOTIPOS

A distribuicdo dos gendtipos do VHC no mundo cortgpse de forma
heterogénea. Alguns genadtipos, como 1a, 2a, epeesentam ampla distribuicdo mundial, ja
outros, como 0s gendtipos 5 e 6, encontram-sedduog a determinadas regiées do mundo
(Websteret al, 2000).

Em nosso estudo, relatamos a deteccao dos gendtigo8 e 4 nos 96 individuos
com resultado positivo no teste qualitativo. Contudove amostras foram submetidas ao
processo de genotipagem e apresentaram resulteoloclosivo. Esta davida no resultado da
genotipagem foi observada em amostras que possafaitado fracamente positivo no teste
qualitativo. Os casos fracamente positivos na PQiRyndo submetidos a genotipagem,
apresentavam bandas muito fracas e pouco nitidadgemas vezes, estas bandas eram
totalmente invisiveis. Este tipo de padrdo impolisiba a determinacdo de um resultado. As
amostras com qualitativo positivo e sem genoétipderdgnado foram nomeadas
indeterminadas.

O gendtipo 4 foi detectado em um paciente do seasculino, de 50 anos de
idade, que possuia como fatores de risco paracédegma transfusdo sanguinea recebida em
1968 e uma infeccdo anterior por gonococos. Estétigg® ndo tinha sido detectado em
nenhum estudo realizado anteriormente com a pdjulde Fortaleza ou da regido Nordeste
do Brasil (CAMPIOTTOet al, 2005; BUSEK e OLIVEIRA, 2003; PARANAt al, 2000 e
OLIVEIRA et al, 1999). O genotipo 4 do VHC &, frequientementep@ado a infec¢cdo nos
paises da Africa Central e, principalmente, no&(IVEBSTERet al, 2000 e GOHARYet

al., 1995). No Brasil, o genoétipo 4 do VHC tinha sidetectado somente em estados do
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Sudeste do pais e em frequéncia bastante baixangarde 0,2 a 0,7% (CAMPIOTT& al,
2005 e OLIVEIRA et al, 1999). Nos Estados Unidos, o gendtipo 4 virales@nta
prevaléncia de 1,1% e esta, freqiientemente, adso@iransmissao através do uso de drogas
intravenosas ou por uso de cocaina inalada (L¥RAI, 2004). A andlise filogenética do
acido nucléico viral isolado deste paciente é irtgrie para que se confirme a deteccdo deste
genotipo e para que se possa sugerir a origemtaadardeste tipo viral no estado.

Os gendtipos 5 e 6 do VHC encontram-se limitadalgamas areas do mundo. O
genotipo 5 é responsavel por 30 a 50% dos cashsepgite C na Africa do Sul, enquanto que
0 genotipo 6 encontra-se concentrado em areas dg Kong, Macau e Vietnd (WEBSTER
et al, 2000). No Brasil, mais precisamente em S&o Pdatam detectados trés casos de
infeccdo pelo VHC associada ao genotipo 5 virapawientes nascidos no Brasil e que nunca
tinham viajado para outros paises (LE¥kl, 2002).

Parana e colaboradores (2000) realizaram estudoacpopulacdo de Salvador
infectada pelo VHC, na procura de genotipos vicagcteristicos da populacdo africana,
visto que 80% da populacdo daquela cidade € fornpadaafro-brasileiros ou mulatos.
Contudo, nesse estudo, ndo foram detectados osigEnd e 5 do VHC, os mais presentes
dentre a populacéo da Africa. Segundo FARIAS (19@7Populacio cearense é formada por
descendentes de portugueses e escravos. Os esguavosiham trabalhar nas plantacfes de
cana-de-aglcar ou algoddo eram provenientes diordgiAfrica Central, principalmente dos
paises do Congo e Angola. A regido da Africa Cérdrinfectada, principalmente, pelos
genotipos do VHC 4 e 5. Estudos de natureza filéges seriam importantes para avaliar a
similaridade entre os genoétipos do VHC presentesCeara e os genotipos do VHC
apresentados nos paises africanos. Andlises matesullas sequiéncias das regides NS5 do
genoma viral permitiriam a determinacdo da sindkle dos isolados e da distancia temporal
presente entre eles, o que informaria a quantodessfes virus poderiam ter sido separados
(THIERSEet al, 2000).

Estudo feito na india, com pacientes portadoresintemas de doenca hepatica,
mostrou uma distribuicdo dos genotipos bem distilatadistribuicdo vista neste trabalho. O
genotipo 1b apresentava frequéncia de 9,6%, gersofipg e 2b somavam 1,5%, enquanto que
0S genotipos mais frequentes foram 3a (34,7%) @ Bli%). Das 375 amostras analisadas no
estudo, somente 17 (1,2%) nao puderam ser genaipgelo método baseado na
amplificacdo do genoma viral (CHAUDHURdt al, 2005). Estudo anterior feito em 2003
(RAGHURAMAN et al, 2003) ja reportava a prevaléncia do gendtipo pais, no entanto,

apesar de apenas 90 pacientes terem se submegeto@#pagem, além dos genotipos 1, 2 e 3,
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a populacéo de estudo apresentou também o gedo({|pd%), com freqiiéncia superior a do
genotipo 2 (com 1 paciente).

Em estudo feito com pacientes hungaros e austriagbservou-se clara
predominancia do genétipo 1 nas duas populacbedosTms individuos da Hungria
analisados apresentaram genotipo 1, sendo o subbpo mais presente. Nos sujeitos
austriacos, além do genotipo 1, foram detectadoemqas com os genotipos 2 e 3. Nesses
individuos o subtipo 1b também foi mais presentedlides filogenéticas dos gendtipos 1
encontrados na Hungria revelaram alta identidadsedééncia entre os isolados (MULLER
et al, 2003).

A distribuicdo dos genétipos do VHC apresentadauentrabalho desenvolvido
na Sibéria mostrou grande similaridade com a Bisigdo genotipica observada neste estudo.
Naquele pais, apés genotipagem de 388 isoladodHf?) ¥elatou-se prevaléncia do genoétipo
1b (50,3%), seguido bem préximo pelo gendtipo 3a8%) e, logo depois, pelos gendtipos
2a e 2c (4,4% e 0,3%, respectivamente) (SHUSEOAI, 2005).

Estudos realizados anteriormente no Brasil mostrgreevaléncia do genétipo 3
do VHC no estado do Ceara, contudo este estudeefdizado com apenas dez pacientes
provenientes de uma mesma clinica de hemodialissteNcaso, a possibilidade de
contaminagcdo nosocomial era bastante alta (BUSE®LB/EIRA, 2003). Estudo mais
recente realizado por Campiotto e colaboradore®5@nostraram uma distribuicdo dos
genotipos na regido nordeste da seguinte formd%66@ge prevaléncia do gendtipo 1, seguido
por 30,4% de prevaléncia do gendtipo 3 e por 0ltiB16% de prevaléncia do gendtipo 2.
Vinte e trés pacientes provenientes do Ceara faaalisados no estudo de Campiotto e
colaboradores (2005).

Na ltalia, genotipos 3 e 4 foram detectados somemt@acientes com mais de 31
anos de idade e o gendtipo 1b tornou-se mais @eaem pacientes que tinham de 46 a 60
anos, ou mais de 60 anos que em pacientes de 2anob4 mesmo sendo o gendtipo mais
presente entre criangas e adultos jovens. (ANSA&dl, 2005). Em nosso estudo, nédo foi
observado nenhum tipo de correlagdo significativaqgne diz respeito a distribuicdo dos
genotipos entre fatores de risco ou categoriadattei

Infeccbes causadas por mais de um genotipo do Vbi@mf detectadas em
estudos realizados por Schroter e colaboradore83)26 Bowdenet al. (2005). Essas
multiplas infecgbes estdo comumente associadagianpes com multiplas exposi¢cdes aos
fatores de risco para VHC, como usuarios de dragjatdveis e hemofilicos. Em nosso
estudo, ndo foi detectado nenhum caso de infecefaoMHC devido a mais de um gendtipo

viral, entretanto, é provavel que a metodologibzatia em nosso trabalho ndo possibilite este
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tipo de deteccédo. No estudo realizado por Scheteolaboradores (2003), foi utilizado o
sequenciamento da regido 5 ndo-codificadora d@menviral para genotipagem do VHC,
enquanto que Bowden e colaboradores (2005) utiliear seqlienciamento da regido do core
viral na genotipagem.
Apesar do que é relatado na literatura, no nossed@sndo foi observada

nenhuma correlacdo significante entre a distrilmd@s gendtipos e os fatores de risco para a
infecc@o pelo VHC (exceto a relacdo visualizadaeegéndtipo 1 e exposicdo ocupacional).
Da mesma forma, ndo foi observada nenhuma relagadicativa entre a faixa etéria dos
pacientes e 0s genotipos apresentados. Estudodernerares, possibilitando o diagnéstico
viral a nivel de tipos e subtipos e tendo como fagg@io alvo somente um grupo de risco para
infeccdo pelo VHC (como usuérios de drogas, trambflos, pacientes sob hemodidlise),
poderiam esclarecer um pouco mais a respeito diemplogia molecular deste virus em

Fortaleza.
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. CONCLUSOES

A positividade observada no teste qualitativo gagpatite C foi de 80%, dentre as 120

amostras analisadas.

