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RESUMO

Virios estudos tém demonstrado associacdo de sistemas de grupos sanguineos com
diversas patologias. Neste contexto este trabalho teve como objetivo investigar
associac¢do entre o virus HCV e os grupos sanguineos ABO e Rh em doadores de sangue
da Fundag¢ao Hemopa no periodo de 2000 a 2010. Entre janeiro de 2000 a dezembro de
2010 foram analisadas 565.614 amostras de individuos que doaram sangue no Hemopa,
sendo destes 1064 apresentaram teste reagente para pesquisa soroldgica do HCV, 1246
inconclusivos e 563304 negativos. Entretanto, foram incluidos neste estudo somente os
doadores de sangue que ndo possuiam qualquer tipo de co-infec¢do para nenhuma outra
patologia pesquisada, de naturalidade paraense e pele de cor parda. Apds, a selecdo
destes critérios gerou-se um tamanho amostral de 838 (0,15%) soropositivos, 1181
(0,21%) inconclusivos e 551.991 (99,64%) soronegativos de um total de 554.010
doadores de sangue. Para o diagnostico sorologico da hepatite C foram empregados
testes sorologicos de ELISA (Ensaio Imunoenzimatico) de 4* geracdo para detecg¢do de
anticorpos especificos anti-HCV no soro dos doadores e nas amostras de resultado
positivo pela sorologia (ELISA) foi realizado extragdo do RNA viral. Os grupos
sanguineos ABO e Rh foram determinados através das pesquisas de antigenos A e/ou B,
de anticorpos anti-A e/ou anti-B e de antigeno Rh(D) na amostra sanguinea do individuo.
Ao longo destes anos observou-se que a soroprevaléncia de anticorpos HCV especifico
nos doadores de sangue vem sofrendo redugdo, variando de 132 a 38 casos
sororeagentes. A maioria dos doadores estavam entre a faixa etaria de 30 a 49 anos
(57,64%), pertencendo predominantemente ao sexo masculino 74.5% (624/838) e
procedentes de Belém 72,5% (607/838). Comparando a distribuicdo dos fendtipos do
sistema de grupo sanguineo ABO e Rh entre o grupo de doadores sororeagentes e nao
reagentes ao HCV, verificou-se que ndo ha variacao significativa na frequéncia destes
fenotipos entre os doadores reagentes e ndo reagentes na pesquisa de anticorpos HCV
especificos. Dos doadores de sangue que apresentaram resultado de PCR, quando
comparado com os grupos sanguineos ABO e Rh dos pacientes ndo se observou
associagao entre eles.

Palavras-chave: Virus da hepatite C, Soroprevaléncia, Doadores de sangue, grupo sanguineo
ABO



ABSTRACT

Several studies have demonstrated association of blood group systems with different
pathologies. Therefore, this work aimed to investigate the association between HCV and
blood groups ABO and Rh blood donors Hemopa Foundation from 2000 to 2010. Between
January 2000 and December 2010 were analyzed 565,614 samples from individuals who
donated blood in Hemopa, and 1064 showed these test reagent for HCV serologic survey,
1246 inconclusive and 563.304 negative. However, this study included only those blood
donors who did not have any kind of co-infection to any other pathology researched, naturally
Para and brown skin. After the selection of these criteria led to a sample size of 838 (0.15%)
seropositive in 1181 (0.21%) inconclusive and 551,991 (99.64%) seronegative for a total of
554.010 blood donors. For serological diagnosis of hepatitis C were used serological test
ELISA (enzyme immunoassay) 4th generation for detection of specific anti-HCV in the serum
of donors and the samples positive by serology (ELISA) was carried out extraction of viral
RNA. The ABO and Rh blood groups were determined by the research of antigens A and / or
B, anti-A and / or anti-B antibodies and Rh (D) antigens in the blood sample from the
individual. Over the years we found that the seroprevalence of HCV-specific antibodies in
blood donors has undergone reduction, ranging from 132 to 38 cases reactive serum. Most
donors were between the age group 30-49 years (57.64%), belonging to the predominantly
male 74.5% (624/838) and coming from Belém 72.5% (607/838). When the distribution of the
phenotypes of the ABO and Rh blood groups systems between the donor reactive serum and
non-reactive to HCV, it was found that no significant variation in the frequency of these
phenotypes donor reagents and reactants in the non-HCV-specific antibodies. Donor blood
PCR results showed that when compared to Rh and ABO blood groups of patients there was
no association between them.

Keywords: Hepatitis C virus, Seroprevalence, Blood donors, ABO blood group
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1. INTRODUCAO

O virus da hepatite C (HCV) ¢ responsavel pela segunda causa mais comum de
hepatite viral e ¢ uma das infec¢des Flaviviridae mais importantes do mundo, com
significativos problemas clinicos (LEIVEVEN E PEGASYS, 2004).

Ha 06 gendtipos conhecidos (1-6) e segundo Zein e Persing (1996) ha mais de
cem subtipos. Estes diferentes genotipos do HCV encontram-se associados com estudos
epidemioldgicos, taxas de resposta ao tratamento anti-viral, desenvolvimento de vacina e
manejo clinico da infeccdo (LIEW et al., 2004).

Em consonéncia com dados sobre prevaléncia da Organizagao Mundial de Satde
(OMS) (1999) estima-se que 3% da populacdo mundial, em torno de 170 milhdes de pessoas,
estejam infectadas com o HCV. De acordo com o Ministério da Satde (2008) a cronificagdo
ocorre em 70-85% dos casos, que corresponde a cerca de 130 milhdes de pessoas e
adicionalmente, um quarto a um ter¢o destes, podem evoluir para formas histologicas graves
ou cirrose no periodo de 20 anos, caso nao haja intervencao terapéutica, enquanto o restante
evolui de forma mais lenta e talvez nunca desenvolva hepatopatia grave.

Desta forma, o HCV ¢ causa significativa de morbidade e mortalidade global,
responsavel por aproximadamente 25% de doenga cronica do figado, carcinoma hepatocelular
(HCC) (WHITE et al., 2008) e cerca de um a dois milhdes de dbito ao ano (AQUINO et al.,
2008). Nos Estados Unidos (EUA), o HCV ¢ a indicagcdo mais freqiiente para o transplante
hepatico (MALLETTE et al., 2008).

Sistemas de grupos sanguineos sdo antigenos de superficie celular expressos
segundo padrdes de heranca bem determinados. O grupo sanguineo ABO ¢ determinado pela
presenca de antigenos A e B na superficie heméacia, e de anticorpos anti-A e/ou anti-B no

soro. Os anticorpos anti-A e anti-B sao normalmente do tipo IgM, e ndo estdo presentes em
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recém-nascidos, mas aparecem no primeiro ano de vida. E possivel que os anticorpos sejam
produzidos contra antigenos alimentares e ambientais (bactérias, antigenos virais ou planta),
que sdo semelhantes em estrutura aos antigenos A e B (HOSOI, 2008).

A distribuicdo do grupo sanguineo ABO ¢ frequentemente associada a
susceptibilidade e resisténcia a certas doengas, infecciosas (parasitrias, bacterianas e virais) e
ndo infecciosas (LENKA et al.,, 1981; BEHAL et al., 2010) estando relacionados com
prognostico do carcinoma géstrico, tumor pulmonar de pequenas células, carcinoma de
esofago, susceptibilidade a dermatofitoses, dermatite seborreica, lipus eritematoso sistémico,
cancer de mama, entre outras (TAMEGA et al., 2009).

A expressdo dos antigenos também exibe mudancas dinamicas durante o
desenvolvimento e patogénese da doenca, por exemplo, no cancer prostatico em que tem sido
documentado perda dos antigenos A/B (YAMAMOTO, 2004).

Os grupos sanguineos ABO tém sido associado com fibrose severa na infec¢ao

cronica por hepatite C (POUJOL-ROBERT et al., 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

No Brasil, estudos de prevaléncia para o HCV na populagao em geral ainda sao
escassos (AQUINO et al., 2008). Estima-se que a soroprevaléncia em doadores de sangue seja
de aproximadamente 1,6%, caracterizando o Brasil como uma area de baixa endemicidade. A
importancia do HCV na regido Norte do Brasil faz-se devido a taxa de prevaléncia ser a mais
alta de todas as regides brasileiras e os valores mais elevados acontecem nos estados do Acre
(5,9%) e Para (0,2 — 2,0%) (FONSECA, 2004; FONSECA, 1999; OLIVEIRA-FILHO, 2010a)

o que tem suscitado estudos soroepidemioldgicos em doadores de sangue na regido.

Behal et al. (2010) em seu estudo sobre: “A variacdo do sistema de grupo
sanguineo ABO no hospedeiro pode estar associada com a suscetibilidade a infeccdo pelo
virus da hepatite C”, relata que o sistema de grupo sanguineo ABO parece ter alguma relagdo
na patogenicidade do HCV ou alguma imunodeficiéncia, associada a severidade para certas

complicacdes da doenga.

Entretanto, Naeini et al. (2010), também estudando hepatite viral cronica e sua
relagdo com os sistemas de grupos sanguineos ABO e Rh, observou que estes sistemas

sanguineos nao exercem influéncia no desenvolvimento da infec¢ao pelo HCV.

Nas bases de dados pesquisadas foram encontrados poucos estudos
epidemioldgicos do HCV na regido Norte e nenhum associando a infec¢do por HCV com os
sistemas de grupos sanguineos ABO e Rh. Desta forma no limite do nosso conhecimento e da
literatura consultada, este ¢ o primeiro estudo a analisar a possibilidade de associagdo de
grupos sanguineos ABO e Rh com o HCV, realizado no Brasil.

Portanto diante do impacto da infec¢do causada pelo HCV e suas doengas

associadas e ainda, devido variagdes na resposta imune a um agente infeccioso estarem
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frequentemente associadas com a idade, sexo e vdarios outros fatores relacionados ao
hospedeiro, este estudo visa investigar a hipdtese de que idade, sexo e grupo sanguineo
podem estar associados com o status de anticorpos anti-HCV, com énfase na intera¢do de

grupos sanguineos e o risco de desenvolver a infec¢do.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. VIRUS DA HEPATITE C

3.1.1. Classificacdo e morfologia

Em 1989 o HCV foi inicialmente isolado a partir do soro de um individuo com
hepatite ndo-A e nao-B, por Choo et al. (1989) e logo apos sua clonagem foi descoberto, nos
EUA, que este virus era causa de aproximadamente 90% das hepatites rotuladas de ndo-A e
ndo-B (CHEN E MORGAN, 2006).

O HCV possui como acido nucléico uma molécula de RNA de fita simples,
polaridade positiva, classificado em género Hepacivirus, familia Flaviviridae
(LINDENBACH E RICE, 2005), espécie Hepatitis C virus, cujo genoma contém 9.400
nucleotideos e codifica uma poliproteina de pouco mais de 3.000 aminoacidos (BURATTI et
al., 1998).

A particula viral observada através da microscopia eletronica constitui-se de
particulas esféricas de at¢ 100 nm de didmetro, envelopadas, que, apds degradacao com
detergentes sdo convertidas em particulas menores lembrando nucleocapsideos com um
diametro de 30-40 nm (ANDRE et al., 2002) (Figura 01). As fracdes de baixa densidade do
virion contém proteinas apoB e apoE, triglicérides e colesterol, que sdao particulas de
componentes de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL). Além disso, recentemente foi demonstrado que bloqueio do receptor de LDL
pode bloquear a entrada do HCV (OWEN et al., 2009), indicando que o receptor de LDL ¢

um co-receptor para entrada do HCV (JOYCE E TYRRELL, 2010).
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Figura 01: Genoma do virus da hepatite C
(Fonte: ANAYA, 2009)

3.1.2. Organizacdo gendmica e replicacéo viral

O genoma do HCV pesa aproximadamente 9,6 kb e codifica uma poliproteina
com aproximadamente 3000 aminoacidos (BURATTI et al., 1998). E ladeado por regides nio
traduzidas (UTR) nas extremidades 5' e 3' do genoma viral, e duas regioes: a regidao de
estrutura (core, E1, E2) e a regido ndo-estrutural (NS2, NS3, NS4, NS5) (SIMMONDS et al.,
1993).

A rapida replicagdo viral e falta de mecanismo de reparo pela RNA polimerase
sdo razdes pelas quais o genoma do HCV sofre freqlientes mutagdes, originando populagdes
quasiespécies (BUKH et al., 1995). Estas variacdes dos genomas do HCV mostram sequéncia
com consideravel divergéncia que o classificam em seis gendtipos, 1, 2, 3, 4 e 6, sendo que
estes podem ainda ser subdivididos em varios subtipos (SIMMONDS et al., 2005).

As variagdes na seqiiéncia do genoma do HCV apresentam diversidade de 31-

33% entre os genotipos e 20-25% entre os subtipos (SIMMONDS et al., 2005). Os gendtipos
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sdo classificados com base em variagdes na regido ndo-estrutural do genoma viral NS-5
(SIMMONDS et al., 1993).

Os diferentes genotipos estdo associados a variagcdes nas manifestagdes clinicas, a
evolucdo da doenca e a resposta ao tratamento (CAVALHEIRO, 2007a).

