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RESUMO

A hepatite C representa um problema de satde publica mundial. O virus da hepatite C
(HCV) ¢ classificado em sete genOtipos e varios subtipos. Além da importancia
epidemioldgica, os genotipos desse virus influenciam a resposta ao tratamento da
hepatite C, assim como outros fatores relacionados ao virus e ao hospedeiro, como o
polimorfismo relacionado ao gene da interleucina (IL) 28B. Apesar da importancia
desses fatores na resposta ao tratamento da hepatite C, ndo existem dados sobre o tema
na Regido Centro-Oeste. O presente estudo teve como objetivos identificar os genotipos
do HCV em pacientes atendidos em laboratorio de referéncia em Goiania-GO e avaliar
a resposta ao tratamento com interferon peguilado (PEG IFN) e ribavirina (RBV) em
portadores do genotipo 1, com énfase no polimorfismo relacionado ao gene 1L28B (rs
12979860). Foi realizado um estudo de corte transversal para genotipagem do HCV em
pacientes anti-HCV reagentes atendidos em laboratério de referéncia em Goiania-GO,
em um periodo de 10 anos (2003 a 2012) (n = 1300). Entre janeiro/2012 e
dezembro/2013 (n = 101), foi formada uma coorte de portadores do genétipo 1 do HCV
submetidos ao tratamento da hepatite C com PEG IFN e RBV, para avaliacdo de sua
resposta. Os pacientes foram entrevistados e amostras sanguineas coletadas para
deteccdo do RNA viral por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores
complementares a regido 5’ nao codificante (NC) do HCV. Todas as amostras RNA-
HCV positivas foram genotipadas por line probe assay — LiPA, e as tipadas como
la/lb, 2 e 4 foram sequenciadas para a regido NS5B do genoma viral. A analise do
single nucleotide polymorphism (SNP) rs12979860 C/T foi realizada por restriction
fragment length polymorphism (RFLP). Das 1300 amostras testadas para RNA-HCV,
894 foram positivas, sendo identificados os genétipos 1 (76,3%), 2 (1,9%), 3 (21,6%) e
4 (0,2%). Estes dados mostram o predominio do genoétipo 1, seguido do 3 e 2, e
corroboram os de outros estudos realizados em Goiania, com a adi¢cdo do gendtipo 4 na
populacdo estudada. Em relacdo ao SNP rs12979860 C/T, o genétipo TC foi o mais
frequente (57,4%), seguido por CC (23,8%) e TT (18,8%). A taxa de resposta viroldgica
sustentada (RVS) foi de 28,7%, sendo superior nos portadores do genétipo CC (54,2%)
em relacdo aos genotipos TC e TT (22,4% e 15,8%, respectivamente). Estes resultados
indicam que a analise do SNP rs12979860 é importante preditor de RVS ao tratamento
com PEG IFN e RBV em pacientes infectados com o genétipo 1 do HCV em nossa
regido.
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ABSTRACT

Hepatitis C represents a public health problem worldwide. Hepatitis C virus (HCV) is
classified into seven genotypes and many subtypes. Besides their epidemiological
importance, these genotypes have influence on the response to hepatitis C treatment, as
well as other factors related to the virus and its host, such as polymorphisms upstream
of interleukin (IL) 28B locus. Despite the importance of these factors in the response to
treatment of hepatitis C, there are no data regarding the subject in the Midwest Region
of Brazil. The present study aimed to identify the genotypes of HCV among patients
attended at a reference laboratory in Goidnia-GO, and also to assess response to
treatment of patients infected with genotype 1 with pegylated interferon (PEG-IFN) and
ribavirin (RBV), with emphasis on the polymorphism upstream of IL28B gene (rs
12979860). For HCV genotyping, a cross-sectional study was conduct in an anti-HCV
positive patients in a reference laboratory in Goiania-GO, during in a period of 10 years
(2003 to 2012) (n = 1300). From January/2012 to December/2013 (n = 101), a cohort
was conduct among patients infected with HCV genotype 1 treated with PEG-IFN and
RBV in order to evaluate treatment response. Patients were interviewed and blood
samples collected for detection of viral RNA by polymerase chain reaction (PCR) with
primers complementary to the region 5’ noncoding (NC) of HCV. All HCV RNA
positive samples were genotyped by line probe assay — LiPA, and the samples typed as
1a/lb, 2 and 4 were sequenced in the NS5B region of the viral genome. The analysis of
single nucleotide polymorphism (SNP) rs12979860 C/T was performed by restriction
fragment length polymorphism (RFLP). Of the 1300 samples tested for HCV RNA, 894
were positive. Among these, genotypes 1 (76.3%), 2 (1.9%), 3 (21.6%) and 4 (0.2%)
were found. These data show the predominance of genotype 1, followed by 3 and 2, and
support the results of other studies in Goiania. In addition, genotype 4 was found in the
studied population. Regarding to SNP rs12979860 C/T, the TC genotype was the most
common (57.4%), followed by CC (23.8%) and TT (18.8%). The rate of sustained
virologic response (SVR) was 28.7%, being higher in individuals with the CC genotype
(54.2%) when compared to those with CT and TT genotypes (22.4% and 15.8%,
respectively). These results indicate that analysis of SNP rs12979860 is an important
predictor of SVR following PEG-IFN and RBV treatment in patients infected with HCV
genotype 1 in our region.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes Iniciais

As hepatites virais sdo infec¢bes causadas por cinco agentes etiolégicos com
tropismo pelo tecido hepatico: virus da hepatite A (HAV) (Feinstone et al. 1973), virus
da hepatite B (HBV) (Dane et al. 1970), virus da hepatite C (HCV) (Choo et al. 1989),
virus da hepatite D ou delta (HDV) (Rizzeto et al. 1977) e virus da hepatite E (HEV)
(Balayan et al. 1983).

No inicio da década de 70, com a identificacdo do HAV e do HBV, houve o
desenvolvimento dos respectivos testes soroldgicos (Feinstone et al. 1975). A partir dai,
suspeitava-se de que havia um terceiro agente viral ainda desconhecido que causava
hepatite em pacientes transfundidos (Prince et al. 1974, Feinstone et al. 1975). Esses
pacientes ndo apresentavam reatividade aos marcadores soroldgicos para 0s agentes ja
conhecidos, sendo que a infeccdo recebeu o nome de hepatite ndo-A ndo-B pos-
transfusional, e permaneceu por mais de 10 anos sem a caracterizacdo do agente
etiologico (Shih et al. 1986).

Choo e colaboradores, em 1989, utilizando técnicas de biologia molecular
conseguiram clonar e caracterizar parte do genoma desse agente viral, sendo 0 mesmo
denominado de virus da hepatite C (HCV) (Choo et al. 1989). No mesmo ano, foram
desenvolvidos os primeiros testes sorolégicos para deteccdo de anticorpos contra o
HCV (Kuo et al. 1989), confirmando que esse era o principal agente responsavel pelas
infeccdes antes denominadas de hepatite ndo-A ndo-B pos-transfusional (Alter et al.
1989, Kiyosawa et al. 1990).

Apesar da hepatite C ser geralmente assintomética em sua fase aguda, mais
da metade dos casos tendem a se cronificar, podendo ainda evoluir para cirrose e
carcinoma hepatocelular (CHC) (Lavanchy 2011, WHO 2013).

A hepatite C afeta pessoas de todas as idades, géneros, racas e regides do
mundo, cuja prevaléncia global é de 2 a 3% (Lavanchy 2011). A Organiza¢do Mundial
de Saude (OMS) estima em 150 milhdes o nimero de pessoas cronicamente infectadas

pelo HCV, sendo que, anualmente, de 3 a 4 milhdes sdo infectadas por esse virus e mais



de 350.000 morrem de doencas relacionadas a hepatite C (WHO 2013). Portanto,
esforgos sdo necessarios para prevencdo e controle da infeccdo pelo HCV, incluindo o
desenvolvimento de vacinas e de novos farmacos para reduzir a carga de doenga
hepatica cronica e melhorar a sobrevida de quem ja tem evidéncia de doenca hepatica
(Hanafiah et al. 2012).

1.2. Virus da Hepatite C

1.2.1. Classificacéo e Estrutura

O virus da hepatite C € classificado na familia Flaviviridae, género Hepacivirus
(ICTV 2012). A particula viral, esférica com aproximadamente 60 nm de diametro,
apresenta internamente um nucleocapsideo icosaédrico contendo material genético do
tipo RNA, e externamente um envelope, derivado do reticulo endoplasmatico (RE) da
célula hospedeira (Kaito et al. 2006, Suzuki et al. 2007, Sharma 2010) (Figural).

Capsideo

Figura 1 — Representacdo esquematica do virus da hepatite C (modificada)
Fonte: http://hepatite-tema.blogspot.com.br/2011_12 01_archive.html
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O genoma do HCV ¢é formado por uma molécula de RNA fita simples de
polaridade positiva com aproximadamente 9500 nucleotideos (nt), apresentando regides
conservadas ndo codificantes (NC) nas extremidades 5’ e 3’ e, entre elas, uma longa
regido aberta de leitura (ORF - open reading frame), de aproximadamente 9000 nt. Essa
codifica uma poliproteina com cerca de 3.000 amino&cidos (aa), que € clivada por
proteases celulares e virais, resultando em proteinas estruturais (core, E1, E2) e ndo-
estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B), alem da proteina p7 (Major &
Feinstone 1997, Suzuki et al. 2007, Sharma 2010, Bartenschlager et al. 2011) (Figura
2).
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Figura 2 — Representacdo esquematica do genoma do virus da hepatite C (modificada)
Fonte: Lloyd et al. (2007)



A regido 5’ nao codificante (NC) € constituida por aproximadamente 340 nt,
sendo considerada a regido mais conservada do genoma do HCV, propriedade que a
torna importante para a deteccdo do RNA e identificacdo do gendtipo viral. A regido 5’
NC possui uma estrutura secundaria complexa, com formacdo de quatro alcas
encurvadas (stem-loops), contendo um sitio de entrada interno para ribossomos (IRES -
internal ribosome entry site), direcionando a iniciacdo e controle da traducdo do RNA
viral (Friebe et al. 2001, Gallego & Varani 2002, Penin et al. 2004, Suzuki et al. 2007,
Sharma 2010).

A regidao 3’ NC, constituida por aproximadamente 200 nt, é heterogénea, tendo
uma estrutura dividida em trés partes distintas. A parte inicial com 40 nt localiza-se
perto do cddon de parada da regido de leitura e apresenta variabilidade entre os
gendtipos. A segunda parte é formada por uma sequéncia de polipirimidina (poli U/UC)
de extensdo em torno de 90 nt. A terceira é a parte terminal, constituida por uma
sequéncia de 98 nt altamente conservada, denominada cauda 3’X. A presenga dessa
sequéncia conservada na regido 3’ NC ¢é necessaria para iniciacdo da replicagdo viral
(Friebe et al. 2002, Penin et al. 2004, Friebe et al. 2005, Suzuki et al. 2007, Poenisch &
Bartenschlager 2010, Sharma 2010).

As proteinas estruturais estdo localizadas na regido amino ou N-terminal, ao
passo que, as proteinas ndo estruturais estdo situadas na extremidade carboxi ou C-
terminal (Clarke 1997, Tang & Grisé 2009). As proteinas do HCV sédo geradas a partir
da clivagem da poliproteina por proteases celulares e virais (Major & Feinstone 1997).
Peptidases de sinal celular, localizadas no 1Gmen do reticulo endoplasmaético, catalisam
a clivagem das proteinas estruturais, as quais apresentam dominios hidrofobicos (Major
& Feinstone 1997).

A proteina do core, com 191 aa, é formada pela primeira clivagem da
poliproteina. A proteina do core é considerada altamente conservada, apresentando
varios epitopos B-celulares lineares proximos a porcdo amino-terminal, o que confere
imunogenicidade e antigenicidade, e a torna importante para a deteccdo de anticorpos
em pacientes infectados pelo HCV (Penin et al. 2004, Irshad & Dhar 2006, Sharma
2010). A principal funcdo da proteina do core é a de encapsidagdo do genoma,
formando, assim, o nucleocapsideo viral (Irshad & Dhar 2006, Dubuisson 2007, Sharma
2010, Khalig et al. 2011).



A proteina do core tem a capacidade de se associar com diferentes componentes
celulares, podendo agir, por exemplo, na modulacdo da transcricdo génica, na
sinalizacdo, proliferacdo e morte celular, e assim na oncogénese do CHC. Essa proteina
pode interferir no metabolismo lipidico com o desenvolvimento da esteatose hepatica
(Kato 2001, Penim et al. 2004, Irshad & Dhar 2006, Roingeard & Hourioux 2008,
Khaliq et al. 2011). Em relagéo ao tratamento, estudos mostram que a mutacéo no aa 70
e/ou 91 da referida proteina € caracterizada por uma baixa resposta viroldgica precoce
(na 122 semana) durante o tratamento com interferon peguilado (PEG IFN) e ribavirina
(RBV) (Enomoto & Maekawa 2010, Chayama & Hayes 2011).

Alguns estudos tém relatado a sintese de uma proteina codificada por uma fase
de leitura alternativa, na regido core, sendo designada ARF (Alternative Reading
Frame) ou proteina F (Frameshift). Essa proteina, com aproximadamente 160 aa, é
altamente conservada e pode ser expressa durante a infeccdo pelo HCV, sendo capaz de
estimular a resposta imune especifica (Xu et al. 2001, Brass et al. 2006, Wolf et al.
2008, Vassilaki & Mavromara 2009, Sharma 2010). Apesar do papel dessa proteina na
replicacdo viral e na patogénese da infeccdo ainda ndo estar totalmente esclarecido, a
mesma pode ser responsavel por algumas das funcdes atribuidas a proteina do core,
como a inducdo de carcinogénese e da resposta imune do hospedeiro (Walewski et al.
2001, Branch et al. 2005, Wolf et al. 2008, Vassilaki & Mavromara 2009, Sharma
2010).

As outras duas proteinas estruturais sdo as proteinas do envelope E1 e E2, que
apresentam respectivamente 165 aa e 335 aa. Essas proteinas, transmembrana tipo I,
altamente glicosiladas, sdo sintetizadas por clivagem enzimatica pela sinal-peptidase da
célula hospedeira e constituidas por um longo ectodominio N-terminal e um pequeno
dominio na ancora hidrofobica C-terminal, menor do que 30 aa (Lavie et al. 2007,
Sharma 2010, Samreen 2012). As glicoproteinas E1 e E2 apresentam, respectivamente,
de 6 a 11 sitios de glicosilacdo, sendo muitos deles conservados, com importancia no
dobramento da proteina, prote¢do contra neutralizacdo, entrada do virus na célula e
montagem de particulas virais infecciosas (Penin et al. 2004, Lavie et al. 2007, Helle et
al. 2010, Samreen 2012).

A glicoproteina E1 parece estar envolvida na fusdo do virus a membrana

citoplasmatica, além do que varios anticorpos dirigidos contra E1 sdo capazes de
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neutralizar a entrada na célula, presumivelmente, numa fase distinta da ligacdo ao
receptor (Lavillete et al. 2007, Samreen 2012).

A glicoproteina E2 participa como um componente chave na adsorcdo do virus
aos seus principais receptores celulares, como 0 CD81, expresso em varias células como
hepatocitos, macréofagos, linfocitos, monaocitos, células dendriticas, natural Kkiller,
endoteliais e epiteliais (Rocha-Perugini et al. 2008, Sharma 2010, Samreen 2012).

Além disso, a glicoproteina E2 interfere na atividade antiviral do interferon
(IFN), pois é capaz de interagir com a proteina quinase R (PKR - protein kinase R), cuja
expressao é induzida pelo IFN. Durante a sintese proteica, a PKR associa-se ao fator de
iniciacdo da traducdo 2 (elF2 — eukaryotic translation initiation factor 2). E2 ¢
constituida por um dominio de 12 aa com homologia para sitios de fosforilacdo na PKR
e no elF2 (E2-PePHD - PKR/elF2alpha phosphorylation homology domain region), o
que possibilita bloquear a atividade inibitéria da PKR sobre a replicacdo viral. Essa
interacdo permite ao HCV escapar da acdo do IFN (Taylor et al. 1999, Wohnsland et al.
2007, Afzal et al. 2011).

As glicoproteinas E1 e E2 possuem sequéncias que exibem um alto grau de
variabilidade genética. A glicoproteina E2 possui trés regiGes hipervariaveis (Torres-
Puente et al. 2008). A regido hipervaridavel 1 (HVR1) esta localizada na por¢do amino-
terminal de E2, numa regido composta por 27 aminoacidos (aa 1-27 de E2). Varios
desses aminoacidos basicos modulam a infecciosidade do HCV, sugerindo que essa
regido pode estar envolvida na entrada do HCV apds a adsorcdo do virus a célula
hospedeira. Funcdes especificas na conformacdo de glicoproteinas do HCV que
proporcionam a selecdo de anticorpos contra variantes e 0 escape do sistema imune tém
sido atribuidas a essa regido (Penin et al. 2004, Dubisson 2007, Samreen 2012). A
regido hipervariavel 2 (HVR2) é composta por uma extensao de sete aminoacidos (aa
91-97), e participa modulando a ligacdo ao receptor celular de E2, possivelmente por
interacdes intramoleculares (Penin et al. 2004, Torres-Puente et al. 2008). A terceira
regido hipervariavel (HVR3) pode atuar na ligacéo ao receptor da superficie celular e no
processo de entrada do virus na célula, fungdes semelhantes atribuidas 8 HVR1 e HVR2
(Troesch et al. 2006, Torres-Puente et al. 2008).