A historia clinica de cirurgia foi o fator de risomais presente na populacdo de estudo,

com frequéncia de 73%.

O uso de drogas foi o fator de risco que teve maséspciacdo com positividade no teste

qualitativo para hepatite C, com 96% dos individpositivos neste teste.

O gendtipo 1 foi o mais prevalente dentro da paideestudada, contradizendo estudos
anteriores realizados no Ceara que apontavam diger® como o mais prevalente neste

estado.

Entre os gendtipos virais observados neste estimdogdetectado um paciente com

gendtipo 4, tipo este nado relatado antes nestdeida

Na analise entre 0os genotipos virais e os fatoeessdo para a infeccédo pelo VHC, foi
observada uma maior prevaléncia do gendétipo 1 estiedividuos que possuiam como
fator de risco para a infeccdo a exposicdo ocupatie® esta associacdo foi

estatisticamente significante.

A distribuicdo dos gendétipos virais entre as categode idade, fatores de risco e

manifestacdes clinicas comportou-se de forma benmobénea neste estudo.

O emprego de técnicas de sequUenciamento sera éaecepsra a identificacdo das

amostras com gendétipo indeterminado e para a coagéio do genadtipo 4.
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ANEXO | - PROTOCOLOS LABORATORIAIS

PREPARACAO DE SOLUCOES E REAGENTES UTILIZADOS NOS
PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

ACETATO DE SODIO 3M, pH 5,5

Acetato de sodio anidro 24,69
Agua destilada 80mL

Dissolver o acetato de sddio em agua. Ajustar odptsolucdo com acido acético glacial.
Completar o volume da mistura para 100mL com aBisribuir a solucdo em aliquotas de

20mL e esterilizar por autoclavacao. Estocar a ezaipra ambiente.
BROMETO DE ETIDIO (10mg/ mL)

Brometo de etidio 1g
Agua destilada 100 mL

Usar mascara durante a pesagem do brometo. Agitastara com o auxilio de um agitador

magnético por algumas horas, para assegurar qokante dissolva. Distribuir em aliquotas e

envolver os frascos com papel aluminio, ou mantaaterial armazenado em garrafa de cor
escura. Estocar a temperatura ambiente.

CLOROFORMIO: ALCOOL ISOAMILICO 24:1

Cloroférmio 24mL

Alcool isoamilico 1mL

Homogeneizar a mistura por inversao e estocar pdeatura ambiente.
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dNTPs 10mM

Adenina — solugéo estoque 100mM 50 L
Timina — soluc&o estoque 100mM 50 uL
Citosina — solugéo estoque 100mM 50 pL
Guanina — solugdo estoque 100mM 50 pL
Agua destilada estéril 300puL

Homogeneizar os oligonucleotideos e a agua emxartemperatura ambiente. Distribuir a

solucédo em aliquotas de 10D e estocar a —20°C.

ETANOL 80%

Etanol absoluto 80mL

Agua destilada estéril 20mL

Homogeneizar a mistura por inversao e estocar pdeatura ambiente.

ETANOL 95%

Etanol absoluto 95mL

Agua destilada estéril 5 mL

Homogeneizar a mistura por inversao e estocar pdeatura ambiente.

GEL DE AGAROSE 1,2%

Agarose 069
TAE 1x 50 mL

Dissolver a agarose no tampao e levar ao microopdasl minuto. Esperar esfriar até,
aproximadamente, 50°C e adicionauR de brometo de etidio (10mg/ mL). Despejar a

solucéo na forma (fechada nas laterais com fitpedrecolocar o pente e aguardar solidificar.
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Retirar, cuidadosamente, o pente. A partir destegpo gel pode ser utilizado imediatamente

para eletroforese ou ficar armazenado a 4°C atétgizacao.

GEL DE AGAROSE METAPHOR 4,0%

Agarose METAPHOR 249
TAE 1x 50 mL

Dissolver a agarose no tampao e deixar hidratarlpominutos. Levar ao microondas e
aquecer em temperatura branda até que a solucé@ estmpletamente limpida, sem
aglomerados de agarose. Esperar esfriar até, apmdaimente, 50°C e adicionarul de

brometo de etidio (10mg/ mL). Despejar a solucadonama (fechada nas laterais com fita
crepe), colocar o pente largo e aguardar solidifiéetirar, cuidadosamente, o pente.
Armazenar o gel a 4°C até o momento da corrideoébeética para prevenir que o gel aqueca

durante a corrida.

MARCADORES 100pb e 25pb

Marcador (solugéo estoque) 10puL
Loading buffer & 30puL
Agua destilada estéril 110puL

Homogeneizar a mistura em vortex e estocar a —288(car 15uL da solucédo no gel para
eletroforese. Utilizar o marcador de 100pb na eletese do teste qualitativo e o marcador de
25pb para genotipagem.

PRIMERS (SOLUCAO ESTOQUE) A PARTIR DO LIOFILIZADO

Concentracéo estoque: 500 pmolds/

Primer 209 5 — ATA CTC GAG GTG CAC GGT CTACGAGACCT -3
Tamanho dgrimer. 29pb

Célculo:

Nmoles per OD = 3,2

OD’s = 15,19
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Nmoles = 48,7 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OB OD = nmoles- 3,2x 15,19 = 48,608 nmoles (confiavel)
Concentracéo do estoque (final):

500 pmoles- 1uL de agua

48.608 pmoles» x

x = 97,216uL de agua a ser adicionado ao liofilizado

Primer 211 5 — CAC TCT CGA GCA CCC TAT CAG GCAGT -3

Tamanho dgrimer. 26pb

Calculo:

Nmoles per OD = 3,6

OD’'s = 13,33

Nmoles = 48,5 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OX OD = nmoles- 3,6% 13,33 = 47,988 nmoles (confiavel)
Concentragao do estoque (final):

500 pmoles- 1uL de agua

47.988 pmoles- x

X = 95,976uL de agua a ser adicionado ao liofilizado

Primer 939 5 — CTG TGA GGAACT ACTGTCTT -3’

Tamanho dgrimer. 20pb

Célculo:

Nmoles per OD = 4,0

OD’s = 13,82

Nmoles = 55,9 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OB OD = nmoles- 4,0x 13,82 = 55,28 nmoles (confiavel)
Concentracéo do estoque (final):

500 pmoles- 1uL de agua

55.280 pmoles» x

x = 110,56uL de agua a ser adicionado ao liofilizado

Primer 940 5 — TTC ACG CAG AAA GCG TCT AG - 3’
Tamanho dgrimer. 20pb
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Calculo:

Nmoles per OD = 4,4

OD’s = 10,44

Nmoles = 46,3 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OB OD = nmoles- 4,4x 10,44 = 45,936 nmoles (confiavel)
Concentracéo do estoque (final):

500 pmoles- 1uL de agua

45.936 pmoles» x

x = 91.872uL de agua a ser adicionado ao liofilizado

Deixar o material liofilizado a temperatura ambépbr 30 minutos. Centrifugar por 1 ou 2
minutos a 13 000 rpm. Adicionar agua Mili-Q estéxiblume previamente calculado) ao
liofilizado, para preparo da solucédo estoque. Dei@ratar por 2 a 15 minutos a temperatura
ambiente. Agitar no vortex por 15 segundos. De&a&°C por 24 horas e estocar a —20°C

(somente fazer a diluicdo de uso apods 24 horas).

PRIMERS (SOLUCAO DE USO)

Concentracéo de uso: 50pmojds/

Primer — solucéo estoque de 500pmolgls/ 10 pL
Agua Mili-Q estéril 90 UL

Homogeneizar por pipetagem e estocar a —20°C.

TAMPAO DA Tag MgCl , 15mM

MgCl, — solugdo estoque 1000mM 15uL
Tampao da Tag sem MgCl 985uL

Homogeneizar a mistura em vortex e estocar a —20°C.
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TAMPAO DE CARREGAMENTO ( LOADING BUFFER) 6x

Azul de bromofenol 0,25%
Xileno cianol 0,25%
Glicerol em agua (p/v) 30%

Homogeneizar e armazenar a 4°C.