A replicacdo viral (Figura 02) origina-se com a penetragdo do virus no citoplasma
da célula hospedeira por endocitose, o virus terd seu RNA liberado das estruturas que o
protegem (proteinas do envelope viral — E1, E2 e core) (SIZOVA et al., 1998), porém ndo

interage com genoma hospedeiro (LEONG E LEONG, 2005).

Entrada do virus Tradugao

cvrl  via ribossomo hospedeiro

Processamento
via proteases viral e do hospedeiro na
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Figura 02: Mecanismo molecular de replica¢do do virus da hepatite C.
(Fonte: http://www.crib.uclm.es/virologia/virologia_ en.php)
As UTRs 5' e 3' sdo necessarias para a replicacdo e o inicio da tradugdo
(BURATTI et al., 1998).
O RNA do virus alcangard os ribossomos presentes no reticulo endoplasmatico
(RE) da célula do hospedeiro através da regidao 5' UTR que contém extensa estrutura

secundaria como o Sitio Interno de Entrada do Ribossomo (IRES), que dirige traducdo do
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HCV (SIZOVA et al., 1998; BURATTI et al., 1998), promovendo a sintese de uma
poliproteina precursora com: trés proteinas estruturais, nucleocapsideo ou core (C) e
glicoproteinas do envelope viral E1 (gp31) e E2 (gp70); além de seis proteinas ndo estruturais
(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (SIMMONDS et al., 1993).

Esta poliproteina Unica e longa codificada pelo genoma do HCV apresenta a
seguinte ordem dos genes: 5’-C-EI-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-3°
(LINDENBACH E RICE, 2005) que ¢ clivada por a¢do de proteases celulares formada pelas
proteinas codificadas pelos genes NS3 e NS4A, que associada com uma RNA polimerase
(codificada pelo gene NS5B) formard um complexo de replicagdo, que ira realizar a copia da
fita de RNA positiva para uma fita simples de RNA negativa e produzir o capsidio viral e

varias proteinas ndo estruturais (SIZOVA et al., 1998; JOYCE E TYRRELL, 2010) (Figura

03).
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Figura 03: Genoma do virus da hepatite C.
(Fonte: ANAYA, 2009)
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A proteina p7 desempenha fungdo essencial para a montagem e liberacdo do
virion nas doencas infecciosas (BROHM et al., 2009).

Na infeccdo persistente o virus rapidamente se distribui célula-a-célula através da
falta de resposta de células T imunes ao antigeno, com produgdo de 10'°-10'* copias/dia e

meia-vida de 2-3 horas (NEUMANN et al., 1998).
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Em 1999, a WHO estimou uma prevaléncia mundial (Figura 04) de cerca de 3%,

com o virus afetando 170 milhdes de pessoas em todo o mundo (Tabela 1) (SY E JAMAL,

2006).

- 10-18 9%
- 2020 0%
-:.u—-u.i:l:

Figura 04: Prevaléncia do HCV em % no Mundo, 2005
(Fonte: WGO - World Gastroenterology Organization.
Disponivel em: < http://www.omge.org/>. Acessado em: 16/09/07)

Regido da OMS  Populagdo Total Hepatitis C Populagao
(Milhoes) Taxa de Infectada
Prevaléncia % (Milhdes)
Africa 602 53 31.9
América 785 1.7 13.1
Mediterraneo 466 4.6 21.3
Oriental
Europa 858 1.03 8.9
Sudeste Asiatico 1500 2.15 323
Pacifico 1600 3.9 62.2
Ocidental
Total 5811 3.1 169.7

Numero de
paises por regiao
da OMS onde os
dados nao estio

disponiveis

12
7
7

19
3
11

57

Tabela 1: Prevaléncia estimada de Hepatite C e nimero de infectados por regido da OMS.

(Fonte: SY E JAMAL, 2006)
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Na Europa a prevaléncia geral do HCV ¢ de 1%, porém sofre variagdes entre os
paises (TOUZET et al., 2000). Na Inglaterra, de acordo com o Departamento de Saude do
governo em 2002, no minimo 200.000 individuos adultos sdo portadores do virus (SY E

JAMAL, 2006).

Ainda segundo a OMS a prevaléncia na América ¢ de 1,7% e no Brasil, varia
principalmente com as caracteristicas demograficas e socio-econdmicas da populagdo
estudada apresentando casuistica de 1%-2%, sendo a regido Sul a que apresenta maior
endemicidade (FERREIRA E SILVEIRA, 2004) 2,45%, seguida da regido Norte com 2,3%,
regido Sudeste 1,2% e finalmente as regides Nordeste e Centro-Oeste com percentual idéntico

de 0,6% (CLEMENS et al., 2000) (Figura 05).

Brasil: 1.5% (1.2%-1.8%)

T

Nordeste
0.6%
(0.2%-1.0%)

Centro-Oes r'/
0.6%
0.1%-1.1%)

(0.6%-1.9%

5% 1.0%
(16%-3.4%) [«
] 44%-2.0%
- * 2.0%

Figura 05: Soroprevaléncia do anti-HCV de acordo com as macroregiodes brasileiras, Brasil
2002.
(Fonte: TOLEDO JR. et al., 2005)
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Para candidatos a doacdo de sangue, o HCV foi encontrado em 2,1% na regido
Norte, 1,4% no Sudeste, 1,2% no Nordeste, 1% no Centro-Oeste, ¢ 0,6% no Sul (FONSECA,
1999), porém este tipo de amostra pode subestimar a real prevaléncia do virus porque além
dos doadores serem geralmente uma populacao altamente selecionada (ALTER et al., 1999), o
proprio banco de sangue padroniza um ponto de corte geralmente inferior ao utilizado na
populagdo ndo doadora de sangue.

Alguns estudos tém indicado que o gendtipo 1 estd associado com doenca
hepéatica mais grave (TELFER et al., 1995; ROFFI et al., 2001), mas este ndo foi um achado
consistente. Além das diferencas clinicas, os diferentes genotipos tém diferentes distribuigdes
geograficas. Genotipos 1, 2 e 3 predominam no Norte da Europa e América do Norte,
enquanto o tipo 4 é encontrado no Oriente Médio e Norte da Africa, tipo 5 na Africa do Sul e
tipo 6 em partes do Extremo Oriente (GIANGRANDE, 1998). No Brasil, o genétipo 1 ¢
predominante, sendo identificados em 70% da populacao infectada, seguido pelos gendtipos 3
(25%) e 2 (em cerca de 5%). Na regido Sul, o perfil ¢ diferenciado, a prevaléncia do genotipo
3 sendo comparavel a do gendtipo 1 (CAVALHEIRO et al., 2002; CAMPIOTTO et al.,

2005).

3.2.1. Transmissao e fatores de risco

Em um percentual significativo de casos ndo ¢ possivel identificar a via de
infeccdo, porém estudos mostram que o HCV ¢ transmitido principalmente através da via
parental, por exposi¢do ao sangue contendo o virus (ALTER, 1997).

As transfusdes sanguineas antes de 1992 tem sido uma das principais causas da
transmissao do HCV, devido estes pacientes, assim como os hemofilicos, serem submetidos a

grande quantidade de procedimentos hemoterapicos, porém, atualmente, devido utilizagdo de
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testes de triagem de ultima geracdo, a transmissibilidade por transfusdes foi reduzida na
maioria dos paises desenvolvidos (SY E JAMAL, 2006). Donahue et al. (1992) demonstraram
que nos EUA a incidéncia de hepatite C pos-transfusional ¢ de 0,57% por paciente (0,03% por
unidade de sangue). Entretanto, esta incidéncia ¢ maior em outras areas do mundo, como por
exemplo, o estudo de Soza et al. (2004) observaram que pacientes chilenos com hepatite C
cronica, o fator de risco mais comum era a transfusdo sanguinea em 54% versus apenas 5%
em usuarios de drogas intra-venosas (IVDU). E no Brasil um estudo no banco de sangue em
Santa Catarina, mostrou queda significativa no risco de contrair hepatite C, porém o menor
risco ainda era quase 10 vezes maior do que o de paises desenvolvidos (KUPEK, 2004).

Estudos observam que a coexisténcia de infec¢des por HCV e outra sexualmente
transmissivel (por exemplo, o Virus da Imunodeficiéncia Humana-HIV), resulta em maior
probabilidade de cronicidade e maior replicagdo viral, acelerando a progressao para cirrose €
ocorréncia do HCC (LEONG E LEONG, 2005; CHEN E MORGAN, 2006).

Pacientes dialisados apresentam maior taxa de infeccdo pelo HCV, sendo
registrado, na década de 90, taxas de prevaléncia do anti-HCV de 10-50% (MEDIN et al.,
1993) e de soroconversao na auséncia de outros fatores de risco, de 1,38-1,9% / ano
(FABRIZI et al., 1999). Estudos apontam que a transmissao nestes pacientes ¢ geralmente
hospitalar, apresentando os possiveis fatores de risco: falhas na desinfec¢ao de dispositivos
entre os pacientes, compartilhamento de frascos para infusdes de uso unico, técnica de
esterilizacdo inadequada, limpeza maquinas de didlise imprdprias e pequena distdncia entre
cadeiras (ZAMPIERON et al., 2004).

Outro grupo populacional com prevaléncia significativa de HCV sdo os

transplantados renais (em torno de 33,3%), que também realizam procedimentos de dialise
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(ANGELICO et al., 1997). E ainda pacientes receptores de orgdos solidos ou tecidos
transplantados de um doador infectado (CHEN E MORGAN, 2006).

Segundo o Ministério da Saude em 2008 a transmissao do virus da Hepatite C tem
sido fortemente associada ao uso de drogas intravenosas ilicitas (cocaina, anabolizantes e
complexos vitaminicos), inaldveis (cocaina) ou pipadas (crack) que compartilham os
equipamentos de uso (agulhas). As notificagdes de hepatite C, a partir do uso de drogas
intravenosas, encontram-se em ascensao nos EUA (SY E JAMAL, 2006), e sua importancia
ndo pode ser subestimada uma vez que a prevaléncia do HCV em pessoas que adquiriram o
HIV por meio do uso de drogas intravenosas alcangaram taxas de 90% (SULKOWSKI E
THOMAS, 2003). A maioria dos paises com populacdo jovem tem que lidar com estes
usuarios como a principal causa de propagacdo do virus HCV, principalmente porque muitos
ndo sabem que estdo infectados, portanto a triagem do HCV e o tratamento destes individuos
sdo extremamente importantes (SY E JAMAL, 2006).

De acordo com o Ministério da Saude (2008) existem ainda outras formas de
transmissdo do virus por via parenteral, como, exposi¢cdes ocupacionais, procedimentos
médico-cirurgicos, odontoldgicos, imunizagdes, acumputura ou pessoas com tatuagens,
piercings, especialmente a relacionada com o corte ou material perfurocortante que pode
transmitir o virus de um individuo a outro, ou pessoas que apresentem outras formas de
exposicao percutanea (por exemplo, podologos, manicures, etc., que ndo obedecem as normas
de biosseguranca) (NGUYEN et al., 2010).

Entre as formas nao-parentais de transmissao do virus HCV, deve-se enfatizar o
sexo (STRAUSS, 2001). De acordo com o Ministério da Saude (2008) o papel da atividade
sexual na transmissdo de HCV permanece obscuro e representa menos de 1% em parceiros

estaveis. O numero de parceiros sexuais ¢ a idade na primeira relacdo sexual apresentam
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significativa correlacdo com o HCV (ALTER, 1999; PEREZ et al., 2005). Uma hipdtese € que
muitos dos pacientes com hepatite C podem ter parceiros sexuais [IVDU (GOLDBERG et al.,
2001). Nao hé evidéncias de transmissdo do HCV entre casais monogamicos (VANDELLI et
al., 2004) e ainda ndo héa dados sobre a incidéncia de hepatite C entre homem que faz sexo
com homem (ALARY et al., 2005). Entretanto, o Ministério da Satde (2008) e todos esses
dados, corroboram que a transmissdo sexual do HCV ¢ ainda rara, mas por alguma razao ¢
maior entre aqueles com pratica sexual de risco (sem uso de preservativo) (SY E JAMAL,
2006).

A transmissdo “in-house” deve ser considerada como um fator de confusdo
quando ela estd relacionada com a transmissdo entre os casais, pois se deve considerar que
higiene pessoal, tais como compartilhamento de laminas de barbear descartaveis, escova de
dente, alicates de unha sd3o importantes fatores de risco para transmissao do HCV em um
domicilio (CAVALHEIRO, 2007b).

A transmissao vertical ¢ rara quando comparada a hepatite B. Entretanto, ja se
demonstrou que gestantes com elevada carga viral do HCV ou co-infectadas pelo HIV
apresentam maior risco de transmissao da doenca para os recém-nascidos (MS, 2008).

