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o HCV é um vírus esférico, que apresenta um genoma de RNA com
polaridade positiva. Atualmente está classificado na família Flaviviridae num
gênero separado que é o Hepacivirus, apresenta cerca de 9,4 Kb constituído
por uma única e longa fase de leitura aberta (ORF) que compreende quase
todo o genoma. Apresenta duas regiões não traduzidas nas extremidades 5'
e 3' denominadas 5' UTR e 3' UTR. A poli proteína precursora é clivada em
dez proteínas, resultando em proteínas virais estruturais e proteínas não-
estruturais. É um vírus de transmissão preferencialmente parenteral, com
distribuição universal, cujo diagnóstico é feito na grande maioria de maneira
acidental, sendo atualmente utilizado os testes sorológico e molecular. Este
trabalho tem como objetivo comparar o teste sorológico de imunoensaio
enzimático (ELlSA) e a reação em cadeia da polimerase (PCR) na ocasião da
seleção de pré-doadores de sangue. Foram feitos testes de detecção do
vírus C por PCR em 290 amostras com resultado positivo ou indeterminado
para o teste ELlSA. A análise dos resultados revelou que as amostras com
testes ELlSA positivo/PC R positivo e ELlSA positivo/PC R negativo são duas
amostras diferentes e independentes (p=0,0006). Esta diferença pode ser
supostamente devido a resposta imune diferenciada nas amostras que
apresentaram resultado no teste PCR positivas. Esperava-se que houvesse
correlação entre os resultados do OO/Cutoff (ELlSA) e carga viral (PCR)
como o que ocorre em outros vírus como o HIV, no entanto os resultados
apresentaram-se totalmente dispersos (R2=0,025), confirmando a não
correlação entre os dois testes: ELlSA e PCR para o vírus 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 ali 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 (ELlSA) 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 ELlSA
assay.The result analysis showed that the samples positive-ELlSA/positive-
PCR and positive-ELlSA/negative-PCR are two different and independent
samples (p=O,OOOG).This difference is supposed to be due a differential
immunologic response of the samples that presented positive PCR result.
We attended a correlation between DO/cut-off (ELlSA) and viral load in PCR
as we see in other virus like HIV, however the results appears totally
disperse (R2=0,025), confirming -the non-correlation between the two testes,
ELlSAand PCRfor detection of virus C.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS

Entre as causas de maior dano hepático, encontram-se a cirrose e as

hepatites: A cirrose hepática, caracteriza-se como doença crônica com grande

destruição das células do fígado, sendo este dano irreversível, caso não haja

tratamento em tempo hábil, onde o processo leva à falência total do órgão e

consequentemente à morte do paciente. As hepatites são infecções que afetam

primariamente o fígado (Jawetz et aI., 1998), na qual os fenômenos inflamatórios e

necróticos são os sintomas mais freqüentes e característicos (Bensabath et aI.,

1997). São doenças de transmissibilidades inter-humana, evolução aguda ou

crônica, que pela alta morbidade universal, constituem importante problema de

saúde pública (Focaccia, 1997). Compreendem um conjunto de infecções

causadas por vírus hepatotrópicos que são rotulados por letras do Alfabeto

(Zuckerman, 1996), apesar de apresentarem sintomas similares, as hepatites

virais são doenças individualizadas, cujos aspectos epidemiológicos, evolutivo e

agente etiológicos são distintos (Bensabath et aI., 1997). Entre os vírus

responsáveis pelo desenvolvimento de hepatites conhecidas, cinco, estão

apresentados na tabela a seguir:



Tabela 1: Características dos cinco principais vírus causadores de hepatites.
Fonte: Jawetz et aI., 1998

HAV HBV HCV HDV HEV HGV TTV
Picornaviridae Hepadnaviridae Flaviviridae Viróide Caliciviridae Flaviviridae Parvoviridae?

Família
Tamanho do 27nm 42nm 30-60nm 35nm 27-34nm - 30-50nm

vírus

Forma do vírus icosaédrico esférico esférico esférico icosaédrico Desconhecida Desconhecida

Envoltório Não Sim Sim Sim Não Sim Não

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 3.7 Kb

genoma

Transmissão orofeca I Parenteral Parenteral Parenteral orofeca I Parenteral Parenteral

Prevalência Alta Alta Moderada Baixa, regional Regional

Doença Rara Rara Rara Freqüente Freqüente na Desconhecida Desconhecida

fulminante gravidez

Doença crônica Nunca Freqüentement Freqüentement Freqüentement Nunca Desconhecida Desconhecida

e e e

Oncogênico Não Sim Sim ? Não ? ?



Alguns vírus recentemente descobertos, foram adicionados à lista de

hepatites virais acima citadas durante os últimos dez anos, hoje sabemos que

estes vírus também apresentam características bem individualizadas, como os

vírus da hepatite G e o vírus transmitido pela transfusão (TTV) (Okamoto et ai,

1998). Juntamente com esses, outros vírus podem causar hepatites, embora

menos freqüente, como: o vírus de Epstein-Barr, do herpes simples, o

citomegalovírus, o da febre amarela, o da rubéola e vírus exóticos como: o de

Lassa , o Ebola, o Marburg, sendo que nenhum desses ocorrendo no Brasil

(Bensabath et ai, 1997).

Historicamente, as hepatites virais foram relatadas já nos escritos de

Hipócrates, que descrevia doenças com quadros de icterícia profunda,

supostamente devido ao excessivo clima frio da época e a desordenada ingestão

de bebidas alcoólicas (Focaccia, 1997).

No século XIX, em consequência de batalhas militares, surgiram casos

graves de icterícia epidêmica, que posteriormente passou a ser denominada de

icterícia catarral e somente na década de 1940, essa patologia foi considerada

como uma inflamação do parênquima hepático, o que foi confirmado com o

surgimento da biópsia hepática (Bensabath et ai, 1997).

Alguns casos de icterícia em receptores de sangue e seus derivados

levaram pesquisadores a aceitarem uma possível etiologia viral nesta doença,

mesmo sem o isolamento dos agentes causadores, porém ainda na década de

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



hepatites soro-homólogas (transmitidas por sangue e seus derivados) e hepatites

infecciosas (transmitidas por alimentos ou líquidos contaminados por fezes de

convalescentes), somente após esse período foi demonstrada a natureza virótica

do agente etiológico da hepatite A (HAV), conhecida nessa época como hepatite

infecciosa (Gonçales Jr., 1998).

Em 1956, ocorreu a primeira descrição da hepatite pós-transfusional não-A

não-Bem um viciado em drogas endovenosas (Gonçales Jr., 1998).

Em 1965, através de pesquisas com alíquotas de soros provenientes de

diferentes regiões, foi encontrado de maneira casual, um antígeno até então

desconhecido, em amostras de aborígenes australianos, o qual recebeu o nome

de Antígeno Austrália (Blumberg et aI., 1965), posteriormente associado

especificamente com a hepatite B (Blumberg et aI., 1967).

