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RESUMO

O HCV é um virus esférico, que apresenta um genoma de RNA com
polaridade positiva. Atualmente esta classificado na familia Flaviviridae num
género separado que é o Hepacivirus, apresenta cerca de 9,4 Kb constituido
por uma unica e longa fase de leitura aberta (ORF) que compreende quase
todo o genoma. Apresenta duas regides nao traduzidas nas extremidades 5’
e 3’ denominadas 5° UTR e 3’ UTR. A poliproteina precursora é clivada em
dez proteinas, resultando em proteinas virais estruturais e proteinas nao-
estruturais. E um virus de transmissdo preferencialmente parenteral, com
distribuicao universal, cujo diagndstico é feito na grande maioria de maneira
acidental, sendo atualmente utilizado os testes sorolégico e molecular. Este
trabalho tem como objetivo comparar o teste sorolégico de imunoensaio
enzimatico (ELISA) e a reagao em cadeia da polimerase (PCR) na ocasiao da
selecdo de pré-doadores de sangue. Foram feitos testes de detecg¢dao do
virus C por PCR em 290 amostras com resultado positivo ou indeterminado
para o teste ELISA. A analise dos resultados revelou que as amostras com
testes ELISA positivo/PCR positivo e ELISA positivo/PCR negativo sao duas
amostras diferentes e independentes (p=0,0006). Esta diferengca pode ser
supostamente devido a resposta imune diferenciada nas amostras que
apresentaram resultado no teste PCR positivas. Esperava-se que houvesse
correlacdao entre os resultados do DO/Cutoff (ELISA) e carga viral (PCR)
como o que ocorre em outros virus como o HIV, no entanto os resultados
apresentaram-se totalmente dispersos (R?*=0,025), confirmando a nao
correlacao entre os dois testes: ELISA e PCR para o virus C.



ABSTRACT

The HCV is a spherical virus that presents a RNA genome with a
positive polarity. Actually classified into the flaviridae family, and
Hepacivirus genre, presenting a 9.4 Kb constituted by a unique and long
open reading frame (ORF) which comprises almost all the genome. It
presents two untranslated regions (UTR) at the 5’ and 3’ extremities. The
major polyprotein is clivated in ten minors proteins, resulting in structural
and non-structural proteins. This virus shows preferentially the blood
transmission and is distributed around the world. The diagnosis has been
done accidentally in the most of cases while sorological and molecular
screening is done. This work has as the main objective, to compare the
imuno-enzematic assay (ELISA) with polimerase chain reaction test (PCR) in
the occasion of pre-selection of blood donors. Detection screening by PCR
was done in 290 samples that were positive or indeterminate for ELISA
assay. The result analysis showed that the samples positive-ELISA/positive-
PCR and positive-ELISA/negative-PCR are two different and independent
samples (p=0,0006). This difference is supposed to be due a differential
immunologic response of the samples that presented positive PCR resulit.
We attended a correlation between DO/cut-off (ELISA) and viral load in PCR
as we see in other virus like HIV, however the results appears totally
disperse (R?=0,025), confirming the non-correlation between the two testes,
ELISA and PCR for detection of virus C.
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1. INTRODUGAO

1.1 CONSIDERAGOES GERAIS

Entre as causas de maior dano hepatico, encontram-se a cirrose e as
hepatites: A cirrose hepatica, caracteriza-se como doenga crénica com grande
destruicdo das células do figado, sendo este dano irreversivel, caso ndo haja
tratamento em tempo habil, onde o processo leva a faléncia total do érgéo e
consequentemente a morte do paciente . As hepatites s&o infecgbes que afetam
primariamente o figado (Jawetz et al., 1998), na qual os fendmenos inflamatérios e
necréticos séo os sintomas mais freqlentes e caracteristicos (Bensabath et al.,
1997). Séo doencas de transmissibilidades inter-humana, evolugdo aguda ou
crénica, que pela alta morbidade universal, constituem importante problema de
saude publica (Focaccia, 1997). Compreendem um conjunto de infecgbes
causadas por virus hepatotropicos que sdo rotulados por letras do Alfabeto
(Zuckerman, 1996), apesar de apresentarem sintomas similares, as hepatites
virais sédo doencas individualizadas, cujos aspectos epidemioldgicos, evolutivo e
agente etiolégicos s&o distintos (Bensabath et al., 1997). Entre os virus
responsaveis pelo desenvolvimento de hepatites conhecidas, cinco, estéo

apresentados na tabela a seguir:



Tabela 1: Caracteristicas dos cinco principais virus causadores de hepatites.
Fonte: Jawetz et al., 1998

HAV HBV HCV HDV HEV HGV TTV

Familia Picornaviridae |Hepadnaviridae |Flaviviridae Virdide Caliciviridae Flaviviridae Parvoviridae?
Tamanho do 27nm 42nm 30-60nm 35nm 27-34nm - 30-50nm
virus
Forma do virus | icosaédrico esférico esfeérico esférico icosaédrico Desconhecida [Desconhecida
Envoltoério Nao Sim Sim Sim Nao Sim Nao
Genoma RNA (fita DNA (fita dupla) |RNA (fita RNA (fita RNA (fita RNA (fita DNA (fita

simples) simples) simples) simples) simples) simples)
Tamanho do 7,8 kb 3,2 kb 9,4 kb 1,7 kb 7,5 kb 9.4 Kb 3.7Kb
genoma
Transmissao Orofecal Parenteral Parenteral Parenteral Orofecal Parenteral Parenteral
Prevaléncia Alta Alta Moderada Baixa, regional [Regional
Doenca Rara Rara Rara Freqlente Frequente na |Desconhecida [Desconhecida
fulminante gravidez
Doenga crénica |Nunca FreqUientement [Frequentement |Freqlentement [Nunca Desconhecida |Desconhecida

e e e

Oncogénico Nao Sim Sim ? Nao ? ?




Alguns virus recentemente descobertos, foram adicionados a lista de
hepatites virais acima citadas durante os ultimos dez anos, hoje sabemos que
estes virus também apresentam caracteristicas bem individualizadas, como os
virus da hepatite G e o virus transmitido pela transfusdo (TTV) (Okamoto et al,
1998). Juntamente com esses, outros virus podem causar hepatites, embora
menos freqlente, como: o virus de Epstein-Barr, do herpes simples, o
citomegalovirus, o da febre amarela, o da rubéola e virus exdéticos como: o de
Lassa , o Ebola, o Marburg, sendo que nenhum desses ocorrendo no Brasil

(Bensabath et al, 1997).

1.2 HISTORICO

Historicamente, as hepatites virais foram relatadas ja nos escritos de
Hipocrates, que descrevia doengcas com quadros de ictericia profunda,
supostamente devido ao excessivo clima frio da época e a desordenada ingestéo
de bebidas alcodlicas (Focaccia, 1997).

No século XIX, em consequéncia de batalhas militares, surgiram casos
graves de ictericia epidémica, que posteriormente passou a ser denominada de
ictericia catarral e somente na década de 1940, essa patologia foi considerada
como uma inflamacdo do parénquima hepatico, o que foi confirmado com o
surgimento da biépsia hepatica (Bensabath et al, 1997).

Alguns casos de ictericia em receptores de sangue e seus derivados
levaram pesquisadores a aceitarem uma possivel etiologia viral nesta doenca,
mesmo sem o isolamento dos agentes causadores, porém ainda na década de

quarenta, estudos com voluntarios, classificaram as hepatites em dois tipos:

(98]



hepatites soro-homologas (transmitidas por sangue e seus derivados) e hepatites
infecciosas (transmitidas por alimentos ou liquidos contaminados por fezes de
convalescentes), somente apds esse periodo foi demonstrada a natureza virética
do agente etioldgico da hepatite A (HAV), conhecida nessa época como hepatite
infecciosa (Gongales Jr., 1998).

Em 1956, ocorreu a primeira descricdo da hepatite pds-transfusional n&o-A
néo-B em um viciado em drogas endovenosas (Gongales Jr.,1998).

Em 1965, através de pesquisas com aliquotas de soros provenientes de
diferentes regides, foi encontrado de maneira casual, um antigeno até entéo
desconhecido, em amostras de aborigenes australianos, o qual recebeu o nome
de Antigeno Austrédlia (Blumberg et al., 1965), posteriormente associado
especificamente com a hepatite B (Blumberg et al., 1967).

Nas décadas de setenta e oitenta procurou-se exaustivamente, encontrar e
caracterizar o virus causador das hepatites ndo-A ndo-B nos receptores de
transfusdo de sangue e seus derivados, conseguindo-se caracterizar os virus da
hepatite Delta (HDV) e o da hepatite E (HEV) (Khuroo, 1980), que na verdade néo
eram os responsaveis pela grande freqliéncia de casos de hepatites ndo-A n&o-B
pos-transfusionais entdo observados. Durante varias décadas, esta questédo foi
motivo de grande interesse entre pesquisadores e estudiosos da histéria natural
das hepatites pds-transfusionais, porém nos primeiros anos da década de oitenta,
estudos experimentais com chimpanzés, desenvolvidos no centro de controle de
doencas de Atlanta (EUA), revelaram a presenca de um agente infectivo com
60nm de didmetro, classificado inicialmente como pertencente a familia

Togaviridae e transmissivel mediante sangue e seus derivados (Bradley et al.,



1985). Em 1989, mediante sucessivos estudos de biologia molecular, finalmente
foi identificado 0 genoma do agente viral responsavel por 80 a 90% das hepatites
pés-transfusionais ndo-A ndo-B, denominado de virus da hepatite C (HCV) (Choo

et al., 1989).