Segundo o Centers for Disease Control and Prevention of Disease (CDC), os
fatores de risco mais comuns para infec¢ao aguda por HCV nos EUA no periodo de 1991 -
1995 foram de drogas de alto risco (60%) e comportamentos sexuais (20%). Outros modos de
transmissao (profissionais, hemodialise, familia e perinatal) representaram aproximadamente
10% das infecgdes. Um fator de risco potencial pode ser identificado em cerca de 90% das
pessoas com infeccdo pelo HCV. Nos 10% restantes, a fonte de infeccdo ndo pode ser
identificada, embora a maioria das pessoas dessa categoria estejam associadas com baixo

nivel socioeconomico (ALTER, 1997).
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3.3. PATOGENIA DA INFECCAO PELO VIRUS DA HEPATITE C

O periodo de incubacdo do virus ¢ em média sete semanas, variando de 2 a 22
semanas, € os sinais e sintomas podem variar de subclinicos até¢ fulminantes, podendo
apresentar febre, cefaléia, mal-estar, vomitos, nduseas, mialgia, fadiga, anorexia, adinamia,
coluria, hipocolia fecal, alteracdo das aminotransferases e, em poucos casos, ictericia (MS,
2008).

A grande capacidade mutagénica do virus propicia o constante escape a intensa
resposta imunologica desenvolvida pelo hospedeiro. Cerca de 85% dos individuos infectados
evoluem para a cronicidade, com ciclos repetidos de apoptose no figado e deposicdo de
colageno, eventualmente e lentamente, apresentando um amplo espectro clinico, desde formas
assintomaticas com enzimas normais até a hepatite crOnica intensamente ativa, cirrose,
fibrose, insuficiéncia hepatica e hepatocarcinoma (STRAUSS, 2001; JOYCE E TYRRELL,
2010).

Acreditava-se que a apoptose dos hepatocitos era mediada pela resposta imune
adaptativa contra células infectadas pelo HCV (NELSON, 2001), no entanto, descobriu-se
recentemente que a apoptose ¢ especifica para células HCV infectadas (WALTERS et al.,
2009). Sugere-se que o HCV nao s6 tem efeito citopatico sobre os hepatocitos, mas também
que os hepatocitos infectados podem iniciar fibrose pela ativagcdo da sinalizagdo de TGF-b,
que, na presenca de células estreladas, leva a deposi¢ao de colageno (JOYCE E TYRRELL,
2010).

A apoptose ¢ mediada por um conjunto de fatores, inducdo do reticulo
endoplasmatico, estresse oxidativo e baixa regulacao de proteinas anti-apoptédticas NF-kB e

Bcl-xI em hepatocitos infectados (JOYCE E TYRRELL, 2010).
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A hepatite C se cronifica pela persisténcia do HCV RNA no sangue por no
minimo 6 meses apos a fase aguda e o HCC ocorre cerca de 27 anos ap0s a cirrose ter sido
estabilizada (CASTELLS et al., 1995).

Atualmente, apesar de ndo existir indicios de que o HCV por si sé seja
oncogénico, observa-se que o HCC pode eventualmente se desenvolver em individuos nao-
cirroticos e infectados por HCV, assim um efeito oncogénico direto ndo pode ser excluido
(LEONG E LEONG, 2005).

Dentre os possiveis mecanismos carcinogenéticos estdo proteinas dos virus
(proteina NS3, proteina NS5A e proteina do nucleo viral) que se ligam as proteinas do
hospedeiro através de trés vias, insulina, TGF-b e JAK / STAT (JOYCE E TYRRELL, 2010).
Por exemplo, na via TGF-b, BCL6 se liga a NS5A, sendo BCL6 um repressor transcricional
(WANG et al., 2008).

Destarte estudos recentes tém indicado que a patogénese da infec¢do pelo HCV
possui varios mecanismos interligados e que o virus tem influéncia direta e significativa sobre
a patologia no figado. Assim o resultado da infeccdo por HCV ¢ provavelmente um reflexo
das multiplas vias afetadas, agravada pela variabilidade genética do virus e do hospedeiro. As
interligacdes entre as vias afetadas pelo HCV fornecem metas para potencial intervengdo
terapéutica, por exemplo, o rompimento de interagdes com HCV altamente ligados a proteinas
“hub” pode ser suficiente para abrandar a evolucdo da doenga mais grave ou permitir

mecanismos de erradicagdo da infeccao (JOYCE E TYRRELL, 2010).
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3.4. DIAGNOSTICO DA HEPATITE C

3.4.1. Diagnostico soroldgico da hepatite C

O diagnostico da infec¢do aguda pelo HCV ¢ problematico, porque a pesquisa de
anticorpos ndo diferencia infeccdo aguda de cronica e a soroconversdo muitas vezes ndo ¢
registrada (ALBERTI et al., 2002; STRADER et al., 2004). A infeccdo crénica por HCV
resulta na inducdo de forte resposta imune humoral (LIANG et al., 2000) e os anticorpos anti-
HCV podem ser detectados facilmente em ensaios sorologicos utilizando-se peptideos
sintéticos ou proteinas recombinantes (SCHIFF et al., 1999).

Na prética, existem duas categorias de ensaios para o diagndstico dos tipos virais
de HCV: sorotipagem e genotipagem (PAWLOTSKY et al, 1997; STEPHANE E
PAWLOTSKY, 2007). O ensaio imunoenzimatico, conhecido também como o método
indireto (sorotipagem), comercializado apenas para pesquisa, diferencia os seis gendtipos de
HCV, e ndao os subtipos. Ele apresenta anticorpos genotipo-especificos para diferentes
genotipos HCV na regido NS4 do genoma. Este teste omite a determinacao da quantidade de
particulas virais circulantes e apresenta menor sensibilidade e especificidade no diagndstico
de genotipos HCV, quando comparado com genotipagem (CAVALHEIRO, 2007a).

Segundo o Ministério da Saude (2008) o teste imunoenzimatico denominado
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) rotineiramente utilizado desde o inicio dos
anos 90, ¢ um teste para deteccao de anticorpos contra o virus da hepatite C (anti-HCV), que
adquiriu maior sensibilidade e especificidade ao passar de testes de primeira para segunda e
terceira geragdes (ELISA II ou III), reduzindo a janela imunologica de 33-129 dias da 2°

geragao, para 40 a 70 dias na 3" geragdo (STRAUSS, 2001).
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Embora extremamente util para o diagnostico das hepatites cronicas,
especialmente nos pacientes com alteracdes de transaminases e epidemiologia sugestiva de
HCV, o ELISA costuma apresentar resultado negativo nos primeiros meses apds a
contaminacdo, dificultando o diagndstico etioldgico nas fases iniciais da hepatite aguda pelo
HCV ou mesmo falseando um resultado negativo em doadores de sangue contaminados por
apresentarem-se na janela imunoldgica ndo sendo possivel detectar a presenca de anticorpos
no sangue dos infectados, pois estes estdo em baixas titulagdes. Por outro lado, persiste a
possibilidade de resultado falsamente positivo em doadores de sangue ou qualquer grupo de
individuos com baixo valor preditivo de contaminacdo pelo HCV (STRAUSS, 2001; MS,
2008).

Assim sendo, nos casos ou grupos com valor preditivo alto para a infec¢do pelo
HCV, a reatividade do teste pelo ELISA possui valor diagnostico definitivo. Os testes
positivos na triagem devem ser confirmados por outros, como o ensaio de Imunoblot (RIBA e
INNOLIA) (STRAUSS, 2001).

Os exames sorologicos para anticorpos anti-HCV sdo tteis para fins de triagem,
no entanto, os pilares dos testes laboratoriais para hepatite C sdo as abordagens moleculares

(JEROME E GRETCH, 2004).

3.4.2. Deteccdo dos acidos nucléicos do HCV por biologia molecular e determinagdo do
genotipo do virus (genotipagem)

A importancia da verificacdo do RNA viral nos pacientes com hepatite C cronica
consiste, nos testes qualitativos, na confirmag¢dao de testes de triagem positivos, que
comprovam a presenca de viremia por deteccdo do RNA; na definicdo do gendtipo do HCV,

que € necessario para selecionar o tratamento adequado e estimar o tempo do tratamento; nas
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exposicdes recentes; nas fases iniciais da hepatite aguda; nos imunossuprimidos e em
pacientes de risco com reatividade para o anti-HCV e ALT normal enquanto que os testes
moleculares quantitativos sdo uteis para, medi¢do da carga viral no inicio da terapia e apos 12
semanas de tratamento, que ¢ necessario para decidir sobre a necessidade de manutencao do
tratamento; fornecer informacdes prognosticas sobre a probabilidade de resposta terapéutica e
permitir o acompanhamento da eficicia do tratamento; e, finalmente, demonstracdo da
presenca ou auséncia do RNA viral (teste qualitativo) no final do tratamento ou no final da
follow-up (CARITHERS et al., 2000; JEROME E GRETCH, 2004).

A genotipagem (método direto) analisa as seqiiéncias de varias regides do genoma
na diferenciagdo dos genoétipos e subtipos do HCV. Portanto, depende da quantidade de
particulas virais presentes na amostras para andlise. Estas técnicas sdo: seqiienciamento,
hibridizagao com sondas genotipo-especificos e reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (RT-PCR) (LAPERCHE et al., 2005; STEPHANE E PAWLOTSKY, 2007).

O genoma do HCV geralmente aparece nos fluidos corporeos de pacientes
infectados em niveis muito baixos para ser detectado por técnicas simples e direta baseado em
hibridizagao molecular. Sua detec¢do e quantificacdo requer métodos de forte amplificagao
que podem ser introduzidos como “target amplification,” como aplicado no PCR e
“amplificacdo mediada por transcri¢ao” (TMA), ou como “amplificacio do sinal” como
aplicado no método “branched DNA” (bDNA), que amplifica o sinal da presenca do genoma
sendo menos sensivel que a PCR. O ensaio mais comumente utilizado para quantificagao de
RNA viral ¢ baseado na PCR ou técnica bDNA (MORISHIMA E GRETCH, 1999;
CARITHERS et al., 2000; STRAUSS, 2001).

O Ministério da Saude (2008) refere a janela imunologica para testes de biologia

molecular compreendendo 22 dias.
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A genotipagem ¢ Util também para investigacdo de surtos de infecgdes e
compreensdo da epidemiologia e virologia do HCV, além de prever a resposta a terapia, e
permitir decisdes racionais em relagdo a duragdo do tratamento (JEROME E GRETCH,
2004). Varios métodos de segmentacdo de diferentes regides do genoma do HCV foram
utilizados para a avaliagdo de genotipos. O método mais preciso € o sequénciamento de uma
regido apropriada de codificagdo que ¢ bastante divergente para permitir a discriminag¢do de
tipos e subtipos (NOLTE, 2001; PAWLOTSKY, 2002). As trés regides mais estudadas sdao o
nucleo, E1 e NS5B (BUKH et al., 1995).

A 5’UTR ¢ a regido de escolha para a deteccdo qualitativa e quantitativa do RNA
viral, devido elevado nivel de conservagao e sensibilidade. Por esta razao, ela foi utilizada, na
maioria das vezes, por laboratdrios de analises clinicas para genotipagem de rotina do HCV
(MURPHY et al., 2007).

No entanto, devido a este elevado nivel de conservagdao, a 5’UTR apresenta
limitagdes na capacidade de diferenciar os gendtipos, por exemplo gendtipo 6 do 1 e, subtipos
dos genodtipos 1, 2, 3, 4, 5, 6, entre eles, subtipos 6a e 6b dos do subtipo do 1 e subtipo 2c de
2a (STUYVER et al., 1996; CHINCHALI et al., 2003; MELLOR et al., 2007). Destarte um
grande numero de subtipos que, muitas vezes compartilham a mesma seqiiéncia 5’UTR tém
sido descritos (SIMMONDS et al.,, 1994, BUKH et al., 1995; CORBET et al., 2003;

TAMALET et al., 2003; CANTALOUBE et al., 2006).



39

3.5. SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO ABO

O sistema de grupo sanguineo (SGS) ABO foi o primeiro a ser descoberto e o
responsdvel por esta grande contribuicdo foi o cientista austriaco Karl Landesteiner em 1900
quando observou que o soro de seres humanos saudaveis apresentavam um efeito aglutinante
tanto sobre hemacias de animais e como de outros seres humanos. No ano seguinte, em 1901,
Landsteiner reconheceu dois antigenos eritrocitarios, A e B, através da separacdo e mistura de
células e soros de varios individuos. Aos muitos individuos ndo possuiam os antigenos A ¢ B
foram definidos como grupo C, mas posteriormente receberam a denominacdo de grupo O
(SMART E ARMSTRONG, 2008). Em 1902 DesCasterllo e Sturli descobriram o quarto tipo
sanguineo, AB (HOSOI, 2008).

Este sistema consiste em um conjunto de antigenos, que sdo determinados
geneticamente por moléculas de carboidratos localizados na superficie da membrana das
hemacias (BONIFACIO E NOVARETTI 2009), fazendo parte desta membrana (Figura 06),
assim como das células epiteliais e endoteliais € em muitos outros tecidos, além de se
apresentarem soluveis no plasma (FONSECA, 2006). Embora os antigenos do sistema de
grupo sanguineo ABO sejam os mais importantes na pratica transfusional e de transplantes de

6rgaos, ndo tém a fisiologia elucidada (BONIFACIO E NOVARETTI, 2009).
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Figura 06: Modelo de proteinas transportadoras de antigenos
Fonte: REID E LOMAS-FRANCIS, 1997

O grupo sanguineo ABO ¢ determinado pela presenga de antigenos A ¢ B na
superficie das hemacias, e de anticorpos anti-A ou anti-B no soro. Assim, individuos com tipo
sanguineo A possuem hemacias com antigenos A e soro contendo anticorpo anti-B. Da
mesma forma, sangue tipo B possui antigeno B e anticorpos anti-A. O tipo de sangue AB
contém ambos os antigenos A e B, mas sem anticorpos. O tipo de sangue O ndo possui os
antigenos A e B, porém contem o antigeno H, precursor de todos e os anticorpos anti-A e anti-
B (FONSECA, 2006; HOSOI, 2008).