Nas décadas de setenta e oitenta procurou-se exaustivamente, encontrar e

caracterizar o vírus causador das hepatites não-A não-B nos receptores de

transfusão de sangue e seus derivados, conseguindo-se caracterizar os vírus da

hepatite Delta (HDV) e o da hepatite E (HEV) (Khuroo, 1980), que na verdade não

eram os responsáveis pela grande freqüência de casos de hepatites não-A não-B

pós-transfusionais então observados. Durante várias décadas, esta questão foi

motivo de grande interesse entre pesquisadores e estudiosos da história natural

das hepatites pós-transfusionais, porém nos primeiros anos da década de oitenta,

estudos experimentais com chimpanzés, desenvolvidos no centro de controle de

doenças de Atlanta (EUA), revelaram a presença de um agente infectivo com

60nm de diâmetro, classificado inicialmente como pertencente à família

Togaviridae e transmissível mediante sangue e seus derivados (Bradley et aI.,



1985). Em 1989, mediante sucessivos estudos de biologia molecular, finalmente

foi identificado o genoma do agente viral responsável por 80 a 90% das hepatites

pós-transfusionais não-A não-B, denominado de vírus da hepatite C (HCV) (Choo

ela/.,1989).

Após a clonagem do vírus da hepatite C em 1989, uma seqüência de

descobertas como: o desenvolvimento de testes imunológicos específicos; a

análise de sua seqüência nucleotídica e o conhecimento de sua elevada taxa de

mutação, permitiram-nos conhecer em um breve espaço de tempo informações

importantíssimas sobre os principais aspectos biológicos do HCV, o perfil

epidemiológico da infecção e a história natural da doença (Choo et aI., 1989).

Atualmente a hepatite C está sendo considerada pela Organização Mundial

de Saúde (OMS) como um importante problema de saúde pública (Brasil.

Ministério da Saúde, 2003). No mundo, estima-se que 500 milhões de pessoas

estejam contaminadas com o vírus da doença (Paltanin & Reiche,2002). No Brasil,

esse número atinge a casa dos 3,3 milhões, seis vezes mais que a quantidade de

pessoasportadoras do vírus da AIOS (Brasil. Ministério da Saúde, 2003).

A hepatite C, é seguramente, a responsável pela maioria dos casos de

hepatites pós-transfusionais. Cerca de 90% dessas hepatites, eram consideradas

como do tipo não-A não-B, hoje sabemos que o HCV é responsável pela maioria,

ou seja, 90% (Hamerschlak & Pasternak, 1991). Entre os indivíduos que

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



Figura 1: Estrutura morfológica do vírus da hepatite C.
Fonte: www.tecan.de/Newsletter/ NL_0101/special/hcv.jpg

http://www.tecan.de/Newsletter/
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Figura 2: Genoma do vírus da hepatite C.
Fonte: Covas. 2001.



maislonga que a dos flavivírus. A seqüência da região 3' UTR é formada por uma

regiãotipo específica (logo após o códon de terminação), uma seqüência de poli-

U-C de comprimento variável, e uma região altamente conservada, denominada

cauda3'X, que forma uma estrutura secundária com papel crítico no início da

replicaçãoviral, quando interage com proteínas celulares e virais. Variações de

seqüência nesta região podem também estar envolvidas com diferenças na

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

1.3.2 Proteínas Virais

A poliproteína precursora do genoma do HCV é "clivada" em 1O proteínas

através da ação de proteases virais e celulares. O produto desta "clivagem" é

dividido em proteínas virais estruturais, originárias do terço amino, e proteínas

virais replicavas ou não-estruturais, do restante da poliproteínas (Choo & Pinho,

2003).

1.3.2.1Proteínas Estruturais

Core (C) - A região 5' do genoma codifica a proteína do nucleocapsídio que

tem cerca de 19KD (Covas, 2001). Essa proteína é o primeiro domínio expresso

durantea síntese do HCV, é a mais conservada de todas as poliproteínas entre as

diversascepas de HCV (Choo & Pinho, 2003).

Envelope (E1 e E2) - Na seqüência encontramos as proteínas do envelope

viral, cujas principais são as glicoprteínas E1(gp35), com 33KD e E2(gp70) com

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



carboxila, uma proteína menor conhecida como p7, cuja função é desconhecida

(Miyamura& Matsuura, 1993).

Em termos antigênicos, como proteínas de envelope, E1 e E2 têm sido

bastanteestudadas quanto à sua variabilidade e são os principais componentes

dasvacinas em desenvolvimento. E2 contém em extremidade amino uma região

de 34 aminoácidos que apresenta maior variabilidade dentro do HCV, conhecida

como região hipervariável 1 (HVR1) (Weiner et aI., 1991) esta região parece

desempenhar papel fundamental na determinação do curso evolutivo da hepatite

C. Outras duas funções foram também associadas à proteína E2: esta proteína

contém um sítio de ligação para CD81, que é uma proteína de membrana

encontrada em linfócitos e hepatócitos, e parece participar do processo de

penetraçãodo HCV nestas células (Pileri et aI., 1998). Além dessa função, outra

regiãoda proteína E2 possui a capacidade de interagir com a PKR, que é uma das

proteínas responsáveis pela mediação dos efeitos antivirais do HCV (Choo &

Pinho,2003).

1.3.2.2Proteínas Não-Estruturais

NS2- É uma proteína de membrana hidrofóbica de 23KD que é liberada

pelaproteína precursora por duas clivagens proteolíticas. Sua única função é a de

mediar sua própria c1ivagem, que na junção com o polipepitídio E2/p7 ocorre

mediadapor uma peptidase sinalizada pelo hospedeiro, enquanto que na junção

NS2/NS3é mediada por uma proteinase codificada pelo vírus, composta pela NS2

e pelo domínio da proteinase serina de NS3 (De Francesco, 1999). Esta proteína



pareceser uma metaloprotease, pois é estimulada por zinco e inibida por EDTA

(Santoliniet ai, 1994).

N83- Esta proteína tem sido a mais estudada do genoma vira!. Tem peso

molecularde 70KD e possui diversas funções biológicas: protease, helicase e

trinucleotidase (NTPase). Estudos demonstraram ser uma serino-protease,

responsávelpela proteólise de toda região a jusante do genoma viral (Santorini et

ai, 1994).Exceto a c1ivagem de NS3 e NS4, que só ocorre dentro de uma mesma

moléculade RNA, as outras c1ivagens mediadas por NS3 podem ocorrer tanto em

cis como em trans. Para que a c1ivagem em trans seja eficiente, é necessária a

presençade NS4A, como co-fator, especialmente no sítio NS4B/NS5A, sugerindo

queN83 e N84A formam um complexo estável (Choo & Pinho, 2003).

Outra função de NS3, seria a presença da atividade nucleotidase (NTPase)

naextremidade carboxila, assim como a atividade de helicase (Suzich et ai, 1993).

Admite-se que a proteína NS3 pode também estar envolvida em outros

aspectosda infecção pelo HCV, como a interação com a proteína quinase A, que

participana transdução de sinais intracelulares e deve participar do mecanismo

patogênico do HCV, principalmente com o desenvolvimento de carcinoma

hepatocelular(Choo & Pinho, 2003).

N84- A sequência polinucleotídica NS4 após "clivagem" dá origem há

duasproteínas: NS4A com peso molecular de 4KD, cuja função é atuar como co-

fator de NS3, e NS4B, com peso molecular de 4KD e cuja função ainda é

desconhecida(De Francesco, 1999).