A p7 é uma pequena proteina transmembrana hidrofobica com 63 aa, que forma

canais homo-oligoméricos de ions na bicamada lipidica com papel importante no ciclo
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de replicacédo do virus, em especial na montagem e liberacéo da particula viral. Devido a
Isso, tornou-se um alvo para o desenvolvimento de antivirais inibidores dos canais
ibnicos. Localizada na juncdo entre as proteinas estruturais e ndo estruturais, p7 é
composta por dois dominios transmembranares, com as por¢Ges N- e C-terminais
orientadas para o limen do RE e desprendida da poliproteina pela clivagem da sinal
peptidase da célula hospedeira. Devido & formagdo de canais i6nicos, é classificada
como virosporina com papel importante no controle de permeabilidade da membrana
celular (Dubuisson 2007, Sharma 2010, Cook et al. 2011, Chandler et al. 2012, Li et al.
2012a, Gouklani et al. 2013).

As proteinas ndo estruturais, localizadas na extremidade C-terminal, s&o
imprescindiveis para a replicacdo viral (Suzuki et al. 1999, Suzuki et al. 2007, Tang &
Grise 2009). NS2 é uma proteina ndo estrutural com 217 aa, transmembrana,
metaloprotease dependente de zinco e responsavel pela autoclivagem na juncdo NS2-
NS3 dentro do seu dominio C-terminal. Outro papel para NS2 foi sugerido, isto é, na
regulacdo da montagem de particulas infecciosas do HCV (Major & Feinstone 1997,
Tang & Grisé 2009, Ma et al. 2011).

A proteina ndo estrutural NS3, com 631 aa, também responsavel pela clivagem
na juncdo NS2-NS3, apresenta atividade de serinaprotease na regido N-terminal, além
de helicase/NTPase na regido C-terminal. Como serinaprotease, é responsavel pelo
processamento proteolitico da poliproteina viral atuando na clivagem nas juncdes
NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B. Como helicase/NTPase,
participa do processo de desenrolamento da hélice do material genético ou da cadeia
dupla de RNA durante a replicacao viral, e parece estar envolvida em um passo inicial
de montagem viral. Além disso, NS3 tem sido alvo para o tratamento antiviral da
hepatite C (Major & Feinstone 1997, Tang & Grisé 2009, Geitmann et al. 2011). Desse
modo, inibidores de protease especificos para a serinaprotease entraram recentemente
no esquema de tratamento de pacientes infectados com o geno6tipo 1 do HCV (Chevaliez
2011, 20123, b, Chayama et al. 2012, Liang & Ghany 2013, Ministério da Saude 2013a,
Zeminian et al. 2013).

Para ser totalmente ativa, NS3 tem de ser estabilizada por uma interagdo com
cofator, a proteina viral NS4A. Para tanto, a proteina NS4A, de 54aa, atua ancorando a

serinaprotease as membranas intracelulares e estabilizando contra a degradacgéo
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proteolitica, por meio de um dominio transmembrana N-terminal hidrofobico. A NS4A,
com seu dominio C-terminal &cido, tem um papel importante na replicacdo do HCV ao
regular a fosforilagdo da proteina viral NS5A (Major & Feinstone 1997, Tang & Grise
2009, Shiryaev et al. 2011). O outro cofator, NS4B (261 aa) é uma proteina altamente
hidrofobica com quatro dominios transmembrana. Essa proteina promove alteracdes na
membrana celular induzindo a formacdo de estruturas membranosas que servirdo como
sustentacdo do complexo de replicacdo do RNA viral, além de ter também um papel
importante na montagem da particula viral (Kato 2001, Tang & Grisé 2009, Gouttenoire
et al. 2010).

A proteina NS5A (447 aa) é fosforilada na forma basal, e hirperfosforilada na
forma celular. NS5A tem uma hélice anfipatica em seu dominio N-terminal, com o qual
estd ancorada na membrana do RE. Essa proteina é dividida em trés dominios, que séo
separados por regides ligantes. O primeiro dominio (DI) tem estrutura em dobra Unica e
cristalina, formando uma ligacdo ao zinco e também ao &cido nucléico. O segundo
dominio (DII) é flexivel e desordenado, contendo os dominios de ligagcdo de NS5B. O
terceiro dominio (DII1) parece ser necessario para a montagem e producdo de particulas
virais infecciosas, mas sua influéncia na replicacdo viral ndo é certa como DI e DII.
NS5A pode estar envolvida na instabilidade cromossémica, com posterior
desenvolvimento de CHC. Essa proteina também interage com outros componentes
celulares e vias de sinalizacdo que estdo implicadas na replicacdo do HCV (Major &
Feinstone 1997, Tang & Grisé 2009, Joyce & Tyrrell 2010, Sharma 2010, Jiang et al.
2011).

A resposta ao tratamento com IFN esta relacionada com mutagdes em NS5A,
por meio de substituicbes especificas de aminoacidos na regido denominada de
determinante da sensibilidade ao IFN (ISDR - Interferon Sensitivity Determining
Region). Outras regides, que apresentam substituicdes especificas de nucleotideos e
aminoacidos, foram posteriormente identificadas, tais como: IRRDR (IFN/RBV
resistance determining region), PePHD (PKR/elF-2a phosphorylation homology
domain), PKRBD (PKR binding domain) e V3 (variable region 3) (Enomoto et al.
1995, Sharma 2010, Chayama & Hayes 2011, Yahoo et al. 2011).

A proteina NS5B (591 aa) é caracterizada como uma RNA polimerase RNA

dependente (RpRd), com uma sequéncia altamente conservada, de estrutura cristalina
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ancorada ao RE. NS5B inicia a sintese de RNA de cadeia negativa complementar
utilizando o genoma do HCV como molde, e gera uma fita de RNA de cadeia positiva.
Por ter um papel fundamental na replicacdo do genoma viral, € um alvo promissor no
desenvolvimento de antivirais para o tratamento da hepatite C (Major & Feinstone
1997, Tang & Grisé 2009, Sharma 2010, Waheed et al. 2012).

1.2.2. Variabilidade

Uma das caracteristicas marcantes que o HCV apresenta ¢ o grau elevado de
variabilidade genética, que ¢é explicado pela incapacidade de reparo na leitura feita pela
RpRd e por uma taxa alta de replicacdo viral. As mutagdes podem ser silenciosas
(mudangas somente na sequéncia de nucleotideos) ou ndo, causando alteracfes na
sequéncia de aminoacidos. Devido ao polimorfismo genético elevado do HCV, o
mesmo adquire capacidade em escapar a resposta imune do hospedeiro, e pode entdo
estabelecer infeccdo crénica. A frequéncia média de mutacGes de nucleotideos varia de
1,4 x 10 a 1,9 x 107 substituicdes de nucleotideos por sitio/ano, gerando, assim, a alta
diversidade genética (Simmonds et al. 1993, Le Guillou-Guillemette et al. 2007,
Chayama & Hayes 2011).

As regides do genoma apresentam graus diferentes de variabilidade. A regiao 5’
NC é a regido mais conservada, com identidade de mais de 90% entre as sequéncias de
isolados. A regido do core também é conservada, com identidade entre 81% e 88%. Por
outro lado, as regides mais variaveis do genoma sdao E1 e E2, sendo que as sequéncias
das regides hipervariaveis de E2 podem diferir em mais de 50% entre isolados (Major &
Feinstone 1997, Purcell 1997, Le Guillou-Guillemette et al. 2007, Sharma 2010).

O polimorfismo genético resultante desse processo define uma classificagdo
preconizada em gendtipos, subtipos, isolados e quasispecies (Le Guillou-Guillemette et
al. 2007, Chayama & Hayes 2011). Simmonds et al. (1993) classificaram o0 HCV em
seis genotipos principais e em uma série de subtipos relacionados, a partir da anélise
filogenética da regido NS5. Buscando a padronizacdo para um sistema unificado de
nomenclatura de genotipos e variantes do HCV, foi publicado um consenso de
classificacdo que considerou a existéncia dos seis gendtipos, designados por nimeros

arabicos (1 a 6), e mdltiplos subtipos, denominados por letras minusculas, como
9



exemplos 1a, 1b, etc (Simmonds et al. 2005). Amostras do HCV de trés individuos
residentes no Canadd e Bélgica de origem africana (Congo) formaram um cluster,
porém, distinto dos seis genotipos existentes, o que levou Murphy et al. (2007) a
proporem que essa variante fosse denominada de gendtipo 7 (subtipo 7a). A Figura 3

representa a arvore filogenética dos diferentes genotipos e subtipos do HCV.

Genotipo 4

Genotipo 1

Genotipo 2
A I

6 \
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Figura 3 — Arvore filogenética dos gen6tipos e subtipos do HCV (modificada)
Fonte: Chayama & Hayes (2011)

Os gendtipos do HCV diferem entre si de 31 a 33% nas sequéncias dos
nucleotideos, enquanto os subtipos de 20 a 25% e, os isolados até 15%. As
quasispecies, definidas como uma populagdo heterogénea de variantes autoreplicativas
que se evoluem como resultado de uma certa competicdo seletiva no mesmo individuo,
podem divergir de 1 a 5% entre as sequéncias do HCV (Zein 2000, Simmonds et al.
2005).
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A variabilidade elevada do HCV tem dificultado o desenvolvimento de vacinas e
favorece a persisténcia viral no organismo do hospedeiro (Lyra et al. 2004, Strahotin &
Babich 2012). A diversidade dos gendtipos é importante epidemiologicamente e,
principalmente, em relacdo ao tratamento da hepatite C. Assim, 0s mesmos consistem
em um dos parametros utilizados para definir a estratégia de tratamento e as chances de
sucesso terapéutico (Le Guillou-Guillemette et al. 2007). Além disso, a variabilidade
genética do HCV, com o surgimento de novas variantes virais e selecdo das mais
adaptadas as condicbes do ambiente, tem implicacbes relevantes também no
diagnostico, curso clinico e prevencdo da infeccdo pelo HCV (Zein 2000, Chayama &
Hayes 2011).

1.3. Diagnéstico da Infeccéo pelo HCV

Desde 1989, com o desenvolvimento dos primeiros testes soroldgicos para
deteccdo de anticorpos contra 0 HCV (Kuo et al. 1989), houve uma busca no
aperfeicoamento de técnicas visando o diagndstico correto da hepatite C. Esse conjunto
de ferramentas viroldgicas incluem os ensaios soroldgicos, que sdo capazes de detectar
o0s anticorpos anti-HCV e detectar/quantificar o antigeno do core, e 0s ensaios baseados
em biologia molecular, que sdo usados para detectar e quantificar o0 RNA viral, bem
como para determinar os genotipos do HCV (Chevaliez & Pawlotsky 2007, Chevaliez
2011, 2012a).

Na infeccdo aguda com cura espontanea (Figura 4a), o marcador anti-HCV pode
ser detectado a partir de sete a oito semanas apds a exposicao ao virus, e persiste por
muitos anos, enquanto o RNA viral pode ser detectado de uma a duas semanas apos a
infeccdo e desaparece até o sexto més. Simultaneamente, hd reducdo dos niveis de
alanina aminotransferase (ALT) (Rodés & Tapias 2000, Blackard et al. 2008,
Maheshwari & Thuluvath 2010, Chevaliez 2011). Os pacientes com suspeita de hepatite
C aguda devem ser submetidos a detec¢do de anti-HCV por testes soroldgicos e do
RNA do HCV por uma técnica sensivel de biologia molecular. A presenca do RNA, na
auséncia de anticorpos anti-HCV, é fortemente indicativa de infeccdo aguda, que sera
confirmada por soroconversdo (isto é, o aparecimento de anticorpos anti-HCV) de

alguns dias a semanas mais tarde (Chevaliez & Pawlotsky 2006, 2007, Chevaliez 2011).
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A persisténcia do RNA do HCV por mais de seis meses define a infeccéo
cronica pelo HCV. Também nota-se flutuacdes nos niveis de ALT e os anticorpos anti-
HCV permanecem detectaveis (Hoofnagle 2002, Chevaliez 2011) (Figura 4b). Assim, o
diagnostico da infeccdo cronica pelo HCV é baseado na deteccdo de anticorpos anti-
HCV, por testes sorologicos, e do RNA do HCV, por uma técnica sensivel de biologia

molecular (Chevaliez 2012a, b).
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Figura 4 — Perfil soroldgico da hepatite C aguda (a) e hepatite C cronica (b) (modificada)
Fonte: Chevaliez (2011)
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Desde a década de 90, o ensaio imunoenzimatico (ELISA) é o teste soroldgico
rotineiramente mais utilizado no diagnostico da hepatite C, visando a deteccdo de
anticorpos anti-HCV contra antigenos especificos. No decorrer dos anos, foram
desenvolvidas trés geracOes de testes, utilizando proteinas recombinantes ou peptideos
sintéticos na captura de anticorpos anti-HCV (Erensoy 2001, Ferreira-Gonzalez &
Shiffman 2004).

O ELISA de primeira geracdo utilizava como alvo, para a captura de anti-HCV,
somente o polipeptideo ¢100-3, correspondente a regido NS4 do genoma viral. No
entanto, 0 mesmo apresentava baixa sensibilidade e especificidade, deixando de ser
empregado na pratica clinica (Kuo et.al. 1989, Erensoy 2001, Ferreira-Gonzalez &
Shiffman 2004, Gretch 1997).

O ELISA de segunda geracdo surgiu em 1992 com a incorporacao de outras duas
proteinas recombinantes antigénicas, a ¢22-3 e a ¢33-c, respectivamente,
correspondentes das regides core e NS3. Com essa incorporagdo, houve um aumento na
sensibilidade e especificidade, reduzindo de 16 para 10 semanas o tempo médio de
deteccdo da soroconversao (Erensoy 2001, Ferreira-Gonzalez & Shiffman 2004).

O ELISA de terceira geracdo incorporou o antigeno correspondente a regido
NS5, o antigeno 5-1-1, além das proteinas recombinantes antigénicas anteriores da
regido core e NS3. Com isso, foi alcancada uma sensibilidade de 97%, reduzindo o
tempo médio de deteccdo da soroconversdo para sete a oito semanas (Erensoy 2001,
Ferreira-Gonzalez & Shiffman 2004). A especificidade do ELISA de terceira geracao
para anti-HCV pode ser superior a 99% em pacientes imunocompetentes (Chevaliez &
Pawlotsky 2007, Albeldawi et al. 2010).

A presenca de anticorpos anti-HCV ndo necessariamente indica infeccéo ativa,
sendo considerado um marcador de exposi¢do ao virus, uma vez que pacientes que
eliminam o mesmo permanecem como anti-HCV reagentes (Albeldawi et al. 2010,
Chevaliez 2011). Resultados falso-positivos podem ocorrer em casos de interagdes
inespecificas entre imunoglobulinas e antigenos, como em pacientes com doengas
autoimunes, enquanto resultados falso-negativos sdo observados em pacientes
imunocomprometidos, como coinfectados com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), transplantados que recebem medicamentos imunossupressores e pacientes em
hemodialise (Ferreira-Gonzalez & Shiffman 2004, Albeldawi et al. 2010).
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Os testes tipo immunoblot surgiram para confirmar a positividade para anti-HCV
no teste de ELISA, sobretudo devido aos resultados falso-positivos. Para tanto,
apresentam alta especificidade, apesar de sensibilidade mais baixa. Dentre 0s testes
confirmatoérios mais utilizados, estdo o RIBA (Recombinant Immunoblot Assay) e o LIA
(Line Immuno Assay). Esses testes visam identificar anticorpos para antigenos
recombinantes individuais ou peptideos sintéticos do HCV. Devido ao seu custo
elevado, a sensibilidade do ELISA de terceira geracdo e os ensaios moleculares serem
considerados padrdo-ouro, 0s testes tipo immunoblot sdo pouco utilizados
rotineiramente (Erensoy 2001, Ferreira-Gonzalez & Shiffman 2004, Chevaliez &
Pawlotsky 2007).

Os testes rapidos, baseados em imunocromatografia, surgiram como alternativa
de praticidade na execucdo e rapidez na obtencdo dos resultados, sendo muito utilizados
em pesquisas de campo. Esses ensaios sdo capazes de detectar anticorpos especificos
para 0 HCV em amostras de sangue total, plasma ou soro, empregando antigenos
recombinantes das regides core, NS3, NS4 e NS5. Os testes rapidos apresentam
especificidade acima de 99%, e a sensibilidade variando de 86% a 99% (Smith et al.
2011a, 2011b, Kamili et al. 2012).

A deteccdo/quantificacdo do antigeno core por andlise soroldgica (ELISA) foi
desenvolvida, visando minimizar o problema da janela imunolégica, com um custo
menor do que os testes moleculares. Apesar de existir uma forte correlagédo entre o nivel
de RNA do HCV e esse antigeno, a detec¢do/quantificacdo do mesmo nao € sensivel o
suficiente para monitorar o tratamento antiviral, de acordo com as diretrizes da préatica
clinica, sendo necessarios os testes moleculares (Erensoy 2001, Ferreira-Gonzalez &
Shiffman 2004, Chevaliez 2011, 2012a, 2012b).

As técnicas de biologia molecular sdo consideradas padrdo ouro no diagndstico
da infecgéo pelo HCV, por serem capazes de detectar, quantificar e caracterizar o RNA
viral, sendo importantes na definicdo e monitoramento do tratamento da infeccéo pelo
HCV. Elas incluem os métodos de amplificacdo do RNA e de sequenciamento, além de
outras técnicas (Erensoy 2001, Chevaliez 2011, 2012a, 2012b).