Os antigenos de carboidratos A, B, H estdo presentes em outras superficies
celulares, além dos eritrocitos, e também sdo encontrados em outros animais (cachorro, gato,
coelho, vaca, ovelha, hamster, macaco, chimpanzé, orangotango), bactérias (YAMAMOTO,

2004; BONIFACIO E NOVARETTIL, 2009).
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Os subtipos de ABO sdo chamados de subgrupos e/ou variantes, sendo
distinguidos pela diminui¢do da quantidade dos respectivos antigenos nas hemadcias; o grupo
A se subdivide em A; (90% das pessoas) e A, (10%), embora exista outros fenotipos fracos
de A (como A3, Ay, Acnd, Am, Acl Ay, €tc); 0 grupo B também possui subgrupos, B, B, By, B,
Bei; o tipo sanguineo AB possui nove subtipos AiB, A|Bx, AnB, A1Bn, AaB, A1Bg, cisAsBs,
cisA,B, cisAB;. (HOSOI, 2008).

Os anticorpos anti-A e anti-B sdo normalmente Tipo IgM, e ndo estdo presentes
em recém-nascidos, mas aparecem no primeiro ano de vida. E possivel que os anticorpos
sejam  produzidos contra alguns antigenos de alimentos e do ambiente
(antigenos de bactérias, virus ou de plantas), que sd@o semelhantes em estrutura aos antigenos

A e B (ASPINALL E MONTEIRO, 1996).

3.5.1. Biossintese do sistema de grupo sanguineo ABO no eritroblasto

Os genes dos sistemas ABO e Hh sdo correlatos, mas independentes. Nos
eritroblastos a expressao dos genes ABO depende da acao deste outro gene, o gene H (FUT1),
que nao codifica diretamente a producao dos antigenos ABO. A sintese de antigenos do SGS
ABO ¢ controlada por enzimas denominadas glicosiltransferases especificas que acrescentam
carboidratos a uma substancia precursora basica conhecida como o antigeno H, que ¢ uma
cadeia de carboidratos presente na membrana das hemadcias (Figura 07) (GIRELLO E KUHN,

2002; SMART E ARMSTRONG, 2008; LALUEZA-FOX et al., 2008).



42

(L-fucose)

(N-acetyl-D-galactosamine)

Figura 07: Estrutura bioquimica dos antigenos ABO.
Fonte: GIRELLO E KUHN, 2002.

O gene H através de sua enzima 2-L-fucosiltransferase adiciona uma L-fucose no
carbono 2 da B-Galactose da substancia pecursora, formando o antigeno H (Figura 08) e
permitindo a atuagdo das transferases A e B. Em seguida, as enzimas A (N-acetilgalactosamil
transferase produzida pelo gene A) ou B (D-Galactosiltransferase produzida pelo gene B) (de
acordo com a determinacdo genética) transportam o agucar A (N-Acetilgalactosamina) ou B
(D-Galactose) ao carbono 3 da mesma B-Galactose do antigeno H, resultando na expressdo
dos antigenos A ou B, respectivamente, nas hemacias. Individuos com tipo sanguineo AB
possuem hemacias com os antigenos A e B (Figura 09) (HARMENING, 1992; SMART E

ARMSTRONG, 2008).
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Figura 08: Substancia precursora da hemacia e Formagao do antigeno H.
Fonte: HARMENING, 1992.

Figura 09: Biossintese dos antigenos ABO e H no eritroblasto.
Fonte: HARMENING, 1992.
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O gene O codifica uma glicosiltransferase anomala que ¢ incapaz de modificar o
antigeno H. Desta forma o antigeno A ¢ expresso quando as duas enzimas estdo presentes, as
transferases A e H, o antigeno B ¢ expresso quando as enzimas transferases B ¢ H estdo
presentes, enquanto que no grupo O apenas a transferase H estd presente. A expressdo dos
antigenos A, B ou AB resulta em uma relacdo de mascaramento dos antigenos H (SMART E
ARMSTRONG, 2008).

Independentemente disso, a sintese do antigeno H das hemdcias é controlada pela
2-a-L-fucosiltranferase codificada pelo gene H (FUT-1) do locus H localizado no
cromossomo 19 (19q13.3), sendo apenas este tipo de cadeia precursora produzida nos
eritroblastos, denominada de cadeia oligossacarideo tipo 2 (definida pela presenca de ligagdes

1-4 entre a galactose (Gal B) e N-acetil-glucosamina (GlcNac) [Galp (1-4) GleNAc].

(D’ADAMO E WHITNEY, 1997; GIRELLO E KUHN, 2002).

3.5.2. Biossintese do sistema de grupo sanguineo ABO no tecido

A rota biossintética dos antigenos ABH nos tecidos é controlada por outro par de
genes alelos denominado secretores (Se/se). O gene secretor SE (FUT-2) codifica uma
glicosiltransferase semelhante a 2-a-L-fucosiltransferase que adicionara uma fucose a
substancia precursora, sintetizando o antigeno H soluvel sobre cadeia precursora do tipo 1
[Galp (1-3) GlcNAc] (ORIO, 1995; GIRELLO E KUHN, 2002). Este tipo de cadeia apresenta
ligagao livre no carbono 4 da N-acetilglucosamina (GIcNAc), onde serd ligado uma fucose

através da enzima 4-g-fucosiltransferase que foi produzida pelo gene Lewis (FUC3),
codificando o antigeno Le* (GIRELLO E KUHN, 2002).
O gene secretor Se produz a enzima 2a-L-fucosiltransferase, que liga outra L -

fucose ao carbono 2 da B-Galactose (antigeno H), produzindo um antigeno Le® (H tipo 1). Os
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antigenos ABO ligam-se ao carbono 3 da -Galactose pela acdo de duas enzimas especificas,

da mesma maneira que nas hemacias (figura 10) (CORVELO et al., 2002).

Substancia Precursora Gal [1-3]) GlcNAc ...

Antigeno H Gal [1-3] GIcMNAC ....
2

| (Mn2)
1

Fuc

Antigeno Lea Gal [1-3) GlcNAc ....
4

| (™inz)
1
Fuc

Antigeno Leb Gal (1-3) G‘lr.:NAc
2

| Mnz+) |
1 1
F Fur

(MInZ+)
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Antigeno B Gal 1—3 Ggl [1-3) G;CNAC R
! mnz,)#
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Figura 10: Esquema da biossintese dos antigenos ABO, H e Lewis em células da mucosa
salivar.
Fonte: GIRELLO E KUHN, 2002.
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3.5.3. Genética do sistema de grupo sanguineo ABO

Os genes ABO estdo localizados no brago longo do cromossomo autossomico 9
(9934.1-g34.2) (YAMAMOTO et al., 1995; BONIFACIO E NOVARETTI, 2009) ¢ o sistema
¢ controlado por um unico locus do gene ABO que est4 organizado em sete exons distribuidos
em mais de 18 kb de DNA gendmico. Os éxons variam em tamanho de 28 a 691 nucleotideos.
O ¢éxon 7 contem as maiores sequéncias de codificagdo e o éxon 6 possui a delecao

encontrada na maioria dos alelos O (figura 11) (YAMAMOTO et al., 1995, YAMAMOTO,

2004).
nt: posicao nucleotidica
ABO gene aa: aminoacido
Exon 1 2 3 4 5 6 7
) s
28 70 57 48 35 136 691bp
1 1085nt.
cDNA . — [
355 a.a,
'L' A j L_‘V'—u i’
nt. 261297 526 657703 796 803 930
| A G CG .
Alelo A I Q QT ? t ™ ?
a.a. Arg Gly Leu Gly
. GG G T A AC A
Alelo B 1 Ll T L L) T LI} T L}
Gly Ser Met Ala
2GA*X C C G CG G,
Alelo O
Stop codon 117 (TAA)

Figura 11: Estrutura do locus do gene ABO e sequéncias nucleotidicas dos alelos A, B e O
Fonte: HOSOI, 2008
A heranga do sistema ABO ¢ controlado por varios alelos: Al, Az, B, O e uma
série de alelos raros A’, A*, ¢ A™ e outros. O alelo O (que ndo produz um produto antigénico)
¢ recessivo para os alelos A e B, que sdo codominantes entre si (SMART E ARMSTRONG,

2008).
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Outras analises do gene ABO tém mostrado que, no nivel da sequéncia de
nucleotideos, existem numerosos haplotipos entre os seres humanos (BLUMENFELD E
PATNAIK, 2004). Os principais alelos A e B (A101 e B101, respectivamente) diferem por
quatro substituicdes de nucleotideos nas posi¢cdes 526C>G, 703G>A, 796C>A e 803G>C
gerando uma proteina resultante aminodacidos convertidos Argl76Gly, Gly235Ser,
Leu266Met e Gly268Ala (posigdes de nucleotideos sdo numeradas a partir do primeiro
nucleotideo do éxon 1). Ocorre ainda trés trocas silenciosas 297A>G, 657C>T, E 930G>A
(sem troca de aminoacidos na proteina) (figura 15). Estas substitui¢des determinam as
especificidades das glicosiltransferases. O alelo A codifica transferase A que catalisa a adigao
de GalNAc, o alelo B codifica transferase B catalisando a adicdo de Gal, respectivamente, na
ligagao terminal de Gal al? 3 do antigeno H. (YAMAMOTO, 2004).

Entre humanos, o mais frequente entre todos os alelos ABO ¢ o alelo O, recessivo
e silencioso. Os haplotipos O, O01 e 002, apresentam uma seqiiéncia de nucleotideos quase
idéntica ao do gene A, porém compartilham uma tnica mutagdo nonsense especifica do tipo
delecdo do nucleotideo guanina na posicao 261 do éxon 6 (A261) que cria um prematuro
“stop” codon e resulta em uma proteina truncada sem atividade enzimatica, ou seja, nao
funcional (figura 12) (YAMAMOTO, 2004), e, portanto, o antigeno H permanece sem
modificagdes adicionais na superficie de suas células, sendo considerado um gene silencioso
ou amorfo. Os haplotipos O01 diferem dos haplotipos 002, em pelo menos, seis substituicdes
de nucleotideos, incluindo a posi¢do 297 no exon 6, que antes era adenina e depois ¢ guanina

(LALUEZA-FOX et al., 2008).



48

Figura 12: Representacdo esquematica dos genes ABO (linha superior) e as proteinas
(transferases) codificadas por eles (linha inferior).
Fonte: GIRELLO E KUHN, 2002.
3.5.4. Tipificacdo soroldgica e determinacdo molecular do sistema de grupo sanguineo
ABO

O fenotipo ABO ¢ mostrado por exames laboratoriais de hemaglutinagdo em uma
amostra de sangue, mas isso ndo ¢ necessariamente o gendtipo do individuo (SMART E
ARMSTRONG, 2008).

Segundo o Regulamento Técnico de Procedimentos Hemoterapicos do Ministério
da Saude — Portaria n° 1353 de 14/06/2011, o grupo ABO deve ser determinado testando-se os
glébulos vermelhos com reagentes anti-A, anti-B ¢ anti-A,B para pesquisa da presenga ou
auséncia de antinegos A e/ou B, sendo chamado de classifica¢do direta. Caso sejam usados
anti-soros monoclonais, a utilizagdo do soro anti-A,B nao ¢é obrigatéria. A classificagdo

reversa deve ser sempre realizada, testando-se o soro ou plasma com suspensdo de gldébulos
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vermelhos conhecidos Al e B e, opcionalmente, A2 e O, para detec¢do da presenca ou

auséncia de anticorpos anti-A e/ou anti-B (figura 13) (SMART E ARMSTRONG, 2008).

N - A P ]
T———

Figura 13: Reagdo de hemaglutinacdo em gel centrifugacao.
Fonte: GIRELLO E KUHN, 2002.

Os subgrupos sao classificados devido exibirem diferentes padrdes e graus de
aglutinagao (YAMAMOTO, 2004).

Embora cada individuo tenha dois genes ABO, testes sorologicos nao revelam o
alelo O em fendtipos A e B, nem reconhece um alelo que produza uma forma fraca de A se
estiver presente um alelo que produza antigeno A de alta frequéncia simultaneamente. O
genodtipo pode, contudo, ser determinado por analise de DNA do gene ou pode ser

determinado por estudos familiares (SMART E ARMSTRONG, 2008).
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3.6. SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO Rh
3.6.1. Historico

O sistema de grupo sanguineo Rh foi descoberto por Landsteiner e Wiener, em
1940, juntamente com o trabalho de Levine e Stetson, em 1939 (DANIELS E BROMILOW,
2007).

Os primeiros relatos sobre a importancia deste sistema comegaram por volta de
1600 como uma possivel causa de ictericia severa e morte fetal referida como "eritroblastose
fetal", em que uma mulher francesa deu a luz a gémeos: um estava hidropico e o outro
ictérico, falecendo mais tarde por kernicterus (RACE E SANGER, 1975).