N85- A sequência polinucleotídica NS5 após "clivagem" dá origem há duas

proteínasdiferentes que são liberadas pela ação conjunta de NS3 e NS4A, As



Figura 3: Árvore filogenética do HCV.
Fonte: Cavalheiro, 2003.



o HCV é um vírus de transmissão primariamente parenteral, ou seja, a

contaminaçãose dá fundamentalmente através de sangue contaminado. Outras

secreções orgânicas como saliva, urina, sêmen e líquido ascítico têm sido

consideradascomo vias de transmissão, porém, bem menos eficazes (Liou et aI,

1992).

Constituem situações de risco, com variados potenciais de contágio:

• Transfusão de sangue ou derivados

• Uso de drogas ilícitas, através de compartilhamento de seringas

• Hemodiálise

• Exposição a sangue pelos profissionais de saúde

• Receptores de órgãos ou tecidos transplantados

• Recém-nascidos de mães HCV positivas

• Contatos sexuais promíscuos ou com parceiros HCV positivos

• Exposição a sangue por material cortante ou perfurante de uso coletivo

não devidamente esterilizado ou descartável utilizados em

procedimentos médicos (endoscopia, plasmaférese, acupuntura, etc.),

odontológicos, cosméticos (tatuagens, manicure/pedicure, barbeiros,

cabeleireiro, etc.)

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

escova dental, depiladores, giletes, etc.)



1.3.3.1.1Transfusão de Sangue e Derivados

Na década de 1980 com a introdução de programas preventivos contra a

infecçãopelo HIV e de marcadores alternativos como o anti-HBC e ALT na

seleçãode doadores de sangue, a prevalência de hepatite não-A não-B pós-

transfusionalcaiu de 5% a 13% para 1,5% a 9% (Focaccia et aI, 2003).

Nos anos 1990 com a introdução de testes de alta sensibilidade e técnicas

de inativaçãoviral, o risco de contágio por transfusão de sangue e seus derivados

reduziu de 0,5% para 0,01 % a 0,001 % por unidade transfundida após 1994

(Murphyet a/., 2000).

Com a introdução de testes sorológicos de terceira geração e o uso da PCR

emalgunscentros de hemoterapia, o risco tem se reduzido ainda mais, não sendo

notificada transmissão por albumina humana ou concentrado de fatores de

coagulação,sendo hoje o risco estimado de contágio por estes hemoderivados

muitopequeno (Steven et aI, 1999).

1.3.3.1.2Uso de Drogas Injetáveis

É atualmente, um dos mais importantes dentre os fatores de risco de

transmissão do HCV, alcançando até 60% dos casos novos em países

desenvolvidos(Focaccia at aI, 2003).

Em média de 6 a 12 meses após o início do uso compartilhado de drogas

ilícitas injetadas por via endovenosa, cerca de 80% dos usuários tornam-se

soropositivospara o HCV (Thomas at a/., 1995).



A prevalência hoje de HCV positivos entre os usuários de drogas ilícitas no

mundoé muito alta, chegando a 85% (Steven et aI, 1999; Thomas et aI., 1995 ).

1.3.3.1.3 Hemodiálise

Estima-se que a prevalência de anticorpos anti-HCV em pacientes que

realizamhemodiálise, varie de 15% a 48% na América do Norte, podendo ser

maisalta em outras partes do mundo, como na Arábia Saudita (Pereira & Levey,

1997).

Demonstra-se como fatores de risco de contágio: (A) frasco de heparina de

uso coletivo; (B) falta de limpeza e desinfecção de todos os instrumentos e

superfíciesambientais (Focaccia et aI, 2003).

1.3.3.1.4 Exposição Ocupacional

A prevalência do HCV em profissionais da área de saúde, incluindo

cirurgiõese dentistas, varia entre 1% a 2%, podendo chegar a 10% (Thomas et

ai., 1993). O risco de contaminação com agulhas contaminadas com o HCV é dez

vezesmenor que a contaminação pelo HBV, e discretamente superior em relação

ao HIV, entretanto a proporção de soroconversão após acidente com agulhas

contaminadascom HCV é de aproximadamente 1,8% (Alter, 1994; Puro et aI.,

1995).

1.3.3.1.5 Transplantes de Órgãos e Tecidos

O transplante de órgãos sólidos ou tecidos humanos foi até a metade da

décadade 90 uma importante fonte de contágio do HCV (Pereira et aI., 1992; Tesi



et aI., 1994). Estudos realizados nos EUA em 1991, detectaram índice de

soropositividadede 1,8% em doadores de órgãos (Wreghitt et aI., 1994).

É indiscutível o fator de risco de contágio por órgãos transplantados,

entretanto,com o emprego de técnicas mais sensíveis de detecção do agente viral

e maior cuidado nos procedimentos, a prevalência de transmissão reduziu

acentuadamentenos últimos anos (Norol et aI., 1994).

1.3.3.1.6Transmissão no Período Perinatal

Diversos estudos têm reportado que a positividade do anti-HCV em

gestantesvaria de 0,7% a 4,4% (Conte et aI., 2000).

A proporção de transmissão vertical do HCV entre gestantes varia entre 0%

a 35,5%, dependendo provavelmente da viremia (supostamente maior que

2.000.000 de cópias/ml) presente durante o parto (Yeung et aI., 2001).

Em relação a aquisição do HCV nos partos vaginal e cesariana, a

proporção não mostra-se significância estatística, variando entre 4,3% a 3%

respectivamente(Yeung et aI., 2001).

Em alguns estudos, o aleitamento materno, tem sido avaliado como fator de

risco para transmissão do HCV, entretanto, os resultados têm se mostrado

conflitantes entre crianças que receberam aleitamento materno e aleitamento

artificial,sendo os números percentuais de 1,1% a 0,8% respectivamente, em

virtudedesses resultados, os autores têm aceitado a possibilidade de risco muito

baixo, porém não ausente de contaminação do HCV através do aleitamento

materno(Yeung et aI., 2001).



1.3.3.1.7Transmissão Pela Via Sexual

A transmissão por via sexual tem sido muito discutida. Estima-se que o

riscode transmissão sexual nos EUA seja de 1% a 6%, enquanto que na Itália

estenúmero sobe para 10%, porém a maioria dos parceiros que se tornaram

soropositivosapresentavam muitos outros fatores de risco, e dessa maneira, os

resultadosnão evidenciam definitivamente que o contágio tenha ocorrido por via

sexual, possivelmente necessitando de fatores adjuvantes para facilitar a

transmissãocomo: OST, promiscuidade sexual, etc. (Yeung et aI., 2001).

Dois grandes estudos sobre transmissão sexual realizados por Eyster et aI

e Brettleret aI em parceiras de hemofílicos HCV-positivos, documentaram baixa

relaçãode transmissão sexual do HCV, sendo que os percentuais encontrados

variaramde 2,6% a 2,7% respectivamente (Eyster et aI., 1991; Brettler et aI.,

1992).

A transmissão sexual não tem sido considerada uma via primordial ou

eficaz de aquisição do HCV em casais heterossexuais monogâmicos, não

havendorecomendações de proteção em relação à atividade sexual entre esses

casais(CDC, 1998). A exemplo do que ocorre na infecção pelo HIV, o risco de

transmissãodo HCV é maior entre homossexuais masculinos do que entre os

heterossexuaise, da mesma forma, com maior probabilidade de contágio do

homempara a mulher, do que da mulher para o homem, assim como do intercurso

analem relação ao intercurso vaginal (Kingsley et aI., 1990; Padian et aI., 1991).