Os ensaios qualitativos visam detectar a presenca do RNA viral, sendo que o
mais frequentemente utilizado € a RT-PCR (transcricdo reversa - reacdo em cadeia da
polimerase), que apresenta indices maiores do que 96% de sensibilidade e 99% de
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especificidade, permitindo a deteccéo de pequenas quantidades de copias de RNA-HCV
(10-15 Ul/ml). Outro ensaio qualitativo usado é a amplificacdo mediada por transcricdo
(TMA -Transcription Mediated Amplification), com sensibilidade superior a 98%,
detectando menores concentracdes de RNA-HCV em relacdo a PCR (5 Ul/ml) (Erensoy
2001, Scott & Gretch 2007, Albedawi et al. 2010, Chevaliez 2012a).

Os ensaios quantitativos objetivam quantificar com reprodutibilidade o RNA
viral. O branched DNA (bDNA) detecta e quantifica a presenca de acido nucléico por
hibridizacdo de sondas mdltiplas para sequéncia alvo, sendo reprodutivel com
especificidade variando de 96% a 98,8% (deteccdo de 615 a 7,7 milhdes de Ul/mL,
Quantiplex bDNA v.3.0 assay Bayer Diagnostic) (Ferreira-Gonzalez & Shiffman 2004,
Chevaliez & Pawlotsky 2007, Scott & Gretch 2007). A RT-PCR, na forma quantitativa,
também pode ser empregada, porém apresenta menor faixa de deteccdo (deteccdo de
500 a 600.000 Ul/mL, Monitor v.2.0, Roche Diagnostic). A PCR em tempo real se
destaca pela sensibilidade comparavel a dos testes qualitativos, além de quantificar com
precisdo os nives de RNA-HCV num intervalo linear e com ampla faixa de deteccéo (10
a 100 milhdes de Ul/mL, TagMan Real Time Roche Molecular Systems). Esse ensaio
promove a reducdo do risco de contaminacdo por ser um sistema fechado com menor
manipulacdo de amostras, possibilitando também quantificacdo em tempo real, tanto em
baixas, como em elevadas concentracGes, sem a necessidade de diluir ou concentrar o
soro. Além disso, € mais rapido do que as outras técnicas, e apresenta melhor
reprodutibilidade (Erensoy 2001, Ferreira-Gonzalez & Shiffman 2004, Scott & Gretch
2007, Chevaliez 2012a, b).

Em relacdo a genotipagem do HCV, véarios métodos podem ser utilizados, tais
como: analise do polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP —
restriction fragment length polymorphism), amplificacdo com iniciadores tipo
especificos (para regido core) e hibridizacdo reversa com sondas de oligonucleotideos
gendtipo especificas (LiPA - line probe assay) (Erensoy 2001, Ferreira-Gonzalez &
Shiffman 2004, Chevaliez & Pawlotsky 2007). O sequenciamento de nucleotideos,
seguido por analise filogenética, é o padrdo ouro para genotipagem, e pode ser feito do
genoma viral completo ou das regides 5' NC, core, E1 ou NS5B (Erensoy 2001,
Chevaliez 2012a).
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No transcurso da infeccdo, a ALT pode apresentar niveis elevados devido a
atividade inflamatoria hepatica, mas a normatizacdo da ALT ndo significa recuperacao,
nem tampouco eliminagdo do virus, pois existem pacientes virémicos com niveis
normais ou flutuacdes dessa enzima. Assim, esse marcador ndo pode ser usado como
referéncia no diagnostico ou monitoramento da infeccdo pelo HCV, apesar de ser
indicador de dano do parénquima hepatico (Hoofnagle 2002).

A bidpsia hepética avalia o grau de fibrose e atividade inflamatoria no figado,
sendo de importante valor diagndstico para confirmacdo da hepatite C cronica, e
indicada na positividade dos marcadores virais e aumento de ALT, para a definicdo do
tratamento (Poynard et al. 2003, Dienstag & McHutchison 2006, Ahmad et al. 2011,
Ministério da Satde 2011). Por ser considerado um procedimento invasivo, ha casos em
que a biopsia do figado € contraindicada ou facultativa. Assim, métodos nao invasivos
tém sido utilizados, fornecendo resultados equivalentes a classificacdo do grau de
fibrose verificado na bidpsia hepéatica. Dentre esses métodos, destacam-se o Fibrotest,
que combina os resultados de marcadores séricos, e o Fibroscan, o qual se baseia em
elastografia, medindo a velocidade de propagacdo de ondas elasticas através do figado
(Ngo et al. 2006, Friedrich-Rust et al. 2010, Ministério da Saude 2011, 2013a, Poynard
et al. 2013).

1.4. Aspectos Clinicos da Infeccédo pelo HCV

A histdria natural da infeccdo pelo HCV ¢ de dificil avaliacdo, principalmente,
por ser silenciosa em sua fase aguda e também pela escassez de sintomas no inicio da
infeccdo cronica. Os mecanismos envolvidos na persisténcia viral ainda ndo estdo
totalmente esclarecidos, mas sabe-se que a variabilidade do virus e o escape viral a
resposta imunoldgica do hospedeiro sdo fatores importantes na histéria natural da
infeccdo (Thomson & Finch 2005, Chen & Morgan 2006).

O periodo de incubacdo da infeccdo pelo HCV é geralmente de seis a oito
semanas, podendo variar entre duas e 26 semanas. A infeccdo aguda € na maioria dos
casos assintomatica. Os sintomas, quando presentes, se apresentam de forma
inespecifica e varidvel, incluindo anorexia, nauseas, vémitos, fadiga, artralgia, mialgia,

dentre outros. O paciente pode apresentar hepatomegalia, esplenomegalia e adenopatia
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cervical. A concentracdo de ALT pode aumentar mais de dez vezes em relacdo ao
normal. A eliminag&o viral espontanea é varidvel, ocorrendo em 23 a 44% dos pacientes
dentro de 12 semanas apds o diagnostico. Pacientes sintoméaticos com ictericia ttm uma
maior probabilidade de cura espontadnea do que 0s assintomaticos, assim devem ser
monitorados antes da terapia antiviral. A infec¢do aguda pelo HCV pode ser grave, mas
dificilmente causa insuficiéncia hepéatica fulminante (Rodés & Tapias 2000,
Maheshwari et al. 2008, Maheshwari & Thuluvath 2010, Martinez-Rebollar et al. 2011,
Ministério da Saude 2011).

A taxa de cronicidade varia de 60% a 80%, dependendo da idade, sexo, raca,
resposta imune viral e fatores genéticos do hospedeiro. De igual forma, a taxa de
progressdo para cirrose também é varidvel, sendo de 20% a 30% nos primeiros 10-30
anos. Vaérios fatores podem influencia-la, tais como: duracdo da infeccdo pelo HCV,
grau de inflamacéo e fibrose hepética, coinfeccdo com HBV e/ou HIV, condi¢cbes de
imunossupressdo, consumo de alcool, idade avangada e sexo masculino. Pessoas com
cirrose estdo em risco aumentado de desenvolvimento de CHC, cujo indice é de 1% a
4% ao ano. Mortes associadas com a hepatite C cronica geralmente resultam das
complicacdes da cirrose descompensada e do carcinoma hepatocelular (Lauer & Walker
2001, Chen & Morgan 2006, Modi & Liang 2008, Thomas et al. 2009, WHO 2013).
Obesidade, esteatose hepatica e diabetes aumentam o risco de progressdo para fibrose
hepética em pacientes com HCV (Poynard et al. 2003, Modi & Liang 2008).

Durante a progressdo para a infeccdo cronica, ocorre o risco de desenvolvimento
de numerosas manifestacdes extra-hepaticas, incluindo renais, dermatoldgicas,
hematoldgicas e reumatolégicas. As manifestacBes clinicas parecem ser causadas por
deposicdo de imunocomplexos nos diversos orgdos. A condicdo extra-hepatica mais
comum € a crioglobulinemia mista. Essa pode vir acompanhada de sintomas clinicos
como fadiga, erupgdes cutaneas, purpura trombocitopénica idiopatica, artralgias,
vasculite, doenca renal e neuropatias periféricas. Ainda outras manifestacbes podem ser
encontradas como porfiria cutanea tardia, sindrome de Sjogren, sindrome de Raynaud,
vitiligo, linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin, artrite, doengas autoimunes e
linfoproliferativas. N&o esta totalmente esclarecido se essas doengas associadas sdo
causadas diretamente pela infeccdo pelo HCV, ou a partir da estimulacdo imune
subjacente causada pela infeccdo crénica (Lauer & Walker 2001, Chen & Morgan 2006,
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Modi & Liang 2008, Latt et al. 2012). Outras sindromes clinicamente importantes
incluem coinfec¢des com outros virus, especialmente o HIV e HBV, sendo que o curso
da infeccdo pelo HCV é acelerado na coinfeccdo com esses virus (Lauer & Walker
2001, Kim et al. 2008, Reiberger 2010).

1.5. Tratamento da Hepatite C

1.5.1. Antivirais e Diretrizes Terapéuticas no Brasil

O objetivo do tratamento da hepatite C é controlar a progressdao da doenca
hepatica pela inibicdo da replicacdo viral, evitando, assim, a progressdo da infeccao
aguda para cronica e dessa para cirrose e/ou CHC, bem como reduzir as manifestacdes
extra-hepaticas, além de prevenir a transmissdo do HCV para outros individuos
(Poynard et al. 2003, Seeff & Ghany 2010, Ministério da Saude 2011).

Os antivirais disponiveis provocam efeitos colaterais importantes e precisam ser
administrados por periodos prolongados. O tratamento depende de uma série de fatores,
sendo os mais importantes o estadiamento da doenca hepatica e a identificacdo do
genoétipo. Assim, os pacientes necessitam de acompanhamento médico especializado
para avaliacdo e indicacdo do esquema terapéutico a ser utilizado, e monitoramento
clinico durante o mesmo. Além disso, outras condi¢cdes podem interferir no tratamento e
devem ser investigadas, tais como: doenca cardiaca, renal, psiquiatrica, autoimune,
anemia, insuficiéncia renal, gravidez e consumo de alcool (Rodés & Tapias 2000,
Heathcote & Main 2005, Dienstag & McHutchison 2006, Chevaliez 2011, Ministério da
Saude 2011).

Fazem parte do arsenal terapéutico para o tratamento da hepatite C: interferon
convencional (IFN) alfa-2a e alfa-2b, interferon peguilado (PEG IFN) alfa-2a e alfa-2b
e a ribavirina (RBV) (Ministério da Saude 2011). Inicialmente, utilizou-se o IFN alfa,
mas o0 uso da monoterapia ndo alcangou resposta satisfatoria, apesar do uso por varios
anos. As taxas de respostas aumentaram apoés a adicdo da RBV ao esquema terapéutico.
Outro avanco foi o surgimento do PEG IFN (interferon conjugado a uma molécula de

polietilenoglicol). O PEG IFN melhorou a tolerancia, reduzindo a degradacéo e taxa de
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eliminacdo permitindo a administracdo em doses semanais, ocasionando maior adesédo
ao tratamento (Pearlman 2004, Bezerra & Oliveira 2007, Sharma 2010). Além desses,
dois novos farmacos foram recentemente integrados ao arsenal terapéutico: o telaprevir
(TVR) e o boceprevir (BVR), inibidores de proteases (Ministério da Salde 2012a,
2013a).

Os tipos de resposta viroldgica ao tratamento da hepatite C incluem:

- (i) resposta virologica rapida (RVR), definida como o RNA-HCV indetectavel na 42
semana de tratamento;

- (i) resposta viroldgica precoce (RVP), avaliada pela reducdo de pelo menos duas
escalas logaritmicas ou 100 vezes em relacdo ao valor do RNA-HCV pré-tratamento
(RVP parcial), ou sua ndo deteccédo na 122 semana de tratamento (RVP total);

- (iii) resposta virologica ao final do tratamento (RVF), definida como o RNA-HCV
indetectavel ao final do tratamento;

- (iv) resposta viroldgica sustentada (RVS), isto €, 0 RNA-HCV indetectavel na 242
semana de seguimento apds o termino do tratamento;

- (v) recidiva virologica (recidivante), observada pela auséncia do RNA-HCV ao final
do tratamento, mas detectavel 24 semanas apds o término do tratamento;

- (vi) respondedor lento, ou individuo que apresenta RVP parcial e RNA-HCV
indetectavel na 242 semana de tratamento;

- (vii) ndo respondedor parcial, ou aquele que apresenta RVP parcial e RNA-HCV
detectavel na 242 semana de tratamento;

- (viii) nulo de resposta, definido como o individuo que ndo apresenta tampouco RVP
parcial (Ministério da Saude 2011).

O tratamento efetivo busca alcangar RVS, para manter a auséncia da replicacao
viral por tempo indefinido e apresentar melhora bioquimica e histolégica (Poynard
2004, Asselah et al. 2007).

O “Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite Viral C no Brasil”
estabelece as condi¢des para o inicio do tratamento e o decorrer desse nas infecgdes
aguda e croénica dos diferentes genotipos do HCV. Apos a deteccdo de anti-HCV, o
diagndstico é confirmado pela presenca do RNA viral, seguida da genotipagem, para
definicdo do esquema de tratamento, e de exames hepaticos para avaliagdo do
estadiamento da doenca (elastografia ou biopsia), dentre outros. Além disso, ha
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necessidade de exames para avaliacdo geral do paciente, como hemograma para
verificagcdo do numero de neutrofilos e plaquetas (Ministério da Satde 2011, 2013a).

O tratamento da infec¢do aguda da hepatite C tem como objetivo reduzir o risco
de progressdo para hepatite cronica. A terapia € bem tolerada e tem alcancado indices de
RVS de 80-98% em pacientes monoinfectados tratados durante 24 semanas. Para 0s
pacientes sintomaticos, recomenda-se aguardar 12 semanas apds o inicio dos sintomas,
nos casos de ndo ter havido eliminacdo viral espontdnea (RNA-HCV negativos). J& para
0s assintomaticos, a recomendacdo € iniciar o tratamento imediatamente apds o
diagnostico, em média quatro semanas ap0s a exposi¢do. O esquema recomendado,
independentemente do genotipo, é: (i) monoterapia com IFN convencional em dose
diaria de inducédo (alfa-2a na dose de 6 MUI ou alfa-2b na dose de 5 MUI), por via
subcutanea (SC), nas primeiras quatro semanas, seguido de 3 MUI trés vezes por
semana por 20 semanas, ou seja, até completar 24 semanas de tratamento; ou (ii) IFN
convencional alfa-2a ou alfa-2b, 3 MUI, SC, trés vezes por semana, associado a RBV
15 mg/kg/dia, por via oral (VO), por 24 semanas, para pacientes com maior risco de
intolerdncia e/ou ma adesdo a doses mais elevadas de IFN convencional (Ministério da
Salde 2011).

O esquema recomendado para portadores de hepatite C crénica com genotipo 1 é
a associacdo de PEG IFN e RBV, durante 48 semanas com possibilidade de
prolongamento até 72 semanas, sendo PEG IFN alfa-2a, 180 mcg, uma vez por semana,
SC ou PEG IFN alfa-2b, 1,5 mcg/kg, uma vez por semana, SC, ambos associados a
RBV 15 mg/kg/dia, dose diaria, VO de 12 em 12 horas. Considerar duracdo do
tratamento de 72 semanas para pacientes que apresentem RVP na 122 semana e RNA-
HCV indectavel na 24% semana, levando em consideracdo aspectos de adesao,
tolerabilidade e aceitabilidade (Ministério da Saude 2011).

Recentemente, 0 Ministério da Saude publicou a Portaria n® 20, incorporando 0s
inibidores TVR e BVR para tratamento da hepatite C cronica no Sistema Unico de
Saude (SUS) (Ministério da Saude 2012a), e o suplemento 2 do “Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas para Hepatite Viral C no Brasil” (Ministério da Saude 2013a),
no qual a utilizacdo desses medicamentos esta condicionada aos seguintes critérios:
monoinfeccdo pelo genotipo 1 do HCV; fibrose hepatica avangada (Metavir = F3 ou F4)

ou evidéncia menos invasiva de cirrose; doenca hepéatica compensada (Child-Pugh < 6,
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classe A), sem historico de descompensacdo previa e auséncia de tratamento prévio com
os inibidores TVR e BVR. O esquema recomendado para o TVR é 750 mg (dois
comprimidos) e para BVR é 800 mg (quatro cépsulas), sendo ambos ingeridos VO a
cada 8 horas juntamente com a alimentacdo, sempre associado ao PEG IFN e RBV
(Ministério da Saude 2013a). Com base em um estudo de fase 3, 0 uso de TVR duas
vezes ao dia em pacientes com infeccdo crénica pelo gendétipo 1 do HCV (incluindo
aqueles com cirrose) pode ser feito juntamente com a RBV de 12 em 12 horas,
resultando em niveis semelhantes de RV'S, seguranca e tolerabilidade aos observados no
esquema anterior (a cada 8 horas), facilitando, assim, a administracdo do esquema
terapéutico (Buti et al. 2013).

O esquema recomendado para pacientes com hepatite C crénica portadores do
gendtipo 2 ou 3 é a associacdo de IFN convencional e RBV, durante 24 semanas: IFN
convencional alfa-2a ou alfa-2b, 3 MUI, SC, trés vezes por semana associado a RBV 15
mg/kg/dia, VO, dose diéria de 12 em 12 horas. Pacientes com fatores preditores de RVS
baixa como Metavir > F3 (septos numerosos sem cirrose), manifestacdes clinicas de
cirrose hepética e/ou carga viral (CV) superior a 600.000 Ul/ml devem receber
tratamento com PEG IFN. Para pacientes com CV superior a 600.000 Ul/ml e/ou
Metavir = F3, 0 esquema recomendado é a associacdo de PEG IFN e RBV durante 24
semanas, enquanto para aqueles com cirrose (Metavir = F4), independentemente da CV,
devem tratar-se por 48 semanas com PEG IFN alfa-2a ou alfa-2b, SC, uma vez por
semana associado a RBV 15 mg/kg/dia, VO, dose diaria de 12 em 12 horas (Ministério
da Saude 2011).