Levine et al. em 1939 observou a primeira correlagdo de um anticorpo anti-
eritrocitdrio envolvido contra o antigeno Rh, por meio da investigagdo de uma reacdo
hemolitica transfusional em uma puérpera, devido a transfusdao de hemacias ABO compativel
de seu marido, apds dar a luz a um natimorto (LEVINE E STETSON, 1939). O soro desta
mulher aglutinava as hemacias de seu marido e cerca de 80% dos doadores caucasianos ABO
compativeis. Demonstrou-se que este novo anticorpo era independente do sistema ABO
sugerindo que a mulher havia sido imunizada provavelmente por um antigeno fetal de origem
paterna (NARDOZZA et al., 2010).

No ano seguinte, Landsteiner ¢ Wiener (1940) descreveram um anticorpo obtido
por meio da imunizagdo de cobaias ¢ coelhos com hemacias de macaco rhesus. Este soro
aglutinava cerca de 85% das hemdacias humanas testadas e o determinante correspondente foi
denominado de fator Rh. O estudo com 60 familias mostrou que o Rh positivo era herdado

como um carater dominante.
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Também em 1940, Wiener e Peters observaram a mesma especificidade no soro
de pessoas com auséncia do mesmo determinante e que tinham recebido transfusdoes ABO
compativeis no passado.

No ano seguinte, Levine et al. encontraram anticorpos similares nos soros de
varias puérperas e estes apresentavam reagdes semelhantes ao soro de animal anti-Rhesus.

Posteriormente, Fisk e Foord (1942) demonstraram a diferenca entre o anti-Rh
humano e animal e concluiram que ndo se tratava do mesmo anticorpo, porém a nomenclatura

Rh foi mantida.

3.6.2. Genética do sistema de grupo sanguineo Rh

O SGS Rh ¢ considerado o segundo mais importante para a pratica transfusional,
depois do sistema ABO (DANIELS E BROMILOW, 2007).

Atualmente ¢ considerado um complexo sistema multialélico composto de mais
de: 51 antigenos e 200 alelos para o gene RHD (HUANG, 2010). Também observa-se a
presenca muito rara de genes variantes, como Rh null, em que ha auséncia de todos os
antigenos do sistema nas hemacias; D parcial; DEL, D fraco, Alelos ndo funcionais e outros
(FLEGEL, 2011).

Os antigenos Rh sdo codificados por genes altamente homologos RHD ¢ RHCE.
A proteina RhD expressa o antigeno D e a proteina RhCE expressa os antigenos CE em varias
combinagdes (ce, Ce, cE ou CE). Muitos genes de RH carregam mutagdes pontuais, ou
possuem rearranjos e intercambios entre RHD e RHCE que resultam de eventos de conversao
génica. O gene RHCE codifica proteinas hibridas que tém RHCE com aminoacidos

especificos em RhD, ou RhD com residuos especificos em RHCE. Estas, podem gerar novos



52

antigenos no sistema de grupo sanguineo Rh, e alterar ou diminuir a expressdao do antigenos
convencionais (FLEGEL, 2007a; FLEGEL, 2011).

Os genes RHD e RHCE estdo localizados no braco curto do cromossomo 1, locus
34-36 (1p34-35p) e, provavelmente sdo derivados de uma duplicacdo de um gene ancestral
comum, pois apresentam 93,8% de homologia e se diferenciam em 35/36 aminoacidos (8,4%
de divergéncia) (FLEGEL, 2007b).

Cada um dos genes RhD e RHCE contém 10 éxons, com uma sequéncia total de
aproximadamente 60.000 pb. A maior diferenca estd no intron 4, em que o RHD contém uma
delegao de 600 pb em relacdo ao RHCE. Eles estdo em orientagdo opostas pelos terminais 3' e

separados por uma sequéncia de 30.000pb (WAGNER E FLEGEL, 2004).

3.6.3. Estrutura da proteina Rh

Os polipeptideos RhD e RhCE sao nao glicosilados, hidrofobicos, cada um com
peso molecular de 30 a 32 KD, compostas de 417 aminoacidos que se distribuem em seis
segmentos extracelulares, 12 transmembranosos e sete intracelulares (WAGNER E FLEGEL,
2004). Os epitopos especificos que definem os antigenos do sistema Rh estdo localizados nas
alcas extracelulares das proteinas (figura 14). A proteina RhAG possui uma estrutura similar
as proteinas Rh. Analises estruturais recentes tém sugerido que o complexo de proteinas Rh

forma uma estrutura trimérica (FLEGEL et al., 2009).
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Figura 14: Modelo da proteina Rh na membrana das hemacias.
Fonte: FLEGEL et al., 2009.

Os individuos Rh(D) positivos possuem genes RHD ¢ RHCE, mas os Rh(D)
negativos possuem unicamente o gene RHCE. O haplétipo D negativo, mais comum em todas
as populagdes, ¢ causado pela delegao total do gene RHD (figura 15). No entanto, alguns
individuos Rh(D) negativo podem abrigar um alelo ndo-funcional RHD denominado
pseudogene RHD (RHDv) e outros possuem um gene hibrido (SHAO E XIONG, 2004).

Poucos casos de individuos Rh(D) negativos podem resultar de: rearranjos
génicos, pontos de mutagdo levando a codon de parada prematuro ou insergdes de
nucleotideos (NARDOZZA et al., 2010).

Entretanto, o fenotipo RhD negativo é mais comumente causado pela homozigose
de um haplotipo no qual o gene RHD foi deletado. Essa delegdo ocorre nos Rhesus boxes em

uma regido idéntica de 1463 pb, provavelmente causada por um alinhamento cromossomal
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defeituoso durante a meiose, resultando em um crossing-over desigual entre os Rhesus boxes

(WAGNER E FLEGEL, 2000).

H
RHD RHCE
Rh positivo -+ 3
) - n
R—h Clfc Efa
Ser103Pro  Pro226Ala
A i ﬁl NANA N
RhD | | ‘_ﬂ- | RhCE4I ]
) 1§ L

Figura 15: Modelo esquematico dos genes RhD e RhCE.
Fonte: CHOU E WESTHOFF, 2009.

3.6.4. Estrutura do complexo Rh

A expressao dos antigenos Rh na superficie dos eritrocitos depende da presenca
da glicoproteina associada ao Rh (RHAG/RHS50), produto do gene RHAG localizado no
cromossomo 6 (6pl12-p21), formamando o chamado "complexo Rh" (KIM et al., 2006). Esse
complexo Rh ¢ firmemente ligado ao citoesqueleto da membrana eritrocitaria. Outras
proteinas adicionais como LW, glicoproteina Duffy, banda 3 e proteina associada a integrina

(CD47) estao ligadas ao complexo Rh, porém nao sdo necessarias para a sua expressao (figura

16) (NARDOZZA, 2010).
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As proteinas RhD, RhCE e RhAG sao proteinas de membrana integrais e também

estdo associadas ao complexo Rh (TILLEY et al., 2010).

Peripheral
protein

Figura 16: Representacdo esquematica das proteinas relacionadas ao sistema Rh e o complexo
formado por elas na membrana eritrocitaria.
Fonte: GIRELLO E KUHN, 2002.

3.6.5. Funcé&o do sistema de grupo sanguineo Rh

Até o momento, a fungdo de RHD e RHCE surge associada com a integridade da
membrana, e possivelmente com o transporte de gases como o didéxido de carbono.
Por outro lado, a glicoproteina associada ao Rh (RHAG) pode transportar amoénia (MARINI
et al., 2000). Além disso, RHAG pode contribuir para a troca de gases através da membrana

de plasma, e suas mutagdes estdo associadas com estomatocitose hereditaria (BRUCE, 2009).
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3.6.6. Anticorpos do sistema de grupo sanguineo Rh

O sistema Rh apresenta um grande interesse clinico devido seus anticorpos
estarem envolvidos em destruicdo eritrocitaria imunomediadas, isto €, reacdo transfusional

hemolitica e doenga hemolitica perinatal (DHPN) (SIMSEK et al., 1995).

Os anticorpos aos varios antigenos Rh aparecem usualmente depois da exposi¢ao
aos antigenos do feto que nao sdo reconhecidos pela mae durante a gravidez - DHPN, mas as
vezes podem aparecer de forma natural, ou ainda, envolvidos em reagdes transfusionais

graves (DANIELS et al., 2002; GARRATTY, 1998).

A DHPN por anticorpos anti-D ocorre em gestagdes Rh(D) negativo em que os
anticorpos anti-D s3o desenvolvidos: pela ausente ou inadequada profilaxia; ou pela pré-
aloimunizagdo materno-fetal transplacentdria, com passagem de células fetais na mulher

gravida (FLEGEL, 1998).
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3.7. ASSOCIACAO DOS SISTEMAS DE GRUPOS SANGUINEOS ABO E Rh(D) COM
OUTRAS DOENCAS E COM O HCV

O grupo sanguineo ABO demonstra ter alguma associacdo com doencas
infecciosas (JEFFERYS E KENNETH, 2005) e nao-infecciosas (UMIT et al., 2008); e
resisténcia contra certas doencas infecciosas (BEHAL et al., 2010). Infecgdes parasitérias,
bacterianas e virais também tém sido encontrado mais em pessoas com determinados grupos
sanguineos (LENKA et al., 1981). Na maioria das pessoas os antigenos A e B sdo secretados
pelas células e estdo presentes na circulacdo sanguinea. Parece que ndo-secretores sao
suscetiveis a uma variedade de infeccdes (NAEINI et al., 2010). A possivel patogénese para
esta vulnerabilidade ¢ que, muitos organismos que podem se ligar a polissacarideos nas
células e os antigenos soliveis do sangue podem bloquear essa ligagdo (JEFFERYS E
KENNETH, 2005).

No que diz respeito a associacdo dos antigenos ABO com outras doencas,
recentemente foram publicadas evidéncias de que variagdes nas glicosiltransferases ABO
aumentam o risco para infestagdes por Plasmodium falciparum (ROWE et al., 2007; FRY et
al., 2008). Em particular, tem sido sugerido que o alelo O protege contra a maléria grave
(FRY et al.,, 2008). Ao mesmo tempo, ele pode ser mais susceptivel a infecgdes por
Helicobacter pylori, Escherichia coli e para as formas graves do colera (ANSTEE, 2010).

A distribui¢do dos antigenos ABO também ¢ associada com eventos tromboticos.
Tem sido observado risco aumentado de tromboembolismo venoso e arterial em individuos de
grupo sanguineo nao-O (NAEINI et al., 2010).

Boren et al. (1993) relata que o antigeno Lewis, Le® (que tem estreita associagao
com o sistema ABO), atua como receptor de Helicobacter pylori. A relagdo negativa do grupo

sanguineo AB com infecg¢do por H. pylori foi relatado por Kanbay et al. (2005).



58

Individuos de grupo sanguineo O parecem exercer um efeito protetor impedindo o
crescimento e a propagacdo de tumores e de estar associado com maior tempo de sobrevida
em pacientes com cancer (JAFF, 2010).

Entretanto individuos de grupo sanguineo A apresentam resposta imune humoral
menos agressiva contra o marcador do carcinoma, o antigeno Thomsen-Friedenreich (TF),
um dissacarideo que compde o nucleo do complexo de glicoproteinas O glicosiladas
(SLOVIN et al., 2005), presente nas membranas celulares de varias células normais, incluindo
células epiteliais, hemdcias e linfocitos, e responsavel pela adesdo e metdstase do cancer
através de interagdes células endoteliais e tumor, e outras interagdes, tais como galactinas ou
outras lectinas em sitios de crescimento do tumor metastatico, ou seja, no endotélio vascular,
figado, medula 6ssea e linfonodos (JAFF, 2010).

Em pacientes leucémicos foi reportado grande numero de polimorfismos ABO
ainda ndo descritos na literatura, tendo sido postulado que os antigenos ABO apresentam
algum papel potencial no processo de leucemogénese (NOVARETTI et al., 2008).

No estudo de Koregol et al. (2010) foi observado que individuos do grupo
sanguineo A e O apresentaram um percentual significativamente mais elevado de gengivite e
periodontite, respectivamente, enquanto que nos individuos do grupo sanguineo AB foi
verificado o menor percentual de doengas periodontais. Em relagdo ao sistema de grupo
sanguineo Rh a distribuicao das doengas periodontais foi significativamente mais elevada em
individuos Rh positivo.

Na pesquisa de Pérez-Ruiz et al. (2011) o grupo sanguineo A também foi
considerado como um fator de risco para desenvolvimento de esclerose multipla e o fator

Rh(D)+ obteve maior frequéncia entre os casos € os controles.
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Alguns estudos relatam associacdo dos antigenos ABO com a gravidade da
fibrose na infeccao pelo HCV (POUJOL-ROBERT et al., 2006; ARMELLE et al., 2006).