TAMPAO TRIS-ACETATO-EDTA (TAE) 50 x

Tris base 242 ¢
EDTA 18,612 g
Agua destilada 500 mL

Dissolver o tris base e o EDTA em agua. AjustaHopara 8,0 com acido acético glacial.
Completar o volume para 1 litro com agua. Autodlaaz’astocar a temperatura ambiente. A

solucao de trabalho é&lportanto este estoque deve ser diluido 50 vezes.
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PREPARO E ARMAZENAMENTO DO SORO PARA DIAGNOSTICO DO
VHC

1. Objetivo
Preparar e armazenar adequadamente as amostrasodgasa exames moleculares de
deteccédo e genotipagem do virus da hepatite C (VHC)

2. Campo de Aplicagao
Deteccédo de acidos nucléicos virais de célulasntag virais circulantes no sangue.

3. Referéncia
Programa Nacional de Doengas Sexualmente Transeisgi AIDS. Técnicas para coleta
de sangue. Brasilia: Ministério da Saude, 1997.:3R2Série TELELAB)

4. Descricao:
Material
* Micropipetador de 10Q0-
* Ponteiras azuis
* Tubos para crio-armazenamento 2,0mL
* Caneta para marcacao de tubos
e Cuba com gelo
» Centrifuga
* Geladeira
e Congelador —20°C
* Freezer -70°C
* Recipiente para descarte com hipoclorito de sé#o 2
* Avental e mascara
* Luvas descartaveis
» Caixa de congelamento

Procedimentos

1. Colher sem uso de anticoagulante e manter a anmastefrigerador ou gelo.

2. A amostra podera ficar nessa condi¢cdo por no méxdimaras até a centrifugacao.
Esse procedimento visa minimizar a acdo de RNAdeN/Ases que degradam os
acidos nucléicos. Além disso, o sangue pode hearolis

3. Centrifugue as amostras a 3000 rpm por 15 min@aso a rede de fibrina esteja
muito espessa talvez seja necessario repetir estegimento.

4. Mantenha as amostras em baixa temperatura na oebgeld picado ou na
geladeira até sua aliquotagem.

5. Aliquote o soro em dois tubos para crio-armazensdmnele 2,0 mL. Evite
preencher completamente.

6. Congele as amostras em congelador —20°C caso seijiimadas dentro de um
periodo de 6 meses ou em freezer a —70°C paralpsnioaiores.

7. Registre as amostras no mapa de congelamentoaneo e dados de exames.

Unidade de Biologia Molecular/HCV
DPML - Faculdade de Medicina — UFC
Resp.: Profa. Cristiane Frota
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ISOLAMENTO DE RNA DO SORO

1. Objetivo
Extrair o RNA total de amostras de soro.

2. Campo de Aplicacao

Este protocolo pode ser utilizado para a purifioagé qualquer tipo de RNA a partir de
amostras pouco contaminadas, tais como soro (ndwlisado), urina e saliva. Em

combinacédo com protocolos de RT-PCR permite a déatede agentes infecciosos cujo
genoma é RNA: HIV, virus da dengue, virus da felmnarela, virus da hepatite C.

3. Descricéo

3.1Base do método

A técnica pode ser dividida em trés etapas: extragéecipitacdo e secagem. Durante a
etapa de extracdo o RNA é separado da maioria dotarninantes organicos pela
extracdo com uma mistura desnaturante constituéd&eol:cloroférmio: GuSCN:2 —
mercaptoetanol. Apds centrifugacdo, o RNA permansmebilizado na fase aquosa
superior e é transferido para um tubo limpo cortee@dnol e acetato de sddio. Nestas
condicbes, o RNA é precipitado apods resfriamenbaiga temperatura e centrifugacao.
Durante a precipitagdo, os contaminantes de baeso pmolecular solUveis (sais,
mondmeros, etc.) sdo eliminados enquanto 0 RNA ditstalizado no fundo do tubo.
Finalmente, o RNA é desidratado com etanol (95%9a®.

3.2Equipamentos e materiais
» Galeria para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL
» Gaze estéril
* Micropipetadores de 2@, 100uL, 200puL e 1000uL
» Ponteiras livres de RNAses, estéreis, amarelagis,amm barreira
» Tiras de papel toalha estéreis
e Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL estéreis
* Microcentrifuga refrigerada
* Balde com gelo

3.3Reagentes
» Acetato de sodio 3M pH5,5 estéril
e Cloroférmio: alcool isoamilico 24:1
* Etanol 80%
* Etanol P.A (95%)
+ Etanol 100%
e Trizol LS mantido a 4°C

3.4Procedimentos

Os itens 1, 2, 3, 4 e 13 devem ser realizados rnerefmlmente no fluxo laminar. Os
demais itens podem ser realizados na bancada torsenols devidos cuidados para evitar
contaminagéo e degradacéo das amostras.

Unidade de Biologia Molecular/HCV
DPML - Faculdade de Medicina — UFC
Resp.: Profa. Cristiane Frota
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Colocar todo o material em luz UV, antes do inidinexperimento, por 15-30 minutos,
inclusive luvas, frasco com tubos, pipetas e estarolucdo de hipoclorito de sédio 2%
para descarte de ponteiras e tubos.

Durante os intervalos de protocolo, deixar o mateontido na capela em luz UV. Ligar
a centrifuga a 4°C antes de iniciar os experimentos

» Controle negativoagua e PCR mix

» Controle positivosoro de paciente sabidamente positivo
Identifique dois tubos de microcentrifuga de 1,5pdra cada amostra. Numere na
tampa dos tubos (tubo 1 e 2) a ordem das amo4tras §...). Somente na segunda série
dos tubos (tubo 2), rotule na lateral o cédigo mia@stra e outras informacdes que julgar
necessérias. Ap0s o0 experimento estes tubos podaenrdstituir uma biblioteca de
CDNA,;
Misturar o soro com pipeta antes do inicio do pdgoento;
Adicione no tubo 1: 35hL de TRIZOL, 35uL de cloroférmio:al. amilico 24:1 e 200
uL de amostra (20QL de soro ou 10QL de soro + 10QuL de 4gua DEPC). Agitar os
frascos manualmente por inverséo vigorosa por §@reestura rosa-leitosa);
Centrifugue os tubos a 12.000 rpm por 10 min a 4°C,;
Enquanto isso, adicione nos tubos 2: i0Ge etanol P.A (95%) e 30 de acetato de
sédio 3M pH 5,5;
Transfira cuidadosamente a fase aquosa superimmsp@ieente (aprox. 300-4QQ) do
tubo 1 para o tubo 2. Descarte os tubos com TRIZ@Local apropriado;
Homogeneize lentamente por inversédo por 10-15 segnéenha no congelador (-20°C)
por 20 minutos para precipitar. Pode-se interrongpexperimento nesta etapa. Nesse
caso, recomenda-se manter os tubos a —70°C;
Centrifugue os tubos a 12.000 rpm por 20 min a 4°C,;
Despreze a fase alcéolica por inversdo dos tubosarido cuidado para nédo perder o
precipitado, caso seja visivel;
Adicione 1mL de etanol 80% em cada tubo. Centriéugs tubos a 12.000 rpm por
5min a 4°C. Despreze a fase alcodlica por invetl®daubos, tomando cuidado para néo
perder o precipitado, caso seja visivel,
Adicione 1mL de etanol P.A. (100%) em cada tubmt@fegue os tubos a 12.000 rpm
por 5min a 4°C. Despreze a fase alcodlica por gécedos tubos, tomando cuidado para
nao perder o precipitado, caso seja visivel;
Forre uma superficie do fluxo laminar com gazeriésMantenha os tubos emborcados
sobre esta superficie por 15min para secar. Eng@gpera, preparar RT mix;
A fim de evitar a degradacdo do material € recor@esldprosseguir imediatamente a
transcricdo reversa, caso contrario, dissolva cipitado em 14ul de agua DEPC e
congele a —70°C.

4. Referéncias

CHOMCZYNSKI, P e SACCHI, N. Single-step method ofNR isolation by acid
guanidinium thyocyanate-phenol-chloroform extractidnal Biochem 162:156-9, 987.
SAMBROOK, J; FRITSCH, E.F; MANIATIS, T. Molecularlaning: A laborator manual.
2ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Prd€89. 3v.

Centro de Pesquisas Goncalo Muniz, FIOCRUZ. Preganeagentes de biologia molecular.

CCPqGM, 2000.

Unidade de Biologia Molecular/HCV
DPML - Faculdade de Medicina — UFC
Resp.: Profa. Cristiane Frota
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QUALITATIVO VHC/ 5 NCR RT-Nested PCR (Chan, 1992)

1) Extracdo do VHC-RNA Data: / [
Amostra Identificacdo Resultadg* Amostra Identifiga Resultado*
1 13

2 14

3 15

4 16

5 17

6 18

7 19

8 20

9 21

10 22

11 23

12 24

* Resultado dado como: Positivo, fracamente pasitiv negativo
2) Métodos

Transcriptase Reversa

Ressuspender o pellet de RNA total eml28e RT mix.

Programa de temperaturas: 37°C/ 1,5 horas até igher®5°C/ 10 min e encerrar a 4°C/ 10min.
Centrifugar ao término da RT(10s, 1000rpm, T.Asto€gar a —20°C.