Para portadores de hepatite C cronica com genétipo 4 ou 5, 0 esquema
recomendado € o mesmo considerado para portadores do gendtipo 1, incluindo a
indicacdo de prolongar o tratamento para 72 semanas (Ministério da Satde 2011).

No caso de retratamento, o recomendado é a associacdo de PEG IFN e RBV
durante 72 semanas para oS genotipos 1, 4 ou 5 e, durante 48 semanas, para 0sS
gendtipos 2 ou 3: PEG IFN alfa-2a, 180 mcg, SC, uma vez por semana ou PEG IFN
alfa-2b, 1,5 mcg/kg, SC, uma vez por semana, ambos associados a RBV 15 mg/kg/dia,
VO, dose diaria de 12 em 12 horas (Ministério da Saude 2011). Para os pacientes
portadores do genotipo 1 nulos de resposta prévia ao tratamento anterior (PEG IFN e
RBV), com fibrose hepatica avancada (Metavir = F3 ou F4) ou cirrose hepatica
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compensada (Child-Pugh < 6), o retratamento recomendado inclui o TVR ou BVR. Nos
pacientes com diagndstico histoldgico Metavir = F2 ha mais de trés anos, previamente
tratados com PEG IFN e RBV, recomenda-se avaliacdo criteriosa, preferencialmente
ndo invasiva, considerando-se uma possivel evolucdo para Metavir = F3 e, com isso,
sua inclusdo na terapia tripla (Ministério da Saude 2013a).

Para o tratamento/retratamento dos portadores do gendtipo 6, recomenda-se 0
mesmo esquema terapéutico indicado para os genotipos 1, 4 e 5 (Bruijne et al. 2008,
Modi & Liang 2008, Al Naamani et al. 2013).

O “Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite Viral C no Brasil”
ainda relata algumas situagdes que podem necessitar de tratamento e cuidados especiais,
tanto da terapéutica, quanto em relacdo ao grupo em risco em que estdo inseridos, tais
como: coinfectados HIV/HCV, HCV/HBV, pacientes com transtornos mentais,
criancas, pacientes com insuficiéncia renal, gestantes, pacientes com cirrose,

hemoglobinopatias e com supressao da medula 6ssea (Ministério da Saude 2011).

1.5.2. Fatores que Influenciam a Resposta ao Tratamento

A resposta ao tratamento da hepatite C pode ser influenciada por varios fatores
relacionados ao virus e ao préprio hospedeiro. Em relacdo aos primeiros, destacam-se a
carga viral e os genétipos do HCV (Heathcote & Main 2005, Modi & Liang 2008,
Asselah et al. 2010, Seeff & Ghany 2010, Ministério da Saude 2011). Niveis de RNA-
HCV pré-tratamento superiores a 800.000 Ul/mL estdo associados com taxa baixa de
resposta ao tratamento (Heathcote & Main 2005, Modi & Liang 2008, Asselah et al.
2010). Os pacientes infectados com o gendtipo 1 apresentam RVS entre 45% e 52% ao
tratamento com PEG IFN e RBV (Fried et al. 2002, Fried & Hadziyannis 2004,
Moreno-Otero 2005, Maekawa & Enomoto 2009, Asselah et al. 2010, Munir et al.
2010, Azevedo et al. 2012, Al Naamani et al. 2013), de 70 a 75% para a combinagéo
tripla de PEG INF e RBV com o TVR ou BVR, em individuos néo tratados e de 50 a
60% nos pacientes com falha na terapia anterior (Chevaliez 2011, 2012a, b, Chayama et
al. 2012, Liang & Ghany 2013, Zeminian et al. 2013). Os portadores do genétipo 2 ou 3
apresentam taxa de RVS entre 75% e 90%. Pacientes infectados com genétipos 4, 5 ou

6 apresentam faixas intermediarias de respostas em relacdo aos anteriores (Fried et al.
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2002, Fried & Hadziyannis 2004, Moreno-Otero 2005, Maekawa & Enomoto 2009,
Asselah et al. 2010, Munir et al. 2010, Azevedo et al. 2012, Al Naamani et al. 2013).

Os fatores relacionados ao hospedeiro incluem idade, raga, sexo masculino,
presenca de esteatose hepatica, indice alto de massa corporal (IMC), resisténcia a
insulina, consumo de alcool, fibrose avancgada, coinfeccdo com o HIV e/ou HBV, uso de
drogas ilicitas e fatores genéticos (Heathcote & Main 2005, Modi & Liang 2008,
Asselah et al. 2010, Seeff & Ghany 2010, Ministério da Salde 2011). Em relacdo a
idade, o tratamento deve ser considerado o mais cedo possivel, de modo a evitar a
reducdo da RVS com o decorrer do tempo de infeccdo (Heathcote & Main 2005).
Quanto a raca, afro-americanos respondem mal ao tratamento antiviral, provavelmente
por polimorfismos genéticos relacionados a proteinas associadas a resposta ao IFN
(Heathcote & Main 2005, Modi & Liang 2008). Sexo masculino foi identificado como
preditor de resposta baixa em pacientes submetidos ao tratamento, assim esse fator deve
ser analisado juntamente com os demais (Modi & Liang 2008, Ministério da Salde
2011). Dados indicam que resisténcia a insulina, obesidade e esteatose hepatica
influenciam a resposta a terapia com PEG IFN e RBV, provavelmente por aumentar a
progressdo da fibrose em portadores de hepatite C (Asselah et al. 2010, Seeff & Ghany
2010). Anélises mostraram que o consumo de alcool, antes e durante o tratamento, pode
influenciar o resultado do mesmo, além de ocasionar rapida progressao da doenca.
Quanto maior o grau de fibrose hepatica e atividade inflamatoria, menor a resposta a
terapia antiviral (Heathcote & Main 2005, Asselah et al. 2010, Seeff & Ghany 2010).

A coinfeccdo com o HIV e/ou HBV exacerba as manifestacdes produzidas pelo
HCV e aumenta o risco de progressao para cirrose, insuficiéncia hepatica e CHC. O uso
de antirretrovirais pode ainda contribuir para a agressao hepatica, ocasionando quadros
de hepatotoxicidade medicamentosa que acentuam as manifestacbes dos virus
hepatotrépicos. Ha& ainda relatos de interacdes indesejaveis entre a ribavirina e
componentes da terapia contra o HIV, relacionadas a concorréncia para 0 metabolismo
intracelular, podendo causar lesdo mitocondrial, esteatose e até insuficiéncia hepatica
(Heathcote & Main 2005, Moreno-Otero 2005, Ministério da Saude 2011). O uso de
drogas ilicitas pode estar associado ao risco de reinfeccdo pelo HCV, e tais usuérios,
quando em tratamento para hepatite C, necessitam de monitoramento, devido ao risco

da medicacéo e dos efeitos adversos que as drogas provocam (Heathcote & Main 2005).
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Estudos tém demonstrado que a resposta terapéutica em pacientes tratados com
PEG IFN e RBV esta fortemente associada com polimorfismos de nucleotideo Gnico
(Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs) localizados perto do gene IL28B. Esse gene
estd localizado no cromossomo 19q13 e codifica a interleucina 28, também conhecida
como IFN-lambda tipo 3 (IFN-A3), que se constitui um mensageiro quimico das reacdes
imunologicas e apresenta também atividade antiviral quando estimulada, como € o caso
do HCV (Ge et al. 2009, Suppiah et al. 2009, Tanaka et al. 2009). Os SNPs se
constituem como polimorfismos de dois alelos de base unica no DNA genémico,
caracterizados por substituicdo de um nucleotideo em pontos bem localizados no DNA
humano (Brookes 1999, NCBI 2011). Os “reference SNP cluster” ou “RefSNP” (rs #)
sdo mapeados e depositados no banco de dados (dbSNP) do Centro Nacional de
Informagdes sobre Biotecnologia — NCBI (NCBI 2011).

O SNP rs12979860 C/T (citosina/timina) estd localizado em uma regido a 3
kilobases (kb) upstream do gene 1L28B (Figura 5) e tem como alelos C e T, sendo
possiveis 0s gendtipos CC, CT e TT. Uma taxa maior do que duas vezes na RVS foi
observada para o genétipo CC quando comparado ao TT, bem como do primeiro em
relacdo ao CT em pacientes tratados com PEG IFN e RBV. Como CC é mais frequente
em individuos de ancestralidade européia, esse achado pode explicar os indices de
resposta mais elevados quando comparados as populacdes de origem africana (Ge et al.
2009). Além disso, esse polimorfismo esta associado a eliminacdo espontanea do HCV,
com taxas de clearance aproximadamente trés vezes maiores do genétipo CC em
relacdo aos outros (Thomas et al. 2009).

O SNP rs8099917 T/G (timina/guanina) esta localizado em uma regido a 8 kb
upstream do gene 1L28B (Figura 5) e cerca de 5 kb do rs12979860, e tem como alelos T
e G, sendo possiveis 0s genttipos TT, TG e GG. Os gen6tipos GG e GT apresentam
maior risco de falha ao tratamento em comparacdo ao TT, que tem sido associado a taxa
mais alta de RVS. Assim, o alelo G é indicador de ndo resposta ao tratamento, sendo
mais encontrado em populac6es asiaticas, quando comparadas as africanas, européias e
americanas (Suppiah et al. 2009, Tanaka et al. 2009, Rauch et al. 2010).

Outros estudos tém confirmado a relacdo dos SNPs rs12979860 e rs8099917
com a resposta ao tratamento para a hepatite C (McCarthy et al. 2010, Montes-Cano et
al. 2010, Thompson et al. 2010, Fabris et al. 2011, Ridruejo et al. 2011, Venegas et al.
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2011, Kobayashi et al. 2012). Apesar de ndo serem conhecidos 0os mecanismos pelos
quais essas variages possam influenciar a eliminagéo viral e a resposta ao tratamento, a
genotipagem de IL28B ¢é relativamente de baixo custo, possibilitando, assim,
informacdes adicionais para a tomada de decisfes quanto ao tratamento da hepatite C
(Thompson 2012).
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Figura 5 — Esquema da regido do gene da IL28 no cromossomo 19
Fonte: Reynolds et al. (2012)

1.6. Aspectos Epidemioldgicos da Infec¢do pelo HCV

1.6.1. Transmissao do HCV

A principal via de transmissdo do HCV ¢ a parenteral. A infeccdo é mais
eficiente por repetidas ou grandes exposi¢Oes percutaneas, principalmente de forma
direta por transfusdo de sangue, hemodialise, transplante de Orgdos e consumo de
drogas injetaveis (Shepard et al. 2005, Alter 2007, 2012).

A transfusdo sanguinea foi a principal forma de transmissdo do HCV até a
implantacdo dos testes sorologicos nos bancos de sangue (Prati 2006, Shepard et al.
2005, Alter 2007, 2012). No entanto, em alguns paises em desenvolvimento, a
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transfusdo continua a ser uma importante fonte de infeccdo, principalmente, pela
escassez de recursos para realizacdo da triagem de doadores de sangue (Prati 2006,
Alter 2012).

A forma mais importante de transmissdo do HCV é o uso de drogas injetaveis,
principalmente, pelo compartilhamento de seringas/agulhas e outros instrumentos
usados durante o consumo dessas drogas. Praticas de utilizacdo de drogas ilicitas ndo
injetaveis também tém sido associadas com a transmissdo do HCV, como a veiculagéo
desse virus por meio de equipamentos contaminados por fluidos nasais e/ou orais desses
usuarios, bem como pela via parenteral devido a escarificacdo da mucosa nasal (Rodés
& Tapias 2000, Shepard et al. 2005, Alter 2007, 2012).

Em relagdo a outros mecanismos de disseminacdo parenteral, incluem-se as
injecOes terapéuticas aplicadas por profissionais ndo habilitados. Aproximadamente 2
milhGes de infec¢bes pelo HCV sdo adquiridos anualmente a partir de injecGes
contaminadas. Em muitos paises, o fornecimento de seringas estéreis € inadequado, 0
que resulta em infecgbes nosocomiais (Shepard et al. 2005, Alter 2007, 2012). A
transmissdo ocupacional da infeccdo pelo HCV acontece basicamente em profissionais
da saude apés acidente com agulha ou outros objetos perfurocortantes contaminados,
sendo que o risco médio de transmissao € de 0,5% (Shepard et al. 2005, Deuffic-Burban
etal. 2011).

Uma variedade de atividades envolve o risco potencial de exposi¢do percutanea
a fluidos corporais com sangue ou hemoderivados, existindo, assim, diversas formas
biologicamente plausiveis de transmissdo, incluindo préticas médicas como cirurgias,
tratamento odontoldgico e de medicina popular, além de procedimentos cosméticos,
praticas religiosas ou culturais, tais como: tatuagem, piercing, circuncisdo,
escarificacdo, acupuntura, dentre outros, quando normas de controle de infeccdo e de
biosseguranca nédo sdo seguidas (Shepard et al. 2005, Alter 2007, 2012). A transmissao
intrafamiliar, de pessoas infectadas a seus familiares, também ¢é possivel pelo
compartilhamento de objetos cortantes de higiene pessoal (escova de dentes, lamina de
barbear, alicate de cuticula, etc.), ou pela exposi¢do de ferimentos abertos (Memon &
Memon 2002, Mohamed et al. 2005).

A transmissdo vertical ocorre em uma parcela pequena dos casos, e esta

relacionada a alguns fatores como carga viral alta (maior que 10° copias/ml), coinfeccéo

26



com HIV, trabalho de parto com rompimento de membranas uterinas, exposi¢do ao
sangue materno infectado decorrentes das laceragdes do parto vaginal, infeccdo de
celulas mononucleares maternas e historico de uso de drogas injetaveis. Ndo ha
associacdo entre o tipo de parto, vaginal ou cesariano, e o0 aleitamento materno com a
transmissdo do virus (Roberts & Yeung 2002, Shepard et al. 2005, Indolfi & Resti
2009, Alter 2012).

A transmissdo sexual do HCV ainda é controversa, mas as evidéncias
epidemioldgicas indicam que esse virus pode ser transmitido por relagdes sexuais com
parceiro infectado, provavelmente pela exposicdo ano-genital a fluidos infecciosos. A
transmissdo sexual ainda esta relacionada com tempo de convivéncia com o parceiro,
nameros de parceiros, relacdo sexual sem protecdo, doencas sexualmente transmissiveis
(DST) e carga viral alta (Shepard et al. 2005, Alter 2007, 2012, Cavalheiro 2007,
Tohme & Holmbergb 2010). Ainda em relacdo a disseminacgdo sexual do HCV, surtos
de hepatite C tém ocorrido entre os homens que fazem sexo com homens (HSH) em
varias regides do mundo, principalmente, devido a pratica de sexo anal desprotegido,
embora possam existir outros fatores relacionados (CDC 2011, Alter 2012, Bradshaw et
al. 2013).

No Brasil, considerando os casos notificados, observa-se que a maior proporcao
esta relacionada ao uso de drogas (27,4%), seguida de transfusdo de sangue e/ou
hemoderivados (26,9%), transmissdo sexual (18,5%), acidente ocupacional (1,2%),
contato domiciliar (1,1%), hemodialise (0,9%), transmissao vertical (0,3%), dentre
outros (23,7%) (Ministério da Salde 2012b).

1.6.2. Prevaléncia

A prevaléncia global estimada da infeccdo pelo HCV no mundo é de
aproximadamente 2 a 3% (Lavanchy 2011), com 150 milhdes de pessoas infectadas,
sendo que 3 a 4 milhdes sdo expostas anualmente a esse virus (WHO 2013). Devido ao
fato de que a maioria das investigacbes é realizada em grupos populacionais
selecionados como doadores de sangue, a prevaléncia dessa infeccdo pode ser

subestimada (Lavanchy 2011).
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De acordo com a localizacdo geografica, pode haver variagcdes nos padrdes de
distribuicdo da infeccdo pelo HCV, assim como de acordo com a faixa etéria e nivel
socioecondémico (Thomson & Finch 2005, Alter 2007, Lavanchy 2011, Hanafiah et al.
2012).

Os dados publicados sugerem que a maioria da populacdo dos paises das
Américas, Europa Ocidental e sudeste da Asia apresenta prevaléncia para infeccio pelo
HCV (anti-HCV) abaixo de 2,5%. Na Europa Oriental, a média observada varia de
1,5% a 5%; na regido ocidental do Pacifico, de 2,5% a 4,9%, e no Oriente Médio, Africa
e Asia Central, esses indices vdo de 1% a mais de 10% (Figura 6). Os maiores
percentuais estdo presentes em paises dessas regides, incluindo Egito (20%), Camardes
(13,8%), Mongoélia (10,7%), Sdo Tomé e Principe (10%) e Congo (6,4%). Na india, a
hepatite C pode ser considerada uma infec¢do emergente, com taxa de até 7,89%, mas o
Egito € o pais com maior prevaléncia no mundo (média de aproximadamente 20%).
Percentuais intermediarios foram observados na Africa do Sul (1,7%), Estados Unidos
(1,8%), China (2,2%), Emirados Arabes (2,3%), Jap3o (2,4%) e Italia (3,2%). Por outro
lado, os indices mais baixos foram verificados em paises da Europa como Suécia
(0,5%), Finlandia (0,5%), Dinamarca (0,5%), Noruega (0,55%) e Alemanha (0,75%);
paises das Américas Central e do Norte incluindo a Nicaragua (0,35%), Groenlandia
(0,5%), Costa Rica (0,75%), Republica Dominicana (0,75%) e Panama (0,75%); além
de paises da Oceania como a Nova Zelandia (0,3%) e Samoa (0,75%) (Lavanchy 2011,
Hanafiah et al. 2012).