Também tem sido relatada uma reducgdo significativa dos pacientes do grupo
sanguineo O que evoluem do quadro de hepatite viral aguda para hepatite cronica e parece
que esses pacientes sdo mais resistentes as sequelas das hepatites virais agudas, porém nao
estd claro se o grupo sanguineo ABO possui papel na progressdo da hepatite viral a forma
cronica da doenga (ERIN et al., 2008). Assim individuos do grupo sanguineo A demonstraram
maior freqiiéncia de hepatite viral aguda que naqueles com grupo sanguineo O
(ZUCKERMAN E McDONALD, 1963).

Muitos estudos examinaram a associagdo entre os alelos ABO e uma variedade de
doengas, principalmente focalizado sobre os agentes infecciosos que podem usar os antigenos
A e B como receptores, ou, no caso do alelo O, a auséncia dos antigenos A ¢ B. O alelo O
pode proporcionar uma vantagem seletiva uma vez que também produz anti-A e anti-B
(ANSTEE, 2010; POUJOL-ROBERT et al., 2006; LALUEZA-FOX et al., 2008; BEHAL et
al., 2010; NAEINI et al., 2010).

Em estudo de caso controle realizado no Iran com objetivo de determinar a
freqiiéncia dos grupos sangiiineos ABO e Rh com hepatite viral cronica B e C para descobrir
se estes fatores do hospedeiro podem desempenhar um papel na evolugdo destas infecgoes,
porém ndo foi encontrado diferenca estatisticamente significativa entre grupos sanguineos
com hepatite viral cronica (NAEINI et al., 2010).

Entretanto para Chang et al. (2001) no estudo de coorte em Taiwan individuos
com grupo sanguineo O apresentaram maior prevaléncia do HCV.

E em outro estudo, realizado na India, individuos com grupo sanguineo AB foram

considerados menos suscetiveis a infeccao pelo HCV, porém deve investigar se os antigenos
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desempenham um papel na ligagdo do HCV com células mononucleares ou outras células do
sangue periférico, ou se glicosiltransferases, responsaveis pela formacdo dos antigenos de
grupos sanguineos, criam um stress que bloqueiam a replicagdo do HCV (BEHAL et al.,
2010).

Embora o mecanismo exato subjacente da associagdo do grupo sanguineo com a
infeccdo pelo HCV ndo seja claro, ¢ plausivel supor que os antigenos de grupo sanguineo
possam influenciar na susceptibilidade do HCV através de sua afinidade mediada pelo

receptor de ligagdo (BEHAL et al., 2010).
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Investigar associacao entre o virus HCV e o grupo sanguineo ABO e Rh em doadores

de sangue da fundagdo Hemopa no periodo de 2000 a 2010.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar a soroprevaléncia do HCV nos doadores de sangue;
e Determinar e comparar a freqiiéncia dos grupos sanguineos ABO e Rh entre os
doadores sororeagentes ¢ ndo reagentes para HCV;
e Realizar o levantamento dos dados demograficos (idade, género e procedéncia) dos

doadores sororeagentes para o HCV.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. CASUISTICA

5.1.1. Desenho do estudo
Esse ¢ um estudo restrospectivo, analitico, de caso-controle, em que foram
verificados a freqiiéncia dos grupos sanguineos e de marcadores soroldgicos para o HCV

(anti-HCV) nos doadores de sangue do Hemopa, no periodo de 2000 a 2010.

5.1.2. Local do estudo
O estudo foi realizado no HEMOPA, Fundacdo Centro de Hematologia e

Hemoterapia do Estado do Para.

5.1.3. Caracterizacdo da amostra

Grupo de pacientes: foi constituida por 838 doadores adultos, entre 18 e 65

anos de idade, de ambos os sexos, com sorologia positiva (ELISA reagente) para

infeccao por HCV, que doaram sangue no periodo de 2000 a 2010.

Grupo controle: Foi constituido pelos demais doadores de sangue deste

periodo que possuiam sorologia ndo reagente para Hepatite C.
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5.1.4. Critérios de inclusdo e exclusao

5.1.4.1. Criteérios de inclusdo
e Doadores de sangue do Hemopa que haviam realizado doacdo de sangue no
periodo de 2000-2010;

e Individuos de ambos os sexos, com idade entre 18 € 65 anos;

5.1.4.2. Criteérios de exclusao
e Individuos que haviam realizado doacdo de sangue em periodos além do
intervalo de tempo da pesquisa 2000-2010;
¢ Individuos portadores de mais de uma sorologia reagente ou co-infecgao;
e Individuos de quaisquer outra naturalidade, exceto os nascidos em estados

pertencentes a regido Norte.

5.2. METODOS

5.2.1. Obtencdo do material biolégico

Durante a doacao de sangue foram colhidos em tubo de ensaio sem anticoagulante
e em outro tubo de hemolise com anticoagulante EDTA, 10 mL e 5 mL de sangue periférico,
respectivamente, dos doadores participantes da pesquisa. As amostras sanguineas foram
centrifugadas, o soro foi separado e colocado em outro tubo estéril devidamente identificado.
Os soros foram armazenados e resfriados de 2 a 8°C por até 3 dias. O tubo de hemolise
também foi centrifugado e utilizado as hemacias e o plasma para realizagao da tipagem

sanguinea ABO.
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No Hemopa foram realizados os testes de, tipagem sanguinea ABO direta e
reversa através da metodologia de gel centrifugacdo e, a pesquisa soroldgica de anticorpos
IgG anti-HCV por teste imunoenzimatico (ELISA). Os doadores que apresentaram

positividade foram retestados através de técnicas moleculares (RT-PCR).

5.2.2. Diagnostico soroldgico da hepatite C
Foram empregados testes sorologicos de ELISA (Ensaio Imunoenzimatico) de 4*
geracio, utilizando-se de kits comerciais (kit Abbott Murex, Africa do Sul) para deteccio de

anticorpos especificos anti-HCV no soro dos doadores.

As tiras (pogos) necessarias para as reagdes foram retiradas da geladeira com
antecedéncia de uma hora e deixados a temperatura ambiente, e os reagentes reconstituidos
foram homogeneizados rapidamente no vortex.

Os trés primeiros pogos da placa ficaram com os controles negativos da reagdo, na
sequéncia da microplaca de ELISA, foram utilizados trés controles positivos e nos dois
ultimos pogos colocou-se os controles internos de sorologia, positivo e negativo, da empresa
Control Lab. Posteriormente foram dispensados 20 uL do controle negativo em triplicata (3
pocos), 20 uL. do controle positivo em triplicata e 20 pL. dos controles internos tanto positivo
quanto negativo da Control Lab.

Adicionou-se 180 pL do Diluente de Amostra em todos os pogos que continham
as amostras dos doadores a serem dosadas, depois dispensou-se 20 pL do soro do doador e
dos controles negativos e positivos, nas cavidades correspondentes, homogeneizando
cuidadosamente a placa de ELISA, a fim de retirar eventuais bolhas, porém tomando cuidado

para ndo contaminar os pogos adjacentes.
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Cobriu-se as cavidades com a tampa e incubou-se por 1 hora a 37 °C. Apds a
incubacdo lavou-se a microplaca, desprezando o liquido nos pocos e lavando cada poco da
microplaca de 5 vezes com 300 pL da Solu¢do de Lavagem diluida (glicina borato), sempre
homogeneizando cuidadosamente, desprezando o contetido dos pogos e tirando o excesso de
liquido (residual) dos pocos vertendo a placa de ELISA sobre papel absorvente até completar
o numero de lavagens necessarias.

Dispensou-se 100 pL do Conjugado Enzimatico em todos os pocos de controles e
amostras; cobriu-se novamente a microplaca com adesivo para evitar evaporagdo e
contaminagdo das amostras; e incubou-se a microplaca de ELISA por 30 min a 37°C. Apds
incubacdo, desprezou-se o liquido nos pogos e lavou-se cada poco da microplaca de 5 vezes
com 300 pL da Solu¢do de Lavagem diluida (glicina borato), sempre homogeneizando
cuidadosamente, desprezando o contetido dos pocgos e tirando o excesso de liquido (residual)
dos pocos vertendo a placa de ELISA sobre papel absorvente até completar o niamero de
lavagens necessarias.

Pipetou-se 100 pL de Cromogeno/Substrato em todos os pocos € homogeneizou-
se. Cobriu-se as cavidades e Incubou-se a microplaca, protegendo-a de luza intensa e direta, a
37 °C por 30 min. Pipetou-se 50 uL de Acido Sulfurico 1 N em todos os pogos, na mesma
ordem em que foi pipetado o cromdgeno, para “parar” a reacdo enzimatica ¢ mediu-se a
absorbancia da soluc¢ao obtida em leitor de ELISA com filtro de 450 nM e outro filtro de

referéncia na faixa de 620 a 690 nM.

O teste foi validado de acordo com os valores do controle de qualidade
preconizados pelo fabricante e que tangiam os valores para o controle negativo < 0.250 e
controle positivo > 0.800. O Cut-off foi calculado a partir da média dos trés valores de

absorbancia dos controles negativos adicionando-se o valor de 0.600. Para as amostras
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testadas, os valores reagentes e ndo reagentes para pesquisa de anticorpos anti-HCV foram
interpretados da seguinte maneira: ndo regentes com valores de 20% abaixo do valor do cut-
off; reagentes com valores 20% acima do valor do cut-off; e indeterminados entre os valores

20% para mais ou menos do cut-off. Cada placa forneceu seus valores de cut-off.

5.2.3. Deteccdo dos acidos nucléicos do virus da hepatite C por biologia molecular

Nas amostras positivas pela sorologia (ELISA) foi realizada extracdo do RNA
viral presente no soro do doador, utilizando kit comercial (QIAmp Viral RNA kit, Quiagen,
Alemanha).

Foram pipetados 560 pL de tampao AVL (lise) contendo RNA em tubo de
centrifuga de 1.5 mL identificado, adicionados 140 pL da amostra e homogeneizados em
vortex por 15 segundos; incubando a temperatura ambiente (15-25°C) por 10 minutos. Apos
incubagao, centrifugou-se rapidamente o tubo para remover particulas dispersas.

Adicionou-se 560 pL de etanol (96-100%) na amostra e homogeneizou-se no
vortex por 15 segundos, centrifugando rapidamente para remover particulas dispersas. Depois,
cuidadosamente, transferiu-se 630 puL para as colunas devidamente identificadas, centrifugou-
se a 14.000 rpm por 1 minuto e descartou-se a parte de baixo, ficando s6 com a coluna para
encaixar em outro tubo.

Colocou-se o resto das amostras nas colunas devidas, centrifugou-se a 14.000 rpm
por 1 minuto e descartou-se a parte de baixo, ficando s6 com a coluna para encaixar em outro
tubo. Lavou-se com 500 pL. de tampao da lavagem (AW1) e centrifugou-se por 1 minuto,
mantendo a coluna e descartando a parte de baixo. Lavou-se com 500 uL de tampao da
lavagem (AW?2) e centrifugou-se por 4 minutos, mantendo a coluna e descartando a parte de

baixo.
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Identificou-se os tubos para RNA e colocou-se as colunas. Adicionou-se 60 pL de
tampao para eluir (AVE) em cada amostra e centrifugou-se por 1 min, descartando a coluna e
ficando com o tubo. Colocou-se em banho-maria por 10 min a 65°C, centrifugou-se
rapidamente e colocou-se no gelo. As amostras extraidas foram congeladas e armazenadas em
freezer a -20°C.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado de acordo com a técnica de RT-
PCR qualitativa, com adaptacdes feitas no Laboratério de Patologia Clinica das Doengas
Tropicais, da seguinte maneira para o Mix de uma amostra: Tampdo: 12 pL; primer ou
iniciador k10: 1uL; primer ou iniciador k11: 1uL; dgua ultrapura livre de DNAse e RNAse: 5
uL; Enzima Taq polymerase One-Step (Invitrogen): 1 pL. O primer k10 constituiu-se da
sequéncia GGC GAC ACT CCA CCA TRR e o primer k11 da sequéncia GGT GCA CGG
TCT ACG AGA CC.

O volume do mix por amostra foi de 20 pL e o volume da amostra (produto da
extracdo) de 5 pL, perfazendo um volume total por tubo de 25 puL. As amostras foram
colocadas em termociclador e a reacdo foi realizada a 42°C por 45 minutos, temperatura
inicial de desnaturacao a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos, com temperatura de
desnaturagao a 94°C por 30 segundos, de anelamento a 54°C por 30 segundos, de extensao a
72°C por 45 segundos e temperatura de extensao final de 72°C por 7 minutos, e um hold de
4°C.

Para visualiza¢ao do produto dessa 1* PCR (RT-PCR), foi feito um gel de agarose
a 1% (1g de agarose para 100mL de tampao TEB 1X e 3 pL de brometo de etidium), que
migrou na cuba de eletroforese com 100V, 500A por 60 minutos. Os resultados foram

visualizados através de luz UV (ultravioleta). Os doadores positivos, que apresentarem
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“banda”, continuaram-se os procedimentos € 0s negativos, que ndo apresentaram “bandas”
foram liberados como indetectaveis por este método.

Segundo o resultado da PCR os pacientes foram agrupados em dois grupos. O
primeiro grupo, denominado de Clareamento Viral, foi constituido pelos doadores de sangue
que apresentaram boa resposta imunoldgica, baixa carga viral e resultado da PCR negativo;
enquanto que o segundo grupo, denominado de Cronico, foi composto pelos demais doadores
cuja resposta imune ndo foi capaz de conter a replicacdo viral e o resultado da PCR foi

positivo.