Estudos não conseguem documentar os diferentes tipos de atividades

sexuais entre os casais hetero e homossexuais, gerando controvérsias com

relaçãoa transmissão sexual do HCV, outro ponto que tem gerado controvérsias é



a difícil definição e caracterização do que são condições determinadas de

promiscuidadesexual e exposição sexual de risco elevado. A transmissão do HCV

atravésda via sexual coexiste com fatores multivariáveis e difícil caracterização,

alémdissooutras condições podem estar associadas favorecendo a disseminação

dessevírusem alguns meios e classes sociais (Focaccia et aI., 2003).

1.3.3.1.8Exposição Percutânea e Outras Situações

Acidentes percutâneos com agulhas contaminadas apresentam um risco de

contágioentre 2% e 10% (Mitsui et aI., 1992).

Outras prováveis vias de transmissão do HCV estão associadas a rituais e

serviçosde cosmética como tatuagem, piercing, acupuntura, etc. (Murphy et aI.,

2000). Outros procedimentos como o uso de barbeadores, gilete, navalhas ou

qualqueroutro material cortante ou perfurante de uso coletivo não descartável,

aparelhoelétrico de depilação e cortadores de cutículas em salões de beleza

assimcomo instrumentais odontológicos não devidamente esterelizados também

apresentamgrande risco de contaminação (Mitsui et aI., 1992).

1.3.4 Epidemiologia

A infecção pelo HCV tem uma distribuição universal e as suas altas taxas

de prevalênciaestão diretamente relacionadas com os chamados grupos de risco,

como: hemofílicos, pacientes hemodialisados, poli-transfundidos e usuários de

drogasinjetáveis.



No início de 2002, dados conhecidos permitem estimar uma prevalência

mundialde portadores da infecção em torno de 500 milhões de indivíduos

(Paltanin& Reiche,2002) com percentuais que variam de 1% a 6% (Who, 2002). A

incidênciaé maior em países em desenvolvimento, chegando a algo em torno de

4% a 6% em alguns grupos populacionais (AI-Faleh et aI., 1991). Nos países

desenvolvidosa prevalência atinge média percentual entre 1% a 2% da população

geral(Focaccia et aI., 2003).

Na América do Sul, a prevalência tem sido estimada por estudos realizados

em amostras de pré-doadores de sangue, o Brasil apresenta a maior taxa de

prevalência neste subcontinente, ficando em torno de 1,60%, sendo dessa

maneira considerado um país de alta endemicidade (Grupo de Estudos da

SociedadeBrasileira de Hepatologia, 1999)

Como na América do Sul e em todo o Brasil, a soroprevalência na

AmazôniaBrasileira tem estado relacionada à seleção de doadores de sangue e

estudosem hemodializados e hemofílicos.

1.3.4.1 Soroprevalência em Doadores de Sangue

Com a introdução de testes e métodos mais sensíveis na seleção e triagem

de doadores de sangue os casos de hepatites pós-transfusionais têm sido

reduzidos,embora não se possa prever ainda, a erradicação total desses casos

nospróximos anos (Ebeling, 1998).

A soroprevalência mundial é variável, e segue o índice de desenvolvimento

humano,desta forma a prevalência de anticorpos anti-HCV entre doadores de

sanguesegundo análise sócio-econômica tem se mostrado baixa (0% a 2,9%) em



países desenvolvidos, intermediária (0% a 8,6%) a alta (1,5% a 18%) em países

sub-desenvolvidos.Segundo a OMS, a taxa de triagem sorológica realizada de

maneiraadequada dentre os países desenvolvidos, chega a 100% das unidades

desanguecoletadas anualmente, enquanto que em países com médio e baixo

desenvolvimentoapenas 57% das unidades coletadas anualmente são triadas

adequadamente(OMS, 2001).

No Brasil, na região Norte, a prevalência tem atingido um percentual de

0,62% para o anti-HCV, enquanto que a média brasileira é de 0,48% (Agência

Nacionalde Vigilância Sanitária - ANVISA, 2002).

Na cidade de Belém-PA, também com estudos realizados na população de

doadoresde sangue, a taxa detectada de prevalência entre os doadores de

sangueé 0,59% (Agência Nacional de Vigilância Sanitária - ANVISA, 2002).

Segundodados da Fundação Hemopa, até o mês de outubro de 2003 o

percentualde soroprevalência do anti-HCV para o Estado do Pará, na população

dedoadoresde sangue para este ano até o momento é de 0,68%, valor superior

aoencontradoem 2002 segundo levantamento da ANVISA (HEMOPA, 2003).

1.3.4.2 Soroprevalência em Hemodializados

Pacientes hemodializados têm alta prevalência, com percentuais que

variamde 19% a 47,2% (Sheu et aI., 1992; Esteban et aI., 1989; Ayola et aI.,

1991).

Segundo inquérito nacional realizado por um grupo de estudos da

SociedadeBrasileira de Hepatologia e publicado em 1999, a prevalência mais

elevadapara o anti-HCV em hemodializados foi para a região norte com 47,5%



percentual ligeiramente superior ao encontrado para a região sul com 43,6%

(Grupode Estudos da Sociedade Brasileira de Hepatologia, 1999)

1.3.4.3 Soroprevalência em Hemofílicos

Entre os hemofílicos, a prevalência de infecção pelo vírus HCV varia de

53% a 89% entre os vários países do mundo (Bayer & Reuben, 1993) como: EUA

(60%), Espanha (75%), Itália (82%), França (71%), Alemanha (78%), Reino Unido

(89%) (Brandão-Melo et aI, 2003).

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

Brandão-Meloet aI, 1993).

1.3.4.4 Distribuição e Prevalência dos Genótipos

As diferenças entre os genótipos do vírus da hepatite C (HCV) têm sido

consideradaspelos pesquisadores como importante marcador epidemiológico e de

distribuição geográfica, assim como também têm sido utilizadas para traçar o

cursoda infecção em uma dada população, como o que se observa com o HCV

tipo 1, que parece representar o tipo mais agressivo, com prognóstico pouco

favorávele que menos responde a terapia quando comparado com os outros tipos

(Cavalheiro,2003).

Alguns genótipos como 1a, 1b, 2a e 2b têm distribuição em todo o mundo,

outroscomo 5a e 6a são somente encontrados em regiões específicas como

Áfricado Sul e Hong Kong respectivamente (Focaccia, 1997).

No oeste europeu e nos EUA, os genótipos mais freqüêntes são 1a, 1b, 2a,



2be 3a, embora a freqüência possa variar para cada genótipo (McOmish et aI.,

1994).

No Japão, o genótipo 1a praticamente não existe; quando presente, é

encontradoem pacientes hemofílicos que fizeram uso prévio de hemoderivados

produzidosnos EUA, tais como fatores de coagu lação VIII/XI (Kato et aI., 1991).

No Brasil, assim como nas Américas, os genótipos mais prevalentes são 1,

2 e 3, responsáveis por mais de 90% dos casos. Dentro do próprio Brasil,

observam-sediferenças na prevalência entre os diferentes tipos, embora o tipo 1

sejao mais freqüente, e responsável por cerca de 60% dos casos de infecção

peloHCV no país. Na região Centro-Oeste observa-se uma maior incidência do

tipo2, ao passo que na região Sul o tipo 3 representa quase metade dos casos de

infecção(Medeiros-Filho, 2002).