1.3 HEPATITE C

Apos a clonagem do virus da hepatite C em 1989, uma sequéncia de
descobertas como: o desenvolvimento de testes imunoldgicos especificos; a
analise de sua sequéncia nucleotidica e o conhecimento de sua elevada taxa de
mutacdo, permitiram-nos conhecer em um breve espaco de tempo informagées
importantissimas sobre os principais aspectos biolégicos do HCV, o perfil
epidemiolégico da infecgdo e a historia natural da doenga (Choo et al., 1989).

Atualmente a hepatite C esta sendo considerada pela Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) como um importante problema de saude publica (Brasil.
Ministério da Saude, 2003). No mundo, estima-se que 500 milhdes de pessoas
estejam contaminadas com o virus da doenga (Paltanin & Reiche,2002). No Brasil,
esse numero atinge a casa dos 3,3 milhdes, seis vezes mais que a quantidade de
pessoas portadoras do virus da AIDS (Brasil. Ministério da Saude, 2003).

A hepatite C, é seguramente, a responsavel pela maioria dos casos de
hepatites pos-transfusionais. Cerca de 90% dessas hepatites, eram consideradas
como do tipo ndo-A n&o-B, hoje sabemos que o HCV é responsavel pela maioria,
ou seja, 90% (Hamerschlak & Pasternak, 1991). Entre os individuos que

adquiriram a infeccdo pelo HCV, cerca de 85% tornam-se infectados



cronicamente, destes 70% desenvolvem hepatite crénica. Entre os casos de
hepatites crénicas, 20% a 25% evoluem para cirrose hepatica quando causadas
pelo HCV, e dentre os cirréticos 1% a 5% desenvolvem céncer primario de figado.
A mortalidade da hepatite cronica pelo HCV é estimada hoje em 1% a 5%

(Focaccia et al, 2003).

1.3.1 Estrutura e Genoma Viral

O HCV é um agente esférico, que apresenta um envoltério lipidico com um
centro (core) no qual estda o genoma do tipo RNA (Bensabath et al., 1997) (Figura
1). A classificagcdo precisa do HCV ainda ndo é definitiva, mas estad atualmente
colocado na familia Flaviviridae, como um género separado dos Flavivirus e
Pestivirus, pois, apesar de apresentar uma estrutura genémica geral semelhante a
estes, no nivel de sequéncia, o HCV n&o se aproxima muito de nenhum deles.
Para este novo género, foi proposto recentemente o nome de Hepacivirus (Covas,

2001).

ENVOLTORIO LIPIDICO NUCLEOCAPSIDEO

GENOMA DE RNA

Figura 1: Estrutura morfol6gica do virus da hepatite C.
Fonte: www.tecan.de/Newsletter/ NL_0101/special/hcv.jpg
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Como citado, o HCV apresenta genoma de RNA fita simples de polaridade

positiva e 9,4 Kb. Nesta seqliéncia encontra-se uma Unica e longa fase de leitura
aberta (“open reading frame”) que compreende quase todo o genoma e codifica
uma poliproteina de pouco mais de 3.000 aminoacidos (Choo et al, 1989)(Figura

2).

R I

GENOMA VIRAL (~9,4 Kb)

PROTEASE CELULAR

l NS4
5NCR * * _ * ﬁ( ___ ﬁ ﬁ _ 3NCR
c 2 WINS2A NS3 |2 S5 ‘
| I M
CORE ! _ : METALO COFI:‘T()SR
REGIAO _ proTease | DENS

HIPERVARIAVEL INIBIGAO DE
PKR

ENVELOPE =
1 O | SERINO-PROTEASE RNA POLIMERASE

HELICASE RNA DEPENDENTE
dNTPase

Figura 2: Genoma do virus da hepatite C.
Fonte: Covas. 2001.

Uma caracteristica importante do HCV é a presenca de regides néo
traduzidas (UTR — “Untranslated region”) ou ndo codificante de proteinas (NCR —
“Non-coding region”) nas extremidades 5 e 3’ do genoma viral (Umlauft et al.,
1996). A regido 5 UTR mostra-se como a mais conservada no genoma, quando
comparada as diversas seqiéncias de nucleotideos de diferentes cepas de HCV,
com uma identidade total da seqUéncia de 85%, refletindo sua importancia
funcional na traducéo e replicagdo viral. Seu comprimento é de cerca de 340

nucleotideos, sendo consideravelmente mais curta que a dos picornavirus, porém



mais longa que a dos flavivirus. A seqiiéncia da regido 3' UTR é formada por uma
regido tipo especifica (logo apds o cdédon de terminagdo), uma sequiéncia de poli-
U-C de comprimento variavel, e uma regido altamente conservada, denominada
cauda 3'X, que forma uma estrutura secundaria com papel critico no inicio da
replicagéo viral, quando interage com proteinas celulares e virais. Variagbes de
sequéncia nesta regido podem também estar envolvidas com diferencas na

patogenicidade e na sensibilidade ao interferon do HCV (Choo & Pinho, 2003).

1.3.2 Proteinas Virais

A poliproteina precursora do genoma do HCV ¢ “clivada” em 10 proteinas
através da agdo de proteases virais e celulares. O produto desta “clivagem” é
dividido em proteinas virais estruturais, originarias do terco amino, e proteinas
virais replicavas ou né&o-estruturais, do restante da poliproteinas (Choo & Pinho,

2003).

1.3.2.1 Proteinas Estruturais

Core (C) — A regido 5’ do genoma codifica a proteina do nucleocapsidio que
tem cerca de 19KD (Covas, 2001). Essa proteina € o primeiro dominio expresso
durante a sintese do HCV, é a mais conservada de todas as poliproteinas entre as
diversas cepas de HCV (Choo & Pinho, 2003).

Envelope (E1 e E2) — Na seqiiéncia encontramos as proteinas do envelope
viral, cujas principais sdo as glicoprteinas E1(gp35), com 33KD e E2(gp70) com

61KD. E2 pode ser encontrada numa forma maior, incluindo em sua extremidade



carboxila, uma proteina menor conhecida como p7, cuja fungdo & desconhecida
(Miyamura & Matsuura, 1993).

Em termos antigénicos, como proteinas de envelope, E1 e E2 tém sido
bastante estudadas quanto a sua variabilidade e s&o os principais componentes
das vacinas em desenvolvimento. E2 contém em extremidade amino uma regido
de 34 aminoacidos que apresenta maior variabilidade dentro do HCV, conhecida
como regido hipervariavel 1 (HVR1) (Weiner et al., 1991) esta regido parece
desempenhar papel fundamental na determinac&o do curso evolutivo da hepatite
C. Outras duas fungbes foram também associadas a proteina E2: esta proteina
conttm um sitio de ligagdo para CD81, que € uma proteina de membrana
encontrada em linfécitos e hepatdcitos, e parece participar do processo de
penetracdo do HCV nestas células (Pileri et al., 1998). Além dessa funcéo, outra
regido da proteina E2 possui a capacidade de interagir com a PKR, que é uma das
proteinas responsaveis pela mediagdo dos efeitos antivirais do HCV (Choo &

Pinho, 2003).

1.3.2.2 Proteinas N&o-Estruturais

NS2- E uma proteina de membrana hidrofébica de 23KD que é liberada
pela proteina precursora por duas clivagens proteoliticas. Sua Unica funcéo é a de
mediar sua propria clivagem, que na jungdo com o polipepitidio E2/p7 ocorre
mediada por uma peptidase sinalizada pelo hospedeiro, enquanto que na jungao
NS2/NS3 é mediada por uma proteinase codificada pelo virus, composta pela NS2

e pelo dominio da proteinase serina de NS3 (De Francesco, 1999). Esta proteina



parece ser uma metaloprotease, pois € estimulada por zinco e inibida por EDTA
(Santolini et al, 1994).

NS3- Esta proteina tem sido a mais estudada do genoma viral. Tem peso
molecular de 70KD e possui diversas fungbes bioldgicas: protease, helicase e
trinuclectidase (NTPase). Estudos demonstraram ser uma serino-protease,
responsavel pela protedlise de toda regido a jusante do genoma viral (Santorini et
al, 1994). Exceto a clivagem de NS3 e NS4, que s6 ocorre dentro de uma mesma
molécula de RNA, as outras clivagens mediadas por NS3 podem ocorrer tanto em
cis como em trans. Para que a clivagem em trans seja eficiente, € necessaria a
presenca de NS4A, como co-fator, especialmente no sitio NS4B/NS5A, sugerindo
que NS3 e NS4A formam um complexo estavel (Choo & Pinho, 2003).

Outra fungcdo de NS3, seria a presenca da atividade nucleotidase (NTPase)
na extremidade carboxila, assim como a atividade de helicase (Suzich et al, 1993).

Admite-se que a proteina NS3 pode também estar envolvida em outros
aspectos da infeccdo pelo HCV, como a interagdo com a proteina quinase A, que
participa na transdugédo de sinais intracelulares e deve participar do mecanismo
patogénico do HCV, principalmente com o desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular (Choo & Pinho, 2003).

NS4- A sequéncia polinucleotidica NS4 apds “clivagem” da origem ha
duas proteinas: NS4A com peso molecular de 4KD, cuja fungéo é atuar como co-
fator de NS3, e NS4B, com peso molecular de 4KD e cuja fungdo ainda é
desconhecida (De Francesco, 1999).

NS5- A sequéncia polinucleotidica NS5 apés “clivagem” da origem ha duas

proteinas diferentes que sdo liberadas pela acdo conjunta de NS3 e NS4A, As

10



proteinas sdo NS5A, com 56KD e NS5B, com 65KD, ambas possuem sinais para
localizagdo nuclear, supondo-se que devem fazer parte de um complexo de
replicacéo ligado & membrana. A funcdo de NS5A esta associada a resisténcia do
HCV ao interferon alfa, entretanto este envolvimento ndo é universalmente aceito
pela comunidade cientifica. Outra fungéo atribuida a NS5A, seria a capacidade de
ativar promotores celulares que estariam envolvidos no processo de persisténcia

da infecgdo, desenvolvimento de cirrose e carcinogénese (Choo & Pinho, 2003).