12 PCR

- Centrifugar brevemente o cDNA. Distribuir em cadiao 21ul do mix e adicionar 4L do cDNA.
Programa de temperaturas HCV (PCR-1): 94°C 3min¢i@lds 94°C 25s, 50°C 35s, 68°C 2,5min,
68°C 15min; 4°C1. Produto 5’NCR: 306pb. Estocar a —20°C.

22 PCR

- Distribuir em cada tubo 7QL do mix e adicionar JuL do produto da 1% PCR. Programa de
temperaturas: HCV (HCV nested): 94°C 3min; 40 cichai°C 25s, 50°C 35s, 68°C 2,5min, 68°C
15min; 4°C0. Produto 5’NCR: 251pb. Estocar-20°C.

TRANSCRIPTASE REVERSA 12 PCR 22 PCR
X1 X X1 X X1 X

H20 14,0 H20 16,8 H20 59,1

DEPC Mili-Q Mili-Q

5x 5,0 10x 2,5 10x 7,5

BUFFER BUFFER BUFFER

DTT 2,0 com Mg++ com Mg++

0,1 M

DNTPs 1,0 DNTPs 0,5 DNTPs 1,0

10mM 10mM 10mM

Random 1,0 939s 0,5 940s 1,0

primer 50uM 50pmoles/ul] 50pmoles/uL

RNAsin 1,0 209 0,5 211 1,0

10U/uL 50pmoles/ull 50pmoles/uL

MMLV 1,0 Taq 0,2 Taq 0,4

200U/uL 5U/Ul 5U/uL

TOTAL 25,0 TOTAL 21,0 TOTAL 70,0

DETECCAO DO DIAGNOSTICO QUALITATIVO

- 50mL de gel, contendo 1,2% agarose em TAEatlicionado de gL de brometo de etidio (BE,
10mg/mL). Adicionar 2iL de BE também na cuba de eletroforese. Marcad@0@pb, usar 1pL do
mix-marcador diretamente no gel.

- Carregar 3iL de tampéo de carregamento eul5de amostra. Total 18L. Corrida 45V/1,5 horas
ou até o corante atingir a metade da gel

Unidade de Biologia Molecular/HCV

DPML - Faculdade de Medicina — UFC

Resp.: Profa. Cristiane Frota
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DESCONTAMINACAO DE TAMPOES E GEIS CONTAMINADOS COM
BROMETO DE ETIDIO
Precaucdo: O brometo de etidio € um poderoso mitagésendo moderadamente toxico.
Todas as vezes que se trabalhar com solucdes gtenbam este corante deve-se utilizar
luvas. Apés o uso, estas solugdes devem ser dasaioaidas pelo método descrito abaixo.
Este método (Lunn e Sansone, 1987) reduz a ateidautagénica do brometo de ensaios

com Salmonella/microssomo em aproximadamente 20€sve

METODOLOGIA
Nota: Antes de proceder a descontaminacédo de geidas com brometo de etidio, quebre-os

em tamanho bem pequeno para aumentar a eficiéestia gdrocedimento.

1) Transfira as solugBes e géis contaminados pardalde. Adicione agua suficiente para
reduzir a concentracdo de brometo<d@,5 mg/mL, tomando cuidado para ndo encher mais
que 2/3 do volume do balde;

2) A solucgdo resultante, adicione 0,2 volume dedtiipofosforoso 5% e 0,12 volume de

nitrito de sodio 0,5M. Misture cuidadosamente. Inigate: o pH da solucéo devera s€t,0.

O acido hipofosforoso € usualmente fornecido coma solucéo a 50%. Devido ao fato de
ser corrosivo deve sempre ser manipulado com coidadliluicdo do acido hipofosforoso

deve sempre ser realizada imediatamente antesalo us

A solucéo de nitrito de s6dio 0,5M deve ser pregdardissolvendo 34,5¢g de nitrito de sédio em agua pan

volume final de 500mL.

3) Deixe o material em repouso a temperatura arteoar 24 horas;

4) ApoOs incubacdo, adicione quantidade de bicatboda sédio 1M para neutralizar a
mistura;

5) Uma vez neutralizada, pode descartar a faseéiqua pia, para o sistema de esgoto do
laboratorio;

6) Embale os pedacos de géis em saco plastico dupigpense em lixo hospitalar.

Unidade de Biologia Molecular/HCV
DPML - Faculdade de Medicina — UFC
Resp.: Profa. Cristiane Frota
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GENOTIPAGEM DO VHC-RNA POR DAVIDSON (1995) - RFLP PARA
ANALISE EM ELETROFORESE COM METAPHOR
1. Objetivo
Realizar a RFLP do produto amplificado da regidd@G'especifico do genoma do virus da
Hepatite C para genotipagem.

2. Campo de Aplicacéo
Genotipagem do VHC-RNA

3. Referéncias

Chan S W, McOmish F, Holmes E C, Dow B, Peutherer Bollet E, Yap P L, Simmonds P.
Analysis of a new hepatitis C virus type and itglpgenetic relationship to existing variants.
Journal of General Virology 1992; 73; 1131-1141.

Simmonds P, Davidson F, Ferguson J, Jarvis L, Dowdlet E, Seed C, Krusius T, Lin C,
Medgyesi G, Kiyokawa H, Olim G, Duraisamy G, Cuypdr, Saeed A, Teo D, Conradie J,
Kew M, Lin M, Nuchaprayoon C, Ndimbie O, Yap P. @y of major genotypes and
subtypes of hepatitis C virus using RFLP of segasmamplified from the 5’non-codifing

region. Journal of General Virology 1995; 76; 111904.

Sambrook, J; Fritsch, E.F; Maniatis, T. Moleculéoning: A laborator manual. 2ed. New
York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. 3v

4. Descrigao

Materiais
* ponteiras com barreira para pipetadores del1@0 uL e 100uL

¢ |uvas

Reagentes
* enzimas de restricdo Mval, Rsal, Haelll, Hinfl aJ1Q.L

* tampdes de enzimas

e agua deionizada estéril

Unidade de Biologia Molecular/HCV
DPML — Faculdade de Medicina — UFC
Resp.: Profa. Cristiane Frota
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Procedimento
Nota: Todos os produtos da PCR podem ser purifKagiites de prosseguirem neste
protocolo. No caso do DNA ter sido concentrado, glete a diferenca dos mixes com agua.
Toda a manipulacdo de produtos da PCR deve ser éeit sala afastada das areas de

preparacdo das amostras de soro e extracao, pamasecontaminacédo do ambiente.

TIPAGEM
1) Identifique 2 (dois) tubos de microcentrifugaOj® mL para cada amostra de DNA,;
2) No fluxo laminar, prepare a mistura de reageRtied e RM2, como abaixo, em volume

suficiente para o total de amostras (n+1X):

Reacdo 1 (RM1) |[1x (N+1) x
H,O 1,4uL
NEBuffer 2 10x 3,0uL
Haelll 10U/ulL 0,3uL
Rsa | 10U/L 0,3uL
Vol. Final 5,0uL
Reacdo 2 (RM2) |1x (N+1) x
H,O 1,4pL
Buffer K 10x 3,0uL
Mval 10U/puL 0,3uL
Hinfl 10U/ uL 0,3uL
Vol. Final 5,0MlI

3) Distribua o volume final de RM1 numa das sédegsubos de microcentrifuga de 0,5mL e
RM2 na outra. Feche os tubos, coloque-os numadeligelo até a aplicacdo das amostras;

4) Num outro ambiente, adicione 2& de produto de PCR em cada tubo contendo as
misturas de reagentes. Volume final de.BO

5) Incube ambas reacdes durante 4 a 16 horas gparaG digestdo. Desnature as amostras a

70°C por 10 minutos antes da analise por eletrséore

Unidade de Biologia Molecular/HCV
DPML - Faculdade de Medicina — UFC
Resp.: Profa. Cristiane Frota
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ELETROFORESE EM AGAROSE METAPHOR 4,0%

Metodologia:
Preparar 50mL de agarose Metaphor em TAHKatjuecer com cuidado e, quando estiver
proximo de 50°C, adicionarill de Brometo de etidio [10mg/mL]). Transferir a axg®e para
um molde contendo pente largo. Aguardar solidifecagtirar os pentes. Montar o gel na cuba
de eletroforese contendo TAEK.IMisturar 5uL do tampé&o de carregamentex)& 25uL de
cada amostra e aplicar 25-80 desta mistura no gel. Adicionap2 do brometo de etidio
(10mg/mL) no tampéao da cuba.