28



Prevaléncia anti-HCV

.>10
Ws-0
B2-s
-2
0«

[ sem éado

Figura 6 — Endemicidade mundial da infec¢do pelo HCV (modificado)
Fonte: Lavanchy (2011)

Nas Ameéricas, existem variacdes entre as regides do proprio continente, assim
como entre os paises e regides dentro de um mesmo pais (Te & Jensen 2010, Lavanchy
2011, Hanafiah et al. 2012). Em uma revisdo sistematica para analisar o impacto da
hepatite C, o continente americano foi dividido em varias partes e as prevaléncias de
anti-HCV estimadas (Hanafiah et al. 2012). Na América do Norte (Estados Unidos,
Canadé, llhas Sdo Pedro e Miqueldo), a prevaléncia média foi de 1,3%, variando de
1,1% a 1,6%. Na América Latina como um todo, a prevaléncia média estimada foi de
1,23%, sendo: (i) na regido central (México, Colémbia, Costa Rica, Guatemala,
Honduras, Nicaragua, Panam4, El Salvador e Venezuela), de 1,6% (1,3%-1,9%); (ii) na
parte andina (Peru, Equador e Bolivia), de 2% (1,4%-2,7%); (iii) no sul (Argentina,
Chile, Uruguai e Ilhas Malvinas), de 1,6% (1,1%-2,2%), e (iv) na parte tropical (Brasil e
Paraguai), de 1,2% (1,0%-1,4%) (Ono-Nita 2006, Te & Jensen 2010, Kershenobich et
al. 2011, Lavanchy 2011, Hanafiah et al. 2012).
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O Brasil por se tratar de um pais continental com caracteristicas demogréficas,
sociais e culturais distintas entre suas regides, ha variacdo também nas taxas de
prevaléncia do HCV (Martins et al. 2011). Um estudo de base populacional realizado
em todas as regides brasileiras, entre 2005 e 2009, com 19.503 individuos entre 10 e 69
anos, representando as 26 capitais estaduais e o Distrito Federal, encontrou uma
prevaléncia global de anti-HCV de 1,38% (IC 95% 1,12%-1,64). Na faixa etaria de 20 a
69 anos, as seguintes taxas foram estimadas: 3,22% (IC 95% 2,02-4,41) na Regido
Norte, 0,97% (IC 95% 0,48-1,47) no Nordeste, 1,64% (IC 95% 1,14-2,13) no Centro-
Oeste, 1,09% (IC 95% 0,50-1,68) no Distrito Federal, 1,63% (IC 95% 1,07-2,18) no
Sudeste e 1,70% (IC 95% 1,08-2,32) no Sul (Pereira et al. 2013). De acordo com o
Boletim Epidemiologico de Hepatites Virais, os casos confirmados de hepatite C
registrados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) somam
82.041 casos, entre 1999 e 2011, e foram confirmados 49.291 casos do sexo masculino
e 32.734 do feminino. Em relacdo a faixa etaria, o diagndstico foi mais frequente em
individuos de 55 a 59 anos de idade (taxa de deteccdo de 15,8 por 100 mil habitantes).
A maioria dos casos (68,1%) foi da raca branca, seguida pela parda (23,4%). Com
relacdo a escolaridade, 25,5% dos casos notificados tinham entre a 52 série e 0 ensino
fundamental, e 22,5% o0 ensino médio, completo ou incompleto. Do total de casos,
55.222 (67,3%) ocorreram em residentes da Regido Sudeste. Em 2010, a incidéncia no
Pais foi de 5,4 em 100 mil habitantes, sendo que o Estado do Acre se destacou por
apresentar uma taxa de 18,1 por 100 mil habitantes, superando os Estados de Sdo Paulo
(12,1), Rio Grande do Sul (12,1), Santa Catarina (9,3), Rio de Janeiro (5,8), Paranéa (5,4)
e Distrito Federal (5,4), todos superiores a média nacional para o ano (Ministério da
Salde 2012b).

Em Goias, 1.178 casos foram confirmados de 1999 a 2011, sendo 93 em 2010 e
49 na andlise preliminar do ultimo ano. Em 2010, a taxa de deteccdo por 100 mil
habitantes foi de 1,5 (Ministério da Saude 2012b). Em Goiania, as taxas de prevaléncia
da infeccdo pelo HCV variam de 0 a 63,3%, de acordo com a populagédo estudada e ano

de realizacdo do estudo, conforme listadas no Quadro 1.
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Quadro 1 — Taxas de prevaléncia do HCV em Goiania-Goias, segundo a populagéo

estudada
Referéncia Populacgao Prevaléncia
(%)
Martins et al. (1994) Doadores de sangue 1,4
Martins et al. (1995a) Criancas provenientes de creches 0,0
Martins et al. (1995a) Escolares 0,2
Martins et al. (1995a) Meninos na/de rua, respectivamente 1,0/3,0
Martins et al. (1995b)  Gestantes 0,9
Rosa et al. (1996) Pacientes com hanseniase 1,8
Carneiro et al. (2001) Pacientes em hemodialise 46,1
Barbosa et al. (2002) Hemofilicos 63,3
Lopes et al. (2002) Profissionais de hemodialise 0,7
Barbosa et al. (2005) Individuos com doenca reumatica 1,9
Carneiro et al. (2005) Pacientes em hemodialise 16,5
Pereira et al. (2006) Usuarios andnimos de um centro de testagem 2,5
para HIV
Botelho et al. (2008) Transplantados renais 16,1
Costa et al. (2009) Gestantes 0,15
Del Rios (2011) Pacientes HIV positivos virgens de tratamento 4,6
Franca (2011) Profissionais do sexo 0,7
Reis et al. (2011) Pacientes com tuberculose 7,5
Barros et al. (2013) Reeducandas 6,1
Marinho et al. (2013a)  Catadores de materiais reciclaveis 1,6
Marinho (2013b) Portadores de doengas oncohematoldgicas 0,83
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1.6.3. Distribuicédo Geografica dos Genotipos do HCV

A distribuicdo dos gendtipos do HCV varia de acordo com a localiza¢do
geografica (Simmonds et al. 2005, Lavanchy 2011, Torres 2012), conforme mostrado
na Figura 7. Os gendtipos 1, 2 e 3 apresentam distribuicdo mundial, sendo o primeiro
identificado na maioria das infecgfes por todo o mundo. Os subtipos 1a e 1b sdo
responsaveis por 60% dos casos (Te & Jensen 2010, Lavanchy 2011). O subtipo la é
encontrado predominantemente no norte da Europa e América do Norte, enquanto 1b no
Japdo, além do sul e leste europeu. O gendtipo 2 € mais frequente na Europa e Japéo do
que na América do Norte, sendo endémico na Africa ocidental. Os subtipos 2a e 2b s&o
prevalentes na América do Norte, Europa e Japdo, enquanto o 2¢ no norte da Italia. O
gendtipo 3 é endémico no sudeste da Asia, sendo frequentemente detectado na india. O
gendtipo 4 circula, principalmente, no Oriente Médio, Egito e partes central e centro-
oeste da Africa. O gendtipo 5 é quase exclusivamente encontrado na Africa do Sul,
enquanto o 6 no sudoeste da Asia e Hong Kong (Zein 2000, Te & Jensen 2010,
Lavanchy 2011).

Distribuicao global dos genétipos do HCV
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Figura 7 — Distribuicdo geografica dos genotipos do HCV (modificada)
Fonte: WHO (2009)
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A distribuicdo dos gendtipos e dos subtipos do HCV também esta fortemente
associada com rotas particulares de transmissdo (Nakano et al. 2004, Simmonds et al.
2005, Antaki et al. 2010, Keskin et al. 2010). Assim, na Europa e Estados Unidos, 0s
subtipos la e 3a geralmente sdo encontrados em individuos mais jovens, que muitas
vezes tém como fator de risco 0 uso de drogas injetaveis (Nakano et al. 2004), enquanto
0 subtipo 1b é comum em individuos idosos com histérico de transfusdo de sangue, na
Europa e Turquia (Nakano et al. 2004, Keskin et al. 2010). A presenca de isolados dos
subtipos 2a e 2c em Madagascar e Martinica sugere que a exposi¢do parenteral durante
as campanhas de salde publica pode ter desempenhado importante papel na distribuicéo
desses subtipos (Lavanchy 2011). O gendétipo 4 foi associado ao uso de drogas
injetaveis na Europa, enquanto o 5 ao historico de transfuséo de sangue na Africa do Sul
(Antaki et al. 2010). A presenca do subtipo 5a em um distrito no centro da Franca foi
sugestiva de transmissdo por injecdo contaminada antes de 1972, seguida por
disseminagdo do HCV por transfusdo (Abergel et al. 2007, Lavanchy 2011).

No Brasil, foram encontrados os genétipos 1, 2, 3, 4 e 5 (Campiotto et al. 2005,
Lampe et al. 2013). As frequéncias podem divergir entre as regides no Pais, mas 0s
genotipos 1, 2 e 3 estdo distribuidos em todas elas. O gendtipo 1 é o mais frequente em
todas as regides brasileiras, enquanto o 3 é mais comum na Regido Sul (Campiotto et al.
2005). Os genotipos 4 e 5 foram inicialmente detectados na Regido Sudeste (Levi et al.
2002, Moreira et al. 2003, Campiotto et al. 2005). Outros estudos nessa regido
corroboram a presenga dos mesmos (Arrais et al. 2008, Vigani et al. 2008, Grotto et al.
2011). O genodtipo 4 foi ainda encontrado em Salvador (Zarife et al. 2006) e Belo
Horizonte (Perone et al. 2008), e 0 5 (subtipo 5a) em Mato Grosso (Ribeiro et al. 2009).

No Estado de Goias, foram detectados os subtipos la, 1b, 2b e 3a em
hemofilicos e doadores de sangue (Barbosa et al. 2000, Martins et al. 2006). Nos
estudos conduzidos em pacientes com doengas reumaticas, hemodialisados,
transplantados renais, individuos coinfectados com HIV, pacientes com tuberculose e
em reeducandas, verificou-se a presenca dos subtipos 1a, 1b e 3a (Barbosa et al. 2005,
Espirito-Santo et al. 2007, Botelho et al. 2008, Del Rios 2011, Reis et al. 2011, Barros
et al. 2013). Em catadores de materiais reciclaveis, foram identificados os subtipos 1a e
1b (Marinho et al. 2013a).
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1.7. Prevencao e Controle da Infeccdo pelo HCV

O Brasil apresentou a Organizagcdo Mundial da Saiude (OMS), durante a 632
Assembleia Mundial da Saude, realizada em 2010, uma proposta de reconhecimento do
impacto das hepatites virais na saide mundial. Foi aprovada, portanto, uma resolucéo
que estabeleceu o dia 28 de julho como o Dia Mundial de Luta contra as Hepatites
Virais (Ministério da Saude 2011).

Para reduzir a infeccdo e as doencas relacionadas, torna-se necessaria a
implementacao de atividades de prevencdo primaria, secundaria e terciaria. As medidas
de prevencdo priméaria visam diminuir o risco de disseminacdo da infeccdo e da
incidéncia da mesma, enquanto a secundaria e terciaria da progressdo da doenca em
uma pessoa ja infectada, diminuindo o risco de evolucdo para hepatopatia crénica e de
outras doencas relacionadas (Ferreira & Silveira 2004, Kew et al. 2004, Ministério da
Saude 2005, Hanafiah et al. 2012, WHO 2013). A prevencdo deve focar o
aconselhamento de pessoas em risco, como usuérios de drogas, individuos em prisées,
pacientes de clinicas de DST, HIV soropositivos, doentes neuroldgicos e mentais
(Ferreira & Silveira 2004, Kew et al. 2004).

Segundo a OMS, na prevencao primaria, o risco de infeccdo pode ser reduzido
evitando as seguintes situacfes: injecdes desnecessarias e ndo seguras, recebimento de
6rgdos e sangue de paciente portador do HCV, manuseio de material contaminado nédo
adotando os procedimentos de biosseguranca, uso de drogas e compartilhamento de
material injetavel, sexo desprotegido com pessoa infectada pelo virus,
compartilhamento de itens pessoais cortantes, além da realizacdo de tatuagens, piercings
e acupuntura com equipamentos que possam estar contaminados (WHO 2013).

As medidas de prevencdo secundaria e terciaria incluem o tratamento dos
individuos infectados, ndo consumo de alcool, ndo exposicdo a substancias
hepatotdxicas e controle de indices de salude como peso, colesterol e glicemia
(Ministério da Saude 2005). Segundo a OMS, na prevencdo secundaria e terciéria, as
recomendacgdes sdo: educagdo e aconselhamento sobre as opgbes de tratamento,

imunizacdo contra as hepatites A e B, além do tratamento precoce, se for o caso, e

34



acompanhamento regular visando o diagnostico da doenca hepatica cronica o mais cedo
possivel (WHO 2013).

Em novembro de 1993, a implantacdo da triagem do marcador anti-HCV nos
bancos de sangue passou a ser obrigatdria no Brasil, com a publicacdo da Portaria n°
1376 (Ministério da Saude 1993). A partir de 2004, o Ministério da Saude editou a
Portaria n°® 112, recomendando a implantacdo gradativa do teste de amplificacdo e
deteccdo do acido nucléico viral (NAT) na triagem do HCV em doadores de sangue
(Ministério da Saude 2004). Essa medida diminuiria o risco residual de transmissao, que
ocorre em funcdo da janela imunoldgica (Prati 2006), porém o custo dispendioso e
pessoal qualificado na realizacdo dos exames tém dificultado a implantacdo de tal
triagem nos bancos de sangue, sobretudo no servi¢o publico de saude (Wendel et al.
2009). Contudo, essa medida entrou em vigor em alguns paises desenvolvidos da
Europa, Canadd e nos Estados Unidos, reduzindo de forma substancial o risco de
transmisséo por transfuséo (Saldanha et al. 1999, Prati 2006). No Brasil, recentemente o
Ministério da Salde publicou a Portaria n°® 25, incorporando o NAT para deteccdo do
HIV e HCV na testagem de amostras de sangue de doadores no ambito do Sistema
Nacional de Sangue, Componentes e Hemoderivados do SUS (Ministério da Saude
2013b).

O desenvolvimento de vacinas tem sido dificultado, principalmente, pela
variabilidade genética do HCV e falta de modelos animais apropriados. No entanto,
existem algumas vacinas em desenvolvimento, 0 que representard um componente
importante no controle da infeccdo do HCV, especialmente, em populacdes onde a
prevaléncia € alta e os antivirais ndo sdo acessiveis (Fauvelle et al. 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos sobre a infeccdo pelo HCV sdo importantes tendo em vista que a
hepatite C representa um problema de satde mundial, ocasionando mais de 350.000
mortes a cada ano (Lavanchy 2011, WHO 2013). Em Goias, 1.178 casos foram
confirmados de 1999 a 2011, sendo 48 nesse Ultimo ano (Ministério da Saude 2012b).
Por ser uma doenca silenciosa, ressalta-se a necessidade de estudos para compreensao
do cenario dessa infeccdo, subsidiando a elaboracdo de intervencgdes individuais e
coletivas com a finalidade de reduzir a infeccao na populacéo.

O monitoramento da distribuicdo de gendtipos € relevante na definicdo de
tendéncias epidemioldgicas sobre introducdo de novos genétipos, taxa de
recombinacfes genéticas e expansdo geografica do virus em rotas de transmissao
recentes (Simmonds et al. 2005, Lavanchy 2011, Torres 2012). Além da importancia
epidemioldgica, os genétipos do HCV sdo os principais preditores de resposta ao
tratamento da hepatite C (Heathcote & Main 2005, Modi & Liang 2008, Asselah et al.
2010, Seeff & Ghany 2010, Ministério da Saude 2011). Outro fator relacionado ao virus
é a carga viral. Em relacdo ao hospedeiro, varios fatores tém sido evidenciados, tais
como: idade, raca, sexo masculino, presenca de esteatose hepética, IMC, resisténcia a
insulina, consumo de alcool, estadio de fibrose avancado, coinfecgdes com o HIV e/ou
HBV, uso de drogas ilicitas e fatores genéticos (Heathcote & Main 2005, Modi & Liang
2008, Asselah et al. 2010, Seeff & Ghany 2010, Ministério da Saude 2011). Apesar da
importancia desses fatores na resposta ao tratamento da hepatite C, na Regido Centro-
Oeste, para 0 nosso conhecimento, ndo existem dados sobre o tema em questao.

Portanto, este estudo foi proposto com o intuito de identificar os gendtipos
circulantes em pacientes com hepatite C na cidade de Goiania-GO, analisar o
polimorfismo genético proximo ao gene IL28B em pacientes infectados com o gendtipo
1 e relaciona-lo a resposta ao tratamento para hepatite C. Acredita-se que os resultados
aqui encontrados, juntamente com os de outros estudos brasileiros, contribuirdo para o
melhor acompanhamento e manejo clinico dos pacientes portadores do genotipo 1 do
HCV, o que certamente refletira na melhor assisténcia e qualidade de vida desses

individuos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
e Investigar os gendtipos do HCV nos pacientes atendidos em laboratério de

referéncia em Goidnia-GO e a resposta ao tratamento para hepatite C em

portadores do gendtipo 1, com énfase no polimorfismo relacionado ao gene

IL28B.