1.3.2.3 Gendtipos Virais

A andlise filogenética das sequéncias gendmicas do HCV (Figura 3)
realizada por Simmonds e colaboradores, designou como tipos ou genétipos os
ramos maiores da arvore em numero de seis, utilizando numeros arabicos de 1 a 6
(1,2,3...6) e subtipos, as sequéncias relacionadas dentro dos grupos maiores,
denominando-os por letras minusculas, na ordem de sua descoberta (1a, 1b,...2a,
2b...3a, 3b, etc.) (Simmonds et al, 1994). Dentro de um mesmo gendtipo e subtipo
pode-se ainda existir variagdes, chamadas quasispecies. Isso é possivel devido a
replicacdo imperfeita do virus, com o surgimento de pequenas e constantes

mutacdes (Strauss, 2001).

Figuré 3: Arvore filokgené’t’ica doHCV. | | 11
Fonte: Cavalheiro, 2003.




1.3.3 Vias de Transmissao

O HCV é um virus de transmissdo primariamente parenteral, ou seja, a

contaminacdo se da fundamentalmente através de sangue contaminado. Outras

secrecbes organicas como saliva, urina, sémen e liquido ascitico tém sido

consideradas como vias de transmissdo, porém, bem menos eficazes (Liou et al,

1992).

Constituem situacdes de risco, com variados potenciais de contagio:

Transfus@o de sangue ou derivados

Uso de drogas ilicitas, através de compartilhamento de seringas
Hemodialise

Exposicéo a sangue pelos profissionais de saude

Receptores de 6rgaos ou tecidos transplantados

Recém-nascidos de maes HCV positivas

Contatos sexuais promiscuos ou com parceiros HCV positivos

Exposigéo a sangue por material cortante ou perfurante de uso coletivo
ndo devidamente esterilizado ou descartavel utilizados em
procedimentos médicos (endoscopia, plasmaférese, acupuntura, etc.),
odontolégicos, cosméticos (tatuagens, manicure/pedicure, barbeiros,
cabeleireiro, etc.)

Contato social ou familiar com material de uso pessoal (barbeador,

escova dental, depiladores, giletes, etc.)
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1.3.3.1 Formas Especificas de Transmiss&o

1.3.3.1.1 Transfus@o de Sangue e Derivados

Na década de 1980 com a introdugdo de programas preventivos contra a
infeccdo pelo HIV e de marcadores alternativos como o anti-HBC e ALT na
selecdo de doadores de sangue, a prevaléncia de hepatite ndo-A nédo-B pos-
transfusional caiu de 5% a 13% para 1,5% a 9% (Focaccia et al, 2003).

Nos anos 1990 com a introdugéo de testes de alta sensibilidade e técnicas
de inativagao viral, o risco de contagio por transfusdo de sangue e seus derivados
reduziu de 0,5% para 0,01% a 0,001% por unidade transfundida apds 1994
(Murphy et al., 2000).

Com a introducg&o de testes soroldgicos de terceira geragdo e o uso da PCR
em alguns centros de hemoterapia, o risco tem se reduzido ainda mais, n&o sendo
notificada transmissdo por albumina humana ou concentrado de fatores de
coagulagédo, sendo hoje o risco estimado de contagio por estes hemoderivados

muito pequeno (Steven et al, 1999).

1.3.3.1.2 Uso de Drogas Injetaveis

E atualmente, um dos mais importantes dentre os fatores de risco de
transmissdo do HCV, alcancando até 60% dos casos novos em paises
desenvolvidos (Focaccia et al, 2003).

Em média de 6 a 12 meses apds o inicio do uso compartilhado de drogas
licitas injetadas por via endovenosa, cerca de 80% dos usuarios tornam-se

soropositivos para o HCV (Thomas et al., 1995).
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A prevaléncia hoje de HCV positivos entre os usuarios de drogas ilicitas no

mundo € muito alta, chegando a 85% (Steven et al, 1999; Thomas et al., 1995 ).

1.3.3.1.3 Hemodiélise

Estima-se que a prevaléncia de anticorpos anti-HCV em pacientes que
realizam hemodialise, varie de 15% a 48% na América do Norte, podendo ser
mais alta em outras partes do mundo, como na Arabia Saudita (Pereira & Levey,
1997).

Demonstra-se como fatores de risco de contagio: (A) frasco de heparina de
uso coletivo; (B) falta de limpeza e desinfeccdo de todos os instrumentos e

superficies ambientais (Focaccia et al, 2003).

1.3.3.1.4 Exposi¢do Ocupacional

A prevaléncia do HCV em profissionais da area de saude, incluindo
cirurgides e dentistas, varia entre 1% a 2%, podendo chegar a 10% (Thomas et
al., 1993). O risco de contaminag&do com agulhas contaminadas com o HCV é dez
vezes menor que a contaminagéo pelo HBV, e discretamente superior em relagdo
ao HIV, entretanto a propor¢cdo de soroconversdo apods acidente com agulhas
contaminadas com HCV é de aproximadamente 1,8% (Alter, 1994; Puro et al.,

1995).

1.3.3.1.5 Transplantes de Orgaos e Tecidos
O transplante de 6rgdos sélidos ou tecidos humanos foi até a metade da

década de 90 uma importante fonte de contagio do HCV (Pereira et al., 1992; Tesi
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et al, 1994). Estudos realizados nos EUA em 1991, detectaram indice de
soropositividade de 1,8% em doadores de 6rgdos (Wreghitt et al., 1994).

E indiscutivel o fator de risco de contagio por érgdos transplantados,
entretanto, com o emprego de técnicas mais sensiveis de detec¢do do agente viral
e maior cuidado nos procedimentos, a prevaléncia de transmissdo reduziu

acentuadamente nos ultimos anos (Norol et al., 1994).

1.3.3.1.6 Transmissé&o no Periodo Perinatal

Diversos estudos tém reportado que a positividade do anti-HCV em
gestantes varia de 0,7% a 4,4% (Conte et al., 2000).

A proporgao de transmissao vertical do HCV entre gestantes varia entre 0%
a 35,5%, dependendo provavelmente da viremia (supostamente maior que
2.000.000 de codpias/ml) presente durante o parto (Yeung et al., 2001).

Em relacdo a aquisigdo do HCV nos partos vaginal e cesariana, a
propor¢do ndo mostra-se significancia estatistica, variando entre 4,3% a 3%
respectivamente (Yeung et al., 2001).

Em alguns estudos, o aleitamento materno, tem sido avaliado como fator de
risco para transmissdo do HCV, entretanto, os resultados tém se mostrado
conflitantes entre criangas que receberam aleitamento materno e aleitamento
artificial, sendo os numeros percentuais de 1,1% a 0,8% respectivamente, em
virtude desses resultados, os autores tém aceitado a possibilidade de risco muito
baixo, porém ndo ausente de contaminacdo do HCV através do aleitamento

materno (Yeung et al., 2001).
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1.3.3.1.7 Transmisséo Pela Via Sexual

A transmissdo por via sexual tem sido muito discutida. Estima-se que o
risco de transmissdo sexual nos EUA seja de 1% a 6%, enquanto que na ltalia
este nimero sobe para 10%, porém a maioria dos parceiros que se tornaram
soropositivos apresentavam muitos outros fatores de risco, e dessa maneira, 0s
resultados ndo evidenciam definitivamente que o contagio tenha ocorrido por via
sexual, possivelmente necessitando de fatores adjuvantes para facilitar a
transmisséo como: DST, promiscuidade sexual, etc. (Yeung et al., 2001).

Dois grandes estudos sobre transmissdo sexual realizados por Eyster et al
e Brettler et al em parceiras de hemofilicos HCV-positivos, documentaram baixa
relagéo de transmisséo sexual do HCV, sendo que os percentuais encontrados
variaram de 2,6% a 2,7% respectivamente (Eyster et al., 1991; Brettler et al.,
1992).

A transmissdo sexual ndo tem sido considerada uma via primordial ou
eficaz de aquisicdo do HCV em casais heterossexuais monogémicos, néo
havendo recomendacgdes de protegcdo em relagdo a atividade sexual entre esses
casais (CDC, 1998). A exemplo do que ocorre na infec¢do pelo HIV, o risco de
transmissdo do HCV € maior entre homossexuais masculinos do que entre os
heterossexuais €, da mesma forma, com maior probabilidade de contagio do
homem para a mulher, do que da mulher para o homem, assim como do intercurso
anal em relagé@o ao intercurso vaginal (Kingsley et al., 1990; Padian et al., 1991).

Estudos n&o conseguem documentar os diferentes tipos de atividades
sexuais entre os casais hetero e homossexuais, gerando controvérsias com

relacao a transmisséo sexual do HCV, outro ponto que tem gerado controvérsias &
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a dificil definicdo e caracterizacdo do que s&o condicbes determinadas de
promiscuidade sexual e exposigéo sexual de risco elevado. A transmissdo do HCV
através da via sexual coexiste com fatores multivariaveis e dificil caracterizacgéo,
além disso outras condigbes podem estar associadas favorecendo a disseminagéo

desse virus em alguns meios e classes sociais (Focaccia et al., 2003).

1.3.3.1.8 Exposi¢éo Percuténea e Outras Situacées

Acidentes percutaneos com agulhas contaminadas apresentam um risco de
contagio entre 2% e 10% (Mitsui et al., 1992).