* Marcador de 25pb, usar Lk do mix-marcador diretamente no gel.

e Proceder a corrida durante 1,5hora em 50V ou paraorrida quando o corante

referente ao azul de bromofenol estiver a metadgetio

Resultados:

a) Controles

b) Amostras com resultados detectaveis

¢) Amostras com resultados indetectaveis

d) Amostras a serem repetidas

Obs: OK significa que os resultados foram confirosael encaminhados.
Unidade de Biologia Molecular/HCV
DPML - Faculdade de Medicina — UFC
Resp.: Profa. Cristiane Frota
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO E
QUESTIONARIO

— TERMO DE ESCLARECIMENTO E CONSENTIMENTO LIVRE
@f PARA ENTREVISTA DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO DA
UFC EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO VIRUS DA HEPATITE C
Programa de Pds-Graduagdo em Microbiologia MédicaWFC
Departamento de Patologia e Medicina Legal — Ealdade de Medicina

Registro Laboratorio:..........c.coeveven oo,

Termo de Esclarecimento
Vocé esta sendo convidado a participar do estugoddmiologia molecular do virus da

Hepatite C (VHC) em Fortaleza, Ce&r®s avancos na area da salude ocorrem atravésutiog

como este, por isso a sua participacdo € importddseobjetivos deste estudddio: efetuar

diagnostico de hepatite C e determinar o tipo dosvfue esta presente no material coletado,
relacionar a presenca e o tipo do virus a fatopgdemioldgicos, como forma de transmisséo,
prevaléncia em determinado sexo ou idade e a seaderida doenca. Caso vocé participe, sera
necesséarieoleta de 10 mL de sangue e resposta de perguelasionadas a hepatite.G/océ
podera ter o desconforto quando receber a picadecpther o sangue do seu antebraco.

Vocé podera ter todas as informacdes que quiseder® ndo participar da pesquisa ou retirar
seu consentimento a qualquer momento, sem prefwizeu atendimento. Pela sua participagéo
no estudo, vocé nao recebera qualquer tipo de pagammas tera a garantia de que todas as
despesas necessarias a realizacdo da pesquisardadals sua responsabilidade. Seu nome nao
aparecera em qualquer momento no estudo, poissaséédentificado com um namero (registro
do laboratorio).

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acessorafissipnais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais davidas. Os igaéstres sdo: Dr&ristiane Cunha Frotajue
pode ser encontrada no enderBpaséao de Microbiologia Médica, Departamento dedagia e
Medicina Legal, Faculdade de Medicina, Universidadederal do Ceara, Rua Monsenhor
Furtado, S/N. Rodolfo Tedfilo, FortaleZBelefone(s) (085) 4009 8301 e 4009 8303 e Cristiann
Sousa Bezerra, mestranda do programa de Pos-Graauagq Microbiologia Médica que pode
ser encontrada nos enderecos e telefones acimadefeSe vocé tiver alguma consideragéo ou
duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Walter Cantidio; telefone8§) 4009- 8346.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Acredito ter sido suficientemente informado a réspaas informacgdes que li e/ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “EPIDEMIOLOGI®LECULAR DO VIRUS DA
HEPATITE C EM FORTALEZA, CEARA".
PP PUPPPPRTRR , i elou
ouvi o0 esclarecimento acima e ficaram claros pam quais sao os propdsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfagagarantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Concordo voluntarineen participar deste estudo e entendo
que sou livre para interromper meu consentimergoadgquer momento, sem justificar minha
decisdo e que isso ndo afetard meu tratamentgu8aneu nome nao sera divulgado, que néo

terei despesas e néo receberei dinheiro por gaatidio estudo.

Assinatura do paciente Data / /
Assinatura do representante legal  Data I
Assinatura da testemunha* Data / /

*para casos de pacientes menores de 18 anos, lmtaasemi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto

Declaro que obtive de forma apropriada e volunt@@onsentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para aipadg#o neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data /
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— FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA PARA ENTREVISTA DOS
@L PARTICIPANTES DO ESTUDO DA EPIDEMIOLOGIA
UFC MOLECULAR DO VIRUS DA HEPATITE C
Universidade Federal do Ceara - UFC

Programa de Pos-Graduagcdo em Microbiologia Médica
Departamento de Patologia e Medicina Legal — Facddle Medicina

Registro laboratorio: /
Identificacao
1. Nome: 2. ldade:
3. Prontuario: 4. Unidade de Atendimen (HC-UFC), (HEMOCE),
(HIAS), (HSJ), Outra:
5. Sexo: ( Masculino), (Feminino) ®ata do atendimento: / /
7. Endereco: Ba@gro:
9. Fone:
10. Estado Civil: (Casado), (Divorciado), (Separado), (Solteiro) (i)
11. Profisséo: 12. Procedéncia: 13. Natural:
Dados Sécio — Econbmicos
14. Estudou até que série? Analfabeto ()

15. Tem esgotos em casdRao), (Rede Publica), (Fossa Séptica), (Valapdigdo)

16. Sua casa é dg:Taipa com banheiro ), ( Taipa sem banheiro )jold com banheiro ),
(Tijolo sem banheiro ), ( Mista )

17.Fonte d’agua: (Tratada ), ( Poco ), ( Lagoa ), ( Rio ), ( Caap¢ Chafariz ), ( Ignorada )

18. Renda Familiarem salarios minimos:_19.N°. de pessoas na casaAdultos:__ Criangas:

Manifestagfes Clinicas

20. Assintomatico ()

21. Sintomatico () 22. Ha quantermnpo tem conhecimento da doenca?
» Relagdo dos possiveis sinais e sintomas. AssinateXcquando presente.
23. Ictericia () 24. Coluria ( 25. Acolia {) 6.2-ebre ()
27. Adinamia () 28. Anorexia ( 29. Mialgia () O.3Artralgia ()
31. Dor abdominal () 32. Tremores ()] 33. Sonoléncja ) 34.Hepagmthe| ()
35.Esplenomegalia () 36. Ascite ()| 37.Equimoses (|) 38.Eritemanma| ()
39.Edema de mmii () | 40.Ginecomastig ( 41. Melena $2. Aranha vascular ()
43. Coma ()| 44. Fetor hepatico( ) |

45. Tem Biopsia? (Sim) (Nao) Data:
Resultado:

Dados Epidemiolégicos

46. Tipo Sanguineo(A) (B) (AB) (O) (Ignorado)7. Fator RH:(Positivo) (Negativo) (Ignorado)
48. Raca:(Branco) (Negro) (indio) (Mestico) (Oriental)

49. Doador de SanguefNao) (Sim) (Hemoce) (Fujisan) 50. Data:

51. Doou outras vezes@Nao) (Sim)Quantas vezes? 52. Data:
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« Assinale os itens abaixo, quando presentes, cold um
53. Transfusdo Sanguined;) Data:

54. Cirurgia: () Data: Quais?
55. Drogas: () Quais?
56. Tatuagem: () Data:

57. Injecdo IM ou EV: () Data:
58. Extracao dentéria: () Data:
59. Em relacao a pratica sexualHeterossexual) (Homossexual) (Bissexual) (Senicaiile)
60. Usa ou usava camisinha(N&o) (Sim) (As vezes) (Ignorado) (N&o se aplica)
61. N°. de parceiros no ultimo ano(Apenas 1) (de 2 a 5) (mais de 5) (Ignorado) (Nfagsica)
62. Teve doenca sexualmente transmitidg?) Quantas no ultimo ano?____ Quais?
63. Faz didlise{ ) Ha quantos anos? ___ 64. Faz acupuntura ou tem piercing?)
65. Faz tratamento para alguma doenca) Qual?
66. Bebe ou bebeu alcool??) Ha& quanto tempo?___ (Socialmente), (Moderadto@atra)
67. Teve contato com alguém que apresentou hepatita familia ou no trabalho?()
68. Seu parceiro (esposa/ esposo, namorado/ namaaateve hepatite ) Data:
69. Vocé ja teve hepatite antes?) Data: Sabe qual foi o tipo?
70. Solicitou exame do parceiro®Solicitou) (Nao solicitou) (Ignorado) (Nao se apl)

e 71. Resultado do exame do parceir@legativo) (Positivo) (Aguarda resultado)

(Ignorado)

Dados Laboratoriais

72. Exames sorolégicosassinale com ( + ) reagente e ( - ) ndo reageatirquo ser mais de
um alterado.

73. Anti-Hbc 1gG ()__/ I 74.HbsAg O_ /7 1
75. Anti-HBc IgM () _/ | 76.Ant-HCV O__ /1 1
77. Anti- HVA IgM () __/ [ 78.Anti-HBs O__ /1 I
79. HIV () _/ [ 80.VDRL O_ /7 I
81. Chagas O__/ [ 82.HTLVIII O__ /1 I
83. Exames laboratoriais:

Data TGP TGO Btotal Bdireta TAP Ptotais Albumina Globulina

I

I

I

Tratamento

84. Vem recebendo algum medicamento regularmentéxim)(N&o) Quais?
85. Esta sendo tratado para HCV{Sim), (Nao)86. Inicio do tratamento / /
87. Esquema do tratamento(Interferon), (Ribavirina), (Interferon e Ribavia))

88. Duracéo do tratamento: 89. Tratamento interrompido? (Sim), (N&o)

Observacgoes:
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ANEXO Il - DECLARACOES

ACEITE COMITE DE ETICA

Universidade Federal do Cear4
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 242/05 Fortaleza, 29 de abril de 2005

Protocolo COMEPE n° 105/05

Pesquisador responsavel: Cristianne Sousa Bezerra

Dept°./Servigo: Laboratério de Biologia Molecular/DPML

‘Titulo do Projeto: "Epidemiologia molecular do virus da hepatite C em

Fortaleza-CE"

Levamos ao conhecimento de V.S% que o Comité de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satude — Ministério da Saude, Resolugdo n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdo n° 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial,
em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunifio do dia 28 de abril de 2005.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer a enviar
o relatorio parcial e final do referido projeto.