5.2.4. Determinacédo do grupo sanguineo ABO e Rh (D)

Os doadores tiveram seus grupos sanguineos ABO avaliados através de prova
direta que consiste na pesquisa do antigenos A e/ou B, na membrana eritrocitaria e
confirmados através da prova reversa, que consiste na pesquisa de anticorpos anti-A e/ou anti-
B no soro do individuo.

O grupo sanguineo Rh foi determinado através de pesquisa do antigeno D, na
membrana eritrocitaria.

Os testes foram realizados em aparelho semi-automatizado Hamilton Microlab
AT Plus (REM, Alemanha). Os kits comerciais de hemacias e anti-soros utilizados para as
provas direta e reversa foram da marca DiaMed Latino América S/A, Minas Gerais, Brasil, e
os procedimentos foram executados de acordo com a bula do fabricante.

A amostra de sangue total obtida nao devia ser hemolisada, pois os antigenos
estao localizados na membrana eritrocitaria e as reagdes sao do tipo hemaglutinagao, podendo

gerar um resultado falso. Qualquer discrepancia ou outro tipo de interferéncia na reagdo



69

capazes de alterar o resultado das dosagens foram submetidos a procedimentos de retipagem

da amostra.

Para determinacao do grupo sanguineo ABO ¢ Rh (D), iniciou-se com a realizagdo
da prova reversa da seguinte forma: pipetou-se nos microtubos do cartdo 50 uL do ID-Diacell
AiB e 50 puL de soro/plasma do doador, continuou-se os testes com a realizagdo da prova
direta: identificou-se um tubo de ensaio para preparar a suspensdo de hemadcias (adicionou-se
0,5 mL de reagente de solugcdo de baixa forga idnica-LISS e 25 pL de concentrado de
hemécias). Transferiu-se 10 pL desta suspensdo para os microtubos A-B-DY' CTL.
Centrifugou-se o cartdo por 10 minutos a 70g (910 rpm). Transferiu-se o cartdo para a leitora
de reagdes (Saxo ID-Reader) e observou-se o grau de aglutinacdo das reagdes, confirmando o
resultado. A conclusdo do grupo sanguinco ABO somente foi considerada valida se o
resultado da prova direta fosse concordante com a prova reversa. A conclusdo do grupo
sanguineo Rh(D) somente foi considerada valida se o teste de controle do Rh apresentasse
resultado negativo.

A amostra sanguinea que apresentou reacio de aglutinagio negativa para o
antigeno D foi realizado outro teste para confirmagdo do Rh(D), assim: em um tubo de
hemolise colocou-se 0,5 mL de ID-Diluente I (solugdo de bromelina) e adicionou-se 25 pL do
concentrado de hemacias, homogeneizou-se e deixou-se em repouso a temperatura ambiente
por 10 minutos. Transferiu-se 10 pL desta suspensdo para o microtubo do cartdo ID-Anti-D
humano. Centrifugou-se por 10 minutos a 70g (910 rpm). Realizou-se a leitura no Saxo ID-
Reader.

Aos individuos que confirmaram testes negativos para o antigeno Rh(D), ou seja,
auséncia do antigeno D na membrana da hemacia, foi acrescentado a pesquisa do antigeno

Dfraco, através da quantifica¢do do antigeno D.
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5.3. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no projeto de pesquisa foram inseridos em planilha no Excel e
transportada para analise no software Biostat 5.0 (AYRES, 2008), sendo aceito o nivel de
significancia de 95%. Para comparagdo das varidveis estudadas foi utilizado os teste G e Qui-

quadrado.



6. RESULTADOS

No periodo de 2000 a 2010, foram analisadas 565.614 amostras de doadores
de sangue da Funda¢do Hemopa, sendo destes 1064 apresentaram teste reagente para
pesquisa sorologica do HCV, 1246 inconclusivos e 563304 negativos. Entretanto, foram
incluidos neste estudo somente os doadores que ndo possuiam qualquer tipo de co-
infec¢do para nenhuma outra patologia pesquisada, de naturalidade paraense e pele de
cor parda. Apds, a sele¢do destes critérios gerou-se um tamanho amostral de 838 (0,15%)
soropositivos, 1181 (0,21%) inconclusivos e 551.991 (99,64%) soronegativos de um
total de 554.010 doadores de sangue.

Ao longo destes anos observou-se que a soroprevaléncia de anticorpos HCV
especifico nos doadores de sangue vem sofrendo reducdo (grafico 1). No periodo de
2000 a 2004 foi observado uma variacao de 132 a 95 casos de doadores sororeagentes ao
HCV. A partir de 2005, esses valores quase que reduziram pela metade com uma
variacdo de 56 a 38 casos sororeagentes no periodo de 2005 a 2010. Sendo o ano de 2009

0 que menos apresentou casos reagentes para o HCV (grafico 1).
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Gréfico 1: Prevaléncia anual do HCV entre dos doadores de sangue da Funda¢do Hemopa, no

periodo de 2000 a 2010.



Analisando os 838 doadores de sangue que foram sororeagentes para o HCV

foi observado que a faixa etaria compreendia entre 18 a 65 anos, com média de idade

igual a 41 anos. A maioria dos doadores estavam entre a faixa etaria de 30 a 49 anos

(57,64%), conforme demonstrado no grafico 1.
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Gréfico 2: Distribuigdo da amostra quanto a faixa etaria dos doadores de sangue HCV

reagentes da Fundagdo Hemopa, no periodo de 2000 a 2010.



Quanto ao género nos doadores de sangue que foram sororeagentes para o
HCV foi observado que 74.5% (624/838) pertenciam ao sexo masculino e 25.5%
(214/838) ao sexo feminino, demonstrando um predominio do sexo masculino (Grafico

2).

214 (25,54%)

= Feminino

624 (74.45%) = Masculino
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Gréfico 3: Distribui¢do da amostra quanto ao género de doadores de sangue da
Fundagdo Hemopa com teste reagente para o marcador soroldgico anti-HCV, no periodo

de 2000 a 2010.

Em relagdo a origem dos doadores de sangue sororeagentes para o HCV a
tabela 2 estd demonstrando a procedéncia de todos doadores sororeagentes ao HCV.
Segundo esses dados foi observado que a maioria destes doadores, 72,5% (607/838)
residia no municipio de Belém, seguidos por 19,7% (165/838) doadores provenientes de

Ananindeua e de 2,1% (17/838) provenientes dos municipios de Benevides e Marituba.
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Tabela 2: Distribui¢do da amostra quanto a procedéncia dos doadores de sangue HCV
reagentes da Fundagdo Hemopa, no periodo de 2000 a 2010.

HCV Reagentes NUmero %
Abaetetuba 3 0,4
Acara 1 0,1
Ananindeua 165 19,7
Barcarena 7 0,9
Belém 607 72,5
Benevides 17 2,1
Braganca 2 0,2
Bujaru 1 0,1
Cameta 1 0,1
Capanema 1 0,1
Capitéo Poco 1 0,1
Castanhal 1 0,1
Maraba 1 0,1
Marituba 17 2,1
Medicilandia 1 0,1
Outeiro 1 0,1
Paragominas 1 0,1
Santarém 1 0,1
Santarém Novo 1 0,1
Sao Caetano de Odivelas 1 0,1
Santa Barbara 1 0,1
Santa lzabel do Para 3 0,4
Santo Antbnio do Taua 1 0,1
Tomé Acu 1 0,1
Vigia 1 0,1
Total 838 100

Quanto a procedéncia dos doadores de sangue sororeagentes para o HCV e a
distribuicdo dos fenotipos dos sistemas de grupos sanguineos ABO e Rh(D) foi
verificado que a maioria destes doadores possuiam grupos sanguineos ORh(D)+ e

ARQ(D)+ (Tabela 3).



Tabela 3: Distribuigdo da amostra quanto a procedéncia e os sistemas de grupos sanguineos ABO e Rh(D) dos doadores de sangue HCV
reagentes da Fundacdo Hemopa, no periodo de 2000 a 2010.

HCV Reagentes ARhD+ ARhD- BRhD+ BRhD- ABRhD+ ABRhD- ORhD+ ORhD- Total %

Abaetetuba 0 0 0 0 0 0 2 1 3 0,4
Ananindeua 50 7 14 0 2 1 83 8 165 19,7
Barcarena 0 1 0 0 0 0 5 1 7 0,8
Belém 154 11 52 3 11 1 348 27 607 72,5
Benevides 4 0 3 0 1 0 9 0 17 2,0
Braganca 0 0 0 0 0 0 2 0 2 0,2
Marituba 3 1 1 0 0 0 11 1 17 2,0
Santa lzabel do 2 0 0 0 0 0 1 0

Para 3 0.4
*Qutros 0 0 3 0 0 0 13 1 17 2,0
Total 213 20 73 3 14 2 474 39 838 100

*Qutros: Pertencem aos municipios: Acara, Bujaru, Camet4d, Capanema, Capitdo Pogo, Castanhal, Maraba, Medicilandia, Outeiro,
Paragominas, Santarém, Santarém Novo, Sdo Caetano de Odivelas, Santa Barbara, Santo Antonio do Taud, Tomé Agu, Vigia.
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Comparando a distribuicdo dos fendtipos do sistema de grupo sanguineo
ABO ao nivel eritrocitario entre o grupo de doadores sororeagentes € ndo reagente ao
HCV e retirando o grupo de doadores que apresentavam resultado soroldgico
inconclusivos, se verificou que ndo héa variacdo significativa na frequéncia destes
fenotipos entre os doadores reagentes e ndo reagentes na pesquisa de anticorpos HCV

especificos (tabela 4).

Tabela 4: Associacdo entre os fendtipos de grupo sanguineo ABO com os resultados do
teste imunoenzimatico (Elisa) dos doadores de sangue da Fundagdo Hemopa, no periodo

de 2000 a 2010.

Sorologia Grupos Sanguineos ABO
HCV A(%) B(%) AB(%) 0O(%) Total
Reagente 233 (27.8) 76 (9) 16 (2) 513 (61.2) 838

N&o Reagente 158421 (28.7) 51887 (9.4) 12696 (2.3) 328987 (59.6) 551991

Total 158654 51963 12712 329500 552829

(x* =1.254, p=0.7401)

A distribuicdo dos fendtipos do sistema de grupo sanguineo Rh e os
resultados do teste imunoenzimatico estdo demonstrados na tabela 5. Nessa tabela pode-
se observar que nao houve associagdo entre os diferentes fenotipos Rh e a presenca de

anticorpos HCV especificos (Tabela 5).



Tabela 5: Distribuicdo da amostra quanto ao sistema de grupo sanguineo Rh(D) de

doadores de sangue da Fundacao Hemopa, no periodo de 2000 a 2010.

Sorologia HCV RhD+ (%) RhD- (%) Total
Reagente 774 (92.4) 64 (7.6) 838

N&o Reagente 509488 (92.3) 42503 (7.7) 551991
Total 510262 42567 552829

(x* = 0.0005, p = 0.9974)

A partir do ano de 2005 foi implementado no banco de sangue do estado do
Para (Hemopa) as técnicas de Biologia Molecular. Deste modo, entre os 838 doadores de
sangue reagentes para o teste soroldgico anti-HCV, apenas 257 apresentaram resultado
de PCR, destes em 37,7% (97\257) foi possivel visualizar o RNA viral nas amostras
sorologicas (RT-PCR, positivo) e 62,3% (160\257) foram negativos na pesquisa do RNA
viral. Quando comparado os resultados do teste molecular com os grupos sanguineos

ABO e Rh dos pacientes nao se observou associacao entre eles (tabela 6).
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Tabela 6: Associag@o entre os fendtipos de grupos sanguineos ABO ¢ RH com os resultados

do teste de PCR dos doadores de sangue da Fundagdo Hemopa.

Grupos Biologia Molecular Teste G
Sanguineos Cronico (n=97) Clareamento viral (n=160) P valor
ABO
A 31 (32%) 51 (32%)
G=4.1415
B 15 (15.5%) 12 (7.5%)
p=0.2466
AB 1 (1%) 3 (2%)
0 50 (51.5%) 94 (58.5%)
RHD
Positivo 90 (92.8%) 146 (91.2%) G=0.0403
Negativo 7 (7.2%) 14 (8.8%) P=0.8408




7. DISCUSSAO

No presente estudo a prevaléncia do HCV entre os doadores de sangue foi de
0,15%. A comparagao da freqiiéncia do HCV entre os doadores de sangue soropositivos e
soronegativos no decorrer dos anos desta pesquisa observou-se diferenca estatisticamente
significativa (p < 0.0001).

Taxas de prevaléncia do HCV em populagdes doadoras de sangue foram
relatadas por dois estudos, sendo um realizado no estado do Para e o outro no municipio
de Uberaba (MG), ambos com valores proximos ao encontrado nesta pesquisa. No estudo
de Oliveira-Filho et al. (2010a) em doadores de sangue da Fundagdao Hemopa, no periodo
de 2004 a 2006, cujo objetivo era determinar a prevaléncia e a frequéncia genotipica, foi
observado uma prevaléncia de 0,22%. Em 14 anos de estudo, Garcia et al. (2009)
encontrou uma prevaléncia de inaptidio pelo HCV, em doadores de sangue do
Hemocentro Regional de Uberaba/Fundagcdo Hemominas, de 0,3%.