Outras provaveis vias de transmissdo do HCV estdo associadas a rituais e
servicos de cosmética como tatuagem, piercing, acupuntura, etc. (Murphy et al.,
2000). Outros procedimentos como o uso de barbeadores, gilete, navalhas ou
qualquer outro material cortante ou perfurante de uso coletivo nédo descartavel,
aparelho elétrico de depilagdo e cortadores de cuticulas em salées de beleza
assim como instrumentais odontolégicos ndo devidamente esterelizados também

apresentam grande risco de contaminacao (Mitsui et al., 1992).

1.3.4 Epidemiologia

A infecgéo pelo HCV tem uma distribuicdo universal e as suas altas taxas
de prevaléncia estdo diretamente relacionadas com os chamados grupos de risco,
como: hemofilicos, pacientes hemodialisados, poli-transfundidos e usuarios de

drogas injetaveis.
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No inicio de 2002, dados conhecidos permitem estimar uma prevaléncia
mundial de portadores da infeccdo em torno de 500 milhées de individuos
(Paltanin & Reiche,2002) com percentuais que variam de 1% a 6% (Who, 2002). A
incidéncia é maior em paises em desenvolvimento, chegando a algo em torno de
4% a 6% em alguns grupos populacionais (Al-Faleh et al., 1991). Nos paises
desenvolvidos a prevaléncia atinge média percentual entre 1% a 2% da populagéo
geral (Focaccia et al., 2003).

Na América do Sul, a prevaléncia tem sido estimada por estudos realizados
em amostras de pré-doadores de sangue, o Brasil apresenta a maior taxa de
prevaléncia neste subcontinente, ficando em torno de 1,60%, sendo dessa
maneira considerado um pais de alta endemicidade (Grupo de Estudos da
Sociedade Brasileira de Hepatologia, 1999)

Como na América do Sul e em todo o Brasil, a soroprevaléncia na
Amazonia Brasileira tem estado relacionada a selecédo de doadores de sangue e

estudos em hemodializados e hemofilicos.

1.3.4.1 Soroprevaléncia em Doadores de Sangue

Com a introdugéo de testes e métodos mais sensiveis na selecdo e triagem
de doadores de sangue os casos de hepatites poés-transfusionais tém sido
reduzidos, embora n&o se possa prever ainda, a erradicagéo total desses casos
nos préximos anos (Ebeling, 1998).

A soroprevaléncia mundial é variavel, e segue o indice de desenvolvimento
humano, desta forma a prevaléncia de anticorpos anti-HCV entre doadores de

sangue segundo analise sécio-econémica tem se mostrado baixa (0% a 2,9%) em
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paises desenvolvidos, intermediaria (0% a 8,6%) a alta (1,5% a 18%) em paises
sub-desenvolvidos. Segundo a OMS, a taxa de triagem soroldgica realizada de
maneira adequada dentre os paises desenvolvidos, chega a 100% das unidades
de sangue coletadas anualmente, enquanto que em paises com médio e baixo
desenvolvimento apenas 57% das unidades coletadas anualmente sdo triadas
adequadamente (OMS, 2001).

No Brasil, na regido Norte, a prevaléncia tem atingido um percentual de
0,62% para o anti-HCV, enquanto que a média brasileira € de 0,48% (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, 2002).

Na cidade de Belém-PA, também com estudos realizados na populacéo de
doadores de sangue, a taxa detectada de prevaléncia entre os doadores de
sangue € 0,59% (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, 2002).
Segundo dados da Fundagdo Hemopa, até o més de outubro de 2003 o
percentual de soroprevaléncia do anti-HCV para o Estado do Para, na populacéo
de doadores de sangue para este ano até o momento é de 0,68%, valor superior

ao encontrado em 2002 segundo levantamento da ANVISA (HEMOPA, 2003).

1.3.4.2 Soroprevaléncia em Hemodializados

Pacientes hemodializados tém alta prevaléncia, com percentuais que
variam de 19% a 47,2% (Sheu et al., 1992; Esteban et al., 1989; Ayola et al.,
1991).

Segundo inquérito nacional realizado por um grupo de estudos da
Sociedade Brasileira de Hepatologia e publicado em 1999, a prevaléncia mais

elevada para o anti-HCV em hemodializados foi para a regido norte com 47,5%
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percentual ligeiramente superior ao encontrado para a regido sul com 43,6%

(Grupo de Estudos da Sociedade Brasileira de Hepatologia, 1999)

1.3.4.3 Soroprevaléncia em Hemofilicos

Entre os hemofilicos, a prevaléncia de infeccdo pelo virus HCV varia de
53% a 89% entre os varios paises do mundo (Bayer & Reuben, 1993) como: EUA
(60%), Espanha (75%), Italia (82%), Franca (71%), Alemanha (78%), Reino Unido
(89%) (Brandao-Melo et al, 2003).

No Brasil observam-se indices em torno de 87,3% (Brandao-Melo, 1990;

Brand&o-Melo et al, 1993).

1.3.4.4 Distribuicéo e Prevaléncia dos Gendtipos

As diferencas entre os gendtipos do virus da hepatite C (HCV) tém sido
consideradas pelos pesquisadores como importante marcador epidemioldgico e de
distribuicdo geografica, assim como também tém sido utilizadas para tracar o
curso da infeccdo em uma dada populagdo, como o que se observa com o HCV
tipo 1, que parece representar o tipo mais agressivo, com prognostico pouco
favoravel e que menos responde a terapia quando comparado com os outros tipos
(Cavalheiro, 2003).

Alguns gendtipos como 1a, 1b, 2a e 2b tém distribuicdo em todo o mundo,
outros como 5a e 6a sdo somente encontrados em regibes especificas como
Africa do Sul e Hong Kong respectivamente (Focaccia, 1997).

No oeste europeu e nos EUA, os gendtipos mais freqiiéntes sdo 1a, 1b, 2a,
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2b e 3a, embora a freqiiéncia possa variar para cada genoétipo (McOmish et al.,
1994).

No Japdo, o gendtipo 1a praticamente ndo existe; quando presente, é
encontrado em pacientes hemofilicos que fizeram uso prévio de hemoderivados
produzidos nos EUA, tais como fatores de coagulacao VIII/XI (Kato et al., 1991).

No Brasil, assim como nas Américas, 0s genotipos mais prevalentes séo 1,
2 e 3, responsaveis por mais de 90% dos casos. Dentro do proprio Brasil,
observam-se diferengas na prevaléncia entre os diferentes tipos, embora o tipo 1
seja 0 mais freqlente, e responsavel por cerca de 60% dos casos de infecgéo
pelo HCV no pais. Na regido Centro-Oeste observa-se uma maior incidéncia do
tipo 2, ao passo que na regido Sul o tipo 3 representa quase metade dos casos de
infeccdo (Medeiros-Filho, 2002).

Nos poucos estudos realizados até 0 momento na regido Norte do Brasil,
restritos aos Estados do Amazonas e do Para, observa-se o predominio do tipo 1
e subtipo 1b, semelhante ao que ocorre em outras regides do pais (Brasil et al,

1998; Soares et al,1998).

1.3.5 Imunopatogénese

Os mecanismos responsaveis pelo dano da célula hepatica e infeccéo
crénica pelo HCV nao sdo bem conhecidos, acredita-se que a resposta imune do
hospedeiro contra o virus desempenhe um papel central na patogénese do HCV.
Entretanto, individuos imunocompetentes quando infectados pelo HCV,

desenvolvem infecgdo persistente que cronificam em 85% dos casos, e em
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apenas 15% se observa uma resolugdo dos casos de hepatite C aguda, é
exatamente esta persisténcia que é problematica na infecgdo pelo HCV, pois
causa cirrose hepéatica de longa duracdo, freqientemente seguida pelo
aparecimento de carcinoma hepatocelular. Portanto, a real patogenicidade do
HCV é principalmente de dois aspectos: dano a célula hepatica e persisténcia viral

(Fukuda & Nakano, 2003).

1.3.5.1 Mecanismo de Lesao da Célula Hepatica

A existéncia de individuos saudaveis que albergam o virus indica que o
HCV ndo é citopatico. O desenvolvimento de hepatite aparentemente resulta do
reconhecimento imune e da destruicdo de hepatocitos infectados pelo HCV. O
grau de destruicdo varia entre os individuos. A infecgdo persistente no figado
dispara continuamente uma resposta ativa de células T que induz a destruicéo de
hepatocitos-alvo. Este € provavelmente o principal mecanismo responséavel pelo
dano hepatico (Fukuda & Nakano, 2003).

A imunidade humoral, ou seja, a producédo de anticorpos, € fundamental
para a neutralizagéo de particulas virais livres e para impedir a entrada de virus
nas células do hospedeiro. A primeira interacdo entre virus e a célula do
hospedeiro é a ligagdo da proteina do envelope do HCV a molécula CD81 na
superficie da célula alvo, normalmente esta interacéo é freqientemente observada
no soro de pacientes com hepatite C crénica, entretanto apresentam um potencial
de infeccdo baixo e provavelmente ndo sdo responsaveis por dano hepético na

infeccéo pelo HCV (Pileri et al, 1998).
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A imunidade celular parece ser a principal responsavel pelo mecanismo de
lesédo do hepatdcito, que ocorre devido a ativacdo da célula T “helper”, seguida
pela ativagdo da célula T citotdxica, resultando na lise de células-alvo infectadas
pelo HCV (Fukuda & Nakano, 2003).

Acredita-se que o evento inicial da resposta imune ao HCV seja o
reconhecimento do HCV pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), estas
apresentam pepitidios antigénicos curtos, derivados da clivagem proteolitica de
antigenos exégenos no sitio de ligagdo ao antigeno das moléculas HLA-classe |l
em sua superficie, esses sitios antigénicos foram identificados nas regiées core,
NS3 e NS4 do HCV (Tsai et al, 1997). As células T “helper” CD4+ (Th),
reconhecem esses pepitidios antigénicos nas APCs por meio do receptor de célula
T (TCR) e da molécula CD4, ocorrendo sua ativagdo. Uma vez ativada as Células
Th secretam citocinas, que modulam a atividade de células T citotéxicas CD8+
antigeno-especificas (CTL) ou células B (Fukuda & Nakano, 2003).