3.2. Objetivos Especificos

e Identificar os gendtipos do HCV em pacientes com hepatite C em Goiania-GO;

e Determinar a frequéncia do polimorfismo préximo ao gene 1L28B (rs12979860)

no grupo de pacientes infectados com o genotipo 1 submetidos ao tratamento

para hepatite C;

e Verificar a taxa de resposta viroldgica sustentada neste grupo de pacientes, e

relaciona-la com o polimorfismo préximo ao gene 1L28B (rs12979860).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento, Local e Populacéo de Estudo

Inicialmente, foi realizado um estudo de corte transversal em pacientes
infectados com o virus da hepatite C atendidos em laboratério de referéncia em
Goiania-GO, em um periodo de 10 anos, compreendendo de janeiro de 2003 a
dezembro de 2012 (Figura 8). Os pacientes com sorologia reagente para o marcador
anti-HCV foram encaminhados pela Secretaria Municipal de Saude ao Laboratério Prof?
Margarida Dobler Komma do Instituto de Patologia Tropical e Salde
Publica/Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG), para realizacdo dos testes
moleculares (deteccdo do RNA-HCV e genotipagem). Esses pacientes foram
convidados a participar da presente investigacdo, tendo sido observados os seguintes
critérios de inclusdo: ser reagente para 0 marcador anti-HCV e néo ter participado da
mesma previamente. Todos os pacientes elegiveis (n = 1300) aceitaram participar do
estudo.

Entre janeiro de 2012 e dezembro de 2013, foi formada uma coorte de
portadores do gendtipo 1 do HCV submetidos ao tratamento da hepatite C para
avaliacdo de sua resposta, com énfase no polimorfismo relacionado ao gene IL28B
(rs12979860) (Figura 8). Os pacientes foram selecionados, considerando 0s seguintes
critérios de inclusdo: ser portador crénico do gen6tipo 1 do HCV e ter indicagdo para
tratamento da hepatite C com PEG IFN e RBV. O critério de exclusdo foi: ser
portadores do HIV e/ou HBV. Os pacientes selecionados foram esclarecidos sobre 0s
objetivos e procedimentos do estudo, e todos aceitaram participar da presente
investigacdo, totalizando 101 individuos. Para andlise da avaliacdo da resposta ao
tratamento para hepatite C, os pacientes foram classificados em dois grupos: (i) aqueles
que alcangaram RVS e (ii) os ndo respondedores (NR), incluindo os recidivantes.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Goiés.
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Janeiro 2012 a Dezembro 2013

Periodo do Estudo

Figura 8 — Fluxograma do estudo

4.2. Entrevista e Coleta de Sangue

Ap0s os participantes serem esclarecidos sobre os objetivos e procedimentos do
estudo, foi solicitada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), ou coleta de impressao digital dos analfabetos. Para os menores de idade, o
referido termo foi assinado pelos pais ou responsaveis. Posteriormente, 0s pacientes

foram submetidos a entrevista sobre caracteristicas sociodemogréaficas (idade, sexo,
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estado civil, naturalidade, escolaridade e renda familiar) e de risco para infec¢do pelo
HCV (transfusdo de sangue, cirurgia, acupuntura, tatuagem, tratamento odontoldgico,
hemodialise, uso de drogas ilicitas, atividade sexual, nUmero de parceiros sexuais e
historia de DST). Para os portadores do genotipo 1 do HCV selecionados para avaliacao
da resposta ao tratamento para hepatite C, foram coletados adicionalmente os seguintes
dados: raca, altura, peso, presenga de piercing, relagdo com parceiro do mesmo sexo e
n&o uso/uso irregular de preservativo. Para estes pacientes, foram coletados ainda dados
em prontuarios referentes a fibrose hepatica e carga viral do HCV.

Foram coletados 10 mL de sangue de cada paciente e as amostras foram
transportadas para o Laboratorio de Virologia do IPTSP/UFG, onde foram centrifugadas
e, apos separacdo, as aliquotas de soro estocadas a -20°C. Para analise do polimorfismo
préximo ao gene IL28B, uma aliquota de sangue (1 mL) foi colocada em tubo com
anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético). As amostras de sangue total

foram estocadas a -20°C.

4.3. Deteccdo do RNA-HCV

4.3.1. Extracdo e Transcrigdo do RNA-HCV

Todas as amostras foram testadas para a detec¢do do RNA viral pela RT-PCR. A
extracdo do RNA foi realizada pelo método trizol/cloroférmio a partir de 200 pL de
soro, que foi concentrado por centrifugacdo a 16.000 rpm a 4°C por 90 minutos. Um
volume de 150 uL de soro foi retirado, e adicionou-se igual volume de trizol (Life
Technologies), aos 50 pL de soro concentrado. Ap6s homogeneizar em vortex, foram
acrescentados 40 pL de cloroférmio (Merck) para separacdo de fases e, em seguida,
homogeneizou-se por inversdo. Apés centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 minutos, a fase
superior incolor (menos densa) foi transferida para tubos contendo 20 uL de dextran (1
pug/uL) (GE Healthcare Life Sciences) e 100 pL de isopropanol (Merck). Apds
centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e 200 pL de etanol a 80% (Merck) foram
adicionados, para purificagdo e precipitacdo, com formacdo do sedimento (pellet).

Novamente o sobrenadante foi descartado, e os tubos secos com o auxilio de uma
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bomba de vacuo. O RNA obtido foi ressuspenso em 12 pL de &gua tratada com
dietilpirocarbonato (Sigma) (inativador de ribonuclease).

Para a transcricdo reversa, foi preparada uma mistura contendo o iniciador
randomico (Life Technologies), RNAguard ou RNase Inhibitor (GE Healthcare Life
Sciences), 200 U da transcriptase reversa do virus de leucemia murina de Moloney (Life
Technologies) e 0,2 mM de cada dNTP (GE Healthcare Life Sciences), em um volume
final de 24 pL (12 pL da mistura da reagéo de transcri¢do + 12 pL do RNA), a qual foi

incubada a 42°C, durante 90 minutos.

4.3.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O cDNA foi submetido a reacdo de amplificacdo por nested PCR com
iniciadores especificos para a regido 5’ NC. Na primeira PCR (PCR-1), foram utilizados
8 UL do cDNA e iniciadores externos {(CACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTC)
homologo & posigdo -305 e (ATGGTGCACGGTCTACGAAGACCTCC) homologo a
posicdo 2}, em um volume final de 50 pL, na presenca de 0,2 mM de cada dNTP (Life
Technologies), 3 mM de MgCIl, e 1 U da enzima Tag DNA polimerase (Life
Technologies). Os tubos com essa mistura foram colocados no termociclador, onde o
DNA foi desnaturado por aquecimento a 94°C por dois minutos, amplificado durante 35
ciclos a 94°C por 15 segundos, a 50°C por 45 segundos e a 72°C por um minuto,
seguidos por um alongamento de sete minutos a 72°C.

Na segunda PCR (PCR-2), 2 uL do produto obtido foi amplificado novamente
utilizando iniciadores internos {(TTCACGCAGAAAGCGTCTAGCC) homdlogo a
posicdo -279 e (GGGCACTCGCAAGCACCCTATCAGG) homologo a posicao -26}%,
em um volume final de 50 pL, nas mesmas condi¢des da PCR-1 descritas acima, exceto

pelo aumento da concentracdo do MgCl, para 5 mM, segundo Ginabreda et al. (1997).

4.3.3. Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos da PCR-2 (253 pb) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (Life Technologies) em TBE (tampd&o tris-borato-EDTA), contendo
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brometo de etidio (GE Healthcare Life Sciences). Apds misturados ao azul de
bromofenol (GE Healthcare Life Sciences), aplicados no gel e submetidos a
eletroforese, foram visualizados sob luz ultravioleta em um transluminador.

Para evitar a contaminacdo, a extracdo e transcricdo reversa do RNA, a
preparacdo de reagentes pré-PCR, a amplificagdo do cDNA e a eletroforese em gel dos
produtos da PCR-2 foram realizados em salas separadas e com cuidados inerentes a

cada etapa.

4.4. Genotipagem do HCV

4.4.1. Genotipagem por LiPA (Line probe assay)

Todas as amostras positivas para RNA-HCV foram submetidas ao método line
probe assay — LiPA (Versant HCV Genotype Assay, Bayer). Inicialmente, as sequéncias
genémicas de cDNA foram amplificadas novamente por nested PCR com iniciadores
biotinilados complementares a regido 5’ NC do genoma do HCV. Foram adicionados 10
pL da PCR-2 e 10 pL de solucdo desnaturante em canaletas identificadas com os
nameros das amostras, incubando-se por 5 minutos. Adicionou-se a solucdo de
hibridizacdo (2 mL) e as fitas teste, incubando-se em banho-maria a 50°C sob agitacao
de 80 rpm por uma hora. Ap6s a hibridizacdo, as fitas foram lavadas com solucdo de
lavagem por 30 minutos em temperatura ambiente sob agitacdo. Foram adicionados 2
mL do conjugado (solucdo de estreptoavidina marcada com fosfatase alcalina),
incubando-se por 30 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. Logo apos, foram
realizadas duas lavagens, cada uma por um minuto, seguidas da adicdo de 2 mL de
substrato (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/BICP e azul de nitrotetraz6lio/NBT), com
incubacédo por 30 minutos. Apos a lavagem com agua destilada, as fitas foram secas. A
visualizacdo da reatividade dos fragmentos amplificados em uma ou mais linhas sobre
as tiras permitiu a identificacdo dos genotipos e subtipos do HCV, conforme as

instrucdes do fabricante.
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4.4.2. Sequenciamento e Andlise Filogenética da Regido NS5B

As amostras subtipadas como 1a/1b pelo LiPA, bem como as dos gendtipos 2 e 4
do HCV foram submetidas a genotipagem por sequenciamento e analise filogenética da
regido NS5B do genoma viral, a partir das seguintes etapas: amplificacéo, purificacao,

sequenciamento e analise filogenética.

Amplificacdo - Foi realizada uma semi-nested PCR para a regido NS5B,
conforme Sandres-Sauné et al. (2003). Na primeira PCR (PCR-1), foram utilizados 8
pL do cDNA e iniciadores externos sense (PR3) (5°-
TATGAYACCCGCTGYTTTGACTC-3’) na posi¢do 8256-8278 e antisense (PR4) (5°-
GCNGARTAYCTYGTCATAGCCTC-3’) na posicao 8622-8644. A PCR-1 foi
realizada num volume final de 50 pL, na presenca de 0,2 mM de cada dNTP, 3 mM de
MgCl, e 1 U de enzima Tag DNA polimerase (Life Technologies). A reacdo foi
incubada a 50°C por 30 minutos, e submetida a cinco ciclos de 93°C por 30 segundos,
60°C por 45 minutos e 72°C por 1 minuto, seguidos de 35 ciclos a 93°C por 30
segundos, 60°C com diminuicdo de - 0,3°C entre cada ciclo e 72°C por 1 minuto.
Finalizando, com alongamento a 72°C por 5 minutos.

A segunda amplificagcdo (PCR-2) foi realizada com 5 pL do produto obtido da
PCR-1, o qual foi novamente amplificado com iniciadores internos sense (PR3) (5°-
TATGAYACCCGCTGYTTTGACTC-3") na posi¢do 8256-8278 e antisense (PR5) (5°-
GCTAGTCATAGCCTCCGT-3’) na posigdo 8619-8636, em um volume total de 110
pL. Apds a incubagdo a 95°C por 5 minutos, o DNA foi amplificado durante 35 ciclos
de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, seguidos por
alongamento a 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados (341 pb) foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo brometo de etideo, e

visualizados sob luz ultravioleta em um transluminador.

Purificacdo - Os produtos da segunda amplificacdo da regido NS5B foram
purificados utilizado o kit QIAquick PCR purification (QIAGEN), seguindo as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, em tubo tipo eppendorf, foram adicionados
cinco volumes (500 pL) do tampédo (PBI) e um volume (100 pL) do produto obtido da
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PCR-2 de cada amostra. Esta mistura foi homogeneizada e, em seguida, aplicada na
coluna fornecida pelo kit, a qual foi centrifugada por um minuto a 13.000 rpm.
Posteriormente, o liquido centrifugado foi descartado e, logo apés, 750 pL do tampéo
de lavagem (PE) foram adicionados a coluna, sendo esta, igualmente submetida a
centrifugacdo. Depois dessa etapa, o liquido residual foi descartado e o tubo mais uma
vez centrifugado para tirar o excesso de tampdo. Em seguida, a coluna QIlAquick foi
colocada em um tubo tipo eppendorf, onde foram adicionados 50 puL do tampéo de
eluicdo (EB) no centro da membrana da coluna e processou-se a centrifugacao por um
minuto a 13.000 rpm. Ao final do processo, a coluna foi desprezada e 0 DNA coletado

em tubo tipo eppendorf, o qual foi armazenado a -20°C.

Quantificacdo - Cada amostra (4 pL) foi aplicada em um gel de agarose a 2%,
bem como 4 pL do marcador de massa e peso molecular Low DNA mass ladder (Life
Technologies), afim de comparar a intensidade das bandas e calcular a concentracdo de
DNA a ser utilizada na técnica de sequenciamento.

Sequenciamento - Foi feita uma pré-mistura de reacdo para cada iniciador
utilizado na reacdo de sequenciamento, contendo: agua MilliQ (6 pL), tampdo MgCl,
5X (3 pL), iniciadores especificos (concentracdo de 2,0 pmol em um volume de 3 uL)
para a regido NS5B, “sense” (5’-TATGAYACCCGCTGYTTTGACTC-3") na posi¢ao
8256-8278 e “antisense” (5’- GCTAGTCATAGCCTCCGT-3’) na posicao 8619-8636 e
1 pL do BigDye (Kit BigDye Terminator verséo v.3.01 Cycle Sequencing Kit - Applied
Biosystems), que contém ddNTPs (trifosfatos de didesoxinucleotideos) marcados,
totalizando 13 pL. Em seguida, foram adicionados 2 pL de DNA na concentracdo de 30
a 40 ng/mL e distribuidos na placa de sequenciamento de acordo com o0 mapa da reacao.
As reacOes de sequenciamento foram realizadas no termociclador C1000 Thermal
Cycler (BIO-RAD), com programa especifico para a sintese da fita complementar e
incorporagdo dos ddNTPs marcados (25 ciclos de 95°C por 20 segundos, 50°C por 15
segundos e 60°C por 60 segundos).

As amostras foram precipitadas utilizando-se 65 pL de isopropanol a 65%. A
placa foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente em lugar escuro e, logo apos,

centrifugada por 45 minutos a 2000 rcf (3488 rpm) a 20°C. A seguir, 0 sobrenadante foi
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descartado, e acrescidos 250 L de etanol a 60%. Apos centrifugacdo por 10 minutos a
2000 rcf a 20°C, o sobrenadante foi descartado e mais uma vez acrescidos 100 pL de
etanol 60%, e novamente realizada centrifugacdo a 2000 rcf por 20 minutos. O
sobrenadante foi desprezado, e 0 sedimento foi seco no termociclador a 95°C por 2
minutos. Em seguida, foi realizada a desnaturacdo. O DNA foi ressuspenso em 10 pL de
formamida Hi-Di (Applied Biosystems), e a placa colocada no termociclador a 95° C por
5 minutos. Imediatamente apds a incubacdo, a mesma foi colocada em gelo por dois

minutos e logo depois no sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems).

Andlise filogenética - Para a analise das sequéncias, um consenso das fitas sense
e antisense foi montado utilizando-se o programa SeqMan Il versdo 5.01 (DNASTAR).
Para a identificacdo do genotipo viral, as sequéncias consenso de cada amostra foram
alinhadas, empregando-se o programa Clustal X (Thompson et al. 1997) juntamente
com sequéncias dos diferentes genotipos e subtipos do HCV obtidas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O programa BioEdit foi utilizado para edi¢cdo do
alinhamento. A classificacdo dos gendtipos foi realizada por analise filogenética,
utilizando-se o programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versdo 4
(Tamura et al. 2007). A arvore foi construida empregando-se 0 método de Neighbor-
Joining e 0 modelo de substituicdo de nucleotideos Kimura 2 parametros. Finalmente, a

robustez dos grupos filogenéticos foi avaliada utilizando bootstrap de 1025 repeticdes.

4.5. Analise de Polimorfismo Préoximo ao Gene 1L28B

As amostras de sangue total dos pacientes com gendtipo 1 submetidas ao
tratamento para hepatite C foram analisadas pelo polimorfismo préximo ao gene 1L28B
(SNP rs12979860 C/T), incluindo os seguintes processos: extracdo de DNA, PCR e
genotipagem por RFLP.

Extracdo do DNA - A extracdo do DNA gendémico foi realizada empregando-se
0 Qiamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN), conforme instru¢cbes do fabricante.
Resumidamente, em tubo tipo eppendorf, foram adicionados 40 uL de Proteinase K,

400 pL do sangue total e 400 pL do tampao AL. Apds homogeneizacao, a solucao foi
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incubada a 50°C por 1 hora. Adicionou-se etanol (400 pL) e centrifugou-se por 1
minuto a 8.000 rpm. Transferiu-se o0 DNA para a coluna de filtro com tubo coletor
fornecidos pelo kit, centrifugando-o novamente. Apds renovacgdo do tubo coletor, foram
adicionados 500 pL de tampdo AW1, e nova centrifugacdo realizada nas mesmas
condicgdes. Substituiu-se o tubo coletor, e o tampdo AW2 (500 uL) foi acrescido,
centrifugando a 14.000 rpm por 3 minutos, seguidos por mais 1 minuto para retirar o
excesso. Colocou-se a coluna de filtro em tubo eppendorf e, ao centro da mesma, foram
adicionados 150 pL do tampédo AE para a elui¢do. Aguardados 15 minutos, centrifugou-
se por 2 minutos a 8.000 rpm. Ao final do processo, a coluna foi desprezada, o DNA

coletado em tubo tipo eppendorf e armazenado a -20°C.