Em um panorama brasileiro mais abrangente, foi encontrado valores de
prevaléncia variando entre 0,38% e 2,6% (NARCISO-SCHIAVON et al., 2008;
NASCIMENTO et al., 2008).

Em concordancia com Garcia et al. (2009) acredita-se que a prevaléncia do
HCV nos bancos de sangue tém alcangado valores menores com o decorrer do tempo
devido a fidelizagdo dos doadores, estratégia esta que deve ter sido encorajada com a
finalidade de garantir maior seguranga transfusional.

Contradizendo Ferreira e Silveira (2004) que relata que a regido Sul do Brasil
¢ a que apresenta maior endemicidade, outros dois artigos encontrados, asseveram que o

Norte ¢ a regido brasileira de maior prevaléncia (2,2%), sendo as mais elevadas taxas
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registradas nos Estados do Acre (5,9%) e Paré (0,2 a 2%) (DA FONSECA E BRASIL,
2004; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010a), estando a soroprevaléncia do Estado do Para
muito proxima a encontrada nesta pesquisa.

A média de idade encontrada no presente estudo nos doadores infectados foi
de 41 anos. No levantamento bibliografico realizado foram encontrados dois estudos em
doadores de sangue também da Funda¢do Hemopa. Oliveira-Filho et al. (2010b)
estudando a possibilidade de transmissdo do virus da hepatite C por compartilhamento de
materiais cortantes e perfurantes em doadores de sangue dessa Fundacdo observou uma
média muito proxima da encontrada nesta pesquisa (40 anos). Porém, Sawada et al.
(2011) pesquisando a distribui¢do dos genotipos em doadores de sangue da Fundagdo
Hemopa, em pacientes usudrios de drogas ilicitas atendidos no Centro de Prevencdo e
Tratamento da Dependéncia Quimica (CENPREN) e pacientes hemodialisados de uma
clinica privada de hemodialise localizada na cidade de Belém, relatou média de 36 anos
nos candidatos a doagao que estavam infectados.

Em relagdo a faixa etaria, houve predominio de individuos infectados com
idade entre 30 e 49 anos. As literaturas apresentam valores muito proximos ao
encontrado neste estudo. Em Aquino et al. (2008), que estudou individuos de diversos
municipios do Para encaminhados ao Laboratorio Central do Estado do Pard, as maiores
incidéncias de infec¢do foram identificadas nas faixas etarias entre 40 a 49 anos (29%) e
acima de 50 anos (32,6%). A incidéncia encontrada por Sawada et al. (2011) também foi
idéntica ao do presente estudo: taxas de 27% em individuos entre 30 a 39 anos e de 39%
em individuos entre 40 a 49 anos. No artigo de Oliveira-Filho (2010b) foi considerado
que doadores de sangue da Fundagdo Hemopa com idade acima de 35 anos estavam

significativamente mais susceptiveis a infec¢ao que os com idade inferior aos 35 anos.



Para Garcia et al. (2009) o grupo etirio ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa (p=0,5151), entretanto para Oliveira-Filho (2010b) a idade
parece ser considerada um fator de risco.

No atual estudo observou-se elevada incidéncia de individuos portadores do
HCV com idade superior a 50 anos, concordante com o encontrado na literatura por
Aquino et al. (2008). Os autores aceitam diversas versdes para esta prevaléncia. Fonseca
(1999) acredita que estes individuos possuem maior tempo de exposicdo ao agente
patologico, ja Garcia et al. (2009) faz referéncia as pobres condigdes de assepsia em
procedimentos utilizando material perfuro-cortante  nos quais as pessoas eram
submetidas no passado, assertiva corroborada por Oliveira-Filho (2010b) que ressalta
que os materiais perfuro-cortantes descartaveis foram introduzidos para utilizacdo em
larga escala no Brasil somente a partir do ano de 1980. Ou ainda, mais raramente,
poderiam estar inseridos neste grupo doadores de sangue que se submeteram ao
procedimento antes do ano de 1992, época da insercao do teste laboratorial como rotina
de triagem soroldgica em bancos de sangue.

O perfil do grupo em estudo mostrou que a maioria ¢ do sexo masculino,
concordante ao descrito na literatura (AQUINO et al., 2008; OLIVEIRA-FILHO et al.,
2010a; SAWADA et al., 2011). Embora as doagdes de sangue sejam mais frequentes
entre os homens, todos os artigos pesquisados indicam os homens como os mais
acometidos pelo HCV. Segundo Garcia et al., 2009 esta ocorréncia ¢ devido aos homens
estarem mais expostos aos fatores de risco e por este motivo se busca incentivar a doagao
de sangue feminina como estratégia para reduzir os indices de inaptidao sorologica.

A maioria dos doadores sororeagentes residiam no municipio de Belém e

subsequentemente nas cidades de Ananindeua, Marituba e Benevides. Segundo o censo
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populacional do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE no ano de 2010
publicado no Diario Oficial da Unido, a capital paraense era composta de 1.351.618
pessoas, Ananindeua 456.316, Marituba 108.223 e Benevides 51.104. Apesar de
existirem varios municipios com numero populacional superior ao de Marituba e
Benevides, como por exemplo, Abaetetuba (139.749), Braganca (112.285), Cameta
(120.897), Castanhal (168.559), Marabd (224.014), Parauapebas (149.411), Santarém
(291.122), entre outros, e do teste sorologico de todos os doadores de sangue do estado do
Parad ser centralizado na Fundacdo Hemopa, seria interessante verificar o motivo da
menor prevaléncia nos municipios de Marituba e Benevides.

Na comparagdo do sistema de grupo sanguineo ABO entre doadores de
sangue soropositivos e soronegativos nao se observou diferenca estatisticamente
significativa (p > 0.5). Desta forma, esta pesquisa nao encontrou evidéncias de
associacao entre o grupo sanguineo ABO com individuos portadores do virus HCV. Em
concordancia ao observado por Naeini et al. (2010), que determinou a frequéncia dos
grupos sanguineos ABO e Rh(D) para descobrir se algum fator influencia no
desenvolvimento das hepatites B e C, nos pacientes do Centro de Pesquisa de Doencas
Infecciosas de Isfahan/Iran e doadores de sangue saudaveis do Banco de Sangue de
Isfahan.

Porém, estes resultados divergem dos obtidos em Chang et al. (2001) que
avaliou o papel de multiplos fatores da infeccao pelo HCV, com énfase na modificacao
de vérias caracteristicas individuais associado ao risco de exposi¢do percutinea em
homens de Taiwan, e observou que a prevaléncia desta infeccdo viral ¢ maior em
individuos do grupo sanguineo O. Behal et al. (2010) que determinou a relagao entre a

infeccdo pelo HCV e grupos sanguineos ABO e Rh(D), idade e género, em 20.000

83



pacientes que compareceram para doar sangue no Banco de Sangue Ganesh Shankar
Vidyarthi Memorial (GSVM) Colégio Médico em Kanpur, na India, também se opde ao
encontrado neste estudo, pois observou soroprevaléncia de HCV maior em individuos do
grupo sanguineo O (0,42%) e menor em individuos AB (0,04%), demonstrando
p=0.0456, logo o grupo sanguineo AB foi considerado o menos susceptivel a infec¢ao
pelo virus, e ressaltou ainda, que a possibilidade de associacdo entre os antigenos do
grupo sanguineo ABO com a hepatite C ndo poderia ser descartada.

Na comparacdo do sistema de grupo sanguineo Rh(D) entre doadores de
sangue soropositivos e soronegativos ndo se observou diferenca estatisticamente
significativa (p > 0.5). Desta forma, esta pesquisa também ndo encontrou evidéncias de
associagdo entre o grupo sanguineo Rh(D) e a presenca de anticorpos HCV especificos.
Na literatura pesquisada apenas Naeini et al. (2010) e Behal et al. (2010) investigaram
este tipo de associacdo e ambos apresentaram resultados semelhantes com os da atual
pesquisa, sendo p > 0.5 e p = 0.7807, respectivamente. Behal et al., (2010) observou
também que a freqii€éncia encontra-se marginalmente elevada no grupo sanguineo Rh(D)

positivo (0,34%) em relacdo ao grupo sanguineo Rh(D) negativo (0,22%).
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7. CONCLUSOES

. No periodo 2000 a 2010 foi observado uma soroprevaléncia de 0,15% do
HCV nos doadores de sangue da Fundacdo Hemopa, semelhante ao que foi

descrito nas regides Nordeste e Centro-Oeste.

o As taxas de soroprevaléncia do HCV vém diminuindo ao passar dos anos.

. Baseado no resultado deste trabalho ndo houve associagao entre os diferentes
fendtipos de grupos sanguineos ABO e Rh e a presenca de anticorpos HCV

especificos.

o Dos doadores sororeagentes para o HCV 57,64% apresentavam faixa etaria
de 30 a 49 anos, 74.5% pertenciam ao sexo masculino e 72,5% residiam no

municipio de Belém.
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APENDICE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: Associagdao do virus da Hepatite C com o grupo sanguineo ABO em doadores de
sangue da Funda¢do Hemopa, Para, Brasil

Esclarecimentos sobre a Pesquisa

Sr(a) esta sendo convidado(a) para participar voluntariamente desta pesquisa que tem
como objetivo investigar se a presenca do grupo sanguineo ABO pode estar relacionada
com o desenvolvimento da hepatite C.

Caso vocé aceite participar, ser4 pesquisado no banco de dados da Fundacao
Hemopa, Sistema de Banco de Sangue (SBS) dados epidemiolégicos e demograficos,
como, idade, género, cor da pele, naturalidade, municipio de nascimento além de dados
laboratoriais como: tipo sanguineo ABO e Rh, sorologia para anti-HCV e Reacao em cadeia
da polimerase (PCR).

A pesquisa tera duracdo de dois anos, com término previsto para Mar¢o de 2012.

Os dados coletados serdo tratados de forma an6nima e confidencial, isto é, em
nenhum momento sera divulgado o seu nome em qualquer fase do estudo. Estes dados
serdo utilizados apenas NESTA pesquisa e os resultados divulgados em eventos e/ou
revistas cientificas.

Sua participagdo é voluntaria, isto €, a qualquer momento vocé pode recusar-se ou
desistir de participar da pesquisa e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara
nenhum prejuizo em relagdo com o pesquisador ou com a institui¢ao.

Sua participagdo nesta pesquisa consistira em autorizar a coleta de dados ja obtidos
pela Fundacdo Hemopa no momento de sua doacao de sangue. Nao tera nenhum custo ou
quaisquer compensacdes financeiras. O beneficio relacionado a sua participacdo sera
de aumentar o conhecimento cientifico para a area da saude.

Sr(a) recebera uma cépia deste termo onde consta celular/e-mail do pesquisador
responsavel, podendo tirar suas davidas sobre o projeto e sua participagdo. Desde ja
agradeco!

Consentimento:

Declaro que li e compreendi as informacdes sobre a pesquisa e estou de acordo em
participar do estudo proposto, sabendo que dele poderei desistir a qualquer momento, sem
sofrer qualquer puni¢cédo ou constrangimento.

Belém, / /2012.

Assinatura do Paciente

Leticia de Souza Nobrega
(Pesquisador responsével)
Endereco do pesquisador: Tv. Angustura, 3278. Apt°. 1101. Belém —Pa,. Celular: (91)
81170333.
e-mail; leticianobrega@yahoo.com.br
Fundacdo Hemopa - Av. Serzedelo Corréa, n° 2109, Batista Campos - Fone:32429100.
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ANEXO

Aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Hemoterapia e Hematologia

do Para — Fundagdo Hemopa

MINISTERIO DA SAUDE
Consalho Macional de Saide
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa

COMITE DE ETICA
ER FESQLISA

Parecer Consubstanciado

Belém, 25 de janeiro de 2012.

Parecer n* 0020.0.324.000-11

0 projeto “Associagdo do virus da Hepatite C com o grupo sanguinee ABO em doadores de
sangue da Fundagdo HEMOPA, PARA, BRASIL", da pesquisadora Prof* Dr*, Luisa Caricie
Martins, da Universidade Federal do Pard, fol recebido neste CEP em 19 /10 /2011,
apresentou todos os documentos exigides, lendo entio sido levado a andlise prévia de dois
membros do comité, cujos pareceres foram considerados como hase para fundamentacio do
parecer final.

0} referido protocolo de pesquisa demonsira o compromisso dofa) coordenador(a) de que o
mesmo seja executado de acordo com o cronograma proposto, estando bem estruturado nos
seus aspectos metodologicos e éticos, com bibliografia pertinente e Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido de boa compreensiio e entendimento para o sujeito da pesquisa. Estando
de acordo com a Res, CNS 196/96,

Parecer final: FAVORAVEL.

Jon

Prof" MSc. Maria do Socorro de Oliveira Cardoso
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

Centro de Hemelerapia e Hematologia do Pard - Fundagiv HEMOPA
Travessa Padre Entiquio 2109, CEP 66033000 - Bclém-Pard

Fane: 91 3242 9100 Ramal: 361