Dependendo do perfil de citocinas as células Th sdo denominadas Thy que
secreta interleucina 2 e interferon gama estimulando a resposta citotdéxica e Thy
que produzem interleucina 4 e 10, que estimulam a resposta humoral. Os fatores
que determinam a prevaléncia de Thy sobre Th, sdo ainda desconhecidos, mas
acredita-se que o desequilibrio entre elas seria o responsavel tanto pela
incapacidade de eliminagdo do virus como pela maior ou menor gravidade da
lesdo hepatica (Strauss, 2001).

As citocinas Thy déo suporte aos CTL, que sdo importantes no mecanismo
de defesa em infecgbes virais, uma vez que sdo responsaveis por mediar a lise

das células infectadas pelo virus, levando ao clareamento viral. Isso ocorre
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quando um sinal apoptético € iniciado pela interagdo entre o antigeno Faz
presente na célula-alvo e o ligante de Faz (FasL) presente no CTL (FuKuda &

Nakano,2003).

1.3.6 Diagnostico

A grande problematica da infec¢do pelo HCV, resulta que na maioria das
vezes, a doenga € assintomatica, dificultando ainda mais seu controle e facilitando
a disseminacdo na comunidade. O diagndstico laboratorial € em geral acidental,
feito para avaliacdo da possivel causa de testes de funcdo hepatica alterado
evidenciado durante exame de rotina ou durante triagem soroldégica em doadores
de sangue (Ferraz & Oliveira, 2003).

Os testes de fungdo hepatica, especialmente os niveis séricos das
aminotransferases (transaminases) ALT/TGO e AST/TGP, apesar de serem
indicadores sensiveis do dano do parénquima hepatico, ndo sdo especificos para
hepatites. Dessa forma, o diagndstico, por meio de testes sorolégicos ou de
métodos moleculares, é fundamental para a definigdo do agente etiolégico da

infeccdo (Brasil. Ministério da Saude, 2003).

1.3.6.1 Soroldgico

A introdugéo de testes sorologicos para deteccdo do HCV em bancos de
sangue em 1992, foi importante avangco no controle da infecgcdo, evitando a
disseminagdo desenfreada da doenga. O primeiro teste imunolégico desenvolvido,
foi um imunoensaio enzimatico (ELISA) de primeira geracdo contendo antigenos

recombinantes ¢100-3, codificado pela regido NS4 do genoma do HCV. Esse
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ensaio permitia detectar anticorpos anti-c100-3 no soro dos portadores de HCV. A
alta taxa de resultados falso-positivos e de falso-negativos (superior a 20%),
particularmente quando era usado para triagem de individuos de baixo risco, como
0s doadores de sangue, levou a necessidade de desenvolver imunoensaios mais
sensiveis e especificos (Rubin, 1994).

Atualmente, os imunoensaios consistem da detec¢cdo de anticorpos
capazes de reagir com varios antigenos recombinantes HCV-especificos fixados
em uma fase sélida, denominados ELISA de segunda e terceira geragéo, cujos
antigenos utilizados sdo: ¢100-3 (NS4); c33c (NS3) e c22-3 (nucleo, “core”)
(McPherson, 1994). A sensibilidade desses imunoensaios para a deteccdo de
anticorpos anti-HCV, tem sido superior a 94% e a especificidade, maior que 97%.
Uma das possiveis causas de resultados falso-negativos com os ensaios
atualmente disponiveis, tem sido a heterogeneidade viral. Os antigenos sédo
produzidos a partir da clonagem de seqiéncias de gendtipos tipo 1a , que reagem
fracamente com anticorpos de infectados com genétipos menos comuns (Gross &
Persing, 1995).

Uma das limitagbes dos ensaios imunoldgicos esta relacionada com a
Janela imunolégica (tempo de soro-conversdo). Normalmente a soro-conversao
dos anticorpos anti-HCV é tardia, ou seja, ocorre apés o inicio dos sintomas
clinicos da doenga (ex., ictericia) ou da elevagdo dos niveis séricos das
transaminases, podendo os anticorpos anti-HCV serem detectados entre a oitava
e décima segunda semana ap6és o contato com o virus. Nos pacientes
imunossuprimidos, esse periodo torna-se significativamente prolongado, uma vez

que a soro-conversdo e a evolugdo da resposta imunoloégica ocorrem mais
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fardiamente. Outra limitagdo € que embora os imunoensaios possam evidenciar a
exposicdo ao HCV, s&o incapazes de diferenciar a infec¢do recente ou passada.
Individuos na fase inicial da soro-conversdo ou recentemente infectados
apresentam resultados inconclusivos para esse ensaio que, ocasionalmente, se

tornaréo positivos na obtencdo de amostras posteriores (Gross & Persing, 1995).

1.3.6.2 Molecular

As limitagbes observadas nos ensaios imunolégicos, criaram a necessidade
do desenvolvimento de outros testes diagndsticos que proporcionem maior
confiabilidade quanto: (i) especificidade e sensibilidade, (ii) definicdo da infeccdo
passada ou recente, e (iii) avaliacéo da atividade viral, em relagdo ao prognéstico
da doenga hepatica, e a eficacia da terapia antiviral (Rubin, 1994). Cada vez mais
tem sido demonstrada a aplicagdo das técnicas moleculares na investigacdo da
infeccdo pelo HCV, seja no reconhecimento do tipo de virus infectente e posterior
classificacdo ou na avaliagdo da carga viral. Outra importante aplicagdo das
técnicas moleculares € o acompanhamento da terapia antiviral em pacientes
portadores de hepatite C crdnica, em particular no tratamento com o Interferon alfa
(Garson & Tedder, 1993).

Dentre os métodos moleculares de deteccdo e quantificagdo do RNA-HCV
no soro, a amplificacdo do genoma viral pela reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) é a mais sensivel (Gross & Persing, 1995; Rister et al., 1995; Young et al.,
1993).

A RT-PCR, é o método de deteccéo do virus da hepatite C feito através da
transcricdo reversa (RT) e subsequente amplificacdo do genoma viral pela PCR
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(Young et al., 1993). Esse método permite que o RNA seja detectado no soro,
uma a duas semanas apos a infecgdo, antes mesmo do aparecimento dos
primeiros sinais clinicos, outra importante implicagdo, sdo os casos em que 0s
imunoensaios fornecem resultados indeterminados ou ndo-reativos .

Para a deteccdo do RNA-HCV por RT-PCR, um passo importante é a
escolha dos iniciadores (“primers”) para fins diagndsticos, que devem
corresponder a sequiéncia genémica bem conservada para os diferentes gendétipos
do HCV, de modo a garantir a alta sensibilidade do método. No caso do HCV, a
regido eleita para amplificacdo pela PCR é a 5 UTR por ser a mais conservada do
genoma viral (Choo & Pinho, 2003). Na etapa de transcrigdo reversa o RNAm &
convertido em DNA complementar (cDNA) pela enzima Transcriptase Reversa
(RT), e este funciona como molde para a PCR. As moléculas de cDNA séo
amplificadas em uma Unica etapa pela PCR convencional. Os produtos da PCR
podem ser analisados por eletroforese (PCR qualitativo) ou por sistemas de
hibridizacdo com sondas marcadas (PCR quantitativo). Alguns protocolos utilizam,
além da amplificacdo convencional, uma amplificacdo adicional com iniciadores
internos, denominada dupla PCR (“PCR-Nested”). Essa modificacdo aumenta
significativamente a especificidade e a sensibilidade da técnica convencional

(Garson, 1990; Watson et al., 1997).

1.3.6.3 RT-PCR em Tempo Real
E um método cujo desenvolvimento foi possivel devido duas grandes
descobertas: a existéncia da atividade 5’-3’ exonuclease da taq polimerase e a

constru¢cdo de uma sonda duplamente marcada, que emite sinais fluorescentes
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quando clivada, baseada na transferéncia de energia fluorescente ressonante
(FRET) (Giulietti et al., 2001).

Neste método a enzima taq polimerase durante a fase de alongamento
‘tiva” uma sonda interna duplamente marcada que n&o se alonga, chamada
‘TagMan®” (Giulietti et al, 2001).

No sistema “TagMan®’, a sonda é duplamente marcada com o corante
reporter (6-carboxyfluoresceina) na extremidade 5 e o corante quencher (6-
carboxytetrametilrodamina) na extremidade 3’. Enquanto esta sonda esta intacta
ha transferéncia de energia fluorescente emitida pelo corante reporter e que é
absorvida pelo corante quencher, no momento da degradacdo da sonda pela
nuclease na PCR, estes corantes, repérter e quencher, sdo separados, e a
emissdo do corante repdrter ndo € mais transferida para o corante quencher,
resultando em elevada emissao fluorescente do corante repérter (Figuras 4 e 5).
Este processo ocorre em todos os ciclos da PCR e o aumento da emisséo
fluorescente do corante repérter é lido por um detector de sequéncias em tempo

real durante o curso da reacdo (Giulietti et al, 2001).

Sistema TaqMan®

Sonda
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Taq polimerase

Sonda

|'_|||‘|‘|| :?“?

Figura 4: Sondas duplamente marcadas com o
corante repérter na extremidade 5 e o corante
quencher na extremidade 3'. 2
Fonte: Mihajlovich, 2002. (Applied Biosystems)™ -



Sistema Taql\/lan®
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Figura 5: momento da degradacdo da sonda pela
nuclease, ocorrendo separagdo dos corantes e
resultando em elevada emissdo fluorescente do
corante reporter.