Nos poucos estudos realizados até o momento na região Norte do Brasil,

restritosaos Estados do Amazonas e do Pará, observa-se o predomínio do tipo 1

e subtipo 1b, semelhante ao que ocorre em outras regiões do país (Brasil et aI,

1998; Soares et al,1998).

1.3.5Imunopatogênese

Os mecanismos responsáveis pelo dano da célula hepática e infecção

crônicapelo HCV não são bem conhecidos, acredita-se que a resposta imune do

hospedeirocontra o vírus desempenhe um papel central na patogênese do HCV.

Entretanto, indivíduos imunocompetentes quando infectados pelo HCV,

desenvolvem infecção persistente que cronificam em 85% dos casos, e em



apenas15% se observa uma resolução dos casos de hepatite C aguda, é

exatamenteesta persistência que é problemática na infecção pelo HCV, pois

causa cirrose hepática de longa duração, freqüentemente seguida pelo

aparecimentode carcinoma hepatocelular. Portanto, a real patogenicidade do

HCV é principalmente de dois aspectos: dano à célula hepática e persistência viral

(Fukuda& Nakano, 2003).

1.3.5.1 Mecanismo de Lesão da Célula Hepática

A existência de indivíduos saudáveis que albergam o vírus indica que o

HCV não é citopático. O desenvolvimento de hepatite aparentemente resulta do

reconhecimentoimune e da destruição de hepatócitos infectados pelo HCV. O

graude destruição varia entre os indivíduos. A infecção persistente no fígado

disparacontinuamente uma resposta ativa de células T que induz a destruição de

hepatócitos-alvo.Este é provavelmente o principal mecanismo responsável pelo

danohepático (Fukuda & Nakano, 2003).

A imunidade humoral, ou seja, a produção de anticorpos, é fundamental

paraa neutralização de partículas virais livres e para impedir a entrada de vírus

nas células do hospedeiro. A primeira interação entre vírus e a célula do

hospedeiroé a ligação da proteína do envelope do HCV à molécula CD81 na

superfícieda célula alvo, normalmente esta interação é freqüentemente observada

nosorode pacientes com hepatite C crônica, entretanto apresentam um potencial

de infecção baixo e provavelmente não são responsáveis por dano hepático na

infecçãopelo HCV (Pileri et aI, 1998).



A imunidade celular parece ser a principal responsável pelo mecanismo de

lesãodo hepatócito, que ocorre devido a ativação da célula T "helper", seguida

pelaativação da célula T citotóxica, resultando na lise de células-alvo infectadas

peloHCV(Fukuda & Nakano, 2003).

Acredita-se que o evento inicial da resposta imune ao HCV seja o

reconhecimentodo HCV pelas células apresentadoras de antígenos (APCs), estas

apresentampepitídios antigênicos curtos, derivados da clivagem proteolítica de

antígenosexógenos no sítio de ligação ao antígeno das moléculas HLA-c1asse 11

emsua superfície, esses sítios antigênicos foram identificados nas regiões core,

NS3 e NS4 do HCV (Tsai et aI, 1997). As células T "helper" CD4+ (Th),

reconhecemesses pepitídios antigênicos nas APCs por meio do receptor de célula

T (TCR) e da molécula CD4, ocorrendo sua ativação. Uma vez ativada as Células

Th secretam citocinas, que modulam a atividade de células T citotóxicas CD8+

antígeno-específicas(CTL) ou células B (Fukuda & Nakano, 2003).

Dependendo do perfil de citocinas as células Th são denominadas Th1 que

secretainterleucina 2 e interferon gama estimulando a resposta citotóxica e Th2

queproduzem interleucina 4 e 10, que estimulam a resposta humoral. Os fatores

quedeterminam a prevalência de Th1 sobre Th2 são ainda desconhecidos, mas

acredita-se que o desequilíbrio entre elas seria o responsável tanto pela

incapacidadede eliminação do vírus como pela maior ou menor gravidade da

lesãohepática (Strauss, 2001).

As citocinas Th1 dão suporte aos CTL, que são importantes no mecanismo

de defesa em infecções virais, uma vez que são responsáveis por mediar alise

das células infectadas pelo vírus, levando ao c1areamento viral. Isso ocorre



quandoum sinal apoptótico é iniciado pela interação entre o antígeno Faz

presentena célula-alvo e o ligante de Faz (FasL) presente no CTL (FuKuda &

Nakano,2003).

1.3.6Diagnóstico

A grande problemática da infecção pelo HCV, resulta que na maioria das

vezes,a doença é assintomática, dificultando ainda mais seu controle e facilitando

a disseminação na comunidade. O diagnóstico laboratorial é em geral acidental,

feito para avaliação da possível causa de testes de função hepática alterado

evidenciadodurante exame de rotina ou durante triagem sorológica em doadores

desangue(Ferraz & Oliveira, 2003).

Os testes de função hepática, especialmente os níveis séricos das

aminotransferases (transaminases) ALT/TGO e ASTITGP, apesar de serem

indicadoressensíveis do dano do parênquima hepático, não são específicos para

hepatites.Dessa forma, o diagnóstico, por meio de testes sorológicos ou de

métodosmoleculares, é fundamental para a definição do agente etiológico da

infecção(Brasil. Ministério da Saúde, 2003).

1.3.6.1 Sorológico

A introdução de testes sorológicos para detecção do HCV em bancos de

sangueem 1992, foi importante avanço no controle da infecção, evitando a

disseminaçãodesenfreada da doença. O primeiro teste imunológico desenvolvido,

foi um imunoensaio enzimático (ELlSA) de primeira geração contendo antígenos

recombinantes c100-3, codificado pela região NS4 do genoma do HCV. Esse



ensaiopermitia 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%),

particularmentequando era usado para triagem de indivíduos de baixo risco, como

osdoadoresde sangue, levou a necessidade de desenvolver imunoensaios mais

sensíveise específicos (Rubin, 1994).

Atualmente, os imunoensaios consistem da detecção de anticorpos

capazesde reagir com vários antígenos recombinantes HCV-específicos fixados

emuma fase sólida, denominados ELlSA de segunda e terceira geração, cujos

antígenosutilizados são: c100-3 (NS4); c33c (NS3) e c22-3 (núcleo, "core")

(McPherson,1994). A sensibilidade desses imunoensaios para a detecção de

anticorposanti-HCV, tem sido superior a 94% e a especificidade, maior que 97%.

Uma das possíveis causas de resultados falso-negativos com os ensaios

atualmentedisponíveis, tem sido a heterogeneidade vira!. Os antígenos são

produzidosa partir da c10nagem de seqüências de genótipos tipo 1a , que reagem

fracamentecom anticorpos de infectados com genótipos menos comuns (Gross &

Persing,1995).

Uma das limitações dos ensaios imunológicos está relacionada com a

janela imunológica (tempo de soro-conversão). Normalmente a soro-conversão

dos anticorpos anti-HCV é tardia, ou seja, ocorre após o início dos sintomas

clínicos da doença (ex., icterícia) ou da elevação dos níveis séricos das

transaminases,podendo os anticorpos anti-HCV serem detectados entre a oitava

e décima segunda semana após o contato com o vírus. Nos pacientes

imunossuprimidos,esse período torna-se significativamente prolongado, uma vez

que a soro-conversão e a evolução da resposta imunológica ocorrem mais
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(Younget aI., 1993). Esse método permite que o RNA seja detectado no soro,

umaa duas semanas após a infecção, antes mesmo do aparecimento dos

primeirossinais clínicos, outra importante implicação, são os casos em que os

imunoensaiosfornecem resultados indeterminados ou não-reativos .