PCR - O DNA foi submetido a reacdo de amplificacdo por PCR com iniciadores
especificos para regido de interesse no cromossomo 19, conforme Fabris et al. (2011).
Na PCR, foram utilizados 20 pL do DNA e iniciadores sense (IL1) (5°-
GCTTATCGCATACGGCTAGG -3%) e antisense (IL2) (5°-
AGGCTCAGGGTCAATCACAG -3%), em um volume final de 50 L, na presenca de
0,2 mM de cada dNTP (Life Technologies), 2 mM de MgCl, e 1 U da enzima Taq DNA
polimerase (Life Technologies). Apds esta mistura, a reacdo foi colocada no
termociclador, onde o DNA foi desnaturado por aquecimento a 95°C por trés minutos,
amplificado durante 35 ciclos a 95°C por 1 minuto, a 58°C por 45 segundos e a 72°C por
45 segundos, seguidos por um alongamento de trés minutos a 72°C, resultando em um
produto de 242 pb.

Genotipagem por RFLP - Para a andlise do polimorfismo, realizou-se a
genotipagem por RFLP, conforme Fabris et al. (2011). Em um volume total de 20 L,
10 pL da PCR foram digeridos com 1 U da endonuclease BstU-1 (New England
Biolabs) a 60°C overnight. Os fragmentos foram misturados ao azul de bromofenol (GE
Healthcare Life Sciences) e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3% (Life
Technologies) em TBE (tampdo tris-borato-EDTA), contendo brometo de etidio (GE
Healthcare Life Sciences). Logo ap6s, foram visualizados sob luz ultravioleta em um

transluminador.
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Os fragmentos digeridos para os gendtipos CC, TT e TC foram,

respectivamente, 135 + 82 + 25 pb, 160 + 82 pb e 160 + 135 + 82 + 25 pb (Figura 9).

CC
160pb
135pb -
a2pb -
25pb -

TC

TT

Figura 9 — Representacdo esquematica da discriminacdo dos genotipos CC, TC e TT

(rs12979860).

4.6. Processamento e Andlise de Dados

Os dados das entrevistas, bem como os resultados dos testes moleculares e do

polimorfismo proximo ao gene 1L28B, foram digitados e analisados no programa “Epi

Info versdo 3.5.4” (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA).

Procedeu-se a andlise descritiva para as caracteristicas da populacdo estudada, por meio

de distribuicdo de frequéncias, calculo da média de idade e seu desvio padrdo. A Taxa

de RVS foi calculada com intervalo de confianca de 95% (IC 95%). O teste de ¥ foi

utilizado quando apropriado e valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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5. RESULTADOS

5.1. Deteccéo do RNA-HCV

Inicialmente, todas as amostras dos pacientes anti-HCV reagentes foram testadas

para a deteccdo do RNA viral, sendo 68,8% (894/1300) positivas para este marcador.

5.2. Caracteristicas Sociodemograficas dos Pacientes RNA-HCV Positivos

A Tabela 1 mostra as caracteristicas sociodemogréficas dos 894 portadores do
virus da hepatite C estudados em Goiania, Goias. A média de idade foi de 43,2 anos (dp
11,4), sendo a maior frequéncia de individuos com idade entre 40 e 49 anos (36,9%).
Observou-se predominio do sexo masculino (62,3%).

Mais da metade da populagéo (52,5%) era casada ou relatou unido consensual,
30,3% eram solteiros e 17,2% separados ou vilvos. A maioria (70,0%) informou ter
nascido em Goias.

Quanto ao nivel de escolaridade, 50,0% declararam ter cursado o primeiro grau,
38,4% o0 segundo grau e 8,9% o terceiro grau. Ainda, 2,7% mencionaram ser
analfabetos.

Dos entrevistados, 4,8% referiram renda familiar inferior a um salario minimo

(sm), 55,2% de um a dois sm, 29,8% de trés a cinco sm e 10,2% superior a cinco sm.
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Tabela 1 — Caracteristicas sociodemogréaficas de 894 portadores do virus da hepatite C
estudados em Goiénia, Goias

Caracteristica N %
Idade (média = dp: 43,2 + 11,4)
< 18 anos 16 1,8
19 - 29 anos 84 9,4
30 - 39 anos 214 23,9
40 - 49 anos 330 36,9
> 50 anos 250 28,0
Sexo
Feminino 337 37,7
Masculino 557 62,3
Estado civil
Solteiro 271 30,3
Casado/Uniéo consensual 469 52,5
Viavo/Separado 154 17,2
Naturalidade
Goias 626 70,0
Outro Estado 268 30,0
Escolaridade
Nenhuma 24 2,7
<9 anos (1° grau) 447 50,0
10 — 12 anos (2° grau) 343 38,4
> 13 anos (3° grau) 80 8,9
Renda familiar
<1sm* 41 4,8
1-2sm 471 55,2
3-5sm 254 29,8
>5sm 87 10,2

Sem informacéo 41
dp: Desvio padrdo * Salario minimo
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5.3. Caracteristicas de Risco Relatadas por Portadores do HCV

As caracteristicas de risco relatadas pelos individuos infectados pelo virus da
hepatite C em Goiania-Goias sdo apresentadas na Tabela 2. Dos entrevistados, 35,8%
relataram transfusdo sanguinea antes de 1994, 68,0% foram submetidos a algum
procedimento cirurgico, 4,0% realizaram acupuntura, 20,7% apresentavam tatuagem e
38,5% referiram tratamento odontolégico com profissional ndo graduado. Apenas 26
(2,9%) eram pacientes renais cronicos em hemodialise.

Em relacdo ao consumo de drogas ilicitas, 13,3% fizeram uso de drogas néo
injetaveis, 9,8% de injetaveis e 12,7% de ambas.

A maioria dos individuos com idade acima de 16 anos (98,8%) informou
atividade sexual, sendo que destes, 69,3% tiveram multiplos parceiros sexuais na vida e
41,4% historia de DST.
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Tabela 2 — Caracteristicas de risco relatadas por portadores do virus da hepatite C

estudados em Goiania, Goias

Caracteristica N %
Transfusdo sanguinea (n = 873)

Né&o 490 56,1

1994 ou apos 71 8,1

Antes de 1994 312 35,8
Cirurgia (n = 891)

Né&o 285 32,0

Sim 606 68,0
Acupuntura (n = 891)

Né&o 855 96,0

Sim 36 4,0
Tatuagem (n = 892)

Né&o 707 79,3

Sim 185 20,7
Tratamento odontolégico (n = 857)

Sem tratamento 9 1,1

Com profissional graduado 518 60,4

Com profissional ndo graduado 330 38,5
Hemodialise (n = 893)

Né&o 867 97,1

Sim 26 2,9
Uso de drogas ilicitas (n = 891)

Né&o 572 64,2

N&o injetavel 119 13,3

Injetavel 87 9,8

Ambas 113 12,7
Atividade Sexual* (n = 883)

Né&o 11 1,2

Sim 872 98,8
Multiplos parceiros sexuais (>5)** (n = 860)

Né&o 264 30,7

Sim 596 69,3
Doengas Sexualmente Transmissiveis** (n = 865)

Né&o 507 58,6

Sim 358 41,4

* Foram considerados individuos acima de 16 anos.
** Foram considerados individuos que relataram atividade sexual.
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5.4. Distribuicéo de Genétipos/Subtipos do HCV

Na Figura 10, observa-se a distribui¢do dos genoétipos/subtipos do HCV em 894
portadores do HCV em Goiania, Goias. Foram identificados os genotipos 1 (76,3%), 2
(1,9%), 3 (21,6%) e 4 (0,2%) pelo LiPA, bem como os subtipos 1a (n = 343), 1b (n =
326) e la/lb (n = 13). Ao realizar o sequenciamento e analise filogenética da regido
NS5B do genoma viral, verificou-se que, dentre as amostras tipadas como 1a/lb, nove
foram do subtipo 1a e quatro do 1b. Dos infectados com o genotipo 2, foram subtipadas
4/17 amostras: trés do subtipo 2b e uma do subtipo 2j. Um dos dois portadores do

genotipo 4 apresentou o subtipo 4a (Figura 11).
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m2j

m2b
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H1la/1b
1b

Hla

_

Genotipo 1 Genotipo 2 Genotipo 3 Genotipo 4

Figura 10 — Distribuicdo dos genotipos/subtipos do HCV em 894 portadores do virus da
hepatite C em Goiania, Goias
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Figura 11 — Arvore filogenética da regifo NS5B do HCV, incluindo 18 sequéncias
provenientes de portadores do virus da hepatite C em Goiania-GO, 17 sequéncias de

referéncia para os genotipos de 1 a 7 e seus principais subtipos obtidas do GenBank.
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Dos 312 portadores do HCV que relataram transfuséo antes de 1994, a maioria
(66,1%) foi infectada com o subtipo 1b. Por outro lado, dos 200 individuos que

informaram o uso de drogas injetaveis (incluindo 87 injetaveis e 113 injetaveis/nao
injetaveis), 149 (74,5%) eram portadores do subtipo 1a (Figura 12).

Transfusao sanguinea Uso de drogas injetaveis

antes de 1994
8,3
23,7 22 H Subtipo 1a
1,9 2,5
’ W Gendtipo 2
W Gendtipo 3

74,5

(%)

(%)

Figura 12 — Distribuicdo dos gendtipos/subtipos do HCV, considerando o relato do uso

de drogas injetaveis e transfusdo de sangue antes de 1994, em portadores do virus da
hepatite C em Goiania, Goiés.
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5.5. Avaliacdo do Polimorfismo Relacionado ao Gene IL28B e Resposta ao

Tratamento para Hepatite C

5.5.1. Caracteristicas Relacionadas ao HCV e ao Hospedeiro

A Tabela 3 apresenta as caracteristicas virologicas e dos 101 portadores do
genotipo 1 do HCV selecionados para avaliagdo do polimorfismo relacionado ao gene
IL28B e da resposta ao tratamento para hepatite C em Goiénia, Goias. A média de idade
foi de 48,2 anos (variacdo de 11 a 67 anos), sendo 55 (54,5%) do sexo masculino e 46
(45,5%) do feminino. Quanto a raca, 62,4% se autodeclararam pardos, 30,7% brancos e
6,9% pretos.

Os individuos relataram uma ou mais caracteristicas de risco relacionadas a
transmissdo parenteral do HCV, tais como: cirurgia (87,1%), tratamento odontoldgico
com profissional ndo graduado (42,6%), transfusdo sanguinea antes de 1994 (36,6%),
uso de drogas ilicitas ndo injetaveis (27,7%), tatuagem/piercing (25,7%), uso de drogas
ilicitas injetaveis (15,8%), dentre outros. Ainda, varios pacientes informaram
caracteristicas relacionadas a transmissdo sexual, incluindo multiplos parceiros sexuais
ao longo da vida (71,7%), uso de preservativo de forma irregular ou ndo uso (71,7%) e
historia de DST (40,4%).

Mais da metade (55,4%) dos individuos estudados possuiam IMC considerado
acima do peso. A intensidade de fibrose hepatica foi leve/moderada (Metavir = FO-F2)
em 50,5% dos pacientes, e acentuada (Metavir = F3-F4) em 25,7%. A maioria (79%)
dos pacientes apresentou carga viral do HCV elevada (> 600.000 UI/mL), sendo a
média de 2,2 x 10° UI/mL (variacdo 2,9 x 10° — 2,1 x 10" Ul/mL). O subtipo 1a foi
identificado em 53,5% dos pacientes, seguido de 1b em 46,5%. Em relagdo ao

tratamento para hepatite C, a maioria dos pacientes (73,3%) era virgem (naive).
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Tabela 3 — Caracteristicas viroldgicas e dos 101 portadores do genotipo 1 do HCV
selecionados para avaliagdo do polimorfismo relacionado ao gene IL28B e resposta ao
tratamento para hepatite C em Goiania, Goias

Caracteristicas
Idade (anos)

Média + dp (variacdo) 48,2 £10,6 (11-67)
Sexo (%)
Masculino 54,5%
Feminino 45,5%
Raga (%)
Branca 30,7%
Preta 6,9%
Parda 62,4%
Caracteristicas de risco (%)
Cirurgia 87,1%
Tratamento odontolégico com profissional ndo graduado 42,6%
Transfusdo sanguinea antes de 1994 36,6%
Uso de drogas ilicitas ndo injetaveis 27,7%
Tatuagem/piercing 25,7%
Uso de drogas ilicitas injetaveis 15,8%
Acupuntura 5,9%
Hemodialise 3,0%
Mudltiplos parceiros sexuais (>5)* 71,7%
Uso irregular ou ndo uso de preservativo* 71,7%
DST (doenga sexualmente transmissivel)* 40,4%
Relagdo com parceiro do mesmo sexo* 5,1%
IMC** (%)
Abaixo do peso (<18,5) 2,0%
Peso normal (18,5-24,9) 42,6%
Acima do peso (>25) 55,4%
Fibrose (Metavir) (%)
FO-F2 50,5%
F3-F4 25,7%
Sem informacéo 23,8%
Carga viral do HCV (Ul/mL)
Média (variacio) 2,2x10%(2,9x 10°— 2,1 x 10"
< 600.000 (%) 21%
> 600.000 (%) 79%
Subtipos do HCV (%)
la 53,5%
1b 46,5%
Tratamento prévio para hepatite C (%)
Sim 26,7%
Né&o 73,3%

dp: Desvio padrao * Foram considerados individuos acima de 16 anos que relataram atividade sexual (n = 99).
** Segundo OMS (http://apps.who.int/bmi/index.jsp?introPage=intro_3.html).
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Ao realizar a genotipagem para o polimorfismo proximo ao gene 1L28B
(rs12979860) (Figura 13), observou-se que o gendétipo TC foi o mais frequente (57,4%),
seguido por CC (23,8%) e TT (18,8%).

(%)
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mCC

mTC
mTT
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Genotipos do polimorfismo relacionado ao gene 1L28B

Figura 13 — Distribuicdo genotipica pela analise do polimorfismo préximo ao gene
IL28B (rs12979860) em 101 portadores do genotipo 1 do HCV selecionados para
avaliacdo da resposta ao tratamento para hepatite C em Goiania, Goias

5.5.2. Avaliacdo da Resposta ao Tratamento da Hepatite C

Dentre os 101 pacientes infectados com o gendtipo 1 do HCV avaliados ap6s o
tratamento com PEG IFN e RBV, 28,7% (n = 29) apresentaram RVS e 71,3% (n = 72)
foram ndo respondedores (Figura 14). A taxa de RVS foi de 32,4% nos pacientes
virgens de tratamento (naive) e de 18,5% naqueles com tratamento prévio para hepatite
C.
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Figura 14 — Resposta apds o tratamento para hepatite C em 101 pacientes infectados
com o genotipo 1 do HCV em Goiania, Goias
* N&o respondedores

** Resposta viroldgica sustentada

A distribuicdo dos genotipos pela analise do polimorfismo relacionado ao gene
IL28B (rs12979860) por tipo de resposta ao tratamento para hepatite C em 101
portadores do gendétipo 1 do HCV em Goiania, Goids, é apresentada na Figura 15. Em
relacdo aos pacientes com o genotipo CC, 54,2% (13/24) apresentaram RVS e 45,8%
(11/24) foram NR. Por outro lado, dentre aqueles com gendtipo TT, apenas 15,8%
(3/19) atingiram RVS e 84,2% (16/19) foram NR. Quanto ao gendtipo TC, indices
intermediarios de RVS (22,4%; 13/58) e de nado resposta (77,6%; 45/58) ao tratamento
para hepatite C foram encontrados. Assim sendo, a taxa de RVS para o genétipo CC foi
maior em relaco as observadas para TC e TT (3° = 10,27; p = 0,00).
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Figura 15 — Distribuicéo dos gendtipos pela anélise do polimorfismo relacionado ao

gene 1L28B por tipo de resposta ao tratamento para hepatite C em 101 portadores do

gendtipo 1 do HCV em Goiania, Goias

* N&o respondedores

** Resposta viroldgica sustentada
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6. DISCUSSAO

A partir da identificacdo dos gen6tipos do HCV em um laboratorio de referéncia
na cidade de Goiania-Goids, portadores do genotipo 1 foram selecionados para analise
do polimorfismo genético préximo ao gene IL28B, relacionando-o a resposta ao
tratamento para hepatite C. No Brasil, poucos estudos foram realizados sobre o tema em
questdo (Araujo et al. 2011, Cavalcante et al. 2012, Ferreira et al. 2012, Moreira et al.
2012, Ramos et al. 2012, Garcia et al. 2013, Grandi et al. 2013) e, para 0 nosso
conhecimento, este é o primeiro estudo na Regido Centro-Oeste que investiga 0 SNP
rs12979860 C/T em pacientes submetidos ao tratamento da hepatite C. Assim, 0s
resultados apresentados podem contribuir para acompanhamento e manejo clinico dos

pacientes infectados com o genétipo 1 do HCV.

6.1. Pacientes RNA-HCV Positivos

Ao analisar o perfil sociodemogréfico dos 894 pacientes RNA-HCV positivos,
verificou-se que caracteristicas como idade, sexo, escolaridade e renda familiar foram
semelhantes as observadas em outros estudos sobre a infec¢do pelo HCV no Brasil, que
mostraram frequéncias maiores de individuos adultos (Souto et al. 1999, 2001, Ivantes
et al. 2010, Reis et al. 2011), do sexo masculino (Mussi et al. 2007, Oliveira-Filho et al.
2010a, 2010b, Reis et al. 2011, Paraboni et al. 2012, Rodrigues Neto et al. 2012) e de
nivel baixo a médio de escolaridade e de renda familiar (Lopes et al. 2009), dentre os
individuos infectados por esse virus. Os casos notificados de hepatite C no SINAN entre
1999 e 2011 foram também concordantes aos deste estudo em rela¢do a predominancia
de individuos adultos, do sexo masculino e de nivel baixo a médio de escolaridade
(Ministério da Saude 2012b).