Fonte: Mihajlovich, 2002. (Applied Biosystems)TM

Um “software” calcula o valor que expressa a degradagao da sonda durante
0 processo da PCR e constréi um grafico a partir de pontos de amplificagéo
denominados CT (“cicle threshold”) usando os dados da emissédo fluorescente
coletados durante a amplificacdo quando estes ultrapassam uma linha basica
(threshold) escolhida para cada experimento individualmente (Figura 6) (Giulietti et

al, 2001),
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Figura 6: Grafico demonstrando o CT (cicle threshold) calculado pela
determinagcdo do ponto no qual a fluorescéncia excede o limite

threshold.

Fonte:Giulietti, 2001. 29



1.3.7 Aspectos Clinicos

A historia natural da infeccdo pelo HCV, tem apresentado-se complexa e
influenciada por fatores que atuam na sua evolugdo como: uso de alcool,
gendtipos, co-infecgdo com outros virus, etc. (Strauss, 2001).

As formas leves ou “benignas” da hepatite C, evoluem lentamente em
varias décadas e podem nunca vir a desenvolver cirrose. Cerca de 1,5% desses
tipos de infeccdo, podem regredir, ou seja, ocorrer a soroconversao expontanea
com negativagdo do RNA-HCV (Fujisawa et al, 1997; Guz et al, 1999).
Clinicamente indistinguivel das outras hepatites virais, a forma aguda da hepatite
C apresenta um periodo de incubacdo em torno de seis semanas.
Frequentemente os sintomas sdo mais leves e se manifestam como: ictericia,
colria, acolia fecal, hipopirexia, astenia e febre, ocorrendo em cerca de 5% a 10%
dos casos (Focaccia, 1997).

A infecg@o crbnica, pelo HCV, além de evoluir lentamente em anos ou
décadas, costuma ter um amplo espectro clinico, desde formas assintomaticas
com enzimas séricas normais até a hepatite cronica intensamente ativa, cirrose e
hepatocarcinoma (Strauss, 2003). O cansaco facil e a adinamia sédo os sintomas
mais encontrados, o exame fisico apresenta uma ictericia leve, com figado
aumentado, pouco endurecido e raramente sinais de esplenomegalia.

Sinais e sintomas especificos relacionados a disfungdo hepatica, como
ictericia evidente, ascite, varizes de esdfago e sangramento digestivo alto,

somente aparecem em fase avangada da doencga (Focaccia, 1997).
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Com relacdo ao prognéstico da hepatite cronica, ha uma classificagéo
histologica que divide esta doenga em: hepatite crénica lobular (com evolugéo
normalmente benigna), hepatite crbénica persistente (clinicamente de bom
prognostico) e hepatite crénica ativa (associada a replicagdo viral em
desenvolvimento e fendmenos necroticos, com progndstico mais reservado)

(Bensabath et al, 1997).

1.3.8 Tratamento

Considerando-se que 50% das infec¢des agudas pelo HCV progridem para
cronificacdo, quanto mais precoce for a instituicdo do tratamento, para frear o risco
de evolugdo a cirrose e ao cancer primario do figado, melhor serd o resultado.
Atualmente o tratamento da hepatite C visa interromper a evolugdo das lesdes,
eventualmente sua reducgdo; eliminar a replicacdo viral; melhorar a fungao
hepética e reduzir a probabilidade de evolucdo para o transplante hepatico.
Apesar do virus permanecer em estado latente em algumas células do organismo,
é possivel erradica-lo do sangue e do tecido hepatico com as medicacoes
disponiveis. A eficacia, entretanto, ainda é reduzida em muitos pacientes, e o
tratamento € muito caro, (Strauss, 2001).

A indicagéo terapéutica se da para todos os pacientes com forma aguda ou
cronica da doenga que apresentem infecgéo ativa indicada pela deteccdo do RNA
viral através da PCR, sendo que nas formas crénicas, se faz necessaria a
constatagdo da presenga de fibrose no tecido hepatico, através da biopsia.

Pacientes com contra-indicag&o para realizagdo deste exame como hemofilicos ou
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plaquetopénicos podem ser incluidos sem a evidéncia histolégica da lesdo
hepética (Focaccia, 1997).

A determinacdo do gendtipo viral, tem se mostrado muito Util para
determinar o tempo de tratamento (um ano para o gendtipo 1 e seis meses para
0s gendtipos 2 e 3), além de se constituir em fator preditivo da resposta
terapéutica, sendo os genotipos 1, 4, 5 e 6 de menor eficacia ao tratamento
(Medeiros-Filho, 2002).

A faixa etaria com melhor resposta ao tratamento medicamentoso situa-se
em adulios jovens, entre 18 e 50 anos. Ha pouco conhecimento sobre o
tratamento em criangas, apesar de alguns estudos iniciais indicarem resultados
semelhantes (Strauss, 2001).

Atualmente o esquema terapéutico utilizado inclui a administracdo de
interferon alfa em associacdo com a ribavirina. Mais recentemente, o interferon
tem sido utilizado em sua formulagédo peguilada em associagdo com a ribavirina, o
que tem apresentado maior eficacia em varias situacbes clinicas, em relagdo ao
interferon comum, especialmente em pacientes portadores de infecgado pelo
gendtipo 1; cirréticos; co-infecgdo HIV-HCV e portadores de insuficiéncia renal
(Focaccia et al, 2003).

A utilizacdo do interferon como terapéutica para hepatite C, pode ser contra
indicada de maneira absoluta nos casos de disturbios psiquiatricos, doenca
hepética descompensada, gravidez, neoplasias, diabetes melito, transplantados
(exceto figado), plaquetopénicos (inferior a 60.000/mm? ), neutropénicos(inferior a
1.000/mm® e hipertireoidismo, ou relatva como nos casos de doencas

cardiovasculares, doengas auto-imunes em atividade, doenca convulsiva cronica,
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disturbios hematologicos (anemias, hemolises, hemoglobinopatias), uso de alcool

ou drogas ilicitas, insuficiéncia renal croénica, co-infecgdo HCV-HIV e HCV-HBV.
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20BJETIVOS

21 GERAIS

Comparar os testes sorolégico de imunoensaio enzimatico (ELISA) e
molecular da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) quando da selecdo de pré-
doadores de sangue na Fundagdo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para

-Hemopa

22 ESPECIFICOS

Correlacionar a relagdo entre densidade éptica e Cut Off (DO/Cut off) do
teste ELISA com os resultados da PCR.

Avaliar a existéncia de correlagéo entre carga viral e DO/Cut off.

Avaliar se existe preferéncia da prevaléncia do sexo e da faixa etaria nos

portadores do HCV.
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JMETODOLOGIA

31AMOSTRA

Foram coletadas 290 amostras de candidatos a doagdo de sangue da
Fundacdo HEMOPA, selecionadas na divisdo de sorologia cujo resultado do teste
ELISA estavam positivo ou indeterminado para o anti-HCV, utilizando-se o kit
Murex anti-HCV (versdo 4.0) da Abbott Murex. Do total de amostras analisadas,
210 (72%) eram do sexo masculino e 80 (28%) do sexo feminino. Todas as
amostras foram submetidas a uma segunda coleta de sangue, onde foram
retestadas para o teste ELISA utilizando-se o mesmo kit sorolégico anterior e
posteriormente estas amostras foram submetidas ao teste confirmatério da PCR
em tempo Real.

Os doadores selecionados com teste ELISA positivo ou indeterminado,
receberam uma carta em suas residéncias solicitando o comparecimento em dia e
hora marcados ao ambulatério de inapto da fundacéo, no qual foram atendidos e
orientados por médicos do setor a respeito do resultado da sorologia e da
necessidade de se coletar uma nova amostra de sangue para a realizagdo do
exame confirmatorio (PCR), esses doadores selecionados foram informados sobre
a pesquisa, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2)
autorizando a utilizagcdo de suas amostras, e ainda receberam os resultados dos
exames (sorologia e PCR) realizados em suas residéncias. Os que apresentaram
resultados positivos no exame de PCR para o virus da hepatite C, foram

encaminhados para o nucleo de Medicina Tropical (local de referéncia para
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tratamento hepatologico) a fim de receberem tratamento por médicos

especializados no assunto.

3.2 EXTRACAO DO RNA

Inicialmente, a segunda amostra coletada (5 mL com anticoagulante EDTA
- etil-enediaminetetra-acido acético em tubo estéril) foi submetida a extragéo do
RNA viral a partir do plasma do doador, obtido por pungé&o venosa seguida por
centrifugacéo durante 4 minutos a 2500 rpm.

A extracdo foi realizada utilizando-se trizol LS™ (Gibco — BRL), reagente
responsavel pela lise celular, na quantidade de 375 pL em tubos ependorff de 1,5
mL com adigdo de 125 pyL do plasma a ser testado, homogeneizando-se por
inversdo e incubando-se por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram
adicionados 100 uL de cloroférmio para auxilio na lise celular, sendo as amostras
vigorosamente agitadas no vértex por 15 segundos e posteriormente incubadas
por 10 minutos a temperatura ambiente.

Apés incubacdo as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 12.000g.
Finalizada esta etapa de centrifugacdo a fase aquosa resultante foi transferida
para outro tubo ependorff estéril de 1,5 mL, com auxilio de pipeta automatica e
ponteira com barreira, sendo o restante desprezado. Em seguida foi adicionada a
fase aquosa 250 uL de isopropanol para precipitacdo do RNA, sendo a amostra
homogeneizada por inversdo e incubada por 10 minutos a temperatura ambiente,
seguida por nova centrifugacdo de 10 minutos a 12.000g, sendo o sobrenadante
totalmente desprezado por inversdo do tubo. Em seguida foram realizadas duas

lavagens consecutivas do RNA precipitado, com a adicdo de 500uL de etanol a
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75%, com posterior agitacdo do material no vértex e centrifugagéo por 5 minutos a
7.400g. Finalizada a centrifugacdo o sobrenadante foi totalmente desprezado,
sendo o tubo invertido sobre papel toalha por 15 minutos para esgotamento total
da parte liquida contida no tubo.