Para a detecção do RNA-HCV por RT-PCR, um passo importante é a

escolha dos iniciadores ("primers") para fins diagnósticos, que devem

correspondera seqüência genômica bem conservada para os diferentes genótipos

doHCV, de modo a garantir a alta sensibilidade do método. No caso do HCV, a

regiãoeleita para amplificação pela PCR é a 5' UTR por ser a mais conservada do

genomaviral (Choo & Pinho, 2003). Na etapa de transcrição reversa o RNAm é

convertidoem DNA complementar (cDNA) pela enzima Transcriptase Reversa

(RT), e este funciona como molde para a PCR. As moléculas de cDNA são

amplificadasem uma única etapa pela PCR convencional. Os produtos da PCR

podemser analisados por eletroforese (PCR qualitativo) ou por sistemas de

hibridizaçãocom sondas marcadas (PC R quantitativo). Alguns protocolos utilizam,

alémda amplificação convencional, uma amplificação adicional com iniciadores

internos,denominada dupla PCR ("PCR-Nested"). Essa modificação aumenta

significativamente a especificidade e a sensibilidade da técnica convencional

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

1.3.6.3 RT-PCR em Tempo Real

É um método cujo desenvolvimento foi possível devido duas grandes

descobertas:a existência da atividade 5'-3' exonuclease da taq polimerase e a

construçãode uma sonda duplamente marcada, que emite sinais fluorescentes



"TaqMan®Il(Giulietti et aI, 2001).

No sistema ''TaqMan®'', a sonda é duplamente marcada com o corante

®Sistema TaqMan

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



®
Sistema TaqMan

Figura 5: momento da degradação da sonda pela
nuclease, ocorrendo separação dos corantes e
resultando em elevada emissão fluorescente do
corante repórter.
Fonte: Mihajlovich, 2002. (Applied Biosystems)TM

ai, 2001).
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1.3.7Aspectos Clínicos

A historia natural da infecção pelo HCV, tem apresentado-se complexa e

influenciadapor fatores que atuam na sua evolução como: uso de álcool,

genótipos,co-infecção com outros vírus, etc. (Strauss, 2001).

As formas leves ou "benígnas" da hepatite C, evoluem lentamente em

váriasdécadas e podem nunca vir a desenvolver cirrose. Cerca de 1,5% desses

tiposde infecção, podem regredir, ou seja, ocorrer a soroconversão expontânea

com negativação do RNA-HCV (Fujisawa et aI, 1997; Guz et aI, 1999).

Clinicamenteindistinguível das outras hepatites virais, a forma aguda da hepatite

C apresenta um período de incubação em torno de seis semanas.

Frequentementeos sintomas são mais leves e se manifestam como: icterícia,

colúria,acolia fecal, hipopirexia, astenia e febre, ocorrendo em cerca de 5% a 10%

doscasos(Focaccia, 1997).

A infecção crônica, pelo HCV, além de evoluir lentamente em anos ou

décadas,costuma ter um amplo espectro clínico, desde formas assintomáticas

comenzimas séricas normais até a hepatite crônica intensamente ativa, cirrose e

hepatocarcinoma(Strauss, 2003). O cansaço fácil e a adinamia são os sintomas

mais encontrados, o exame físico apresenta uma icterícia leve, com fígado

aumentado,pouco endurecido e raramente sinais de esplenomegalia.

Sinais e sintomas específicos relacionados à disfunção hepática, como

icterícia evidente, ascite, varizes de esôfago e sangramento digestivo alto,

somenteaparecem em fase avançada da doença (Focaccia, 1997).



Com relação ao prognóstico da hepatite crônica, há uma classificação

histológicaque divide esta doença em: hepatite crônica lobular (com evolução

normalmente benígna), hepatite crônica persistente (clinicamente de bom

prognóstico) e hepatite crônica ativa (associada a replicação viral em

desenvolvimento e fenômenos necróticos, com prognóstico mais reservado)

(Bensabathet aI, 1997).

Considerando-se que 50% das infecções agudas pelo HCV progridem para

cronificação,quanto mais precoce for a instituição do tratamento, para frear o risco

de evolução à cirrose e ao câncer primário do fígado, melhor será o resultado.

Atualmenteo tratamento da hepatite C visa interromper a evolução das lesões,

eventualmente sua redução; eliminar a replicação viral; melhorar a função

hepáticae reduzir a probabilidade de evolução para o transplante hepático.

Apesardo vírus permanecer em estado latente em algumas células do organismo,

é possível erradica-Io do sangue e do tecido hepático com as medicações

disponíveis.A eficácia, entretanto, ainda é reduzida em muitos pacientes, e o

tratamentoé muito caro, (Strauss, 2001).

A indicação terapêutica se dá para todos os pacientes com forma aguda ou

crônicada doença que apresentem infecção ativa indicada pela detecção do RNA

viral através da PCR, sendo que nas formas crônicas, se faz necessária a

constataçãoda presença de fibrose no tecido hepático, através da biopsia.

Pacientescom contra-indicação para realização deste exame como hemofílicos ou



plaquetopênicos podem ser incluídos sem a evidência histológica da lesão

hepática(Focaccia, 1997).

A determinação do genótipo viral, tem se mostrado muito útil para

determinaro tempo de tratamento (um ano para o genótipo 1 e seis meses para

os genótipos 2 e 3), além de se constituir em fator preditivo da resposta

terapêutica, sendo os genótipos 1, 4, 5 e 6 de menor eficácia ao tratamento

(Medeiros-Filho,2002).

A faixa etária com melhor resposta ao tratamento medicamentoso situa-se

em adultos jovens, entre 18 e 50 anos. Há pouco conhecimento sobre o

tratamentoem crianças, apesar de alguns estudos iniciais indicarem resultados

semelhantes(Strauss, 2001).

Atualmente o esquema terapêutico utilizado inclui a administração de

interferonalfa em associação com a ribavirina. Mais recentemente, o interferon

temsido utilizado em sua formulação peguilada em associação com a ribavirina, o

quetem apresentado maior eficácia em várias situações clínicas, em relação ao

interferon comum, especialmente em pacientes portadores de infecção pelo

genótipo 1; cirróticos; co-infecção HIV-HCV e portadores de insuficiência renal

(Focacciaet aI, 2003).

A utilização do interferon como terapêutica para hepatite C, pode ser contra

indicada de maneira absoluta nos casos de distúrbios psiquiatricos, doença

hepáticadescompensada, gravidez, neoplasias, diabetes melito, transplantados

(excetofígado), plaquetopênicos (inferior a 60.000/mm3 ), neutropênicos(inferior a

1.000/mm3) e hipertireoidismo, ou relativa como nos casos de doenças

cardiovasculares, doenças auto-imunes em atividade, doença convulsiva crônica,



distúrbioshematológicos (anemias, hemólises, hemoglobinopatias), uso de álcool

ou drogas ilícitas, insuficiência renal crônica, co-infecção HCV-HIV e HCV-HBV.