Atenciosamente

O o oo s BT
Jgenador AR o
CoOe Eiica em Pest e
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REVISAO PORTUGUES

Declaracao

Eu, Sandra Ferreira Alencar dos Santos, com identidade n°® 93002030667,
profissional graduada pela Universidade Federal do Ceard em Letras-Inglés e suas
respectivas literaturas, com dip‘lomar registrado sob o n® 57436, declaro para devidos fins
que revisei 0 Texto de Monografia intitulado “Epidemologia molecular do virus da hepatite
C em Fortaleza, Ceara.” Escrito pela mestranda Cristianne Sousa Bezerra. Sem mais para o

momento, subscrevo-me atenciosamente;

Fortaleza, 12 de janeiro de 2006.

DBemiicasntionllls sl s

Sandra Ferreira Alencar dos Santos



-115-

ANEXO IV - PUBLICACOES

RESUMO APRESENTADO NA FORMA DE POSTER NO XLI CONGRE SSO
DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE MEDICINA TROPICAL E DO |
ENCONTRO DE MEDICINA TROPICAL DO CONE SUL
Realizado em Floriandpolis — SC, no periodo de 618® de marco de 2005

EPIDEMIOLQGIA MOLECULAR DQ VIRUS DA HEPATITECEM P ACIENTI;S
COM HISTORIA DE TRANSFUSAO SANGUINEA EM FORTALEZA, CEARA
Cristianne Bezerra, Roxeane Martins, Luana Lim#sti@ne Frota

Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Mediddepartamento de Patologia
Medicina Legal, Nucleo de Estudos Avancados em dbiclogia Médica.

Rua Monsenhor Furtado SN. Rodolfo Tedfilo. CEP.480.750. Fortaleza - Cearn
tiannebezerra@yahoo.com.br

Introducdo: Estima-se que cerca de 170 milhdes de pessoas @wncotomundo esta
infectadas pelo virus da hepatite C (HCV). O HC@ser transmitido em qualquer situa
em que sangue infectado é transferido entre indbgdtendo sido associado a transmis
através de transfusdes sangulineas quando ainde fidxa pesquisa de anti-HCV nos ban
de sangue. Outras formas de transmissdo assocamlagirus sao o uso de drog
intravenosas, tatuagens e praticabddy-piercing O HCV é classificado mundialmente ¢
seis genotipos: 1, 2, 3, 4 , 5 e@bjetivo: Delinear a distribuicdo genotipica do HCV ¢
pacientes submetidos a transfusédo sanglinea enfeagdo aguda ou cronica em Fortale
Metodologia: O estudo foi realizado no Hospital Universitario WaCantidio, onde foran
entrevistados e submetidos a coleta de sanguecfhpes com sorologia positiva para HC
O teste qualitativo foi feito por PCR, utilizande-primers relativos a regido 5 nag
codificante do genoma viral. Os resultados positiiasam submetidos a genotipagem atrg
da técnica d&estriction Fragment Length Polymorphig¢RFLP) descrita por Simmonas
al, 1995.Resultados e conclusdddos 43 pacientes estudados,&flesentavam historia ¢
transfuséo sangiinea (46,51%). Dentre estes, 24)(fiGeram resultado qualitativo positiv,
A analise genotipica do HCV destes pacientes api@sa seguinte distribuicdo: genotipg
(64,28%), gendtipo 2 (7,14%), gendtipo 3 (28,57@)gendtipo 1 foi predominante, tan
entre os pacientes com histéria de transfusdo &aelquanto entre aqueles que ter
adquirido o virus por outro meio.
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TRABALHO APRESENTADO NA 572 REUNIAO ANUAL DA SBPC
Realizada em Fortaleza — CE, no periodo de 17 a @2 julho de 2005

PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE PACIENTES COM INFECCAO CRO NICA PELO
VIRUS DA HEPATITE C GENOTIPO 3, EM FORTALEZA, CEARA
Cristianne Sousa Bezerra, Luana Nepomuceno Gondsta€.ima,
José Milton de Castro Lima, Elodie Bomfim HyppoliRoxeane Martins Monteiro,
Cristiane Cunha Frota

Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Mexdidepartamento de Patologial e
Medicina Legal, Nucleo de Estudos Avancados em dbiclogia Médica.
Rua Monsenhor Furtado SN. Rodolfo Teodfilo. CEP.480.750. Fortaleza - Ceara.
tiannebezerra@yahoo.com.br

Introducéo: Estima-se que cerca de 170 milh6esdsgas em todo o mundo estdo infectadas
pelo virus da hepatite C (HCV). O HCV pode serdmaiido em qualquer situacdo em que

sangue infectado é transferido entre individuogjdesido associado a transmisséo através de
transfusbes sangliineas quando ainda ndo se fazipige de anti-HCV nos bancos |de

sangue. Outras formas de transmissdo associaddsuacsao o uso de drogas intravenosas,
tatuagens e pratica de body-piercing. O HCV é iflagdo mundialmente em seis genoétipps:

1, 2,3,4,5 e 6, tendo sido relatado previamanpeevaléncia do gendtipo 3 no estadg do

Ceara (Busek et al, 2003).
Objetivo: Estabelecer o perfil epidemiolégico deipates infectados com o virus da hepatite
C gendtipo 3.
Metodologia: Este estudo foi realizado em 43 pdegertom infeccdo crénica pelo HCV,
atendidos no Hospital Universitario Walter Cantigim Fortaleza, Ceara. Estes pacientes
foram identificados como infectados pelo HCV atedé teste qualitativo feito por PCR,
utilizando-se primers relativos a regido 5’ ndoifioante do genoma viral. A genotipagem (do
virus foi feita através da técnica de Restricticagiment Length Polymorphism (RFLP)
descrita por Davidson et al, 1995.
Resultados: Dos 43 pacientes estudados, 13 (30%8eaypavam infeccdo por HCV gendtipo

3 em idade de 29 a 43 anos. As mulheres correspondi 38% deste grupo e os homens
compunham os 62% restantes. O fator de risco ppigigdo do HCV mais presente entre 0s
individuos foi historia prévia de cirurgia (43%)ui@bs fatores de risco presentes foram:
historia de transfusdo sangiinea (19%) e uso dgsdiiatravenosas (14%). Em alguns casos
(10%), o paciente ndo apresentava nenhum dos sadereisco j& conhecidos para aquisigdo
da doenca.
Conclusdes: Os resultados deste estudo coincidicamaqueles relatados na literatura gque
apontam a transfusdo sangiinea e o0 uso de drdgageimosas como as formas mais comuns
de aquisicado do HCV.
Nos pacientes que ndo haviam se exposto a nenhwmfatiores de risco relata-se| a

possibilidade de aquisicdo da doenca por formasademissdo ndo comuns, como: sexual e
por compartilhamento de objetos perfuro-cortantsaa laminas de barbear e aparelhos de
manicure.

Palavras-chaves: Hepatite C, genotipagem, epidegial
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Abstract

Background: The hepatitis C virus (HCV) is classified into sliferent genotypes and their
distribution is different all over the world. Epiiélogic studies are important to determine
several characteristics about the virus and theadisObjectives: This study measured the
prevalence of hepatitis C virus (HCV) and its ggpetdistribution in the population of Ceara,
which is located in the northeast region of Bra3iludy design A total of 120 patients that
were anti-HCV seropositive filled a questionnaib®at risk behaviours associated with HCV
infection and were tested for HCV PCR qualitatiwsttand genotyping by restriction
fragment polymorphism. The detection was basechénamplification of the no-coding 5’
region.Results: Of the total, 96 were positive to HCV test. Histaf surgery was the most
reported, followed by use of drugs, tattoo, haemlgdis and occupational exposure. The
genotype 1 was the most prevalent (46.9%), folloiwedenotype 3 (34.4%) and 2 (8.3%). It
was identified one patient with genotype @onclusions: The genotype distribution was
similar among the several analysed risk behavidd@/ genotype 4vas detected for the first

time in northeast region of Brazil.