Tendo em vista que o HCV ¢ transmitido, principalmente, pela via parenteral
(Shepard et al. 2005, Alter 2007, 2012, Lavanchy 2011), vale ressaltar que, neste
estudo, caracteristicas de risco relacionadas a transmissdo desse virus por essa via, tais
como: cirurgia, uso de drogas ilicitas, tratamento odontoldgico com profissional nédo

graduado, transfusdo sanguinea antes de 1994 e tatuagem foram relatadas em
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frequéncias consideraveis pelos participantes. Semelhantemente, outras investigacfes
realizadas no Brasil encontraram frequéncias substanciais de cirurgia (Souto et al. 1999,
2012, Lopes et al. 2009, Rodrigues Neto et al. 2012, Paraboni et al. 2012, Pereira et al.
2013), uso de drogas ilicitas (Rodrigues Neto et al. 2012, Souto et al. 2012, Barros et al.
2013, Pereira et al. 2013), tratamento odontoldgico com profissional ndo graduado
(Parana et al. 2007), transfusdo sanguinea antes de 1994 (Carneiro et al. 2007, Botelho
et al. 2008, Freitas et al. 2008) e tatuagem (Mussi et al. 2007, Rodrigues Neto et al.
2012, Oliveira-Filho et al. 2013), ao considerar os infectados com o HCV.
Procedimentos como cirurgia, tratamento odontolégico e tatuagem, quando ndo seguem
as normas de controle de infeccdo e de biosseguranca, podem propiciar a disseminagéo
do HCV (Shepard et al. 2005, Alter 2007, 2012, Lavanchy 2011). A transmisséo desse
virus por transfusdo sanguinea tem sido reportada, principalmente, antes da implantacéo
da triagem para anti-HCV nos bancos de sangue, o que no Brasil se deu em novembro
de 1993 (Ministério da Saude 1993). O uso de drogas ilicitas € um dos principais
mecanismos de transmissdo do HCV, tanto pelo compartilhamento de seringas/agulhas,
quanto de outros instrumentos usados durante o consumo dessas drogas (Rodés &
Tapias 2000, Shepard et al. 2005, Alter 2007, 2012). Ainda, relatos de mdltiplos
parceiros sexuais e histéria de DST foram observados em frequéncias elevadas neste
estudo. No entanto, a transmissdo sexual do HCV é considerada como de baixa
eficiéncia (Shepard et al. 2005, Alter 2007, 2012, Cavalheiro 2007, Tohme &
Holmbergb 2010).

Sabe-se que a distribuicdo dos gendtipos do HCV varia de acordo com a
localizacdo geografica, e 0 monitoramento desta distribuicdo € importante na defini¢do
de tendéncias epidemioldgicas da infeccdo sobre introducdo de novos genoétipos e
expansdo geografica do virus em rotas de transmissdo recentes (Simmonds et al. 2005,
Lavanchy 2011, Torres 2012). Apo6s genotipagem das 894 amostras RNA-HCV
positivas, foram identificados os genotipos 1 (76,3%), 2 (1,9%), 3 (21,6%) e 4 (0,2%).
Estes dados mostram o predominio do genétipo 1, seguido do 3, e corroboram 0s
resultados de outros estudos realizados em Goids, incluindo popula¢fes como pacientes
com doengas reumdticas, hemodialisados, transplantados renais, individuos
coinfectados com HIV, pacientes com tuberculose e reeducandas (Barbosa et al. 2005,
Espirito-Santo et al. 2007, Botelho et al. 2008, Del Rios 2011, Reis et al. 2011, Barros
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et al. 2013), além de hemofilicos e doadores de sangue, os quais revelaram o
predominio do genotipo 1, seguido do 3 e 2 (Barbosa et al. 2000, Martins et al. 2006).
Diferentemente desses estudos, 0 genoétipo 4 foi identificado na populacdo estudada.
Esse genotipo foi detectado também na Regido Sudeste (Moreira et al. 2003, Campiotto
et al. 2005, Arrais et al. 2008, Perone et al. 2008, Vigani et al. 2008, Grotto et al. 2011)
e em Salvador (Zarife et al. 2006).

Essa distribui¢do genotipica, com predominio do gendtipo 1, seguido de 3, 2 e 4,
foi semelhante as observadas em estudos multicéntricos conduzidos no Brasil
(Campiotto et al. 2005, Lampe et al. 2013), tendo reflexo importante na determinacao
do esquema terapéutico para hepatite C (Le Guillou-Guillemette et al. 2007, Ministério
da Saude 2011). Assim, a presenca do genotipo 1 na maioria dos pacientes estudados
indica a necessidade de realizacdo de tratamento com PEG IFN e RBV por um periodo
mais longo, ou da combinacéo tripla (PEG IFN, RBV e inibidor de protease: TVR ou
BVR), recentemente incorporada ao tratamento da hepatite C cronica no SUS
(Ministério da Saude 2012a, 2013a).

No presente estudo, os subtipos la e 1b foram frequentemente encontrados.
Esses subtipos também foram prevalentes em outras investigacdes realizadas em Goias,
como em hemofilicos, pacientes com doencas reumaéticas, doadores de sangue,
hemodialisados, transplantados renais, individuos coinfectados com HIV, pacientes com
tuberculose, reeducandas e catadores de materiais reciclaveis (Barbosa et al. 2000,
2005, Martins et al. 2006, Espirito-Santo et al. 2007, Botelho et al. 2008, Del Rios
2011, Reis et al. 2011, Barros et al. 2013, Marinho et al. 2013a). Nesta investigacao, 0s
subtipos 2b, 2j e 4a foram identificados, embora em percentuais baixos. O subtipo 2b
foi previamente citado em frequéncias baixas em Goias (Barbosa et al. 2000, Martins et
al. 2006) e nas capitais brasileiras (Pereira et al. 2013). De forma semelhante, o subtipo
4a foi raramente detectado no Brasil (Moreira et al. 2003, Arrais et al. 2008, Grotto et
al. 2011). Quanto ao subtipo 2j, ndo ha relato de sua presenca no Pais. No entanto, o
mesmo foi encontrado na Venezuela, dentre os portadores do genétipo 2 (Sulbaran et al.
2010, Jaspe et al. 2012), e em um paciente residente no Canada de origem africana
(Egito) (Li et al. 2012b).

Uma limitacdo deste estudo foi a realizacdo de genotipagem por sequenciamento
da regido NS5B do genoma viral apenas das amostras identificadas pelo LiPA como
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la/lb, 2 e 4. Justifica-se 0 sequenciamento das amostras subtipadas como 1a/lb, devido
a importancia de estabelecer corretamente a distribuicdo subtipica do gendtipo 1, o de
maior prevaléncia em nossa Regido. Por outro lado, os gendtipos 2 e 4 sdo raros e a
caracterizacdo por sequenciamento destes isolados ainda ndo havia sido realizada em
Goiés. Apesar de varias tentativas, algumas destas amostras ndo foram amplificadas
para a regido NS5B. Embora ndo tenha sido realizado o sequenciamento das amostras
caracterizadas como do genotipo 3 pelo LiPA, a maioria dos estudos conduzidos em
Goias mostraram a circulacdo do subtipo 3a (Martins et al. 2006, Espirito-Santo et al.
2007, Botelho et al. 2008, Lopes et al. 2009, Del Rios 2011, Reis et al. 2011, Barros et
al. 2013). Ainda, vale ressaltar as dificuldades em relacdo a questdo operacional e
técnica envolvida no sequenciamento das amostras.

Como a distribuicdo dos genotipos e de subtipos do HCV esta associada a rotas
particulares de transmissao (Silini et al. 1995, Cochrane et al. 2002, Nakano et al. 2004,
2006, Pybus et al. 2005, Simmonds et al. 2005, Abergel et al. 2007, Antaki et al. 2010,
Keskin et al. 2010, Mora et al. 2010, Lavanchy 2011, Torres 2012), no presente estudo,
verificou-se que a maioria dos portadores do HCV que relataram o uso de drogas
injetaveis e transfusdo de sangue antes de 1994 foi infectada com os subtipos la
(74,5%) e 1b (66,1%), respectivamente. Semelhantemente, alguns estudos realizados no
Brasil observaram que o subtipo la é proveniente de infecgdes recentes com maiores
taxas de transmissao pelo uso de drogas, enquanto o subtipo 1b é mais prevalente entre
individuos com historico de transfusdo sanguinea (Nakano et al. 2004, Oliveira et al.
2009, Romano et al. 2010).

6.2. Portadores do Gendtipo 1 do HCV Selecionados para Avaliacdo do
Polimorfismo Relacionado ao Gene IL28B e Resposta ao Tratamento para
Hepatite C

Ao analisar as caracteristicas dos 101 portadores do genétipo 1 do HCV
selecionados para avaliagdo do polimorfismo relacionado ao gene IL28B versus resposta
ao tratamento para hepatite C, a média de idade de 48,2 anos (dp 10,6) foi proxima as
observadas por Ramos et al. (2012), Garcia et al. (2013) e Grandi et al. (2013) (53, 55,5

63



e 50,4 anos) em estudos similares no Brasil. A maior frequéncia do sexo masculino em
relagdo ao feminino foi semelhantemente relatada por esses autores, bem como por
outros que também avaliaram o polimorfismo proximo ao gene 1L28B (Araujo et al.
2011, Cavalcante et al. 2012, Ferreira et al. 2012, Ramos et al. 2012, Garcia et al. 2013,
Grandi et al. 2013). Em relacdo a raca, 62,4% se autodeclararam pardos, seguidos por
30,7% brancos. Taxas diferentes das encontradas por Garcia et al. (2013) (19,2% e
75,7%, respectivamente), bem como pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
no censo realizado em 2010 (43,1% e 47,7%, respectivamente) (IBGE 2010).

Mais da metade dos pacientes estudados possuiam IMC acima do peso,
resultando em uma média de 25,6 Kg/m? (dado n&o mostrado), sendo semelhante &
verificada em um estudo realizado no Rio de Janeiro-RJ (26) (Ramos et al. 2012). Em
relacdo a intensidade de fibrose hepética, 50,5% (IC 95%: 40,4-60,5) dos pacientes
apresentaram Metavir FO-F2 (leve/moderada), o que é concordante com o resultado
mostrado em um estudo multicéntrico (Joinville-SC, Rio de Janeiro-RJ, Pelotas-RS,
Porto Alegre-RS e Sdo Luis-MA) (FO-F2: 54,9%; IC 95%: 46,4-63,1) (Garcia et al.
2013).

As caracteristicas de risco relatadas por este grupo de pacientes corroboram as
observadas nos 894 portadores do HCV estudados, assim como em outras investigagoes
conduzidas no Brasil (Souto et al. 1999, 2012, Carneiro et al. 2007, Mussi et al. 2007,
Parana et al. 2007, Botelho et al. 2008, Freitas et al. 2008, Lopes et al. 2009, Rodrigues
Neto et al. 2012, Oliveira-Filho et al. 2013, Pereira et al. 2013).

Em relacdo as caracteristicas viroldgicas, a carga viral elevada (igual ou superior
a 600.000 Ul/mL), presente na maioria dos casos (79%), foi também observada por
Grandi et al. (2013) (78,2%) e Garcia et al. (2013) (51,5%), em pacientes cronicamente
infectados com o gendtipo 1. As frequéncias dos subtipos 1a e 1b refletem a circulacdo
dos mesmos em Goias, onde esses subtipos sdo prevalentes (Barbosa et al. 2000, 2005,
Martins et al. 2006, Espirito-Santo et al. 2007, Botelho et al. 2008, Del Rios 2011, Reis
et al. 2011, Barros et al. 2013, Marinho et al. 2013a).

Ao proceder a genotipagem por RFLP rs12979860 C/T, a maior frequéncia do
genétipo TC (57,4%), seguido por CC (23,8%) e TT (18,8%), foi semelhante a
distribuicdo encontrada por Ramos et al. (2012) (TC =44%, CC=32%¢e TT = 24%) e
Garcia et al. (2013) (TC =44,9%, CC =30,3% e TT = 24,8%). O genotipo TC também
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foi o mais frequente, porém seguido por TT e CC nos estudos realizados por Cavalcante
et al. (2012) (TC =53,1%, TT = 25,2% e CC = 21,7%) e Grandi et al. (2013) (TC =
48,7%, TT = 36,9% e CC = 14,4%).

Ao avaliar a resposta ao tratamento da hepatite C nos pacientes estudados,
notou-se que 28,7% (IC 95%: 20,4-38,7) obtiveram RVS. indice semelhante aos
apresentados por Azevedo et al. (2012) (27,8%; IC 95%: 19,1-38,4), Ferreira et al.
(2012) (25%; IC 95%: 9,7-44,0), Araujo et al. (2011) (15,4%; IC 95%: 2,7-46,3),
Cavalcante et al. (2012) (36,1%; IC 95%: 28,9-44,0) e Garcia et al. (2013) (39%; IC
95%: 30,3-46,7), em pacientes brasileiros infectados pelo gendtipo 1 do HCV. Ao
considerar apenas 0s pacientes virgens de tratamento (naive), a taxa de RVS de 32,4%
(IC 95%: 22,3-44,4) foi semelhante as mostradas por Ramos et al. (2012) (38%; IC
95%: 26,5-50,7) e Grandi et al. (2013) (43,3%; IC 95%: 37,3-49,6).

A taxa de RVS de 54,2% nos portadores do gendtipo CC foi maior em relacao as
encontradas nos pacientes com os geno6tipos TC e TT (22,4% e 15,8%, respectivamente)
(x* = 10,27; p = 0,00). Assim, os pacientes do genétipo CC tém maior probabilidade de
atingirem RVS do que aqueles com genétipo TC e, principalmente, TT. Estes resultados
sdo concordantes com os demais estudos brasileiros que avaliaram o SNP rs12979860
CIT versus resposta ao tratamento em pacientes infectados com o gen6tipo 1 do HCV
(Araujo et al. 2011, Cavalcante et al. 2012, Ferreira et al. 2012, Ramos et al. 2012,
Garcia et al. 2013, Grandi et al. 2013).

Considerando as investigacdes realizadas em outros paises, taxas maiores de
RVS foram observadas para o genétipo CC em relacdo ao CT e, principalmente, a0 TT
(Ge et al. 2009, McCarthy et al. 2010, Thompson et al. 2010, Kobayashi et al. 2012).
Vale a pena ressaltar que a frequéncia do alelo C pode sofrer variacGes nos diferentes
grupos étnicos e, assim, influenciar as taxas de RVS em populacgdes distintas. Como o
genétipo CC é mais frequente em individuos de ancestralidade européia, esse achado
pode explicar os indices de resposta mais elevados nos europeus em relacdo aos
africanos, embora taxas maiores tém sido documentadas em pacientes do leste asiatico
(Ge et al. 2009, McCarthy et al. 2010, Montes-Cano et al. 2010, Thompson et al. 2010,
Ridruejo et al. 2011, Venegas et al. 2011, Kobayashi et al. 2012).

Portanto, os resultados apresentados nos portadores do genotipo 1 do HCV aqui
estudados, isto €, uma frequéncia elevada do genotipo TC (57,5%) e taxa baixa de RVS
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(22,4%), indicam a necessidade de regime de tratamento mais prolongado com PEG
IFN e RBV, ou baseado em terapias novas. Assim, busca-se a combinagéo tripla (PEG
IFN, RBV e inibidor de protease: TVR ou BVR) recentemente incorporada ao
tratamento dos pacientes cronicamente infectados com o genétipo 1 no Brasil
(Ministério da Saude 2012a, 2013a), ou ainda, a inclusdo de antivirais mais potentes e
com menos efeitos colaterais, como o Simeprevir e Sofosbuvir (Jacobson et al. 2013,
Shiffman et al. 2013, 2014, Asselah et al. 2014, Schinazi et al. 2014).

Por fim, os resultados dessa dissertacdo, como o0s de outros estudos conduzidos
em nossa regido e no Pais, mostram a predominancia do gendtipo 1 do HCV. Os
achados indicam que a analise do SNP rs12979860 C/T é importante preditor de RVS
ao tratamento com IFN e RBV em pacientes infectados com esse geno6tipo em nossa
regido. Espera-se que estes resultados contribuam na avaliacdo/acompanhamento desses
pacientes na busca do sucesso terapéutico e, consequentemente, melhor qualidade de

vida dos mesmos.
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7. CONCLUSOES

O genotipo 1 foi predominante, seguido do 3 e 2 em pacientes atendidos em
laboratério de referéncia em Goiania-GO, o que corrobora os achados de outras
investigacdes realizadas em nossa regido. Adicionalmente, o gendtipo 4 foi

encontrado neste estudo;

Ao realizar a genotipagem para o polimorfismo proximo ao gene 1L28B (SNP
rs12979860 C/T), o genotipo TC foi o mais frequente (57,4%), seguido por CC
(23,8%) e TT (18,8%);

Apos o tratamento com PEG IFN e RBV, 28,7% dos pacientes infectados com o
gendtipo 1 apresentaram RVS. Esta taxa foi superior nos portadores do gendtipo
CC (54,2%) em relacdo as encontradas nos pacientes com os genétipos TC e TT
(22,4% e 15,8%, respectivamente).
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