2OBJETIVOS

2.1GERAIS

Comparar os testes sorológico de imunoensaio enzimático (ELlSA) e

molecularda reação em cadeia da polimerase (PCR) quando da seleção de pré-

doadoresde sangue na Fundação Centro de Hemoterapia e Hematologia do Pará

.Hemopa

2.2ESPECíFICOS

Correlacionar a relação entre densidade óptica e Cut Off (DO/Cut off) do

testeELl8A com os resultados da PCR.

Avaliara existência de correlação entre carga viral e DO/Cut off.

Avaliar se existe preferência da prevalência do sexo e da faixa etária nos

portadoresdo HCV.



3.1AMOSTRA

Foram coletadas 290 amostras de candidatos a doação de sangue da

FundaçãoHEMOPA, selecionadas na divisão de sorologia cujo resultado do teste

ELlSAestavam positivo ou indeterminado para o anti-HCV, utilizando-se o kit

Murexanti-HCV (versão 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

retestadaspara o teste ELlSA utilizando-se o mesmo kit sorológico anterior e

posteriormenteestas amostras foram submetidas ao teste confirmatório da PCR

emtempo Real.

Os doadores selecionados com teste ELlSA positivo ou indeterminado,

receberamuma carta em suas residências solicitando o comparecimento em dia e

horamarcados ao ambulatório de inápto da fundação, no qual foram atendidos e

orientados por médicos do setor a respeito do resultado da sorologia e da

necessidadede se coletar uma nova amostra de sangue para a realização do

exameconfirmatório (PCR), esses doadores selecionados foram informados sobre

a pesquisa,assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2)

autorizandoa utilização de suas amostras, e ainda receberam os resultados dos

exames(sorologia e PCR) realizados em suas residências. Os que apresentaram

resultados positivos no exame de PCR para o vírus da hepatite C, foram

encaminhados para o núcleo de Medicina Tropical (local de referência para



tratamento hepatológico) a fim de receberem tratamento por médicos

especializados no assunto.

3.2 EXTRAÇÃO DO RNA

Inicialmente, a segunda amostra coletada (5 mL com anticoagulante EDTA

- etil-enediaminetetra-ácido acético em tubo estéril) foi submetida a extração do

RNA viral a partir do plasma do doador, obtido por punção venosa seguida por

centrifugação durante 4 minutos a 2500 rpm.

A extração foi realizada utilizando-se trizol LS™ (Gibco - BRL), reagente

responsável pela lise celular, na quantidade de 375 IJL em tubos ependorff de 1,5

mL com adição de 125 IJL do plasma a ser testado, homogeneizando-se por

inversão e incubando-se por 5 minutos à temperatura ambiente. Em seguida foram

adicionados 100 IJL de clorofórmio para auxílio na lise celular, sendo as amostras

vigorosamente agitadas no vórtex por 15 segundos e posteriormente incubadas

por 10 minutos à temperatura ambiente.

Após incubação as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 12.000g.

Finalizada esta etapa de centrifugação a fase aquosa resultante foi transferida

para outro tubo ependorff estéril de 1,5 mL, com auxílio de pipeta automática e

ponteira com barreira, sendo o restante desprezado. Em seguida foi adicionada a

fase aquosa 250 IJL de isopropanol para precipitação do RNA, sendo a amostra

homogeneizada por inversão e incubada por 10 minutos à temperatura ambiente,

seguida por nova centrifugação de 10 minutos a 12.000g, sendo o sobrenadante

totalmente desprezado por inversão do tubo. Em seguida foram realizadas duas

lavagens consecutivas do RNA precipitado, com a adição de 500IJL de etanol a



75%, com posterior agitação do material no vórtex e centrifugação por 5 minutos à

7.400g. Finalizada a centrifugação o sobrenadante foi totalmente desprezado,

sendo o tubo invertido sobre papel toalha por 15 minutos para esgotamento total

da parte líquida contida no tubo.

A etapa final da extração consistiu na hidratação do RNA, adicionando-se

25IJL de água ultra pura livre de RNAse, sendo esta amostra conservada a 4°C

"overnight" para total solubilização do RNA a ser testado no dia seguinte. Caso a

amostra não seja utilizada imediatamente, a mesma poderá ser estável por uma

semana quando conservada a 4°C.

Tabela 2: Seqüência dos "primers" e sonda localizados na região 5' UTR do HCV.

HCV NC5NCR54F 5' - CGC TCA ATG CCT GGA GAT TT - 3'

HCV NC5NCR121 R 5' - TTT CGC GAC CCA ACA CTA CTC - 3'

HCV NC5NCRtxt79T 5' - FAM TGC CCC CGC GAG ACT GCT AGC TAMRA - 3'

3.4 RT-PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

Para amplificação do RNA viral extraído, 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 fluorescência e

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



Applied Biosystems, Foster City, USA) foi utilizado para o desenho da sonda de

hibridização fluorescente apropriada, bem como os "primers" para amplificação.

A sonda com corante reporter 5' FAM e o corante quencher 3' TAMRA, e os

"primers" foram sintetizados pela PE Applied Biosystems.

A reação de RT-PCR foi executada com a preparação de um mix utilizando-

se o kit TacMan® EZ RT-PCR core Reagents Applied Biosystems, constituido por:

TacMan Ez Buffer 5x; acetato de manganês (Mn(Oac))(25mM); bases

nitrogenadas dATP, dCTP, dGTP(10mM) e dUTP(20mM); rTth DNA Polimerase

(2,5 U/IJL) e UNG (1U/IJL).

Este mix foi realizado em tubos de 0,2 mL utilizando-se as seguintes

quantidades: 10IJL Ez Buffer; 6IJL Mn(Oac); 1,51JLde cada base nitrogenada; 2IJL

rTth DNA; 0,51JL UNG; 8,5 IJL de água ultra pura; 1,51JLde cada "primer" e 1,5 IJL

de sonda e 2 IJL de RNA a ser testado, totalizando um volume final de reação de

251JL.Em seguida este tubo foi fechado com tampa óptica MicroAmp (Applied

Biosystems) e colocado no ciclador utilizando-se as seguintes condições: 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 análise do produto amplificado foi realizada pelo software da plataforma

ABI 7000 Applied Biosystems, Foster City, USA) já citado.

Os resultados foram organizados em banco de dados em forma de tabelas

e gráficos e analisados estatisticamente utilizando-se métodos de estatística

descritiva e o teste não paramétrico de Mann-Whitney para comparação de

amostras, e ainda utilizado o teste do qui-quadrado para análise comparativa de

resultados de PCR por faixa etária.



Tabela 3: Distribuição de valores absolutos obtidos por teste ELl8A e
PCR no sexos masculino e feminino.



D Positivo
.Indeterminado
O Negativo

Figura 7: Distribuição das freqüências de resultado
do teste ELlSA retestados em segunda amostra na
ocasião do retorno do doador inapto.



PCR n
ELlSA POSITIVO (DO/Cutoff)

Média ± Desvio Padrão Mínima Máxima

NEG 110 3,53 ± 1,79 1,2 11,44

POS 30 4,69 ± 1,02 1,79 5,85
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R2 = 0,8626
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Figura 8: Dispersão de valores DO/Cutoff de testes ELlSA
positivos em duas amostras: PCR positivos e PCR negativos.
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Tabela 5: Distribuição dos dados absolutos da combinação de testes
ELlSA e PCR nos sexos masculino e feminino.