Keywords: Hepatitis C virus; Genotypes, Epidemiology: NoasieBrazil; Genotype 4.
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Introduction

The infection by Hepatitis C virus (HCV) has a wvawide distribution with a
prevalence of about 2% (Shepatial, 2005). Despite its usually assymptomatic clinical
course, the virus can cause chronic liver disegifeer by chronic active hepatitis or cirrhosis
or hepatocellular carcinoma (Zouliet al, 2003). Hepatic biopsy is the gold-standard tiest
estimate the intensity of the tissue damage in rebrdnepatitis and to determine the
histological activity, while amino-transferase emas levels (ALT and AST) are indicators of
the histological lesions severity (Lo Re V and Koah, 2005; Silvat al, 2005).

The virus transmission is well documented by expmsito contaminated blood and
blood products. In the past, blood transfusion wlas most important way for HCV
transmission, but, after the discovery of HCV (Chaioal, 1989) and the appearance of
screening tests for hepatitis C (Kwd al, 1989), the incidence of hepatitis C infection
transmitted by blood transfusion is decreasing &iAll 2003). Vertical and sexual
transmissions are also present but the risk appeds low. Injection drug users represent the
major risk group for HCV transmission and both detice and prevalence of HCV infection
remain high in this group. In the same way, inteahacocaine use, tattooing and body
piercing practice are others modes of HCV transimmis§Ghosnet al, 2005; Hellardet al,
2004; Devet al, 2004; Hellardet al, 2003; Paternosteat al, 2001; Nishioka and Gyorkos,
2001).

The HCV is a positive stranded RNA virus with a gee of approximately 9600
nucleotides (Roingeardt al, 2004). Different isolates of HCV show substantiatcleotide
sequence variability as a result of the accumutatiomutations during viral replication. This
heterogeneity permitted classified the virus intogenotypes (1, 2, 3, 4, 5 and 6) divided in
several subtypes (Simmonds al, 1993; Okamotaet al, 1991). Genotype determination is
crucial for epidemiological, as well as, clinicaladysis. First, HCV genotypes show a distinct
geographical distribution, being the genotypes 4n@ 3 the most frequent in the world, while
others, as genotype 4, for example, are found pnedintly in specific geographic areas
(McOmish et al, 1994). HCV genotypes are also associated withcifsperoutes of
transmission and epidemiological features (Shustal, 2005; Doreet al,, 2003).

HCV genotypes can be determined by nucleotide sengug of the entire genome
followed by composition of a phylogenetic tree, @his presently the “gold standard” for the
detection and identification of the various HCV gbmes and subtypes (Haushogdral,
2003). Other genotyping methods, more practica, laased in serological or molecular
techniques. PCR-based genotyping methods includeotiggenotype specific primers for
amplification, reverse hybridization analysis usiggnotype specific probes for an HCV
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region and RFLP analysis of the highly conservead coding region (Pawlotsky, 1999).
According Davidsoret al. (1995), one of the advantages of using the 5’N@Ryénotyping is
the existence of a few identifiable polymorphisnmetween major genotypes that reliably
associate with examples of the known genotypes.

Previous study suggested the prevalence of germty@and 3 in Brazil (Buseét al,
2003), however the work was carried out, mainlythe south and Southeast of the country.
Therefore, this study aims to evaluate the prevalesf HCV genotypes in Ceara (Northeast

of Brazil) and correlates with the epidemiologidata.
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Materials and methods
1. Patients

This study was carried out in 120 patients withodic HCV infection, which had
attended the Walter Cantidio University Hospita¢éa@ (northeast of Brazil), between March
2004 and August 2005. The Walter Cantidio Univgrditospital is considered as the
reference hospital in the treatment of HCV in thttte. The study population included 71
(59%) men and 49 (41%) women, in the age varyiomfi.8 to 80 years old.

The study group included patients with anti-HCVipwes blood test, and also the ones
screened for HCV infection from high risk group$fiee patients came from different parts of
the state. All patients were informed about theeaesh and they had signed a written

informed consent.

2. HCV RNA detection

For HCV RNA detection, blood was collected in tulveghout any anticoagulant
solution and kept at 4°C for a period between 24hdurs before centrifugation. After that,
the serum was obtained and the aliquots were stire80 °C until further testing.

Viral RNA was extracted from 20QL serum with 300uL TRIZOL® (Invitrogen),
separated in an aqueous phase by chloroform adddiod precipitated with ethanol
(Chomczynski and Sacchi, 1987). The RNA pellet wagerse transcribed with MMLV
(Invitrogen) and amplified by nested PCR using #feprimers within 5’ non-coding region
of HCV genome as previously described (Clenal, 1992). A reaction negative control,
which was the reverse transcription mix without RNvas included. A known positive serum
was used as a positive control.

The second PCR amplification product was separbiealectrophoresis on 1,2%
agarose gel stained with ethidium bromide and Viwe under ultraviolet light. Negative
results were repeated in order to confirm the gsbeyefore the test was repeated from the

RNA extraction. In case of contamination all thetsevere repeated.

3. HCV genotyping

Restriction digestion was carried out on 85 of nested PCR product for 4-16 hours
after adjustment with 20enzyme reaction buffer as appropriate, as destblgeDavidsoret
al (1995) and McOmish et al (1994). Digestions wedr87a°C in the presence of (dpdll
andRsd, and (b)Mval andHinfl.

Digestion products were visualized under UV lighterelectrophoresis through a 4%

metaphor agarose Metaphor gel (Cambrex) contaidmgg/mL ethidium bromide.
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4. Collection of Epidemiological Data

Information was collected by confidential face-taxé interview regarding potential
host-related and environment-related risk factorsl€V. Extensive medical history was also
collected. Clinical information, including ALT andST levels, were obtained from the
hospital records of each patient. A form containadfthese data was filled for further
analysis. Informed consent was obtained from dlljestis who participated in this study.
Guidelines of the Ethical Committee of the Medi&ihool, Federal University of Ceara,

were followed in the conduct of this research.

5. Statistical analysis

Analysis was performed using two statistical dasgbpackages: SPSS v 10 for windows (IL,
USA) and Epi-Info 6.04d (Center for Disease Cont@h, USA). Fisher's exact test an@
test (Yates corrected) were used to analyse frageetetween groups when appropriate. It

was also considerd@values < 0.05 as statistically significant.
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Results
HCV molecular detection

During the study period, 120 patients were analyséthese 96 (80%) were positive
in the HCV qualitative test, being 38 (39.6%) wonerd 58 (60.4%) men. The age mean
was of 44 + 2 years, ranging from 18 to 68 yeals|an89% of the patients (78/96) had their
age between 32 and 59 years old (Figure 1). Thealagribution between the gender did not
show significant difference®(> 0.05).

The risk of HCV was found to be associated witmichl history of surgery, being
present in 73% of the patients. Forty-four patief5.8%) had reported previous blood
transfusion. Dialyses, tattoo and occupation& cxrresponded respectively to 7.3%, 10.4%
and 8.3% of the HCV positive patients (Table 10.1993 it was started the investigation of
anti-HCV in the Brazilian blood banks, and in ouudy it was seen that there was no
association of HCV with blood transfusion beforeafter 1993 P = 0.35, according to the
Fisher test). In contrast, the risk of HCV increahaeong the drug users (96% of them were
HCV positive), and this behaviour was statisticalignificant @ = 0.04).

Finally, ninety percent of the patients that hadvam abnormal transaminases titles
were positive in the qualitative teg® € 0.39), while 92.6% of the symptomatic ones were

also positive in this test.

Genotype distribution

All 96 patients that were positive in the PCR wsubmitted to the genotyping (table
2). As can be seen, the genotype 1 was the mosilpre, with 45 patients (46.9%), followed
by the genotype 3 (33 patients, 34.4%), genotyffe [Zatients, 8.3%) and genotype 4 (only 1
patient). It was not possible to determine theogygre of nine samples, and these cases were
classified as indeterminate (Figure 2).

Results from the genotype analysis and host-rel@etdrs are also displayed in table
2. At an individual level, the association of aafie genotype and history of surgery, blood
transfusion, drug users, sexual transmitted dise@s®o or dialysis was not statistically
significant. However, the genotype 1 was signifttamore prevalent among the patients
with occupational risk R = 0.01). Overall, the prevalence was greater gbonse with

genotypes 1 and 3 in all of the investigated rektdrs.
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Discussion

The present study is one of the first to examirsk fiactors for HCV in Ceara,
consistently in HIV negative patients, allowing tineestigation of the respective effects of
different factors and HCV. The patients were rdediby a prepared physician, in a medical
school hospital that is reference in the treatnmdnbepatitis in Ceara. They were selected
based on their clinical history for HCV or anti-H&¢ropositivity.