A etapa final da extracdo consistiu na hidratagcdo do RNA, adicionando-se
25uL de agua ultra pura livre de RNAse, sendo esta amostra conservada a 4°C
‘overnight” para total solubilizacdo do RNA a ser testado no dia seguinte. Caso a
amostra ndo seja utilizada imediatamente, a mesma podera ser estavel por uma

semana quando conservada a 4°C.

3.3 “PRIMERS” E SONDA

Tabela 2: Seqiliéncia dos “primers” e sonda localizados na regido 5 UTR do HCV.

‘Primers” e sonda Seqiéncia
HCV NC5NCR54F 5 -CGC TCAATGCCT GGAGATTT -3
HCV NC5NCR121R 5 —-TTT CGC GAC CCAACACTACTC-3

HCV NC5NCRitxt79T & — FAM TGC CCC CGC GAG ACT GCT AGC TAMRA -3’

3.4 RT-PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

Para amplificacdo do RNA viral extraido, foi utilizada a técnica da PCR
quantitativo em tempo real, utilizando-se a plataforma ABI PRISMA® 7000 (Applied
Biosystems), incorporada a um ciclador térmico, um detector de fluorescéncia e

um software para analise do produto amplificado. O software Primer Express (PE



Applied Biosystems, Foster City, USA) foi utilizado para o desenho da sonda de
hibridizag&o fluorescente apropriada, bem como os “primers” para amplificagéo.

A sonda com corante reporter 5° FAM e o corante quencher 3’ TAMRA, e 0s
‘primers” foram sintetizados pela PE Applied Biosystems.

A reacgado de RT-PCR foi executada com a preparagao de um mix utilizando-
se o kit TacMan® EZ RT-PCR core Reagents Applied Biosystems, constituido por:
TacMan Ez Buffer 5x; acetato de manganés (Mn(Oac))(25mM); bases
nitrogenadas dATP, dCTP, dGTP(10mM) e dUTP(20mM); rTth DNA Polimerase
(2,5 U/uL) e UNG (1U/pL).

Este mix foi realizado em tubos de 0,2 mL utilizando-se as seguintes
quantidades: 10uL Ez Buffer; 6uL Mn(Oac); 1,5uL de cada base nitrogenada; 2uL
rTth DNA; 0,5uL UNG; 8,5 uL de agua ultra pura; 1,5uL de cada “primer” e 1,5 uL
de sonda e 2 yL de RNA a ser testado, totalizando um volume final de reacéo de
25uL. Em seguida este tubo foi fechado com tampa o6ptica MicroAmp (Applied
Biosystems) e colocado no ciclador utilizando-se as seguintes condigées: 1 ciclo a
50° C (2 minutos), 1 ciclo 60° C (30 minutos), 1 ciclo a 95° C (5 minutos), 50 ciclos
a 94° C (20 segundos) e 1 ciclo 60° C (1 minuto).

A analise do produto amplificado foi realizada pelo software da plataforma
ABI 7000 Applied Biosystems, Foster City, USA) ja citado.

Os resultados foram organizados em banco de dados em forma de tabelas
e graficos e analisados estatisticamente utilizando-se métodos de estatistica
descritiva e o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparagdo de
amostras, e ainda utilizado o teste do qui-quadrado para analise comparativa de

resultados de PCR por faixa etaria.



4 RESULTADOS

Do total de amostras analizadas (290) entre os doadores de sangue da
Fundag&o Hemopa, a distribuigdo absoluta dos valores obtidos por teste ELISA e
PCR nos sexos masculino e feminino, apresentou-se da seguinte maneira: 80
amostras eram do sexo feminino, quando submetidas ao teste ELISA, 49
amostras apresentaram resultado positivo, 12 amostras resultado indeterminado e
19 amostras resultado negativo, em seguida essas amostras foram submetidas ao
teste confirmatério da PCR, mostrando como resultado 8 amostras positivas e 72
amostras negativas. As amostras do sexo masculino, no total de 210, também
foram submetidas aos dois testes (ELISA e PCR) apresentando os seguintes
resultados: teste ELISA, 91 amostras positivas, 50 amostras indeterminadas e 69
amostras negativas, quando submetidas ao PCR, 24 amostras apresentaram-se

positivas e 186 amostras apresentaram-se negativas (Tabela 3).

Tabela 3: Distribuigdo de valores absolutos obtidos por teste ELISA e
PCR no sexos masculino e feminino.

ELISA PCR
Sexo n
POS IND NEG POS NEG
F 80 49 12 19 8 72
M 210 91 50 69 24 186
Total 290 140 62 88 32 258
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Todas as 290 amostras inicialmente selecionadas e testadas pelo teste
ELISA, foram submetidas a uma segunda coleta de sangue, apds convocagéo do
doador. Essas amostras foram retestadas para o teste ELISA utilizando-se o
mesmo kit soroldégico anterior, apds a repeticdo do teste ELISA, as amostras
apresentaram a seguinte distribuicdo: 49%, mostraram-se positivas para o anti-

HCV, 21% indeterminadas e 30% negativas (Figura 7).

E49%

H21%

@ Positivo
H Indeterminado
O Negativo

Figura 7: Distribuicdo das freqUéncias de resultado
do teste ELISA retestados em segunda amostra na
ocasido do retorno do doador inapto.

Apos organizagdo dos dados em tabelas, a anélise estatistica foi realizada
utilizando-se métodos de estatistica descritiva (Tabela 4). Em seguida utilizou-se o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (p= 0,0006) para comparagdo das
amostras, onde obteve-se duas amostras independentes: ELISA pos/PCR pos e
ELISA pos/PCR neg , as quais apresentaram resultado estatisticamente

significativo, tratando-se de duas amostras diferentes ( Figura 8).
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Tabela 4: Estatistica descritiva de DO/Cut off das amostras com teste ELISA positivo

ELISA POSITIVO (DO/Cutoff)

PCR n

Média T Desvio Padréo Minima Maxima
NEG 110 3,563+ 1,79 1,2 11,44
POS 30 4,69+ 1,02 1,79 5,85

DO/Cut off: razdo entre a Densidade 6ptica e Cut off

7,00
R? = 0,8626
6,00 ~
5,00 -+
4,00
4
3,00
2,00 i
1,00 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Ensaios
¢ PCRNeg m PCR Pos Linear (PCR Neg) =——Log. (PCR Pos)

Figura 8: Dispers&o de valores DO/Cutoff de testes ELISA
positivos em duas amostras: PCR positivos e PCR negativos.

Apés a realizacdo do teste ELISA as amostras foram submetidas ao teste
da PCR, onde foi possivel obter-se combinagbes diferentes entre os resultados
dos dois testes utilizados (ELISA e PCR) e observar sua distribuicdo nos sexos.
Do total de 80 amostras do sexo feminino, 49 apresentaram ELISA positivo,
quando submetidas a PCR 8 foram positivas e 41 negativas; 12 apresentaram-se
indeterminadas para o ELISA e quando submetidas a PCR as 12 foram negativas;

19 apresentaram-se negativas no ELISA e quando submetidas a PCR
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continuaram negativas. Entre as 210 amostras do sexo masculino, 91
apresentaram ELISA positivo, quando submetidas a PCR 22 foram positivas e 69
negativas; 50 amostras apresentaram-se indeterminadas para o ELISA e quando
submetidas a PCR 2 foram positivas e 48 negativas; 69 apresentaram-se

negativas no ELISA e quando submetidas a PCR continuaram negativas (Tabela

5).

Tabela 5: Distribuicdo dos dados absolutos da combinagéo de testes
ELISA e PCR nos sexos masculino e feminino.

ELISA
Sexo  n POS IND NEG
PCR+ PCR- PCR+ PCR- PCR+ PCR-
F 80 8 41 0 12 0 19
M 210 22 69 2 48 0 69
Total 290 30 110 2 60 0 88

Apds a analise da distribuicdo dos dados absolutos da combinacéo de
testes ELISA e PCR em ambos os sexos, obteve-se a seguinte distribuicdo das
freqiéncias na amostragem estudada: 10% das amostras apresentaram ELISA
positivo/PCR  positivo; 38% ELISA positivo/PCR negativo; 1% ELISA
indeterminado/PCR positivo; 21% ELISA indeterminado/PCR negativo e 30%

ELISA negativo/PCR negativo (Figura 9).
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Figura 9: Distribuicdo das Frequéncias das combinagdes de
resultado de teste ELISA e PCR na amostra analisada.

Todas as amostras que apresentaram resultado positivo no teste ELISA
(140) quando submetidas ao teste da PCR, apresentaram a seguinte distribuig&o:

21% apresentaram resultado positivo e 79% resultado negativo (Figura 10).

B PCR+ HPCR- |

Figura 10: Amostras com teste ELISA positivo
submetidas ao teste de PCR.
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Com relagdo a faixa etaria da amostra estudada entre os doadores de
sangue, observou-se que a maioria encontra-se na faixa entre 18-34 anos como
mostra a figura 11. Considerando-se as faixas etarias de 18-34 anos, 34-50 anos e
50-65 anos e utilizando-se o teste estatistico do qui-quadrado, observou-se que
entre as faixas de 18-34 anos e 34-50 anos (p=0,014) o resultado mostrou-se
significativo e entre as faixas 34-50 anos e 50-65 anos (p=0,8021) o resultado

mostrou-se nédo significativo.