E L I SA

Sexo n POS IND NEG

PCR+ PCR- PCR+ PCR- PCR+ PCR-

F 80 8 41 O 12 O 19

M 210 22 69 2 48 O 69

Total 290 30 110 2 60 O 88
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38° D ELI5A Ind/PCR-

• ELI5A-/PCR-

Figura 9: Distribuição das Freqüências das combinações de
resultado de teste ELlSA e PCR na amostra analisada.

10 PCR+ • PCR- I

Figura 10: Amostras com teste ELlSA positivo
submetidas ao teste de PCR.
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o presente trabalho mostra que as duas amostras encontradas ELlSA

positivo/PC R positivo e ELlSA positivo/PC R 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

diferença pode ser supostamente devido a resposta imune diferenciada nas

amostras que apresentaram resultado no teste PCR positivas.

Analisando-se a amostra com teste ELlSA positivo e PCR positivo,

esperava-se que os resultados entre DO/Cut off (ELlSA) e carga viral (PCR)

apresentassem correlação como a percebida em outros vírus como, por exemplo,

no HIV (Rezende et aI., 2002), no entanto isso não foi encontrado para o HCV,

onde os resultados apresentaram-se totalmente dispersos (R2=0,025),

confirmando a não correlação entre DO/Cut off (ELlSA) com carga viral (PCR).

Estes resultados mostram que o teste ELlSA utilizado para triagem

sorológica de doadores de sangue no HEMOPA - PA, apresenta-se eficiente,

entretanto pouco específico para o agente viral estudado, uma vez que

anualmente são coletadas cerca de 60.000 bolsas de sangue neste hemocentro,

onde 0,59% destas bolsas são descartadas com resultados do teste sorológico

(ELlSA) 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 são verdadeiramente

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



anualmente. É importante ressaltar que não são apenas 320 bolsas descartadas

indevidamente, uma vez que cada bolsa após processada atende em média

quatro pacientes, são 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 hipótese para a pouca especificidade do teste ELlSA atualmente

utilizado para triagem sorológica no Brasil, seria que a especificidade dos kits não

representam a realidade Brasileira, uma vez que a fabricação dos mesmos é feita

na grande maioria fora do Brasil. Apesar do padrão dos genótipos do HCV no

Brasil ser semelhante ao encontrado nos EUA e Europa (Medeiros-Filho,2002) as

variações entre um mesmo genótipo (quasispécies) podem ser responsáveis por

esta diferença.

Outro ponto a ser discutido, seria o número de repetições dos testes ELlSA

que poderiam ser evitados com a adequação dos kits à realidade Brasileira uma

vez que no presente estudo obtivemos 30% de resultados de ELlSA inicialmente

positivos ou indeterminados que quando retestados apresentaram-se negativos

resultando em custo desnecessário para realização das retestagens (Figura 7).

Com relação à distribuição entre os sexos dos candidatos à doação 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 são do

sexo masculino (ANVISA, 2002). No que se refere à preferência do sexo em

relação à infecção pelo HCV, não foi encontrado nenhum resultado significativo

(p=0,89), sendo 11% de indivíduos do sexo masculino positivos e 10% do sexo



feminino, mostrando que a infecção por este vírus não tem preferência por sexo

(Tabela 3).

No que se refere à faixa etária, os resultados obtidos no HEMOPA estão de

acordo com os encontrados em muitos hemocentros do Brasil, onde a faixa etária

mais regularmente encontrada foi a de 18 - 34 anos (55%), seguida pela de 34 -

50 anos (38%) e a menos freqüente de 50 - 65 anos (7%) (Figura 11). No que diz

respeito à preferência do vírus por determinada faixa etária, os resultados com

PCR positivo foram mais prevalentes nas faixas etárias 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 são esperados, uma vez que o indivíduo com o passar dos anos, ou

seja, com tempo de vida maior, aumenta o tempo de exposição ao agente

infeccioso. Outro ponto interessante, é que a frequencia de doadores na faixa

etária entre 18-34 anos (55%) representam a maioria do universo de doadores de

sangue da Fundação Hemopa, o que garante uma maior segurança transfusional,

uma vez que o vírus C é menos prevalente nesta faixa etária.
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ANEXOS 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: O USO DA TÉCNICA DE REAÇÃO EM CADEIA DE POLlMERASE
(PCR) EM DOADORES DE SANGUE SOROPOSITIVOS PARA O ANTI-HCV.

ESCLARECIMENTOS DA PESQUISA:

As hepatites são doenças que afetam o fígado de maneira grave, podendo
levar a morte. Existem vários tipos de hepatites, as mais encontradas são
causadas por vírus (micróbios) como as hepatites A, B e C. A hepatite C afeta no
mundo cerca de 200 milhões de pessoas, e uma das maneiras como pode ser
passada de uma pessoa para outra é através do sangue contaminado com o vírus
HCV (vírus da hepatite C). Muitas pessoas com hepatite C não sabem que estão
doente, dessa maneira, não procuram orientação médica e ainda podem passar
para outras pessoas. O vírus leva um tempo longo(20 a 30 anos) para dar início a
doença que pode ser cirrose ("doença que causa a barriga d'água") elou câncer
de fígado.

O objetivo deste estudo é comparar dois exames de laboratório (Anti-HCV
e PCR) para saber qual deles é melhor para ser usado na seleção de candidatos a
doadores de sangue, visando melhorar os níveis de qualidade do sangue
fornecido pela Fundação Hemopa. O Anti-HCV e o PCR são exames realizados no
sangue do doador, capazes de perceber a presença ou não do vírus da hepatite
C. Para a realização do estudo será coletada uma pequena quantidade de sangue
(4 ml) no momento da doação. Os riscos à saúde do doador são considerados
mínimos, quase nulos, uma vez que serão utilizados na ocasião da coleta
materiais descartáveis, provenientes de laboratórios com grande controle de
qualidade

Em contrapartida, os benefícios a saúde serão muitos, uma vez que os
resultados desse estudo poderão modificar a rotina da Fundação, aumentando os
níveis de segurança da qualidade do sangue por ela fornecido à população. O
doador também será beneficiado pelos resultados dos exames laboratoriais
realizados durante a pesquisa e caso seja confirmado a presença do vírus no
sangue do doador, este será encaminhado ao Nucléo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Pará para acompanhamento médico gratuito.

Asseguramos que as informações geradas pela entrevista com o doador e
os resultados de seus exames serão mantidos em sigilo, não permitindo a sua
identificação quando da publicação do estudo.

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

Caso haja algum problema ou dúvida quanto a participação na pesquisa os
pesquisadores poderão ser contactados através dos seguintes endereços e
telefones:
• Dr. Alexandre Lemos - Biomédico
• Ora. Adriana Coelho Pimenta - Farmacêutica-Bioquímica



Fundação Hemopa - Trav. Padre Eutíquio,2109 Laboratório de Biologia
Molecular.

Telefones: (91) 242-9100 ramal 244/9621-1584/226-0943
Informamos ainda que o doador é livre pàra participar ou não do presente

estudo, podendo retirar-se da pesquisa a qualquer momento, sem que haja
nenhuma represália por parte dos membros do projeto.

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

• Autorizo que meus dados sejam utilizados para publicações científicas
assegurando sigilo de dados pessoais;

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