In our study, the HCV positive patients were malel at medium age (mean of 44
years old), being 81% of the patients with theie agrying from 32 to 59. A similar study
carried out also Brazil found an average age fon mie45 years and women of 39 years
(Paranaet al, 2000). Similarly, two independent studies eatrout on United States and
Italy, also demonstrated that HCV positive patigetsd to be between 38 and 48 years and
illness patients in the age between 40 and 60 y@arsaldiet al, 2005; Williams, 1999).
The observed association of HCV with male sex ctfléhe sex differences with regard to
stigma and its social consequences, which maytresdifferential health-seeking behaviour.
In the present study, the transaminases levels seme modified in 64.5% of the patients. In
a study evaluating candidates to the treatmentédpatitis C, Parana and co-workers reported
that 82.4% of their patients had that altered AkeVels (Paran&t al, 2000). It might be
possible that the high percentage of transamini@seds in Parana’s study reflect that their
patients were starting the treatment for HCV.

Before the HCV investigation was established asudime screening exam in blood
banks, the hepatitis C was known as hepatitis Iplostd transfusion due to its association to
transmission by blood transfusions (Alter al, 1975). In our study the history of blood
transfusion was the most prevalent of all studis# factors, and 83% of the transfused
patients (53/120) were positive in the HCV qualatiest. Nevertheless, the high prevalence
of blood-transfused patients in this study compadcetthe other risk factors might be due to a
campaign carried out in 2004 by the Federal Hedithistry advising the population who had
received blood transfusion before 1993 to do thelsgic test for the detection of HCV
antibodies. In our study, the year of the bloodgfasion and the qualitative HCV test did not
show statistical significance; therefore, furthealgsis of this group of patients might provide
additional information on their vulnerability. Artalian study reported 6% of anti-HCV
seroprevalence in patients who received blood tuaran (Bellentanet al, 2000).

The prevalence of HCV among drug users detectedumstudy was the highest
compared to other exposure behaviors, similar & tlescribed by Shepard and coworkers
(2005): from 64 to 94% worldwide, being the prewale increasing with duration of
exposure. However, we did not determine whetheewé#ferent ways of drug inoculation or
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different kinds of drugs, such as injected drughaled cocaine and marihuana cigar.
Nowadays, the use of intravenous drugs is the nrajate to transmit hepatitis C and also is
the principal way of infection maintenance of thegticular virus in the populations (Shepard
et al, 2005; Doreet al,, 2003).

We found that the risk of HCV was also associatét sexually transmitted disease
(STD), since theses diseases are related to seskabehaviour and without proper care,
however our data did not show statically significanin a Siberian study, it was noticed that
the risk factor for HCV infection was higher amangividuals that had at least four sexual
partners during their life history, homosexual babar, or history of sexually transmitted
disease (Shustost al, 2005). The prevalence of HCV patients amongptfedessionals that
work in hospitals or clinical laboratories was atliing to that described by Shustov and co-
workers (2005). In that study, they reported thas tkind of work does not constitute
significant impact to HCV positivity.

History of surgery was seen in mostly of the patienevertheless, they also had other
type of exposure or behaviour associated to HC¥cindn. Recent studies had described low
or no association to HCV when patients were prestipisubmitted to surgeries, general
anaesthesias or dental treatments (Letaal, 2006 and Shustost al, 2005). In opposite to
this, an African study had shown a rate of 50% QMHpositivity among patients that were
submitted to injections without proper biossecunigasures or with no-disposable needles
and syringes, therefore contributing to the HC\sdmination in that continent (Madhagt
al., 2002).

In our study, we identified the genotypes 1, 2n8 4 in the total of 96 HCV positive
patients, and inconclusive genotyping in nine pa$ie Importantly, the genotype 4 was
detected in one single patient of the male genadeout 50 years old, and had history of
receiving blood transfusion in 1968 and a previsemsual transmitted disease by gonococcus.
The patient is from the countryside of the northeasver lived or travelled to abroad, and
had no close contact with foreigners. This genotype not been identified yet in published
studies carried out in the population of the nathieegion of Brazil (Campiottet al, 2005;
Buseket al, 2003; Paranat al, 2000 and Oliveir&t al, 1999). This genotype is frequently
related to countries in Central Africa and mainly, Egypt (Websteret al, 2000 and el
Goharyet al, 1995). In Brazil, the genotype 4 had been detkat low rate only in southeast
states, varying from 0.2 to 0.7% of HCV positivaliinduals (Campiottcet al, 2005 and
Oliveira et al, 1999). At similar way, in the United States, thenotype 4 viral shows a
prevalence of 1.1% and is frequently associateithéatransmission by intravenous drugs or
by inhaled cocaine (Lyrat al, 2004). The philogenetics analysis of the isalatacleic acid
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from this patient would be important to show ingggabout its origin or genotype entrance in
the northeast of Brazil.

A previous study carried out in Brazil had desdlilblee predominance of genotype 3
in the state of the Ceara, however, this publigiady had investigated only ten patients from
the same haemodialysis clinic. In this way, these the possibility of nosocomial
contamination among the patients, which explaieshilgh rate of this genotype (Busek et al.,
2003). More recently, a study carried out by Carntpi@and co-workers (2005) with 23
patients had shown the genotypes distribution & ribrtheast region: genotype 1 was the
most common (66.4%), followed by genotype 3 (30.44 for last the genotype 2 (3.0%).
Despite of the genotype 1 had shown significanse@ation with occupational exposure and
with what is published in the literature, our studig not show evidence of a association
between a specific genotype in relation and a faskor to HCV. Similarly, no significant
relation was observed among the patient’s age gaodpthe genotypes distribution.

Our data reinforce the need for patient tracing #reduse of nucleic acid sequencing
techniques in order to explain the HCV epidemiolagyur country, and to investigate the
unidentified genotypes. We also believe, that ssidargeting a specific population, like
injecting drugs users or patients under haemodglysuld provide better insights to explain

their epidemiology.
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Tables

Table 1 Relation between the risk factors to HCV infentiand the result of the qualitative
HCV PCR assay.

Result of the qualitative PCR assay

Risk factors Positive (%) Negative (%) P value

Surgery 70 (80) 17 (20) NS T
Blood transfusion 44 (83) 9 a7 NS
Drugs 24 (96) 1 4) 0,04

Sexually transmitted 30 (88) 4 (12) NS

disease

Tattoo 10 (77) 3 (23) NS
Dialyses 7 (70) 3 (30) NS
Occupational risk 8 (80) 2 (20) NS

* Fisher’'s exact test

T Not statistically significant
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Table 2: Comparison of risk factors and HCV genotypes.

HCV Genotypes
Risk factors 8 Type 1 (%) Type?2 Type 3 (%) Indeterminate (%
(n=45) (n=28) (n=33) (n=9) P value*

Surgery

Yes (=70) 32 (457 5 (7.1 27 (38.6) 6 (8.6) NS

No (h = 25) 13 (52) 3 (12 6 (24) 3 (12) NS
Blood transfused

Yes f=43) 20 (465) 5 (11.6) 16 (37.2) 4.7) NS

No (n = 52) 25 (48) 3 (5.8) 17 (32.7) (13.5) NS
Drugs use

Yes f = 24) 11 (458) 2 (8.4) 8 (33.3) (12.5) NS

No (n=71) 34 (478) 6 (8.5 25 (35.2) 6 (8.5) NS
Sexually transmitted disease

Yes (= 30) 13 (448) 4 (13.8) 10 (34.5) (6.9) NS

No (n = 66) 32 (485) 4 (6.1) 23  (34.8) (10.6) NS
Any tattoos

Yes (= 10) 6 (60) 0 0) 4 (40) 0 0) NS

No (n = 85) 39 (459) 8 (9.4 29 (34.1) (10.6) NS
Dialyses

Yes ©=7) 4 (571) O (0) 3 (42.9) (0)) NS

No (n = 88) 41 (46.6) 8 (9.1) 30 (34.1) 9 (10.2) NS
Occupational exposure

Yes f1=8) 7 (875 O (0) 1 (12.5) (0) 0.01*

No (n = 87) 38 (4370 8 (9.2 32 (36.8) 9 (10.3) NS

8Totals vary according to the availability of data.

* Fisher's exact test

T Not statistically significant
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Figure Legends

Figure 1. Age distribution of 96 patients with positive quative HCV PCR assay.

Figure 2. Restriction patterns obtained by restriction endtease digestion on 251 bp RT-
PCR amplified 5’NCR sequences as described by Bawict al., 1995 and McOmish et al.,
1994. The digested were separated by electroplsatesiugh a 4% Metaphor agarose and the
sizes obtained were determined by comparing thelityotsf the DNA molecular size marker
25 bp. Genotype was deduced from the handling noattproduced by the two restriction
enzyme patterns. Reactions were at 37°C in theepoesof (A)Hadll and Rsd and (B)Mval
andHinfl. Lanes 1, 3, 8 and 10 — genotype 2; lanes 2 andénotype 1; lanes 4-6 and 11-13
— genotype 3.
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