180
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 A

160

20

18 - 34 34 - 50 50 - 65
Faixa Etaria (anos)

Figura 11: Distribuicdo da faixa etaria da amostra analisada.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho mostra que as duas amostras encontradas ELISA
positivo/PCR positivo e ELISA positivo/PCR negativo, quando analisadas
separadamente mostraram-se independentes e estatisticamente significativas
(p=0,0006), tratando-se de duas amostras diferentes como mostra a figura 8. Esta
diferenca pode ser supostamente devido a resposta imune diferenciada nas
amostras que apresentaram resultado no teste PCR positivas.

Analisando-se a amostra com teste ELISA positivo e PCR positivo,
esperava-se que os resultados entre DO/Cut off (ELISA) e carga viral (PCR)
apresentassem correlagdo como a percebida em outros virus como, por exemplo,
no HIV (Rezende et al., 2002), no entanto isso ndo foi encontrado para o HCV,
onde os resultados apresentaram-se totalmente dispersos (R?*=0,025),
confirmando a nado correlagédo entre DO/Cut off (ELISA) com carga viral (PCR).

Estes resultados mostram que o teste ELISA utilizado para triagem
sorolégica de doadores de sangue no HEMOPA — PA, apresenta-se eficiente,
entretanto pouco especifico para o agente viral estudado, uma vez que
anualmente s&o coletadas cerca de 60.000 bolsas de sangue neste hemocentro,
onde 0,59% destas bolsas sdo descartadas com resultados do teste soroldgico
(ELISA) positivo ou indeterminado para o anti-HCV, sendo que 90% destas bolsas
apresentam-se com resultado falso-positivo, quando confirmadas pelo teste
molecular da PCR. Assim, apenas 10% dessas bolsas s&o verdadeiramente

positivas (Figura 9), o que resulta em descarte indevido, em média, de 320 bolsas



anualmente. E importante ressaltar que ndo s&o apenas 320 bolsas descartadas
indevidamente, uma vez que cada bolsa apds processada atende em média
quatro pacientes, sdo mais de mil pacientes que deixam de ser beneficiados, sem
contar o dano social de se considerar cerca de 320 doadores sadios como inaptos
sorologicamente.

Outra hipétese para a pouca especificidade do teste ELISA atualmente
utilizado para triagem sorolégica no Brasil, seria que a especificidade dos kits ndo
representam a realidade Brasileira, uma vez que a fabricagdo dos mesmos é feita
na grande maioria fora do Brasil. Apesar do padrdo dos gendtipos do HCV no
Brasil ser semelhante ao encontrado nos EUA e Europa (Medeiros-Filho,2002) as
variagbes entre um mesmo genotipo (quasispécies) podem ser responsaveis por
esta diferenca.

Outro ponto a ser discutido, seria 0 numero de repeticées dos testes ELISA
que poderiam ser evitados com a adequacéo dos kits a realidade Brasileira uma
vez que no presente estudo obtivemos 30% de resultados de ELISA inicialmente
positivos ou indeterminados que quando retestados apresentaram-se negativos
resultando em custo desnecessario para realizagao das retestagens (Figura 7).

Com relagéo a distribuicdo entre os sexos dos candidatos a doagéo de
sangue no HEMOPA, os resultados encontrados, revelaram 72% do sexo
masculino e 28% do sexo feminino (Tabela 3), muito semelhante ao que ocorre na
maioria dos hemocentros do Brasil , onde a grande maioria dos doadores s&o do
sexo masculino (ANVISA, 2002). No que se refere a preferéncia do sexo em
relacdo a infec¢do pelo HCV, ndo foi encontrado nenhum resultado significativo

(p=0,89), sendo 11% de individuos do sexo masculino positivos e 10% do sexo
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feminino, mostrando que a infeccdo por este virus ndo tem preferéncia por sexo
(Tabela 3).

No que se refere a faixa etaria, os resultados obtidos no HEMOPA estéo de
acordo com os encontrados em muitos hemocentros do Brasil, onde a faixa etaria
mais regularmente encontrada foi a de 18 — 34 anos (55%), seguida pela de 34 —
50 anos (38%) e a menos frequente de 50 — 65 anos (7%) (Figura 11). No que diz
respeito a preferéncia do virus por determinada faixa etaria, os resultados com
PCR positivo foram mais prevalentes nas faixas etarias de 34-50 anos (16,2%) e
50-65 anos (16,7%) do que na faixa de 18-34 anos (6,2%) (p=0,014). Estes
resultados s&do esperados, uma vez que o individuo com o passar dos anos, ou
seja, com tempo de vida maior, aumenta o tempo de exposicdo ao agente
infeccioso. Outro ponto interessante, € que a frequencia de doadores na faixa
etaria entre 18-34 anos (55%) representam a maioria do universo de doadores de
sangue da Fundacdo Hemopa, o que garante uma maior segurancga transfusional,

uma vez que o virus C é menos prevalente nesta faixa etéria.
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6 CONCLUSAO

As principais conclusées do presente trabalho séo:

- As duas amostras encontradas (PCR negativo e PCR positivo) séo
independentes, tratando-se de duas amostras com comportamento
diferentes: uma linear e a outra logaritmica respectivamente.

- N&o existe correlagéo entre carga viral do HCV na PCR com DO/Cut off do
ELISA.

- Os testes de imunoensaio enzimatico (ELISA) utilizados para triagem
sorolégica em hemocentros sdo eficientes, porém pouco especificos
tratando-se da realidade Brasileira para o HCV.

- O teste da PCR utilizado como confirmatério tem se mostrado bem eficiente
para o HCV.

- Nao existe preferéncia da prevaléncia do sexo nos portadores do HCV.

- Com relacdo a faixa etaria, o HCV tem certa preferéncia por faixas mais
altas, o que é perfeitamente esperado, uma vez que aumentando o tempo

de vida, aumenta-se o tempo de exposi¢do ao agente infeccioso.
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ANEXOS 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: O USO DA TECNICA DE REAGAO EM CADEIA DE POLIMERASE
(PCR) EM DOADORES DE SANGUE SOROPOSITIVOS PARA O ANTI-HCV.

ESCLARECIMENTOS DA PESQUISA:

As hepatites s@o doengas que afetam o figado de maneira grave, podendo
levar a morte. Existem varios tipos de hepatites, as mais encontradas sao
causadas por virus (micrébios) como as hepatites A, B e C. A hepatite C afeta no
mundo cerca de 200 milhées de pessoas, e uma das maneiras como pode ser
passada de uma pessoa para outra € através do sangue contaminado com o virus
HCV (virus da hepatite C). Muitas pessoas com hepatite C nédo sabem que estao
doente, dessa maneira, ndo procuram orientagcdo médica e ainda podem passar
para outras pessoas. O virus leva um tempo longo(20 a 30 anos) para dar inicio a
doenca que pode ser cirrose (“doenga que causa a barriga d’agua’) e/ou cancer
de figado.

O objetivo deste estudo & comparar dois exames de laboratério (Anti-HCV
e PCR) para saber qual deles € melhor para ser usado na selegdo de candidatos a
doadores de sangue, visando melhorar os niveis de qualidade do sangue
fornecido pela Fundagdo Hemopa. O Anti-HCV e o PCR sédo exames realizados no
sangue do doador, capazes de perceber a presenca ou n&o do virus da hepatite
C. Para a realizag&o do estudo sera coletada uma pequena quantidade de sangue
(4 ml) no momento da doagédo. Os riscos a saude do doador sdo considerados
minimos, quase nulos, uma vez que serao utilizados na ocasidao da coleta
materiais descartaveis, provenientes de laboratérios com grande controle de
qualidade

Em contrapartida, os beneficios a saude serdo muitos, uma vez que os
resultados desse estudo poderdo modificar a rotina da Fundagéo, aumentando os
niveis de seguranga da qualidade do sangue por ela fornecido a populagéo. O
doador também sera beneficiado pelos resultados dos exames l|aboratoriais
realizados durante a pesquisa e caso seja confirmado a presenga do virus no
sangue do doador, este sera encaminhado ao Nucléo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Para para acompanhamento médico gratuito.

Asseguramos que as informagdes geradas pela entrevista com o doador e
os resultados de seus exames serdo mantidos em sigilo, ndo permitindo a sua
identificacdo quando da publicagc&do do estudo.

Se porventura, houver algum dano a saude do doador comprovadamente
proveniente desta pesquisa, garantimos o amparo.

Caso haja algum problema ou duvida quanto a participacao na pesquisa os
pesquisadores poderao ser contactados através dos seguintes enderecos e
telefones:

e Dr. Alexandre Lemos — Biomédico
e Dra. Adriana Coelho Pimenta — Farmacéutica-Bioquimica



Fundacdo Hemopa — Trav. Padre Eutiquio,2109 Laboratério de Biologia
Molecular.
Telefones: (91) 242-9100 ramal 244 / 9621-1584 / 226-0943
Informamos ainda que o doador € livre para participar ou néo do presente
estudo, podendo retirar-se da pesquisa a qualquer momento, sem que haja
nenhuma represalia por parte dos membros do projeto.

Méedica responsavel pela triagem Pesquisador responsavel

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

e Declaro que li este termo e concordo em participar deste estudo, permitindo
gque minha amostra de sangue coletada seja utilizada para esta pesquisa
cientifica;

e Autorizo que meus dados sejam utilizados para publicagdes cientificas
assegurando sigilo de dados pessoais;

e Sei que assinarei duas vias deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, sendo que ficarei com uma via e a outra ficara arquivada sob a
guarda dos pesquisadores responsaveis.

Belém/PA....... [o...... [.......






